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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценить клеточные, геномные (копийность генов) и транскриптомные (экспрессия генов) 
эффекты вторичных метаболитов P. hybridus (L.) при их воздействии на клеточную линию HeLa.
Материалы и методы. Выделение вторичных метаболитов из растительного материала и его идентификацию про-
водили методом препаративной хроматографии, определение состава – с помощью масс-спектрометрического 
анализа, окончательную верификацию структурных формул – методом ядерно- магнитного резонанса на кафедре 
природных соединений химического факультета ФГАОУ ВО «Южный федеральный университет». Следующую часть 
исследования выполняли с использованием культуральных и молекулярных методов. Культивирование HeLa про-
водили в стандартных условиях в среде MEM. При достижении 75–80 % уровня конфлюэнтности заменяли пита-
тельную среду с внесением исследуемых соединений (в концентрации 4 мкг/мл) и культивировали 72 ч. Смертность 
клеток определяли на счетчике NanoEnTek JuliFl (Корея) в присутствии 0,4 % трипанового синего. Оценку апоптоза 
после воздействия вторичных метаболитов проводили на проточном цитофлюориметре BD FACSCanto II с помощью 
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I. Оценку уровня копийности и экспрессии генов, ответственных за апоптоз, 
выполняли методом цифровой капельной полимеразной цепной реакции (ПЦР) (DD-PCR).
Результаты. Были выделены и верифицированы следующие соединения, которым для упрощения использования 
в эксперименте были присвоены следующие порядковые номера: № 2 – 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one, 
№ 3 – 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde, № 5.3 – 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde P. hibridus (L.). 
На этапе оценки клеточной гибели было обнаружено, что наибольший эффект достигается у соединения под поряд-
ковым № 2. Однако оценка показателей копийности и экспрессии генов CASP8, CASP9, CASP3, BAX, BCL2, TP53, MDM2, 
CDKN1B, CDK1, CCND1, CCND3 и RB1 методом DD-PCR выявила наличие инициации апоптоза в опухолевых клетках на 
молекулярном уровне под действием соединений под № 2 и № 5.3, полученных из P. hibridus (L.).
Заключение. Получены результаты разнонаправленного характера. Из всех использованных в эксперименте соеди-
нений выраженный цитостатический эффект выявлен только у соединения 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one. 
В то же время при использовании соединения 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde выявлено увеличение 
экспрессии генов CASP3, CASP8, TP53, BAX.

Ключевые слова: вторичные метаболиты растений, апоптоз, экспрессия генов, копийность генов, клеточная 
линия HeLa, цифровая капельная ПЦР
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ABSTRACT

Purpose of the study. To evaluate the cellular, genomic (gene copy number) and transcriptomic (gene expression) effects of 
P.hybridus (L.) secondary metabolites when they affect the HeLa cell line.
Materials and methods. The isolation of secondary metabolites from plant material and its identification were carried out by 
preparative chromatography. The composition was determined using mass spectrometric analysis, and the final verification 
of structural formulas was carried out by nuclear magnetic resonance at the Department of Natural Compounds, the Faculty 
of Chemistry of the Southern Federal University. The subsequent phase of the study was conducted using both cultural and 
molecular methods. HeLa cells were cultivated under standard conditions in a MEM medium. Once the confluence level was 
reached 75–80 %, the nutrient medium was replaced with the introduction of the studied compounds (at a concentration of 4 
micrograms/ml) and cultivated for 72 hours. Cell mortality was determined using a NanoEnTek JuliFl counter (Korea) in the 
presence of 0.4 % trypan blue. The assessment of apoptosis following secondary metabolite exposure was conducted on 
a BD FACSCanto II flow cytometer using the FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I. The level of replication and expression 
of the genes responsible for apoptosis was assessed by digital droplet PCR (ddPCR).
Results. The following compounds were isolated and verified, and were assigned the following sequence numbers to facilitate 
their use in the experiment: No. 2 – 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one, No. 3 – 5-(hydroxymethyl) furan-2-carbaldehyde, 
No. 5.3 – 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde, P. hybridus (L.) At the stage of cell death assessment, it was 
found that the greatest effect was achieved in the compound under ordinal No. 2. However, the evaluation of the copy number 
and expression of the CASP8, CASP9, CASP3, BAX, BCL2, TP53, MDM2, CDKN1B, CDK1, CCND1, CCND3, and RB1 genes by 
DD-PCR revealed the presence of apoptosis initiation in tumor cells at the molecular level under the action of compounds No. 
2 and No. 5.3 obtained from P. hybridus (L.).
Conclusion. The outcomes were multifeatured. Only compound 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one exhibited a pro-
nounced cytostatic effect out of all compounds utilized in the experiment. Concurrently, the compound 2,2,8-trimethyldecahy-
droazulene-5,6-dicarbaldehyde was found to induce an increase in the expression of the CASP3, CASP8, TP53, and BAX genes.

Keywords: secondary plant metabolites, apoptosis, gene expression, copy number variation, HeLa cell line, digital droplet PCR
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ВВЕДЕНИЕ

Рак шейки матки (РШМ) является одной из 
основных причин женской смертности. Каждый 
год выявляют более 528 тыс. новых случаев РШМ 
и более 266 тыс. летальных исходов от этого забо-
левания [1, 2]. Клеточная линия HeLa представляет 
из себя очень удобный и простой объект для про-
ведения модельных экспериментов в условиях in 
vitro. Данная клеточная линия была получена 8 фев-
раля 1951 г. из опухоли шейки матки пациентки по 
имени Генриетта Лакс в больнице Балтимора [3]. 
В нашем исследовании мы использовали эту кле-
точную линию для оценки цитотоксического эф-
фекта полученных нами органических соединений 
растительного происхождения.

Растения синтезируют огромное количество 
вторичных метаболитов, и фактически именно эти 
метаболиты составляют основу многих коммер-
ческих фармацевтических препаратов, а  также 
растительных лекарственных средств. Многие 
вторичные метаболиты, такие как алкалоиды, тер-
пеноиды и фенилпропаноиды, рассматриваются 
для разработки лекарств [4].

Вторичные метаболиты растений представляют 
собой структурно разнообразные соединения, кото-
рые не принимают непосредственного участия в росте, 
развитии и размножении растений, а чаще выполняют 
защитную функцию. Эти соединения с различной хими-
ческой структурой могут действовать как потенциаль-
ные многоцелевые противоопухолевые средства [5]. 
Впервые в истории термин вторичных метаболитов 
был предложен немецким биологом Альбрехтом Кёс-
селем в 1891 г., когда он прочел лекцию «О химическом 
составе клеток» для Берлинского общества физио-
логов, в которой говорил: «Я предлагаю называть со-
единения, имеющие важность для каждой клетки, пер-
вичными, а соединения, не присутствующие в любой 
растительной клетке – вторичными» [6]. В настоящее 
время вторичные метаболиты растений разделяются 
на несколько крупных групп. Терпеноиды (изопре-
ноиды) охватывают более 40 000 структур и образуют 
самый большой класс всех известных растительных 
метаболитов. Представляют собой класс углеводо-
родов – продуктов биосинтеза общей формулы (C5H8) 
n, с углеродным скелетом, являющимся производным 
изопрена СН2=С(СН3)–СН=СН2. Алкалоиды характеризу-
ются как гетероциклические соединения, содержащие 
в гетероцикле молекулу азота и насчитывающие 21 000 
соединений. Фенольные соединения – это ароматиче-

ские соединения с бензольным кольцом, содержащие 
по меньшей мере одну гидроксильную группу [7].

Вид, выбранный в нашей работе для выделения 
вторичных метаболитов – Белокопытник гибрид-
ный Petasites hibridus (L.) Gaertn., B. Mey. & Scherb – 
это травянистое многолетнее растение семейства 
астровые (Asteraceae), встречающееся на европей-
ской территории России и, в частности, в Красно-
дарском крае и  Республике Адыгея. Причины 
интереса к данному виду состоят в том, что различ-
ные представители рода белокопытник Petasites, 
включая и сам P. hibridus (L.) содержат соединения, 
обладающие цитотоксическим действием на опухо-
левые клетки различных нозологий [8]. Так в Бело-
копытнике японском Petasites japonicus (Siebold 
& Zucc.) Maxim. были обнаружены сесквитерпен 
I и сесквитерпен II, которые показали цитотоксиче-
ский эффект в отношении как опухолевых клеток 
астроцитомы человека U-251MG, так и клеточной 
линии MDA-MB-231 рака молочной железы [9].

Для изучения влияния вторичных метаболитов 
растений на опухолевые клетки применяются раз-
личные методические подходы, включая цитоме-
трию и проточную цитофлюориметрию, модельные 
эксперименты на клеточных культурах и молеку-
лярно- генетические исследования. К последним 
относится оценка уровня копийности и экспрессии 
генов. Копийность (CNV, copy number variation) – 
разновидность генетического полиморфизма, при-
водящая к изменению числа определенных гене-
тических локусов и,  как следствие, изменению 
экспрессии этих генов и их продуктов – белков 
и некодирующих РНК [10]. Исследования влияния 
вторичных метаболитов растений на экспрессию 
и копийность генетических локусов, регулирующих 
апоптоз и клеточный цикл при раке шейки матки, 
в настоящее время немногочисленны, поэтому этот 
аспект требует дополнительного изучения. Этому 
и посвящена данная работа.

Цель исследования: оценить клеточные, геномные 
(копийность генов) и транскриптомные (экспрессия 
генов) эффекты вторичных метаболитов P. hybridus (L.) 
при их воздействии на клеточную линию HeLa.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экстракция метаболитов. Первичный расти-
тельный материал собирали и  определяли при 
участии сотрудников кафедры ботаники академии 
биологии и биотехнологии им. Д. И. Ивановского, 
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ФГАОУ ВО «Южный федеральный университет». 
Экстракцию и верификацию вторичных метаболи-
тов P. hibridus (L.) осуществляли сотрудники кафе-
дры природных и высокомолекулярных соедине-
ний химического факультета ФГАОУ ВО «Южный 
федеральный университет». В качестве раствори-
теля для первичной экстракции был использован 
тетрахлорэтилен, которым заливались механически 
очищенные и измельченные корневища.

Процесс первичной экстракции продолжали 
в  течение четырех месяцев. Для извлечения 
тетрахлорэтилена из растительного материала 
применяли метод декантации, с последующей 
концентрацией раствора путем отгонки рас-
творителя в перегонной установке. В качестве 
сольвента был использован тетрахлорэтилен 
для уменьшения количества полярных соеди-
нений (моно- и дисахариды, аминосахара и др.). 
Следующим этапом было разделение получен-
ного концентрированного раствора при помощи 
колоночной хроматографии с использованием 
силикагеля в качестве сорбента на колонке 20*2. 
Использовались различные элюенты: сначала 
тетрахлорэтилен, что позволило получить 10 
фракций различного цвета, от бесцветного до 
светло- желтого. Затем применялся хлористый 
метилен, давший еще 10 фракций. После этого 
элюент был изменен, и колонка была заполнена 
смесью хлористого метилена и спирта в соот-
ношении 10/1, что привело к получению еще 
двух фракций. Все фракции подвергались кон-
центрации методом упаривания на ротационном 
испарителе.

Для идентификации выделенных соединений 
применялся метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-детектированием. Масс-спек-
тры анализировались с использованием библио-
теки NIST 2011, содержащей данные по алкалоидам 
и другим биологически активным соединениям.

Из дальнейшей работы были исключены фрак-
ции, содержащие высшие жирные кислоты, азоти-
стые основания нуклеиновых кислот и их глико-
зидов. Далее проводили дополнительную очистку 
выделенных ранее фракций методом колоночной 
хроматографии и производилась идентификация 
очищенных соединений методом ядерного магнит-
ного резонанса (ЯМР 1Н). Идентификация очищен-
ных фракций методом ЯМР позволила определить 
чистоту и подтвердить структуру соединений, ранее 
предположенных методом хроматографии с масс-
детектированием. Для упрощения использования 
в эксперименте выделенным соединениям были 
присвоены следующие порядковые номера: № 2 
– 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one, № 3 – 
5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde, № 5.3 – 2,2,8-tr
imethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde (рис. 1).

Оценка биологического действия. Оценку био-
логического действия выделенных соединений 
проводили на клеточной линии HeLa CCL2. Кле-
точная линия была получена из биобанка ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, который работает в соот-
ветствии с рекомендациями по организации струк-
туры биорепозиториев и этическими требованиями 
последнего издания «Передовых практик ISBER» 

Рис. 1. Структурные формулы трех соединений, выделенных из Белокопытника гибридного P. hibridus (L.) 

2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-
-3(2H)-one (2)

Chemical Formula: C6H804
Molecular Weight: 144,13

5-(hydroxymethyl)furan- 
-2-carbaldehyde (3) 

Chemical Formula: C6H603
Molecular Weight: 126,11

2,2,8-trimethy|decahydroazulene-5,6-
dicarbaldehyde (5.3)

Chemical Formula: C15H2402
Molecular Weight: 236,3499 
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и на основе стандарта ISO 9001 [11]. Клетки культи-
вировали при 37 °C и 5 % СО2 в питательной среде 
Игла MEM (БиолоТ), содержащей 10 % фетальную 
сыворотку коров (HyClone, США), до количества 
1 × 106 клеток. При достижении конфлюэнтности 
80 % питательную среду заменяли на аналогичную 
с внесением 4 мкг/мл производных фурфурола 
и азулена в опытные образцы, и без добавления 
исследуемых веществ в отрицательном контро-
ле. Время экспозиции составляло 72 часа. После 
чего клетки снимались с культуральных флаконов 
0,1 % раствором трипсина. Определение количе-
ства живых и мертвых клеток проводили на ав-
томатическом счетчике NanoEnTek JuliFl (Корея) 
с окрашиванием 0,4 % трипановым синим. Снятые 
с культуральных флаконов клетки консервировали 
в РНК-среде (IntactRNA Евроген). Клеточный апоп-
тоз оценивали на проточном цитофлюориметре 
BD FACSCanto II с помощью набора FITC Annexin V 
Apoptosis Detection Kit I. Клетки, сохраненные в РНК 
среде, делились на две равные аликвоты, из кото-
рых экстрагировали суммарные препараты ДНК/
РНК с  использованием коммерческого набора 
«ДНК-сорб- В» и Тризола соответственно.

Молекулярные методы. Оценку показателей 
копийности и экспрессии проводили методом ци-
фровой капельной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с использованием набора «QX200™ ddPCR™ 
EvaGreen Supermix» (Bio- Rad, USA). Система капель-
ной цифровой ПЦР Droplet Digital (ddPCR™) была 
разработана для высокоточного абсолютного ко-
личественного анализа целевых последователь-
ностей нуклеиновых кислот, инкапсулированных 
в дискретные капли водно- масляной эмульсии, 
определяемые волюмометрическим методом. 
С помощью генератора капель каждый образец 

исследуемого локуса в трех повторах был разделен 
на 20 000 капель. Амплификацию проводили до 
конечной точки (составляла 40 циклов) на термо-
циклере C1000 Touch Thermal Cycler Bio- Rad.

После завершения амплификации плашка с об-
разцами помещалась ридер QX200 Bio- Rad, который 
осуществлял подсчет капель, дающих флуоресцент-
ные положительные и отрицательные сигналы, 
для расчета концентрации целевой ДНК и кДНК. 
Принцип измерения уровня показателей копийно-
сти и экспрессии с помощью технологии цифровой 
капельной ПЦР заключался в прямом подсчете 
событий по каналу FAM. В положительных каплях, 
содержащих как минимум одну копию ДНК-мишени, 
считыватель капель показывает флуоресценцию 
в отличие от отрицательных капель, в которых не 
происходило амплификации. Программное обес-
печение QuantaSoft v1.7.4 измеряет количество 
положительных и отрицательных капель в каждом 
образце, а затем применяет алгоритм вычисления 
функции распределения Пуассона для определения 
начальной концентрации целевых молекул ДНК 
в единицах «копий/мкл» (рис. 2).

Расчет уровня копийности и экспрессии произво-
дился следующим образом. По формуле концентра-
ция каждого исследуемого локуса / концентрация 
референсного локуса × число копий референсных 
локусов в геноме (как правило 2).

Статистическая обработка данных была про-
ведена с использованием программы Statistica 19.0 
(StatSoft Inc., США). Для оценки значимости раз-
личий использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ (критический уровень статистической 
значимости р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На первом этапе исследования была проведена 
очистка и верификация соединений, которые могут 
проявлять цитотоксическое действие на опухоле-
вые клетки различных нозологий. Идентификация 
выделенных соединений была выполнена мето-
дами масс-спектометрии и ядерного магнитного 
резонанса (ЯМР); в ходе нее был верифицирован 
2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one, которому 
был присвоен порядковый номер 2,5-(hydroxymethyl)
furan-2-carbaldehyde под порядковым номером 3, 
а также 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbald
ehyde под порядковым номером 5.3. Все три соеди-
нения выделены из корневищ P. hibridus (L.). Данные, Рис. 2. Скриншот программного обеспечения QuantaSoft 

v1.7.4 во время обработки результатов 
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полученные при оценке цитотоксического действия 
участвующих в эксперименте соединений на счет-
чике клеток NanoEnTek JuliFl, представлены в табл. 1.

Как видно из представленных в табл. 1 данных, 
все соединения по результатам теста трепанового 
синего оказали примерно равнозначный эффект 
на опухолевые клетки HeLa; в опытных пробах ко-
личество погибших клеток превышало контроль 
в 1,97–2,44 раза. На представленных ниже снимках, 
полученных с помощью инвертированного микро-
скопа (Leica DM IL LED) приводится сравнение 
контрольной пробы клеточной линии HeLa c про-
бой, обработанной соединением № 2. После воз-
действия видно нарушение монослоя в опытной 
пробе, связанное с более слабым прикреплением 
клеток либо с ее лизисом, наблюдается «ошарива-
ние» большого количества клеток (рис. 3).

Следующие снимки показывают эффект, достиг-
нутый при воздействии соединения № 3 в сравне-
нии с контролем, наблюдается плотный монослой 
клеток, в то же время большое количество ошари-
вающихся клеток (рис. 4).

На рисунке 5 представлено сравнение контроля 
клеток линии Hela c клетками, которые были под-
вержены воздействию соединения 5.3, в опытной 
пробе отмечается плотный монослой клеток и уве-
личение количества ошаривающихся клеток, кото-
рое превышает наблюдаемое в контроле.

Результаты оценки противоопухолевого воздей-
ствия использованных нами метаболитов также 
подтверждаются данными проточной цитофлюори-
метрии, представленными ниже.

Наиболее выраженное цитотоксическое дей-
ствие показал (2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-
one) под № 2 в концентрации 4 мкг/мл при экспози-
ции 72 ч. Остальные использованные соединения 
не обладали таким действием по данным проточ-
ной цитофлюориметрии (рис. 6–8, табл. 2).

Как видно из рисунка 6, 72-часовая инкубация 
с (2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one) оказало 

цитостатический эффект на клетки линии HeLa, 
выражающийся в  повышении количества кле-
ток в состоянии раннего апоптоза с 7,2 до 13,3 %, 
а позднего апоптоза – с 5,8 до 8,3 %. Суммарное 
количество клеток в состоянии апоптоза после воз-
действия (2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one) 
повышается в 1,6 раза.

Исходя из данных на рис. 7, следует, что 72-ча-
совая инкубация с  5-(hydroxymethyl)furan-2-car-
baldehyde не оказала цитотоксического эффекта 
на клетки линии HeLa, разница с контролем в ран-
нем апоптозе изменилась с 7,2 до 7,3 %, а позднего 
апоптоза – с 5,8 до 6,2 %. Суммарное количество 
клеток в состоянии апоптоза после воздействия 
5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde повышается 
в 0,5 раз.

Рис. 8 демонстрирует, что 72-часовая инкуба-
ция с 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde также 
не оказала цитотоксического эффекта на клетки 
линии HeLa, разница с контролем в раннем апо-
птозе изменилась с 7,2 до 7,5 %, а позднего апо-
птоза – с 5,8 до 6,8 %. Суммарное количество клеток 
культуры в состоянии апоптоза после воздействия 
2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde 
повышается в 1,3 раза.

Методом цифровой капельной ПЦР были 
оценены изменения показателей копийности 
и  экспрессии (CNV/EXP) под воздействием 
выделенных нами вторичных метаболитов из 
P. hibridus (L.). При воздействии 2,2,8-trimethyldec
ahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde в концентрации 
4 мкг/мл экспозиция 72 ч. наблюдались увели-
чения уровня экспресии CASP3 по отношению 
к контролю в 28,28 раз (p < 0,05), а CASP8 в 46,71 
раз (p < 0,05). В то же время экспрессия локуса 
CASP9 увеличилась в 3,43 раза (p < 0,05). Воздей-
ствие 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde в кон-
центрации 4 мкг/л и экспозиции 72 ч. оказало 
следующий эффект, уровень экспрессии CASP3 
относительно контроля увеличился в 4,57 раза 

Таблица 1. Количество живых и мертвых клеток линии HeLa после воздействия выделенными вторичными 
метаболитами после окраски трипановым синим

Соединение, концентрации 72 часа, живые клетки 72 часа, мертвые клетки 

Контроль 93,52 % 6,48 %

№ 2, 4 мкг/мл 87,23 % 12,77 %

№ 3, 4 мкг/мл 86,66 % 13,34 %

№ 5.3, 4 мкг/мл 84,16 % 15,84 %

Южно-Российский онкологический журнал 2024. Т. 5, № 3. С. 50-63
Златник Е. Ю., Енин Я. С.�, Буров О. Н., Бондаренко Е. С., Сагакянц А. Б., Кутилин Д. С., Дзигунова Ю. В., Новикова И. А., Пржедецкий Ю. В. Клеточные, 

геномные и транскриптомные эффекты вторичных метаболитов Белокопытника гибридного на клеточную линию HeLa 



56

Рис. 3. Клетки HeLa после воздействия 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one. А – контроль; Б – опыт

А Б

Рис. 4. Клетки HeLa при воздействии трепеноидом 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde. А – контроль; Б – опыт

А Б

Рис. 5. Клетки HeLa после инкубации с терпеноидом 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde. А – контроль; Б – опыт

А Б
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(p < 0,05), он также увеличил уровень экспрессии 
CASP8 в 10,48 раз (p < 0,05). При использовании 
2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one в концен-
трации 4 мкг/мл экспозиция 72 ч. экспрессия ло-
куса CASP3 относительно контроля увеличилась 
в 3,95 раза (p < 0,05), а CASP8 в 3,38 раза (p < 0,05). 
При этом показатели уровня копийности (CNV) 
локусов CASP8, CASP9, CASP3 не претерпевали 
серьезных изменений (рис. 9).

В то же время оценка изменения уровней ко-
пийности (CNV) и  экспрессии (EXP) на локусы 
TP53 и MDM2 показала следующие результаты. 
Соединение 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6
-dicarbaldehyde при экспозиции 72 часа и  кон-
центрации 4  мкг/мл увеличило уровень копий-
ность TP53 в 1,05 раза (p < 0,05), а MDM2 снизило 
в 0,26 раза (p < 0,05) относительно контроля. Раз-
ница между ними составила 4 раза. Кроме того, 
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2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one при экспо-
зиции 72 ч. и концентрации 4 мкг/мл увеличил уро-
вень экспрессии TP53 в 1,46 раза (p < 0,05), MDM2 
при этом снизился в 0,88 раза (p < 0,05). Разница 
составила 1,66 раза (рис. 10).

При оценке изменения уровня копийности и экс-
прессии локусов BAX и BCL2 были получены сле-
дующие данные. Терпеноид 2,2,8-trimethyldecahy
droazulene-5,6-dicarbaldehyde увеличивал уровень 
копийности локуса BAX в 0,9 раз относительно кон-
троля (p < 0,05), уровень BCL2 снижался в 0,13 раз 
(p < 0,05). Разница между ними составила 6,92 раза. 
Также при воздействии этого же соединения уве-
личивался уровень экспрессии BAX в 1,73 раза 
(p < 0,05), а BCL2 снижался в 1,19 раза (p < 0,05). 
Разница между ними составила 1,45 раза в пользу 
увеличения BAX (рис. 11).

Примененные в нашем исследовании производ-
ные фурана и азулена метаболиты P. hibridus (L.) 

следующим образом изменили уровень копийности 
и экспрессии локусов CDKN1B, CDK1, CCND1, CCND3 
и RB1. Так 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarb
aldehyde при экспозиции 72 часа и концентрации 
4 мкг/мл увеличил экспрессию CCND3 относитель-
но контроля в 20,66 раза (p < 0,05), экспрессия RB1 
увеличилась в 7,35 раза (p < 0,05). В свою очередь 
5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde с экспозицией 
72 ч. и концентрацией 4 мкг/мл также увеличил 
уровень экспрессии CCND3 в 5,23 раза (p < 0,05). 
В то же время 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-
one при аналогичных концентрации и экспозиции 
увеличил уровень копийности CCND3 в 3,48 раза 
(p  <  0,05), а  уровень экспрессии увеличился 
в 2,42 раза относительно контроля (p < 0,05). При 
этом 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one в точке 
4 мкг/мл с экспозицией 72 ч. увеличил уровень 
экспрессии локуса RB1 относительно контроля 
в 4,51 раза (p < 0,05) (рис. 12).

Таблица 2. Количество клеток линии HeLa в состоянии апоптоза после воздействия 
выделенными вторичными метаболитами (экспозиция 72 часа)

Соединение Концентрация, 
мкг/мл

Живые клетки 
Q3-1

Ранний апоптоз 
Q4-1

Поздний апоптоз 
/ некроз Q2-1

Мертвые клетки 
Q1-1

Контроль 87,0 % 7,2 % 5,8 % 0 %

№ 2 4 78,3 % 13,3 % 8,3 % 0 %

№ 3 4 91,1 % 2,5 % 6,3 % 0 %

№ 5.3 4 94,2 % 2,6 % 3,2 % 0 %
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ОБСУЖДЕНИЕ

С начала 2000-х годов во всем мире публику-
ется множество работ по поиску новых соеди-
нений природного происхождения, в том числе 
растительного, обладающих цитостатическим 
либо цитотоксическим действием на опухолевые 
клетки различных нозологий [12]. В нашей работе 

мы провели не только модельный эксперимент по 
оценке уровня цитотоксического эффекта получен-
ных нами вторичных метаболитов P. hibridus (L.), 
но и применили метод цифровой капельной ПЦР 
для регистрации молекулярно- генетических изме-
нений локусов, отвечающих за супрессию опухоле-
вого роста и апоптоз в опухолевых клетках линии 
HeLa.
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furan-3(2H)-one (№ 2), 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde (№ 3) и 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde (№ 5.3)
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Полученные в ходе нашего исследования данные 
показывают разнонаправленные результаты. Наи-
более выраженное изменение уровня экспрессии 
локусов CASP8 и CASP3 было выявлено при воз-
действии 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dica
rbaldehyde. Цитозольные каспазы – это цистеин- 
аспарагиновые протеазы, представляющие собой 

основное семейство белков, участвующих в пере-
даче сигналов гибели клеток. Каспазы разделяют-
ся на три группы: инициаторные, воспалительные 
и эффекторные. Они принимают непосредственное 
участие в запуске апоптоза. Как известно белок 
CASP8, являющийся инициаторным, связан с факто-
ром некроза опухоли (TNF), находящимся на поверх-
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Рис. 11. Изменения уровня копийности и экспрессии локусов BAX, BCL2 при воздействии 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfu-
ran-3(2H)-one (№ 2), 5-(hydroxymethyl)furan-2-carbaldehyde (№ 3) и 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde (№ 5.3)
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Рис. 12. Изменения уровня копийности и экспрессии локусов CDKN1B, CDK1, CCND1, CCND3, RB1 при воздействии 2,4-dihy-
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ности клетки, а также FAS лигандом (FasL), и инду-
цирующим апоптоз (CD95). Активация белка CASP8 
через внешний путь апоптоза запускает BID-опосре-
дованную активацию белков BAX и BAK на внешней 
мембране митохондрий, что приводит к высвобо-
ждению цитохрома C и последующей активацией 
CASP9, который, в свою очередь, активирует CASP3 
и CASP7, тем самым выполняя процесс апоптоза 
по митохондриальному пути [13]. Следует обратить 
внимание, что при воздействии 5-(hydroxymethyl)
furan-2-carbaldehyde наблюдалось изменение уровня 
экспрессии CASP8 и CASP3 схожего профиля.

В то же время 2,2,8-trimethyldecahydroazulene-5,6
-dicarbaldehyde увеличил уровень экспрессии TP53 
и в значительной степени снизил экспрессию MDM2, 
что может говорить о специфической таргетирован-
ности действия данного соединения. Следует учиты-
вать, что TP53 обладает опухолесупрессивной актив-
ностью, что в значительной степени объясняет его 
способность индуцировать гибель клеток, включая 
апоптоз, посредством транскрипционно- зависимых 
и независимых от транскрипции механизмов [14]. 
К тому же, ядерный белок р53 транскрипционно ак-
тивирует экспрессию множества проапоптотических 
генов семейства BCL‑2, таких как NOXA, PUMA, BID, 
BAD, BIK, BAX и т. д., тогда как он инактивирует экс-
прессию антиапоптотических BCL‑2, BCL–Xl и MCL1, 
приводящих к митохондриальному апоптозу [15]. 
Связь между изменением уровня экспрессии локу-
сов TP53 и BAX также нашла свое отражение в полу-
ченных результатах. Как и в случае со связкой локу-
сов TP53/MDM2, воздействие терпеноида 2,2,8-trime
thyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde повлияло на 
уровень экспрессии локусов BAX/BCL2.

Также следует отметить изменения показателей 
уровня экспрессии локусов CCND3 и RB1 под воз-
действием 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one. 
Это соединение единственное из использованных 
в нашем исследовании приводило к снижению 
уровня экспрессии локуса CCND3 относительно RB1 
(уровень экспрессии RB1 почти в 2 раза превышал 
уровень экспрессии CCND3). Как известно, циклины 
d-типа (d1, d2 и d3) являются регуляторами клеточ-

ного цикла, которые активируют циклинзависимые 
киназы cdk4 и cdk6, часто сверхэкспрессирующиеся 
при злокачественных новообразованиях. Продукт 
гена CCND3 взаимодействует с белком- супрессором 
опухолей Rb и участвует в его фосфорилировании. 
Активность CDK4, связанная с этим CCND3, который 
необходим для перехода клеточного цикла в фазу 
G2. Ингибирование CCND3 и циклин-d-cdk4/6 кина-
зы в опухолевых клетках с высоким содержанием 
белка ретинобластомы RB1 вызывает остановку 
клеточного цикла. Однако снижение только уровня 
RB1 в опухолевых клетках не приводит к остановке 
пролиферации [16]. Данные по изменению экспрес-
сии CCND3 и RB1 согласуются с данными объек-
тивного контроля по фотографиям, полученным 
с помощью инвертированого микроскопа и дан-
ными проточной цитофлюориметрии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование позволило уста-
новить разнонаправленное влияние вторичных 
метаболитов P. hibridus (L.) на показатели гибели 
и апоптоза клеток линии HeLa. Данные, получен-
ные методом цифровой капельной ПЦР, позво-
лили выявить максимальное усиление экспрес-
сии генов, ответственных за регуляцию апоптоза 
(CASP3, CASP8, TP53, BAX) под действием 2,2,8-tri
methyldecahydroazulene-5,6-dicarbaldehyde, а также 
изменение экспрессии генов CCND3 и RB1 под воз-
действием 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one. 
При этом по данным цитометрии и проточной цито-
флюориметрии более выраженный проапоптоген-
ный (цитотоксический) эффект выявлен именно 
у 2,4-dihydroxy-2,5-dimethylfuran-3(2H)-one. Необходи-
мо отметить, что в нашей работе наиболее активно 
на исследуемые вещества реагировал показатель 
экспрессии, который в ряде случаев диссонировал 
как с копийностью генов, так и уровнем смертности 
и апотоза опухолевых клеток. Возможно химиче-
ские модификации использованных нами соедине-
ний окажут более выраженный эффект как на моле-
кулярно- генетическом уровне, так и клеточном.
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