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Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин, МЕЛ), секретируемый шишковидной железой, игра-
ет важную роль в регуляции различных функций в организме человека. Существуют доказатель-
ства, что МЕЛ оказывает противоопухолевое действие при различных видах рака. Мы изучили 
комбинированный эффект МЕЛ и препаратов из разных фармакологических групп, таких как ци-
тарабин (ЦИТ) и навитоклакс (ABT-737), на состояние опухолевого пула клеток острого миелоид-
ного лейкоза на клеточной модели MV4-11. Совместное действие МЕЛ с  ЦИТ или ABT-737 спо-
собствовало снижению пролиферативной активности лейкозных клеток, снижению мембранного 
потенциала митохондрий, увеличению продукции активных форм кислорода и цитозоль ного Са2+. 
Мы показали, что МЕЛ вместе с ЦИТ или ABT-737 увеличивает экспрессию гомологичного белка 
C/EBP и маркера аутофагии LC3A/B и снижает экспрессию протеин-дисульфидизомеразы и белка, 
связывающего иммуноглобулины, и, следовательно, может модулировать стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума и инициировать аутофагию. Полученные данные подтверждают ранее высказан-
ное предположение о том, что МЕЛ может иметь преимущества при лечении рака и рассматривать-
ся как добавка к лекарственным средствам, используемым в терапии.
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Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; МЕЛ  – мелатонин; МИ  – митотический индекс; 
ОМЛ  – острый миелоидный лейкоз; ЦИТ  – цитарабин; ЭПР  – эндоплазматический ретикулум; BIP  – белок, свя-
зывающий иммуноглобулины; CHOP – моноклональный гомологичный белок C/EBP; GAPDH – глицеральдегид-3- 
фосфатдегидрогеназа; PDI – протеин-дисульфидизомераза; ΔΨm – изменение мембранного потенциала.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Острые лейкозы считаются одним из са-
мых распространенных видов опухолевых 
заболеваний у детей. Однако пик заболевае-
мости приходится на возраст от 40 до 46 лет, 
и более 90% всех больных лейкемией являют-
ся взрослыми пациентами  [1]. Острый мие-
лоидный лейкоз  (ОМЛ) представляет собой 
прогрессирующее гематологическое злокаче-
ственное новообразование, характеризующее-
ся повышенной продукцией бластных клеток 
в костном мозге и периферической крови  [2]. 
Это заболевание наиболее распространено 
среди взрослого населения, составляя около 
90% случаев. Средний возраст при постанов-
ке диагноза – 65–70 лет [3]. В основе лечения 

этого заболевания лежит применение химио-
терапевтических ДНК-тропных препаратов, 
таких как цитарабин, доксорубицин, этопо-
зид и других. Цитарабин (1-β-D-арабинофу-
ранозилцитозин, цитозинарабинозид, Ara-C, 
ЦИТ) является пролекарством и используется 
в качестве основной терапии  ОМЛ уже более 
40 лет [4]. Однако, помимо противоопухолевой 
активности, ЦИТ также обладает токсическим 
побочным действием. ABT-737 представляет 
собой таргетный препарат, который воздей-
ствует на белки семейства Bcl-2, тем самым 
предотвращая их связывание с активаторами 
апоптоза (Bid, Bim, Puma) или сенсибилизато-
рами (Bad, Noxa). Исследования показали, что 
ABT-737 обладает сильной противоопухолевой 
активностью в отношении широкого спектра 
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раковых клеток, таких как миелома [5] и лим-
фома [6], и нескольких типов солидных опухо-
левых клеток, таких как глиобластома [7] и рак 
легких [8]. Несмотря на достигнутый прогресс 
в лечении ОМЛ, который значительно улучшил 
выживаемость у молодых пациентов, прогноз 
для пожилых остается неблагоприятным [9, 10].

Мелатонин (N-ацетил-5-метокситрипта-
мин, МЕЛ) – индоламин, который вырабаты-
вается не только шишковидной железой, но и 
другими органами, такими как костный мозг, 
сетчатка и кожа. Мелатонин участвует в регу-
ляции циркадного ритма, тем самым связывая 
биохимические и физиологические потребно-
сти организма [11, 12]. Ряд исследований пока-
зал, что МЕЛ действует как иммунорегулятор и 
мощный антиоксидант, способный предотвра-
щать гибель клеток в условиях окислительно-
го стресса [13, 14]. Кроме того, было показано, 
что МЕЛ обладает противоопухолевой актив-
ностью при различных типах неопластических 
заболеваний, таких как рак кожи  [15], глио-
ма [16], рак желудочно-кишечного тракта [17], 
лейкемия  [18, 19], рак молочной железы  [20]. 
Одним из важных органоидов клетки явля-
ется эндоплазматический ретикулум  (ЭПР), 
который поддерживает гомеостаз  Са2+, синтез 
липидов и является местом синтеза и фолдин-
га белков  [21]. Zhou  et  al.  [22] показали, что 
МЕЛ подавлял ЭПР-стресс, индуцирован-
ный высоким уровнем глюкозы, путем моду-
лирования пути PERK/eIF2α/ATF4/CHOP в 
клетках остеобластов MC3T3-E1. Кроме того, 
комбинированное действие МЕЛ с индукто-
ром ЭПР-стресса туникамицином повышало 
чувствительность опухолевых клеток гепато-
целлюлярной карциномы HepG2 за счет ин-
гибирования COX-2 и увеличения экспрессии 
CHOP (моноклональный гомологичный белок 
C/EBP) [23]. Moreira et al. [24] наблюдали, что 
МЕЛ был способен активировать ЭПР-стресс, 
характеризующийся повышенной экспрессией 
активирующего фактора транскрипции 6 (ATF6), 
CHOP и белка, связывающего иммуноглобули-
ны (BIP) при индуцированной диэтилнитроза-
мином гепатоцеллюлярной карциноме у крыс, 
а также способствовал апоптозу за счет уве-
личения активности каспаз-3, -8 и -9, увели-
чения соотношения Bax/Bcl-2, расщепления 
протеинкиназы R-подобной киназы эндоплаз-
матического ретикулума (PERK) и увеличения 
цитохрома  c, p53 и белков Fas-L. Протеин- 
дисульфидизомераза  (PDI) представляет со -
бой белок с дисульфидизомеразной и окси-
дазной активностями для образования дисуль-
фидных связей, способствует увеличению об-
разования активных форм кислорода (АФК) 

в клетках и участвует в поддержании Ca2+-
гомео стаза [25, 26].

Ранее мы показали, что МЕЛ совместно 
со сниженными концентрациями препара-
тов из различных фармакологических групп, 
а именно трансретиноевой кислотой  (ATRA), 
цитарабином и ABT-737, снижал пролифера-
цию клеток HL-60 (модель промиелоцитарной 
лейкемии), тем самым снижая пролифератив-
ную активность и митотический индекс. Более 
того, мы наблюдали, что МЕЛ с исследуемыми 
препаратами подавлял экспрессию антиапоп-
тотического белка Bcl-2 [27–29] и вызывал ак-
тивацию ЭПР-стресса, модулируя путь PERK/
eIF2α/ATF4/CHOP, тем самым увеличивая 
чувствительность клеток HL-60 к действию 
пониженной концентрации АВТ-737  [28]. 
Yorimitsu  et  al.  [30] показали, что ЭПР-стресс 
инициирует аутофагию, которая проявляется 
как динамический процесс самопереваривания 
поврежденных органелл и неправильно свер-
нутых белков в клетках.

Острый миеломоноцитарный лейкоз (кле-
точная модель MV4-11) представляет собой 
форму острого миелоидного лейкоза, которая 
включает пролиферацию миелобластов и мо-
нобластов, несущих транслокацию t  (4;11), и 
внутреннюю тандемную дупликацию  (ITD). 
Клетки, несущие  ITD, обладают множествен-
ной лекарственной устойчивостью [31]. MV4-11 
используется в качестве модели для изучения 
лекарственной устойчивости  [32], а также чув-
ствительности к классическим противоопухоле-
вым препаратам (ЦИТ и др.) [33]. Показано, что 
МЕЛ может значительно повышать чувствитель-
ность клеток к химиопрепаратам и усиливать 
цитотоксичность, индуцированную ингибито-
ром тирозинкиназы FLT3, сорафенибом. Важно 
отметить, что комбинированное действие МЕЛ 
и сорафениба продемонстрировало высокую 
синергетическую терапевтическую активность в 
отношении ксенотрансплантатов MV4-11 и мы-
шиной модели лейкемии FLT3/ITD [34].

В настоящей работе мы исследовали влия-
ние МЕЛ совместно с ЦИТ или ABT-737 на про-
лиферативную активность, изменение мембран-
ного потенциала, содержание цитозольного Ca2+, 
продукцию АФК, а также изменения экспрессии 
маркеров ЭПР-стресса и аутофагии в клетках 
MV4-11. В  этом исследовании мы использовали 
клеточную линию MV4-11 в качестве экспери-
ментальной модели для изучения влияния МЕЛ 
на цитотоксические эффекты ЦИТ и ABT-737. 
Исследование на клетках MV4-11 дополнит ис-
следование, проведенное на клетках HL-60, и 
обобщит влияние противоопухолевого действия 
МЕЛ на клетки острого миелоидного лейкоза.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток линии MV4-11. 
Клетки MV4-11 (CRL-9591) были приобрете-
ны у «ATCC»  США. Клетки культивировали 
в среде RPMI/12  («Sigma-Aldrich», США), со-
держащей 20% эмбриональной телячьей сы-
воротки («Gibco», США) и 40 мкг/мл сульфа-
та гентамицина («Sigma-Aldrich») в условиях 
СО2-инкубатора («Binder», Германия) при 37 °C, 
влажности  95% и 5%  СО2. В  пределах каждого 
независимого эксперимента характеристики об-
разцов измеряли параллельно в 9–12  повторах, 
получая среднее значение. Усредненные зна-
чения по четырем экспериментам использова-
ли для определения достоверности. В  качестве 
контролей использовали клетки, не подвергав-
шиеся дополнительной обработке.

Тест на выживаемость (цитотоксический тест). 
Жизнеспособность клеток оценивали с исполь-
зованием метода извлечения резазурина. В  ра-
боте использовали следующие реактивы: МЕЛ 
и резазурин («Sigma-Aldrich»); ЦИТ («Pfizer», 
США); ABT-737 («Thermo Fisher Scientific», 
США). Клетки (с плотностью 5 × 103 клеток на 
лунку) высевали в 96-луночный планшет. Че-
рез 24  ч клетки обрабатывали МЕЛ  (1  мкМ–
10 мМ), ЦИТ (1 нМ–10 мкМ) и ABT-737 (1 нМ–
10  мкМ) в указанных дозах. Через 24  ч после 
добавления исследуемых веществ в каждую лун-
ку добавляли резазурин в конечной концентра-
ции 100 мкг/мл и инкубировали 4 ч в условиях 
СО2-инкубатора. Флуоресцентный анализ про-
водили на устройстве для считывания микро-
планшетов Infinite  F200 («Tecan», Швейцария) 
при длине волны возбуждения 535  нм и длине 
волны испускания 595  нм. Данные представ-
лены в процентах от контроля (необработан-
ные клетки).

Анализ митотического индекса. Для опреде-
ления митотической активности клетки пред-
варительно инкубировали с исследуемыми ве-
ществами в течение 24 ч. Затем клетки центри-
фугировали в течение 4 мин со скоростью 250 g, 
промывали раствором фосфатно-солевого бу-
фера (PBS) и фиксировали в 70%-ном этаноле 
в течение 30 мин при комнатной температуре. 
Клетки отмывали от этанола в PBS, ресуспен-
дировали в  PBS, и затем клетки окрашива-
ли бисбензимидом  H33342 («Sigma-Aldrich»). 
Митотические клетки подсчитывали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа DM  6000 
(«Leica», Германия). Анализ значения мито-
тического индекса  (МИ) определяли по стан-
дартной методике [25–27].

Анализ пролиферативной активности. Про-
лиферативную активность и гибель клеток 

определяли с использованием красителя три-
панового синего («Sigma-Aldrich») в культу-
ральной среде. Культивируемые клетки цен-
трифугировали в течение 4  мин при 250  g, а 
затем промывали раствором PBS. Для оценки 
количества и жизнеспособности клеток ис-
пользовали 0,4%-ный раствор трипанового си-
него. Опыты проводили не менее, чем в десяти 
повторах.

Анализ продукции АФК. Продукцию АФК 
анализировали с использованием флуорес-
центного красителя 2′,7′-дихлордигидрофлуо-
ресцеиндиацетата (DCFH-DA, «Sigma-Aldrich») 
(Ex – 485 нм/Em – 530 нм). Для анализа продук-
ции АФК клеточную суспензию (106 клеток/мл) 
центрифугировали при 250  g, ресуспендирова-
ли в PBS и добавляли 10 мкМ DCFH-DA, после 
чего клетки инкубировали в СО2-инкубаторе 
в течение 10  мин. H2O2  (1  мкМ) использова-
ли в качестве положительного контроля. Из-
менение окислительной активности прово-
дили на проточном цитометре BD  Accuri  C6 
(«Biosciences», США).

Анализ изменения митохондриального мем-
бранного потенциала. Для анализа митохондри-
ального потенциала 106  клеток/мл ресуспен-
дировали в PBS и инкубировали с  DiOC6(3) 
(«Sigma-Aldrich») в концентрации 10  нМ в 
усло виях СО2-инкубатора в течение 30  мин 
(Ex  –  482  нм/Em  –  501  нм). В  качестве по-
ложительного контроля использовали сапо-
нин  (0,5%). Изменение мембранного потен-
циала измеряли на проточном цитометре 
BD Accuri C6.

Анализ цитозольного Ca2+. Изменение со-
держания цитозольного  Ca2+ проводили с по-
мощью флуоресцентного красителя Fluo-4 AM 
(«Sigma-Aldrich») (Ex  –  494  нм/Em  –  516  нм). 
Для оценки изменения содержания цитозоль-
ного Ca2+ клеточную суспензию (106 клеток/мл) 
отмывали и ресуспендировали в PBS, после 
чего к суспензии добавляли Fluo-4 AM (2 мкМ) 
и инкубировали в СО2-инкубаторе в течение 
30  мин. После окрашивания клетки дважды 
промывали и ресуспендировали в PBS, затем 
проводили измерения с помощью проточного 
цитометра BD Accuri C6.

Вестерн-блот-анализ. К  клеткам добав-
ляли выбранные количества МЕЛ  (1  мМ), 
ЦИТ  (0,4  мкМ и  1  мкМ) и ABT-737 (20  нМ 
и 80 нМ). Через 24 ч клетки дважды промывали 
ледяным PBS и центрифугировали при 1500 g в 
течение 3 мин при комнатной температуре. По-
лученный осадок солюбилизировали в лизирую-
щем буфере («Bio-Rad», США) с добавлением 
ингибиторов протеиназ/фосфатаз («Abcam», 
Великобритания). После инкубации в течение 
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2 ч при 4 °C и постоянном перемешивании об-
разцы центрифугировали при 13 000 g в течение 
10 мин. Концентрацию белка измеряли по ме-
тоду Брэдфорда в супернатантах [35]. Получен-
ные образцы растворяли в буфере для образцов 
Лэммли («Bio-Rad») и нагревали при 95  °С в 
течение 5  мин. Полученные лизаты разделяли 
на белки с помощью 12,5%-ного SDS-PAGE. 
Затем белки переносили из геля на нитроцел-
люлозную мембрану с помощью вестерн-блот-
тинга («Bio-Rad»). Мембрану блокировали в 
растворе Roti-block («Carl Roth GmbH  +  Co.», 
Германия) при комнатной температуре в тече-
ние одного часа. Затем мембрану промывали 
водой и инкубировали с первичными антите-
лами, как описано в инструкции. Монокло-
нальный гомологичный белок C/EBP (CHOP), 
антитела LC3A/B (I, II), поликлональные ан-
титела к протеин-дисульфидизомеразе (PDI), 
белок, связывающий иммуноглобулины (BIP), 
а также антитела против глицеральдегид-3- 
фосфатдегидрогеназы (GAPDH), используе-
мые для нормализации белка, были получены 
от «Cell Signaling», США. Белковые полосы ини-
циировали с использованием ECL («Bio-Rad») 
при помощи гель-документирующей системы 
ChemiDoc Touch Imaging System («Bio-Rad»).

Статистический анализ. Для статистическо-
го анализа мы использовали однофакторный 
дисперсионный анализ и соответствующий 
апостериорный анализ (Стьюдента–Ньюмена–
Кейлса). Различия считали достоверными при 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследование влияния различных концен-
траций МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на выживаемость 
клеток MV4-11. Сначала мы исследовали цито-
токсический эффект МЕЛ (рис. 1, a) и химиоте-
рапевтических препаратов, таких как ABT-737 

(рис.  1,  б) и ЦИТ  (рис.  1,  в) в клетках MV4-11. 
Для этого клетки культивировали в течение 24 ч 
с различными концентрациями МЕЛ (от 1 мкМ 
до  10  мМ), ABT-737 (от  1  нМ до  10  мкМ) и 
ЦИТ (от 1 нМ до 10 мкМ). Мы оценили влия-
ние ABT-737 (20  нМ и  80  нМ), ЦИТ  (0,4  мкМ 
и 1 мкМ) и МЕЛ (1 мМ) на жизнеспособность 
клеток MV4-11. Потому как токсичность химио-
терапевтических препаратов остается пробле-
мой при лечении ОМЛ, мы использовали низ-
кие концентрации ЦИТ и ABT-737 с МЕЛ.

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на проли-
феративную активность клеток MV4-11. На сле-
дующем этапе оценивали влияние изучаемых 
веществ на пролиферативную активность и 
гибель клеток. Эффект МЕЛ  1  мМ, ABT-737 
(20 нМ и 80 нМ), ЦИТ (0,4 мкМ и 1 мкМ) и ком-
бинированный эффект МЕЛ  1  мМ с ABT-737 
(20 нМ) и ЦИТ (0,4 мкМ) были исследованы в 
клетках MV4-11 (рис. 2).

Мы наблюдали, что ABT-737 (80  нМ) и 
ЦИТ (1 мкМ) снижали число жизнеспособных 
клеток MV4-11 на  20% по сравнению с кон-
тролем (рис. 2, а и б; столбцы 2 по сравнению 
с  1). Количество погибших клеток увеличи-
лось в 4,3 раза в присутствии ABT-737 (80 нМ) 
и в 4,5 раза – в присутствии ЦИТ (1 мкМ) по 
сравнению с контролем (рис.  2,  а  и  б; столб-
цы  2 по сравнению с  1). В  присутствии сни-
женных концентраций ABT-737 (20  нМ) и 
ЦИТ (0,4 мкМ) количество живых (столбцы 3 
по сравнению с 1) и количество мертвых клеток 
(столбцы 3 по сравнению с 1) значимо не отли-
чалось от контроля. Добавление МЕЛ  (1  мМ) 
к клеткам MV4-11 приводило к снижению 
количества жизнеспособных клеток на  30% 
по сравнению с контрольными значениями 
(столбцы  4 по сравнению с  1). Однако ком-
бинированное действие МЕЛ со сниженными 
концентрациями ABT-737 (20  нМ) уменьшало 
количество живых клеток примерно в  2  раза 
по сравнению с контролем (рис. 2, а; столбец 5 

Рис. 1. Концентрационная зависимость цитотоксических эффектов МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ в клетках MV4-11. Клетки, 
инкубированные в культуральной среде, высевали в 96-луночный планшет при плотности 5 × 103 клеток на лунку и об-
рабатывали указанными концентрациями МЕЛ (а), АВТ-737 (б) и ЦИТ (в) в течение 24 ч. Данные представлены как 
среднее значение ± стандартное отклонение (SD) из десяти независимых экспериментов

8



ЛОМОВСКИЙ и др.114

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

Рис. 2. Влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на жизнеспособность  (а) и пролиферативную активность  (б) клеток MV4-11. 
в – Изменение митотического индекса в присутствии МЕЛ и АВТ-737 в клетках MV4-11; г – изменение митотического 
индекса в присутствии МЕЛ и ЦИТ. Данные представлены в виде среднего ± SD из шести независимых экспериментов. 
*p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница по сравнению 
со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 3)

по сравнению с  1) и на  50%  –  относительно 
ABT-737 (20 нМ) (рис. 2, а; столбец 5 по срав-
нению с  3). При комбинированном действии 
МЕЛ с ABT-737 количество погибших клеток 
MV4-11 увеличилось в  12  раз по сравнению с 
контролем (рис. 2, а; столбцы 5 по сравнению 
с 1) и в 10 раз – по сравнению с одним ABT-737 
(рис.  2,  а; столбец  5 по сравнению  с  3). Со-
вместное действие МЕЛ со сниженной кон-
центрацией ЦИТ (0,4 мкМ) приводило к сни-
жению количества живых клеток относительно 
контроля в 2 раза (рис. 2, б; столбец 5 по срав-
нению с 1) и на 50% – по сравнению с одним 
ЦИТ  (рис.  2,  б; столбец  5 по сравнению с  3). 
Число погибших клеток в этих условиях уве-
личивалось в  6  раз по сравнению с контро-
лем (рис.  2,  б; столбец  5 по сравнению с  1) и 
в 6 раз – по сравнению с одним ЦИТ (рис. 2, б; 
столбец 5 по сравнению с 3).

Известно, что митотический индекс ис-
пользуется для анализа статуса пролиферации 
клеточной популяции. Мы проверили влия-
ние исследуемых препаратов на изменение 
митотической активности в клетках MV4-11. 
Рис.  2,  в  и  г отражает изменение МИ в клет-
ках ОМЛ в присутствии исследуемых веществ. 

ABT-737 (80  нМ) не изменял  МИ, в то вре-
мя как ЦИТ  (1  мкМ) снижал значение МИ 
на  40% по сравнению с контролем (рис.  2,  г; 
столбец 2 по сравнению с 1). Сниженные кон-
центрации ABT-737 и ЦИТ не изменили  МИ 
(рис.  2,  в  и  г; столбцы  3 по сравнению с  1). 
Обработка MV4-11 МЕЛ  (1  мМ) уменьшала 
значение МИ в 5 раз по сравнению с контро-
лем (рис. 2, в и г; столбец 4 по сравнению с 1). 
Комбинированное действие МЕЛ со снижен-
ными концентрациями ABT-737 и ЦИТ умень-
шало МИ на  80% по сравнению с контролем 
(рис.  2,  в  и  г; столбец  5 против  1) и на  80%  – 
по сравнению с ABT-737 и ЦИТ (рис. 2, в и г; 
столбец 5 по сравнению с 3). Полученные ре-
зультаты позволяют предположить, что МЕЛ 
усиливает цитотоксический эффект ABT-737 и 
ЦИТ в клетках MV4-11.

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на измене-
ние мембранного потенциала, продукции АФК и 
содержание цитозольного Са2+ в клетках MV4-11. 
Известно, что окислительный стресс или пере-
грузка  Са2+ изменяют проницаемость внутрен-
ней митохондриальной мембраны. Падение мем-
бранного потенциала (ΔΨm), увеличение про-
дукции АФК и выход Са2+ в цитозоль приводят 
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Рис. 3. Влияние МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ на изменение мембранного потенциала (ΔΨm) и продукцию АФК в клетках 
MV4-11. а – Изменение ΔΨm в присутствии MEL и ABT-737; б – изменение ΔΨm в присутствии МЕЛ и ЦИТ. Кон-
троль представлял собой необработанные клетки. В качестве положительного контроля использовали сапонин (0,5%); 
c – изменение продукции АФК в присутствии МЕЛ и ABT-737; г – изменение продукции АФК в присутствии МЕЛ и 
ЦИТ. H2O2 (1 мкМ) использовали в качестве положительного контроля. Данные представлены в виде среднего ± SD из 
шести отдельных экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – до-
стоверная разница по сравнению со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 4)

к изменению проницаемости внутренней мито-
хондриальной мембраны  [36]. Поэтому было 
исследовано изменение ΔΨm, продукции АФК 
(рис. 3) и цитозольного Ca2+ (рис. 4) в клетках 
MV4-11 в наших экспериментальных условиях.

ABT-737 не влиял на изменение  ΔΨm по 
сравнению с контролем (рис.  3,  а, столбцы  3 
и 4 по сравнению с 1). Обработка клеток ЦИТ 
(1 и  0,4  мкМ) приводила к увеличению ΔΨm 
на 15% по сравнению с контролем (рис.  3,  б; 
столбцы 3 и 4 по сравнению с 1), тогда как МЕЛ 
снижал ΔΨm на 40% по сравнению с контроль-
ными условиями (рис.  3,  а  и  б; столбец  5 по 
сравнению с  1). В  условиях совместного дей-
ствия МЕЛ с ABT-737 наблюдали снижение 
ΔΨm на 40% (рис. 3, а; столбец 6 по сравнению 
с 1) и на 40% – по сравнению с одним ABT-737 
(рис. 3, а; столбец 6 по сравнению с 4). Добавле-
ние МЕЛ с ЦИТ приводило к снижению ΔΨm 
на  40% по сравнению с контролем (рис.  3,  б; 
столбец 6 по сравнению с 1) и на 55% – по срав-
нению с одним ЦИТ (рис.  3,  б; столбец  6 по 
сравнению с 4).

В присутствии ЦИТ (0,4  мкМ) продук-
ция АФК снижалась на 20% в клетках MV4-11 
(рис. 3, г; столбец 4 и 1). МЕЛ увеличил продук-
цию АФК в  4  раза по сравнению с контролем 
(рис. 3, в и г; столбец 5 по сравнению 1). При 
совместном действии МЕЛ с ABT-737 (20  нМ) 
продукция АФК увеличивалась в  4  раза по 
сравнению с контролем (рис.  3,  в; столбец  6 
по сравнению с  1) и по сравнению с ABT-737 
(рис. 3, в; столбец 6 по сравнению 4). Добавле-
ние ЦИТ с МЕЛ к клеткам приводило к увели-
чению продукции АФК в 5 раз по сравнению с 
контролем (рис.  3,  г; столбец  6 по сравнению 
с  1) и в  7  раз  – по сравнению с одним ЦИТ 
(рис. 3, г; столбец 6 по сравнению с 4).

На следующем этапе исследования мы 
проанализировали изменение содержания ци-
тозольного Ca2+ в клетках MV4-11 в наших экс-
периментальных условиях (рис. 4).

ABT-737 (80 нМ) и ЦИТ (1 мкМ) повыша-
ли содержание цитозольного Са2+ на 40 и 60% 
соответственно по сравнению с контролем 
(рис.  4,  а  и  б; столбец  2 по сравнению c  1). 
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Рис. 4. Влияние МЕЛ, ABT-737 и ЦИТ на изменение цитозольного содержания Ca2+ в клетках MV4-11. а  –  Измене-
ние цитозольного Ca2+ в присутствии МЕЛ и ABT-737; б – изменение цитозольного Ca2+ в присутствии МЕЛ и ЦИТ. 
Контроль представлял собой необработанные клетки. Данные представлены в виде среднего ± SD из шести отдельных 
экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница 
по сравнению со значением, полученным после добавления только ABT-737 или ЦИТ (столбец 3)

В присутствии ABT-737 (20 нМ) содержание ци-
тозольного Са2+ увеличивалось на 10% (рис. 4, а; 
столбец  3 по сравнению с  1), а в присутствии 
ЦИТ (0,4 мкМ) – на 20% по сравнению с кон-
тролем (рис.  4,  б; столбец  3 по сравнению с  1). 
Добавление МЕЛ повышало уровень цитозоль-
ного Са2+ на  20% по сравнению с контролем 
(рис. 4, а; столбец 4 по сравнению с 1). Когда к 
клеткам добавляли МЕЛ с ABT-737 или ЦИТ, со-
держание цитозольного Са2+ увеличилось на 40% 
относительно контроля (рис. 4, а и б; столбец 5 
по сравнению с  1), на  30%  – по сравнению с 
ABT-737 (рис. 4, a; столбец 5 по сравнению с 3) 

и на 40% – по сравнению с одним ЦИТ (рис. 4, б; 
столбец 5 по сравнению с 3).

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на из-
менение содержания белков LC3A/B (I, II) и 
CHOP в клетках MV4-11. Ранее было показа-
но, что в клетках HepG2 и клетках карциномы 
падение ΔΨm коррелировало с разобщением 
окислительного фосфорилирования и стимуля-
цией аутофагии [37]. Кроме того, CHOP связан с 
апоптозом, модулируя про- и антиапоптотические 
белки и участвуя в освобождении Ca2+ [38]. Кро-
ме того, считается, что МЕЛ модулирует апоптоз 
и аутофагию в раковых клетках  [39]. Поэтому 
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Рис. 5. Влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на изменение уровня LC3A/B и CHOP в MV4-11. а – Вестерн-блот маркера ауто-
фагии LC3A/B и CHOP; диаграммы LC3A/B (б) и CHOP (в), количественно отражающие изменения содержания бел-
ков, нормированных на GAPDH, в % от контроля. Уровень белка в лизате клеток без каких-либо добавок принимали 
за 100%. Данные представлены в виде среднего ± SD из трех отдельных экспериментов. *p < 0,05 – достоверная разница 
значений по сравнению с контролем; #p < 0,05 – достоверная разница по сравнению со значением, полученным после 
добавления ЦИТ (столбец 3) или только АВТ-737 (столбец 7)

на следующем этапе мы исследовали изменение 
уровней LC3A/B (I, II) и CHOP в клетках MV4-11 
в наших экспериментальных условиях (рис.  5). 
Антитела к GAPDH использовали для нормализа-
ции белка.

На рис.  5,  а показан вестерн-блот, окра-
шенный антителами LC3A/B  (I,  II) и CHOP. 
На диаграммах (рис. 5, б и в) представлены ко-
личественные изменения содержания белков, 
полученные с помощью компьютерной ден-
ситометрии. Мы наблюдали, что добавление 
ЦИТ (1  мкМ и  0,4  мкМ) увеличивало содер-
жание LC3A/B-I в  2,4 и  4  раза соответственно 
(рис. 5, б; столбцы 2 и 3 по сравнению с 1) и сни-
жало уровень LC3A/B-II на  50 и  25% соответ-
ственно по сравнению с контролем (рис.  5,  б; 
столбцы 2 и 3 по сравнению с 1). В этих усло-
виях содержание СНОР снижалось на 35 и 50% 
соответственно по сравнению с контролем 

(рис. 5, в; столбцы 2 и 3 по сравнению с 1). До-
бавление ABT-737 (80  нМ) повышало уровни 
LC3A/B-I и LC3A/B-II в  6  раз и  на  45% соот-
ветственно (рис.  5,  б; столбец  6 по сравнению 
с  1) и снижало экспрессию CHOP на  65% по 
сравнению с контролем (рис. 5, в; столбец 6 по 
сравнению с 1). ABT-737 (20 нМ) повышал со-
держание LC3A/B-I и LC3A/B-II в  6 и  2  раза, 
но снижал содержание CHOP на 65% (рис. 5, в; 
столбец  7 по сравнению с  1). МEЛ повышал 
содержание LC3A/B-I в 5,8 раза и LC3A/B-II – 
на 60% (рис. 5, б; столбец 4 по сравнению с 1). 
Добавление МЕЛ не изменяло уровень CHOP, 
однако МЕЛ в сочетании с ЦИТ (0,4 мкМ) уве-
личивал содержание LC3A/B-I в  11  раз, LC3A/
B-II – на 30%, а CHOP – на 20% по сравнению 
с контролем (рис.  5,  б  и  в; столбец  5 по срав-
нению с  1). В  условиях совместного действия 
МЕЛ с  ЦИТ уровень LC3A/B-I увеличивался 
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в 3 раза по сравнению с одним ЦИТ (рис. 5, б; 
столбец  5 по сравнению с  3), LC3A/B-II  – 
на 40% (рис. 5, б; столбец 5 по сравнению с 3), 
а CHOP – на 70% (рис. 5, в; столбец 5 по срав-
нению с 3). При добавлении МЕЛ с ABT-737 (20 
нМ) к клеткам MV4-11 содержание LC3A/B-I 
увеличивалось в  7  раз, LC3A/B-II  – в  5  раз, а 
CHOP  –  на  40% по сравнению с контролем 
(рис. 5, б и в; столбец 8 по сравнению с 1). Со-
держание LC3A/B-I увеличивалось на  28%, 
LC3A/B-II  – в  2  раза и CHOP  – в  3,5  раза по 
сравнению с одним ABT-737 (рис.  5,  б  и  в; 
столбцы 8 по сравнению с 7).

Влияние МЕЛ, АВТ-737 и ЦИТ на изме-
нение содержания белков PDI и BIP в клет-
ках MV4-11. Известно, что ЭПР участвует 
во многих клеточных функциях, таких как 
кальциевый гомеостаз, синтез белков или 
фосфолипидов  [40], а также способен регу-
лировать активацию различных транскрип-
ционных каскадов, внутриклеточный транс-
порт, митохондриальный биогенез, аутофагию 
и апоптоз  [41]. Более того, для поддержания 
гомеостаза  Ca2+ необходимы  PDI и  BIP  [26]. 

Мы исследовали изменения экспрессии PDI 
и  BIP в наших экспериментальных услови-
ях (рис. 6).

В клетках MV4-11 результаты вестерн-блот-
тинга (рис.  6,  а) показали, что в присутствии 
ЦИТ (1 и 0,4 мкМ) содержание BIP повышалось 
на 35 и 50% (рис. 6, б; столбцы 2 и 3 по сравне-
нию с 1), а PDI – на 80 и 57% соответственно 
(рис. 6, б; столбцы 2 и 3 по сравнению c 1). До-
бавление ABT-737 (80 нМ) не изменяло содер-
жание BIP (рис.  6,  б; столбец  6 по сравнению 
с  1), тогда как добавление ABT-737 (20  нМ) 
приводило к увеличению уровня BIP на  50% 
по сравнению с контролем (рис. 6, б; столбец 7 
по сравнению с  1). В  присутствии ABT-737 
(80  и  20  нМ) уровень PDI повышался на  60 
и 50% соответственно по сравнению с контро-
лем (рис. 6, б; столбцы 6 и 7 по сравнению с 1). 
МЕЛ снижал содержание BIP на 40%, а PDI – 
на  20% по сравнению с контролем (рис.  6,  б; 
столбец 4 по сравнению с 1). Совместное дей-
ствие ЦИТ с МЕЛ снижало содержание BIP 
на  40% и PDI  –  на  10% относительно кон-
троля (рис.  6,  б; столбец  5 по сравнению с  1). 

Рис. 6. Совместное влияние МЕЛ, ЦИТ и ABT-737 на уровень маркеров ЭПР-стресса. a – Вестерн-блот PDI и BIP 
в клетках MV4-11; б  –  диаграммы, количественно отражающие изменения содержания белков, нормированных 
на  GAPDH, в  % от контроля. Уровень белка в лизате клеток без каких-либо добавок принимали за  100%. Данные 
представлены в виде среднего  ±  SD из трех отдельных экспериментов. *p  <  0,05  –  достоверная разница значений 
по сравнению с контролем; #p < 0,05 – значимое различие по сравнению со значением, полученным после добавле-
ния только ЦИТ (столбец 3) или ABT-737 (столбец 7)
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В  присутствии ЦИТ и МЕЛ уровень BIP сни-
жался на  90%, а PDI  – на  60% по сравнению 
с одним ЦИТ (рис.  6,  б; столбец  5 по сравне-
нию с 3). Комбинированное действие АBТ-737 
с МЕЛ снижало уровень BIP на  20%, а PDI  – 
на  50% по сравнению с контролем (рис.  6,  б; 
столбец  8 по сравнению с  1). В  этих услови-
ях уровень BIP снижался на  45%, а уровень 
PDI – в 3 раза по сравнению с одним ABT-737 
(рис. 6, б; столбец 8 по сравнению с 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что острый лейкоз считается 
одним из агрессивных видов опухолей. Поэто-
му исследования в этой области должны быть 
направлены на изучение и применение новых 
подходов для лечения этого вида рака. МЕЛ – 
гормон, вырабатываемый шишковидной желе-
зой, имеет структуру индоламина, и его пред-
шественником является триптофан  [42,  43]. 
Показано, что МЕЛ влияет на различные виды 
рака, в частности на рак молочной железы, 
колоректальный рак, опухоли кроветворной 
ткани и др. [44–46]. Противоопухолевые свой-
ства МЕЛ предполагают его использование в 
качестве потенциального агента в новых те-
рапевтических стратегиях при лечении рака. 
МЕЛ, который оказывает защитное действие 
на различные физиологические реакции в 
нормальных клетках костного мозга, также 
может быть эффективен при лечении лейке-
мии  [47,  48]. Многочисленные исследования 
противоопухолевой активности МЕЛ в отно-
шении лейкемии оценили полезные свойства 
МЕЛ при лечении лейкемии. Известно, что 
МЕЛ используется в качестве адъюванта при 
лечении рака не только за счет усиления тера-
певтического эффекта, но и за счет уменьше-
ния побочных эффектов химиотерапии или 
облучения [49]. Таким образом, целью нашего 
исследования было изучение сочетанного дей-
ствия МЕЛ с препаратами разных фармако-
логических групп, применяемых при лечении 
ОМЛ на клеточной модели MV4-11.

Недавно мы показали, что совместное 
действие МЕЛ с  ATRA, ЦИТ или ABT-737 
снижали жизнеспособность и усиливали ци-
тотоксический эффект этих препаратов в 
клетках промиелоцитарной лейкемии HL-60 
[27–29, 50]. В настоящем исследовании мы на-
блюдали аналогичный эффект МЕЛ и комби-
нированное действие МЕЛ с ЦИТ и ABT-737 в 
клетках  ОМЛ клеточной модели MV4-11. Со-
вместное действие МЕЛ с ЦИТ или АBТ-737 в 
концентрациях ниже тех, которые используют-

ся в медицинской практике, снижало проли-
ферацию и митотический индекс и усиливало 
цитотоксический эффект ЦИТ и АBТ-737.

Известно, что изменение проницаемо-
сти внутренней митохондриальной мембраны 
происходит после открытия неспецифической 
поры митохондрий (mitochondrial permeability 
transition pore,  мPTP) и рассматривается как 
начальная стадия апоптоза. Открытие  мРТР 
сопровождается падением  ΔΨm, деполяриза-
цией митохондриальной мембраны, выходом 
Са2+ из матрикса, набуханием митохондрий, 
увеличением продукции  АФК, выходом ци-
тохрома  с из межмембранного пространства 
в цитозоль  [29, 46, 47]. Более того, при тран-
зиторной церебральной ишемии в культуре 
нейронов полосатого тела мыши, действуя 
как нейропротектор при церебральной ише-
мии, МЕЛ проявляет антиапоптотический эф-
фект [51], а в раковых клетках МЕЛ действует 
как проапоптотический агент  [52]. Недавно 
мы показали, что МЕЛ вместе с ABT-737 
(0,2  мкМ) ускорял открытие  мPTP, при этом 
способность митохондрий удерживать Ca2+ в 
клетках HL-60 снижалась  [28]. Важным свой-
ством МЕЛ является его проапоптотический 
эффект, который может иметь особое значение 
при лечении рака [53]. В наших исследованиях 
мы обнаружили, что МЕЛ и совместное дей-
ствие МЕЛ с ЦИТ или ABT-737 снижали ΔΨm 
и повышали уровень цитозольного Ca2+ в ис-
следуемых клетках, тем самым проявляя про-
апоптотические свойства МЕЛ. Увеличение ци-
тозольного Са2+ и снижение ΔΨm коррелируют 
с изменениями продукции АФК  [54]. АФК, в 
свою очередь, тесно связаны с различными па-
тологическими состояниями, в том числе он-
кологическими. Известно, что раковые клет-
ки обычно генерируют большое количество 
АФК  [55,  56]. Считается, что МЕЛ действует 
как антиоксидант в некоторых репродуктив-
ных органах и может напрямую удалять раз-
личные свободные радикалы [57, 58]. С другой 
стороны, МЕЛ также может проявлять проок-
сидантные свойства, что связано с цитотокси-
ческим эффектом в раковых клетках [59]. Уве-
личение продукции АФК в присутствии МЕЛ 
и МЕЛ в сочетании с ЦИТ и ABT-737 в иссле-
дуемых клетках можно объяснить усилением 
их цитотоксичности.

Известно, что CHOP способен регулиро-
вать гены, кодирующие белки, участвующие 
в пролиферации, дифференцировке и экс-
прессии белков  [60]. Имеются данные о том, 
что за счет модуляции про- и антиапопто-
тических белков и участия в освобожде-
нии  Са2+, СНОР участвует в апоптозе  [39]. 



ЛОМОВСКИЙ и др.120

БИОХИМИЯ том 88 вып. 1 2023

В то же время ЭПР-стресс индуцирует CHOP, 
опосредуя апоптоз  [61]. CHOP экспрессирует-
ся в небольших количествах, но при стрессе 
его экспрессия увеличивается  [62]. В  наших 
недавних исследованиях мы заметили, что 
МЕЛ, а также МЕЛ, добавленный к клеткам 
совместно с ABT-737, снижал емкость  Ca2+ 
и  ΔΨm, и это коррелировало с увеличением 
экспрессии CHOP в клетках промиелоцитар-
ной лейкемии [28]. В настоящем исследовании 
добавление МЕЛ и МЕЛ с ЦИТ или ABT-737 
к клеткам ОМЛ приводило к снижению ΔΨm, 
увеличению продукции цитозольного  Ca2+ 
и АФК и к увеличению содержания CHOP. Бо-
лее того, недавние исследования показали, что 
CHOP способствует транскрипции генов ауто-
фагии и является прямым регулятором мно-
гочисленных генов, участвующих в процессе 
аутофагии [63, 64]. В нашем исследовании на-
блюдалось увеличение содержания маркеров 
аутофагии, таких как LC3A/B (I, II).

Считается, что окислительный стресс яв-
ляется индуктором ЭПР-стресса и аутофа-
гии  [65,  66]. В  свою очередь, ЭПР-стресс мо-
жет запускать аутофагию – многоступенчатый 
процесс самодеградации клеточных компонен-
тов [67, 68]. ЭПР-стресс имеет особое значение, 
поскольку ЭПР отвечает за фолдинг и транс-
порт белков, синтез липидов и поддержание 
гомеостаза Ca2+ в клетке. МЕЛ способен дей-
ствовать в сочетании с ЭПР-стрессом, способ-
ствуя апоптозу раковых клеток  [69]. Недавно 
мы наблюдали, что МЕЛ увеличивает экспрес-
сию  CHOP и снижает уровень BIP в клетках 
промиелоцитарной лейкемии  [28], что может 
дополнительно способствовать апоптозу при 
канцерогенезе. BIP и PDI необходимы для под-
держания гомеостаза Ca2+ [26]. Во многих видах 
рака содержание BIP повышается, и считается, 
что увеличение содержания  BIP может защи-
тить раковые клетки от стресс-индуцирован-
ного апоптоза [70]. PDI способен образовывать 
дисульфидные связи, включая сворачивание и 
изомеризацию белков, и увеличивать АФК в 
клетках [25]. PDI активно участвует в пролифе-
рации, выживании и метастазировании неко-
торых типах раковых клеток [71]. Во многих ра-
ковых клетках, синтезирующих больше белков, 
чем в нормальных клетках, наблюдается повы-
шенная экспрессия PDI  [71]. Снижение ΔΨm, 
увеличение содержания цитозольного  Са2+ и 
продукции АФК коррелировало со снижением 
содержания BIP и  PDI при обработке клеток 
MV4-11 МЕЛ с ABT-737 или ЦИТ. Эти резуль-
таты предполагают усиление цитотоксического 
действия АBТ-737 и ЦИТ под действием МЕЛ 
в клетках MV4-11.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день все больше иссле-
дований доказывают, что МЕЛ способен воз-
действовать на клеточные и молекулярные 
мишени в лейкозных клетках, демонстрируя 
широкий спектр полезных эффектов индола-
мина при лейкемии. Важным направлением 
в лечении лейкемии является использование 
новых подходов для предотвращения развития 
опухоли. В  настоящем исследовании мы про-
верили влияние совместного действия МЕЛ с 
препаратами из разных фармакологических 
групп, в частности ЦИТ и АBТ-737, на разви-
тие острого миелоидного лейкоза на клеточ-
ной модели MV4-11. Мы заметили, что в этих 
условиях происходило увеличение продукции 
цитозольного Са2+ и АФК и снижение мем-
бранного потенциала. В  этой модели клеток 
лейкемии уровень CHOP и LC3A/B увели-
чивался, а содержание BIP и PDI  снижалось. 
Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что МЕЛ может быть использован в 
качестве средства, усиливающего цитотокси-
ческое действие препаратов, применяемых 
при лечении лейкозов. Обобщая результаты 
недавних и текущих исследований (влияние 
совместного действия  МЕЛ с препаратами из 
разных фармакологических групп на клетки 
промиелоцитарной лейкемии и острого мие-
лоидного лейкоза), можно предположить на-
личие предпосылок для применения МЕЛ в 
лечении лейкемии.
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MELATONIN CAN ENHANCE THE EFFECT OF DRUGS USED 
IN THE TREATMENT OF LEUKEMIA

A. I. Lomovskiy, Yu. L. Baburina, R. S. Fadeev, Y. V. Lomovskaya, 
M. I. Kobyakova, R. R. Krestinin, L. D. Sotnikova, and O. V. Krestinina*

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E-mail: ovkres@mail.ru

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, MEL), secreted by the pineal gland, plays an important 
role in the regulation of the different functions in human. However, there are the facts that MEL has an 
antitumor effect in various types of cancer. We have studied the combined effect of MEL and targeted drugs 
such as cytarabine (CYT) and navitoclax (ABT-737) on the development of acute myeloid leukemia in the 
MV4-11 cell model. The combined action of MEL with CYT or ABT-737 contributed to a decrease in the 
proliferative activity of leukemia cells, a drop in the membrane potential of mitochondria, and an increase 
in the production of reactive oxygen species and cytosolic Ca2+. We have shown that MEL, together with 
CYT or ABT-737, increases expression of homologous C/EBP protein and autophagy marker LC3A/B 
and decreases protein disulfide isomerase and immunoglobulin-binding protein levels, and consequently 
modulate endoplasmic stress. reticulum and initiate autophagy. The obtained data support the earlier 
suggestion that MEL may have potential benefits in cancer treatment and may be considered as an additive 
to drugs used in therapy.

Keywords: melatonin; cytarabine; navitoclax; autophagy; proliferation, ER stress


