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РЕФЕРАТ Нейробластома – злокачественная солидная опухоль, возникающая в результате трансформа-
ции клеток нервного гребня. Нейробластома встречается преимущественно у детей и характеризуется 
неблагоприятным течением. В связи с этим актуальна разработка новых подходов к терапии нейро-
бластом, в том числе к комбинированной терапии. Увеличение уровня метилирования ДНК, обнару-
женное в клетках нейробластомы, указывает на потенциальную возможность использования гипоме-
тилирующих агентов в комбинированной терапии этого заболевания. Для выявления эффективных 
комбинаций противоопухолевых препаратов нами проведен анализ изменений транскриптома клеток 
нейробластомы SH-SY5Y после обработки гипометилирующим агентом 5-азацитидином с последующей 
экспериментальной проверкой эффективности этих комбинаций. Обнаружены два препарата – митра-
мицин А и лонафарниб – совместное применение которых с 5-азацитидином синергически усиливает 
гибель клеток SH-SY5Y. Эти препараты ингибируют сигнальный путь, связанный с фактором транс-
крипции Sp1, и сигнальный путь RAS-MAPK, которые активируются под действием 5-азацитидина. 
Анализ сигнальных путей также выявил активацию сигнальных каскадов, связанных с дифференци-
ровкой клеток нейробластомы и индукцией апоптоза, что было подтверждено методами мультиплекс-
ной и конфокальной микроскопии. Таким образом, анализ изменения сигнальных путей позволяет 
установить механизмы гибели клеток и их адаптации к гипометилирующим агентам, что может быть 
в дальнейшем использовано для разработки новых подходов к терапии нейробластомы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА детские злокачественные заболевания, комбинированная терапия, эпигенетические 
регуляторы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 5-Аза – 5-азацитидин; GD2 – дисиалоганглиозид; ALK – киназа анапластической 
лимфомы; MDM2 – убиквитин-протеинлигаза E3; ДМСО – диметилсульфоксид; PKB – протеинкиназа 
B; NGF – фактор роста нервов; ILK – интегрин-связанная киназа; TRK – рецепторная тропомиозин-
киназа; IGF1R – инсулиноподобный фактор роста 1; MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа; 
ERK – внеклеточная сигнал-регулируемая киназа; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; 
FGFR – рецептор фактора роста фибробластов, JAK – Янус-киназа; CHK – киназа контрольных точек 
клеточного цикла; mTOR – мишень рапамицина у млекопитающих; RAF – серин/треониновая проте-
инкиназа; CDK – циклинзависимая киназа; РТК – рецепторная тирозинкиназа; RAS – малый G-белок.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 2 (65) 2025 | ACTA NATURAE | 87

ВВЕДЕНИЕ
Нейробластома – это внечерепная солидная опу-
холь, которая образуется в результате злокаче-
ственного перерождения клеток нервного гребня 
во время формирования симпатической нервной 
системы [1]. Пятилетняя выживаемость детей 
с нейробластомой высокого риска (50% случаев) со-
ставляет 60% [2]. К основным методам лечения ней-
робластом высокого риска относятся интенсивная 
химиотерапия, лучевая терапия, трансплантация 
аутологичных стволовых клеток и иммунотерапия 
[3]. Разрабатываются таргетные препараты, направ-
ленные на дисиалоганглиозид (GD2) [4], киназу ана-
пластической лимфомы (ALK) [5–7], убиквитин-про-
теинлигазу E3 (MDM2) [8], компоненты сигнальных 
путей PI3K/Akt/mTOR, Fos/Jun и RAS-MAPK [9]. 
Ингибиторы ALK уже находятся на стадии клини-
ческих испытаний для лечения пациентов с реци-
дивами и резистентными формами нейробластомы 
[10]. Cуществующие подходы к лечению таких па-
циентов не всегда эффективны, поэтому разраба-
тываются методы комбинированной терапии нейро-
бластом [11]. 

Изменения в метилировании ДНК часто наблю-
дают в злокачественных клетках разной природы, 
в частности, гиперметилирование промоторов опу-
холевых генов-супрессоров или глобальное гипоме-
тилирование [12]. На данный момент для лечения 
миелодиспластических синдромов одобрены два ин-
гибитора ДНК-метилтрансферазы – 5-азацитидин 
(5-Аза) и его аналог децитабин [13, 14]. 5-Аза – ги-
пометилирующий агент, являющийся синтетическим 
аналогом цитидина. Встраивание 5-Аза в ДНК при-
водит к нарушению работы ДНК-метилтрансфераз, 
гипометилированию и повреждению ДНК. Препарат 
одобрен для лечения пациентов с острыми миело-
идными лейкозами и миелодиспластическими син-
дромами [15]. 

Повышенный уровень метилирования геномной 
ДНК в клетках нейробластомы связывают с не-
благоприятным прогнозом [16]. Показано, что 5-Аза 
вызывает дифференцировку клеток нейробластом, 
снижает скорость пролиферации и формирова-
ние колоний, а также усиливает цитотоксический 
эффект таких препаратов, как доксорубицин, ци-
сплатин и этопозид [17]. Децитабин ранее тестиро-
вали в сочетании с доксорубицином, но на первой 
стадии клинических испытаний выявили высокую 
токсичность такой комбинации [18]. Ингибиторы 
эпигенетических регуляторов, например ингиби-
торы гистоновых деацетилаз, могут проявлять си-
нергический эффект в сочетании с ингибиторами 
рецепторных тирозинкиназ за счет повышения их 
экспрессии [19]. 5-Аза также может оказывать су-

щественное влияние на экспрессию генов, активно 
участвующих в онкогенезе, путем деметилирования 
ДНК. Поэтому перспективным представляется по-
иск новых подходов к терапии, основанных именно 
на комбинированном использовании 5-Аза с други-
ми противоопухолевыми препаратами.

В представленной работе проанализированы из-
менения экспрессии генов и активности сигнальных 
путей в клетках нейробластомы SH-SY5Y под дей-
ствием 5-Аза для отбора наиболее эффективных 
комбинаций 5-Аза с противоопухолевыми препара-
тами различных типов. Дополнительно проверяли 
функциональное значение изменений активности 
сигнальных путей на уровне транскриптома, изучая 
внутриклеточные процессы с помощью флуорес-
центной микроскопии и оценивая совместное дей-
ствие 5-Аза с ингибиторами различных сигнальных 
путей. Эти данные можно рассматривать как пред-
посылку для разработки нового подхода к лечению 
тех нейробластом, клетки которых чувствительны 
к действию деметилирующих агентов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Культуры клеток и ингибиторы
Перевиваемые клетки злокачественных опухо-
лей человека: нейробластомы SH-SY5Y, рака мо-
лочной железы SK-BR-3, рака почки 786-O, рака 
шейки матки SiHa и рака яичника SK-OV-3 куль-
тивировали в среде RPMI-1640 (Capricorn Scientific, 
Германия), клетки колоректального рака HCT-116, 
аденокарциномы легкого H1299, глиобластомы LN-18, 
рабдомиосаркомы TE-671 культивировали в среде 
DMEM (Capricorn Scientific). Все клетки культиви-
ровали при 37°C и 5% CO2 с добавлением 10% эм-
бриональной бычьей сыворотки (Gibco, США), 1 мМ 
пирувата натрия (Gibco), 2 мМ L-глутамина (Gibco), 
100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина 
(Capricorn Scientific). Для пересева клеток исполь-
зовали фосфатный буфер и трипсин (ThermoFisher 
Scientific). Клетки SH-SY5Y, H1299, LN-18 и TE-671 
подарены Институтом экспериментальной вирусо-
логии Генриха Петте (Гамбург, Германия), клетки 
SK-BR-3 получены из коллекции Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург, Россия), остальные 
клеточные культуры взяты из коллекции Института 
молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН 
(Москва, Россия). Клетки тестировали на отсут-
ствие контаминации микоплазмой каждые две не-
дели с помощью окрашивания красителем ДНК 
Hoechst-33342 (Sigma-Aldrich, США). 

Все использованные в работе ингибиторы раство-
ряли в диметилсульфоксиде (ДМСО), стоковые рас-
творы хранили при -80°C (табл. S1).
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Выделение РНК
РНК для анализа транскриптома выделяли из 1 млн 
клеток SH-SY5Y, обработанных 5 мкМ 5-Аза в те-
чение 24 ч. РНК выделяли хлороформ-феноловым 
методом реагентом TRIzol (Ambion) с последую-
щей обработкой ДНКазой (Zymo Research, США) 
и очисткой РНК с помощью колонок RNA Clean & 
Concentrator-25 (Zymo Research) согласно протоко-
лам производителей.

Количество выделенной РНК определяли с помо-
щью флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific). 
Общую целостность РНК оценивали с помощью био-
анализатора Agilent 2100 (Agilent Technology, США). 
Целостность РНК (RIN) каждого образца составила 
≥ 8.

РНК-секвенирование и анализ транскриптома 
Для получения каждой библиотеки использовали 
в общей сложности 1 мкг РНК. Библиотеки для сек-
венирования РНК создавали с использованием на-
бора для подготовки библиотеки мРНК TruSeq 
(Illumina, США) в соответствии с рекомендациями 
производителя. К каждому образцу прикрепляли 
различные адаптеры с одним индексом из наборов 
TruSeq RNA Single Index (Illumina) для облегчения 
мультиплексного секвенирования. Фрагменты ДНК 
длиной 250–300 п.н. отбирали с помощью магнит-
ных шариков MagPure A4 XP (Magen Biotechnology, 
Китай). Затем библиотеки кДНК обогащали мето-
дом ПЦР и очищали. Качество библиотек оценивали 
с помощью биоанализатора Agilent 2100. Конечные 
библиотеки собрали в эквимолярных соотношениях 
и секвенировали на системе NextSeq 2000 (Illumina) 
в режиме single-end с длиной прочтения 101 п.н. 
Результаты секвенирования были обработаны с по-
мощью программы STAR aligner версии 2.7.4a [20] 
в режиме «GeneCounts» с аннотацией Ensembl 
human transcriptome (версия сборки GRCh38 и ан-
нотация транскрипта GRCh38.89). Исходные зна-
чения экспрессии RNAseq (формат ReadsPerGene) 
нормировали по стандарту DESeq2 [21]. Мы рассчи-
тали уровни активации путей (PALs) в общей слож-
ности для 3024 путей, использовав общедоступную 
коллекцию молекулярных путей, извлеченных 
из OncoboxPD [22].

Анализ активности сигнальных путей и анализ 
CMAP
Для поиска схожих или противоположных воз-
действий использовали алгоритм CMAP [23]. 
Алгоритм CMAP позволяет сравнить изменения 
экспрессии генов под определенным воздействием 
и под действием каждого из сотен тысяч измерен-
ных воздействий, содержащихся в базе данных. 

Алгоритм показывает, влияние каких воздействий 
на экспрессию генов оказалось наиболее сходным 
или противоположным анализируемому воздей-
ствию. Сравнивали уровни экспрессии 100 генов, 
экспрессия которых наиболее сильно повысилась, 
и 100 генов, экспрессия которых наиболее заметно 
снизилась, под исследуемым воздействием. В каче-
стве контроля использовали клетки SH-SY5Y, об-
работанные ДМСО. 

Оценка выживаемости клеток 
Жизнеспособность клеток оценивали с исполь-
зованием наборов Cell Proliferation Assay XTT 
(11465015001, Roche, Sigma-Aldrich, США) и AbiCell 
Resazurin Cytotoxicity Assay Kit резазурин (CEL-04-
30ML, Abisense, Россия). 

Клетки SH-SY5Y (2500 клеток на лунку 96-лу-
ночного планшета) инкубировали с препарата-
ми в течение 6 дней, затем удаляли питательную 
среду и добавляли к клеткам резазурин или XTT. 
После 4 ч инкубации при 37°C и 5% CO2 измеря-
ли сигнал от клеток на спектрофотометре Multiscan 
FC как разницу поглощения на длинах волн 570 
и 620 нм для резазурина и 450 и 605 нм для XTT. 
Изменение жизнеспособности клеток, вызванное 
комбинацией препаратов, рассчитывали как раз-
ницу общего эффекта препаратов и суммы их эф-
фектов по отдельности. Использовали методику 
расчета выживаемости клеток и показателя AUC 
(area under the curve), аналогичную опубликованной 
ранее [24]. Для расчета AUC вычисляли площадь 
под графиком в координатах выживаемости клеток 
(в процентах) и концентрации препарата, используя 
для расчета площади разбиение графика на трапе-
ции. На основании рассчитанных для всех клеточ-
ных линий значений определяли среднее значение 
показателя AUC для всех линий для последующей 
нормировки. Значение AUC нормировали таким об-
разом, что показатель AUC, равный единице, соот-
ветствует среднему значению AUC для всех линий. 

Подсчет клеток автоматическим микроскопом 
Для подсчета клеток автоматическим флуоресцент-
ным микроскопом мы применяли протокол под-
счета клеток с экспрессией репортерной системы 
ERK-KTR H2B-mRuby, который использовали в ла-
боратории ранее [25]. Каждый эксперимент повто-
рили три раза; для подсчета клеток в каждой лун-
ке выбирали четыре случайные поля для съемки. 
Измеряли четыре временные точки: 0, 24, 72 и 144 ч. 
Изображения клеток получали с помощью флуорес-
центного микроскопа Leica DMI8 (Leica, Германия), 
подсчет количества клеток производили в програм-
мах Cellpose и CellProfiler.
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Измерение механизмов гибели клеток
Клетки SH-SY5Y высевали на 96-луночные планше-
ты (2500 клеток на лунку). Окрашивание проводили 
через 72 ч после добавления 5-Аза. Для окрашива-
ния митохондрий, тубулина, лизосом, ионов железа 
FeII, каспаз 3/7, ядер и ДНК использовали красители 
TMRE (Lumiprobe, Россия), Tubulin TrackerTM Deep 
Red (Invitrogen, США), LumiTracker® LysoGreen 
(Lumiprobe), HMRhoNox-M (Lumiprobe), NucView® 

488 (Biotium, США), Hoechst-33342 и 7-аминоакти-
номицин Д (7-AAD) (BioinnLabs, Россия) соответ-
ственно. Окрашивание проводили при 37°C и 5% 
CO2, съемку – на флуоресцентном микроскопе Leica 
DMI8. Использованные концентрации, времена 
окрашивания, параметры съемки указаны в прило-
жении (табл. S2). 

Делали по четыре фотографии клеток, инкуби-
рованных с препаратом в каждой концентрации, 
опыт проводили в двух повторах. Индивидуальные 
клетки на фотографиях определяли с помощью 
программ Cellpose и CellProfiler. Протоколы сег-
ментации клеток и расчета интенсивностей флу-
оресценции опубликованы ранее [24]. Активности 
митохондрий, лизосом, ионов FeII измеряли, исполь-
зуя интегральную интенсивность флуоресценции 
для каждой клетки. Для анализа активности каспаз 
3/7 и выявления мертвых клеток по окрашиванию 
7-AAD определяли процент окрашенных клеток 
в CellProfiler. 

Конфокальная микроскопия
Клетки фиксировали 4% раствором формальдеги-
да (Sigma-Aldrich, США) в 0.1 M фосфатном бу-
фере (PBS) в течение 15 мин, затем блокировали 
с использованием раствора, состоящего из 1% бы-
чьего сывороточного альбумина (BSA) («ПанЭко», 
Россия), 22.52 мг/мл глицина (Sigma-Aldrich), 1% 
Tween (Sigma-Aldrich) в PBS. Для изучения рас-
пределения рецепторных белков TRK в цитоплаз-
ме клеток использовали конъюгированные с флу-
оресцентной меткой Alexa 647 антитела (ab194322, 
Abcam, Великобритания). Клетки инкубировали 
с антителами в течение ночи, разведение антител 
– 1 : 100 в 1% растворе BSA в PBS. Покровные 
стекла помещали на предметные стекла, на ко-
торых размещали 8 мкл Slowfade gold medium 
(Invitrogen, США) с 1 мкг/мл DAPI (Sigma-Aldrich) 
клетками вниз, покровные стекла заклеивали ла-
ком для ногтей. Для детекции ядер использовали 
краситель DAPI. Данные получали методом кон-
фокальной микроскопии на лазерно-сканирующем 
микроскопе Leica TCS SP5 (Leica), который осна-
щен объективом HCX PLAPO CS 63×1.4, используя 
масляную иммерсию. Полученные конфокальные 

8-битные изображения обработали в программном 
обеспечении LAS AF 4.0. 

Обработка данных
Статистические тесты и визуализацию данных про-
водили в программных обеспечениях GraphPad 
Prism 8.0, Python, LAS AF. Средние значения, значе-
ния стандартного отклонения (SD) для оценки жиз-
неспособности клеток посчитали в R и GraphPad 
Prism 8.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для определения селективности 5-Аза в отноше-
нии клеток нейробластомы мы измерили действие 
5-Аза в концентрациях 0.25–20 мкМ на клетки опу-
холей человека различной природы: нейробластомы 
SH-SY5Y, рака молочной железы SK-BR-3, рака 
почки 786-O, рака шейки матки SiHa, рака яични-
ка SK-OV-3, колоректального рака HCT-116, аде-
нокарциномы легких H1299, глиобластомы LN-18, 
рабдомиосаркомы TE-671 (рис. 1А). Наиболее чув-
ствительными к действию 5-Аза оказались клетки 
нейробластомы SH-SY5Y (рис. 1Б). 

Клетки нейробластомы SH-SY5Y были получены 
путем клонирования клеточной линии нейробла-
стомы SK-N-SH [26]. Клетки SH-SY5Y являются 
наиболее часто используемыми в научных иссле-
дованиях: на сайте https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ 
представлены 13789 публикаций, в которых приме-
няли клеточную линию SH-SY5Y, а на долю сле-
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Рис. 1. Оценка токсичности 5-азацитидина (5-Аза) 
для клеток нейробластомы человека SH-SY5Y. 
А – чувствительность злокачественных клеток разной 
природы к 5-Аза в течение 72 ч. Клетки обработали 
препаратом в концентрации 0.25–20 мкМ, представ-
лены значения показателя AUC (area under the curve). 
Б – выживаемость клеток нейробластомы SH-SY5Y по-
сле обработки 5-Аза в течение 72 ч. На графике при-
ведены среднее значение из трех повторов и средне-
квадратическое отклонение (SD). Контроль – клетки, 
инкубированные с диметилсульфоксидом (ДМСО) 
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Рис. 2. Изменение сигнальных путей 
в клетках нейробластомы человека SH-
SY5Y после обработки 5-азацитидином 
(5-Аза). А – сила активации сигнальных 
путей в клетках SH-SY5Y после об-
работки 5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч 
по результатам анализа Oncobox [22]. 
Приведены результаты для каждого по-
втора отдельно. Сила активации сигналь-
ных путей (PAS): красным обозначено 
позитивное изменение, черным – не-
гативное. Показаны сигнальные пути, 
которые могут вносить вклад в прогрес-
сию злокачественных опухолей и имеют 
статистически значимые изменения. 
Б – клеточные процессы, изменяющи-
еся в клетках SH-SY5Y, обработанных 
5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч, согласно 
анализу CMAP. Точками обозначены 
клеточные процессы из анализа CMAP. 
Цветом обозначены классы клеточных 
процессов, которые имеют статистиче-
ски значимые совпадения или различия 
с набором генов, экспрессия которых 
изменяется под воздействием 5-азаци-
тидина, согласно анализу CMAP. Резуль-
таты показаны как обратный десятичный 
логарифм q-значений после коррекции 
на множественные значения (-log

10
fdr_q) 

и connectivity scores (raw_cs) – степени 
совпадения дифференциально активиро-
ванных генов на анализируемое изме-
нение их экспрессии в ответ на воздей-
ствие 5-азацитидином. Положительные 
значения raw_cs указывают на наличие 
одинаковых изменений в экспрессии ге-
нов под воздействием 5-Аза и указанных 
пертрубаций. Отрицательные значения 
соответствуют противоположному из-
менению в экспрессии генов под воздей-
ствием 5-Аза и указанных пертрубаций

А

Б

анализ транскриптома клеток под воздействием 
5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч и сравнение с транс-
криптомом клеток SH-SY5Y, обработанных ДМСО 
в течение 24 ч. Результаты анализа транскриптома 
представлены в виде активности сигнальных путей 
и экспрессии генов (рис. 2А). 

Наибольшие положительные изменения актив-
ности сигналинга наблюдали в сигнальных путях, 
связанных с транскрипционными факторами AP1, 

дующей по количеству упоминаний линии (NMB) 
приходится 5338 публикаций. Клетки SH-SY5Y со-
держат мутацию в гене ALK (F1174L) [27], они под-
ходят для изучения дифференцировки клеток [28]. 
Клетки SH-SY5Y оказались самыми чувствитель-
ными к 5-Аза, поэтому дальнейшие исследования 
проводили на культуре этих клеток. 

Чтобы определить, на какие процессы в клетках 
нейробластомы воздействует 5-Аза, нами проведен 
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Рис. 3. Определение 
препаратов со сходным 
с 5-азацитидином (5-Аза) 
воздействием на экспрес-
сию генов клеток SH-SY5Y 
нейробластомы человека 
с помощью CMAP. Клетки 
обрабатывали 5 мкМ 5-Аза 
и инкубировали их с препа-
ратом в течение 24 ч. Точ-
ками обозначены воздей-
ствия ингибиторов, малых 
шпилечных РНК или сверх-
экспрессии определенных 
генов. Цветом обозначены 
разные классы ингибито-
ров. Показаны препараты 
со статистически значимым 
максимальным эффек-
том. Результаты показаны 
как обратный десятичный 
логарифм q-значений после 
коррекции на множествен-
ные значения (-log

10
fdr_q) 

и connectivity scores (raw_cs) 
– степени похожести диф-
ференциально активирован-
ных генов на анализируемое 
воздействие. Положитель-
ные значения raw_cs указы-
вают на схожие воздействия 
с действием 5-Аза, а отри-
цательные – на противопо-
ложные

ATF6, Sp1, с активацией протеинкиназы B (PKB), 
процессингом фактора роста нервов (NGF), арестом 
клеточного цикла за счет рецептора глюкокортико-
идов, сигнальными каскадами, связанными с инте-
гринзависимой киназой (ILK) и сигнальным путем 
PI3K/Akt/mTOR (рис. 2А). Наибольшие отрица-
тельные изменения выявлены в сигнальных путях, 
связанных с NGF-независимой активацией рецеп-
торной тропомиозинкиназы A (TRKA), клеточным 
циклом, репликацией ДНК с участием транскрипци-
онного фактора E2F, сигнальными путями митоген-
активируемой протеинкиназы (MAPK), апоптозом 
за счет рецептора инсулиноподобного фактора роста 
1 (IGF1R). 

Чтобы определить, какие противоопухолевые 
препараты и клеточные процессы могут оказывать 
схожее или противоположное воздействие на транс-
криптом клеток, мы провели анализ алгоритмом 
CMAP [23] (табл. S3, S4, рис. 2, 3). Нами выяв-
лены значимые изменения клеточных процессов 
в клетках SH-SY5Y, обработанных 5-Аза (рис. 2Б). 

Схожие изменения касались процессов, связан-
ных с регуляцией апоптоза и клеточного цикла, 
активностью протеасом, рецепторным сигналингом 
и MAPK-путем, в частности, связанных с внекле-
точной сигнал-регулируемой киназой (ERK) и TRK. 
Противоположные изменения касались процессов, 
связанных с ответом на повреждения ДНК и транс-
крипцией. 

Ингибиторы рецептора эпидермального фактора 
роста (EGFR), рецептора фактора роста фибробла-
стов (FGFR), Янус-киназы (JAK), киназы контроль-
ных точек клеточного цикла (CHK) и ингибитор 
репарации ДНК действовали на экспрессию генов 
так же, как и 5-Аза (рис. 3). В числе соединений, 
вызывающих сходные эффекты, выявлен 5-Аза, 
что указывает на достоверность наблюдаемых нами 
изменений транскриптома. Противоположные эф-
фекты вызвали ингибиторы гистондеацетилаз, ин-
гибиторы mTOR, топоизомеразы, серин/треониновой 
протеинкиназы (RAF), тирозинкиназы Abl, транс-
крипционного фактора NF-kB. Ингибиторы циклин-
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распределение рецепторов TRK в цитоплазме кле-
ток SH-SY5Y, обработанных 5-Аза в концентрации 
10 мкМ в течение 72 ч (рис. 6). 

Обнаруженное усиление окрашивания клеток ан-
тителами к белкам TRK в цитоплазме клеток SH-
SY5Y может объяснять повышение активности сиг-
нальных путей, связанных с NGF и белками TRK, 
на уровне экспрессии генов. 

На основе полученных результатов (табл. S3, S4, 
рис. 2, 3) были выбраны 18 препаратов для даль-
нейшего тестирования в комбинациях с 5-Аза. 
В частности, отобран ряд ингибиторов РТК, гистон-
деацетилаз, MAPK-пути, клеточного цикла, а также 
ингибиторы протеасом, глюкокортикоидных рецеп-
торов, синтеза ДНК, восстановления поврежденной 
ДНК, индуктор апоптоза и активатор сигнального 
пути, связанного с p38 (табл. 1). 

Мы одновременно обработали клетки 5-Аза 
в концентрации 2.5 мкМ и вторым ингибитором 
в подобранной ранее действующей концентрации, 
которая снижает количество клеток на 20–50% за 72 
ч. Далее мы инкубировали клетки в течение 144 ч 
и для оценки эффективности комбинаций препара-
тов измеряли жизнеспособность клеток резазури-
ном (рис. 7А). 
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Рис. 4. Вклад апоптоза в гибель клеток нейробластомы человека SH-SY5Y, обработанных 5-азацитидином 
(5-Аза) в течение 72 ч. А – окрашивание клеток SH-SY5Y красителем каспаз 3/7 и 7-аминоактиномицином Д 
(7-AAD) после обработки 10 мкМ 5-Аза. Б – доля апоптотических клеток (зеленый и желтый) в популяции клеток 
SH-SY5Y после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. Фотографии клеток получены на автоматическом флуоресцентном 
микроскопе. Контроль – клетки, обработанные диметилсульфоксидом (ДМСО). Анализ проводили на основе 
интенсивности флуоресценции красителей в 350–2500 клетках, среднеквадратичное отклонение (SD) оценивали 
для среднего значения интенсивности восьми фотографий каждой концентрации 5-Аза. Статистическую значи-
мость определяли с помощью теста Манна–Уитни по сравнению с ДМСО (**p≤0.01) 

зависимых киназ (CDK), рецепторной тирозинкина-
зы (РТК) FLT3 и ингибиторы синтеза ДНК влияли 
на экспрессию генов по-разному. 

Нами обнаружено увеличение активности семи 
клеточных путей, связанных с апоптозом (табл. S3). 
Поскольку существуют разные механизмы клеточ-
ной гибели, мы решили определить, как влияет об-
работка 5-Аза в течение 72 ч на активность каспаз 
3/7, митохондрий, лизосом, содержание FeII в клетках 
и количество мертвых клеток SH-SY5Y. С помощью 
флуоресцентных красителей выявлено увеличение 
количества клеток в апоптозе до 26% (рис. 4А,Б), 
что подтверждает повышение активности сигналь-
ных каскадов, связанных с апоптозом. Обнаружено 
увеличение активности лизосом в клетках SH-SY5Y 
после обработки 5-Аза (рис. 5А,Б). Также выявле-
но снижение активности митохондрий и повышение 
количества FeII, но эти изменения были незначи-
тельными и, вероятно, связаны с гибелью клеток 
(рис. 5В,Г). 

Показано in vitro, что NGF способен замедлять 
рост нейрогенных опухолевых клеточных линий 
и вызывать их дифференцировку [29]. Поскольку 
5-Аза влияет на активность сигнальных путей, свя-
занных с NGF и его рецептором TRKA, мы оценили 
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Рис. 5. Изменение активности лизосом в клетках нейробластомы человека SH-SY5Y после обработки 5-азацити-
дином (5-Аза) в течение 72 ч. А – окрашивание клеток SH-SY5Y красителем лизосом после обработки 10 мкМ 
5-Аза. Фотографии клеток получили на флуоресцентном микроскопе. Желтым отмечены лизосомы, синим – 
ядра, фиолетовым – митохондрии, серым – тубулин. Б – изменение активности лизосом в клетках SH-SY5Y 
после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. В – изменение активности митохондрий в клетках SH-SY5Y после обработки 
5–20 мкМ 5-Аза. Г – изменение количества железа FeII в клетках SH-SY5Y после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. 
Контроль – клетки, обработанные диметилсульфоксидом (ДМСО). Показаны распределения интегральной 
интенсивности красителей в 350–2500 клетках, точками отмечены средние значения для каждой из восьми фото-
графий, а также указано среднеквадратичное отклонение (SD). Статистическую значимость определяли с помо-
щью теста Манна–Уитни по сравнению с ДМСО (**p≤0.01)

Обнаружены две наиболее эффективные комби-
нации – 5-Аза с акситинибом, с мультикиназным 
ингибитором и митрамицином А, ингибитором син-
теза ДНК. Однако поскольку такой метод оценки 
пролиферации клеток показывает изменение ме-
таболической активности клеток [24], мы решили 

проверить жизнеспособность клеток после обработ-
ки комбинациями ингибиторов с 5-Аза с помощью 
подсчета числа клеток на автоматическом флуорес-
центном микроскопе (рис. 7Б,В, S1). Выявили от-
личия от результатов эксперимента с резазурином: 
наиболее эффективными оказались сочетания 5-Аза 

А

В

Б

Г

Д
М

С
О

 
5-

А
за

  
10

 м
кМ

 
Лизосомы Совмещенный 

100 мкм 

5-Аза 20 мкМ 

5-Аза 10 мкМ 

5-Аза 5 мкМ 

ДМСО 

Общая интенсивность, log2 

5-Аза 20 мкМ 

5-Аза 10 мкМ 

5-Аза 5 мкМ 

ДМСО 

Общая интенсивность, log2 

5-Аза 20 мкМ 

5-Аза 10 мкМ 

5-Аза 5 мкМ 

ДМСО 

Общая интенсивность, log2 



94 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 6. Распределение 
белков TRK в цитоплазме 
клеток нейробластомы 
человека SH-SY5Y после об-
работки 10 мкМ 5-азацити-
дина (5-Аза) в течение 72 ч. 
Контроль – клетки, обрабо-
танные диметилсульфокси-
дом (ДМСО). Фотографии 
клеток получили на кон-
фокальном микроскопе 
с использованием антител 
к белкам TRK (Alexa647, 
пурпурный) и окрашивания 
ядер фиксированных клеток 
с использованием DAPI 
(серый)

Д
М
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А
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Совмещенный DAPI panTRK

с митрамицином А и лонафарнибом, ингибитором 
малого G-белка (RAS) (рис. 7В). Комбинирование 
митрамицина А или лонафарниба с 5-Аза в концен-
трациях, которые сами по себе не оказывают зна-
чительного влияния на пролиферацию клеток, при-
вело к существенному ингибированию роста клеток 
SH-SY5Y и практически полностью остановило их 
пролиферацию. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе проанализировано изменение транс-
криптома клеток нейробластомы человека SH-SY5Y, 
обработанных 5-Аза, с целью выявления препара-
тов, которые можно будет использовать в комбина-
циях с 5-Аза. Определено также, посредством каких 
механизмов 5-Аза может активировать гибель кле-
ток SH-SY5Y. 

Обнаружено, что 5-Аза влияет на сигнальные 
пути, связанные с NGF: усиливается окрашивание 
клеток антителами к белкам TRK, изменяется мор-
фология клеток. Ранее показано, что 5-Аза вызы-
вает дифференцировку клеток нейробластом [30]. 
Возможно, что действие препарата обусловлено, 
в том числе, активацией процесса дифференциров-
ки клеток. По некоторым данным, в клетках ней-
робластом, которые подверглись дифференцировке, 
в отсутствие NGF запускается апоптотическая ги-
бель [31]. Индукция дифференцировки с помощью 
ретиноевой кислоты [32, 33] активно применяется 
в терапии нейробластомы низкой группы риска 
и в качестве поддерживающей терапии при более 
агрессивных формах заболевания [34]. Показано, 
что сочетание 5-Аза с ретиноевой кислотой усили-
вает дифференцировку клеток нейробластомы [35]. 
5-Аза вызывает увеличение активности каспаз 3/7, 
что, возможно, связано с процессами дифференци-
ровки клеток и увеличением экспрессии рецепторов 
TRK в отсутствие NGF. 

Нами обнаружено увеличение активности лизо-
сом в клетках SH-SY5Y. 5-Аза вызывает индукцию 
аутофагии в клетках острого миелоидного лейкоза 
[36]. Предполагается, что 5-Аза может запускать 
разные процессы гибели клеток нейробластом, од-

Таблица 1. Препараты, выбранные для оценки эффек-
тивности их совместного действия с 5-азацитидином 
на клетки SH-SY5Y

Препарат Класс ингибитора

Акситиниб, энтректиниб, 
гефитиниб, сорафениб

Ингибиторы рецепторных 
тирозинкиназ

Белиностат, энтиностат, 
вориностат

Ингибиторы  
гистондеацетилаз

Бортезомиб Ингибитор протеасом

Дексаметазон
Ингибитор глюкокортико-
идных рецепторов, агент 

дифференцировки
Лонафарниб, PD184352 Ингибиторы MAPK

Митрамицин А
Ингибитор синтеза ДНК, 

ингибитор транскрипционной 
активности Sp1 

Метформин Активатор JNK/p38 
MAPK-пути

BI2536, пальбоциклиб, 
воласертиб

Ингибиторы клеточного 
цикла

Стауроспорин Индуктор апоптоза,  
ингибитор PKC

Талазопариб Ингибитор восстановления 
поврежденной ДНК
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Рис. 7. Эффективность комбинаций 5-азацитидина (5-Аза) с противоопухолевыми препаратами для клеток ней-
робластомы человека SH-SY5Y. Клетки одновременно обработали 2.5 мкМ 5-Аза и противоопухолевым препа-
ратом (препараты и их концентрации приведены на рисунке), затем инкубировали в течение 144 ч. Контрольный 
сигнал – клетки, инкубированные с диметилсульфоксидом (ДМСО). А – тепловая карта, отражающая синерги-
ческий эффект действия комбинации 5-Аза и ингибиторов разных классов на клетки SH-SY5Y. Б – фотографии 
клеток SH-SY5Y, содержащих репортерную систему ERK-KTR H2B-Ruby, после совместной обработки 2.5 мкМ 
5-Аза и 15 нМ митрамицина А (Митр) в течение 144 ч. Представлены фотографии, сделанные с помощью ав-
томатического флуоресцентного микроскопа. В – графики изменения количества клеток SH-SY5Y после одно-
временного добавления 2.5 мкМ 5-Аза и 15 нМ митрамицина А или 5 мкМ лонафарниба. На графиках показали 
среднее значение из трех повторов и среднеквадратичное отклонение (SD)
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нако для подтверждения этого предположения не-
обходимы дальнейшие исследования. При анализе 
изменений транскриптома клеток SH-SY5Y нами 
обнаружено изменение путей, связанных с митохон-
дриями и клеточной гибелью, однако существенного 
изменения активностей митохондрий мы не наблю-
дали. 

Митрамицин А – антибиотик, активный в от-
ношении клеток рака легкого, пищевода [37], ко-
лоректального рака [38] и лейкозных клеток [39], 
однако этот препарат оказался высокотоксичным 
[40]. Лонафарниб тестировали в комбинациях с ин-
гибиторами ALK на мутантных по ALK клетках 
нейробластомы in vitro и in vivo [41]. Показано, 
что митрамицин А и лонафарниб вызывают сниже-
ние уровня метилирования ДНК [42, 43]. Возможно, 
что усиление действия 5-Аза в клетках SH-SY5Y 
этими препаратами обусловлено воздействием 
на ДНК-метилтрансферазу 1 (DNMT1). Кроме того, 
клетки нейробластомы характеризуются высокой 
зависимостью от активации определенных рецепто-
ров ростовых факторов [44, 45]. 5-Аза активирует 
ряд сигнальных каскадов, связанных с активностью 
РТК, а лонафарниб может блокировать передачу 
сигнала от РТК за счет ингибирования RAS [41].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что анализ изменения транскрипто-
ма клеток под действием 5-Аза позволил выявить 
препараты, оказывающие синергический эффект 
на гибель клеток нейробластомы, в частности, си-
нергичность комбинации 5-Аза с митрамицином 
А и лонафарнибом в отношении клеток нейробла-
стомы SH-SY5Y. Дальнейшее исследование эффек-
тивности сочетаний препаратов может быть на-
правлено на более детальное изучение механизма 
совместного действия этих препаратов и тестирова-
ния на других моделях нейробластомы.  

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда грант № 22-14-00353. 
РНК-секвенирование выполнено на оборудовании 

ЦКП «Геном» ИМБ РАН  
(http://www.eimb.ru/rus/ckp/ccu_genome_c.php). 
Микроскопия генетически модифицированных 

клеток выполнена при поддержке Министерства 
науки и высшего образования Российской 

Федерации (Соглашение № 075-15-2019-1660).

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27558.
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