
56 №3, 2013 Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

Цитотоксическая активность ионофорного антибиотика салиномицина и его комбинации...

ВВЕДЕНИЕ

Меланома относится к опухолям, устойчивым к 

широкому спектру противоопухолевых препаратов 

и к действию ионизирующего излучения [1]. Од-

ним из основных факторов, определяющих множе-

ственную лекарственную устойчивость опухолевых 

клеток, является высокий уровень экспрессии генов 

различных белков семейства АВС-транспортеров, 

которые обеспечивают выброс цитотоксических ле-

карств из клеток [6, 12]. В различных меланомах об-

наружены такие белки этого семейства, как MDR1 

(Multidrug resistance protein 1, или ABCB1), различ-

ные типы белков MRP (Multidrug-related protein, 

или АВСС) [5, 19, 24], ABCG2 [20] и ABCB5 [8]. 

При этом в разных меланомах или в разных линиях 

клеток меланом лекарственная устойчивость может 

быть обусловлена разными или даже несколькими 

АВС-транспортерами, которые присутствуют во 

всех клетках опухоли. 

Кроме того, лекарственная устойчивость опухо-

лей может определяться особенностями не основ-

ной массы опухолевых клеток, а свойствами по-
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Салиномицин относится к группе полиэфирных антибиотиков, обладающих ионофорной активностью. В настоящее время 

салиномицин рассматривается как потенциальный противоопухолевый препарат. Целью настоящей работы явилось исследо-

вание цитотоксической активности салиномицина в отношении MDR1+ (Mel-8) и MDR1- (Mel-10)-клеток меланомы чело-

века и клеток, формирующих побочную популяцию (SP), и способности салиномицина сенсибилизировать клетки меланомы к 

действию противоопухолевых препаратов доксорубицина и дакарбазина. Показано, что и MDR1+- и MDR1--клетки меланомы 

чувствительны к салиномицину. Салиномицин действует в клетках меланомы как ингибитор белка РgP и, возможно, как ин-

гибитор некоторых других ABC-транспортеров. Он ингибирует накопление митоксантрона, доксорубицина и родамина-123 не 

только в MDR1+-, но и в MDR1--клетках меланомы и снижает размер фракции клеток меланомы, образующих SP. Кроме того, 

этот препарат сенсибилизирует клетки меланомы человека к действию доксорубицина и дакарбазина при его добавлении к 

клеткам за 24 ч перед применением этих препаратов. 
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Salinomycin is referred to the group of the polyether antibiotics with ionophore activity. Currently salinomycin is considered as a potential 

anticancer drug. The aim of this work was to investigate the cytotoxic activity of salinomycin against MDR1+ (Mel-8) and MDR1- (Mel-10) 

of human melanoma cells and cells that form the side population (SP), and the ability of salinomycin to sensitize melanoma cells to the action 

of such anticancer drugs as doxorubicin and dacarbazine. MDR1+ and MDR1- melanoma cells were shown to be sensitive to salinomycin. 

Salinomycin acts in melanoma cells as an inhibitor of protein РgP and possibly as an inhibitor of some other ABC-transporters.It inhibits 

the accumulation of mitoxantrone, doxorubicin, and rhodamine-123 not only in MDR1+, but in the MDR1- melanoma cells reduces the size 

of the fraction of melanoma cells that form the SP. In addition, the drug sensitizes human melanoma cells to the action of doxorubicin and 

dacarbazine when it was added to the cells for 24 hours prior to the addition of these drugs.
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пуляции опухолевых стволовых клеток (ОСК). Эти 

клетки характеризуются высокой устойчивостью 

к противоопухолевым препаратам, которая также 

определяется высоким уровнем экспрессии генов 

АВС-транспортеров [7], независимо от устойчивости 

клеток основной массы опухоли. Именно эти рези-

стентные клетки выживают в процессе химиотерапии 

и в последующем обеспечивают рецидивирование и 

метастазирование опухолей. 

Помимо некоторых противоопухолевых препара-

тов субстратами АВС-транспортеров являются также 

флюоресцентные красители Hoechst 33342 и рода-

мин-123. После инкубации клеток с этими красите-

лями ОСК при исследовании с помощью проточной 

цитофлуориметрии выявляются как популяция нео-

крашивающихся или слабо окрашивающихся клеток, 

которая получила по этому признаку название побоч-

ной (или боковой) популяции – side-population (SP). 

Способность стволовых клеток (СК) слабо включать 

красители и образовывать SP используют в качестве 

суррогатного маркера для выявления и нормальных 

СК, и ОСК [7, 11, 14, 26], хотя однозначно к ОСК 

такие клетки могут быть отнесены только после под-

тверждения их туморогенной способности в экспери-

ментах на животных.

В настоящее время ведется активный поиск но-

вых лекарственных препаратов, которые могли бы 

наиболее избирательно действовать не просто на 

опухолевые клетки, составляющие основную массу 

опухоли, но и на ОСК, или повышать чувствитель-

ность ОСК к действию противоопухолевых препа-

ратов. Результаты исследований, выполненных в 

последние годы, позволяют полагать, что полиэфир-

ный ионофорный антибиотик салиномицин облада-

ет избирательной токсичностью в отношении ОСК 

[4, 13, 15]. Этот препарат обладает способностью 

снижать долю ОСК, проявлять активность ингиби-

тора белка Pgp и благодаря этому обращать множе-

ственную лекарственную устойчивость опухолевых 

клеток человека. Противоопухолевая активность са-

линомицина обнаружена в отношении клеток рака 

молочной железы [13, 16, 25], предстательной желе-

зы [17], различных типов лейкоза [9, 10]. При этом 

нормальные лимфоциты [10] и нормальные клетки 

предстательной железы [17] были значительно более 

устойчивы к салиномицину, чем опухолевые клетки. 

Активность салиномицина в отношении клеток ме-

ланомы не изучена. 

В связи с этим целью настоящей работы явилось 

исследование чувствительности клеток меланомы че-

ловека, в том числе клеток, характеризующихся мно-

жественной лекарственной устойчивостью, и клеток, 

формирующих SP, к салиномицину в сравнении с 

чувствительностью опухолевых клеток других типов, 

и способности салиномицина сенсибилизировать 

клетки меланомы к действию противоопухолевых 

препаратов доксорубицина и дакарбазина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Клетки перевиваемых 

линий меланомы человека Mel-8 и Mel-10, полу-

ченные из хирургических образцов, культивировали 

в полной культуральной среде, состоящей из смеси 

сред RPMI 1640 (Gibco, США) и DMEM (Gibco, 

США). Клетки аденокарциномы молочной желе-

зы исходной – MCF-7wt и резистентной – MCF-

7Adr-линии культивировали в среде DMEM. Клетки 

аденокарциномы яичника человека линии SKOV3 

(исходная линия) и SKVLB (резистентная) культи-

вировали в пластиковых флаконах (Costar) в среде 

RPMI 1640 (Gibco, США). Все линии клеток куль-

тивировали с добавлением 10% сыворотки плодов 

крупного рогатого скота (СПК) (Gibco,США) и 50 

мкг/мл гентамицина (ICN, США) в пластиковых 

культуральных флаконах (Corning-Costar) в СО
2
-

инкубаторе при 37°С в увлажненной атмосфере 

(95%), содержащей 5% СО
2
. 

Оценка выживаемости клеток при действии раз-

личных препаратов. Выживаемость клеток после 

инкубации с различными препаратами оценива-

ли с помощью МТТ-теста по методу Т. Mossmann 

[21]. Для этого клетки высевали в 96-луночные 

планшеты (Corning-Costar) по 4 тыс. клеток в 

лунку за сутки до внесения препаратов. Клетки 

культивировали в присутствии исследуемых пре-

паратов в течение 72 ч. За 4 ч до окончания ин-

кубации в каждую лунку добавляли по 50 мкл 

раствора МТТ (бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-

ил)-2,5-дифенилтетразолия; Sigma, США) в кон-

центрации 1 мг/мл в среде для культивирования 

клеток. После развития окраски среду удаляли, 

выпавшие кристаллы формазана растворяли в 100 

мкл ДМСО и измеряли интенсивность окраски 

при 540 нм с помощью планшетного спектрофото-

метра. Выживаемость клеток оценивали в % от не-

обработанного контроля и по кривым выживаемо-

сти рассчитывали значение IC
50

 – концентрацию 

препарата, при которой наблюдается гибель 50% 

клеток.

Исследование накопления флюоресцентного кра-

сителя родамина-123 (Rho-123) клетками меланомы 

человека проводили, как описано ранее [3]. Клетки 

снимали с подложки, центрифугировали; осадок ре-

суспендировали в теплой бессывороточной среде в 

концентрации 1 млн/мл. К суспензии клеток добав-

ляли флюоресцентный краситель Rho-123 (концен-

трированный сток-раствор в ДМСО, 100 мкг/мл) до 

конечной концентрации 0,1 мкг/мл и инкубировали 

в течение 60 мин при 37°С на водяной бане, перио-

дически помешивая. Для контроля аутофлюорес-

ценции 1 мл суспензии клеток оставляли в среде без 

Rho-123. Для исключения популяции мертвых и по-

гибающих клеток в пробу добавляли раствор йодида 

пропидия до конечной концентрации 2 мкг/мл не-

посредственно перед цитофлуориметрией. Флюо-
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ресценцию клеток измеряли с помощью проточно-

го цитофлуориметра EPICS-XL при 2 длинах волн 

в красной и зеленой областях спектра, при длине 

волны возбуждения 488 нм и полосой пропускания 

для зеленой области спектра – 525 нм (FL1), а для 

красной – 620 нм (FL3). Для получения достовер-

ных данных анализировали по 50 тыс. клеток на 

пробу. Область SP выявляли как область неокраши-

вающихся или очень слабо окрашенных клеток; раз-

мер этой фракции клеток выражали в % от общего 

количества.

Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием компьютерной программы 

«Origin».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Противомеланомную активность салиномици-

на исследовали в отношении клеток 2 линий мела-

номы человека – Mel-8 и Mel-10 – с разным уров-

нем белка MDR1 на клеточной мембране, так как 

известно, что салиномицин является и субстратом 

[18], и ингибитором активности этого белка [9, 23]. 

В клетках меланомы линии Mel-8 обнаружен высо-

кий уровень белка MDR1, в то время как на мем-

бране клеток меланомы линии Mel-10 этот белок 

практически отсутствует [2]. Противомеланомную 

активность салиномицина сравнивали с его ак-

тивностью в отношении опухолевых клеток других 

типов – аденокарциномы молочной железы линии 

MCF-7wt и ее резистентной сублинии MCF-7Adr и 

аденокарциномы яичников человека линий SKOV3 

(исходная линия) и SKVLB (ее резистентная субли-

ния). Резистентные сублинии этих аденокарцином 

получены при селекции клеток по устойчивости к 

доксорубицину и характеризуются высоким уров-

нем белка MDR1 на поверхности клеточной мем-

браны соответственно. 

Долю выживших опухолевых клеток определя-

ли через 72 ч культивирования после добавления 

соответствующей концентрации салиномицина. 

Чувствительность клеток разных линий к препа-

рату оценивали по величине IC
50

 – концентрации, 

вызывающей гибель 50% клеток через 72 ч инкуба-

ции. Полученные результаты представлены на рис. 

1, а–в. Из представленных данных следует, что са-

линомицин эффективен в отношении исследован-

ных типов опухолевых клеток человека. Показано, 

что обе линии меланом были более чувствительны 

к действию салиномицина, чем клетки аденокар-

циномы молочной железы и яичников человека. 

При этом MDR1+-линия меланомы человека Mel-8 

оказалась несколько более устойчивой к действию 

этого препарата, чем линия MDR1- Mel-10 (рис. 

1, а). В то же время более высокая устойчивость к 

салиномицину клеток линии Mel-8, по-видимому, 

определяется не присутствием белка MDR1 на по-

верхностной мембране этих клеток, а иными фак-

торами, так как клетки и аденокарциномы молоч-

ной железы линии MCF7Adr (рис. 1, б) и яичника 

линии SKVLB (рис. 1, в), характеризующиеся бо-

лее высоким уровнем белка MDR1, чем клетки ис-

ходных линий MCF7wt и SKOV3 соответственно, 

были даже более чувствительны к действию сали-

номицина.

Рис. 1. Зависимость выживаемости клеток меланомы 

человека (а) линии Mel-10 (1, MDR1-) и Mel-8 

(2, MDR1+) от концентрации салиномицина в срав-

нении с выживаемостью клеток аденокарциномы 

молочной железы (б) линии MCF-7wt (1, MDR1-) и ее ре-

зистентной сублинии MCF-7Adr (2, MDR1+) и аденокар-

циномы яичников человека (в) линии SKOV3 (1, MDR1-) 

и ее резистентной сублинии SKVLB (2, MDR1+). По 

оси абсцисс – концентрация салиномицина, мкМ; по 

оси ординат – выживаемость клеток, % от контроля. 

Данные 1 из 3 типичных экспериментов

а

б

в
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Для оценки влияния салиномицина на актив-

ность АВС-транспортеров в разных субпопуляциях 

клеток меланомы человека с помощью проточной 

цитофлуориметрии исследовали накопление рода-

мина-123 клетками основной популяции и оцени-

вали размер фракции клеток, не включающих рода-

мин (SP), после предварительной инкубации клеток 

с салиномицином или неспецифическим ингиби-

тором АВС-транспортеров вера-

памилом. Полученные результа-

ты представлены на рис. 2, а, б 

и прежде всего свидетельствуют 

о том, что и среди клеток линии 

Mel-8, и среди клеток линии 

Mel-10 при действии салиноми-

цина очень существенно (в 4–5 

раз) снижается доля опухолевых 

клеток, формирующих популя-

цию SP. Наблюдаемое при дей-

ствии салиномицина снижение 

размера фракции SP оказалось 

более интенсивным, чем при дей-

ствии верапамила. 

Кроме того, при действии 

салиномицина существенно воз-

растает средняя интенсивность 

флюоресценции (MFI) основ-

ной популяции клеток c 266,7 до 

771,3 усл. ед. для MDR1+-линии 

Mel-8 (рис. 2, а) и с 872,7 до 999,8 

усл. ед. для MDR1--клеток ли-

нии Mel-10 (рис. 2, б). Важно от-

метить, что салиномицин, в от-

личие от верапамила, усиливал 

накопление родамина-123 даже 

MDR1--клетками меланомы (см. 

рис. 2, б), что позволяет полагать, 

что этот препарат ингибирует 

действие не только транспорте-

ра АВСВ1, но и каких-то иных 

транспортеров, обеспечивающих 

выброс родамина в клетках ли-

нии Mel-10.

Поскольку эффективность 

выброса модельных красителей 

может отличаться от эффектив-

ности удаления конкретных хи-

миотерапевтических препара-

тов, было исследовано влияние 

салиномицина на накопление в 

клетках меланом линии Mel-8 и 

Mel-10 таких флюоресцирующих 

противоопухолевых препаратов, 

как митоксантрон и доксоруби-

цин. Полученные в этих экспери-

ментах результаты представлены 

на рис. 3 а, б, из которых следует, 

что в клетках линии Mel-8 в присутствии салино-

мицина за 1 ч инкубации возрастает накопление и 

митоксантрона, и доксорубицина (см. рис. 3, а), в то 

время как в клетках линии Mel-10 в этих условиях 

возрастало накопление только митоксантрона (см. 

рис. 3, б). Отсутствие усиления накопления доксо-

рубицина в клетках линии Mel-10 при инкубации с 

салиномицином в течение 1 ч может быть связано 

Рис. 2. Влияние салиномицина на накопление родамина-123 MDR1+ клет-

ками меланомы человека линии Mel8 (а) и MDR1--клетками линии Mel10 

(б). Проточная цитофлуориметрия, данные 1 из 3 типичных эксперимен-

тов. По оси абсцисс – флюоресценция клеток в зеленой области спектра 

(FL1, усл. ед.); по оси ординат – флюоресценция клеток в красной области 

спектра (FL3, усл. ед.). Область SP выделена овалом. MFI – средняя ин-

тенсивность флюоресценции основной популяции клеток, усл. ед.

а

б

Рис. 3. Влияние салиномицина на накопление флюоресцирующих противоо-

пухолевых препаратов митоксантрона и доксорубицина MDR1+-клетками 

меланомы человека линии Mel-8 (а) и MDR1--линии Mel-10 (б). Инкубация 

с салиномицином (5 мкМ) перед добавлением препаратов – 30 мин, затем 

24 ч с препаратами. Данные 1 из 3 типичных экспериментов. По оси орди-

нат – накопление препаратов (MFI), усл. ед.

а б
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с тем, что салиномицин ингибирует другой транс-

портер семейства АВСВ1 – АВСВ5, обнаруженный 

в клетках меланом и опухолей других типов, и харак-

теризующийся, во-первых, широким спектром пре-

паратов, включающим алкилирующие агенты, чув-

ствительность к которым он снижает, а во-вторых, 

тем, что различия в накоплении доксорубицина 

между АВСВ5+- и АВСВ5--клетками проявляются 

только при более длительной инкубации с клетка-

ми, продолжающейся не менее 6 ч [8]. Поэтому для 

клеток линии Mel-10 исследовали влияние салино-

мицина на накопление доксорубицина и через 24 ч 

после добавления доксорубицина. Действительно, 

при этих условиях (см. рис. 3, б) обнаружено более 

интенсивное накопление доксорубицина при инку-

бации в присутствии салиномицина.

В следующей серии экспериментов изучалась эф-

фективность совместного действия салиномицина и 

доксорубицина (рис. 4, а, б) и салиномицина и дакар-

базина (рис. 4, в, г) в отношении клеток меланомы 

линий Mel-8 и Mel-10. Салиномицин был использо-

ван в одинаковой концентрации – 5 мкМ – для обе-

их линий клеток. Его добавляли к клеткам за 24 ч до 

введения противоопухолевых препаратов, так как в 

предварительных экспериментах было показано, что 

при одновременном добавлении этих веществ сенси-

билизирующее действие салиномицина было очень 

незначительным. 

Полученные результаты свидетельствуют о суще-

ственно более высокой эффективности совместного 

действия как салиномицина и доксорубицина, так и 

салиномицина и дакарбазина по сравнению с дей-

ствием только доксорубицина или только дакарбази-

на (см. рис. 4). При этом повышение эффективности 

препаратов отмечено для широкого диапазона доз и 

доксорубицина (см. рис. 4 а, б) и дакарбазина (см. 

рис. 4, в, г), и оно имеет место как для MDR1+-клеток 

линии Mel-8 (см. рис. 4, а, в), так и для MDR1--клеток 

линии Mel-10 (см. рис. 4, б, г). Полученные данные 

коррелируют с более высоким накоплением как мар-

керного красителя родамина-123, так и изученных 

противоопухолевых препаратов клетками меланом 

Рис. 4. Влияние совместного действия салиномицина и доксорубицина (а, б), а также салиномицина и дакарбази-

на (в, г) на выживаемость MDR1+-клеток меланомы человека линии Mel-8 (а, в) и MDR1--клеток линии Mel-10 

(б, г). Салиномицин (5 мкМ) добавляли к клеткам за 24 ч до применения противоопухолевых препаратов. Выжи-

ваемость клеток оценивали через 72 ч инкубации с препаратами. По оси абсцисс – концентрация и сочетание 

использованных препаратов; по оси ординат – выживаемость клеток, в % от контроля

а б

гв
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линии и Mel-8 и Mel-10 в присутствии салиномицина 

(см. рис. 2, а, б). 

Таким образом, резюмируя полученные результа-

ты, можно заключить, что и MDR1-- и MDR1+-клетки 

меланомы человека высокочувствительны к ионо-

форному антибиотику салиномицину. Салиномицин 

не только увеличивает накопление флюоресцентного 

красителя родамина-123 в основной части опухолевых 

клеток меланом, но и снижает размер популяции SP – 

наиболее резистентной фракции опухолевых клеток 

– потенциально ОСК. Этот препарат при совместном 

добавлении усиливает накопление противоопухоле-

вых препаратов в клетках меланом и сенсибилизирует 

эти клетки к действию противоопухолевых препара-

тов доксорубицина и дакарбазина. Учитывая, что в 

настоящее время уже появились первые сообщения 

об использовании салиномицина для лечения боль-

ных при раке молочной железы и раке легкого [22], 

важно отметить, что этот препарат должен быть высо-

коэффективен и при лечении меланомы.
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