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Природные полиамины и их синтетические
аналоги известны как биологически активные ве�
щества, способные оказывать существенное вли�
яние на рост и развитие самых разных организмов,
регулируя пролиферацию прокариотических и эу�
кариотических клеток, причем последние могут
принадлежать как растениям, так и животным [1–
4]. Установлено, что полиамины вовлечены в це�
лый ряд внутриклеточных процессов, например в
обеспечение стресс�устойчивости у растений и
апоптоза у животных [2, 4, 5]. При этом некоторые
полиамины нарушают функционирование клеточ�
ных геномов на разных уровнях, в частности, до�
статочно специфично изменяют экспрессию опре�
деленных генов и влияют на активность ферментов
[2, 4, 6]. Естественно, большой интерес вызывают
вопросы, связанные с изучением роли полиаминов
в регуляции молекулярных механизмов регуляции
клеточной пролиферации у человека и возможно�
сти целенаправленного влияния на эти процессы
синтетическими аналогами полиаминов [1, 5, 6]. 

Цель исследования – разработка биотест�си�
стемы на основе быстро пролиферирующих куль�
тивируемых клеток человека и определение с еe
помощью функциональной активности двух из�
вестных и четырех новых синтетических аналогов
полиаминов. 

МЕТОДИКА

В работе исследовали следующие синтетиче�
ские препараты полиаминов: ДФМО (α�дифтор�
метилорнитин, ММ 183 Да) и МГБГ (метилглиок�
сальбис (гуанилгидразон), ММ 184 Да), а также
4 новых соединения – дифенил�содержащие ами�
ны (ДФСА
1–ДФСА
4) с молекулярными масса�
ми (Да): ДФСА�1 – 725.5; ДФСА�2 – 755.5; ДФСА�3 –
655.5; ДФСА�4 – 681.5 (рис. 1). Все препараты син�
тетических аналогов полиаминов были получены
от Е.В. Неборак и проф. С.П. Сяткина (Медицин�
ский факультет РУДН, кафедра биохимии,
г. Москва). Кроме того, в качестве стандартного
цитостатика использовали четырежды перекри�
сталлизованный акриламид фирмы “Sigma”
(США).

Для создания биотест�системы использовали
две линии культивируемых и быстро пролифери�
рующих клеток человека – LNCaP и РС�3. Обра�
зец линии LNCaP был получен от д.б.н. И.Г. Ше�
мякина (ГНЦ прикладной микробиологии и био�
технологии, г. Оболенск), а клетки линий РС�3
(№ АСС 465) закуплены в German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Германия). Для
наращивания необходимой биомассы клетки
культивировали в среде RPMI�1640 с добавлени�
ем 20% эмбриональной телячьей сыворотки
(ЭТС), а также гентамицина и пирувата натрия
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(“Панэко”, Россия) и (“Biowest”, Франция), в пла�
стиковых матрасах (“Costar”, США и “Nunc”, Да�
ния) с использованием СО2�инкубатора (“Sanyo”,
Япония). Манипуляции, требующие стерильных
условий, выполняли в ламинарном шкафу второго
класса защиты (“Jouan”, Франция). При проведе�
нии пересевов клеток и для получения клеточной
суспензии в качестве диссоциирующих агентов
использовались растворы Версена и трипсина
(“Панэко”, Россия). 

Клеточные панели для тестирования функцио�
нальной активности изготавливали, осуществляя
посев клеточной суспензии на 96�лучночные план�
шеты (“Nunc”, Дания) при посевной дозе 5 × 104 кл.
в лунке. Клетки инкубировали в течение 24 ч для
обеспечения их прикрепления к поверхности пла�
стика. Однородность клеточных культур в каждой
лунке анализировали после окрашивания красите�
лями DAPI (4',6�диамино�2�фенилиндолил) и
йодистым пропидием с помощью цитофлуоримет�
ра CellReporter™ (“Genetix/Molecular Devices”, Ан�
глия).

Для определения функциональной активно�
сти синтетических аналогов полиаминов готови�
ли растворы препаратов с концентрацией 40 мМ
на 0.5% растворе диметилсульфоксида (ДМСО) и
стерилизовали их в условиях культурального бок�
са с использованием фильтров с диаметром пор
0.22 мкм. После стерилизации эти растворы до�
бавляли к среде RPMI�1640, содержащей 5%
ЭТС, создавая из них набор культуральных сред
с концентрациями исследуемого соединения от
0.1 до 400 мкМ. Далее на 2 сут культивирования
удаляли из лунок обычную культуральную среду
(RPMI�1640, с 5% ЭТС) и добавляли в них по
100 мкл сред с возрастающими концентрациями
полиаминов, приготовленных как описано вы�
ше. При этом, как минимум, в трех лунках дуб�
лировалась каждая изучаемая концентрация ис�
следуемого полиамина. Затем созданная клеточная
панель культивировалась в течение 24, 48 или 96 ч,
после чего количественное определение пролифе�
ративной активности клеток в лунках выполняли с
помощью наборов WST�1 (“Millipore”, США) по
прописям фирмы�изготовителя. Для каждой изу�
чаемой концентрации исследуемого полиамина
определяли среднее значение оптической плотно�
сти и стандартные отклонения. Контрольными
показателями были результаты измерений в лун�
ках, где культивировались клетки в среде с 5%
ЭТС и 0.5% ДМСО без добавления полиаминов.
Статистическую обработку результатов проводи�
ли с использованием пакетов программы Mi�
crosoft Office Excel 2007. Для выявления цитоток�
сического действия полиаминов также проводи�
ли микрофотографирование клеток при помощи
микроскопа Биолам П2�1 (“Ломо”, Россия) с фо�
тонасадкой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клетки линий LNCaP и PC�3, выведенные из
метастазов рака простаты, к настоящему времени
хорошо охарактеризованы [7] и по имеющимся
данным способны in vitro активно пролифериро�
вать с образованием монослоя на поверхности
культурального пластика, отвечая изменениями
пролиферативной активности при различных
воздействиях, влияющих на обмен полиаминов [8,
9]. Принимая во внимание указанные свойства
клеточных линий LNCaP и PC�3, их использовали
при формировании биотест�системы, предназна�
ченной для определения функциональной актив�
ности синтетических аналогов полиаминов. Что�
бы обеспечить возможность количественного
определения изменений пролиферативной актив�
ности клеток, в системе применили тест�наборы
WST�1, поскольку они основываются на способ�
ности митохондриальных ферментов в живых
клетках превращать соли тетразолия в формазан с
изменением спектра поглощения. Как следствие,
результат определения в каждой пробе концен�
трации формазана (которую измеряют спектро�
фотометрически с использованием планшетного
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Рис. 1. Химические формулы изучавшихся дифенил�
содержащих аминов ДФСА�1 (а), ДФСА�2 (б),
ДФСА�3 (в), ДФСА�4 (г). Символом Ph в формулах
обозначен второй фенильный радикал.
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ридера при длине волны 450 нм) коррелирует с
количеством метаболически активных клеток,
отражающем достигнутый уровень пролифера�
тивной активности. При этом протокол примене�
ния наборов WST�1 не включает проведение от�
мывки и фиксации клеток, что является особенно
важным для быстро пролиферирующих клеточ�
ных линий, поскольку их клетки обычно слабо
прикреплены к поверхности планшета и могут
частично смываться с пластика при отмывках. 

Работоспособность сформированной биотест�
системы была изучена при воздействиях акрил�
амида (маркерного амина, обладающего цитоток�
сическим действием) и двух известных синтети�
ческих полиаминов ДФМО и МГБГ (рис. 2). В ре�

зультате на выбранных клеточных культурах при
сравнительно короткой экспозиции (24 ч) реги�
стрировался характерный цитотоксический эф�
фект акриламида (подтвержденный результатами
микроскопии). При этом ДМФО (при концен�
трациях от 0.1 до 200 мкМ) даже за 96 ч не оказал
влияния на пролиферативную активность, а у
МГБГ за то же время наблюдалось дозозависимое
ингибирование клеточного роста при концентра�
циях 100–200 мкМ.

Однородность клеточных культур в каждой
лунке анализировали после окрашивания краси�
телями DAPI и йодистого пропидия с помощью
цитофлуориметра CellReporter™ (“Genetix/Mo�
lecular Devices”, Англия). Полученные результаты
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Рис. 2. Биологическое действие акриламида (24 ч) и препаратов полиаминов (48 ч) на культивируемые клетки рака
простаты; а – акриламид (мкг/мл), б – ДФМО (мкМ), в – МГБГ (мкМ).
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показали, что в лунках сформированной панели
для тестирования клетки находятся в состоянии,
близком к монослою (рис. 3а), и по своим разме�
рам клетки достаточно однородны, поскольку
кривая, характеризующая их распределение по
размерам, практически соответствовала Гауссов�
скому распределению (рис. 3б). При этом количе�
ственный анализ соотношения живых и умерших
клеток в контрольных лунках (ряды 2 и 3 по вер�
тикали) и в лунках с добавлением ДФМО (ряды
8–11) показал отсутствие значимых различий
(рис. 3в). В то же время МГБГ вызывал явное до�
зозависимое увеличение доли умерших клеток
при концентрациях 100 и 200 мкМ этого поли�
амина в пробах (в рядах 4–7 лунки F и G). 

В целом, из полученных результатов следовало,
что сформированная биотест�система пригодна
для определения функциональной активности
синтетических полиаминов и с использованием
наборов WST�1, и с помощью цитофлуориметра
CellReporter™. Как следствие, данная система была

применена для изучения свойств 4 новых синтети�
ческих аналогов полиаминов (ДФСА�1–ДФСА�4),
которые были синтезированы на кафедре биохи�
мии РУДН.

Все указанные соединения ингибировали
клеточную пролиферацию: препараты ДФСА�1,
ДФСА�2 и ДФСА�4 оказывали ингибирующий
эффект при концентрациях 10 мкМ и выше, а
препарат ДФСА�3 при концентрации 50 мкМ и
выше (рис. 4). При этом препараты ДФСА�3 и
ДФСА�4 при малых концентрациях (в частно�
сти, 1 мкМ) проявляли незначительное стимули�
рующее влияние на клеточную пролиферацию
(∼5–10%). 

Поскольку, (как видно из рис. 1) в молекулах
ДФСА�1–ДФСА�4 присутствует хлорид меди, то
можно было предположить, что выявленное ци�
тотоксическое действие обусловлено ионами меди.
Однако по имеющимся данным, хлорид меди про�
являл цитотоксический (и цитостатический) эф�
фект на культурах клеток млекопитающих (вклю�
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Рис. 4. Биологическое действие препаратов (мкМ) ДФСА�1 и ДФСА�2 (а), ДФСА�3 и ДФСА�4 (б) на культивируемые
клетки рака простаты. 
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чая человека) при концентрациях выше 500 мкМ, а
при концентрациях ниже 500 мкМ такого эффекта
не наблюдалось [10]. Следовательно, цитостатиче�
ский эффект, зарегистрированный в наших экспе�
риментах у соединений ДФСА�1–ДФСА�4 при
концентрациях на порядок меньших, не связан с
присутствующим хлоридом меди.

Можно сделать заключение о том, что сфор�
мированная биотест�система обеспечила экс�
пресс�анализ нескольких синтетических анало�
гов полиаминов. Среди них у препарата ДФСА�1
было выявлено наибольшее антипролифератив�
ное действие, которое позволяет рассматривать
это соединение как наиболее перспективный
цитостатический агент. 

Работа была поддержана Государственным
контрактом № 14.740.11.0762.
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Abstract—A new biotest system was developed based on highly proliferating human cell cultures (lines
LNCaP and PC�3). With the help of this system, two known synthetic polyamines—α�difluoromethylorni�
thine (DFMO) and methylglioxalbis(guanylhydrason) (MGBG)—as well as four new synthetic analogues
difenylcontaining amines (DFCA�1–DFCA�4) with molecular weights of 725.5 (DFCA�1), 755.5 (DFCA�2),
655.5 (DFCA�3), and 681.5 Da (DFCA�4) were tested. In this biotest system, DFMO (0.1–400 μM) did not
reveal functional activity, whereas for MGBG a cytotoxic effect was registered (100–200 μM). DFCA�1,
DFCA�2, and DFCA�4 had a similar effect at concentrations of 10 μM and higher; DFCA�3, at a concen�
tration of 50 μM and higher. Thus, DFCA�1 has a higher level of antiproliferating activity and may be con�
sidered as the most potent cytostatic agent.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 2  2013 Вклейка к статье К.В. Лисицкой и др.

Рис. 3. Результаты автоматического анализа биологических эффектов ДФМО и МГБГ с помощью цитофлуо6
риметра CellReporter™ (“Genetix/Molecular Devices”, Англия): (а) – монослой клеток (фото), окрашенных кра6
сителем DAPI, при флуоресцентном сканировании после возбуждения флуоресценции  при длине волны 358 нм
и регистрации испускания при 461 нм; (б) – кривая распределения клеток по средней интенсивности свече6
ния; (в) – схематическое изображение процентного соотношения живых (зеленое окрашивание) и мертвых
(розовое окрашивание) клеток в соответствующих лунках.

50 мкм

(а)

(б)

(в)
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