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Проведено сравнительное изучение цитотоксической активности и механизма действия
полиакрилатов, содержащих золото (аурумакрил) и серебро (аргакрил) в отношении клеток
опухоли человека (культура клеток MCF-7). Показана высокая цитотоксическая активность
препаратов. Обнаружено, что аргакрил в 20 раз превосходит по эффективности аурумакрил.
Установлено, что апоптоз является доминирующим механизмом в индуцируемой аурумакрилом и
аргакрилом гибели опухолевых клеток. Обнаружены различия во влиянии препаратов на структуру
ДНК опухолевых клеток. 

Ключевые слова: полиакрилаты золота и серебра, культура опухолевых клеток человека MCF-7,
цитотоксическая активность, апоптоз, ДНК опухолевых клеток. 

DOI: 10.31857/S0006302923060108, EDN: RORUYD

Соединения, содержащие благородные метал-
лы, как показали исследования последних лет,
обладают разносторонней биологической, в том
числе противоопухолевой активностью [1]. 

Проведенные нами доклинические исследова-
ния в ряду новой для онкологии группы соедине-
ний – металлополиакрилатов – позволили вы-
явить значительную противоопухолевую и цито-
токсическую активность полиакрилатов,
содержащих золото (аурумакрил) и серебро (арга-
крил), на моделях солидных опухолей животных
и клеточных линиях опухолей человека [1–4]. 

Показано, что природа металла, содержащего-
ся в полимерном соединении, может оказывать
весьма существенное влияние на метаболизм
препаратов, их взаимодействие с биомакромоле-
кулами, механизм действия, и как следствие это-
го, на чувствительность опухолевых клеток раз-
личного генеза к изучавшимся препаратам [1, 5]. 

В данной работе приведены результаты срав-
нительного изучения цитотоксической активно-
сти аурумакрила и аргакрила в отношении клеток
опухоли человека (культура клеток MCF-7), а
также некоторых аспектов механизма действия
препаратов, включая исследование механизма
гибели клеток и влияния соединений на структу-
ру ДНК опухолевых клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты. Исследовавшиеся полиметал-

лоакрилаты представляют собой неполные ме-
таллические соли полиакриловой кислоты, со-
держащие ионы благородных металлов
(8 масс. %). Аурумакрил – неполная золотая соль
полиакриловой кислоты, отвечает общей форму-
ле (–CH2–CHCOOH–)n(–CH2CHCOOAuCl3H–)m,
аргакрил – неполная серебряная соль полиакри-
ловой кислоты, отвечает общей формуле (–CH2–
CHCOOH–)n(–CH2CHCOOAg–)m, где n =
= 12000–35000, m = 1650–6650. Молекулярная
масса полимеров составляет 100–300 кДа. ИК-
спектры препаратов содержат полосы поглоще-
ния карбоксильной и карбоксилатной групп при
1720, 1570 см–1. Субстанции препаратов представ-
ляют собой стекловидные пластинки золотистого
(аурумакрил) и серебристого (аргакрил) цвета,
хорошо растворимые в воде [1]. 

Оценка цитотоксического эффекта препара-
тов in vitro проведена при их применении в кон-
центрациях, изменяющихся в диапазоне от 100 до
1000 мкг/мл для аурумакрила и от 10 до
500 мкг/мл для аргакрила. 

Культура клеток. Экспериментальной моделью
служила клеточная культура рецептор-положи-
тельной карциномы молочной железы человека

УДК 615.277.3

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



1188

БИОФИЗИКА  том 68  № 6  2023

ЧИГАСОВА и др.

линии MCF-7, полученная из банка опухолей
НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина.

Оценка цитотоксического эффекта и анализ
апоптотической гибели клеток. Для оценки жизне-
способности клеток использовали йодистый про-
пидий из коммерческого набора Vybrant Apoptosis
Assay Kit № 4 (Invitrogen, США) [6]. 

В исследуемые временные точки (через 1, 6 и
24 ч после воздействия препаратов) клетки два-
жды промывали раствором Хенкса и снимали их с
поверхности чашек 0.25%-м раствором трипси-
на-ЭДТА («ПанЭко», Россия). Затем к 1 мл кле-
точной суспензии в растворе Хенкса добавляли
1 мкл раствора йодистого пропидия из упомяну-
того коммерческого набора. Клетки инкубирова-
ли 20 мин при 4°С, ресуспендировали и помещали
в камеру Горяева для подсчета погибших клеток.

Подсчет клеток проводили с помощью люми-
неcцентного микpоcкопа Eclipse Ni-U (Nikon,
Япония) с набоpом cветофильтpов: B-2E/C с из-
лучением зеленой флуоресценции – для YO-
PRO-1 (возбуждение на 465–495 нм и эмиccия на
515–555 нм) и Y-2E/C – с испусканием красной
флуоресценции для йодистого пропидия (воз-
буждение на 540–580 нм и эмиccия на 600–
660 нм). Анализировали по 600 клеток для каждой
точки.

Для определения пути гибели клеток линии
MCF-7 под влиянием аурумакрила и аргакрила
использовали метод оценки доли апоптотических
клеток среди всех погибших клеток с помощью
ДНК-связывающего флуоресцентного красителя
YO-PRO-1, который избирательно проникает че-
рез мембрану только апоптотических клеток. 

Данный метод основан на представлениях о
том, что в период апоптоза активируется рецеп-
тор P2X7 неселективного катионного канала
P2X7R, управляемого аденозинтрифосфатом, что
приводит к превращению этого канала в цитоли-
тическую пору [7]. Некоторые красители, такие
как флуоресцентный краситель YO-PRO-1, могут
проникать внутрь этих пор, после чего клетки на-
чинают флуоресцировать в зеленой области спек-
тра, тогда как другие красители, такие как йоди-
стый пропидий, не обладают этим свойством в
данных условиях. Таким образом, YO-PRO-1 мо-
жет служить ранним маркером апоптотической
гибели клеток [8]. Добавление йодистого пропи-
дия позволяет дифференцированно окрасить по-
гибшие клетки, флуоресцирующие после окраски
в красной области спектра. Через мембрану жи-
вых клеток эти красители не проникают. 

Оценку доли клеток на ранней стадии апопто-
за проводили с использованием коммерческого
набора Vybrant Apoptosis Assay Kit № 4 с флуорес-
центными красителями YO-PRO-1 и йодистым
пропидием (Invitrogen, США). Клетки окрашива-
ли в соответствии с протоколом производителя.

В исследуемые временные точки (через 1, 6 и
24 ч после воздействия препаратов) клетки два-
жды промывали раствором Хенкса и снимали их с
поверхности чашек 0.25%-м раствором трипси-
на-ЭДТА («ПанЭко», Россия). Затем к 1 мл кле-
точной суспензии в растворе Хенкса добавляли
по 1 мкл раствора YO-PRO-1 и йодистого пропи-
дия из упомянутого коммерческого набора. Клет-
ки инкубировали 20 мин при 4°С, ресуспендиро-
вали и помещали в камеру Горяева для подсчета
апоптотических клеток. Подсчет клеток в апо-
птозе проводили с помощью люминеcцентного
микpоcкопа Eclipse Ni-U с набоpом cвето-
фильтpов: B-2E/C с излучением зеленой флуо-
ресценции для YO-PRO-1 (возбуждение на 465–
495 нм и эмиccия на 515–555 нм) и Y-2E/C с ис-
пусканием красной флуоресценции для йодисто-
го пропидия (возбуждение на 540–580 нм и эмиc-
cия на 600–660 нм). Анализировали по 300 клеток
для каждой точки.

Анализ однонитевых разрывов ДНК. Для анали-
за однонитевых разрывов ДНК, индуцированных
аурумакрилом и аргакрилом, использовали метод
электрофореза единичных клеток в щелочных
условиях (метод ДНК-комет) [9]. 

Суспензию контрольных или обработанных
препаратами клеток MCF-7 смешивали с 1%-м
раствором легкоплавкой агарозы при 37.5°С (1 : 1)
и наносили по 70 мкл на предметные стекла,
предварительно покрытые 1%-м раствором нор-
моплавкой агарозы, после чего накрывали по-
кровным стеклом и выдерживали при 4°С в тече-
ние 10 мин. Затем в течение 60 мин клетки под-
вергали лизису при 4°С (лизирующий буфер:
2.5 моль/л NaCl, 20 ммоль/л трис-HCl,
100 ммоль/л Na2ЭДТА, 10% диметилсульфокси-
да, 1% Triton-X100) и щелочному электрофорезу
(раствор для электрофореза: 300 ммоль/л NaOH,
1 ммоль/л Na2ЭДТА, рН >13; стабилизация по
напряжению – 0.75 В/см; 20 мин при 4°С) с даль-
нейшей нейтрализацией в течение 3–5 мин в
0.4 моль/л трис-HCl-буфере при 4°С. Для окрас-
ки ДНК использовали акридиновый оранжевый
(2 мкг/мл в фосфатно-солевом буфере, рН 7.4).
Визуализацию и документирование ДНК-комет
проводили на люминесцентном микроскопе
Nikon Eclipse Ni-U, оснащенном видеокамерой
ProgRes CFcool (Jenoptik AG, Германия). Для ана-
лиза и обработки микрофотоизображений ДНК-
комет использовали программу CASP 1.2.2
(СASPlab).

Образование однонитевых разрывов в струк-
туре ДНК определяли по уровню миграции ДНК
в геле агарозы, используя показатель «процент
ДНК в хвосте ДНК-комет». Влияние препаратов
на образование однонитевых разрывов ДНК оце-
нивали, сравнивая показатель «процент ДНК в
хвосте ДНК-комет» в обработанных препаратами
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золота и серебра клетках с аналогичным показа-
телем в контрольных клетках.  Повышение этого
показателя в клетках, инкубированных с препа-
ратами, по сравнению с контрольными клетками
свидетельствует о том, что аурумакрил и аргакрил
в исследуемых концентрациях индуцируют одно-
нитевые разрывы.

Анализ двунитевых разрывов ДНК. Для выясне-
ния способности аурумакрила и аргакрила инду-
цировать двунитевые разрывы ДНК использова-
ли иммуноцитохимический метод определения в
клетках фокусов фосфорилированного гистона
H2AX (γН2АХ), детектирующего двунитевой раз-
рыв ДНК. Полагают, что один фокус Н2АХ соот-
ветствует сайту репарации одного двунитевого
разрыва ДНК [9]. 

Клетки на покровных стеклах дважды отмыва-
ли от среды фосфатно-солевым буфером (рН 7.4)
и фиксировали параформальдегидом (4%-й рас-
твор в фосфатно-солевом буфере, рН 7.4) в тече-
ние 15 мин при комнатной температуре, после че-
го дважды промывали фосфатно-солевым буфе-
ром, рН 7.4. Пермеабилизировали 0.3%-м
раствором Тритон-X100 в фосфатно-солевом бу-
фере, рН 7.4, содержащем 2% бычьего сывороточ-
ного альбумина для блокирования неспецифиче-
ского связывания. 

Слайды инкубировали с кроличьими моно-
клональными антителами к белку γН2АХ (Anti-
phospho-Histone H2A.X Rabbit Monoclonal, Mer-
ck–Millipore, США) и с мышиными монокло-
нальными антителами к белку Ki-67 (Anti-Ki-67,
Merck–Millipore, США), разведенными в соотно-
шении 1/200 в фосфатно-солевом буфере, рН 7.4,
содержащем 1% бычьего сывороточного альбу-
мина, в течение 1 ч при комнатной температуре.
После этого слайды промывали фосфатно-соле-
вым буфером (рН 7.4) и инкубировали с вторич-
ными антителами, конъюгированными с флуоро-
хромом родамином (Goat anti-Rabbit IgG(H+L)
Rhodamine conjugate, Merck–Millipore, США) и с
вторичными козьими поликлональными антите-
лами к мышиному Ig G с красителем Alexa 488
(Merck–Millipore, США), разведенными в соот-
ношении 1/400 в фосфатно-солевом буфере,
рН 7.4, содержащем 1% бычьего сывороточного
альбумина, при комнатной температуре в течение
1 ч. 

Для окраски ДНК и предотвращения фотовы-
цветания использовали содержащую DAPI за-
ключающую среду ProLong Gold (Life Technolo-
gies, США).

Визуализацию, документирование и обработ-
ку иммунноцитохимических микроизображений
осуществляли на люминесцентном микроскопе
Nikon Eclipse Ni-U, оснащенном видеокамерой
высокого разрешения ProgRes CFcool с использо-
ванием наборов светофильтров DAPI (возбужде-

ние 340–380 нм и эмиссия 435–485 нм) и Y-2E/C
(возбуждение 540–580 нм и эмиссия 600–660 нм).

Анализировали не менее 300 клеток на точку.
Для подсчета количества фокусов γН2АХ исполь-
зовали программу Focicounter (http://focicount-
er.sourceforge.net/).

Анализ ДНК-сшивок. Изучение влияния пре-
паратов на ДНК опухолевых клеток MCF-7 про-
водили путем детектирования сшивок ДНК с ис-
пользованием метода ДНК-комет в щелочных
условиях [10]. 

Клетки инкубировали с препаратами в диапа-
зоне концентраций от 1 до 500 мкг/мл в течение
1 ч при 37°С. Затем клетки дважды отмывали от
среды фосфатно-солевым буфером (рН 7.4), сни-
мали с чашек раствором трипсина-ЭДТА и пере-
водили в суспензию, содержащую 1·106 клеток в
1 мл. Суспензию контрольных или обработанных
препаратами клеток смешивали с 1%-м раство-
ром легкоплавкой агарозы при 37.5°С (1 : 1) и на-
носили по 70 мкл на предметные стекла, предва-
рительно покрытые 1%-м раствором нормоплав-
кой агарозы, после чего накрывали покровным
стеклом и выдерживали 10 мин при 4°С. Затем в
течение 1 ч клетки подвергали лизису при  4°С
(лизирующий буфер: 2.5 моль/л NaCl, 20 ммоль/л
трис-HCl, 100 ммоль/л Na2ЭДТА, 10% диметил-
сульфоксида, 1% Triton-X100) и щелочной дена-
турации с последующим проведением электро-
фореза (раствор для щелочной денатурации и
электрофореза: 100 ммоль/л NaOH, 1 ммоль/л
Na2ЭДТА, рН 12.5; стабилизация по
напряжению – 2 В/см; 20 мин при 4°С) и с даль-
нейшей нейтрализацией в течение 3–5 мин в
0.4 моль/л трис-HCl-буфере при 4°С.

Для окраски ДНК использовали краситель ак-
ридиновый оранжевый (2 мкг/мл в фосфатно-со-
левом буфере, рН 7.4).

Визуализацию и документирование ДНК-ко-
мет проводили на люминесцентном микроскопе
Nikon Eclipse Ni-U, оснащенном видеокамерой
ProgRes CFcool. Для анализа и обработки микро-
фотоизображений ДНК-комет использовали
программу CASP 1.2.2.

Анализ сшивок «ДНК–белок». Изучение влия-
ния препаратов на индукцию сшивок «ДНК–бе-
лок» проводили с использованием модифициро-
ванного метода ДНК-комет в щелочных условиях
с применением протеиназы К, которая вызывает
разрывы сшивок между ДНК и гистоновыми бел-
ками, что приводит к увеличению электрофоре-
тической подвижности ДНК в геле агарозы [10]. 

Клетки инкубировали с препаратами в диапа-
зоне концентраций от 1 до 500 мкг/мл в течение
1 ч при 37°С. Затем клетки дважды отмывали от
среды фосфатно-солевым буфером (рН 7.4), сни-
мали с чашек раствором трипсина-ЭДТА и пере-
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водили в суспензию, содержащую 1·106 клеток в
1 мл. Суспензию контрольных или обработанных
препаратами клеток смешивали с 1%-м раство-
ром легкоплавкой агарозы при 37.5°С (1 : 1) и на-
носили по 75 мкл на предметные стекла, предва-
рительно покрытые 1%-м раствором нормоплав-
кой агарозы, после чего накрывали покровным
стеклом и выдерживали 10 мин при 4°С. Затем
препараты (слайды) клеток, контрольные и обра-
ботанные препаратами, помещали в лизирующий
буфер с рН 10, содержащий протеиназу К
(2.5 моль/л NaCl, 20 ммоль/л трис-HCl,
100 ммоль/л Na2ЭДТА, 2 мг/мл протеиназы К) на
60 мин при 37°С, после чего проводили щелочную
денатурацию с последующим проведением элек-
трофореза (раствор для щелочной денатурации и
электрофореза: 100 ммоль/л NaOH, 1 ммоль/л
Na2ЭДТА, рН 12.5; стабилизация по
напряжению – 2 В/см; 20 минт при 4°С) и с даль-
нейшей нейтрализацией в течение 3–5 мин в
0.4 моль/л трис-HCl-буфере при 4°С. 

Для окраски ДНК использовали краситель ак-
ридиновый оранжевый (2 мкг/мл в фосфатно-со-
левом буфере, рН 7.4). 

Визуализацию и документирование ДНК-ко-
мет проводили на люминесцентном микроскопе
Nikon Eclipse Ni-U, оснащенном видеокамерой
ProgRes CFcool. Для анализа и обработки микро-
фотоизображений ДНК-комет использовали
программу CASP 1.2.2.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку полученных результатов
проводили с помощью программ Statistica 7.0 и
Statistica 8.0. Результаты представлены как сред-
нее из пяти независимых измерений с учетом
стандартной ошибки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цитотоксический эффект металлополиакрила-

тов. Проведено сравнительное изучение законо-
мерностей гибели клеток рака молочной железы
MCF-7 под влиянием аурумакрила и аргакрила в
зависимости от примененных концентраций пре-
паратов и сроков их инкубирования с клетками в
экспериментах с использованием йодистого про-
пидия. 

Цитотоксический эффект аурумакрила. Зако-
номерности, характеризующие гибель клеток в
зависимости от концентрации аурумакрила для
различных сроков воздействия препарата, пред-
ставлены на рис. 1.

При воздействии аурумакрила в течение 1 ч
максимальная гибель опухолевых клеток состав-
ляет 54% и наблюдается при применении препа-
рата в максимальной из изученных концентраций
(500 мкг/мл). В концентрациях 100 и 300 мкг/мл

препарат при такой краткосрочной инкубации
неэффективен (рис. 1а).

При увеличении сроков инкубации до 6 ч ги-
бель клеток возрастает до 65 и 99% при примене-
нии аурумакрила в концентрациях 300 и
500 мкг/мл соответственно (рис. 1б). 

При воздействии аурумакрила в течение 24 ч
препарат вызывает практически полную гибель
клеток (96–99%) при применении в концентра-
циях 300 и 500 мкг/мл (рис. 1в).

Аурумакрил при использовании в концентра-
ции 100 мкг/мл при всех изученных временных
экспозициях не проявляет цитотоксической ак-
тивности в отношении клеток MCF-7 (рис. 1).

Изменение доли погибших клеток в зависимо-
сти от сроков инкубирования с максимально эф-
фективной концентрацией аурумакрила
500 мкг/мл иллюстрируют данные, представлен-
ные на рис. 2. 

Как видно, уже через 1 ч инкубирования кле-
ток с 500 мкг/мл аурумакрила погибает 54% кле-
ток, а при увеличении длительности воздействия
препарата до 6 и 24 ч погибает 99 и 100% клеток
соответственно (рис. 2). 

Показатель IС50, характеризующий гибель
50% клеток при инкубировании с аурумакрилом в
течение 24 ч, составляет 200 мкг/мл (IС50 =
= 16.0 мкг/мл в пересчете на содержание золота)
(рис. 1в).

Цитотоксический эффект аргакрила. Кривые,
характеризующие изменения доли погибших кле-
ток в зависимости от концентрации аргакрила
для разных сроков воздействия препарата, пред-
ставлены на рис. 3. 

Как видно, при воздействии препарата в тече-
ние 1 ч максимальная гибель клеток составляет
85% при применении препарата в наибольшей из
изученных концентраций, равной 500 мкг/мл
(рис. 3а). 

При увеличении длительности воздействия
препарата до 6 и 24 ч полная гибель всех 100% кле-
ток регистрируется при применении аргакрила
уже в значительно меньших концентрациях (250
и 100 мкг/мл соответственно (рис. 3б,в).

Чрезвычайно высокую цитотоксичность арга-
крила в отношении клеток линии MCF-7 нагляд-
но иллюстрируют кривые, характеризующие ги-
бель клеток в зависимости от времени инкубации
с препаратом, примененным в концентрациях
100, 250 и 500 мкг/мл, приведенные на рис. 4. 

Из представленных данных видно, что абсо-
лютная летальная концентрация аргакрила, вы-
зывающая гибель всех 100% клеток, составляет
250 мкг/мл (20 мкг/мл в пересчете на содержание
серебра) уже через 6 ч инкубирования с препара-
том.
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Рис. 1. Концентрационные зависимости гибели клеток линии MCF-7 под влиянием аурумакрила для различных времен
инкубации с препаратом: (а) – 1 час, (б) – 6 часов, (в) – 24 часа. По оси абсцисс – концентрация аурумакрила, мкг/мл.
По оси ординат – доля погибших клеток, %.

Рис. 2. Изменение доли погибших клеток линии
MCF-7 в зависимости от длительности воздействия
аурумакрила в концентрации 500 мкг/мл.  По оси
абсцисс – время инкубирования клеток с
аурумакрилом, ч. По оси ординат – доля погибших
клеток, %.

Показатель IС50, характеризующий гибель
50% клеток при инкубировании с аргакрилом в
течение 24 ч, составляет менее 10 мкг/мл (IС50 <
0.8 мкг/мл в пересчете на содержание серебра)
(рис. 3в).

Сопоставляя данные по характеристике цито-
токсического эффекта аурумакрила и аргакрила в
отношении клеток рака молочной железы чело-
века линии MCF-7, полученные в опытах с при-
менением йодистого пропидия, следует отметить,
что показатель IС50, характеризующий гибель
50% клеток при инкубировании с препаратами в
течение 24 ч, составляет (в пересчете на содержа-
ние металла) 16.0 и 0.8 мкг/мл соответственно.

Таким образом полученные данные свидетель-
ствуют о высокой цитотоксической активности
препаратов, содержащих как золото, так и сереб-
ро, в отношении клеток опухоли человека линии
MCF-7, однако необходимо отметить, что арга-
крил в 20 раз превосходит по эффективности ау-
румакрил. 
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Механизм гибели опухолевых клеток под влия-
нием металлополиакрилатов. Соединения, содер-
жащие золото и серебро, подобно другим проти-
воопухолевым препаратам, способны вызывать
как некротическую, так и апоптотическую гибель
клеток.

Задача проведенных нами исследований со-
стояла в оценке роли апоптоза в индуцируемом
аурумакрилом и аргакрилом процессе гибели
опухолевых клеток.

Для определения пути гибели клеток линии
MCF-7 под влиянием препаратов использовали
ранее описанный метод оценки доли апоптотиче-
ских клеток среди всех погибших клеток [6]. 

Апоптотическая гибель опухолевых клеток под
влиянием аурумакрила. Изменение доли апопто-
тических клеток среди погибших клеток в зависи-
мости от концентрации аурумакрила для различ-
ных времен воздействия препарата характеризу-
ют данные, представленные на рис. 5. 

Как видно из представленных данных, изме-
нение доли клеток, погибающих путем апоптоза,
среди общего количества погибших под влияни-
ем аурумакрила клеток имеет выраженный доза и
экспозиционно зависимый характер. 

Так, концентрация 100 мкг/мл не вызывает
апоптотической гибели клеток ни при одном из
изученных сроков инкубации (рис. 5). 

Доза аурумакрила 300 мкг/мл не вызывающая
гибели клеток при часовой экспозиции, при ин-
кубации в течение 6 и 24 ч приводит к апоптоти-
ческой гибели 65 и 97% из общего числа погиб-
ших клеток соответственно (рис. 5). 

Применение препарата в концентрации
500 мкг/мл приводит к гибели через апоптоз 55 и
99% клеток через 1, 6 и 24 ч инкубирования соот-
ветственно, что особенно четко иллюстрирует за-
висимость, представленная на рис. 6. 

Таким образом, очевидно, что аурумакрил, бу-
дучи применен в цитотоксических концентраци-

Рис. 3. Концентрационные зависимости гибели клеток линии MCF-7 под влиянием аргакрила для различных времен
инкубации с препаратом: (а) – 1 час, (б) – 6 часов, (в) – 24 часа. По оси абсцисс – концентрация аргакрила, мкг/мл.
По оси ординат – доля погибших клеток, %
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ях, индуцирует гибель клеток преимущественно
через апоптоз, что особенно наглядно проявляет-
ся при применении препарата в максимальной из
изученных концентраций – 500 мкг/мл, вызыва-
ющей практически полную гибель опухолевых
клеток MCF-7 (рис. 4 и 6). 

Апоптотическая гибель опухолевых клеток под
влиянием аргакрила. Способность аргакрила вы-
зывать апоптотическую гибель опухолевых кле-
ток исследована при применении препарата в
концентрациях 10, 50, 100, 250 и 500 мкг/мл.

Изменение доли апоптотических клеток среди
общего числа погибших клеток в зависимости от
концентрации аргакрила для разных времен ин-
кубации клеток с препаратом показано на рис. 7.

Зависимость изменения доли апоптотических
клеток от времени воздействия аргакрила в раз-
личных концентрациях иллюстрируют данные,
представленные на рис. 8.

Рис. 4. Изменение доли погибших клеток линии
MCF-7 в зависимости от длительности воздействия
аргакрила в различных концентрациях: 1 –
100 мкг/мл, 2 – 250 мкг/мл, 3 – 500 мкг/мл. По оси
абсцисс – время инкубирования клеток с аргакри-
лом, ч. По оси ординат – доля погибших клеток, %.

Рис. 5. Изменение доли апоптотических клеток среди общего числа погибших клеток MCF-7 в зависимости
от концентрации аурумакрила для различных времен инкубации: (а) – 1 час, (б) – 6 часов, (в) – 24 часа. По оси
абсцисс – концентрация аурумакрила, мкг/мл. По оси ординат – доля апоптотических клеток среди погибших
клеток, %.
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Как было показано, аргакрил проявляет зна-
чительно более высокую цитотоксическую актив-
ность, чем аурумакрил (рис. 2 и 4).

Это находит свое отражение и в концентраци-
онных закономерностях, характеризующих изме-
нение доли апоптотических клеток среди общего
числа погибших под влиянием аргакрила клеток.

Как видно, уже при применении в дозе
50 мкг/мл аргакрил вызывает апоптотическую
гибель 30, 40 и 50% клеток при инкубировании в
течение 1; 6 и 24 ч соответственно (рис. 7). 

С увеличением концентрации препарата и
времени его воздействия доля апоптотических
клеток среди общего числа погибших клеток на-
растает.

Так, при применении аргакрила в концентра-
ции 100 мкг/мл наблюдается апоптотическая ги-
бель 70, 95 и 98% клеток через 1, 6 и 24 ч инкуби-
рования соответственно (рис. 7 и 8). 

Применение аргакрила в концентрации
250 мкг/мл вызывает апоптотическую гибель 80,

Рис. 6. Изменение доли апоптотических клеток среди
общего числа погибших клеток линии MCF-7 в
зависимости от длительности воздействия
аурумакрила (500 мкг/мл). По оси абсцисс – время
инкубирования клеток с аурумакрилом, ч. По оси
ординат – доля апоптотических клеток среди
погибших клеток, %.

Рис. 7. Изменение доли апоптотических клеток среди общего числа погибших клеток MCF-7 в зависимости от
концентрации аргакрила для различных времен инкубации: (а) – 1 час, (б) – 6 часов, (в) – 24 часа. По оси абсцисс –
концентрация аргакрила, мкг/мл/ По оси ординат – доля апоптотических клеток среди погибших клеток, %.
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98 и 100% клеток через 1; 6 и 24 ч инкубирования
соответственно. В концентрации 500 мкг/мл ар-
гакрил вызывает тотальную гибель опухолевых
клеток по апоптотическому пути при всех изучен-
ных временах экспозиции (рис. 7 и 8).

Таким образом, показано, что высокая цито-
токсическая активность аргакрила в значитель-
ной мере обусловлена способностью препарата
вызывать апоптотическую гибель опухолевых
клеток. 

Основываясь на представленных результатах
можно полагать, что апоптоз является доминиру-
ющим механизмом в индуцируемой аурумакри-
лом и аргакрилом гибели опухолевых клеток. 

Влияние металлополиакрилатов на структуру
ДНК опухолевых клеток. Одной из ключевых
внутриклеточных мишеней, воздействие на кото-
рую может приводить к гибели опухолевых кле-
ток, является ДНК, что подтверждает многолет-
ний клинический опыт использования алкилиру-
ющих противоопухолевых препаратов, до сих пор
входящих в арсенал основных лекарственных
средств, применяемых для лечения разнообраз-
ных опухолей [11]. 

Известно, что в результате структурных повре-
ждений ДНК, могут возникать одно- и двуните-
вые разрывы ДНК, а также ДНК-сшивки, кото-
рые в случае отсутствия или дефектности репара-
ции этих повреждений ведут к гибели клетки. 

Целью настоящего исследования было изуче-
ние способности аурумакрила и аргакрила инду-
цировать разрывы ДНК и образование ДНК-

сшивок в опухолевых клетках (культура клеток
карциномы молочной железы человека MCF-7).

Однонитевые разрывы ДНК. 
Аурумакрил. Влияние аурумакрила на образо-

вание однонитевых разрывов ДНК в клетках
MCF-7 характеризуют данные, представленные
на рис. 9. 

Как видно, аурумакрил индуцирует образова-
ние однонитевых разрывов ДНК при примене-
нии только в наибольшей из изученных концен-
траций 1000 мкг/мл, причем этот эффект незна-
чительно зависит от сроков инкубирования
клеток с препаратом. Так, доля ДНК в хвосте ко-
мет через 1, 6 и 24 ч инкубации клеток с препара-
том составляет 22, 24 и 26%, увеличиваясь, соот-
ветственно, в 2.4; 4.7 и 4.5 раза по сравнению с
контролем (рис. 9).

Этот эффект также наглядно иллюстрируют
данные диаграммы распределения клеток MCF-7
в соответствии с долей ДНК, содержащейся в
хвосте ДНК-комет, в контроле и при воздействии
аурумакрила (рис. 10).

Как видно из представленных на диаграмме
данных, количество клеток с долей ДНК в хвосте
ДНК-комет более 20% увеличилось после 6 ч
культивирования с аурумакрилом с ~3% в кон-
троле до 47%. Примерно такое же соотношение
между числом клеток в хвосте ДНК-комет для
интактных и обработанных аурумакрилом клеток
зарегистрировано и после 24-часового инкубиро-
вания – 6 и 47% соответственно (рис. 10). 

Таким образом, очевидно, что аурумакрил
(1000 мкг/мл) индуцирует образование в опухоле-
вых клетках линии MCF-7 однонитевых разры-
вов ДНК, число которых возрастает в три-четыре

Рис. 8. Изменение доли апоптотических клеток среди
общего числа погибших клеток линии MCF-7 в
зависимости от длительности воздействия аргакрила
в различных концентрациях: 1 – 500 мкг/мл, 2 –
250 мкг/мл, 3 – 100 мкг/мл. По оси абсцисс – время
инкубирования клеток с аргакрилом, ч. По оси
ординат – доля апоптотических клеток среди
погибших клеток, %.

Рис. 9. Влияние аурумакрила на образование
однонитевых разрывов ДНК в клетках MCF-7.
Изменение доли ДНК в хвосте ДНК-комет в
зависимости от концентрации аурумакрила при
различных сроках инкубации: 1 – 1 час; 2 – 6 часов;
3 – 24 часа.
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с половиной раза по сравнению со спонтанным
уровнем разрывов ДНК, наблюдаемых в контро-
ле, уже через 1 ч инкубации и сохраняется на про-
тяжении 24 ч культивирования клеток.  

Аргакрил. Влияние аргакрила на образование
однонитевых разрывов ДНК в клетках MCF-7 ха-
рактеризуют данные, представленные на рис. 11. 

Как видно из представленных данных, доля
клеток в хвосте ДНК-комет увеличивается под
влиянием аргакрила, примененного в концентра-
ции 100 мкг/мл, более чем в шесть раз, а под воз-
действием препарата в концентрации 250 мкг/мл

– в девять раз по сравнению с контролем (кон-
трольное значение показателя составляет 1.88%)
при инкубации с клетками в течение 24 ч (рис. 11).

Таким образом, очевидно, что аргакрил через
24 ч воздействия, будучи применен в концентра-
циях 100 и 250 мкг/мл, индуцирует образование в
опухолевых клетках линии MCF-7 однонитевых
разрывов ДНК, число которых возрастает соот-
ветственно в шесть и девять раз по сравнению со
спонтанным уровнем, наблюдаемым в контроле.

Сопоставляя результаты экспериментов по
оценке способности индуцировать образование
однонитевых разрывов ДНК препаратами, содер-
жащими золото и серебро, следует отметить сле-
дующие факты:

– аурумакрил индуцирует образование в опу-
холевых клетках однонитевых разрывов ДНК,
число которых возрастает в три-четыре с полови-
ной раза по сравнению со спонтанным уровнем
разрывов ДНК, наблюдаемых в контроле, уже че-
рез 1 ч инкубации и сохраняется на протяжении
24 ч культивирования клеток при применении
препарата в концентрации 1000 мкг/мл (рис. 9); 

– аргакрил при воздействии в концентрациях
100 и 250 мкг/мл в течение 24 ч вызывает повре-
ждения структуры ДНК в виде однонитевых раз-
рывов в шесть и девять раз превышающих уро-
вень контроля соответственно (рис. 11).

Иными словами, при оценке действия препа-
ратов по показателю способности к индукции од-
нонитевых разрывов ДНК очевидно, что арга-
крил оказывает в два раза более значительный
эффект при применении в концентрации в десять

Рис. 10. Диаграмма распределения клеток MCF-7 в соответствии с долей ДНК, содержащейся в хвосте ДНК-комет, в
контроле (а) и при воздействии аурумакрила в концентрации 1 мг/мл (б) в зависимости от сроков инкубирования
клеток с препаратом.

Рис. 11. Влияние аргакрила на образование
однонитевых разрывов ДНК в опухолевых клетках
линии MCF-7. Изменение доли ДНК в хвосте ДНК-
комет в зависимости от концентрации аргакрила при
инкубации клеток с препаратом в течение 24 ч.
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раз меньшей, чем концентрация аурумакрила
(100 и 1000 мкг/мл соответственно).

Таким образом, как следует из представлен-
ных данных, аргакрил проявляет себя как значи-
тельно более эффективный индуктор одноните-
вых разрывов ДНК, чем аурумакрил, что, очевид-
но, отражает особенности взаимодействия
содержащихся в исследуемых препаратах метал-
лов – золота и серебра – с биомакромолекулами.  

Двунитевые разрывы ДНК. Способность по-
лиакрилатов золота и серебра вызывать двуните-
вые разрывы ДНК охарактеризована в соответ-
ствии с показателем уровня фокусов фосфорили-
рованного гистона H2AX (γН2АХ),
регистрируемого в клетках MCF-7, подвергав-
шихся воздействию препаратов, по сравнению с
контролем. 

Аурумакрил. Изменение уровня фокусов
γН2АХ в ДНК опухолевых клеток после инкуба-
ции в течение 1, 6 и 24 ч с аурумакрилом, приме-
ненным концентрациях, изменяющихся в диапа-
зоне от 10 до 1000 мкг/мл, показано на рис. 12. 

Как видно, культивирование клеток MCF-7 в
течение 1, 6 и 24 ч приводит к спонтанному обра-
зованию двунитевых разрывов ДНК, при котором
уровень фокусов γН2АХ имеет значения, равные
1.35, 1.79 и 1.77 соответственно (рис. 12). 

Влияние аурумакрила на уровень фокусов
γН2АХ (двунитевые разрывы ДНК), имеет дозо-
зависимый характер. При воздействии аурумак-
рила в концентрации 100 мкг/мл уровень двуни-
тевых разрывов ДНК несколько возрастает по
сравнению с контролем и достигает величины,
равной 3.0, при всех сроках инкубации. Однако
при увеличении концентрации препарата до

1000 мкг/мл уровень фокусов γН2АХ снижается
до значений, составляющих 2.3, 2.0 и 1.37 соот-
ветственно при инкубации в течение 1, 6 и 24 ч
(рис. 12). 

Иными словами, число двунитевых разрывов в
опухолевых клетках через 24 ч инкубации с ауру-
макрилом (1000 мкг/мл) остается на уровне спон-
танных разрывов, наблюдаемых в контроле
(рис. 12).

Приведенные данные убедительно свидетель-
ствуют об отсутствии у аурумакрила способности
вызывать образование двунитевых разрывов в мо-
лекуле ДНК опухолевых клеток MCF-7. 

Аргакрил. Изменение уровня фокусов γН2АХ в
ДНК опухолевых клеток после инкубации в тече-
ние 1, 6 и 24 ч с аргакрилом, примененным кон-
центрациях, изменяющихся в диапазоне от 10 до
100 мкг/мл, показано на рис. 13. 

Как видно из представленных данных, культи-
вирование опухолевых клеток MCF-7 с аргакри-
лом в течение 1, 6 и 24 ч приводит к увеличению
числа двунитевых разрывов ДНК над спонтан-
ным (контрольным) уровнем в 1.7, 1.8 и 2.2 раза
соответственно (рис. 13).

Таким образом, очевидно, что аргакрил, в от-
личие от аурумакрила, обладает способностью
вызывать двунитевые разрывы ДНК в опухолевых
клетках, действуя в концентрациях на порядок
меньших, чем препарат, содержащий золото
(рис. 12 и13).

ДНК-сшивки. Оценка способности МПА ин-
дуцировать сшивки в молекуле ДНК опухолевых
клеток линии MCF-7 проведена с использовани-
ем метода ДНК-комет. При этом для дифферен-

Рис. 12. Влияние аурумакрила на образование
двунитевых разрывов ДНК в клетках MCF-7.
Изменение числа фокусов фосфорилированного
гистона H2AX (γН2АХ) в зависимости от
концентрации аурумакрила при инкубации клеток в
течение 1 часа (1), 6 часов (2) и 24 часов (3).

Рис. 13. Влияние аргакрила на образование
двунитевых разрывов ДНК в клетках MCF-7.
Изменение числа фокусов фосфорилированного
гистона H2AX (γН2АХ) в зависимости от
концентрации аргакрила при инкубации клеток в
течение 1 часа (1), 6 часов (2) и 24 часов (3).
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циации природы сшивок «ДНК–ДНК» и «ДНК–
белок» определяли долю ДНК в хвосте ДНК-ко-
мет в присутствии протеиназы К, которая, изби-
рательно взаимодействуя с белком, позволяет ре-
гистрировать сшивки типа «ДНК–белок». 

Аурумакрил. Аурумакрил, как видно из дан-
ных, представленных на рис. 14, вызывает в ис-
следуемых опухолевых клетках уменьшение доли
ДНК в хвосте ДНК-комет при воздействии в кон-
центрациях 300 и 500 мкг/мл соответственно в два
и три раза по сравнению с уровнем контрольных
значений (40%). Эти показатели свидетельствуют
о том, что аурумакрил вызывает сшивки в моле-
куле ДНК, число которых возрастает с увеличе-
нием концентрации препарата (рис. 14). 

При этом отмечено, что в присутствии проте-
инкиназы К доля ДНК в хвосте ДНК-комет при
воздействии аурумакрила в изученных концен-
трациях сохраняется на уровне контрольных зна-
чений (40%), что рассматривается, согласно со-
временным представлениям, как свидетельство
индукции препаратом сшивок в молекуле ДНК
типа «ДНК–белок» (рис. 14) [10, 12].

Аргакрил. Проведенное нами эксперименталь-
ное исследование показало, что при воздействии
аргакрила не зафиксировано образование сши-
вок в молекуле ДНК опухолевых клеток, то есть
аргакрил, в отличие от аурумакрила, не вызывает
сшивок в молекуле ДНК опухолевых клеток.

Таким образом, показано, что препарат, со-
держащий золото, вызывает сшивки «ДНК–бе-
лок» в молекуле ДНК, в то время как препарат се-
ребра не индуцирует появление сшивок в молеку-
ле ДНК.

Анализ данных, характеризующие влияние
МПА на структуру ДНК опухолевых клеток (ли-
ния MCF-7) позволяет, как нам представляется,
предложить следующую трактовку полученных
результатов:

– механизм действия аурумакрила реализуется
через образование однонитевых разрывов ДНК,
трансформирующихся в сшивки типа «ДНК–бе-
лок», что, возможно, объясняет снижение спон-
танного уровня двунитевых разрывов ДНК в
клетках под влиянием препарата;

– механизм действия аргакрила связан с ин-
дукцией однонитевых и двунитевых разрывов
ДНК, число которых в два раза превосходит кон-
трольный (спонтанный) уровень этих показате-
лей, при отсутствии образования под влиянием
препарата сшивок в молекуле ДНК.

Эти результаты указывают на возможные раз-
личия в механизме цитотоксического действия
аурумакрила и аргакрила, которые, вероятно,
определяются природой металлов, содержащихся
в исследуемых полиакрилатах.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показана высокая цитотоксическая актив-
ность полиакрилатов, содержащих как золото,
так и серебро в отношении клеток опухоли чело-
века линии MCF-7, причем обнаружено, что ар-
гакрил в 20 раз превосходит по эффективности
аурумакрил. 

Установлено, что апоптоз является доминиру-
ющим механизмом в индуцируемой аурумакри-
лом и аргакрилом гибели опухолевых клеток. 

Обнаружены различия во влиянии МПА на
структуру ДНК опухолевых клеток. Так, аурумак-
рил вызывает образование однонитевых разры-
вов ДНК и сшивок типа «ДНК–белок» на фоне
снижения спонтанного уровня двунитевых раз-
рывов ДНК, в то время, как аргакрил индуцирует
появление однонитевых и двунитевых разрывов
ДНК и не вызывает образование сшивок в моле-
куле ДНК. 

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Рис. 14. Индукция аурумакрилом сшивок «ДНК-
белок» в молекуле ДНК  опухолевых клеток линии
MCF-7. Изменение доли ДНК в хвосте ДНК-комет
(%) в зависимости от концентрации аурумакрила
(мг/мл) без воздействия протеиназы К и в
присутствии протеиназы К.
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 Mechanism of the Cytotoxic Effect of Noble Metal Polyacrylates on Tumor Cells
 A.K. Chigasova*, L.A. Ostrovskaya*, D.B. Korman*, and N.V. Bluhterova* 

*Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences,  ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

The present study was carried out to investigate and compare the cytotoxic activities and mechanism of action
of gold polyacrylates (aurumacryl) and silver polyacrylates (argacryl) using human tumor cell line (MCF-7
cell culture). The tested compounds showed high cytotoxic activity. It was found that argacryl is 20 times
more effective than aurumacryl. It was established that apoptosis represents the dominant mechanism by
which tumor cells undergo cell death induced by aurumacryl and argacryl. Differences in the effect of drugs
on the DNA structure in tumor cells were found.

Keywords: gold polyacrylates and silver polyacrylates, human tumor MCF-7 cell line, cytotoxic activity, apoptosis,
tumor cell-derived DNA
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