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ЕПІДЕРМАЛЬНИЙ ФАКТОР РОСТУ  
ПІДСИЛЮЄ ЦИТОТОКСИЧНИЙ/ЦИТОСТАТИЧНИЙ ЕФЕКТ НІМОТУЗУМАБУ  

ТА ПРОАПОПТИЧНУ ДІЮ β-D-КСИЛОФУРАНОЗИДУ НА КЛІТИНИ РАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ 
 

Оцінено ефективність комбінованого впливу на пухлинні клітини раку молочної залози лінії MCF-7 антитіл до ре-
цептора епідермального фактору росту – німотузумабу, синтетичної сполуки – β-D-ксилофуранозиду (Nu-13, гліко-
зидний аналог 6-азацитидину) в поєднанні з мітогеном епідермальним фактором росту. Показано, що ЕФР підсилює 
цитотоксичну/цитостатичну дію німотузумабу, та проапоптичну Nu-13.  
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Вступ. Стратегії комбінованої терапевтичної проти-

пухлинної дії на сьогодні включають вплив на різні мо-
лекулярні та клітинні мішені, які задіяні в прогресії но-
воутворень і є нечутливими до проапоптичних ендоген-
них та екзогенних сигналів[1-2]. Найбільш вивченим 
механізмом пригнічення апоптозу, який лежить в основі 
пухлинної трансформації, є аутокринне і паракринне 
підвищення експресії ростових факторів і/чи рецепторів 
до них в клітинах пухлинного клону. Більшість пептид-
них факторів росту проявляють мітогенні властивості і 
можуть діяти в аутокринних і/ чи паракринних метаболі-
чних петлях, визначаючи ступінь злоякісності пухлин [3-
5]. Рецептори з тирозинкіназною активністю, індукція 
яких специфічними мітогенами відбувається переважно 
за аутокринним механізмом за пухлинного росту, є од-
нією із головних мішеней селективної направленої про-
типухлинної терапії [2, 6]. РЕФР – тирозинкіназний ре-
цептор епідермального фактору росту, функціональна 
роль котрого пов'язана з адгезію, проліферацією та 
міграцією клітин [6-8]. Порушення взаємодій у системі 
ліганд-РЕФР приводить до посилення експресії клітин-
них протоонкогенів. Підвищена експресія РЕФР спосте-
рігається у 30% карцином людини і корелює з рівнем 
пухлинної інвазії та метастазування [7,8] Зокрема вва-
жають, що ErbB1 відіграє важливу роль у розвитку раку 
легенів і товстої кишки, а ErbB2 (або HER2) слугує по-
тужним онкогеном, задіяним у патогенезі раку молочної 
залози [9]. Тому пригнічення експресії рецепторів роди-
ни РЕФР на сьогодні є одним із широко використовува-
них прийомів протипухлинного впливу. Прикладом тар-
гетної терапії, мішенню якої є система ліганд-РЕФР, є 
застосування герцептину – гуманізованих моноклона-
льних антитіл до рецептора ЕФР другого типу (Erb B 
II/Her 2 neu) []9-12]. Таргетна протипухлинна терапія 
зазначеної спрямованості включає блокування рецеп-
торів специфічними моноклональними антитілами, інгі-
бування тирозинкіназ цих рецепторів, використання 
кон'югатів "ліганд-токсин" з цитотоксичною активністю, 
неспецифічне блокування рецепторів антагоністами, 
використання антисенсорних олігонуклеотидів, направ-
лених на регуляцію експресії рецепторів або їх лігандів 
[8-10]. Одним із перспективних напрямків вирішення 
проблеми пригнічення проліферації злоякісно трансфо-
рмованих клітин є розробка кон'югатів цитотоксичних 
препаратів з векторними поліпептидами [13]. Вибірко-
вість транспорту в даному випадку досягається за ра-
хунок здатності ліганду (вектора) до високоафінного 
зв'язування із специфічними рецепторами, експресова-
ними лише/переважно на клітинах-мішенях. Однак, 
створення лікарських форм препаратів на основі таких 
кон'югатів потребує додаткових технологічних розро-
бок, дослідження їх фармакодинаміки, фармакокінети-
ки, тощо. З іншого боку, суттєвою проблемою в проти-
пухлинній терапії є клітини пухлин, що знаходяться в 
G0-фазі клітинного циклу, оскільки біодоступність до них 
як хіміопрепаратів, так і гуманізованих антитіл є ниж-

чою, ніж до клітин проліфераративного пулу (S+G2/M). 
Тому розробляються додаткові підходи щодо застосу-
вання сполук, які можуть  синхронізувати пухлинні клі-
тини в синтетичній фазі (S), чутливість яких висока до 
протипухлинних препаратів, що є інтерколяторами ДНК; 
до антитубулінових препаратів (G2-M перехід); підви-
щувати чутливість до р53-індукованого апоптозу та ін. 
Саме тому, в даному експерименті в якості екзогенного 
стимулятора синтезу ДНК в клітинах MCF-7 (аденокар-
цинома молочної залози) з високим рівнем експресії 
РЕФР було використано ліганд РЕФР – ЕФР та оцінено 
його вплив на клітини в поєднанні з новосинтезованою 
сполукою – глікозидним аналогом 6-азацитидину -β-D-
ксилофуранозидом (Nu-13), що проявила виражений 
цитотоксичний/ антипроліферативний ефект до цих 
клітин [14] та німотузумабом (НТМ) – протипухлинним 
препаратом, вплив якого індукується шляхом інгібуван-
ня кіназ-залежного фосфорилювання РЕФР, що при-
зводить до зупинки клітинного циклу в G1 фазі. Отже, 
мета роботи полягала у визначенні цитотоксично-
го/цитостатичного, проапоптичного впливу НТМ, та Nu-
13 у поєднанні з ЕФР по відношенню до клітин MCF-7. 

Матеріали та методи досліджень. Клітини MCF-7 
інкубували в середовищі DMEM (Sigma, США) з дода-
ванням 10% ембріональної телячої сироватки (ЕТС, 
Sigma, США), 2мМ L-глутаміна та 40 мкг/мл гентаміцину 
за стандартних умов при 37oC та 5% CO2. Досліджувані 
сполуки додавали до клітин, що досягали 70-80% мо-
ношару. У випадку визначення комбінованого впливу, 
ЕФР вносили в середовище інкубації в концентрації 
5 нМ за півгодини до внесення Nu-13 або НТМ. Nu-13 
титрували в діапазоні концентрацій 10-6-10-3 М. НТМ 
використовували у лікарській формі (терапевтична доза 
складає 150 мг/м2 за  введення 1 раз на тиждень – або 
у нашому випадку із розрахунку на 100 тис кл/ мл інку-
баційного середовища – 1,5 мкг НТМ). Цитотоксич-
ний/цитостатичний, антипроліферативний ефект та 
життєздатність клітин визначали в МТТ-тесті [15, 16] за 
включенням в живі клітини розчинного в фізіологічних 
буферах барвника 3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-
дифеніл-2-тетразоліум броміду та перетворення його 
мітохондріальними дегідрогеназами в нерозчинні крис-
талили формазану фіолетового кольору. Після розчи-
нення останніх в диметилсульфоксиді, концентрацію 
живих клітин визначали за інтенсивністю забарвлення 
розчину в колориметричному аналізі при довжині хвилі 
570 нм.. Співвідношення живих та мертвих клітин, за 
включенням в останні барвника трипанового синього, 
визначали рутинним підрахунком в камері Горяєва. 
Розподіл пухлинних клітин згідно фаз клітинного циклу 
та відносну кількість апоптичних клітин аналізували  
методом проточної цитофлуориметрії [17]. Субстратну 
залежність та морфологію клітин було оцінено після 
зафарбовування клітин фіолетовим кристалічним як 
описано нами раніше[18]. Досліджувані показники ви-
значали після 48 годинної інкубації клітин з агентами. 
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Як контроль використовували клітини, які інкубували за 
таких же умов без агентів. Цитотоксичний ефект визна-
чали за відсотком мертвих клітин, цитостатичний – від-
носним вмістом клітин в G0–фазі та концентрацією живих 
клітин відносно контролю. Субстратну залежність визна-
чали за концентрацією прикріплених клітин до субстрату. 
Статистичний аналіз проводили за t-критерієм, достові-
рно значими вважали відмінності при P<0.05   

Результати та їх обговорення. Як свідчать наведені 
дані, цитотоксичний/цитостатичний ефект НТМ в комбі-
нації з ЕФР по відношенню до клітин MCF-7 становив 
56% (p<0,05) відносно контролю, в той час як додавання 
НТМ призводило до зменшення вмісту живих клітин, по-
рівняно з контролем на 45% (p<0,05); (рис.1). 
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Рис.1. Вміст живих клітин MCF-7 за впливу німотузумабу (НТМ), та НТМ в комбінації з ЕФР.  
Термін інкубації клітин з агентами та в контролі – 48 годин 

 

* – P<0.05, порівняно з контролем;,^-P<0.05, порівняно з НТМ; &-порівняно з ЕФР 
 

Як видно з наведених даних, концентрація живих 
клітин, визначена за рутинним підрахунком та в МТТ-
тесті, за впливу НТМ знизилась в 1,2 рази (P<0.05) про-
ти контролю, тоді як за спільного впливу НТМ та ЕФР 
цей показник був нижчим вдвічі (P<0.05) проти контро-
лю і в 1,6 рази (P<0.05) проти НТМ, та майже втричі – 

порівняно з дією ЕФР. Такий же ефект по відношенню 
до клітин MCF-7 спостерігався за комбінованої дії Nu-13 
з ЕФР: – інкубація клітин з Nu-13 в концентраціях 0,064, 
0,016, 1 та 4 мМ та передінкубацією з ЕФР в концентрації 
5 нМ, характеризувалась підсиленням цитотоксичного 
ефекту в середньому на 21,4±3,1% (P<0.05) (рис.2). 
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Рис. 2. Цитотоксичний/цитостатичний скринінг Nu-13 в діапазоні концентрацій (0,004-4мМ),  
застосованого самостійно та у комбінації з ЕФР (5 нМ), по відношенню до клітин MCF-7 

 

* – P<0.05, порівняно з контролем, ^-P – порівняно з Nu-13  
 
При визначенні розподілу клітин за фазами циклу, 60% яких в контролі перебували в G0/G1 фазі (табл.1) було по-

казано, що тест-агенти по-різному впливали на ці показники. 
 

Таблиця  1. Розподіл клітин MCF-7 згідно фаз клітинного циклу за впливу НТМ, Nu-13, ЕФР,  
застосованих самостійно та у поєднанні 

Тест-зразки G0/G1, % S, % G2/M, % 
Контроль 58,8 ± 2,1 32,6 ± 1,3 8,4 ± 1,6 
ЕФР 38,9 ± 0,9* 46,9 ± 1,4* 14,0 ± 1,9 
НТМ (1,5 мкг/мл) 73,4 ± 1,4* 25,3 ± 3,1 3,0 ± 0,3* 
НТМ (1,5 мкг/мл)+ЕФР(5нМ) 78,3 ± 2,2*,^ 20,4 ± 1,3* 3,9 ± 1,3* 
Nu-13 (1,6х10-5 М) 62,2±0,9 34,9±3,6 2,9±0,4* 
Nu-13 (1,6х10-5 М)+ЕФР (5 нМ) 49,0±3,7*,^ 41,5±0,1*,^ 9,5±2,2 

 
* – P<0.05, порівняно з контролем; ^P<0.05, порівняно з НТМ та Nu-13, застосованих самостійно 
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Як свідчать отримані дані, НТМ мав цитостатичний, 
цитотоксичний та проапоптичний вплив (табл.1 табл.2). 
Так, при додаванні до культивованих клітин НТМ, від-
носна кількість клітин у фазах G0/G1 зростала в 1,2 рази 
(P<0.05), порівняно з контролем, відсоток апоптичних 
клітин зростав в 4 рази (P<0.01), а мертвих клітин май-
же в 2 рази (P<0.05). Попередня інкубація клітин з ЕФР 
(5 нМ) 0,5 години перед додаванням НТМ характеризу-
валась збільшення відносного вмісту клітин в G0/G1 
фазі до 78,3 ± 2,2%, проти 73,4 ± 1,4% за впливу НТМ, 
58,8 ± 2,1 % в контролі та 38,9 ± 0,9% за впливу ЕФР. 

Відбувся також перерозподіл в концентрації апоптичних 
та мертвих клітин – зменшення відсотку апоптичних, 
порівняно з впливом самого лише НТМ та збільшенням 
мертвих, відповідно. 

За впливу Nu-13 відсоток клітин в G0/G1  майже не 
відрізнявся від такого у контролі, тоді як за впливу  
Nu-13+ЕФР можна було спостерігати збільшення попу-
ляції клітин проліферативного пулу, як в порівнянні з 
контролем, так і з Nu-13 (табл.1). Проте, виявлено збі-
льшення відносної кількості апоптичних клітин, як порі-
вняно з контролем, так і за дії Nu-13 (табл.2) 

    
Таблиця  2. Відсоток апоптичних та мертвих клітин MCF-7 за впливу НТМ, Nu-13, ЕФР,  

застосованих самостійно та у поєднанні 

Тест-зразки Вміст апоптичних клітин, % Вміст мертвих клітин, % 
Контроль 6,4 ± 1,1 9,3±1,8 
ЕФР 2,1 ± 0,2* 0,5±0,0* 
НТМ (1,5 мкг/мл) 24,5 ± 0,3* 17,4±3,5* 
НТМ (1,5 мкг/мл)+ЕФР(5нМ) 11,3 ± 0,9* ^ 34,6±2,2* ^ 
Nu-13 (1,6х10-5 М) 13,5±2,8* 14,4±0,3* 
Nu-13 (1,6х10-5 М)+ЕФР (5 нМ) 19,4±0,7* ^ 16,7±2,1* 

 
*,^ – P<0.05, порівняно з контролем та одноосібним використанням тест-зразка 
 
При визначенні морфологічних особливостей та 

формування локусів адгезії за дії всіх досліджуваних 
тест-зразків клітини після відмивки фізіологічними бу-
ферами профарбовували фіолетовим кристалічним, як 
описано [18]. Як видно із фото (рис.3.), за впливу НТМ 

самостійно та в поєднанні з ЕФР спостерігалось скуп-
чення клітин, з формуваннями в окремих зонах аналогів 
багатоклітинних сфероїдів, тоді як під впливом Nu-13 та 
Nu-13+ЕФР клітини набували еліпсоїдної фіорми з ви-
довженими відростками.  

  

  
Контроль ЕФР 

  
НТМ Nu-13 

  
НіТМ+ЕФР Nu-13+ЕФР 

 
Рис.3. Морфологічні особливості прикріплених до субстрату клітин за дії ЕФР, НТМ, Nu-13,  
застосованих самостійно та в поєднанні; забарвлення фіолетовим кристалічним; х320 
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Отже, проведене дослідження з використанням куль-
тивованих пухлинних клітин MCF-7 з високим рівнем екс-
пресії РЕФР показало, що цитотоксичний/цитостатичний 
ефект за спільної дії специфічного ліганду до РЕФР у 
поєднанні з препаратом таргетної дії, направленої на 
РЕФР зростає. Поєднання впливу ЕФР та глікозидного 
аналогу 6-азацитидину Nu-13 характеризувалось збіль-
шенням відносного вмісту апоптичних клітин, як порівня-
но з контролем, так іза впливу одного лише Nu-13. Ви-
значення механізмів комбінованого впливу ЕФР із НТМ 
та Nu-13 потребують подальших досліджень. 

Висновок: 
Таким чином, застосування гуманізованих антитіл 

(німотузумаба) до рецептора ЕФР 1 типу в комбінації з 
ЕФР може розглядатись як ефективна антипроліфера-
тивна комбінація по відношенню до пухлинних клітин з 
експресією рецепторів ЕФР. Щодо Nu-13, то за суміс-
ної дії з ЕФР виявлено збільшення відносного вмісту 
апоптичних клітин. 
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ЭПИДЕРМАЛЬНЫЙ ФАКТОР РОСТА УСИЛИВАЕТ ЦИТОТОКСИЧЕСКИЙ / ЦИТОСТАТИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ  

НИМОТУЗУМАБУ И ПРОАПОПТИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ β-D-КСИЛОФУРАНОЗИДУ  
НА КЛЕТКИ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

Оценена эффективность комбинированного воздействия на опухолевые клетки рака молочной железы линии MCF-7 антител к 
рецептору эпидермального фактора роста – нимотузумабу, синтетического соединения – β-D-ксилофуранозиду (Nu-13 гликозидную 
аналог 6-азацитидину) в сочетании с митогеном эпидермальным фактором роста. Показано, что ЭФР усиливает цитотоксическое / 
цитостатическое действие нимотузумабу и проапоптичну Nu-13.  

Ключевые слова: опухолевые клетки, рак молочной железы, эпидермальный фактор роста. 
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EGF INCREASES CYTOTOXIC/CYTOSTATIC EFFECT OF NIMOTUZUMAB AND PROAPOPTOTIC ACTION  

OF 6-AZACYTOSINE β-D-XYLOFURANOSIDE TO CELLS OF BREAST ADENOCARCYNOMA (MCF-7) 
The efficiency of the combined effects on tumor cells of breast cancer MCF-7 antibodies to epidermal growth factor receptor – nimotuzumab, 

synthetic compounds – β-D-xylofuranoside (Nu-13, glycoside analogue 6 azacytosine) in combination with epidermal growth factor. Shown that 
EGF enhances the cytotoxic / cytostatic effect nimotuzumabu and proapoptotic action Nu-13. 

Keywords: tumor cells, breast cancer, epidermal growth factor. 
 


