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Введение. Несмотря на современные успехи в терапии метастатической меланомы кожи, эта нозология остается крайне рези-
стентной к существующим препаратам. Современные данные свидетельствуют о том, что опухоли могут преодолевать гибель 
посредством аутофагии – процесса, при котором опухолевые клетки переваривают свои собственные белки и клеточные компо-
ненты при недостатке энергии и дефиците питательных веществ.
Цель работы – исследование влияния ингибиторов аутофагии, таких как хлорокин (CQ) и LY-294.002 (LY) на цитотоксичность 
темозоломида (TMZ) в клеточных линиях меланомы человека.
Материалы и методы. Работа проведена на клеточных линиях меланомы Mel Z, Mel IL и Mel MTP, полученных от паци-
ентов, проходивших лечение в РОНЦ им. Н. Н. Блохина. Оценку антипролиферативной активности TMZ в комбинации 
с ингибиторами аутофагии исследовали с помощью МТТ-теста и метода колониеобразования. Мы оценили изменение 
клеточного цикла, активацию апоптоза и изменение экспрессии основных маркеров аутофагии при комбинированной те-
рапии.
Результаты. CQ и LY усиливали цитотоксичность TMZ и снижали число жизнеспособных колоний во всех изученных линиях, 
при этом оба ингибитора увеличивали накопление популяции клеток в стадии G0 / G1 в линиях Mel Z, Mel IL, но не в Mel MTP. 
Показано также, что CQ и LY синергично активировали апоптоз во всех исследованных линиях. Анализ экспрессии матричной 
РНК ключевых генов аутофагии свидетельствовал о вовлечении данного процесса в цитотоксичность.
Заключение. Инактивация аутофагии на разных этапах данного процесса позволяет преодолевать резистентность к TMZ и мо-
жет быть рассмотрена как перспективная мишень для терапии меланомы.
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The role of autophagy inhibition in the enhanced cytotoxicity of temozolomide on melanoma cell lines
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Background. Despite advantages in treatment of metastatic melanoma it remains resistant to current therapy. Recent evidence indicates that 
tumor cells could overcome death through autophagy, a process that degrades cellular proteins and organelles to maintain cellular biosynthe-
sis during nutrient deprivation or lack of energy.
Objective: to investigate the involvement of autophagy inhibitors chloroquine (CQ) and LY-294.002 (LY) in temozolomide (TMZ) cytotoxic-
ity in human melanoma cell lines.
Materials and methods. The study was performed on patient-derived melanoma cell lines Mel Z, Mel IL and Mel MTP. The anti-
proliferative activity of combined TMZ and autophagy inhibitors treatment was determined by MTT assay and colony-forming as-
say. Cell cycle analysis, apoptosis activation and expression analysis of key autophagy markers under combined treatment was 
evaluated.
Results. CQ and LY enhanced the cytotoxicity of TMZ and reduced colony formation in 3 melanoma cell lines, moreover both inhibitors 
increased cell population in G0 / G1 phase of cell cycle in Mel Z, Mel IL cell lines, but not in Mel MTP. CQ and LY synergistically activated 
apoptosis in all cell lines. The matrix RNA expression analysis of key autophagy genes showed autophagy involvement in enhanced cyto-
toxicity.
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Conclusions. Thus, autophagy inhibition on different stages of this process could overcome resistance to TMZ and be applicable as potent 
target in metastatic melanoma treatment.
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Введение
Метастатическая меланома – один из наиболее аг-

рессивных типов опухолей с плохим прогнозом течения 
болезни, что связано с ее высоким метастатическим 
потенциалом, поздней диагностикой и резистентно-
стью к химиотерапии на поздних стадиях [1, 2].

Стандартные режимы химиотерапии включают 
дакарбазин, темозоломид (TMZ), цисплатин и таксаны 
(паклитаксел, докситаксел), которые используют 
по отдельности или в комбинации без значительного 
улучшения выживаемости больных – только 10–20 % 
пациентов отвечают на терапию, а медиана выживае-
мости составляет всего 6–8 мес [3, 4]. Таким образом, 
поиск новых лекарственных препаратов и вариантов 
их комбинаций на сегодняшний день является одним 
из актуальных вопросов химиотерапии злокачествен-
ных опухолей.

TMZ – липофильная молекула алкилирующего 
агента – производного тетразина [5]. Цитотоксичность 
TMZ обусловлена образованием O6-метилгуанина 
в ДНК, который замещается тимином во время репли-
кации, вызывая ошибки в репарации, и последующим 
повреждением ДНК [6]. При лечении TMZ арест кле-
точного цикла происходит в фазе G2–M, но при этом 
лишь небольшое число клеток подвергается апоптозу 
[7, 8]. Несмотря на невысокую частоту ответных реак-
ций, достоинством TMZ является легкость введения, 
хорошая переносимость и способность проникать че-
рез гематоэнцефалический барьер, что обеспечивает 
умеренную противоопухолевую активность в отноше-
нии метастазов в головной мозг [9].

Один из процессов, индуцируемых в клетках ме-
ланомы в ответ на химиотерапию, – аутофагия [1], 
основная функция которой заключается в поддержа-
нии межклеточного гомеостаза путем переваривания 
секвестрированных белков и органелл через лизосо-
мальный путь деградации [10].

При метастатической меланоме аутофагия рассма-
тривается как адаптивный механизм для преодоления 
неблагоприятных условий и недостатка питательных 
веществ [11, 12], поддерживая уровень аденозинтри-
фосфата, что приводит к росту опухоли и лекарствен-
ной устойчивости. В большинстве случаев опухоль 
имеет более высокий уровень аутофагии по сравнению 
с нормальными тканями, что коррелирует с повышен-
ной выживаемостью опухолевых клеток и, как следст-
вие, плохим исходом заболевания [12, 13]. Поскольку 
вызванная противоопухолевой терапией аутофагия 
способствует резистентности к ряду препаратов, осо-
бенно тех, которые нацелены на сигнальный путь 
PI3K / mTOR, ингибирование аутофагии может помочь 

преодолеть химиорезистентность меланомы к стан-
дартной терапии. В последние годы несколько клини-
ческих испытаний, сочетающих противоопухолевые 
препараты с ингибиторами аутофагии при разных ти-
пах злокачественных образований, показали, что ин-
активация аутофагии вызывает уменьшение роста опу-
холи и увеличивает выживаемость пациентов [14–16].

Показано, что алкилирующие химиотерапевтиче-
ские препараты, такой как TMZ, индуцируют процесс 
аутофагии в опухолевых клетках, например при глио-
ме и меланоме кожи [17, 18]. В некоторых случаях ау-
тофагия задерживает апоптоз в опухолевых клетках 
при лечении противоопухолевыми препаратами и ис-
пользование ингибиторов аутофагии – хлорокина (CQ) 
или LY-294.002 (LY) – усиливает действие химиотера-
певтических препаратов, вызывающих аддитивную 
или синергическую цитотоксичность и апоптоз [19, 20].

Одним из ингибиторов аутофагии является CQ – 
производное хинолина противомалярийный препарат. 
Опухолевые клетки содержат лизосомы, которые реа-
гируют с CQ, образуя ионизированную CQ-конъю-
гированную кислоту. При достижении критической 
концентрации CQ внутри лизосомы он нарушает 
их ферментативную функцию, действуя как слабое 
основание, и ингибирует клиренс аутофаголизосомы 
[21]. В недавних исследованиях показано, что противо-
опухолевая комбинация CQ с TMZ приводила к ин-
дукции апоптоза в клеточных линиях глиомы с диким 
типом p53 [22].

Результаты исследования терапевтического агента 
LY на ранних стадиях показали, что он неактивен в ка-
честве единственного агента, однако его комбинация 
с гефитинибом эффективно снижает жизнеспособ-
ность клеток меланомы по сравнению с монотерапией, 
а также в комбинации с TMZ в экспериментах с гли-
областомой U87 [23, 24].

Меланома кожи – гетерогенная опухоль, что свя-
зано с наличием различных генетических нарушений 
в зависимости от подтипов заболевания. Соответст-
венно, опухоли с разными мутациями различно отве-
чают на одну и ту же терапию. Так, опухоли с мутаци-
ями в гене BRAF, которые встречаются в 50–70 % 
случаев меланомы [25], являются более резистентны-
ми к терапии и отличаются повышенным уровнем ба-
зальной аутофагии в опухоли [26, 27].

В настоящей работе мы оценивали эффективность 
ингибирования аутофагии при комбинированной те-
рапии с TMZ на клеточных линиях меланомы с раз-
личным статусом гена BRAF. Также мы определяли 
эффективность комбинаций TMZ и CQ (ингибитор 
терминальной стадии процесса аутофагии) по сравне-



УС
ПЕ

ХИ
 М

ОЛ
ЕК

УЛ
ЯР

НО
Й 

ОН
КО

Л
ОГ

ИИ
  /

  A
DV

AN
CE

S 
IN

 M
OL

EC
UL

AR
 O

N
CO

LO
GY

   
 3

, 
2

0
1

7

77ТОМ  4 / VOL. 4  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

нию с комбинацией TMZ и LY (ингибитор PI3K). На-
ши данные показывают, что CQ и LY усиливают цито-
токсичность TMZ и индуцируют арест клеточного 
цикла в фазе G0 / G1. Хотя повышенная цитотоксич-
ность не коррелировала с наличием онкогенных мута-
ций в гене BRAF, ингибирование аутофагии можно 
рассматривать как перспективный подход для повы-
шения эффективности терапии TMZ.

Материалы и методы
Клеточные линии. Клетки метастатической мела-

номы Mel Z, Mel IL и Mel MTP были получены из опу-
холевого материала пациентов, проходивших лечение 
в РОНЦ им. Н. Н. Блохина [28]. Клеточные линии 
культивировали в RPMI-1640 (Gibco, США) с добав-
лением 10 % телячей эмбриональной сыворотки (ТЭС, 
HyClone, США), 2 мМ L-глутамина (Sigma, США), 
10 МЕ / мл пенициллин-стрептомицина (ПанЭко, Рос-
сия) при температуре 37 °C в атмосфере с 5 % CO2. 
Клетки поддерживали в логарифмической фазе роста 
постоянным пересевом культуры через 3–4 дня.

Оценка цитотоксичности. Клеточные линии (8 × 
104 кл / лунка) вносили в 96-луночный планшет. Через 
24 ч заменяли среду и добавляли CQ (20 мкМ) или LY 
(5 мкМ), инкубировали в течение 1 ч. Затем добавляли 
TMZ (100 мкМ) и далее инкубировали в течение 48 ч 
при температуре 37 °С с 5 % СО2. Затем вносили рас-
твор МТТ (3-[4,5-диметилтриазол-2-ил]-2,5-дифенил-
тетразолийбромид, Sigma, США) в конечной кон-
центрации 0,5 мг / мл. Образовавшиеся кристаллы 
диформазана элюириовали с клеточных мембран 
ДМСО (200 мкл / лунка). Результат оценивали спектро-
фотометрически при длине волны 540 нм на анализа-
торе Multiscan FC (Thermo Scientific, США). Выжива-
емость клеток рассчитывали следующим образом: 

(OD экспериментальной группы – OD контрольной 
группы) / OD контрольной группы × 100 %.

Иммуноблоттинг. Клетки (2 × 106) лизировали в бу-
фере, содержащем 50 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, 0,5 % 
дезоксихолата натрия, 0,1 % SDS, 10 мкл / мл ингиби-
рующего коктейля, 1 мМ PMSF, 100 мкмоль / л ДТТ 
(рН 7,5) в течение 40 мин при +4 °С, центрифугирова-
ли при 13 400 об / мин 15 мин при +4 °С. Концентрацию 
белка определяли с помощью набора Quant-IT Protein 
assay kit согласно протоколу производителя (Invitrogen, 
США) путем измерения оптической плотности 
на спектрофлуориметре Quibit 2.0 (Invitrogen, США). 
Электрофорез образцов, содержавших по 40–60 мкг 
белка, проводили в 10 % SDS-полиакриламидном ге-
ле, белки переносили на нитроцеллюлозные мембраны 
(Bio Rad, США) методом полусухого электропереноса 
в системе Trans-Blot Turbo (Bio Rad, США) при 1,3 А 
и 25 В в течение 7 мин. Для предотвращения неспеци-
фической сорбции нитроцеллюлозную мембрану об-
рабатывали 5 % раствором сухого молока (Applichem, 

Германия) в TBS-T. Мембрану инкубировали с первич-
ными антителами LC3B (Novus Biologicals, Велико-
британия), р62 / SQSTM1 (Cell Signaling, США) 
и β-актином (Sigma, США) в течение ночи при темпе-
ратуре +4 °С, отмывали раствором ТBS-T при комнат-
ной температуре, инкубировали 1,5 ч со вторичными 
антивидовыми антителами, конъюгированными пе-
роксидазой хрена (Amersham, США). Затем добавляли 
хемилюминесцентный субстрат Clarity ECL (Bio Rad, 
США). Хемилюминесцентную реакцию регистриро-
вали на ChemiDoc Touch (Bio Rad, США). Денситоме-
трический анализ проводили с помощью программы 
Image J (NIH, США).

Определение колониеобразования. Клетки (200 тыс/ лун-
ка) высаживали в 6-луночные планшеты. К клеткам до-
бавляли TMZ с CQ или LY и без них по описанной выше 
методике и инкубировали 24 ч. После этого клетки сни-
мали, подсчитывали в камере Горяева и пересаживали 
на новые 6-луночные планшеты в количестве 2 тыс / лунка 
в триплетах и культивировали 12 дней, заменяя питатель-
ную среду каждые 3 дня. Затем колонии фиксировали 
в 1 % формалине, окрашивали 0,5 % раствором кристал-
лического фиолетового. Число колоний подсчитывали 
в программе Image J (NIH, США).

Цитометрическое определение апоптоза. Количест-
во апоптотических клеток определяли окрашиванием 
аннексином V и йодидом пропидия (PI) с использова-
нием набора AnnexinV-FITC (Invitrogen, США) в соот-
ветствии с протоколом производителя. После инкуба-
ции с препаратами их центрифугировали, осадок 
ресуспендировали в 100 мкл PBS, добавляли раствор, 
содержащий PI и аннексин V. Клетки инкубировали 
при комнатной температуре в темноте в течение 
15 мин, далее добавляли 350–400 мкл связывающего 
буфера для остановки реакции. Анализ данных (не ме-
нее 10 тыс. событий) проводили на проточном цито-
флуориметре BD FACS Canto II с использованием 
программного обеспечения WinMDI.

Анализ клеточного цикла. После инкубации с пре-
паратами клетки промывали PBS, осадок ресуспенди-
ровали в 400 мкл буфера, содержащего 50 мкг / мл PI 
(Becton Dickinson, США) и инкубировали в темноте 
при комнатной температуре в течение 15 мин. Флуо-
ресценцию PI измеряли на проточном цитометре 
FACScan (FACS Canto II, BD). Распределение клеточ-
ного цикла анализировали с использованием про-
граммного обеспечения ModFit 3.2.

Анализ экспрессии генов. Выделение РНК и полиме-
разная цепная реакция (ПЦР) с обратной транскрипци-
ей в реальном времени. Через 24 ч после культивирова-
ния с химиопрепаратами клетки лизировали реагентом 
TRIzol (Sigma, США), как описано в литературе [29]. 
Для синтеза комплементарной ДНК (кДНК) брали 
250 нг РНК и проводили обратную транскрипцию в ко-
нечном объеме смеси 20 мкл с использованием iScript™ 
Select cDNA Synthesis Kit согласно инструкции (Bio 
Rad, США). Реакцию проводили при температуре 
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42 °С в течение 70 мин. Фермент обратной транскрип-
тазы (ревертазы) инактивировали нагреванием реак-
ционной смеси до 85 °С в течение 5 мин. Контроль 
обратной транскрипции проводили при отсутствии 
обратной транскриптазы. В качестве матрицы для ПЦР 
была использована полученная кДНК. Изменение экс-
пресии матричной РНК (мРНК) SQSTM / p62, 
LC3B, Beclin 1 определяли путем нормализации образ-
цов к референсным генам (β-актин и GAPDH). Коли-
чественную ПЦР в реальном времени проводили 
на CFX96 Real-Time System (Bio Rad, США) с приме-
нением коммерческой смеси iTaq® Universal SYBR® 
Green Supermix согласно протоколу производителя (Bio 
Rad, США). ПЦР-смесь содержала 5 пмоль праймеров 
SQSTM / p62, LC3B, Beclin 1, GADPH и β-актин и 2 мкл 
(50 нг) кДНК. Были использованы следующие прай-
меры: GAPDH: 5’-GG GGAGCCAAAA GGG TCATC-
ATCT-3’, 5’-GACGCC TGCTTCACC ACC TTC TTG-3’ 
(212 пар оснований (п.о.)); β-актин: 5’-GTGGGGCG-
CCCCAGGCA CCA-3’, 5’-CTCC TTAATGTCACGCAC-
GATTTC-3’ (201 п.о.); Beclin 1: 5’-GAGTTTCAAGAT
CCTGGACCGTGTCA-3’ (282 п.о.), 5’-CTGTTGGCA
CTTTCTGTGGACATCA-3’; LC3B: 5’-GCCGCCGCCC-
AGATCCCT-3’, 5’-GAC GCTGACCATGCTGTGTC-
CG-3’ (140 п.о.); SQSTM / p62: 5’-GGCCGCCC-
TGTTCCCCG-3’, 5’-GC CGG CACTCTT TTTT CTCTT-3’ 
(167 п.о.). Условия амплификации: инициация 5 мин 
при температуре 95 °С, затем 39 циклов: 5 с – 95 °С, 
30 с – 60 °С и 30 с – 72 °С. После 39-го цикла прово-
дили анализ кривых плавления путем детекции флуо-
ресценции при постепенном нагревании образцов 
до 95 °C с шагом 0,5 °C / с. Все образцы анализировали 
в дубле в 96-луночных низкопрофильных планшетах 
или стрипах. Результаты количественной ПЦР с обрат-
ной транскрипцией представлены параметром ΔΔCt.

Статистический анализ. Все эксперименты были 
выполнены в 3 повторах. Статистический анализ про-
водили с использованием программы Microsoft Excel, 
а графический интерфейс составлен с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad Prizm v.5.0. 
(GraphPad, США). Для достоверности различий ис-
пользовали t-критерий Стьюдента. Значение р ≤0,05 
считалось статистически достоверным.

Результаты и обсуждение
Цитотоксичность комбинаций TMZ с ингибиторами 

аутофагии. Изучение действия TMZ в комбинации 
с ингибиторами аутофагии проводили на 3 клеточных 
линиях меланомы с разным молекулярно-генетиче-
ским статусом гена BRAF, который был определен на-
ми ранее [30]: Mel Z (V600Е), Mel IL (V600K), Mel 
MTP – дикий тип. Мы определили величину концен-
трации полумаксимального ингибирования (IC50) TMZ 

у всех клеточных линий, которая составила 150 ± 
10 мкM (p <0,05) для линий Mel Z, Mel MTP и 200 ± 
13 мкM (p <0,05) для линии Mel IL. Для дальнейших 
исследований использовали TMZ в нетоксической 

концентрации 100 мкM. Чтобы исключить отдельное 
влияние токсичности ингибиторов, в эксперимент 
также были взяты нетоксичные дозы CQ (20 мкМ) и LY 
(5 мкМ), которые значимо не влияли на клеточную 
пролиферацию.

Влияние ингибиторов аутофагии на цитотоксич-
ность TMZ исследовали при предварительной инку-
бации клеток в течение 1 ч с 20 мкМ CQ и 5 мкМ LY, 
после чего добавляли 100 мкМ TMZ. Все комбинации 
демонстрировали усиленный антипролиферативный 
эффект по сравнению с монотерапией TMZ (рис. 1). 
Использование комбинации 20 мкМ CQ и 100 мкМ 
TMZ приводило к 10–15 % ингибированию роста 
для всех клеточных линий, комбинации 100 TMZ 
и 5 мкМ LY – к 30 % увеличению гибели клеток Mel Z, 
Mel MTP и 15 % увеличению гибели Mel IL. При этом 
цитотоксичность комбинаций не зависела от мутаций 
в гене BRAF.

Чтобы определить роль аутофагии в цитотоксиче-
ском эффекте TMZ, меланомные клетки культивиро-
вали в присутствии TMZ с CQ или LY и без них в тече-
ние 24 ч в ряде экспериментов на колониеобразование. 
Применение TMZ в монорежиме не влияло на жизне-
способность клеток Mel IL – имело место незначитель-
ное увеличение числа колоний. Комбинация TMZ + 
LY снижала на 10 % количество колоний относительно 
контроля, а TMZ + CQ – на 25 % (p = 0,05). Число 
колоний MEL Z уменьшалось на 30 % при применении 
TMZ, добавление LY не оказывало действия на жизне-
способность клеток. Комбинация TMZ + CQ снижала 
количество колоний на ~60 % по сравнению с контр-
олем (p <0,05) (рис. 2). Следует отметить, что под дейст-
вием как TMZ, так и его комбинаций с CQ / LY клетки 
линии Mel MTP не образовывали жизнеспособных 
колоний (данные не представлены).

Влияние ингибиторов аутофагии на клеточный цикл 
клеточных линий меланомы. CQ блокирует аутофагию, 
повышая уровень внутрилизосомного рН и тем самым 
нарушая функцию лизосомальных гидролаз [31]. LY 
является ингибитором PI3K, участвующим в инициа-
ции процесса аутофагии [24, 32]. Мы наблюдали, 

Рис. 1. Ингибирование аутофагии 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM 
LY-294.002 (LY) увеличивает цитотоксичность 100 мкM темозоло-
мида (TMZ) на клеточных линиях меланомы Mel Z, Mel IL и Mel MTP 
(p <0,05)
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Рис. 2. Колниеобразование под действием темозоломида (TMZ) и его 
комбинации с хлорокином (CQ) или LY-294.002 (LY)
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что при TMZ-терапии происходит арест клеточного 
цикла в фазе G0 / G1 в 3 исследуемых линиях. Обработ-
ка клеток TMZ и CQ увеличивала популяцию клеток 
в фазе G0 / G1 на клеточных линиях с мутацией V600 – 
Mel Z (54,9 % (TMZ) против 71,4 % (TMZ + CQ)) и Mel 
IL (56,4 % (TMZ) против 78,8 % (TMZ + CQ)), но ни-
каких изменений в WT Mel MTP не наблюдалось. Ком-
бинация TMZ и LY приводила к более значительному 

накоплению клеток в фазе G0 / G1 по сравнению с мо-
нотерапией TMZ в клеточных линиях Mel Z (54,9 % 
против 74,0 %) и Mel IL (56,40 % против 85,23 %) в от-
личие от комбинации TMZ и CQ. TMZ с CQ или LY 
не влиял на клеточный цикл Mel MTP (рис. 3). Сами 
ингибиторы также не изменяли распределение клеток 
по циклу (данные не представлены). Недавно S. W. Lee 
и соавт. продемонстрировали, что комбинированное 
лечение TMZ с CQ не меняло фазу ареста G2–М, 
но увеличивало популяцию суб-G1 в клетках глиобла-
стомы U87 [22].

Активация апоптоза под действием комбинации 
TMZ с ингибиторами аутофагии. Для изучения вли-
яния комбинации препаратов на апоптотическую 
гибель клеток мы окрашивали клеточные линии 
с помощью аннексина V / PI и анализировали цито-
метрически. Уровень апоптотических клеток в случае 
применения монотерапии варьировал: TMZ инду-
цировал апоптоз в 24,0 % клеток линии Mel MTP, 
в 12,6 % – Mel Z и в 9,0 % – Mel IL. Комбинирован-
ное лечение с CQ повышало на 15–20 % количество 
апоптотических клеток Mel Z, Mel IL и Mel MTP. 
Предварительная обработка LY менее значимо уве-
личивала гибель клеток путем апоптоза в линиях 
Mel Z и Mel IL. Клетки линии Mel MTP были 

Рис. 3. Влияние 100 мкM темозоломида (TMZ) и его комбинаций с 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM LY-294.002 (LY) на распределение клеток 
линий Mel Z, Mel IL и Mel MTP по фазам клеточного цикла (CV 5 %)
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чувствительны к комбинации TMZ и LY (24,0 % про-
тив 39,3 %; р <0,05) (см. таблицу).

Таким образом, TMZ-индуцированная аутофа-
гия защищает меланомные клетки от запуска апоп-
тоза и инактивация аутофагии впоследствии увели-
чивает гибель клеток при использовании TMZ. 
Комбинированный эффект TMZ и CQ опосредует-
ся увеличением апоптоза в клетках меланомы, од-
нако активация апоптоза не зависит от мутаций 
в гене BRAF.

Мы изучили влияние комбинированной терапии 
TMZ и CQ или LY на активацию аутофагии в кле-
точных линиях меланомы по уровню экспрессии 
мРНК Beclin 1, LC3B и p62. TMZ является индук-
тором аутофагии [24], что было подтверждено уве-
личением уровня относительной экспрессии мРНК 
Beclin 1 в клетках меланомы, а добавление ингиби-
торов аутофагии, напротив, уменьшало уровень 
Beclin 1. Течение процесса аутофагии в клетках 
можно изучать путем соотношения уровня мРНК 
LC3ВI / II и р62 / SQSTM1 [33]. Последнее связыва-
ет убиквитинированные белки и доставляет их в ау-
тофагосомы для расщепления. При контакте с ау-
тофагосомой р62 связывается с LC3ВII и сам 
впоследствии расщепляется в аутолизосоме, поэ-
тому его уровень может отражать уровень аутофа-
гии: при повышении уровня LC3ВI / II снижается 
содержание p62 / SQSTM1 в клетках [34, 35]. Мы 
продемонстрировали, что под действием TMZ уро-
вень экспрессии мРНК LC3I / II был увеличен в кле-
точных линиях Mel Z и Mel IL, но не в Mel MTP, 
а транскрипционная активность p62 / SQSTM1 бы-
ла снижена (рис. 4). При добавлении CQ или LY 
отмечали повышение уровня транскрипционной 
активности p62 / SQSTM1 одновременно со сниже-
нием экспрессии LC3ВI / II, что доказывает подав-
ление аутофагии в клетках.

Оценивая переход LC3-I в LC3-II методом иммуно-
блоттинга (рис. 5), мы показали, что монотерапия TMZ 
приводила к накоплению LC3ВI / II в 3 исследуемых кле-

Апоптотическая активность TMZ и / или ингибиторов аутофагии 
на клеточных линиях меланомы. Окраска аннексином V / PI после 
24-часовой инкубации с препарами (CV <5 %; p <0,05)

Вид терапии
Уровень апоптоза,  %

Mel Z Mel IL Mel MTP

TMZ 12,6 9,0 24,0

CQ 8,3 5,3 15,5

LY 4,5 1,5 14,5

TMZ + CQ 27,6 28,3 39,5

TMZ + LY 20,1 14,2 39,3

Примечание. TMZ – темозоломид; CQ – хлорокин; LY –  
LY-294.002.

Рис. 4. Изменение экспрессии матричной РНК генов Beclin 1, LC3B 
и p62 / SQSTM1 после 24-часовой культивации с 100 мкM темозоломи-
да (TMZ) с 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM LY-294.002 (LY) и без них
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точных линиях, а его комбинация с CQ увеличивала 
экспрессию белка LC3BI / II, блокируя расщепление 
аутолизосом. Добавление LY к TMZ не показывало ана-
логичных результатов на уровень LC3BI / II в клетках. 
При этом экспрессия p62 / SQSTM1 при комбинирован-
ной терапии TMZ и CQ повышалась только у линий Mel 
IL и Mel MTP.

Несмотря на то, что р62 / SQSTM1 вовлечен 
в процесс аутофагии в качестве «транспортировщи-



УС
ПЕ

ХИ
 М

ОЛ
ЕК

УЛ
ЯР

НО
Й 

ОН
КО

Л
ОГ

ИИ
  /

  A
DV

AN
CE

S 
IN

 M
OL

EC
UL

AR
 O

N
CO

LO
GY

   
 3

, 
2

0
1

7

81ТОМ  4 / VOL. 4  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

ка» материала для расщепления, его функции 
в клетке на этом не ограничиваются [36]. Повышен-
ный уровень p62 по принципу положительной 
обратной связи ведет к увеличению количества ак-
тивных форм кислорода в клетке, усиленной ин-
дукции фолдинга белков в ответ на ЭР-стресс 
и ДНК-повреждения [36].

Заключение
Таким образом, комбинированная терапия 

при низких концентрациях может эффективно подав-
лять рост клеток меланомы. Мы показали, что CQ и LY 
снижают TMZ-индуцированную аутофагию, тем са-
мым усиливая ингибирующее действие на клеточные 
линии меланомы. TMZ в сочетании с CQ или LY си-
нергически ингибирует рост за счет увеличения ареста 
клеточного цикла в фракции G0 / G1 в клетках Mel Z 
и Mel IL, несущих мутацию BRAF, но не в Mel MTP. 
Однако взаимодействие между аутофагией и мутаци-
ями BRAF пока остается неясным. Наше исследование 
свидетельствует о том, что комбинация TMZ и иссле-
дуемых ингибиторов может увеличивать противоопу-
холевую активность по сравнению с монотерапией 
TMZ при лечении злокачественной меланомы.

Рис. 5. Иммуноблоттинг экспрессии LC3B и р62 после комбинирован-
ной терапии темозоломида (TMZ) и хлорокина (CQ) или LY-294.002 
(LY) на клеточных линиях меланомы
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