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Топотекан – цитостатический препарат из группы камптотецинов, действующий как ингибитор ак-
тивности топоизомеразы 1 (TOP1). Тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (TDP1) – фермент репара-
ции, удаляющий заместители с 3'-конца ДНК. TDP1 препятствует действию ингибиторов TOP1,
снижая их терапевтическую эффективность, поэтому подавление активности TDP1 может усилить
эффект топотекана. Нами изучено действие как самого противоопухолевого препарата топотекан,
так и его комбинации с ингибитором TDP1 (гидразинотиазольным производным усниновой кисло-
ты) на асцитную опухоль мышей Кребс-2. Ранее мы установили, что это производное усниновой кис-
лоты является эффективным ингибитором TDP1. В настоящей работе показано, что внутрибрюшин-
ное введение как топотекана, так и ингибитора TDP1 по отдельности оказывает противоопухолевое
действие, которое оценивали по весу асцитной опухоли и по количеству клеток в асцитической жид-
кости. Совместное введение топотекана и исследуемого ингибитора TDP1 аддитивно снижало оба по-
казателя. Также показано, что комбинированное введение этих двух препаратов приводит к развитию
деструктивных процессов в опухоли, выражающихся в появлении клеток, в которых липидные капли
занимали почти всю цитоплазму, повышенном накоплении клеточного детрита, отсутствовавшего в
образцах, полученных от мышей, которым препараты вводили по отдельности.
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ВВЕДЕНИЕ
Противоопухолевое действие многих химиоте-

рапевтических агентов и радиотерапии напрямую
связано с их способностью вызывать повреждения
ДНК. Однако влияние этих агентов нивелируется
способностью раковых клеток репарировать инду-
цированные повреждения ДНК, что приводит к
снижению эффективности терапии и развитию ле-
карственной резистентности. Поэтому поиск но-
вых соединений, подавляющих активность фер-
ментов репарации ДНК, можно рассматривать в
качестве стратегии для потенцирования цитоток-
сичности уже применяемых лекарственных пре-

паратов, которые действуют как повреждающие
ДНК агенты. Топотекан – полусинтетический
водорастворимый аналог камптотецина, ингиби-
рующий топоизомеразу 1 (TOP1). TOP1 регулиру-
ет степень локального скручивания спирали ДНК,
в ходе реакции образуется ковалентный комплекс
ДНК–TOP1 [1]. На сегодняшний день ингибито-
ры TOP1 – аналоги камптотецина, топотекан и
иринотекан [1, 2], применяют при широком спек-
тре опухолей: при раке легкого, толстой кишки,
шейки матки, яичников и др. Действие камптоте-
цинов приводит к стабилизации ковалентного
комплекса TOP1–ДНК на ДНК, что предотвраща-
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ет восстановление цепи ДНК. Таким образом в
ДНК сохраняются повреждения в виде ковалент-
ных аддуктов и одноцепочечных разрывов, что в
конечном итоге приводит к остановке клеточного
цикла и гибели клетки [1]. Тирозил-ДНК-фосфо-
диэстераза 1 (TDP1) катализирует удаление с
3'-конца ДНК ковалентно присоединенного пеп-
тида – остатка ковалентного аддукта TOP1, возни-
кающего в процессе протеасомной деградации [3–5],
нивелируя таким образом эффект ингибиторов
TOP1. Подавление активности TDP1 может усили-
вать действие ингибиторов ТOP1, например топо-
текана. Таким образом, совместное использова-
ние ингибиторов TDP1 и TOP1 может заметно
повысить эффективность химиотерапии [3, 6, 7].

Известные ингибиторы TDP1 действуют в диа-
пазоне 0.01–100 мкМ [6–12]. Проведенные нами
комплексные исследования в системах in vitro и
in vivo позволили найти целый ряд эффективных
ингибиторов TDP1, которые способны усилить
противоопухолевый эффект химиотерапевтиче-
ских препаратов [6]. Среди широкого спектра из-
вестных ингибиторов TDP1 – синтетических ана-
логов природных веществ, одними из наиболее
перспективных считаются производные уснино-
вой кислоты [6, 9, 10, 13]. Усниновая кислота –
широко распространенное и доступное природное
соединение, вторичный метаболит лишайников.
Ее синтетические аналоги могут быть получены
путем направленных химических модификаций в
фенольном или трикетоновом фрагментах [12, 13].
Нами показан синергический эффект различных
производных усниновой кислоты с камптотеци-
ном или топотеканом на клеточных линиях in vitro,
а также с топотеканом in vivo [9, 10, 14–17]. Гид-
разинотиазольное производное усниновой кис-
лоты 20d [14] (лабораторный код OL9-119, рис. 1)
является эффективным ингибитором TDP1 c IC50
(концентрация полумаксимального ингибирова-
ния) 26 нМ. Это соединение усиливало действие
топотекана как in vitro, так и in vivo, а также про-
тивоопухолевый и антиметастатический эффект
топотекана на модели карциномы легкого Льюис
[14]. В настоящей работе изучено действие одного
топотекана и топотекана в комбинации с ингиби-

тором TDP1 OL9-119 на развитие асцитной опу-
холи Кребс-2 у мышей. Согласно полученным
данным, и топотекан, и ингибитор TDP1 OL9-119
обладали противоопухолевым действием, а их ком-
бинация аддитивно повышала противоопухолевую
активность и приводила к развитию деструктив-
ных процессов в опухоли. Таким образом, гидра-
зинотиазольное производное усниновой кислоты –
ингибитор TDP1, можно считать перспективным
для разработки комбинированной противоопухо-
левой терапии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использованы следующие
соединения: топотекан (“USP”, США), инги-
битор TDP1 (лабораторный код OL9-119), синте-
зированный в Новосибирском институте орга-
нической химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН
(Новосибирск, Россия) согласно [14], а также орга-
нические растворители и другие реактивы отече-
ственного производства квалификации х.ч. и ч.д.а.

Лабораторные животные и модельная опухоль.
В исследовании использовали мышей линии
C57BL/6 3–4-месячного возраста из вивария
конвенциональных животных Института цито-
логии и генетики СО РАН. Животных (35 осо-
бей) содержали на подстилке из опилок в пласти-
ковых клетках (по семь мышей в каждой) со сво-
бодным доступом к корму (“Лабораторкорм”,
Москва, Россия) и воде. Все эксперименты про-
ведены в соответствии с протоколами, одобрен-
ными межинститутской комиссией по биоэтике
ИЦиГ СО РАН и директивой 2010/63/EU.

Экспериментальной моделью служила опу-
холь Кребс-2, которую мышам прививали внутри-
брюшинно (по 0.2 млн. клеток). Эксперименталь-
ные группы мышей (пять групп) формировали слу-
чайным образом. Группа 1 – контрольная – мышам
этой группы однократно внутрибрюшинно вводили
опухолевые клетки, но химиотерапию не проводи-
ли. Группа 2 (контроль действия растворителя) –
мышам двукратно (через 2 и 4 дня после прививки
опухоли) внутрибрюшинно вводили 15% ДМСО
(“Sigma”, США) и 10% Твин-80 (“Panreac Appli-
Chem”, Германия). Группа 3 – топотекан в разо-
вой дозе 2 мг/кг. Группа 4 – мыши этой группы по-
лучали ингибитор TDP1 в разовой дозе 100 мг/кг в
виде суспензии в ДМСО/Твин-80 в воде (0.2 мл
суспензии на мышь). Группа 5 – мышам вводили
одновременно топотекан и ингибитор TDP1.

Действие препаратов на опухоль оценивали в
конце эксперимента на 10-й день по весу асцит-
ной опухоли (разница в весе мыши до и после уда-
ления опухоли), а также по числу опухолевых
клеток в асците, определенному с помощью счет-
чика клеток (“Logos Biosystems”, Южная Корея).
Для приготовления препаратов для микроскопи-

Рис. 1. Химическая структура ингибитора TDP1 (ла-
бораторный код OL9-119 [14]).
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ческого исследования 1 мл опухоли от каждой мы-
ши смешивали с 10 мл 10%-ного раствора забуфе-
ренного формалина (“Биовитрум”, Россия). Ста-
тистическую обработку данных проводили в
программе Microsoft Office Excel 2013, результаты
приведены как значение ± стандартное отклоне-
ние.

Микроскопическое исследование. Для светооп-
тического исследования образцы асцитической
жидкости опухоли Кребс-2, а также опухоли по-
сле обработки растворителем (ДМСО/Твин-80),
топотеканом, препаратом-ингибитором TDP1,
комбинацией топотекан + ингибитор TDP1 фик-
сировали в растворе 10%-ного формалина через
10 сут после первого введения препаратов. Далее
клетки обрабатывали 1%-ным раствором осмие-
вой кислоты (“EMS”, США), обезвоживали в
растворах этилового спирта возрастающей кон-
центрации и ацетоне, заливали в смесь эпон-
аралдита (“EMS”). Полутонкие срезы готовили
на ультрамикротоме EM UC7 (“Leica”, Герма-
ния) и окрашивали 1%-ным раствором азура-2
(“EMS”) на 1%-ном растворе буры (“EMS”).

Полутонкие срезы клеток асцитной формы
опухоли Кребс-2 изучали с помощью светового
микроскопа DM2500 (“Leica”), фотосъемку про-
водили с помощью цифровой камеры MC 170 HD
(“Leica”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Перед первым введением препаратов мышей

разделили на пять групп, по семь мышей в каж-
дой. Действие топотекана и ингибитора TDP1
OL9-119 (рис. 1) по отдельности и совместно на
асцитную форму опухоли оценивали на 10-й день
по весу опухоли, а также по числу опухолевых
клеток в асците. Индивидуальное введение как
топотекана, так и ингибитора TDP1 приводило к

снижению веса опухоли и числа опухолевых кле-
ток в асците (рис. 2) по сравнению с контрольной
группой 1 и с группой 2, которой вводили ДМСО.
Следует отметить, что ДМСО не влияет на эти два
показателя, т.е. снижение веса опухоли при введе-
нии ингибитора TDP1, растворенного в ДМСО,
обусловлено действием самого ингибитора. Ком-
бинированное введение топотекана и ингибитора
TDP1 аддитивно снизило оба показателя (рис. 2).

Ранее мы сообщали о сенсибилизации карци-
номы Льюис мышей к действию топотекана препа-
ратом этого же ингибитора TDP1 при внутрижелу-
дочном введении [14]. Введение только данного
препарата (OL9-119) не оказывало ни противоопу-
холевого, ни антиметастатического эффекта, но
при комбинированном применении значительно
усиливало действие топотекана. В настоящем ис-
следовании препарат OL9-119 вводили внутрибрю-
шинно, чтобы обеспечить его прямой доступ к опу-
холевым клеткам, и наблюдали его “собственный”
противоопухолевый эффект. Мы предполагаем,
что различия в воздействии соединения OL9-119 –
ингибитора TDP1, на карциному Льюис и карци-
ному Кребс-2 могут быть обусловлены как разной
чувствительностью модельных опухолей, так и раз-
ными способами введения препарата.

Мы провели светооптическое исследование
клеток асцитной опухоли Кребс-2, полученных
от мышей всех пяти групп. Опухолевые клетки
мышей контрольной группы (рис. 3a, б) на полу-
тонких срезах имели округлую форму и диаметр
около 15 мкм, цитоплазма клеток была окрашена
в ярко-синий цвет и вакуолизирована. Около по-
ловины опухолевых клеток содержали в цито-
плазме по две–три липидные капли (рис. 3б).
Присутствие липидных капель в цитоплазме кле-
ток опухоли Кребс-2 описано ранее [18]. На по-
верхности всех клеток наблюдались небольшие
выросты цитоплазмы. Ядра содержали преиму-

Рис. 2. Средний вес асцитной опухоли (разница в весе мыши с опухолью в брюшной полости и после удаления опухо-
ли) (a), и количество опухолевых клеток в асците (б). 1 – Контрольная группа. 2–5 – Группы мышей, которым вводили
ДМСО, топотекан ингибитор TDP1, совместно топотекан и ингибитор TDP1 соответственно.
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щественно эухроматин, на срезах некоторых кле-
ток выявлялись ядрышки. В образцах отмечены
единичные макрофаги со светло-голубой цито-
плазмой, вдвое превышающие по размеру опухо-

левые клетки. Значимых морфологических отли-
чий между опухолевыми клетками мышей кон-
трольной группы и мышей, которым вводили
ДМСО, не наблюдалось (снимки не приведены).

Рис. 3. Клетки асцитной формы опухоли Кребс-2. a, б – Контрольная группа. Стрелками показаны липидные капли в
цитоплазме клеток, на поверхности клеток видны выросты цитоплазмы. в – Клетки Кребс-2 после обработки топоте-
каном, стрелкой показана гигантская клетка. г–е – Клетки после введения топотекана в сочетании с ингибитором
TDP1, пространство между клетками заполнено клеточным детритом. Стрелками показаны липидные капли в цито-
плазме; на врезке клетка, заполненная липидными каплями. Окраска азуром-2. Длина масштабной линейки в а, г со-
ответствует 50 мкм и 20 мкм в б, в, д, е.
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Действие топотекана на опухоль приводило к
появлению гигантских клеток (рис. 3в), доля ко-
торых составила почти 25% всех клеток в образ-
цах. Диаметр таких клеток достигал 30 мкм, вдвое
превышая размер опухолевых клеток контрольной
группы. Цитоплазма гигантских клеток окрашена в
ярко-синий цвет, вакуолизирована, содержит ли-
пидные капли. Ядра крупные, неправильной фор-
мы, занимают около трети объема клетки.

Введение мышам ингибитора TDP1 OL9-119, а
также топотекана в сочетании с этим ингибито-
ром приводило к разрушению большого количе-
ства опухолевых клеток, препараты содержали
клеточный детрит, встречались гигантские клет-
ки. При введении комбинации этих двух препара-
тов (рис. 3г–е) в образцах выявлены клетки, в ко-
торых липидные капли занимали практически
всю цитоплазму, при 400-кратном увеличении
наблюдались две–три таких клетки в поле зрения.
Вместе с тем, общее количество клеток с липид-
ными каплями заметно не менялось. Интересно,
что введение только OL9-119 не приводило к на-
коплению липидов в клетках опухоли.

Таким образом, комбинированное введение то-
потекана и исследуемого ингибитора TDP1 приво-
дило к развитию деструктивных процессов в опу-
холи, которые выражались в повышенном накоп-
лении клеточного детрита, отсутствовавшего в
образцах после введения каждого из препаратов по
отдельности.

В научной литературе не опубликовано резуль-
татов морфологического изучения асцитной опухо-
ли Кребс-2 при воздействии противоопухолевых
препаратов, поэтому мы не можем сопоставить по-
лученные нами данные с результатами других ис-
следователей. Таким образом, нами впервые пока-
заны морфологические изменения клеток Кребс-2,
вызванные воздействием только топотекана и топо-
текана в комбинации с ингибитором TDP1.

Представленные результаты изучения влияния
внутрибрюшинного введения in vivo топотекана и
ингибитора TDP1 OL9-119 на асцитную форму
карциномы Кребс-2 мыши подтверждают ранее
полученные нами данные in vitro, которые показы-
вают усиление цитотоксического действия топоте-
кана в комбинации с данным ингибитором TDP1
[14]. Следует подчеркнуть, что наиболее выражен-
ный терапевтический эффект мы наблюдали при
совместном применении топотекана с OL9-119.
Полученные результаты подтверждают, что соеди-
нение OL9-119 – ингибитор TDP1, гидразиноти-
азольное производное усниновой кислоты – мож-
но считать перспективным для разработки комби-
нированных противоопухолевых препаратов.

Работа проведена при финансовой поддержке
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ANTITUMOR ACTIVITY OF THE COMBINATION OF TOPOTEСAN
AND TYROSYL-DNA-PHOSPHODIESTERASE 1 INHIBITOR 

ON MODEL KREBS-2 MOUSE ASCITE CARCINOMA
N. S. Dyrkheeva1, A. L. Zakharenko1, E. S. Novoselova1, A. A. Chepanova1, 2,

N. A. Popova2, 3, V. P. Nikolin3, O. A. Luzina4, N. F. Salakhutdinov4,
E. I. Ryabchikova1, 2, and O. I. Lavrik1, 2, *

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
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4Vorozhtsov Novosibirsk Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
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*e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Topotecan is a cytostatic drug from the camptothecin group, it acts by inhibiting topoisomerase 1 (TOP1).
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (TDP1) is capable of interfering with the action of TOP1 inhibitors, re-
ducing their therapeutic efficacy. Suppression of TDP1 activity may enhance the effects of topotecan. In this
work, we investigated the effect of the antitumor drug topotecan alone and in combination with the TDP1
inhibitor, a hydrazinothiazole derivative of usnic acid, on the Krebs-2 mouse ascites tumor. We have previ-
ously shown that this derivative efficiently inhibits TDP1. In the present work, we show that both topotecan
and TDP1 inhibitor have an antitumor effect when evaluated separately. The combination of topotecan and
the TDP1 inhibitor additively reduces both the weight of the ascites tumor and the number of cells in ascites.
In mice, the TDP1 inhibitor alone or in combination with topotecan eliminated the tumor cells. After the
combined intraperitoneal administration of these two compounds, we observed cells in which lipid droplets
occupied almost the entire cytoplasm and the accumulation of cell detritus, which was absent in the samples
collected from mice treated with each compound separately.

Keywords: tyrosyl-DNA-phosphodiesterase 1, Tdp1 inhibitor, Krebs-2 carcinoma, topotecan, topoisomerase 1
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