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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Механизмы токсического действия доксорубицина (ДОК) на почки остаются неясными, что 
послужило основанием для уточнения влияния ДОК на клетки с использованием в качестве клеточной эукариотической 
модели Saccharomyces cerevisiae. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. В исследовании использовался штамм S. cerevisiae YPH499. 
Инкубацию клеток с различными концентрациями доксорубицина проводили в течение 24 часов. Степень повреждения 
ДНК оценивали по активности гена рибонуклеотидредуктазы-3 (RNR3). Определяли концентрацию восстановленного 
глутатиона (TSH), окисленного глутатиона (TSSH, содержание малонового диальдегида (МДА). РЕЗУЛЬТАТЫ. ДОК вызывал 
снижение клеточной пролиферации, приводил к росту концентрации TSH, при этом отмечался достоверный рост концен­
трации TSST, но выраженный в меньшей степени. В контрольных экспериментах отношение TSH/reST было 7,33±0,28, 
тогда как в экспериментах с 10, 20, 30, 40, 50 мкМ ДОК отношение ГSH/ГSSГ составляло 7,52±1,08 (p>0,05); 5,51±0,46 (p< 
0,01); 6,38±2,39 (p>0,05); 5,19±0,63 (p<0,01) и 5,05±0,70 (р<0,01), соответственно. ДОК вызывал увеличение экспрессии гена 
RNR3. Содержание малонового диальдегида существенно не изменялось. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. При инкубации S. cerevisiae в 
среде, содержащей ДОК и глюкозу, увеличение TSH, обусловленное экспрессией гена RNR3, компенсирует избыточное 
образование свободных радикалов и не ведет к свободно-радикальному повреждению биомолекул. В почках животных 
при введении ДОК не обеспечивается достаточной концентрации TSH, и в этих условиях свободные радикалы индуцируют 
оксидативный стресс за счет редокс циклических реакций ДОК.
Ключевые слова: глутатион, доксорубицин, оксидативный стресс, рибонуклеотидредуктаза, Saccharomyces cerevisiae. 

ABSTRACT
THE AIM of the investigation was to specify effects of doxorubicin (DOX) on renal cells using eukaryotic model Saccharomyces 
cerevisiae since the mechanisms of toxic effects of DOX on the kidneys still remain obscure. MATREIALS AND METHODS. The 
investigation was performed with strain S.cerevisiae YPH499. Incubation of the cells with different concentrations of DOX lasted 
24 hours. The degree of injury of DNA was evaluated by activity of the ribonucleotide reductase -3 (RNR3). The concentration of 
reduced glutathione (G-SH), oxidized glutation (G-SSG), contents of malonic dialdehyde (MDA) were determined. RESULTS. DOX 
caused a decrease of cell proliferation, resulted in growing concentration of G-SH and so a reliable growth of the concentration 
of G-SSG was noted, but in less degree. In control experiments the ratio G-SH/G-SSG was 7.33±0.28 while in experiments with 10, 
20, 30, 40, 50 mkM DOX the ratio G-SH/G-SSG was 7.52± 1.08 (p>0.05); 5.51±0.46 (p<0.01); 6.38±2.39 (p>0.05); 5.19±0.63 
(p<0.01) and 5.05±0.70 (p<0.01) respectively. DOX induced expression of gene RNR3. The content of malonic dialdehyde did not 
substantially change. CONCLUSION. During the incubation of S.cerevisiae in the medium containing DOX and glucose an 
increase of G-SH due to expression of gene RNR3 compensates the redundant formation of free radicals and does not lead to 
free-radical damage of biomolecules. In the kidneys of animals administration of DOX fails to provide a sufficient concentration 
of G-SH and under these conditions free radicals induce oxidative stress at the expense of redox of cyclic reactions of DOX.
Key words: glutation, doxorubicin, oxidative stress, ribonucleotide reductase, Saccharomyces cerevisiae.

ВВЕДЕНИЕ

Механизмы действия антрациклиновых анти­
биотиков на почки остаются неясными [1]. Ранее 
нами было показано, что в ответ на введение кры­
сам доксорубицина (адриамицин) происходит сни­
жение концентрации восстановленного глутатиона 
(rSH) в почках крыс [2]. Это может свидетель­
ствовать, что токсическое действие доксорубици­
на (ДОК) на почки обусловлено индукцией окси- 
дативного стресса. Однако снижение концентра­

ции rSH может быть также следствием внутри­
клеточных метаболических нарушений [3]. Более 
того, в литературе имеются данные, свидетель­
ствующие, что ДОК может вызывать увеличение 
внутриклеточного содержания rSH [4].

Среди возможных механизмов токсического 
действия ДОК на клетки обсуждается ДНК-по- 
вреждающее действие [5]. В результате повреж­
дения ДНК запускается каскад событий, связан­
ный с активацией внутриклеточных сигнальных и
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метаболических путей, в том числе активируется 
ген рибонуклеотидредуктазы-3 (RNR3), активность 
которого коррелирует с концентрацией TSH, что 
также косвенно свидетельствует о возможности 
влияния ДОК на внутриклеточную концентрацию 
rS H  [6,7].

Удобной моделью для изучения внутриклеточ­
ных сигнальных механизмов являются одноклеточ­
ные эукариотическое организмы -  Saccharomyces 
cerevisiae [8]. Это связано с тем, что многие внут­
риклеточные метаболические, генетические и сиг­
нальные механизмы в общих чертах схожи у боль­
шинства эукариотических клеток различных видов. 
S. cerevisiae уже успешно использовались с целью 
изучения токсических эффектов лекарственных 
средств, в том числе и антрациклиновых антибио­
тиков [9].

Целью исследования явилось уточнение влия­
ния ДОК на клетки с использованием в качестве 
клеточной эукариотической модели Saccharomyces 
cerevisiae.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследовании использовался штамм YPH499 
(MATa, ura3-52, lys2-801, ade2-101, trp1-delta63, 
his3-delta200, leu2-deltaT). Плазмиду pZZ2 (YCp, 
URA3, RNR3-LacZ) мы получили от д-ра С. Элед- 
жа (Центр геномики и протеомики, Гарвардская 
школа медицины, Бостон, США) [6].

Инкубацию клеток с различными концентраци­
ями доксорубицина проводили в течение 24 часов 
при температуре 250 С в минимальной синтетичес­
кой среде без урацила. Проводилось 5 опытов с 
одной и той же концентрацией ДОК. Инкубация осу­
ществлялась в круглодонных колбах объёмом 250 
мл, объем среды -  30 мл, на качалке (250 об/мин). 
Для определения степени клеточной пролиферации 
определялась оптическая плотность клеток при 600 
нм (OD600) [10].

Начальная концентрация клеток во всех опы­
тах была одинаковой и составляла OD600= 0,3. 
Трансформацию клеток осуществляли с использо­
ванием ацетата лития по методу Р. Гейтца [11].

Для оценки степени повреждения ДНК исполь­
зовали показатель экспрессии гена рибонуклеотид- 
редуктазы-3 (RNR3), который кодирует большую 
субъединицу фермента рибонуклеотидредуктазы 
[6]. Степень генотоксического эффекта доксору­
бицина мы оценивали с помощью генетической 
конструкции RNR3-LacZ, которая была включена 
в низкокопийную плазмиду pZ22. В генетической 
конструкции RNR3-LacZ промотор гена рибонук­
леотидредуктазы 3 сцеплен с ферментом бета- 
галактозидазы. Это дает возможность по величи­

не активности Р-галактозидазы судить о степени 
экспрессии гена рибонуклуотидредуктазы 3 [12].

Определение активности Р-галактозидазы про­
водилось с использованием о-нитрофенилгалакто- 
пиранозида в качестве субстрата и выражалась в 
единицах Миллера [13].

Концентрация rS H  и r S S r  определялась по 
методу Баккера [14]. Количество rS H  и r S S r  
выражали в (мМ х мл)/(107 клеток). Для этого пе­
ред лизисом клеток определялась их оптическая 
плотность при 600 нм. При оптической плотности 
OD600 = 1,0 (L = 1,0) количество клеток принима­
лось равным 1 х 107 [10].

Результаты обработаны статистически с ис­
пользованием критерия Стьюдента для парных 
переменных. Показатели представлены как M±SD. 
Различия между сериями экспериментов считали 
достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлена выраженность клеточ­
ной пролиферации при разных концентрациях док­
сорубицина. Как видно из графика, доксорубицин 
вызывал замедление клеточной пролиферации S. 
cerevisiae при концентрациях от 10 до 50 мкмоль.

Содержание rS H  и r S S r  при различных концен­
трациях доксорубицина представлено на рис. 2. Док­
сорубицин вызывал увеличение концентрации rSH , 
при этом одновременно с ростом концентрации rSH  
отмечался достоверный рост концентрации rS S r, но 
выраженный в меньшей степени. Отношение rSH / 
rS S r  с ростом концентрации доксорубицина сни­
жалось. Так, в контрольных экспериментах этот по­
казатель составлял 7,33 ± 0,28, тогда как в экспе­
риментах с 10, 20, 30, 40, 50 мкМ ДОК отношение

Рис. 1. Пролиферация клеток S. Cerevisiae, инкубирован­
ных в среде с разной концентрацией доксорубицина. При­
мечание: * -  p < 0,05; ** -  p < 0,01.
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Рис. 2. Содержание TSH и TSST в клетках S. Cerevisiae, инку­
бированных в среде с разной концентрацией доксоруби- 
цина. Примечание: * -  p < 0,05; ** -  p < 0,01; *** -  p < 0,001.

Рис. 3. Активность b-галактозидазы в клетках S. Cerevisiae, 
инкубированных в среде с разной концентрацией доксору- 
бицина. Примечание: * -  p < 0,05; ** -  p < 0,01.

Рис. 4. Концентрация малонового диальдегида в клетках S. 
Cerevisiae, инкубированных в среде с разной концентраци­
ей доксорубицина. Примечание: НД -  различие недосто­
верно.

rS H /rS S r  составляло 7,52±1,08 (p>0,05); 5,51±0,46 
(p< 0,01); 6,38±2,39 (p>0,05); 5,19±0,63 (p<0,01) и 
5,05±0,70 (р<0,01), соответственно.

Наибольшая активность р-галактозидазы и, 
соответственно, наибольшая экспрессия гена ри- 
бонуклеотидредуктазы-3 наблюдалась при концен­
трации доксорубицина в ростовой среде равной 20 
мкМ, а минимальная активность при концентрации 
доксорубицина 40 мкМ (рис. 3).

Содержание малонового диальдегида при ин­
кубации клеток в среде, содержащей ДОК, не от­
личалось от контроля (рис. 4).

О БСУЖ ДЕНИЕ

Представленные данные свидетельствуют, что 
ДОК вызывает увеличение внутриклеточного со­
держания TSH у S. cerevisiae. Сам по себе факт 
роста концентрации TSH в ответ на добавление в 
ростовую среду доксорубицина не является необыч­
ным и уже отмечался в экспериментах на культу­
рах эукариотических клеток [4]. Однако наши дан­
ные не согласуются с многочисленными фактами, 
свидетельствующими о снижении концентрации TSH 
в ответ на введение доксорубицина, в частности, в 
предыдущих работах мы отмечали, что в ответ на 
введение крысам доксорубицина происходит сни­
жение концентрации TSH в почках [2].

Расхождение данных, полученных на эукари­
отической модели S. cerevisiae с эксперименталь­
ными данными, полученными на животных, по на­
шему мнению, можно объяснить различной дос­
тупностью  глю козы . О кисление глю козы в 
пентозо-фосфатных путях является основным ис­
точником НАДФН2 для клетки, и следовательно, 
восстановленных эквивалентов в виде TSH. S. 
cerevisiae культивировались в среде с высоким 
содержанием глюкозы. В то же время клетки по­
чек экспериментальных животных могли испыты­
вать дефицит в глюкозе.

Глутатион восстановленный -  низкомолекуляр­
ный содержащий серу трипептид, который может 
легко окисляться и быстро восстанавливаться, в 
этой связи он участвует во многих биохимических 
и фармакологических реакциях, регулирует эксп­
рессию генов и апоптоз [15]. Показано, что отсут­
ствие адаптивного адекватного увеличения TSH 
способствует большему повреждающему дей­
ствию свободных радикалов [16]. Свободные ра­
дикалы могут вести к апоптозу, в частности, это 
показано при гентамициновой нефротоксичности 
[17]. При остром пуромициновом нефрозе оксида- 
тивный стресс ведет к развитию апоптоза, что кор­
релирует с уровнем протеинурии у Sprague-Dawley 
крыс [18].

74



ISSN 1561-6274. Нефрология. 2006. Том 10. №4.

Следует отметить значение полиморфизма ге­
нов, ответственных за реакцию организма на окси- 
дативный стресс [15]. Кроме того, разные ткани 
одного и того же организма по-разному отвечают 
на введение ДОК [19,20]. Большую подверженность 
сердца токсическому действию ДОК объясняют 
низкой активностью антиоксидантных ферментов, 
в отличие от тканей печени и почек [21].

Доксорубицин способен принимать электрон 
и восстанавливаться до семихинона [22]. Доксо­
рубицин в форме семихинона является свободным 
радикалом и способен восстанавливать кислород 
до супероксид анион-радикала. В ходе реакции с 
кислородом, кроме супероксид анион-радикала, 
генерируется исходная форма доксорубицина (т.е. 
хинон). Такие свойства доксорубицина делают 
возможным повреждение ДНК либо непосред­
ственно свободными радикалами, либо их продук­
тами.

Полученные нами данные свидетельствуют, 
что экспрессия RNR3 достигала максимума при 
20 мкмолях, при дальнейшем росте концентрации 
доксорубицина степень экспрессии RNR3 несколько 
снижалась.

Интересно, что легкая острая гентамициновая 
нефротоксичность предохраняет почки от хрони­
ческих структурных изменений у крыс с односто­
ронней нефрэктомией и адриамициновым нефрозом 
[17]. Механизм протективного действия низких доз 
гентамицина не ясен, однако аминогликозиды в 
низких дозах при кратковременном применении 
могут увеличивать клеточную пролиферацию [23].

Увеличение экспрессии RNR3 происходило на 
фоне повышения концентрации TSH. Фермент ри- 
бонуклеотид редуктаза восстанавливает рибозу до 
дезоксирибозы, используя при этом в качестве 
доноров водорода глутаредоксин и тиоредоксин. 
Глутаредоксин, окисляясь в реакции восстановле­
ния рибонуклеотидов, сам восстанавливается за 
счет окисления глутатиона [24].

В процессе репарации ДНК также необходимы 
дополнительные количества рибозы, которая син­
тезируется в ходе реакций пентозо-фосфатных пу­
тей. Кроме образования рибозы, в ходе реакций 
пентозо-фосфатных путей происходит восстанов­
ление двух молекул НАДФ+ до НАДФН2, что так­
же может вызвать увеличении концентрации rSH  
[25]. Таким образом, увеличение экспрессии гена 
рибонуклеотид редуктазы сопровождается синте­
зом дополнительного количества rSH.

Несмотря на рост содержания rS H  в ответ на 
увеличение концентрации доксорубицина, отноше­
ние rS H /rS S r  уменьшалось, что свидетельству­
ет о снижении окислительно-восстановительного

потенциала [26]. Такой эффект является следстви­
ем редокс-циклической активности ДОК.

Таким образом, доксорубицин вызывает рост 
внутриклеточной концентрации rS H  в клетках S. 
Cerevisiae, что опосредуется через экспрессию гена 
RNR3. Одновременно с этим наблюдается рост кон­
центрации rSSr, как результат редокс-циклической 
активности ДОК. Отмеченное в предыдущих наших 
работах снижение rSH  в почках крыс в ответ на вве­
дение ДОК может быть связано с недостаточной 
обеспеченностью клеток почек глюкозой, в резуль­
тате чего инициируемое ДОК повышение концент­
рации rSH  через активацию экспрессии гена RNR3 
не может реализоваться, тогда как редокс-цикличес- 
кая активность доксрубицина не снижается.

ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ

При инкубации S. cerevisiae в среде, содержа­
щей ДОК и глюкозу, увеличение rS H  компенсиру­
ет избыточное образование свободных радикалов 
и не ведет к свободно-радикальному повреждению 
биомолекул. В почках животных при введении ДОК 
не обеспечивается достаточной концентрации rSH  
и в этих условиях наблюдается избыток свобод­
ных радикалов за счет редокс циклических реак­
ций ДОК. Одной из возможных причин дефицита 
rS H  в клетках почек животных при введении ДОК 
является дефицит или недостаточное поступление 
глюкозы в клетки. Представленные данные откры­
вают перспективу новых подходов к профилактике 
токсического действия ДОК на почки.
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