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Введение. Выполнение настоящего исследования обусловлено двумя обстоятельствами. Одно 
из них исходит из признания того, что строго гармонизированные и жестко контролируемые  
в пространстве, времени, а также по амплитуде внешнесредовые влияния эндогенных ростовых 
факторов на базовые клеточные процессы (рост, развитие, пролиферация, дифференцировка, 
миграция, метаболизм, естественное отмирание, генная экспрессия) в злокачественных неопла-
зиях подвергаются дисрегуляции, служа одной из причин онкогенеза [5, 13, 30].

Чрезмерное образование ростовых факторов и их специализированных рецепторов, точечные 
мутации, хромосомные реаранжировки (делеции, дупликации, инверсии, транслокации и пр.), 
как и аберрантное сплайсирование рецепторов, приводят к созданию перманентной ауторегу-
ляторной петли обратной связи, благодаря чему трансформированные клетки становятся само-
достаточными и независимыми от экстрацеллюлярных «директив», указывающих, как им по-
ступить в данный момент, исходя из интересов целостного организма. В результате, ускользая из-
под контроля в норме лимитирующих влияний, неопластические клетки приобретают присущие 
им черты: безудержность деления, иммортализованность, инвазивность, склонность к метастазиро-
ванию, стремление к созданию собственной васкулярной системы [8, 9, 11, 22, 25].

Ключевая роль в данном процессе принадлежит тирозинкиназным рецепторам ростовых 
факторов. Именно постоянное самопроизвольное фосфорилирование тирозиновых или серин-
треониновых остатков в интрацеллюлярных доменах с помощью АТФ даже в отсутствие лигандов 
способствует триггерированию нижележащих сигнальных каскадов, в результате чего трансфор-
мированные клетки приобретают витальность [24]. 

Поэтому сегодня ингибирование этого инициального пускового звена стало предметом ак-
тивного исследования как натуральных [4], так и искусственно создаваемых аналогов [5, 23], от-
личных по природе и точкам непосредственного приложения. За последнее 10-летие фармакоин-
дустрия изготовила 11 уже одобренных Департаментом питания и лекарственных средств (FDA, 
США) тирозинкиназных ингибиторов, применяемых при терапии пациентов с разными типами 
опухолей, а 30 находятся в фазе клинических испытаний (в дальнейшем они могут быть исполь-
зованы либо в качестве самостоятельных медикаментов, либо в сочетании с традиционными хи-
миотерапевтическими схемами) [5, 23].

Среди них особенно успешными оказались селективные низкомолекулярные энзиматиче-
ские супрессоры типа иматиниба (Imatinib, Gleeveb), эрлатиниба (Erlatinib, Tarceva), гефитини-
ба (Gefitinib, Iressa), Az623 (Astra Ceneca) и др. [12, 15, 16, 28, 31], а также моноклональные анти-
тела, перекрывающие взаимодействие ростовых факторов со своими высокоаффинными сайта-
ми: герцептин (Herceptin, Trastuzumab), ритуксимаб (Rituximab, Retuxan), цетуксимаб (Cetuximab, 
Erbitux) и пр. [5, 23].
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Недавно было установлено, что гетероциклические соединения ряда изотиазола являются 
ингибиторами киназ и способны гасить активность тирозинкиназных рецепторов фактора роста 
эндотелия сосудов 1 и 2 (VEGFR-1, VEGFR-2) [6], а одно из производных мочевины с изотиазо-
ловым фрагментом (препарат СР-547.632) сейчас проходит клинические испытания [7].

Исследования, проведенные коллективом ИФОХ НАН Беларуси, были направлены на констру-
ирование новых 5-замещенных 1,2-тиазол-3-ил карбамидов и их гетероциклических 1-2-оксазол-
3-ил карбамид замещенных изомеров [3]. Некоторые из них продемонстрировали способность 
существенно усиливать цитотоксические эффекты в культуре клеток нейроэпителиальных опу-
холей человека [14]. 

Вторым поводом к проведению данной работы послужило то обстоятельство, что в послед-
нее время был получен очередной реагент – 4,5-дихлоризотиазол-3-карбоновая кислота – ИТКК 
(рис. 1), антиопухолевые эффекты которого необходимо было изучить как при индивидуальном, 
так и при совместном с цитостатиками применении. 

Цель работы – изучить цитотоксическое влияние 4,5-дихлоризотиазол-3-карбоновой кисло-
ты на культивируемые клетки асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ) и их поведение в организме 
животных при персональной и комбинированной аппликации со сниженной дозой цисплатина.

Материалы и методы исследования. Объектом исследования служили клетки АКЭ, как 
культивируемые, так и имплантированные половозрелым мышам (массой 23–25 г) обоего пола 
Af линии. Животные находились в стандартных условиях вивария Института физиологии НАН 
Беларуси, а все манипуляции с ними выполняли в соответствии с правилами, регламентирован-
ными Европейской конвенцией о гуманном обращении с животными, используемыми для экс-
периментальных и научных целей (Страсбург, 1986).

Режим культивирования. Исходные клеточные элементы для работы in vitro получали из ас-
цитной жидкости мышей-опухоленосителей (n = 3) и в количестве 800 тыс/мл помещали в 35-мил-
лиметровые пластиковые чашки Петри (Nunc, Дания) со средой Игла в модификации Дульбекко 
(ДМЕМ, Sigma-Aldrich, США), в которую затем добавляли 15 %-ную телячью эмбриональную сы-
воротку (Sigma–Aldrich, США) и 10–4 г/мл раствора сульфата гентамицина («Белмедпрепараты», 
Беларусь). Посевы инкубировали в течение 2 сут в СО2-инкубаторе (Triple-Trak, Instruments, Вели-
коб ритания) с 5 %-ным содержанием углекислоты при температуре 37 °С и 95 %-ной влажности [20]. 

Протокол испытания реагентов. По прошествии 24 ч от момента высевания, когда клеточ-
ная конфлюентность достигала 50–60 %-ного уровня, в питательную среду вносили либо ИТКК 
в концентрациях 0,1; 1 и 10 мкг/мл, либо цисплатин (ООО «ЛЭНС-Фарм», Россия) в дозе 1 мкг/мл, 
либо их комбинацию при 10-кратно сниженной концентрации цитостатика и максимальной 
ИТКК для верификации итогов их возможного взаимодействия. Экспонирование с ними дли-
лось 1–2 сут, после чего оценивали индекс пролиферации и степень гибели клеток по сравнению 
с контрольными образцами, не подвергавшимися их влиянию. 

Для определения митотического индекса из чашек Петри удаляли питательную среду. 
Оставшиеся клетки дважды промывали ЭДТА («Диалек», Беларусь) и на 2–3 мин погружали  
в раствор 0,25 %-ного трипсина и 0,02 %-ного ЭДТА (Sigma-Aldrich, США) при 37 °С. Затем их 
пипетировали и в объеме 20 мкл вносили в гемацитометр («Минимед», Россия), где производили 
количественный подсчет по всей площади камеры Горяева при разведении средой Дульбекко 
1:100 по формуле 

 Х = [Nn/N0]·100,

Рис. 1. Структурная формула 4,5-дихлоризотиазол-3-карбоновой кислоты – ИТКК  
(молекулярная масса 198,03, г/моль)
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где Х – индекс пролиферации; Nn, N0 – соответственно численность клеток, подвергавшихся и не 
подвергавшихся обработке испытуемыми веществами. 

Чувствительность неопластических клеток к тестируемым реагентам детектировали в гема-
цитометре по их витальности после предварительного (2–3 мин) пребывания в 0,2 %-ном растворе 
трипанового синего (Alta Aesar, Германия). Для этого средовое окружение заменяли 1 мл 0,25 %-ного 
раствора трипсина с ЭДТА, где образцы выдерживали 5 мин при 37 °С. Далее клетки пипетиро-
вали, окрашивали и переносили в камеру Горяева. Подсчитывали количество мертвых (поглотив-
ших краситель) и живых (прозрачных) элементов в 15 больших квадратах по диагонали и уста-
навливали их соотношение [1]. 

Дополнительно к описанным процедурам с целью исключения возможных побочных влияний 
компонентов средового окружения (трипсин с версеном, трипановый синий и др.) на финальные 
результаты проводили анализ цифровых изображений при витальной фотосъемке культур с по-
мощью цифровой камеры Altra 20 (Olympus, Япония), снабженной программным обеспечением 
Analysis getlT, и инвертированного микроскопа НУ-2Е (Carl Zeiss, Германия), используя програм-
му Image J (версия 1.38r). С каждой чашки Петри (n = 60) делали по 5 снимков в зоне аппликации 
агентов. Всего обследовано 65 посевов. 

Эксперименты in vivo. По истечении двухнедельного карантина в подлопаточную область 
спины мышей (n = 80) подкожно трансплантировали по 6 млн разведенных в растворе Хэнкса 
клеток АКЭ, полученных от предшествующей генерации мышей-опухоленосителей, в объеме 
0,2 мл. В асептических условиях из брюшной полости убитых мышей извлекали асцитную жид-
кость и после разведения ее в растворе Хэнкса согласно общепринятой методике [2] подсчитыва-
ли количество в ней трансформированных клеток. 

Порядок испытания реагентов. Тестируемые вещества вводили внутрибрюшинно на 8-е сутки 
после процедуры прививания АКЭ. Каждое из них инъецировали раз в день на протяжении 3 сут: 
ИТКК в концентрации 10 мг/мл (сообразно данным in vitro) – в объеме 0,2 мл (n = 19), цисплатин – 
в дозе 0,5 мг/мл при пересчете на площадь поверхности тела мышей в объеме 0,1 мл (n = 22), а их 
сочетание в том же режиме: сначала (инициально) – цитостатик (1/10 дозы), затем (контрлате-
рально) – ИТКК (n = 19). Контролем служила группа животных (n = 20), получавших эквивалент-
ное количество физиологического раствора.

 По прошествии 26-суточного постпрививочного периода у половины мышей определяли мас-
су подкожно выросших новообразований (n = 40). Мышей умерщвляли мгновенной дислокацией 
шейных позвонков в кранио-цервикальном направлении. Опухоли извлекали из области их ло-
кализации и взвешивали на электронных весах ARO640 (Ohaus Corp. Pine Brook, NJ, США). 

Половину особей (n = 40) обследовали на предмет установления увеличения продолжитель-
ности их жизни (УПЖ) как после обработки испытуемыми веществами (n = 30), так и без нее 
(n = 10). Увеличение этого показателя в процентах к контролю служило индикатором эффектив-
ности терапевтического применения тестируемых агентов. Она определялась по формуле

 УПЖ = [(СПЖ опыта– СПЖконтроля)/СПЖконтроля]·100 % ,

где СПЖ – средняя продолжительность жизни.
Статистический анализ результатов выполняли, используя программный пакет Statistica (вер-

сия 6.0). При сопоставлении двух групп по выраженности количественных признаков применяли 
тест Манна–Уитни для непараметрических выборок и t-критерий Стьюдента для совокупностей 
попарно связанных вариант. Отличия относили к категории статистически значимых при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение. Итоги анализа влияния ИТКК, цисплатина и их сочетания на 
митогенную активность и витальность клеток in vitrо при одно- и двухсуточном экспонирова-
нии представлены в таблице и на рис. 2. 

Из таблицы и рис. 2 видно, что ИТКК в различных разведениях практически независимо  
от времени экспонирования демонстрировала заметное подавление и митотической активности, 
и клеточной витальности. Однако ее эффекты по степени выраженности явно уступали таковым 
цисплатина как при одно-, так и при двухсуточной обработке культуральных объектов, а при 
одновременном внесении ее в питательную среду (10 мг/мл) ослаблялось индивидуальное влия-
ние цитостатика на оба тестируемые показателя. 



49

Изменение индекса пролиферации и выживаемости клеток АКЭ при действии ИТКК,  
цисплатина и их сочетания на первые и вторые сутки экспонирования

Серия опыта Количество  
посевов

Концентрация реагентов,  
мг/мл

Индекс  
пролиферации

Гибель клеток,  
%

Первые сутки
Контроль 5 – 7,4 ± 0,8 11,0 ± 1,3
Цисплатин 5 1,0 1,2 ± 0,1* 82,6 ± 13,3*

ИТКК 5 0,1 1,7 ± 0,4* 28,7 ± 6,7
ИТКК 5 1,0 4,4 ± 0,9* 19,1 ± 4,6
ИТКК 5 10,0 3,5 ± 0,8* 54,4 ± 8,7*

Цисплатин + ИТКК 5 0,1+10,0 2,7 ± 0,5*+ 68,0 ± 7,9*

Вторые сутки
Контроль 5 – 4,9 ± 0,3 18,2 ± 1,6
Цисплатин 5 1,0 1,0 ± 0,1* 90,8 ± 11,3*

ИТКК 5 0,1 1,3 ± 0,4 49,0 ± 6,2
ИТКК 5 1,0 1,4 ± 0,2* 47,6 ± 7,2*

ИТКК 5 10,0 1,4 ± 0,5* 53,7 ± 9,2*

Цисплатин + ИТКК 5 0,1+10,0 2,6 ± 0,3*+ 71,0 ± 4,9*+

П р и м е ч а н и е. * – достоверные отличия от контроля; + – аналогичные отличия эффектов комбинационного 
воздействия от таковых при индивидуальном применении цитостатика.

Рис. 2. Визуальная оценка численности клеток АКЭ к исходу первых суток их культивирования в контроле (в),  
при аппликации ИТКК (а), цисплатина (г) и их сочетания (б)
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Таким образом, ИТКК обладает умеренным (отчасти зависимым от дозы и времени экспони-
рования) ингибирующим влиянием на выживаемость и митоз клеток АКЭ. Однако при совмеще-
нии с цисплатином в 10-кратно сниженной концентрации она не в состоянии сохранить макси-
мальный эффект химиопрепарата на эти показатели в дозировке, адекватной используемой в кли-
нических условиях.

На втором этапе наблюдений сопоставительной оценке подвергалось индивидуальное и со-
вмещенное противоопухолевое воздействие испытуемых реагентов на массу АКЭ и продолжи-
тельность жизни животных – ее носителей. Результаты этих исследований отражены на рис. 3, 4.

Наблюдается выраженное падение массы опухолей (с 0,802 ± 0,14 г в контроле до 0,494 ± 0,12 г), 
составившее у особей, получавших ИТКК, 38,4 %. Однако оно не достигло уровня статистической 
значимости (рис. 3, 3). Вместе с тем цисплатин инициировал максимальное снижение (на 80,9 %) 
веса новообразований (см. рис. 2, 3), а его сочетание с гетероциклом приводило к явному ослаблению 
(p < 0,05) эффекта химиопрепарата, хотя полученные величины продолжали удерживаться в рам-
ках доверительного интервала (рис. 3, 4). В этом варианте масса опухолей (0,449 ± 0,08 г) редуци-
ровалась всего на 44,0 % (p < 0,05) и лишь на 6 % превосходила показатели у мышей, обработан-
ных ИТКК. 

Следовательно, ИТКК обладает невысокой противоопухолевой активностью. Подтвержде- 
нием тому служит отсутствие влияния последней на продолжительность жизни животных (рис. 4). 
Его использование знаменовалось лишь 7,5 %-ным приростом (p > 0,05) продолжительности жиз-
ни (до 89,8 ± 9,9 сут) относительно контрольной группы (83,5 ± 7,6 сут) (рис. 3, 4), тогда как циспла-
тин увеличивал этот показатель на 63,1 % (при p < 0,05), доводя его до 136,2 ± 12,3 сут (см. рис. 2, 4). 
Одновременная инъекция реагентов (рис. 4, 4) увеличивала выживаемость только на 12,8 % 
(p > 0,05), т. е. в среднем повышала ее на 10 сут сравнительно с контролем и недостоверно (p > 0,05) 
на 5–6 сут относительно показателя у особей, обработанных только гетероциклом (рис. 3, 4).

По действию иных аналогов гетероциклов in vitro и in vivo на разные типы новообразований 
представленные фактические материалы отчасти согласуются с имеющимися в литературе [4, 7, 
10, 14, 15, 17–19, 21, 26, 27, 29, 32–34]. Однако анализ публикаций однозначно свидетельствует о том, 
что испытуемое соединение уступает им по противоопухолевой активности.

Выводы

1. Судя по степени снижения индекса пролиферации и витальности культивируемых клеток 
АКЭ, ИТКК обладает умеренным цитотоксическим влиянием на них и проявляет слабое анти-
канцерное действие как на рост указанных опухолей при их имплантации мышам, так и на про-
должительность жизни последних.

      
Рис. 3. Масса опухолей у мышей спустя 26 сут после 
имплантации им клеток АКЭ: 1 – контроль; 2, 3, 4 – 
по завершении 3-суточной обработки животных 
цисплатином, ИТКК и их комбинацией соответст- 
венно. Статистически значимые отличия: * – от 

контроля, + – между группами животных 2 и 4

Рис. 4. Продолжительность жизни мышей после 
имплантации им клеток АКЭ: 1 – контроль; 2, 3, 4 – 
по завершении 3-суточной обработки животных 
цисплатином, ИТКК и их комбинацией соответ- 
ственно. * – статистически значимые отличия от 

контроля



2. В отличие от гетероцикла, цисплатин в стандартных дозах инициирует выраженный про-
тивоопухолевый эффект как in vitrо, так и in vivo, резко подавляя митоз и выживаемость клеток  
в посевах, а также развитие новообразований в организме животных, что существенно пролон-
гирует срок жизни мышей.

3. Комбинация тестируемых агентов либо ослабляет цитотоксическую действенность исследу-
емого соединения (in vitrо), либо полностью нивелирует ее (in vivo).
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COMPARATIVE EVALUATION OF THE CYTOTOXIC  
EFFECTS OF 4.5-DICHLORIZOTHIAZOL-3-CARBOXYLIC ACID, CISPLATIN,  
AND THEIR COMBINATIONS ON EHRLICHʼS ASCITIC CARCINOMA CELLS

Summary

In experiments on Ehrlich’s ascitic carcinoma cell culture in mice tumor-bearers, the cytotoxic action of 4.5-dichlori- 
zothiazol-3-carboxylic acid (DTCA), cisplatin, and their combination on the mitogenic activity, the cell death (in vitro), the 
tumor mass, and the life span of animals (in vivo) has been studied. It is established that DTCA has a minor (in vitro) and mild 
(in vivo) antitumoral effect. The combination of a heterocyclic compound and a chemotherapeutic agent in a ten-fold decreased 
dose diminishes the expressed cytostatic effects in the concentrations adequate to the clinical ones but does not intensify them.


