
355

А Т Е Р О С К Л Е Р О З / A T E R O S C L E R O Z

2024	 Научно-практический журнал	 Т. 20, № 4

© �Трифонова Н.В., Князев Р.А., Котова М.В., Поляков Л.М., 2024

DOI: 10.52727/2078-256Х-2024-20-4-355-361

Аполипопротеин А-I как транспортная форма цитостатиков в клетки 
асцитной карциномы Эрлиха

Н.В. Трифонова, Р.А. Князев, М.В. Котова, Л.М. Поляков

Научно-исследовательский институт биохимии ФИЦ фундаментальной и трансляционной медицины

Россия, 630117, г. Новосибирск, ул. Тимакова, 2

Аннотация
Одним из актуальных вопросов современной фармакологии остается разработка препаратов 

направленного противоопухолевого действия либо создание лекарственных форм избиратель-
ного действия уже известных цитостатиков с целью повышения эффективности химиотерапии 
и снижения общего токсического эффекта. В настоящей работе в качестве транспортной фор-
мы противоопухолевых препаратов актиномицина Д, доксорубицина, винбластина и мелфалана 
предлагается использовать аполипопротеин А-I. Материал и методы. Аполипопротеин А-I вы-
деляли из фракции липопротеинов высокой плотности плазмы крови человека. Аполипопро-
теин А-I метили 1%-м раствором флуоресцеинизотиоцианата (ФИТЦ). Для экспериментов ис-
пользовали мышей-самцов линии C57Bl массой 20–25 г. Клетки асцитной карциномы Эрлиха 
получали из перитонеального экссудата через 9–10 дней после перевивания. Флуоресцентный 
анализ проводили на микроскопе AxioImager Z1 «Zeiss» с использованием цифровой камеры 
AxioCamMRc и программного обеспечения AxioVision V.4.5. Изучение спектров поглощения 
противоопухолевых препаратов в оптической области электромагнитного излучения проводи-
ли на спектрофотометре Evolution 300 (Thermo Fisher Scientific, США). Результаты. В работе 
представлены результаты, свидетельствующие о способности ФИТЦ-меченого аполипопроте-
ина А-I попадать в опухолевые клетки. С использованием метода колоночной хроматографии 
и спектрофлуориметрии показано образование комплексов аполипопротеин А-I-цитостатик 
(актиномицин Д, доксорубицин, мелфалан, винбластин). Анализ содержания препаратов в ли-
затах опухолевых клеток показал, что поглощение (интернализация) было более выраженным 
при инкубации клеток с цитостатиками в комплексных формах с аполипопротеином А-I по 
сравнению с поглощением клетками цитостатиков без переносчика. Заключение. Установлено, 
что аполипопротеин А-I может являться прямым переносчиком цитостатиков в клетки асцит-
ной карциномы Эрлиха.
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мы противоопухолевых препаратов, клетки асцитной карциномы Эрлиха.
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Abstract
One of the pressing issues of modern pharmacology remains the development of drugs with 

targeted antitumor action, or the creation of dosage forms of selective action of already known 
cytostatics in order to increase the effectiveness of chemotherapy and reduce the overall toxic effect on 
the body. In this work, it is proposed to use apolipoprotein A-I as a transport form of the antitumor 
drugs actinomycin D, doxorubicin, vinblastine and melphalan. Material and methods. Apolipoprotein 
A-I was isolated from the high-density lipoprotein fraction of human blood plasma. Apolipoprotein 
A-I was labeled with 1 % fluoresceinisothiocyanate (FITC). For the experiments, we used male 
C57Bl mice weighing 20–25 g. Ehrlich ascites carcinoma cells were obtained from peritoneal exudate 
9–10 days after transplantation. Fluorescent analysis was carried out on an AxioImager Z1 “Zeiss” 
microscope using an AxioCamMRc digital camera and AxioVision V.4.5 software. The absorption 
spectra of antitumor drugs in the optical region of electromagnetic radiation were studied using an 
Evolution 300 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). Results. The paper presents the 
results indicating the ability of FITC-labeled apolipoprotein A-I to enter tumor cells. Using the 
method of column chromatography and spectrofluorimetry, the formation of apolipoprotein A-I-
cytostatic complex (actinomycin D, doxorubicin, melphalan, vinblastine) was shown. Analysis of the 
content of drugs in tumor cell lysates showed that absorption (internalization) was more pronounced 
during incubation of cells with cytostatics in complex forms with apolipoprotein A-I compared with 
the absorption of cytostatics by cells without a carrier. Conclusions. It has been established that 
apolipoprotein A-I can be a direct carrier of cytostatics into the cells of Ehrlich ascites carcinoma.

Keywords: apolipoprotein A-I, fluorescein isothiocyanate (FITC), transport forms of anticancer 
drugs, Ehrlich ascites carcinoma cells.
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Введение

Химиотерапия является одним из основных 
способов сдерживания роста злокачественных 
новообразований. Обладая терапевтической эф-
фективностью, данный способ лечения связан 
с высоким риском интоксикации организма 
противоопухолевыми препаратами и их метабо-
литами [1]. Современные достижения в области 
фармакологии открывают новые горизонты в 
области лечения онкологических заболеваний: 
классическая химиотерапия преобразуется в бо-
лее эффективную и безопасную таргетную, на-
целенную на конкретные мишени. Этот подход 
сочетает в себе уже проверенные противоопу-
холевые препараты с инновационными селек-

тивными переносчиками, что позволяет целе-
направленно доставлять лекарства к поражен-
ным участкам [2, 3]. Показано использование 
в качестве перспективного переносчика био-
логически активных соединений, в том числе 
лекарственных препаратов, основного белкового 
компонента липопротеинов высокой плотности 
(ЛПВП) – аполипопротеина А-I (апоА-I). Явля-
ясь веществом амфифильной природы, апоА-I 
способен связывать и транспортировать раз-
личные по природе биологически активные со-
единения [4]. В данной работе апоА-I плазмы 
крови человека использовали в качестве пере-
носчика противоопухолевых препаратов в клет-
ки асцитной карциномы Эрлиха.
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Целью данной работы являлось изучение 
эффективности использования апоА-I в каче-
стве транспортной формы ряда противоопухоле-
вых препаратов в клетку.

Материал и методы

АпоА-I выделяли из фракции методом изо-
плотностного центрифугирования ЛПВП плаз-
мы крови человека. Извлечение белковой фрак-
ции проводили охлажденной смесью хлоро-
форм–метанол (1:1) из расчета 20 мл смеси на 
1 мл ЛПВП с последующей многократной от-
мывкой эфиром [5]. Для получения апоА-I сум-
марные белки ЛПВП в растворе 3 % Ds-Na и 
0,1%-го меркаптоэтанола наносили на колонку 
(1,6×100 см) с Сефарозой 6В-CL («Pharmacia», 
Швеция) и элюировали 5 мМ Трис-НСl буфе-
ром, рН 8,6, содержащим 6 М мочевину, 0,01 % 
азид натрия и 1 мМ фенилметансульфонилфто-
рид. Скорость потока – 10 мл/ч, скорость са-
мописца – 9 мм/ч. Профиль элюции регистри-
ровали на УФ-детекторе Blupad JP-3001 (КНР) 
при длине волны 280 нм. Проверка чистоты 
апоА-I осуществлялась с помощью электро-
фореза в 10 % ПААГ с Ds-Na. Белковые по-
лосы визуализировали 0,1 % Кумасси G-250 в 
смеси метанола и 10 % уксусной кислоты (1:1). 
В качестве маркеров использовали набор низ-
комолекулярных белков-стандартов [6] (Thermo 
Fisher Scientific, США). Обессоливание апоА-I 
проводили методом гель-фильтрации (колонка: 
40×0,8 см, Сефадекс G-25 (Pharmacia, Швеция), 
элюент: 5мМ трис-НСl буфер, рН 7,4, содержа-
щий 0,15 М NaCl, скорость элюции – 30 мл/ч, 
скорость самописца – 9 см/ч). Концентрация 
обессоленного белка составляла 0,2 мг/мл.

Изучение спектров поглощения противо-
опухолевых препаратов в оптической области 
электромагнитного излучения проводили на 
спектрофотометре Evolution 300 (Thermo Fisher 
Scientific, США). В работе использовали 1 мМ 
маточные растворы актиномицина Д, доксору-
бицина, винбластина и мелфалана (AppliChem, 
Германия).

Работу с радиоактивной меткой прово-
дили с использованием меченного тритием 
(3Н)-актиномицина Д (Amersham, Англия). Для 
измерения радиоактивности аликвоту элюата 
исследуемых образцов (объем 100 мкл) перено-
сили на целлюлозные фильтры Whatman 3 MM 
(Англия). Радиоактивность образцов измеряли 
на жидкостном сцинтилляционном счетчике 
Mark-III (США) и выражали в имп/мин. По-
лученные данные соотносили с данными спек-
трофотометра по выходу белковой фракции на 
длине волны 280 нм.

Для изучения процесса интернализации 
апоА-I в опухолевые клетки использовали 
конъюгат белка с флуоресцеинизотиоцианатом 
(ФИТЦ). АпоА-I метили 1 % раствором ФИТЦ 
в 0,1 М Na2HPO4. Процесс конъюгации про-
водили при 4 °С в течение 18 ч в 0,1 М би-
карбонатном буфере (рН 9,0) и в молярном со-
отношении белок/краситель 10/1 [7]. Избыток 
несвязавшегося маркера удаляли методом гель-
фильтрации (колонка 40×0,8 см, Сефадекс G-25 
(Pharmacia, Швеция)).

Клетки асцитной карциномы Эрлиха были 
выращены в мышах линии C57Bl массой 
22–25 г, n = 5. Эксперименты на лаборатор-
ных животных проводили в соответствии с 
«Правилами работ с использованием экспери-
ментальных животных» (Приказ Минздрава РФ 
от 01.04.2016 № 199н «Об утверждении правил 
надлежащей лабораторной практики»), с соблю-
дением принципов Европейской конвенции о 
защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986). Животные содержались на 
стандартной диете и имели свободный доступ к 
воде. Представленная работа одобрена комите-
том по биоэтике ФИЦ ФТМ.

Клетки асцитной карциномы Эрлиха вы-
деляли из перитонеального экссудата на 10-й 
день после перевивания животным. Под лег-
ким эфирным наркозом мышей забивали с по-
мощью дислокации шейных позвонков, вскры-
вали брюшную полость в нижнем латеральном 
отделе. Собирали перитонеальный экссудат в 
центрифужные пробирки и центрифугировали в 
течение 10 мин при 150 g для осаждения кле-
точных элементов. Осадок клеток трижды про-
мывали холодным (+4 °С) раствором Рингера – 
Кребса. Подсчет клеток проводили в камере Го-
ряева. Жизнеспособность клеток оценивали по 
исключению трипанового синего [8].

Полученные данные подвергали статисти-
ческому анализу с использованием программы 
StatPlus 2009 Professional 5.8.4. (США). Провер-
ку нормальности распределения данных в груп-
пах выполняли с помощью критерия Колмого-
рова – Смирнова. Статистическую значимость 
полученных результатов оценивали с помощью 
t-критерия Стьюдента при уровне значимости 
p < 0,05.

Исследование одобрено комитетом по био-
медицинской этике при ФИЦ ФТМ (протокол 
№ 30 от 14.07.2024).

Результаты и их обсуждение

Способность апоА-I образовывать устой-
чивые комплексы с противоопухолевыми пре-
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паратами актиномицином Д, доксорубицином, 
винбластином и мелфаланом была показана 
нами в более ранних работах [9, 10]. Для всех 
представленных в работе комплексов были рас-
считаны качественные и количественные харак-
теристики взаимодействия препаратов с апоА-I. 
Ключевой расчетной единицей взаимодействия 
была константа связывания, которая составила 
0,14×106 М-1 для актиномицина Д, 0,71×106 М-1 
для доксорубицина, 0,39×106 М-1для винбласти-
на и 6,31×106 М-1 для мелфалана. Также было 
показано, что количество связанных молекул 
противоопухолевых препаратов на одну молеку-
лу белка было различно. Для актиномицина Д 
оно составило 12, доксорубицина – 27, винбла-
стина – 45, а мелфалана – 48.

В данной работе для подтверждения воз-
можности процесса взаимодействия по типу 
«рецептор–лиганд», а также оценки устойчиво-
сти комплексных форм апоА-I-цитостатик мы 
использовали метод гель-фильтрации на Сефа-
дексе G-50 (рис. 1, а и б).

Образование комплексов апоА-I с цитоста-
тиками было продемонстрировано на примере 
с использованием метода вытеснения меченного 
тритием (3Н)-актиномицина Д, так называемо-
го «горячего» лиганда, немеченным актиноми-
цином Д («холодным» лигандом) (см. рис. 1, а 
и б). Пик радиоактивности 3Н-актиномицина 
Д совпадал с объемом выхода фракции апоА-I 
(см. рис. 1, а).

Аналогичную хроматографическую картину 
мы получили после инкубации изолированного 
апоА-I с немеченым актиномицином Д.

Наличие немеченого препарата в элюате 
оценивали методом исследования его спектраль-
ной характеристики по максимуму поглощения 
при длине волны 440 нм. В результате хромато-
графического разделения пик поглощения при 
440 нм полностью совпадал с объемом выхода 
фракции апоА-I, что свидетельствует о нали-
чии взаимодействия типа «рецептор–лиганд» 
и, кроме того, может указывать на сохранение 
устойчивости таких комплексов. Следует отме-
тить, что процесс был достаточно специфичным 
и носил обратимый характер, так как введение 
в данную систему 500-кратного избыточного 
количества немеченого актиномицина Д приво-
дило к вытеснению 3Н-актиномицина Д из ком-
плексов с апоА-I (см. рис. 1, б).

Известно, что внесение изменений в струк-
турно-конформационные внутримолекулярные 
взаимодействия белковых молекул могут изме-
нять их свойства. Поэтому следующим важным 
моментом являлось изучить, какова вероятность 
интернализации комплексов апоА-I с цитоста-
тическими препаратами в опухолевые клетки.

В данной работе проведена оценка способ-
ности апоА-I попадать в опухолевые клетки ас-
цитной карциномы Эрлиха. Используя метод 
флуоресцентной микроскопии, показали, что 
сам по себе апоА-I меченный ФИТЦ способен 
проникать в клетки асцитной карциномы Эр-
лиха. Следует сразу заметить, что поглощение 
меченного ФИТЦ апоА-I клетками напрямую 
зависело от времени инкубации и температуры. 
Так, выраженное накопление апоА-I-ФИТЦ в 
цитоплазме и ядрах опухолевых клеток наблю-
далось уже через 15 минут инкубации при 37 °С 
(рис. 2, а).

Стоит отметить, что инкубация клеток ас-
цитной карциномы Эрлиха с апоА-I-ФИТЦ 
при 4 °С привела к равномерному распределе-
нию окраски ФИТЦ по всей поверхности кле-
ток (см. рис. 2, б). Данный эффект косвенно 
подтверждает, что свечение обусловлено связы-
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Рис. 1. �Связывание меченного тритием актиноми-
цина Д с апоА-I. а – апоА-I + меченный 
тритием актиномицин Д; б – апоА-I + 
меченный тритием актиномицин Д в при-
сутствии 500-кратного избытка немеченого 
актиномицина Д. Колонка: Сефадекс G-50 
(0,8×40 см). Элюент: 5мМ Трис-НСl, рН 
7,4, 0,15 М NaCl, 5 мМ ЭДТА. Сплошная 
линия – поглощение белка при 280 нм; 

пунктирная линия – радиоактивность

Fig. 1. �Binding of tritium-labeled actinomycin D to 
apoA-I. а – apoA-I + tritium-labeled actino-
mycin D; б – apoA-I + tritium-labeled actino-
mycin D in the presence of a 500-fold excess 
of unlabeled actinomycin D. Column: Sepha-
dex G-50 (0.8×40 cm). Eluent: 5 mMTris-HCl, 
pH 7.4, 0.15 M NaCl, 5 mM EDTA. Solid 
line – protein absorption at 280 nm; dotted 

line – radioactivity
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ванием ФИТЦ-меченного апоА-I с рецепторами 
наружной клеточной мембраны, так как даль-
нейшего попадания апоА-I-ФИТЦ в клетку при 
4 °С не происходило. Это подтверждается прак-
тически полным отсутствием флуоресценции в 
клетках асцитной карциномы Эрлиха, предвари-
тельно проинкубированных с 0,25 % раствором 
трипсина (см. рис. 2, в).

Доказательства того, что апоА-I может яв-
ляться активным переносчиком цитостатиков в 
опухолевые клетки, мы получили на культуре 
асцитной карциномы Эрлиха с использованием 
спектральных характеристик каждого препара-
та. Так, для актиномицина Д максимум погло-
щения составил 440 нм, для доксорубицина – 
477 нм, для винбластина – 276 нм и для мел-
фалана – 343 нм. Методом спектрофотометрии 
нами была показана интернализация самих ис-
следуемых препаратов в клетку. Это было сде-
лано на основе количественного анализа содер-
жания в клеточных лизатах свободной и ком-
плексной формы каждого препарата (таблица).

Спектрофотометрический анализ содержа-
ния препаратов в клеточных лизатах асцитной 
карциномы Эрлиха показал, что поглощение 
цитостатиков в комплексной форме с апоА-I 
было более выраженным по сравнению с по-
глощением препаратов без переносчика (см. 
таблицу).

Н.В. Трифонова, Р.А. Князев, М.В. Котова, Л.М. Поляков

Рис. 2. �a – флуоресцентная микроскопия клеток асцитной карциномы Эрлиха через 15 минут инкубации 
при 37 °С с апоА-I, меченным ФИТЦ (ув. ×200); б – флуоресцентная микроскопия клеток асцит-
ной карциномы Эрлиха после инкубации с апоА-I-ФИТЦ при 4 °С, время инкубации 30 минут 
(ув. ×200); в – флуоресцентная микроскопия клеток асцитной карциномы Эрлиха, проинкуби-
рованных с апоА-I-ФИТЦ, предварительно обработанных 0,25 % раствором трипсина, время 

инкубации 30 минут (ув. ×200)
Fig. 2. �a – fluorescence microscopy of Ehrlich ascitic carcinoma cells after 15 minutes of incubation at 37 °C 

with apoA-I labeled with FITC (magnitude ×200); б – fluorescence microscopy of Ehrlich ascites carci-
noma cells after incubation with apoA-I-FITC at 4 °C, incubation time is 30 minutes (magnitude ×200); 
в – fluorescence microscopy of Ehrlich ascites carcinoma cells incubated with apoA-I-FIC, pretreated 

with 0,25 % trypsin solution, incubation time is 30 minutes (magnitude ×200)

Содержание актиномицина Д, доксорубицина, 
винбластина и мелфалана в свободной и комплексной 

форме с апоА-I в лизатах клеток асцитной 
карциномы Эрлиха

Content of actinomycin D, doxorubicin, vinblastine and 
melphalan in free and complex form with apoA-I in 

lysates of Ehrlich ascitic carcinoma cells

Группа / Group

Интенсивность 
поглощения, % /

Absorption intensity, %
М ± m, n = 6

Актиномицин Д / Actino-
mycin D

17,3±3,32

Актиномицин Д + апоА-I 
/ Actinomycin D + apoА-I

38,6 ± 5,44*

Доксорубицин / 
Doxorubicin

127,5 ± 17,14

Доксорубицин + апоА-I / 
Doxorubicin + аpoА-I

187,2 ± 20,33*

Винбластин / Vinblastine 168,7 ± 17,21
Винбластин + апоА-I / 
Vinblastine + apoА-I

243,2 ± 24,78*

Мелфалан / Melphalan 120,6 ± 14,41
Мелфалан + апоА-I / 
Melphalan + apoА-I

192,5 ± 19,34*

Примечание: *– р < 0,05 по сравнению с соответ-
ствующем препаратом без апоА-I. 

Note: *– p < 0.05 compared to the corresponding drug 
without apoA-I.
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На сегодняшний день в литературе описано 
множество попыток использования переносчи-
ков противоопухолевых препаратов, в частно-
сти липосом, которые в той или иной степени 
повторяют липопротеиновую частицу [11–14]. 
Такие структуры обладают рядом уникальных 
свойств, таких как: нетоксичность, способность 
включать в себя как гидрофильные, так и ги-
дрофобные лекарственные средства одновре-
менно, а также могут обеспечить улучшенную 
биодоступность, эффективную межклеточную 
доставку. Однако производство и стандарти-
зация таких переносчиков осложнены рядом 
технологических процедур, которые усложняют 
процесс создания готового лекарственного пре-
парата. Изначально наша идея заключалась в 
том, что, попадая в кровоток, апоА-I будет сти-
мулировать наработку липопротеинов высокой 
плотности [15]. Поскольку апоА-I уже содержит 
противоопухолевый препарат, то в этот момент 
организм сам занимается сборкой высокоак-
тивной транспортной формы лекарственного 
препарата и обеспечивает эффективную достав-
ку его в клетки-мишени. Данные этой работы 
указывают на то, что комплексы, образуемые 
апоА-I c противоопухолевыми препаратами, 
можно использовать для прямой доставки цито-
статиков в опухолевые клетки путем инъекции 
непосредственно в очаг поражения.

Заключение 

Таким образом, в настоящей работе пред-
ставлены результаты, свидетельствующие о спо-
собности ФИТЦ-меченого апоА-I попадать в 
опухолевые клетки асцитной карциномы Эрли-
ха. Образование комплексов апоА-I – цитоста-
тик показано хроматографией с использованием 
метода вытеснения меченного тритием актино-
мицина Д немеченым актиномицином Д. Дока-
зательства, что апоА-I может являться прямым 
переносчиком актиномицина Д, доксорубицина, 
винбластина и мелфалана в опухолевые клетки, 
получены на основе их количественного анали-
за в клеточных лизатах с учетом спектральных 
характеристик каждого препарата. Поглощение 
препаратов в комплексной форме было более 
выраженным по сравнению с поглощением пре-
паратов без переносчика.
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