
Íàðÿäó ñ âûñîêîé òîêñè÷íîñòüþ áîëüøèíñò-

âà ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ, âðîæä¸ííàÿ è

èíäóöèðîâàííàÿ óñòîé÷èâîñòü ê ëåêàðñòâåííîé

òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì îãðàíè÷åíèåì â äî-

ñòèæåíèè îïòèìàëüíîé ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ.

Îäíèì èç óíèâåðñàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ

óñòîé÷èâîñòè, êîòîðûé çàòðàãèâàåò íå òîëüêî

áîëüøèíñòâî êëàññè÷åñêèõ öèòîñòàòèêîâ, íî è

ñîâðåìåííûå òàðãåòíûå ïðåïàðàòû, ÿâëÿåòñÿ òàê

íàçûâàåìàÿ ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñòâåííàÿ ðåçè-

ñòåíòíîñòü, îáóñëîâëåííàÿ àêòèâàöèåé âûáðîñà

ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ èç êëåòîê. Ïðî-

öåññ ýòîò îñóùåñòâëÿåòñÿ òðàíñïîðòíûìè áåë-

êàìè ñåìåéñòâà ÀÂÑ-òðàíñïîðò¸ðîâ [1]. Ïðè

ýòîì ïîèñê ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, ïîäàâëÿþ-

ùèõ ôóíêöèîíèðîâàíèå ýòèõ áåëêîâ è òàêèì îá-

ðàçîì èíãèáèðóþùèõ ìåõàíèçì ìíîæåñòâåííîé

ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè, ÿâëÿåòñÿ, íàðÿäó

ñ ñîçäàíèåì íîâûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðà-

òîâ, îäíèì èç èíòåíñèâíî ðàçâèâàþùèõñÿ íà-

ïðàâëåíèé ïðîòèâîîïóõîëåâîé õèìèîòåðàïèè.

Ãëóòîêñèì — ýòî ñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã îêèñ-

ëåííîãî ãëóòàòèîíà (äèñóëüôèä ãëóòàòèîíà), êî-

òîðûé âìåñòå ñ âîññòàíîâëåííîé ôîðìîé îáðàçó-

þò â êëåòêå îäíó èç îñíîâíûõ ðåäîêñ ñèñòåì,

îñóùåñòâëÿþùèõ ðåãóëÿöèþ ìíîãèõ êëåòî÷íûõ

ôóíêöèé [2, 3]. Ãëóòîêñèì îáëàäàåò èììóíîñòè-

ìóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ è ïðèìåíÿåòñÿ â êîì-
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Èññëåäîâàíî âçàèìîäåéñòâèå Ãëóòîêñèìà ñ ìàðêåðîì ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè Ð-ãëèêîïðîòåèíîì
(Pgp), à òàêæå âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà íà âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå äîêñîðóáèöèíà. Ïîêàçàíî, ÷òî âîçäåéñòâèå Ãëóòîê-
ñèìà íà îïóõîëåâûå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå Pgp, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê, îáóñëîâëåííîé ñâÿçûâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ òðàíñïîðòíûì áåëêîì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î êîíêóðåí-
öèè Ãëóòîêñèìà ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè çà ñâÿçûâàíèå ñ Pgp è óêàçûâàåò íà âçàèìîäåéñòâèå ìîäèôèêàòîðà ñ ýòèì
òðàíñïîðòíûì áåëêîì. Ýôôåêò ïðîäåìîíñòðèðîâàí íà äâóõ êóëüòóðàõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà —
êëåòêàõ Ò-êëåòî÷íîãî ëåéêîçà ëèíèè Jurkat è íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà ë¸ãêîãî ëèíèè À549. Ïîêàçàíî òàêæå èíãèáèðîâà-
íèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè Pgp ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà, ïðè÷èíîé êîòîðîãî, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, ÿâëÿåòñÿ ïðÿ-
ìàÿ êîíêóðåíöèÿ ìîäèôèêàòîðà ñ ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì çà ñâÿçûâàíèå ñ ìåñòàìè ïîñàäêè íà Pgp. Ñ÷èòàþò, ÷òî
ïðåïàðàò Ãëóòîêñèì ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê èíãèáèòîð ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè, àññîöèèðî-
âàííîé ñ ôóíêöèåé Pgp.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Pgp, ýêñïðåññèÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü, Ãëóòîêñèì.

Interaction of Glutoxime with P-glucoprotein (Pgp), a multiple drug resistance marker, as well as the Glutoxime impact on dox-
orubicin intracellular accumulation were investigated. It was shown that the Glutoxime effect on the Pgp expressing tumor cells
resulted in a decrease of the cell specific fluorescence intensity, conditioned by binding of the monoclonal antibodies to the trans-
port protein. That was evident of Glutoxime competition with the monoclonal antibodies for binding to Pgp and indicative of the
modificator interaction with the transport protein. The effect was proved with the use of two cultures of human tumor cells of dif-
ferent histogenesis, i. e. the cells of Jurkat T-cellular leukemia and nonsmall cell lung cancer A549. Inhibition of the Pgp functional
activity by Glutoxime was also demonstrateds. The authors suggested that it could be caused by direct competition of the modifi-
cator with the antitumor agent for binding to the precipitation sites on Pgp. Glutoxime could be considered as an inhibitor of mul-
tiple drug resistance associated with the Pgp function.

Key words: Pgp, expression, functional activity, Glutoxime.
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ïëåêñíîé òåðàïèè ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ çà-

áîëåâàíèé, ïñîðèàçà è ïðè äðóãèõ õðîíè÷åñêèõ

ïðîöåññàõ [4, 5]. Èíòåðåñíû îïèñàííûå â ëèòåðà-

òóðå äàííûå î ñïîñîáíîñòè Ãëóòîêñèìà èçìåíÿòü

àêòèâíîñòü ðåöåïòîðíûõ è öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ

òèðîçèíêèíàç â ìàêðîôàãàõ, ÷òî ïðèâîäèò ê óâå-

ëè÷åíèþ âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè èîíîâ

êàëüöèÿ [6, 7]. È íàêîíåö, ñóùåñòâóåò îïûò ïðè-

ìåíåíèÿ Ãëóòîêñèìà â êà÷åñòâå ñîïóòñòâóþùåãî

ñðåäñòâà ïðè ëó÷åâîé òåðàïèè ìåñòíî-ðàñïðîñò-

ðàí¸ííîãî ðàêà øåéêè ìàòêè [8]. Îòìå÷åíî, ÷òî

ïðîöåíò ïîëíîé è ÷àñòè÷íîé êëèíè÷åñêîé ðå-

ìèññèè ïî îêîí÷àíèè ëó÷åâîé òåðàïèè ïðè ïðè-

ìåíåíèè Ãëóòîêñèìà áûë âûøå, ÷åì â êîíòðîëü-

íîé ãðóïïå. 

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå Ãëóòîêñèì èçó÷åí êàê

ìîäèôèêàòîð ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè. Èñ-

ñëåäîâàíî âçàèìîäåéñòâèå Ãëóòîêñèìà ñ îäíèì

èç ïðîãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ìàðêåðîâ ìíîæåñò-

âåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè — Ð-ãëè-

êîïðîòåèíîì (Pgp), à òàêæå âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà

íà âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå äîêñîðóáèöèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà, êóëü-

òèâèðóåìûõ in vitro.
Ñóñïåíçèîííóþ êóëüòóðó êëåòîê Ò-ëèìôîáëàñòíîãî ëåé-

êîçà ÷åëîâåêà ëèíèè Jurkat âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI-1640,

ñîäåðæàùåé 10% òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Ñóñ-

ïåíçèþ êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1,5

òûñ. îá/ìèí è îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ôîñôàòíîì áóôåð-

íîì ðàñòâîðå pH 7,4. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïîëó÷åííîé ñóñïåí-

çèè ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà è, â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñ-

òè, öåíòðèôóãèðîâàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñîîòâåòñòâóþùåì

îáú¸ìå ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà pH 7,4 äî äîñòèæåíèÿ

êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè êëåòîê 1 ìëí/ìë. Êëåòêè ôèêñèðîâà-

ëè ôîðìàëüäåãèäîì äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4%.

Ìîíîñëîéíóþ êóëüòóðó êëåòîê íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà

ë¸ãêîãî ÷åëîâåêà ëèíèè À549 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM,

ñîäåðæàùåé 10% òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Ïîñëå

óäàëåíèÿ ñðåäû ìîíîñëîé äâàæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Âåðñå-

íà, çàòåì çàëèâàëè ýòèì æå ðàñòâîðîì, äîáàâëÿÿ òàêîå êîëè÷åñò-

âî, ÷òîáû ïîêðûòü âñå êëåòêè, è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ 10 ìèí.

Ïîñëå ïèïåòèðîâàíèÿ â ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå pH 7,4

ñóñïåíçèþ êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1,5

òûñ. îá/ìèí è îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ôîñôàòíîì áóôåðíîì

ðàñòâîðå pH 7,4. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè

ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà è, â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòè, öåí-

òðèôóãèðîâàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñîîòâåòñòâóþùåì îáú¸ìå

ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà pH 7,4 äî äîñòèæåíèÿ êîíå÷-

íîé êîíöåíòðàöèè êëåòîê 1 ìëí/ìë. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè ôîð-

ìàëüäåãèäîì äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 4%.

Ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà íåïî-

ñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì ãîòîâèëè íåîáõîäèìûå

ðàçâåäåíèÿ êîììåð÷åñêèõ àíòèòåë, èñïîëüçóÿ ðàñòâîð ôîñ-

ôàòíîãî áóôåðà ðÍ 7,4. Â ïëàñòèêîâûå ïðîáèðêè äëÿ ïðîòî÷-

íîãî öèòîôëóîðèìåòðà ê 100 ìêë ñóñïåíçèè èññëåäóåìûõ êëå-

òîê äîáàâëÿëè ñîîòâåòñòâóþùèå ðàçâåäåíèÿ àíòèòåë è

èíêóáèðîâàëè íà õîëîäó ïðè 4°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîñëå

îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè â 2 ìë ðàñòâî-

ðà ôîñôàòíîãî áóôåðà pH 7,4 ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè ïðè 1,5

òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâà-

ëè â 300 ìêë ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà pH 7,4.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-

òåëà (ôèðìà BD Pharmingen), ìå÷åííûå ôëóîðåñöåíòíûì

êðàñèòåëåì FITC, êëîí 17F9. Äàííûå àíòèòåëà õàðàêòåðèçó-

þòñÿ ñïåöèôè÷íîñòüþ ê âíåøíåìó ýïèòîïó òðàíñìåìáðàííî-

ãî áåëêà Pgp ÷åëîâåêà. Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàíû ñåìü

êîíöåíòðàöèé àíòèòåë, âûðàæåííûå â îáú¸ìíûõ åäèíèöàõ

íåðàçâåä¸ííîãî êîììåð÷åñêîãî ðàñòâîðà: 40; 20; 10; 5; 2,5; 1;

0,5 ìêë íà 100 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè. Çà ìàêñèìàëüíóþ

ïðèíÿòà êîíöåíòðàöèÿ àíòèòåë 40 ìêë/100 ìêë ñóñïåíçèè, òàê

êàê ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà àíòèòåë ïðîèñ-

õîäèëî ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëó-

îðåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçî-

âàíû ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà IgG2b, k,

ìå÷åííûå FITC (BD Pharmingen) â ýêâèâàëåíòíûõ ñïåöèôè-

÷åñêèì àíòèòåëàì êîíöåíòðàöèÿõ.

Îöåíêà âëèÿíèÿ Ãëóòîêñèìà íà âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîï-

ëåíèå ìîäåëüíîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà äîêñîðóáè-

öèíà ïðîâåäåíà íà êëåòêàõ Ò-ëèìôîáëàñòíîãî ëåéêîçà ÷åëî-

âåêà ëèíèè Jurkat. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ñ

äîêñîðóáèöèíîì (Pharmacia & Upjohn, Èòàëèÿ) â äèàïàçîíå

êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 5�10-7- 5�10-8 Ì. Ðåàêöèþ îñòàíàâ-

ëèâàëè äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà ôîðìàëüäåãèäà äî êîíå÷íîé

êîíöåíòðàöèè 4%.

Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öè-

òîôëóîðèìåòðå FACS Calibur (Becton Dickinson), óêîìïëåêòî-

âàííîì àðãîíîâûì ëàçåðîì ñ äëèíîé âîëíû èñïóñêàíèÿ 488

íì. Äëÿ èçìåðåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ FITC ïðèìåíÿ-

ëè ôèëüòð FL1-H. Äëÿ èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé ôëóîðåñ-

öåíöèè äîêñîðóáèöèíà ïðèìåíÿëè ôèëüòð FL2-H. Â îáîèõ

ñëó÷àÿõ èçìåðåíèå ïðîâîäèëè ïðè çíà÷åíèè ïîðîãà ïî ïðÿìî-

ìó ñâåòîðàññåÿíèþ FSC — 50, ÷èñëî àíàëèçèðóåìûõ ñîáûòèé

— îò 5 äî 10 òûñ. [9, 10].

Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ àíàëèç äàííûõ ãèñòîãðàìì ðàñ-

ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðîâî-

äèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû WinMDI, îöåíèâàÿ óðîâåíü

ñðåäíåé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â èññëåäîâàííîé ïîïóëÿöèè.

Âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà (Ôàðìà-ÂÀÌ, Ìîñêâà) íà âçàèìî-

äåéñòâèå ñ êëåòêàìè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê Pgp è íà âíó-

òðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå äîêñîðóáèöèíà îöåíèâàëè ïðè

êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà 100 ìêã/ìë è âðåìåíè èíêóáàöèè ñ

êëåòêàìè 20 ìèí.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ïåðåä íà÷àëîì îñíîâíîãî ýòàïà èññëåäîâà-

íèé â êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèé Jurkat è

A549 îõàðàêòåðèçîâàíà ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ìíî-

æåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè Pgp

ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê ñïåöèôè÷åñêèìè àíòè-

òåëàìè ê âíåêëåòî÷íîìó ýïèòîïó Pgp â äèàïàçîíå

êîíöåíòðàöèé àíòèòåë îò 0,5 äî 40 ìêë íà 100 ìêë

ñóñïåíçèè. Ðåçóëüòàòû îäíîãî èç òð¸õ íåçàâèñè-

ìûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Âèäíî, ÷òî â êëåòêàõ Jurkat ïðè êîëè÷åñòâå

àíòèòåë 0,5; 1,0 è 2,5 ìêë âûÿâëÿåòñÿ ëèøü íåçíà-

÷èòåëüíîå îêðàøèâàíèå ñóñïåíçèè ïî ñðàâíåíèþ

ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì, ÷òî âûðàæàåòñÿ â

óâåëè÷åíèè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â 1,1;

1,2 è 1,4 ðàçà (ðèñ. 1, a). Ïðè äàëüíåéøåì ïîâû-

øåíèè êîëè÷åñòâà àíòèòåë, âïëîòü äî 10 ìêë, âû-

ÿâëÿåòñÿ ïðÿìàÿ ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü îêðàøè-

âàíèÿ ñóñïåíçèè îò êîíöåíòðàöèè àíòèòåë. Â

ýòîé îáëàñòè ïðåâûøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-

ðåñöåíöèè ñîñòàâèëî 1,8 è 2,8 äëÿ êîëè÷åñòâà àí-

òèòåë 5 è 10 ìêë ñîîòâåòñòâåííî. Äàëüíåéøåå óâå-

ëè÷åíèå êîëè÷åñòâà àíòèòåë äî 40 ìêë ïðèâîäèò ê

âûõîäó íà ïëàòî ïðåâûøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñïå-
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öèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ëèíèè Jurkat

íàä èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì — â 4,5 è 4,6 ðàç

äëÿ êîëè÷åñòâ àíòèòåë 20 è 40 ìêë ñîîòâåòñòâåííî.

Àíàëîãè÷íûå äàííûå ïîëó÷åíû è äëÿ êëåòîê

ëèíèè A549, â êîòîðûõ òàêæå âûÿâëÿåòñÿ Pgp, íî,

ñóäÿ ïî ïðåâûøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷å-

ñêîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê íàä èçîòèïè÷åñêèì

êîíòðîëåì, óðîâåíü ýêñïðåññèè áåëêà íèæå, ÷åì

â êëåòêàõ Ò-ëèìôîáëàñòíîãî ëåéêîçà. Íà ðèñ. 1, á
âèäíî, ÷òî ïðåâûøåíèå èíòåíñèâíîñòè ñïåöèôè-

÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè íàä èçîòèïè÷åñêèì êîí-

òðîëåì ñîñòàâèëî 1,1; 1,2; 1,3; 1,5; 1,7; 1,9 è 2,0

äëÿ êîëè÷åñòâ àíòèòåë 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0;

40,0 ñîîòâåòñòâåííî. Ïëàòî òàêæå äîñòèãíóòî ïðè

êîëè÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë âûøå 20 ìêë.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ Ãëóòîêñèìà íà ñâÿçûâàíèå

ñ êëåòêàìè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðîâåäåíî â

îáëàñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè ïðåâûøåíèÿ èí-

òåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè íàä

èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì îò êîíöåíòðàöèè àí-
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Рис. 1. Характеристика экспрессии Pgp в клетках культур Т�лимфобластного лейкоза человека линии Jurkat
и немелкоклеточного рака лёгкого человека линии A549. 
а — клетки Т'лимфобластного лейкоза человека линии Jurkat; б — клетки немелкоклеточного рака лёгкого человека
линии A549. По оси абсцисс — концентрация антител в мкл, по оси ординат — относительные показатели флуорес'
ценции. За единицу принята флуоресценция клеток после инкубации с минимальной концентрацией изотипических
антител — 0,5 мкл. 1 — относительная флуоресценция клеток после инкубации с изотипическими антителами; 2 — от'
носительная флуоресценция клеток после инкубации со специфическими антителами к Pgp. Выделенная область
обозначает линейную зависимость интенсивности флуоресценции от концентрации специфических антител к Pgp.
Рис. а — превышение интенсивности флуоресценции составило 1,1; 1,2; 1,4; 1,8; 2,8; 4,5 и 4,6 для количеств антител
0,5; 1,0; 2,5; 5,0 10,0; 20,0; 40,0 соответственно. Рис. б — Превышение интенсивности флуоресценции составило 1,1;
1,2; 1,3; 1,5; 1,7; 1,9 и 2,0 для количеств антител 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 соответственно.

Рис. 2. Пример гистограмм распределения клеток Т�лимфобластного лейкоза человека линии Jurkat по ин�
тенсифности флуоресценции в области линейной зависимости интенсивности флуоресценции от концент�
рации специфических антител к Pgp. 
По оси абсцисс — средняя интенсивность флуоресценции (усл. ед.); по оси ординат — количество клеток. а — при ко'
личестве специфических и изотипических антител — 2,5 мкл; б — при количестве специфических и изотипических ан'
тител — 5,0 мкл. Закрашенные гистограммы — интенсивность флуоресценции после добавления изотипических анти'
тел, незакрашенные — после добавления специфических антител к Pgp. Стрелками отмечено увеличение
интенсивности флуоресценции при окрашивании специфическими антителами к Pgp.



òèòåë (î÷åð÷åíû ëèíèåé íà ðèñ. 1, à è á). Òàêîé

ïîäõîä ïîâûøàåò äîñòîâåðíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðå-

çóëüòàòîâ è ïðàêòè÷åñêè èñêëþ÷àåò ëîæíîîòðè-

öàòåëüíûé îòâåò, êîòîðûé ìîæåò áûòü ïîëó÷åí

ïðè «ïîïàäàíèè» â îáëàñòü íåëèíåéíîé çàâèñè-

ìîñòè èëè îòñóòñòâèÿ òàêîâîé ïðè íàñûùàþùåé

êîíöåíòðàöèè àíòèòåë. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû

ïðèìåðû ðåàëüíûõ ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ

êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóî-

ðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðî-

ëåì, äåìîíñòðèðóþùèå îêðàøèâàíèå êëåòîê ëè-

íèè Jurkat ïðè êîëè÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ

àíòèòåë ê Pgp 5 è 10 ìêë.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3, à, äåìîí-

ñòðèðóþò âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà íà ñïåöèôè÷åñêîå

ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê ëèíèè

Jurkat ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ìîíîêëîíàëü-

íûõ àíòèòåë ê Pgp. Âèäíî, ÷òî ïîñëå èíêóáàöèè

êëåòîê ñ ìîäèôèêàòîðîì ñðåäíÿÿ ôëóîðåñöåí-

öèÿ êëåòîê â ñóñïåíçèè íå èçìåíÿåòñÿ ïðè êîëè-

÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë 2,5 ìêë, òî åñòü

ïðè îòñóòñòâèè ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ

êëåòîê. Ïî ñóùåñòâó, ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îò-

ñóòñòâèè âëèÿíèÿ Ãëóòîêñèìà íà íåñïåöèôè÷åñ-

êîå âçàèìîäåéñòâèå ñ êëåòêàìè ôëóîðåñöèðóþ-

ùèõ àíòèòåë, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè,

ïîëó÷åííûìè íàìè â ïðÿìûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðè

îöåíêå âëèÿíèÿ âåùåñòâà íà âçàèìîäåéñòâèå ñ

êëåòêàìè ëèíèè Jurkat èçîòèïè÷åñêèõ àíòèòåë

(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Òàêæå íå âûÿâëåíî

íèêàêèõ èçìåíåíèé â ñïåöèôè÷åñêîì îêðàøèâà-

íèè êëåòîê ïîñëå ïðåèíêóáàöèè ñ Ãëóòîêñèìîì

ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê

Pgp â êîëè÷åñòâå 20 ìêë, êîòîðîå íàõîäèòñÿ â îá-

ëàñòè ïëàòî, òî åñòü îòñóòñòâèÿ çàâèñèìîñòè ôëó-

îðåñöåíöèè êëåòîê îò êîëè÷åñòâà àíòèòåë.

Â òî æå âðåìÿ â îáëàñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñ-

òè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîëè÷åñòâà

àíòèòåë ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà îòìå÷åíî

ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëå-

òîê. Ïðåâûøåíèå ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóî-

ðåñöåíöèè êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïè÷åñ-

êèì êîíòðîëåì ïîñëå èíêóáàöèè ñ Ãëóòîêñèìîì

ïðè êîëè÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë 5 ìêë

ñíèçèëîñü â 1,5 ðàçà — ñ 2,3 äî 1,5 ðàç, à ïðè êîëè-

÷åñòâå àíòèòåë 10 ìêë — â 2,0 ðàçà: ñ 3,9 äî 1,9 ðàç

(ðèñ. 3, à).

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû è â ýêñïå-

ðèìåíòàõ ñ êëåòêàìè íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà

ë¸ãêîãî ëèíèè A549 (ðèñ. 3, á). Óìåíüøåíèå èí-

òåíñèâíîñòè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè

êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà ïðîèñõîäèò

òîëüêî â îáëàñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè èíòåí-

ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê îò êîíöåíòðà-

öèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê Pgp. Ïðè êîëè÷åñò-

âå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë 5 ìêë ïðåâûøåíèå

ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê

ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì ïîñëå

èíêóáàöèè ñ Ãëóòîêñèìîì ñíèçèëîñü â 1,4 ðàçà: ñ

2,0 äî 1,4 ðàç, à ïðè êîëè÷åñòâå àíòèòåë 10 ìêë —

â 1,6 ðàçà: ñ 2,3 äî 1,4 ðàç. Ïðè êîëè÷åñòâå àíòèòåë

2,5 è 20 ìêë, òàê æå êàê è â êëåòêàõ ëèíèè Jurkat,

ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Ãëóòîêñèìà íå óäàëîñü âû-

ÿâèòü çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé â ïðåâûøåíèè ñðåäíåé

èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ïî ñðàâ-

íåíèþ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ïðèìåðû ðåàëüíûõ ãè-

ñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî èíòåíñèâíîñ-

òè ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ

ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì, äåìîíñòðèðóþùèå

âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà íà ñâÿçûâàíèå ìîíîêëîíàëü-

íûõ àíòèòåë ñ Pgp â êëåòêàõ ëèíèè Jurkat â îáëàñ-

òè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóî-

ðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ

àíòèòåë ê Pgp. Îò÷åòëèâî âèäíî ñìåùåíèå ãèñòî-

ãðàìì ñïåöèôè÷åñêè ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê
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Рис. 3. Влияние Глутоксима на связывание специфических антител с Pgp в клетках линий Jurkat и A549 в обла�
сти линейной зависимости интенсивности флуоресценции от концентрации специфических антител к Pgp. 
По оси абсцисс — концентрация антител в мкл; по оси ординат — количество клеток (%), специфически окрашенных
антителами к Pgp. 1 — относительная флуоресценция клеток после инкубации со специфическими антителами к Pgp.
2 — относительная флуоресценция клеток после преинкубации с Глутоксимом и последующей инкубации со специ'
фическими антителами к Pgp. Цифры и стрелки указывают изменение показателя при воздействии Глутоксима в
сравнении с аналогичным показателем без воздействия Глутоксима.



ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì âëåâî,

÷òî îòðàæàåò óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ñïåöè-

ôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â 1,5 è 2,0 ðàçà

ïðè êîëè÷åñòâå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê Pgp

5,0 è 10,0 ìêë (ðèñ. 4, à è á ñîîòâåòñòâåííî).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðî-

äåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî âîçäåéñòâèå Ãëóòîêñèìà

ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåò-

êàìè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê Pgp, ÷òî ÿâëÿåò-

ñÿ ïðÿìûì óêàçàíèåì íà ñïîñîáíîñòü ïðåïàðàòà

ñâÿçûâàòüñÿ ñ ýòèì òðàíñïîðòíûì áåëêîì. Âçàè-

ìîäåéñòâèå òàêîãî ðîäà äàåò âîçìîæíîñòü ïðåä-

ïîëîæèòü èçìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñ-

òè áåëêà è, òàêèì îáðàçîì, èíãèáèðîâàíèå

ìåõàíèçìà ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñ-

òåíòíîñòè, àññîöèèðîâàííîãî ñ ýêñïðåññèåé Pgp.

Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ, â êëåò-

êàõ ëèíèè Jurkat èçó÷åíî âëèÿíèå Ãëóòîêñèìà íà

âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå ìîäåëüíîãî ïðåïà-

ðàòà è ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà äîêñîðóáèöèíà,

ïðèìåí¸ííîãî â òð¸õ êîíöåíòðàöèÿõ: ìàêñèìàëü-

íîé — 5�10-7Ì, à òàêæå â 5 è 10 ðàç ìåíüøå (äàëåå

îáîçíà÷àþòñÿ êàê 1, 1/5 è 1/10 ñîîòâåòñòâåííî).

Ðåçóëüòàòû îäíîãî èç òð¸õ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðè-

ìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 5.

Ïîêàçàíî âûðàæåííîå óâåëè÷åíèå âíóòðèêëå-

òî÷íîãî íàêîïëåíèÿ äîêñîðóáèöèíà ïîñëå ïðåèí-

êóáàöèè êëåòîê ñ Ãëóòîêñèìîì. Ýòî çàðåãèñòðè-

ðîâàíî êàê óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé

ôëóîðåñöåíöèè äîêñîðóáèöèíà ïðè âñåõ èññëåäî-

âàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ äîêñîðóáèöèíà: ïðè êîí-

öåíòðàöèÿõ àíòðàöèêëèíà 1, 1/5 è 1/10 — â 1,4 ðà-

çà, 2,0 è 1,6 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì

óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ äîêñîðó-

áèöèíà â êîíöåíòðàöèè 5�10-8Ì ïðè âîçäåéñòâèè

Ãëóòîêñèìà ñîîòâåòñòâîâàë ïîêàçàòåëþ ïðè êîí-

öåíòðàöèè â 2 ðàçà âûøå — 10-7Ì. Àíàëîãè÷íûé

ýôôåêò îòìå÷åí è ïðè áîëüøåé êîíöåíòðàöèè äî-

êñîðóáèöèíà: ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà âíóò-

ðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå äîêñîðóáèöèíà â êîí-

öåíòðàöèè 10-7Ì ñîîòâåòñòâîâàëî òàêîâîìó ïðè

êîíöåíòðàöèè â 5 ðàç âûøå — 5�10-7Ì. Èíûìè
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Рис. 4. Пример гистограмм, демонстрирующих влияние Глутоксима на связывание моноклональных анти�
тел с Pgp в клетках линии Jurkat в области линейной зависимости интенсивности флуоресценции от концен�
трации специфических антител к Pgp.
По оси абсцисс — средняя интенсивность флуоресценции (усл. ед.); по оси ординат — количество клеток. а — при ко'
личестве специфических антител — 5 мкл; б — при количестве специфических антител — 10 мкл. Закрашенные гисто'
граммы — интенсивность флуоресценции после добавления специфических антител, незакрашенные — после преин'
кубации с Глутоксимом. Стрелками отмечено уменьшение интенсивности флуоресценции после воздействия
Глутоксима.

Рис. 5. Влияние Глутоксима на внутриклеточное на�
копление доксорубицина в клетках Т�лимфобласт�
ного лейкоза человека линии Jurkat.
По оси абсцисс — концентрация доксорубицина (за едини'
цу принята концентрация 5�10'7М); по оси ординат — внут'
риклеточная флуоресценция доксорубицина относительно
показателя при максимальной концентрации антрацикли'
на 5�10'7М. Цифры указывают изменение показателя при
воздействии Глутоксима в сравнении с аналогичным пока'
зателем без воздействия Глутоксима; � — увеличение внут'
риклеточной флуоресценции доксорубицина при воздей'
ствии Глутоксима.



ñëîâàìè, ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà ñîõðàíÿ-

ëàñü ëèíåéíàÿ çàâèñìîñòü íàêîïëåíèÿ äîêñîðó-

áèöèíà â êëåòêàõ ëèíèè Jurkat îò êîíöåíòðàöèè

àíòðàöèêëèíà, íî âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ïðå-

ïàðàòà áûë îò 1,5 äî 2,0 ðàç âûøå.

Âûÿâëåííîå ïðè âîçäåéñòâèè Ãëóòîêñèìà óâå-

ëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ äîêñîðó-

áèöèíà ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíãèáèðîâàíèè ôóíê-

öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè òðàíñïîðòíîãî áåëêà Pgp,

îá èíãèáèðîâàíèè âûáðîñà ïðîòèâîîïóõîëåâîãî

ïðåïàðàòà èç êëåòîê, òî åñòü îá èíãèáèðîâàíèè

ìåõàíèçìà ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé ðåçèñ-

òåíòíîñòè, àññîöèèðîâàííîé ñ ýêñïðåññèåé Pgp.

Ïðè÷èíîé ýòîãî, êàê ïîêàçàëè ïðåäñòàâëåííûå

âûøå ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îöåíêè

âëèÿíèÿ Ãëóòîêñèìà íà âçàèìîäåéñòâèå ìîíîêëî-

íàëüíûõ àíòèòåë ñ Pgp, ÿâëÿåòñÿ ïðÿìîå âçàèìî-

äåéñòâèå Ãëóòîêñèìà ñ ýòèì òðàíñïîðòíûì áåë-

êîì — ìàðêåðîì ìíîæåñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè. 

Âûâîäû
Ïðåïàðàò Ãëóòîêñèì íàðóøàåò âçàèìîäåéñò-

âèå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ñ ïðîãíîñòè÷åñêè

çíà÷èìûì ìàðêåðîì ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåí-

íîé ðåçèñòåíòíîñòè — Pgp. Âîçäåéñòâèå Ãëóòîê-

ñèìà íà îïóõîëåâûå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå

Pgp, ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñïå-

öèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, îáóñëîâëåí-

íîé ñâÿçûâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ñ

òðàíñïîðòíûì áåëêîì. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î

êîíêóðåíöèè Ãëóòîêñèìà ñ ìîíîêëîíàëüíûìè

àíòèòåëàìè çà ñâÿçûâàíèå ñ Pgp è óêàçûâàåò íà

âçàèìîäåéñòâèå ìîäèôèêàòîðà ñ ýòèì òðàíñïîðò-

íûì áåëêîì. Ýôôåêò ïðîäåìîíñòðèðîâàí íà äâóõ

êóëüòóðàõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ðàçíîãî

ãèñòîãåíåçà — êëåòêàõ Ò-êëåòî÷íîãî ëåéêîçà ëè-

íèè Jurkat è íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà ë¸ãêîãî ëè-

íèè À549. 

Â îñíîâå âûÿâëåííîãî èíãèáèðóþùåãî âîçäåé-

ñòâèÿ Ãëóòîêñèìà íà ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü

Pgp ëåæèò, ïî-âèäèìîìó, ïðÿìàÿ êîíêóðåíöèÿ

ìîäèôèêàòîðà ñ ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì

çà ñâÿçûâàíèå ñ ìåñòàìè ïîñàäêè íà Pgp. Ïðè ýòîì

íåñïåöèôè÷åñêèå ýôôåêòû Ãëóòîêñèìà è îïîñðå-

äîâàííàÿ ðåãóëÿöèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ Pgp ïðåä-

ñòàâëÿþòñÿ ìàëîâåðîÿòíûìè, òàê êàê âëèÿíèÿ íà

âçàèìîäåéñòâèå ñ êëåòêàìè èçîòèïè÷åñêèõ èëè

ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðè îòñóòñòâèè ýêñïðåñ-

ñèè â êëåòêàõ Pgp íå âûÿâëåíî.

Îöåíèâàÿ ïåðñïåêòèâû êëèíè÷åñêîãî ïðèìå-

íåíèÿ Ãëóòîêñèìà, ñ÷èòàåì, ÷òî ïðåïàðàò ìîæåò

ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê èíãèáèòîð ìíîæåñòâåííîé

ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè, àññîöèèðîâàí-

íîé ñ ôóíêöèåé Pgp.
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