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Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин) – гормон, синтезируемый шишковидной железой. Бла-
годаря онкостатическому действию мелатонин можно рассматривать как противоопухолевое средство 
и использовать в комбинированной терапии опухолей. ABT-737, ингибитор Bcl-2, способствует гибели 
клеток после обработки агентами, индуцирующими проапоптотические сигналы. В настоящей работе 
изучено совместное действие мелатонина и ABT-737 на изменение пролиферативной и митотической 
активности клеток, мембранного потенциала митохондрий, внутриклеточной продукции активных 
форм кислорода и цитозольного Са2+. Изучено также изменение экспрессии анти- и проапоптоти-
ческих белков (Bcl-2 и Bax), маркеров аутофагии (LC3A/B (I, II) и стресса эндоплазматического ре-
тикулума (шаперонов BIP и PDI, CHOP). Совместное действие мелатонина и ABT-737 приводило 
к повышению уровня цитозольного Са2+, внутриклеточной продукции активных форм кислорода 
и снижению мембранного потенциала митохондрий. Содержание Bcl-2 в этих условиях снижалось, 
в то время как уровень Bax повышался. Активация CHOP стимулировала аутофагию и приводила 
к снижению синтеза шаперонов BIP и PDI. Предполагается, что мелатонин способен усиливать дей-
ствие других химиотерапевтических агентов и может использоваться в терапии опухолей.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время онкологические заболе-

вания признаны глобальной проблемой совре-
менной медицины, которая не  имеет полно-
ценного решения. Острый миелоидный лейкоз 
(ОМЛ) ‒ гетерогенное злокачественное кло-
нальное заболевание кроветворной системы, ха-
рактеризующееся неконтролируемой пролифе-
рацией незрелых, аномальных бластных клеток 
и  нарушением продукции нормальных клеток 
крови [1]. Основой консервативного лечения 
данного заболевания является применение хи-
миотерапевтических ДНК-тропных препаратов 
(цитарабина (ЦИТ), доксорубицина и т.д.) [2]. 
В  случае острого промиелоцитарного лейкоза 
(вариант ОМЛ с  преобладанием аномальных 
промиелоцитов) в качестве дифференцирующей 
терапии используется транс-ретиноевая кислота 
(ATRA) [3]. Применяют также таргетную тера-

пию, направленную на различные компоненты 
внутриклеточных механизмов выживания опу-
холевых клеток. Один из препаратов таргетной 
терапии – АВТ-737 [4] – ингибитор BclXL, Bcl-
2 и Bclw, связывающийся с гидрофобной борозд-
кой и  предотвращающий секвестрацию проа-
поптотических белков, таких как BAD и Bim [5]. 

Эффективность терапии ОМЛ снижается 
с увеличением возраста пациента. Это связано 
в  первую очередь с  побочным (неспецифиче-
ским) действием традиционных химиотерапев-
тических препаратов, в  равной степени инду-
цирующих гибель как лейкозных бластов, так 
и здоровых клеток, прежде всего гемопоэтиче-
ских клеток костного мозга [6]. Чтобы устранить 
побочное действие химиопрепаратов и  повы-
сить эффективность терапии ОМЛ необходимо 
уменьшить дозы противоопухолевых агентов, 
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применяемых в клинике, и добавить эффектив-
ные препараты, не  обладающие собственной 
токсичностью, но повышающие эффективность 
низких доз основных противоопухолевых пре-
паратов.

Одним из перспективных препаратов, при-
меняемых в  терапии ОМЛ, является гормон 
шишковидной железы мелатонин (МЕЛ)  – 
N-ацетил-5-метокситриптамин, производное 
биогенного амина серотонина. Амфифильные 
свойства МЕЛ позволяют ему легко проникать 
через клеточную мембрану и  достигать любой 
клеточной структуры [7]. Исследования послед-
них лет показали, что МЕЛ обладает онкоста-
тической активностью в  отношении опухолей 
разного типа. Противоопухолевую активность 
МЕЛ наблюдали при раке кожи [8], желудоч-
но-кишечного тракта [9], молочной железы [10], 
а также при глиоме [11] и лейкозе [12]. Причем 
в  некоторых типах опухолевых клеток МЕЛ 
может не  только подавлять пролиферацию, 
но и модулировать проапоптотические сигналь-
ные пути [13]. МЕЛ действует синергично с дру-
гими химиотерапевтическими агентами, усили-
вая их воздействие на лейкозные клетки. Кроме 
того, он  способен супрессировать опухолевые 
клетки, не  проявляя при этом токсического 
действия [14]. Показано, что использование 
МЕЛ в нетоксической концентрации совместно 
с низкими дозами противоопухолевых препара-
тов может усиливать токсическое действие этих 
препаратов в  отношении клеток рака легкого 
[15], меланомы [16], плоскоклеточного рака го-
ловы и шеи (HNSCC) [17] и толстой кишки [18], 
что приводит к снижению их токсического дей-
ствия на здоровые клетки. 

Ранее мы изучали действие как одного МЕЛ, 
так и в комбинации со сниженными нетоксич-
ными концентрациями противоопухолевых пре-
паратов разных фармакологических групп, таких 
как ATRA, ЦИТ и  ABT-737, на  клетки MV4-
11 (модель ОМЛ) и клетки HL-60 (модель ОПЛ) 
[19–23]. Нами показано, что в  концентрации 
1 мМ МЕЛ повышал цитотоксическое действие 
таких препаратов, как ATRA, ЦИТ, АВТ-737, 
что приводило к снижению количества жизне-
способных клеток, а также к снижению их про-
лиферативной и  митотической активности. 
Стресс эндоплазматического ретикулума (ЭПР) 
считается основным процессом при различных 
патологических состояниях, т.е. его усиление 
подразумевает наличие той или иной патоло-
гии [24]. Мы  наблюдали, что МЕЛ совместно 
с  противоопухолевыми препаратами снижал 
содержание таких маркеров ЭПР-стресса, как 
иммуноглобулинсвязывающий белок BIP и про-
теиндисульфидизомераза (PDI). Это ослабляло 
защиту клеток ОМЛ от стресс-индуцированного 
апоптоза и приводило к активации такого про-

апоптотического фактора, как белок CHOP, го-
мологичный C/EBP. Известно, что ЭПР-стресс 
может запускать аутофагию, которая представля-
ет собой многоэтапный процесс самодеградации 
клеточных компонентов, в котором белки и ор-
ганеллы изолируются и модифицируются внутри 
аутофагосом – цитоплазматических двуслойных 
мембранных везикул, а затем переносятся в ли-
зосомы [25, 26]. Показано, что окислительный 
стресс является инициатором и основным фак-
тором как ЭПР-стресса, так и  аутофагии [27], 
хотя основные механизмы, ответственные за эти 
события, до сих пор неизвестны.

Нами изучено влияние МЕЛ и  ABT-737 
на  изменение пролиферативной активности, 
мембранного потенциала (ΔΨm), цитозольно-
го Ca2+, продукцию АФК, а  также изменения 
экспрессии маркеров ЭПР-стресса (BIP, PDI, 
CHOP) и аутофагии в клетках острого моноци-
тарного лейкоза (ОМоЛ) THP-1. ОМоЛ считает-
ся одной из разновидностей ОМЛ, при которой 
бластные клетки в костном мозге и крови в ос-
новном представлены предшественниками мо-
ноцитов. Клеточная линия THP-1, выделенная 
из периферической крови годовалого мальчика 
с ОМоЛ [28], является моделью ОМоЛ и широ-
ко используется при проведении исследований, 
при этом клетки этой линии находятся не толь-
ко в моноцитарном, но и в макрофагоподобном 
состоянии [29, 30]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные культуры и  условия культивиро-

вания. Линия клеток THP-1  (TIB-202), проис-
ходящая из  клеток ОМоЛ человека, получена 
из коллекции клеточных культур ATCC (США). 
Клетки THP-1  культивировали в  среде RPMI 
1640/F12 (“Sigma-Aldrich”, США), содержащей 
100 мкг/мл  сульфата канамицина (“ПанЭко”, 
Россия) и 10% фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота (“Gibco”, США) в CO2-инкуба-
торе (37°C, влажность 95% и 5% CO2).

Оценка цитотоксического действия иссле-
дуемых препаратов на  клетки ОМоЛ. Жиз-
неспособность клеток оценивали с  исполь-
зованием метода извлечения резазурина. 
Клетки (плотность 5 × 103 клеток/лунку) высе-
вали в 96-луночный планшет. Через 24 ч клет-
ки обрабатывали МЕЛ (“Sigma-Aldrich”, США) 
в  концентрации 1–10  000 мкМ и  ABT-737 
(“Thermo Fisher Scientific”, США) (от  0.001 
до  10  мкМ). Через 24  ч  после добавления ис-
следуемых веществ в  каждую лунку вносили 
резазурин (“Sigma-Aldrich”) в  конечной кон-
центрации 100 мкг/мл  и  инкубировали в  те-
чение 4 ч в СО2-инкубаторе. Флуоресцентный 
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МЕЛАТОНИН УСИЛИВАЕТ ДЕЙСТВИЕ АВТ-737
анализ проводили на  устройстве для считыва-
ния микропланшетов Infinite F200 (“Tecan”, 
Швейцария) при длине волны возбуждения 535 
нм и длине волны испускания 595 нм. Данные 
представлены в процентах от контроля (необра-
ботанные клетки).

Выделение моноцитов из  периферической 
крови человека. Моноциты получены из  мо-
нонуклеарной фракции периферической кро-
ви здоровых доноров с  использованием набо-
ра MojoSort Human Pan Monocyte Isolation Kit 
(“Biolegend”, США) в соответствии с рекомен-
дациями производителя. Моноциты культиви-
ровали в  среде RPMI/F12 с  добавлением 10% 
FBS, 40  мкг/мл  гентамицина в  96-луночном 
планшете в концентрации 5 ×103 кл/лунку в те-
чение 24  ч  в  СО2-инкубаторе (37°С, 5% СО2, 
влажность 95%).

Анализ митотической активности клеток 
ТНР-1. Для определения митотической актив-
ности клетки сначала инкубировали с  иссле-
дуемыми веществами в  течение 24  ч, а  затем 
центрифугировали (4  мин, 250 g), промывали 
фосфатно-солевым буфером (PBS) и фиксиро-
вали в 70%-ном этаноле в течение 30 мин при 
комнатной температуре. Затем клетки окраши-
вали бисбензимидом H33342 (“Sigma-Aldrich”). 
Митотические клетки подсчитывали, используя 
флуоресцентный микроскоп DM6000 (“Leica”, 
ФРГ). Митотический индекс рассчитывали 
по формуле МИ = (P + M + A + T)/N, где P + 
M + A + T – сумма всех клеток в фазе профазы, 
метафазы, анафазы и телофазы соответственно, 
а N – общее количество клеток.

Влияние исследуемых препаратов на  жизне-
способность клеток ОМоЛ. Пролиферативную 
активность и  гибель клеток определяли с  ис-
пользованием красителя трипанового сине-
го (“Sigma-Aldrich”). Культивируемые клетки 
центрифугировали в  течение 4  мин при 250 g, 
а затем промывали раствором PBS. Для оценки 
количества и жизнеспособности клеток исполь-
зовали 0.4%-ный  раствор трипанового синего. 
Опыты проводили не менее чем в 10 повторах.

Измерение внутриклеточной продукции актив-
ных форм кислорода (АФК). Продукцию АФК 
анализировали с использованием флуоресцент-
ного красителя 2’,7’-дихлордигидрофлуоресце-
индиацетата (DCFH-DA, Ex-485 нм/Em-530 нм, 
“Sigma-Aldrich”). Для анализа продукции АФК 
к клеткам (1 × 106 клеток/мл) добавляли 10 мкМ 
DCFH-DA, после чего инкубировали в СО2-ин-
кубаторе в  течение 10  мин. После этого клет-
ки однократно промывали в  PBS. В  качестве 
положительного контроля использовали H2O2 
(1 мкМ). Изменение окислительной активности 

определяли на проточном цитометре BD Accuri 
C6 (“Biosciences”).

Измерение мембранного потенциала мито-
хондрий в  клетках ТНР-1. Митохондриальный 
потенциал определяли с использованием флуо-
ресцентного красителя 3,3’-дигексилоксакарбо-
цианинйодида DiOC6(3) (“Sigma-Aldrich”) (Ex-
482 нм/Em-501 нм). К  суспензии клеток (106 
клеток/мл) добавляли 10 нМ DiOC6(3) и инку-
бировали в  СО2-инкубаторе в  течение 30  мин. 
Клетки однократно промывали в PBS. В каче-
стве положительного контроля использовали 
0.5%-ный  сапонин. Изменение мембранного 
потенциала оценивали с  использованием про-
точного цитометра BD Accuri C6 (“Biosciences”). 

Измерение содержания цитозольного Са2+ 
в  клетках ТНР-1. Изменение содержания ци-
тозольного Ca2+ определяли с  помощью флу-
оресцентного красителя Fluo-4  AM  (“Sigma-
Aldrich”) (Ex-494 нм/Em-516 нм). Для оценки 
изменения содержания цитозольного Ca2+ клет-
ки (106 клеток/мл) отмывали в PBS. К клеточ-
ной суспензии добавляли Fluo-4  AM  (2  мкМ) 
и  инкубировали в  СО2-инкубаторе в  течение 
30  мин. После окрашивания клетки дважды 
промывали PBS. Содержание Ca2+ в  цитозоле 
измеряли с  помощью проточного цитометра 
BD Accuri C6 (“Biosciences”).

Электрофорез и иммуноблот-анализ. К клет-
кам THP-1  добавляли выбранные количества 
МЕЛ (1000 мкМ) и ABT-737 (2 и 7 мкМ). Через 
24  ч  клетки дважды промывали ледяным PBS. 
Клетки центрифугировали при 1500 g в течение 
3  мин при комнатной температуре. Получен-
ный осадок солюбилизировали в  лизирующем 
буфере с  добавлением ингибиторов протеина-
зы/фосфатазы. После встряхивания на шейкере 
при 4°C в течение 2 ч образцы центрифугирова-
ли при 13 000 g в течение 10 мин. Концентрацию 
белка в супернатантах измеряли по методу Брэд-
форда. Полученные образцы растворяли в  бу-
фере для образцов Лэммли (“Bio-Rad”, США), 
нагревали до  95°C  в  течение 3  мин. Белки ли-
зата разделяли с помощью электрофореза в де-
натурирующих условиях (SDS) в 12.5%-ном по-
лиакриламидном геле. Затем белки переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану (0.2 мкм) с по-
мощью Вестерн-блотинга (“Bio-Rad”). Мем-
брану блокировали в растворе Roti-block (“Carl 
Roth GmbH & Co.”, Германия) при комнатной 
температуре в  течение 1  ч, промывали водой 
и инкубировали с первичными антителами, как 
описано в инструкции. Моноклональные анти-
тела к  белку, гомологичному C/EBP (CHOP), 
к  LC3A/B-I/II  и  поликлональные антитела 
к PDI, белку BIP, получены от “Cell Signaling” 
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(CША). Моноклональные антитела к Bcl-2 по-
лучены из  “Santa Cruz Biotehnology” (США), 
моноклональные антитела к BAX были фирмы 
“Abcam” (Великобритания). Для нормирова-
ния использовали антитела к  анти-глицераль-
дегид-3-фосфат-дегидрогеназе (GAPDH, “Cell 
Signaling”). Белковые полосы визуализировали 
с  использованием системы обнаружения ECL 
(ChemiDoc Touch Imaging System, “Bio-Rad”).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием однофактор-
ного метода ANOVA и апостериорного анализа 
Стьюдента–Ньюмана–Кеулса. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сначала мы  проверили цитотоксический 

эффект МЕЛ (рис. 1a) и химиотерапевтическо-
го препарата ABT-737 на  клетках THP-1, слу-
жащих моделью клеток ОМоЛ. Чтобы выявить 
цитотоксическое действие препаратов, клетки 
культивировали в течение 24 ч с МЕЛ в концен-
трации от 1 до 10 000 мкМ и ABT-737 – от 0.001 
до 10 мкМ (рис. 1). Из рис. 1а видно, что в низ-
ких концентрациях МЕЛ (до 100 мкМ) не ока-
зывал влияния на  жизнеспособность клеток 
THP-1. Однако в случае 1 мМ МЕЛ жизнеспо-
собность клеток уменьшалась на  15% относи-
тельно контроля, а с увеличением концентрации 
до 10 мМ снижалась почти на 100%. Аналогич-
ным образом мы подобрали нетоксичную кон-
центрацию ABT-737 (рис. 1б). Из рис. 1 видно, 
что ABT-737 в концентрации до 5 мкМ не влиял 
на жизнеспособность клеток THP-1, при увели-
чении концентрации до 10 мкМ жизнеспособ-
ность клеток снижалась на 20%.

Для оценки жизнеспособности клеток 
мы выбрали концентрации ABT-737 (2 и 7 мкМ) 

и МЕЛ (1 мМ). Поскольку токсичность химио-
терапевтических препаратов остается пробле-
мой при лечении рака, мы использовали низкую 
концентрацию ABT-737 в  сочетании с  неток-
сичной концентрацией МЕЛ.

Далее мы оценили влияние ABT-737 и МЕЛ 
на пролиферативную активность и гибель клеток 
(рис. 2а). Мы наблюдали, что ABT-737 (7 мкМ) 
снижал на  20% число жизнеспособных клеток 
по  сравнению с  контролем (столбец 2  vs. 1). 
В присутствии ABT-737 (7 мкМ) количество по-
гибших клеток увеличивалось в 10 раз по срав-
нению с контролем (столбцы 2 vs. 1). Действие 
ABT-737 (2  мкМ) на  жизнеспособные клетки 
и число погибших клеток оставались в пределах 
контрольных значений (столбец 3 vs. 1). Добав-
ление МЕЛ (1 мМ) приводило к снижению чис-
ла жизнеспособных клеток на 35% относительно 
контроля, при этом количество погибших кле-
ток не изменялось (столбец 4 vs. 1). Совместное 
действие МЕЛ и  ABT-737 в  сниженной кон-
центрации уменьшало количество жизнеспо-
собных клеток примерно в 2 раза по сравнению 
с контролем и на 50% по сравнению с ABT-737. 
Количество погибших клеток ТНР-1 при ком-
бинированном действии МЕЛ с ABT-737 увели-
чилось в 12 раз относительно контроля (столбец 
5 vs. 1) и в 10 раз по сравнению только с ABT-
737 (столбец 5 vs. 3). 

Известно, что МЕЛ способен снижать про-
лиферацию опухолевых клеток, например кле-
ток рака молочной железы человека MCF-
7 и гипофиза GH3 [31, 32], поэтому снижение 
числа жизнеспособных клеток в  присутствии 
МЕЛ и  при совместном применении МЕЛ 
и АВТ-737 в низкой концентрации может быть 
связано со снижением их митотической актив-
ности. На следующем этапе мы оценили влия-
ние ABT-737 и  МЕЛ на  изменение митотиче-
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Рис. 1. Концентрационная зависимость цитотоксических эффектов МЕЛ (а) и  ABT-737 (б) в  клетках ТНР-1. 
Долю жизнеспособных клеток определяли через 24 ч после добавления веществ по интенсивности восстановления 
резазурина. Клетки высевали в  96-луночный планшет с  плотностью 5  × 103 клеток на  лунку и  обрабатывали 
веществами в разных концентрациях. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 6).
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Рис. 3. Влияние МЕЛ на  жизнеспособность 
моноцитов человека. Клетки инкубировали с МЕЛ 
в течение 24 ч. Количество живых клеток в интактной 
культуре (контроль, без обработки препаратами) 
принимали за  100%. Данные представлены как 
среднее ± стандартное отклонение (n = 6).

ского индекса (МИ) клеток THP-1  (рис.  2б). 
ABT-737 (7  мкМ) уменьшал МИ  клеток THP-
1 на 50% (столбец 2 vs. 1). ABT-737 в сниженной 
концентрации не влиял на МИ (столбец 3 vs. 1), 
тогда как MEЛ снижал МИ на 30% по сравне-
нию с контролем (столбец 4 vs. 1). При совмест-
ном действии ABT-737 и МЕЛ МИ уменьшал-
ся в 2 раза по сравнению с контролем (столбец 
5 vs. 1) и на 60% по сравнению с одним ABT-737 
(2 мкМ) (столбец 5 vs. 3). Полученные результа-
ты позволяют предположить, что MEЛ способен 
усиливать цитотоксическое действие ABT-737.

Известно, что MEЛ не  проявляет токсич-
ности в  здоровых клетках человека и  спосо-
бен повышать жизнеспособность нейтрофилов 
и  лимфоцитов в  присутствии 500 мкМ Н2О2 
[33], поэтому мы  исследовали влияние только 
MEЛ и МЕЛ в комбинации с ABT-737 на жиз-
неспособность здоровых клеток человека – мо-
ноцитов (рис. 3). Из рис. 3 видно, что ни MEЛ, 
ни комбинация МЕЛ с АВТ-737 в низкой кон-
центрации, добавляемые к моноцитам, не при-
водили к изменению жизнеспособности клеток, 
что говорит об  отсутствии цитотоксического 
действия как MEЛ, так и  МЕЛ в  комбинации 
с АВТ-737 на здоровые клетки.

Известно, что повышение проницаемости 
наружной мембраны митохондрий приводит 
к  индукции апоптоза, и  существенную роль 
в этом играют белки семейства Bcl-2, которые, 
связываясь с  Bах/Bak, поддерживают целост-
ность митохондриальной мембраны и  предот-
вращают апоптоз [34]. В  опухолевых клетках 
нарушена регуляция белков семейства Bcl-2, 
повышенное содержание этих белков приво-
дит к тому, что клетки становятся устойчивыми 
к  апоптозу [34]. Более того, ABT-737 способ-
ствует гибели клеток после обработки агентами, 
индуцирующими проапоптотические сигналы 

[5]. В  настоящем исследовании мы  провери-
ли содержание Bcl-2  и  Bax в  условиях нашего 
эксперимента (рис.  4). На  рис.  4а  приведены 
Вестерн-блоты, окрашенные антителами к Bcl-
2  и  Bax. GAPDH использовали для контроля 
белковой нагрузки. На рис. 4б, в показаны ко-
личественные изменения в содержании белков, 
представленные как соотношение оптической 
плотности белков и  GAPDH. Под действием 
АВТ-737 (7 мкМ) содержание Bcl-2 увеличива-
лось на 38%, а Bax снижалось на 60% по срав-
нению с контролем (столбец 2 vs. 1), тогда как 
АВТ-737 в концентрации 2 мкМ снижал уровень 
Bcl-2 и Bax на 55 и 65% соответственно (стол-
бец 3 vs. 1). МЕЛ снижал уровень Bcl-2 на 84% 
и повышал уровень Bax в 3.5 раза (столбец 4 vs. 
1). Совместное воздействие МЕЛ и  АВТ-737 
(2  мкМ) приводило к  снижению содержания 
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соотношения Bax/GAPDH. В  качестве контроля использовали уровень белка в  клеточном лизате без добавок 
(100%). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 4). *p < 0.05 – Значимое изменение 
по сравнению с контролем, #р < 0.05 – значимое изменение по сравнению с АВТ-737.

Bcl-2  на  95% и  к  повышению содержания Bax 
в  3.5  раза (столбец 5  vs. 1). Комбинация МЕЛ 
и  АВТ-737 (2  мкМ) снижала содержание Bcl-
2  на  55% (по  сравнению с  действием одного 
МЕЛ), но содержание Bax не изменялось (стол-
бец 5 vs. 4).

Изменение проницаемости внутренней 
мембраны митохондрий может приводить 
к формированию поры неспецифической про-
ницаемости (мРТР) cо снижением мембранно-
го потенциала, увеличением продукции АФК 
и выходу Ca2+ в цитозоль [35]. По этой причине 
мы изучили влияние МЕЛ и ABT-737 на изме-
нение содержания цитозольного Ca2+ (рис. 5), 
а поскольку в освобождении Ca2+ участвует бе-
лок CHOP, гомологичный C/EBP, мы оценили 
также изменение содержания CHOP в клетках. 
При добавлении ABT-737 (7  мкМ) к  клеткам 
THP-1 содержание цитозольного Са2+ (рис. 5а) 
в  них увеличивалось на  20% (столбец 2  vs. 1). 
Мы не заметили каких-либо изменений в клет-
ках THP-1  в  присутствии ABT-737 (2  мкМ) 
(столбец 3 vs. 1), обработка клеток МЕЛ также 
не привела к значимому эффекту (столбец 4 vs. 

1). Однако при совместном добавлении ABT-737 
(2 мкМ) и МЕЛ содержание цитозольного Са2+ 
в  клетках повышалось на  12% по  сравнению 
с контролем (столбец 5 vs. 1) и на 15% относи-
тельно одного МЕЛ (столбец 5 vs. 4). В присут-
ствии ABT-737 (7 и 2 мкМ) содержание СНОР 
в  клетках THP-1  снижалось на  40% (столбцы 
2  и  3  vs. 1), тогда как МЕЛ повышал уровень 
CHOP на 45% относительно контроля (столбец 
4 vs. 1). Совместное действие ABT-737 (2 мкМ) 
с  МЕЛ приводило к  увеличению содержания 
CHOP на 50% относительно контроля (столбец 
5 vs. 1) и в 2 раза по сравнению с одним только 
ABT-737 (столбец 5 vs. 3).

Ранее на клетках HL-60, служащих моделью 
ОПЛ, мы  показали, что МЕЛ в  комбинации 
с ABT-737 в сниженной концентрации вызывает 
деполяризацию митохондриальной мембраны, 
увеличивая падение мембранного потенциала, 
что приводит к  повышению продукции АФК 
с последующим усилением аутофагии [21]. В на-
стоящей работе нами изучено изменение ΔΨm, 
продукции АФК и содержания таких маркеров 
аутофагии, как LC3A/B – I (16 кДа) и LC3A/B – 
II  (14  кДа) в  присутствии АВТ-737 и  МЕЛ 
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в  клетках ТНР-1, служащих моделью ОМоЛ 
(рис.  6). В  качестве положительного контроля 
использовали 0.5%-ный сапонин. Из рис. 6 вид-
но, что АВТ-737 (7 и 2 мкМ) не изменял ΔΨm 
по сравнению с контролем (столбцы 3 и 4 vs. 1). 
Добавление МЕЛ к  клеткам приводило к  сни-
жению ΔΨm на 45% (столбец 5 vs. 1). Совмест-
ное действие МЕЛ и АВТ-737 приводило к сни-
жению ΔΨm на  47% относительно контроля 
(столбец 6 vs. 1) и на столько же относительно 
ABT-737 (столбец 6 vs. 4). На рис. 6б показано 
изменение продукции АФК в наших условиях. 
Н2О2 (1 мкМ) использовали в качестве положи-
тельного контроля. АВТ-737 (7 и 2 мкМ) не вли-
ял на уровень АФК по сравнению с контролем 
(столбцы 3 и 4 vs. 1). Добавление МЕЛ приводи-
ло к повышению продукции АФК в 7 раз (стол-
бец 5 vs. 1), тогда как при совместном примене-
нии МЕЛ и АВТ-737 (2 мкМ) продукция АФК 
возрастала в  9  раз по  сравнению с  контролем 
(столбец 6 vs. 1) и в 6 раз по сравнению с АВТ-
737 (столбец 6 vs. 4). 

Аутофагия представляет собой многоэтап-
ный процесс самодеградации клеточных ком-
понентов, при котором белки и  органеллы 
секвестрируются и  модифицируются внутри 
аутофагосом, а  затем переносятся в  лизосомы 
[25]. МЕЛ может регулировать аутофагию, мо-

дулируя ее  активность, улучшая пути проте-
олиза либо предотвращая митохондриальную 
дисфункцию из-за  снижения окислительного 
стресса, либо повышая эффективность ЭПР, 
что приводит к  снижению количества непра-
вильно свернутых белков [36]. Нами изучено из-
менение уровней LC3A/B (I, II) в клетках THP-
1. GAPDH использовали в  качестве контроля 
белковой нагрузки. На рис. 6в (в верхней части) 
показан Вестерн-блот, окрашенный антителами 
LC3A/B  (I, II). В  нижней части рис.  6в  пред-
ставлены данные количественного изменения 
в  содержании белков и  соотношение белков 
к GAPDH. В присутствии АВТ-737 (7 и 2 мкМ) 
содержание LC3A/B-I в клетках THP-1 в обоих 
случаях снижалось на 70%, в то время как экс-
прессия LC3A/B-II возрастала на 10 и 20% соот-
ветственно (столбцы 2 и 3 vs. 1). MЕЛ повышал 
уровень LC3A/B-I и LC3A/B-II на 70 и 50% со-
ответственно, по сравнению с контролем (стол-
бец 4  vs. 1). Совместное воздействие АВТ-737 
(2 мкМ) и MEЛ приводило к увеличению содер-
жания LC3A/B-I и LC3A/B-II в 2 раза и на 85% 
соответственно, относительно контроля (стол-
бец 5 vs. 1). Обработка MEЛ и ABT-737 увели-
чивала содержание LC3A/B-I в 5 раз, а LC3A/B-
II на 40% по сравнению с одним только ABT-737 
(столбец 5 vs. 3).
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Рис. 6. Влияние МЕЛ и АВТ-737 на изменение ΔΨм, внутриклеточной продукции АФК и маркеров аутофагии 
(LC3A/B-I/II) в  клетках ТНР-1. Клетки инкубировали с  препаратами в  течение 24  ч. а  – Изменение ΔΨм 
в клетках ТНР-1. б – Изменение внутриклеточной продукции АФК; данные представлены как среднее значение 
± стандартное отклонение (n = 6). в – Иммуноокрашивание антителами к LC3A/B-I/II, GAPDH использовали 
в качестве контроля белковой нагрузки. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение 
(n  = 4). *p  < 0.05  – значимое изменение по  сравнению с  соответствующим контролем, #р  < 0.05  – значимое 
изменение по сравнению с АВТ-737.

Поскольку ЭПР участвует в таких клеточных 
функциях, как кальциевый гомеостаз, синтез 
белков или фосфолипидов, а ЭПР-стресс спосо-
бен инициировать аутофагию [37, 38], мы про-
верили изменение содержания белков BIP и PDI 
в наших экспериментальных условиях (рис. 7). 
В верхней части рис. 7 приведены Вестерн-бло-
ты, окрашенные антителами, в нижней части – 
количественное изменение содержания белков, 
измеренное по соотношению оптической плот-
ности белков и  GAPDH. Из  рис.  7  видно, что 
уровни BIP и PDI не изменялись при добавле-
нии ABT-737 (7 мкМ) (столбец 2 vs. 1), в то вре-
мя как ABT-737 в концентрации 2 мкМ увели-
чивал содержание BIP в  2  раза, а  PDI на  25% 
(столбец 3  vs. 1). МЕЛ снижал содержание 
BIP и  PDI на  35  и  50% соответственно (стол-
бец 4 vs. 1). Совместное действие МЕЛ с АВТ-
737 (2  мкМ) приводило к  снижению уровней 

BIP и PDI на 20 и 50% относительно контроля 
(столбец 5 vs. 1) и на 70% для BIP и 60% для PDI 
по сравнению с ABT-737 (столбец 5 vs. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Взаимосвязь между МЕЛ и  онкологиче-

скими заболеваниями изучают в  течение по-
следних 80 лет. Противоопухолевая активность 
этого гормона подтверждается результатами 
многочисленных исследований. Так, показа-
ны антипролиферативные, антимиграционные 
и  проапоптотические эффекты МЕЛ в  сочета-
нии с  5-фторурацилом в  клетках рака толстой 
кишки (линии SW620 и  LOVO) [18]. МЕЛ ин-
гибировал также пролиферацию опухолевых 
стволовых клеток, выделенных из  клеток CSC 
рака яичников [39], подавлял рост клеток MDA-
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Рис. 7. Влияние МЕЛ и  его комбинации с  АВТ-
737 на  содержание BIP и  PDI в  клетках ТНР-1. 
Клетки инкубировали с  препаратами в  течение 
24  ч. а  – Иммуноокрашивание антителами к  BIP 
и PDI, GAPDH использовали в качестве контроля 
белковой нагрузки. б  – Диаграмма, отражающая 
соотношение BIP к  GAPDH. в  – Диаграмма, 
отражающая соотношение PDI к GAPDH. Уровень 
белка в  клеточном лизате без каких-либо добавок 
служил контролем (100%). Данные представлены 
как среднее ± стандартное отклонение (n  = 4). 
*p  < 0.05  – значимое изменение по  сравнению 
с  контролем, #р  < 0.05  – значимое изменение 
по сравнению с АВТ-737.

MB-231 рака молочной железы как in vitro, так 
и  in  vivo [40], а  также пролиферацию клеток 
MG-63  остеосаркомы человека [41]. Согласно 
полученным нами результатам, МЕЛ подавлял 
пролиферативную и митотическую активность 
клеток ТНР-1 ОМоЛ. Следует отметить, что эф-
фект подавления усиливался при применении 
комбинации МЕЛ и ABT-737 в сниженной кон-
центрации. 

Противоопухолевое действие МЕЛ, как по-
казано в ряде работ, имеет дозозависимый эф-
фект. Для лечения различных типов рака необ-
ходимы относительно высокие концентрации 
МЕЛ как in  vitro (0.1–10.0  мМ), так и  in  vivo 
(5–200 мг/кг) [7, 42, 43]. Высокие дозы МЕЛ 
требуются для достижения фармакологическо-

го эффекта. Нами показано, что использова-
ние МЕЛ в достаточно высокой концентрации 
не приводило к изменению жизнеспособности 
моноцитов (рис. 3).

Известно, что, когда ЭПР-стресс становит-
ся необратимым и  нормальная функция ЭПР 
не  может быть восстановлена, инициируется 
апоптоз, который в  итоге приводит к  гибели 
клетки. Апоптоз, вызванный ЭПР-стрессом, 
включает экспрессию/активацию проапопто-
тических молекул, в том числе CHOP, который 
регулирует про- и  антиапоптотические белки, 
такие как белки семейства Bcl-2  (BclxL, Bclw 
и Mcl-1) и BAK, Bах [44, 45]. Мы исследовали 
изменение содержания апоптотических бел-
ков Bcl-2  и  Bах и  наблюдали, что и  сам МЕЛ, 
и МЕЛ совместно с АВТ-737 снижали экспрес-
сию Bcl-2 и повышали содержание Bах (рис. 4). 
Кроме того, мы наблюдали повышение уровня 
CHOP в  присутствии одного МЕЛ или МЕЛ 
в  комбинации с  АВТ-737 (рис.  5б). Предпола-
гается, что и  сам МЕЛ, и  МЕЛ в  комбинации 
с АВТ-737 в низкой концентрации активируют 
CHOP-опосредованный сигнальный каскад, что 
приводит к изменению содержания апоптотиче-
ских белков Bax и Bcl-2. Полученные результаты 
соответствуют данным, согласно которым МЕЛ 
инициирует апоптоз за счет усиления активно-
сти каспаз-3, -8 и -9, изменения соотношения 
Bax/Bcl-2, расщепления PARP и повышения со-
держания белков цитохрома с, p53 и Fas-L при 
гепатоцеллюлярной карциноме, причем этот 
эффект опосредован повышением ЭПР-стресса, 
характеризующегося повышенной регуляцией 
ATF6 и CHOP [46].

Известно, что апоптоз, вызванный ЭПР-
стрессом, включает активацию рецептора ино-
зитол-1,4,5-трифосфата (IP3R) и  высвобожде-
ние Са2+ через оксидоредуктин-1α  (ERO1-α), 
индуцированный CHOP [47]. Кроме того, 
на  изменение концентрации Са2+ в  цитозоле 
активно реагируют различные органеллы клет-
ки, в  первую очередь митохондрии [48]. МЕЛ 
и его совместное применение с АВТ-737 повы-
шали содержание цитозольного Са2+ (рис. 5а). 
Поступление сверхпорогового Са2+ в митохон-
дриальный матрикс может привести к падению 
мембранного потенциала митохондрий и  раз-
витию окислительного стресса [49, 50]. Более 
того, накопление Са2+ в  митохондриях может 
сопровождаться повышением продукции АФК 
[51, 52]. Мы наблюдали, что применение МЕЛ 
и МЕЛ + ABT-737 приводило к снижению мем-
бранного потенциала и повышению внутрикле-
точной продукции АФК (рис. 6а, б). Накоплен-
ные данные показывают, что ЭПР-стресс может 
запускать аутофагию [26]. Кроме того, извест-
но, что аутофагия может участвовать в  гибели 
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клеток под влиянием различных стимулов или 
стресса [53], а  МЕЛ может принимать участие 
в  регуляции аутофагии [36], тогда как CHOP 
является прямым регулятором многочисленных 
генов, участвующих в процессе аутофагии [54, 
55]. В настоящем исследовании нами показано 
повышение экспрессии маркеров аутофагии под 
действием МЕЛ и комбинации МЕЛ + ABT-737 
(рис. 6в).

Во  многих видах опухолей содержание 
BIP повышается, защищая опухолевые клет-
ки от  стресс-индуцированного апоптоза [56], 
а увеличенная экспрессия PDI активно участву-
ет в пролиферации, выживании и метастазиро-
вании некоторых типов опухолевых клеток [57]. 
При этом ЭПР-стресс активирует сигнальный 
путь, индуцирующий транскрипционный фак-
тор CHOP, связанный с  апоптозом, который 
активируется в  сигнальном пути PERK-ATF4-
CHOP [58]. Полученные нами результаты по-
зволяют предположить, что как сам МЕЛ, так 
и совместно с ABT-737 в низких дозах вызывают 
ЭПР-зависимый стресс в  клетках ОМоЛ и  за-
пускают сигнальный путь активации проапоп-
тотического фактора CHOP, при этом уровни 
шаперонов BIP и PDI снижаются (рис. 7), что 
способствует ослаблению защиты клеток ОМоЛ 
от стресс-индуцированного апоптоза.

Предполагается, что механизм действия 
МЕЛ связан с  CHOP-опосредованным повы-
шением уровня цитозольного Са2+, который 
приводит к снижению мембранного потенциала 
митохондрий и  повышению внутриклеточной 
продукции АФК, а активация CHOP стимули-
рует при этом аутофагию. Эти результаты согла-
суются с  данными о  связи CHOP с  апоптозом 
посредством модуляции соотношения проапоп-
тотических и антиапоптотических белков и его 
участии в высвобождении Ca2+ из ЭПР [47, 59]. 
Действие МЕЛ и  его совместное применение 
с  ABT-737 приводит к  снижению содержания 
Bcl-2  и  увеличению Bax, что, в  свою очередь, 
предполагает запуск апоптотического каскада. 
В  этих условиях активация CHOP модулиру-
ет аутофагию, повышая содержание маркеров 
LC3A/B-I, II, в  то  время как снижение содер-
жания шаперонов BIP и PDI “снимает” защи-
ту клеток ТНР-1 от индукции апоптоза. Исходя 
из рассмотренных данных и результатов, полу-
ченных ранее на клетках HL-60 и MV4-11, мож-
но заключить, что совместное использование 
МЕЛ со сниженными дозами химиотерапевти-
ческих препаратов представляется перспектив-
ным в терапии лейкозов.

Работа выполнена в рамках госзадания Ин-
ститута теоретической и  экспериментальной 
биофизики РАН (№ 075-01025-23-00).

Все процедуры, выполненные в  исследо-
вании с участием людей, соответствуют этиче-
скими стандартам институционального и/или 
национального комитета по исследовательской 
этике и  Хельсинкской декларации 1964 года 
и  ее  последующим изменениям или сопоста-
вимым нормам этики. Процедуры также были 
одобрены комитетом по  этике Института тео-
ретической и  экспериментальной биофизики 
РАН, протокол №  13/2023 от  8  февраля 2023 
года. От каждого из включенных в исследование 
участников получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта 
интересов.
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Melatonin Enhances the Effect of ABT-737 in Acute Monocytic  
Leukemia THP-1 Cells
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Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, MEL) is a hormone synthesized by the pineal gland. Due to its 
oncostatic effect, it can be considered as an antitumor agent and used for combination therapy. ABT-737, 
a Bcl-2 inhibitor, promotes cell death after treatment with agents that induce pro-apoptotic signals. In the 
present study, the combined effect of MEL and ABT-737 on changes in proliferative and mitotic activity, 
mitochondrial membrane potential, intracellular production of reactive oxygen species (ROS) and cytosolic 
Ca2+ was studied. Moreover, changes in the expression of anti- and pro-apoptotic proteins (Bcl-2 and Bax), 
autophagy markers (LC3A/B (I, II)), endoplasmic reticulum stress markers (chaperones BIP and PDI, 
CHOP) were studied under these conditions. The effect of MEL together with ABT-737 led to an increase 
in the level of cytosolic Ca2+, intracellular production of ROS, and a decrease in the membrane potential 
of mitochondria. Under these conditions, the content of Bcl-2 increased, while the level of Bax decreased. 
The activation of CHOP stimulated autophagy and led to a decrease in  the expression of BIP and PDI 
chaperones. These results suggest that MEL is able to enhance the effects of other chemotherapeutic agents 
and can be used in strategies in the treatment of cancer.

Keywords: acute monocytic leukemia, THP-1, melatonin (MEL), ABT-737, autophagy, ER-stress




