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РЕЗюМЕ

Цитохромы CYP2C и CYP3A индуцируются множеством соединений и влия-
ют на фармакокинетику и фармакодинамику большого количества лекар-
ственных средств. В настоящее время активно исследуется возможность 
применения координационных соединений меди в противоопухолевой тера-
пии. Оценка потенциальных взаимодействий между новыми молекулами 
и цитохромами Р450 необходима на ранней стадии разработки лекарств.
Цель исследования. Изучить модулирующее действие комплексов Cu(II) 
с производными енамина и тетразола на CYP2C9, CYP2C19 и CYP3A4 
и их цитотоксические и антипролиферативные свойства на нормальных 
фибробластах лёгких человека MRC-5 и 3D-культуре гепатоцеллюлярной 
карциномы HepG2.
Материалы и методы. Цитотоксическую и антипролиферативную актив-
ность комплексов меди(II) – [CuL2] (1), [Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2), [Cu2(phen)2(ФТ)4] 
(3) и {[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) (где L – анион 2-анилинометилиден-5,5-
диметилциклогексан-1,3-диона; ФТ – 5-фенилтетразолат-анион; МТ – 
5-метилтетразолат-анион; bipy – 2,2′-бипиридин; phen– 1,10-фенантро-
лин)  – исследовали на 2D- и 3D-культурах с помощью фенотипического 
скрининга на основе флуоресценции. Модулирующее действие на CYP2C9, 
CYP2C19 и CYP3A4 изучали с помощью целевого скрининга на основе флуо-
ресценции. Результаты экспрессии CYP3A4 подтверждали методом поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с детекцией 
в реальном времени.
Результаты. Комплекс (1) повышает экспрессию CYP3A4 и не влияет 
на экспрессию CYP2C9 и CYP2C19. Комплекс (2) не оказывает модулирующего 
действия на CYP2C, CYP3A. Комплексы c 1,10-фенантролином (3) и (4) инду-
цируют CYP3A4, ингибируют CYP2C9 и не влияют на экспрессию CYP2C19. 
Все  соединения проявляют дозозависимый цитотоксический эффект 
на HepG2 и MRC-5: соединение с 5-метилтетразолат-анионом (4) одинаково 
воздействует на клеточные линии, соединения с 5-фенилтетразолат-ани-
оном (2) и (3) – селективно. Комплексы с 1,10-фенантролином эффективны 
как на 2D-, так и на 3D-модели.
Заключение. Комплекс [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) можно использовать как основу 
для создания противоопухолевого соединения, но необходима дальнейшая 
модификация структуры для  повышения селективности к опухолевым 
клеткам.
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modulATIng EFFECT oF Cu(II) ComPlExES wITH EnAmInE And TETRAzolE 
dERIvATIvES on CyP2C And CyP3A And THEIR CyToToxIC 
And AnTIPRolIFERATIvE PRoPERTIES In Hepg2 SPHERoIdS

AbSTrACT

CYP2C and CYP3A cytochromes are induced by a variety of compounds and affect 
the pharmacokinetics and pharmacodynamics of a large number of drugs. Currently, 
the possibility of using copper coordination compounds in antitumor therapy is be-
ing actively studied. Evaluation of potential interactions between new molecules 
and P450 cytochromes is necessary at an early stage of drug design.
The aim. To study the modulating effect of Cu(II) complexes with enamine and tetra-
zole derivatives on CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 and their cytotoxic and anti-
proliferative properties on normal human lung fibroblasts MRC-5 and a 3D model 
of hepatocellular carcinoma HepG2.
Materials and methods. Cytotoxic and antiproliferative activities of copper(II) com-
plexes – [CuL2] (1), [Cu2(bipy)2(PT)4] (2), [Cu2(phen)2(PT)4] (3), {[Cu(phen)(MT)2]∙H2O}n (4)  
(L – anion of 2-anilinomethylidene-5,5-dimethylcyclohexane-1,3-dione; PT – 5-phe-
nyltetrazolate anion; MT – 5-methyltetrazolate anion; bipy – 2,2’-bipyridine; phen – 
1,10-phenanthroline) – were examined in 2D and 3D models using fluorescence-based 
phenotypic screening. The modulating effect on CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 was stud-
ied using fluorescence-based targeted screening. The results of CYP3A4 expression 
were confirmed by real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).
Results. Complex (1) increases the CYP3A4 expression and does not affect CY-
P2C9 and CYP2C19 expression. Complex (2) has no modulating effect on CYP2C  
and CYP3A. Complexes with 1,10-phenatrolin (3) and (4) induce CYP3A4, inhibit CY-
P2C9 and do not affect CYP2C19 expression. All compounds have a dose-dependent 
cytotoxic effect on HepG2 and MRC-5: the compound with 5-methyltetrazolate anion 
(4) has the same effect on cell lines, compounds with 5-phenyltetrazolate anion (2) 
and (3) have selective effect. Complexes with 1,10-phenatrolin are effective on both 
2D and 3D models.
Conclusion. The [Cu2(phen)2(FT)4] complex (3) can be used as a basis for creating 
an antitumor compound, but further modification of the structure is required to in-
crease the selectivity to tumor cells.

Key words: copper(II) coordination compounds, MRC-5, HepG2, 3D model, cytotoxic-
ity, antiproliferative activity, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
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введеНИе

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – наиболее 
распространённая первичная злокачественная опухоль 
печени с плохой выживаемостью среди пациентов [1]. 
ГЦК относится к числу опухолевых заболеваний, для ко-
торых имеющийся арсенал химиотерапевтических пре-
паратов имеет низкую эффективность. Терапия на ос-
нове доксорубицина, гемцитабина, фторпиримидинов 
и препаратов платины иногда позволяет получить поло-
жительные эффекты, но в целом не увеличивает общую 
выживаемость пациентов с ГЦК [2]. Наиболее известны-
ми комплексами металлов, используемыми в противоо-
пухолевой терапии, являются цисплатин и его произво-
дные [3]. В настоящее время рассматривается возмож-
ность применения координационных соединений на ос-
нове других металлов, таких как рутений, золото, медь 
и железо, для уменьшения общей токсичности и усиле-
ния противоопухолевого действия [4].

Медь играет огромную роль в различных клеточных 
процессах, включая энергетический метаболизм, рост 
и развитие клетки [5]. Ионы меди могут стимулировать 
клеточную пролиферацию и активировать некоторые 
проангиогенные факторы: фактор роста эндотелия сосу-
дов (VEGF, vascular endothelial growth factor), фактор не-
кроза опухоли альфа (TNF-α, tumor necrosis factor α), ин-
терлейкин 1 (IL-1, interleukin 1) и другие [6]. Опухолевым 
клеткам обычно требуется больше меди для их роста и ме-
таболизма, чем нормальным покоящимся клеткам [7]. По-
вышенное содержание меди было определено в сыво-
ротке пациентов с различными видами злокачественных 
опухолей, в том числе с гепатоцеллюлярной карциномой 
[8]. Поэтому соединения, влияющие на гомеостаз меди, 
представляют интерес для противоопухолевой терапии.

Механизмы противоопухолевой активности соедине-
ний меди разнообразны. Хелатирующие агенты, истощаю-
щие эндогенные запасы меди в результате комплексообра-
зования, являются многообещающим средством для под-
держания концентрации меди на физиологическом уров-
не и подавления процессов канцерогенеза [9]. Кроме того, 
медные комплексы, образующиеся в результате взаимо-
действия хелатора и эндогенной меди, могут обладать 
цитотоксической и антипролиферативной активностью 
и действовать избирательно на опухолевые клетки с высо-
ким содержанием меди, оказывая небольшую токсичность 
на нормальные клетки [10]. Ионофоры меди, напротив, вы-
зывают внутриклеточное накопление меди, что приводит 
к клеточной гибели в результате продукции активных форм 
кислорода или вытеснения других металлов из металлосо-
держащих ферментов [11]. Некоторые медные комплек-
сы являются ингибиторами протеасом [12] и индуцируют 
апоптоз преимущественно в трансформированных клет-
ках за счёт подавления передачи сигналов транскрипци-
онного фактора κB (NF-κB, nuclear factor κB) [13].

Показано, что ГЦК влияет на активность цитохромов 
Р450 (CYP). Низкая экспрессия генов CYP2C9 и CYP2C19 
связана с неблагоприятным прогнозом развития гепато-
целлюлярной карциномы [14], а подавление CYP3A4 явля-
ется предиктором её раннего рецидива [15]. Помимо фи-

зиологической и патофизиологической регуляции, актив-
ность цитохромов подсемейств CYP2C и CYP3A возраста-
ет или снижается под воздействием многих лекарств [16], 
что влияет на фармакокинетику и фармакодинамику боль-
шого количества лекарственных средств. Поэтому по-
тенциальные взаимодействия между новыми молекула-
ми и цитохромами Р450 регулярно оцениваются на ран-
ней стадии разработки лекарственных препаратов [17].

Линии опухолевых клеток, такие как HepG2 (гепато-
целлюлярная карцинома человека), представляют осо-
бый интерес для исследований in vitro по развитию и те-
рапии ГЦК. Эта клеточная модель позволяет изучать ме-
таболические пути, участвующие в гепатоканцерогенезе, 
и тестировать кандидатов в противоопухолевые препа-
раты [18]. Также клетки HepG2 являются полезной моде-
лью для оценки модулирующих эффектов потенциаль-
ных лекарств на CYP при первичном скрининге. В послед-
нее время особое внимание уделяется моделям in vitro 
с клетками, расположенными в трёхмерной (3D) струк-
туре (сфероидах), которая демонстрирует улучшенную 
печёночную функциональность по сравнению с тради-
ционными двумерными (2D) моделями и лучше имити-
рует ответы на лечение у людей [19]. Поэтому гепатоци-
ты, растущие в сфероидах, стали предпочтительной мо-
делью по сравнению с 2D-культурами.

В ранее проведённых исследованиях комплексы 
Cu(II) с производными енамина и тетразола проявили 
дозозависимый цитотоксический эффект в отношении 
опухолевых клеток [20, 21]. Однако влияние этих сое-
динений на нормальные клетки, на опухолевые клетки 
в 3D-модели и на систему метаболизма лекарственных 
средств не изучалось.

Цель ИССледовАНИя

Изучить модулирующее действие комплексов 
Cu(II) с производными енамина и тетразола на CYP2C9, 
CYP2C19 и CYP3A4 и их цитотоксические и антипроли-
феративные (цитостатические) свойства на нормальных 
фибробластах человека MRC-5 и в сфероидах HepG2.

мАТеРИАлы И меТоды

Исследуемые соединения. Исследовали комплек-
сы меди(II) с производными енамина и тетразола: [CuL2] 
(1), [Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2), [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3), {[Cu(phen)
(МТ)2]∙H2O}n (4), где L – анион 2-анилинометилиден-
5,5-диметилциклогексан-1,3-диона; ФТ – 5-фенилте-
тразолат-анион; МТ – 5-метилтетразолат-анион; bipy – 
2,2′-бипиридин; phen– 1,10-фенантролин (рис. 1). Син-
тез и подробная характеристика полученных комплек-
сов были опубликованы ранее [20, 22]. Карбоплатин 
(Pharmachemie  B.V., Нидерланды), цисплатин (Sigma-
Aldrich, Швейцария), дексаметазон (DEX, ElfaLaboratories, 
Индия) и рифампицин (RIF, Белмедпрепараты, Беларусь) 
использовались как препараты сравнения. Исходные 
растворы готовили в ДМСО (Биолот, Россия).
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Клеточные культуры. Клеточные линии человека 
HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома) и MRC-5 (фибро-
бласты лёгкого) были предоставлены коллегами из Го-
сударственного научного центра вирусологии и биотех-
нологии «Вектор» (пос. Кольцово). Клетки HepG2 культи-
вировали в среде IMDM, фибробласты MRC-5 – в среде 
DMEM с 10%-м содержанием в них эмбриональной бы-
чьей сыворотки (Cytiva, США) в CO2-инкубаторе при 37 °C.

Для получения 2D-модели клетки высевали на 96-лу-
ночные планшеты (Corning, 3599) по  5  ×  103  клеток 
на лунку или на 12-луночные планшеты (Corning, 3512) 
по 4 × 104 клеток на лунку в соответствующей среде. В ка-
честве 3D-модели использовали сфероиды. Для получе-
ния сфероидов клетки HepG2 высевали на 96-луночные 
низкоадгезивные U-образные планшеты (ThermoFisher, 
174925) по 1,5 × 103 клеток на лунку и культивировали 
в CO2-инкубаторе при 37 °С. Обработку клеток клиниче-
скими препаратами и исследуемыми комплексами про-
водили через 24 часа после посева.

Для исследования цитотоксической и антипролифе-
ративной активности клетки инкубировали с исследуе-
мыми комплексами (1) – (4) (0,5–25 или 1–50 мкМ) и кли-
ническими препаратами цисплатином и карбоплатином 
(1–50 мкМ) в течение 48 часов. Для оценки модулирую-
щих эффектов на цитохромы P450 клетки инкубировали 
с комплексами Cu(II) (1) – (4) (0,1–5 мкМ) и индукторами 
CYP3A4, CYP2C9 и CYP2C19 дексаметазоном (10, 100 мкМ) 
и рифампицином (25, 100 мкМ) в течение 48 часов с заме-
ной среды и добавлением соединений каждые 24 часа. 
Конечная концентрация ДМСО в среде не превышала 1 %.

Фенотипический скрининг
Оценка цитотоксического и антипролифератив-

ного эффектов. Жизнеспособность и пролиферацию кле-
ток оценивали методом двойного окрашивания Hoechst/
пропидий йодид (PI). Окрашивание 2D-модели смесью 
флуоресцентных красителей Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 
Швейцария) и PI (Invitrogen, США) проводили в течение 
30 мин [18], сфероидов – в течение 3 часов [23] при 37 °С.

Цитотоксическую активность определяли как полу-
максимальную летальную концентрацию (LC50), рассчитан-
ную после аппроксимации нелинейной функцией кривых 
экспериментальной зависимости живых клеток (%) от кон-

центрации препарата (мкМ). Антипролиферативную (ци-
тостатическую) активность определяли как полумакси-
мальную ингибирующую концентрацию (IC50), рассчитан-
ную после аппроксимации нелинейной функцией кривой 
экспериментальной зависимости количества клеток (%) 
от концентрации (мкМ). Параметр IC50 для 3D-модели рас-
считывали после аппроксимации нелинейной функцией 
кривой экспериментальной зависимости площади сферо-
ида (%) от концентрации соединения (мкМ).

Целевой скрининг
Оценка уровней мРНК CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19. 

Экспрессию генов цитохромов CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 
на уровне мРНК определяли с помощью набора View RNA 
CellPlus Assay Kit (Invitrogen, 88-19000-99) в соответствии 
с инструкциями производителя; мРНК CYP3A4, CYP2C9 
и  CYP2C19 детектировали с использованием флуорес-
центных зондов View  RNA типа  1 (CYP3A4, VA1-10196-
VCP), типа 4 (CYP2C9, VA4-3084099-VCP) и типа 6 (CYP2C19, 
VA6-3169546-VCP). Ядра клеток окрашивали DAPI.

Оценка уровня белка CyP3A4. Экспрессию CYP3A4 
на  уровне белка оценивали с помощью иммунофлуо-
ресцентного анализа [24] с некоторыми изменениями. 
Клетки фиксировали 4%-м раствором параформальде-
гида в течение 10 мин, пермобилизацию 0,1%-м раство-
ром TritonX100 проводили в течение 15 мин. Блокиро-
вали 1%-м бычьим сывороточным альбумином в тече-
ние 30  мин. Клетки инкубировали с первичными мо-
ноклональными антителами CYP3A4 (Invitrogen, MA5-
17064) в течение 1 ч (1:200) с вторичными антителами 
(Invitrogen, A-10631), меченными AlexaFluor™ 488, в те-
чение 1 ч при комнатной температуре. За 5 мин до окон-
чания инкубации с вторичными антителами добавляли 
Hoechst 33342 для визуализации ядер.

Получение и анализ изображений. Изображения 
в светлом поле и флуоресцентных каналах получали 
с помощью системы визуализации INCell Analyzer 2200 
(GE Healthcare, Великобритания). Анализ изображений 
выполняли с использованием программного обеспече-
ния INCell Investigator (GE Healthcare, Великобритания).

Изображения 2D-культуры получали по 4 поля с уве-
личением 200×. В соответствии с морфологическими из-
менениями клетки классифицировали как живые (нор-
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РИС. 1.  
Структурные формулы исследуемых комплексов меди(II)

FIG. 1.  
Structural formulas of the studied copper(II) complexes
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мальные ядра – неконденсированный хроматин, равно-
мерно распределённый по всему ядру), апоптотические 
(круглые клетки, конденсированный или фрагментиро-
ванный хроматин) и мёртвые (окрашенные PI из-за по-
вреждения клеточной мембраны). Для 3D-культуры [23] 
получали z-стопки изображений сфероидов с увеличе-
нием 100× в светлом поле и флуоресцентных каналах (7–
11 изображений, разделённых по оси z 15 мкм, начиная 
со дна). Отдельные z-плоскости сегментировали и ана-
лизировали как 2D-изображения для подсчёта ядер жи-
вых/мёртвых клеток, затем суммировали объекты, сме-
щённые относительно друг друга в каждой плоскости 
(максимальное смещение ядер 5–10 мкм). На рисунке 2 
представлены репрезентативные изображения отдель-
ных z-плоскостей сфероидов HepG2.

ОТ-ПЦР анализ экспрессии CYP3A4 с детекцией 
в реальном времени (ОТ-ПЦР РВ). РНК выделяли с по-
мощью набора RealBest Extraction 100 (Вектор-Бест, Но-
восибирск) согласно инструкции производителя, обраба-
тывали ДНКазой (Promega, США) и осаждали. Затем РНК 
(1 мкг) подвергали обратной транскрипции с использо-
ванием олиго(dT)18 праймеров и обратной транскрипта-
зы M-MuLV-RH (Биолабмикс, Новосибирск) в соответствии 
с инструкцией производителя. Уровень мРНК оценивали 
в реакционной смеси BioMaster HS-qPCR SYBR Blue (2x) 
(Биолабмикс, Новосибирск) на CFX96 (Bio-Rad Laboratories, 
США). В качестве генов домашнего хозяйства использова-
ли GADPH и RPLP0. Образцы анализировали в трёх повто-
рах (технические повторы) и в трёх повторах эксперимен-
та. Изменение количества мРНК CYP3A4 относительно ге-
нов GADPH и RPLP0 рассчитывали методом 2-∆∆Ct.

Использовали следующие праймеры: CYP3A4 че-
ловека, 5’-CATTCCTCATCCCAATTCTTGAAGT-3’ (прямой) 
и 5’-CCACTCGGTGCTTTTGTGTATCT-3’ (обратный); GAPDH 
человека, 5›-CATGAGAAGTATGACAACAGCC-3› (прямой) 
и  5›-AGTCCTTCCACGATACCAAAG-3› (обратный); RPLP0 

человека, 5›-TCTACAACCCTGAAGTGCTTGAT-3› (прямой) 
и 5›-CAATCTGCAGACAGACACTGG-3› (обратный).

Статистический анализ. Графики зависимости ко-
личества клеток, живых, апоптотических и мёртвых кле-
ток строили в Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corp., США). 
Значения LC50 и IC50 получали аппроксимацией нелиней-
ной функцией кривых в Origin 8.0 (OriginLab, США). Коли-
чественные данные выражены как среднее трёх незави-
симых экспериментов ± среднеквадратическое отклоне-
ние (M ± σ). Статистическая обработка данных экспрес-
сии CYP проводилась с использованием программного 
пакета Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США). Полученные ре-
зультаты исследования представлены в виде медианы 
(Me), верхнего и нижнего квартилей [Q1–Q3]. Статисти-
ческую значимость различий оценивали, применяя не-
параметрический критерий Манна  –  Уитни. Результа-
ты считали статистически значимыми при достижении 
уровня значимости различий p < 0,05.

РеЗУльТАТы

Исследование цитотоксической  
и антипролиферативной активности

О ц е н к а  в л и я н и я  к о м п л е к с о в  [ C u ( L ) 2]  ( 1 ) , 
[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2), [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3), {[Cu(phen)
(МТ)2]∙H2O}n (4) на жизнеспособность клеток человека 
MRC-5 и HepG2 показала, что все исследуемые соеди-
нения, за исключением комплекса [Cu(L)2] (1), ингиби-
ровали пролиферацию клеток MRC-5 и вызывали дозо-
зависимую клеточную гибель в концентрациях, дости-
жимых в условиях in vivo. Существенно, что гибель про-
исходит в результате апоптоза (рис. 3).

Значения LC50 для 2D-культур демонстрируют 
на порядок более высокую токсичность комплекса 
[Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) для нормальных фибробластов MRC-

РИС. 2.  
Репрезентативные изображения отдельных z-плоскостей 
(слева направо) сфероидов HepG2 после 48 ч инкубации 
с 40 мкМ [Cu2(bipy)2(ФТ)4]. Масштаб шкалы – 100 мкм

FIG. 2.  
Representative images of individual z-planes (left to right) 
of HepG2 spheroids after 48 hours of incubation with 40 µM 
of [Cu2(bipy)2(FT)4]. The size of the scale bar – 100 µm
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5, чем для HepG2 (табл. 1). Цитотоксическая активность 
комплексов (1), (2) и (4) оказалась сравнима для обеих 
линий. Цитотоксическая активность комплексов (2) – (4) 
выше, чем у клинически одобренных препаратов циспла-
тина и карбоплатина.

Антипролиферативная активность [CuL2] (1) в 2 раза 
выше для фибробластов, чем для HepG2 (табл. 2). Сопо-
ставление данных таблицы  2 и рисунка  3 показывает, 
что количество клеток MRC-5 снижено на ~20 % по срав-

нению с контролем при воздействии 10 мкМ комплекса 
[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2) (рис. 2), тогда как для HepG2 такая 
концентрация приводит к снижению количества кле-
ток на 50 % (IC50 = 10,2 ± 4 мкМ; табл. 2). Это свидетель-
ствует о том, что цитостатическая активность этого ком-
плекса выше для гепатоцеллюлярной карциномы. Цито-
статическую активность комплексов [Cu2(phen)2(ФТ)4] 
(3) и {[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) сравнить не удалось 
из-за высокой цитотоксической активности (рис.  3). 
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РИС. 3.  
Оценка влияния соединений на жизнеспособность фибробла-
стов MRC-5 после 48 ч инкубации методом двойного окраши-
вания Hoechst/PI

FIG. 3.  
Assessment of the compounds effect on the viability of MRC-5 fibro-
blasts after 48 h of incubation using Hoechst/PI double staining

Т А Б Л И ц А   1
ЦИТоТокСИЧеСкАя АкТИвНоСТь СоедИНеНИй  
ПоСле 48 Ч ИНкУБАЦИИ

T A b L E   1
CyToToxIC ACTIvITy oF ComPoundS AFTER 48 H 
oF InCubATIon

Соединения

LC50, мкM

2D-культура 3D-культура

MrC-5 HepG2 HepG2

[CuL2] (1) > 100 > 100 > 100

[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2) 27,2 ± 0,5 21,7 ± 0,4 > 100

[Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) 0,60 ± 0,01 2,5 ± 0,1 6,4 ± 0,8

{[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) 3,0 ± 0,1 3,2 ± 0,1 1,7 ± 0,2

Карбоплатин 35,7 ± 0,3 32,2 ± 2,1 > 50

Цисплатин > 50 33,0 ± 5,4 49,0 ± 1,3
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В  целом активность исследуемых соединений меди(II) 
для 2D-культур возрастает в порядке (1) < (2) < (4) < (3).

С р а в н е н и е  а к т и в н о с т и  к о м п л е к с о в  C u ( I I ) 
на 2D-и 3D-моделях гепатоцеллюлярной карциномы по-
казало, что сфероиды устойчивы к воздействию ком-
плекса (2) с 2,2′-бипиридином, тогда как комплексы (3) 
и (4) с 1,10-фенантролином проявляют цитотоксическую 
активность на 3D-модели, сравнимую с активностью 
на 2D-модели (табл. 1, 2). При этом комплекс с 5-метилте-
тразолат-анионом (4) активнее комплекса с 5-фенилтетра-
золат-анионом (3). Для сфероидов активность комплекса 
(4) выше почти в два раза, чем для 2D-культуры HepG2, 
в то время как для комплекса (3) – почти в два раза ниже. 
Значения IC50 для этих комплексов не были посчитаны из-
за разрушения сфероидов в результате клеточной гибели.

Исследование влияния комплексов Cu(II) 
на экспрессию цитохромов Р450

Влияние комплексов [Cu(L)2] (1), [Cu2(bipy)2(ФТ)4] 
(2), [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) и {[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n 
(4) на экспрессию CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 в  клет-
ках 2DHepG2 исследовали с помощью гибридиза-
ции in situ. Рифампицин и дексаметазон использова-
ли в качестве положительного контроля. Репрезента-
тивные изображения одновременного обнаружения 
мРНК в клетках HepG2 представлены на рисунке  4, 
результаты по оценке уровней мРНК CYP3A4, CYP2C9, 
CYP2C19 гибридизацией in situ – в таблице 3. Оценки 
экспрессии CYP3A4, полученные методом гибридиза-
ции in situ, подтверждали методом ОТ-ПЦР РВ и выя-
вили их совпадение.

Т А Б Л И ц А   2
АНТИПРолИФеРАТИвНАя (ЦИТоСТАТИЧеСкАя) 
АкТИвНоСТь СоедИНеНИй ПоСле 48 Ч ИНкУБАЦИИ

T A b L E   2
AnTIPRolIFERATIvE (CyToSTATIC) ACTIvITy 
oF ComPoundS AFTER 48 H oF InCubATIon

Соединения

IC50, мкM

2D-культура 3D-культура

MrC-5 HepG2 HepG2

[CuL2] (1) 53,1 ± 0,5 101 ± 1 > 100

[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2) > 10 10,2 ± 4 > 100

[Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) – 0,98 ± 0,06 –

{[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) > 1 3,7 ± 0,2 –

Карбоплатин 6,0 ± 0,3 3,8 ± 0,2 10,6 ± 0,3

Цисплатин 5,8 ± 0,2 3,6 ± 0,2 11,6 ± 0,2

Т А Б Л И ц А   3
кРАТНое ИЗмеНеНИе ИНТеНСИвНоСТИ 
ФлУоРеСЦеНЦИИ мРНк в клеТкАх Hepg2  
ПоСле 48 Ч ИНкУБАЦИИ, mE [Q1–Q3]

T A b L E   3
Fold CHAngES In THE mRnA FluoRESCEnCE InTEnSITy 
In Hepg2 CEllS AFTER 48 H oF InCubATIon, mE [Q1–Q3]

Соединения Концентрация,  
мкМ

Кратное изменение интенсивности флуоресценции мРНК

CYP2C9 CYP2C19 CYP3A4

[CuL2] (1)
5 1,05 [0,97–1,23] 1,44 [0,90–1,77] 1,36 [1,07–1,63]

25 0,97 [0,64–1,25] 1,35 [0,91–1,62] 1,97 [1,48–2,29]*

[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2)
0,2 0,80 [0,69–1,20] 1,30 [1,01–1,75] 1,03 [0,67–1,25]

1 1,12 [0,74–1,24] 1,92 [0,84–1,03] 1,04 [0,89–1,32]

[Cu2(phen)2(ФТ)4] (3)
0,2 0,79 [0,67–1,09] 1,03 [0,74–1,30] 0,84 [0,67–1,13]

1 0,62 [0,55–0,66] 0,80 [0,62–1,21] 3,10 [2,26–3,87]*

{[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4)
0,2 0,56 [0,47–0,76] 1,12 [0,96–1,45] 2,25 [2,05–2,81]*

1 0,44 [0,36–0,66] 1,00 [0,76–1,19] 2,62 [1,96–3,43]*

Дексаметазон
10 1,93 [1,57–2,16]* 4,20 [3,82–4,70]* 5,73 [4,95–6,30]*

100 2,10 [1,92–3,26]* 5,25 [4,43–6,05]* 5,50 *[3,43–6,45]

Рифампицин
25 0,89 [0,76–1,04] 3,98 [3,06–4,17]* 2,90 [2,51–3,49]*

100 2,05 [1,80–2,39]* 6,26 [4,49–7,79]* 5,51 [4,69–6,63]*

Примечание. * – отклонение статистически значимо по отношению к контролю (p < 0,05).
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Можно видеть (табл.  3), что ни один из комплек-
сов не  оказывает статистически значимого эффекта 
на  экспрессию CYP2C19. Под воздействием комплек-
сов с 1,10-фенантролином (3) и (4) наблюдается тен-
денция к снижению экспрессии CYP2C9. При этом ком-
плекс с 5-метилтетразолат-анионом имеет более силь-
ный эффект, так как снижение экспрессии CYP2C9 на-
блюдается с концентрации 0,2 мкМ, а под воздействи-
ем комплекса с 5-фенилтетразолат-анионом – только 
с 1 мкМ.

Комплексы [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) и {[Cu(phen)
(МТ)2]∙H2O}n (4) индуцируют CYP3A4 (табл.  3), причём 
в низких концентрациях (1 и 0,2 мкМ соответственно). 
Комплекс [CuL2] (1) также индуцирует CYP3A4, но в го-
раздо более высокой концентрации по сравнению с ком-
плексами (3) и (4) (25 мкМ). Комплекс с 2,2′-бипириди-
ном не оказывает влияния на экспрессию CYP. Оценка 
уровня белка CYP3A4 после 48 ч инкубации клеток по-
казала, что индуцирующий эффект у комплексов (3) и (4) 
сопоставим с RIF и DEX (табл. 4).

РИС. 4.  
Мультиплексное одновременное обнаружение мРНК в клет-
ках HepG2 с использованием набора для анализа ViewRNA Cell 
Plus. мРНК CYP3A4, CYP2C9 и CYP2C19 детектировали с исполь-
зованием флуоресцентных зондов ViewRNA типа 1 (жёлтый, 
CYP3A4), типа 4 (зелёный, CYP2C9) и типа 6 (красный, CYP2C19). 
Ядра окрашивали DAPI (синий). Масштаб шкалы – 100 мкм

Fig. 4.  
Multiplexed simultaneous detection of mRNA in HeG2 cells using 
the ViewRNA Cell Plus assay kit. CYP3A4, CYP2C9 and CYP2C19 mR-
NAs was detected using type 1 (yellow, CYP3A4), type 4 (green,  
CYP2C9) and type 6 (red, CYP2C19) fluorescent ViewRNA probes. 
Nuclei were stained with DAPI (blue). The size of the scale bar – 
100 µm



ActA BiomedicA ScientificA, 2022, Том 7, № 5-2

39
Биология и медицинская биология Biology and medical biology

оБСУждеНИе

Ингибирование и индукция цитохрома P450 явля-
ются основными механизмами, вызывающими фармако-
кинетическое взаимодействие лекарственных средств. 
Представители подсемейства CYP2C и CYP3A4 индуци-
руются многими препаратами, включая фенобарбитал, 
фенитоин, рифампицин и клинически одобренные глю-
кокортикоиды [16], и являются, как и CYP1A2, CYP2D6 
и CYP2E1, наиболее важными ферментами, влияющими 
на фармакокинетику лекарственных средств [25]. Изо-
ферменты CYP2C9, CYP2C19 и CYP3A4 в основном лока-
лизуются в печени и являются прогностическими мар-
керами гепатоцеллюлярной карциномы [26].

В данной работе было исследовано влияние четы-
рёх комплексов меди(II) – [CuL2] (1), [Cu2(bipy)2(ФТ)4] 
(2), [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) и {[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) – 
на CYP2C9, CYP2C19 и CYP3A4. Комплекс [CuL2] (1) име-
ет низкую активность и индуцирует CYP3A4 в более вы-
соких концентрациях по сравнению с остальными ис-
следуемыми комплексами (25  мкМ и 1  мкМ соответ-
ственно). Он  не влияет на уровни экспрессии CYP2C9 
и CYP2C19. Воздействие комплекса с 2,2′-бипиридином 
(2) не приводит к изменениям экспрессии CYP. Комплек-
сы с 1,10-фенантролином (3) и (4) индуцируют CYP3A4 
и ингибируют CYP2C9. По сравнению с классическими 
индукторами рифампицином и дексаметазоном, ком-
плексы меди(II) (3) и (4) индуцируют CYP3A4 в более низ-
ких концентрациях.

Согласно данным, изменения уровней экспрессии 
CYP3A4 могут модулировать активность CYP2C9 in  situ 
в  гепатоцитах человека посредством белок-белковых 
взаимодействий [27]. Эти две изоформы могут напрямую 
взаимодействовать через свои N-концы таким образом, 
что активность CYP2C9 снижается до 84 % [28]. Таким об-
разом, повышение уровня экспрессии CYP3A4 комплек-
сами меди(II) с 1,10-фенантролином (3) и (4) может при-
водить к одновременному ингибированию CYP2C9 и сни-
жению его активности, что в свою очередь может приве-
сти к негативным последствиям в случае ГЦК, так как низ-

кий уровень экспрессии CYP2C9 является предиктором 
неблагоприятного прогноза ГЦК [14].

Ранее было проведено исследование цитотоксиче-
ской активности новых комплексов на 2D-культурах опу-
холевых клеточных линий человека. Комплекс [CuL2] (1) 
показал низкую активность относительно клеточной ли-
нии Hep-2 (карцинома гортани) [20]. В настоящей рабо-
те показано, что комплекс [CuL2] (1) имеет низкую актив-
ность также относительно опухолевых клеток HepG2 (ге-
патоцеллюлярная карцинома). Комплексы с 5-фенилте-
тразолат-анионом (2) и (3) оказывали избирательное 
воздействие на клеточные линии человека разного проис-
хождения (Hep-2, HepG2 и MCF-7 – рак молочной железы) 
[21]. Комплекс с 2,2′-бипиридином (2) был менее активен 
для HepG2 и Hep-2 по сравнению с MCF-7 – в ~2 и в ~4 раза 
соответственно. Цитотоксическая активность комплек-
са с 1,10-фенантролином (3) была сравнима для линий  
Hep- 2 и HepG2 и превышала активность для  MCF-7 
в ~2 раза. Комплекс с 5-метилтетразолат-анионом оказы-
вал одинаковое влияние на линии Hep-2 и MCF-7.

Цитотоксичность, наблюдаемая в отношении опухоле-
вых клеток, требует ответа на вопрос, является ли она ре-
зультатом противоопухолевой либо общей токсичности, 
ответ на который можно получить путём её сравнения 
с токсичностью для здоровых клеток [29]. Поэтому в дан-
ной работе было исследовано влияние новых комплек-
сов меди(II) на нормальные фибробласты человека MRC-
5. Комплекс [CuL2] (1) имеет низкую цитотоксическую ак-
тивность относительно нормальных фибробластов че-
ловека MRC-5, но его антипролиферативная активность 
ниже в два раза для опухолевой линии HepG2, чем для 
MRC-5 (101 ± 1 и 53,1 ± 0,5 мкМ соответственно). Комплек-
сы с 5-фенилтетразолат-анионом (2) и (3) оказались ток-
сичными для MRC-5. Комплекс [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) на по-
рядок токсичнее для фибробластов, чем для HepG2; цито-
токсическая активность (2) оказалась сравнима для обеих 
линий. Воздействие комплекса с 5-метилтетразолат-ани-
оном (4) на MRC-5 (LC50 = 3,0 ± 0,1 мкМ) также сравни-
мо с действием комплекса на опухолевые линии HepG2 
(LC50 = 3,2 ± 0,1 мкМ), Hep-2 и MCF-7. Таким образом, мож-

Т А Б Л И ц А   4
кРАТНое УвелИЧеНИе ИНТеНСИвНоСТИ 
ФлУоРеСЦеНЦИИ БелкА в клеТкАх Hepg2  
ПоСле 48 Ч ИНкУБАЦИИ, mE [Q1–Q3]

T A b L E   4
Fold CHAngES In THE CyP3A4 PRoTEIn FluoRESCEnCE 
InTEnSITy In Hepg2 CEllS AFTER 48 H oF InCubATIon, 
mE [Q1–Q3]

Соединения Концентрация, мкМ Кратное изменение интенсивности флуоресценции  
белка CYP3A4

[CuL2] (1) 25 1,77 [1,47–1,86]*

[Cu2(bipy)2(ФТ)4] (2) 1 1,03 [0,88–1,16]

[Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) 1 1,87 [1,67–2,25]*

{[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) 1 1,95 [1,89–2,32]*

Дексаметазон 100 1,75 [1,48–2,24]*

Рифампицин 100 1,84 [1,49–2,48]*

Примечание. * – отклонение статистически значимо по отношению к контролю (p < 0,05).
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но сделать вывод, что комплекс {[Cu(phen)(МТ)2]∙H2O}n (4) 
вызывает гибель клеток независимо от клеточной линии.

Комплексы с производными тетразола (2), (3) и (4) ин-
дуцируют апоптоз в клетках MRC-5. Для опухолевых клеток 
высокий уровень апоптоза наблюдался только при воздей-
ствии комплексов с 5-фенилтетразолат-анионом (2) и (3) 
на Hep-2 и MCF-7 соответственно. В остальных случаях уро-
вень апоптоза обработанных соединениями клеток не от-
личался от уровня в контроле, что позволяет допустить 
возможность реализации других путей клеточной гибели.

На протяжении двух последних десятилетий сло-
жилось понимание того, что стандартные 2D-культуры 
недостаточно точно отражают процессы жизнедея-
тельности, и часто соединения, показавшие высокую 
активность в условиях in  vitro, не проявляют таковой 
в  условиях in  vivo из-за ограниченной межклеточной 
сигнализации, отсутствия градиентов и изменённой кле-
точной морфологии [30]. 3D-модели клеточных куль-
тур позволяют лучше приблизиться к ситуации in vivo. 
Поэтому нами было проведено исследование цито-
токсического эффекта новых соединений на сферои-
дах HepG2. Среди исследованных комплексов только 
соединения с 1,10-фенантролином (3) и (4) сохраня-
ют свою активность в  отношении клеточных сферои-
дов, в то время как остальные не оказывают существен-
ного влияния на их жизнеспособность после 48 ч воз-
действия. Комплекс (3) менее активен для сфероидов, 
чем для 2D-культуры (LC50 = 6,4 ± 0,8 мкМ и 2,5 ± 0,1 мкМ 
соответственно), а к воздействию комплекса (4) клетки 
в сфероиде оказались чувствительнее, чем в монослое 
(LC50 = 1,7 ± 0,2 мкМ и 3,2 ± 0,1 мкМ соответственно).

Таким образом, комплекс [Cu2(phen)2(ФТ)4] (3) 
представляет интерес для дальнейшего исследования, 
так как причина его селективности к клеткам различно-
го происхождения может определить дальнейшие мо-
дификации его структуры для создания противоопухо-
левого соединения.

ЗАклюЧеНИе

Среди изученных комплексов меди(II) наиболее пер-
спективным с точки зрения потенциальных противоопу-
холевых соединений является комплекс [Cu2(phen)2(ФТ)4] 
(3). Он проявляет дозозависимую цитотоксическую ак-
тивность в отношении изученных клеточных линий, за-
висящую от происхождения клеток; но следует отметить, 
что этот эффект не является специфичным для опухоле-
вых линий и выше для нормальных фибробластов MRC- 5. 
Активность комплекса (3) выше, чем у цисплатина и кар-
боплатина, и сохраняется на 3D-модели HepG2. Комплекс 
индуцирует CYP3A4 на уровне мРНК и белка, ингибирует 
CYP2C9 и не влияет на экспрессию CYP2C19. Соединение 
(3) можно использовать как основу для создания про-
тивоопухолевого соединения, но необходима дальней-
шая модификация структуры для повышения селектив-
ности к опухолевым клеткам или же разработка сред-
ства/способа направленной доставки (например, липо-
сомы) с той же целью.
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