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Процессы развития спонтанного и радиацион-
но-индуцированного рака во многом схожи как по 
механизму развития, так и по клиническим прояв-
лениям. Как правило, этот механизм включает уси-
ление оксидативного стресса и перекисного окис-
ления липидов, нарушение отклика р53 и процес-
сов фосфорилирования, повреждение и/или исчер-
пывание возможностей антиоксидантных систем, 
нарушение экспрессии транскрипционных факто-
ров, активацию NF-κB и др. В ряде случаев одним 
из факторов является повышение экспрессии ин-
дуцибельной NO-синтазы и уровня NO. Безуслов-
но, причины возникновения различных видов рака 
могут иметь специфическую инициацию (включая 
полиморфизм) и линии их усиления, однако все вы-
шеперечисленное присутствует в процессе их раз-
вития. Поскольку наиболее радиочувствительным 
процессом в организме является кроветворение, то 
воздействие радиации способствует прежде всего 
развитию различных лейкозов, т.е. нарушению 
пролиферации и дифференциации клеток крови. 
Высокая чувствительность гемопоэтических кле-
ток к радиационным, про-оксидантным и другим 
лейкозогенным воздействиям связана с их морфо-
логическими и энергетическими особенностями. 
При этом оксидативный стресс является необхо-
димым условием для возникновения и развития 
лейкозогенеза, а способность лейкозных клеток 
продолжить прерванную в них дифференцировку 
объясняется возможностью дифференцировочных 
агентов прямо или косвенно влиять на уровень ак-
тивных форм кислорода (АФК, ROS) и изменять 

ROS-зависимую транскрипцию генов дифферен-
цировки. Возможности антиоксидантной терапии 
отчасти подтверждают перекисно-кислородную 
концепцию лейкозогенеза [1]. 

В свою очередь, оксид азота являясь одной из 
важнейших сигнальных молекул, включен в си-
стему активных оксидативных агентов. Кроме 
того, NO способен образовывать с супероксидра-
дикал-анионом пероксинитрит – один из наиболее 
сильных цитотоксических продуктов. Предполага-
ется [2], что NO наряду с другими сигнальными 
молекулами может являться важным регулятором 
гомеостаза ранних предшественников кроветво-
рения. Экспрессия различных изоформ NOS (ин-
дуцибельной (iNOS), эндотелиальной (eNOS) и 
нейрональной (nNOS)) обнаружена в костном моз-
ге и клеточных элементах крови человека [3, 4]. 
Повышенная активность NO на начальном этапе 
кроветворения способствует появлению раковых 
стволовых клеток и возникновению канцерогене-
за, что происходит при облучении организма ио-
низирующим излучением. Молекулы iNOS  и NO  
включены в острый радиационный ответ [5], по-
следствием которого является развитие лейкемии. 
Гиперэкспрессия iNOS наблюдается у пациентов 
с диагнозом острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) 
[6], а при ламинарном гемодинамическом ударе 
происходит активация еNOS (и ядерного фактора 
NF-κB – участника лейкозогенеза). Пероксид во-
дорода (активный продукт радиолиза воды и окси-
дативный агент) также является посредником по-
вышенной экспрессии eNOS [7]. На лимфоцитах 
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крови здоровых пациентов показано in vitro [8], 
что повышение уровня NO приводит к геномной 
нестабильности и увеличению риска развития 
рака и метастазирования.

Однако NO имеет двойственные про- и анти-
апоптотические функции, проявление каждой из 
которых определяется его концентрацией и рядом 
биохимических процессов, связанных с измене-
нием (нарушением) количества NO. Взаимосвязь 
этих функций пока не до конца понятна. В канце-
рогенезе видна серьезная роль повышенной регу-
ляции транскрипционных факторов, связанных с 
уровнем экспрессии iNOS.

Очевидно, что если радиация вызывает повы-
шение уровня NO (экспрессии NOS), то ингиби-
торы фермента должны являться радиопротек-
торами. Действительно, для ряда гетероцикли-
ческих ингибиторов, содержащих атомы серы и 
азота, ранее была продемонстрирована ингиби-
торная активность к различным изоформам NOS 
[9]. Некоторые представители этих классов про-
являли антиопухолевую и другую биологическую 
активность.

Возникает вопрос, существует ли взаимосвязь 
в цепочке ингибирование NOS – выживаемость 
лейкемических клеток разных типов – радиопро-
текторные свойства веществ. Если такая взаимос-
вязь существует, то как ее можно прогнозировать. 
Мы рассмотрели этот вопрос на примере гетеро-
циклических производных тиомочевины, которая 
является алифатическим предшественником пяти 
и шестичленных гетероциклов, содержащих ато-
мы азота и серы.

Материалы и методы

В настоящей работе синтезированы произво-
дные 2-амино-5,6-дигидро-4Н-1,3-тиазина (I), 
2-амино-2-тиазолина (II) и тиомочевины (III) 
(рис. 1, табл. 1). Методы синтеза описаны ранее 
[10–13]. Состав и структуру препаратов проверя-
ли методами элементного анализа, а также ЯМР 
1Н и 13С. Выбор препаратов обусловлен различ-
ной NOS-ингибирующей активностью [14], чтобы 

создать цепочку разного уровня ингибирования 
фермента (активатор NOS – инертный препарат 
(по iNOS) – ингибиторы NOS) с увеличивающейся 
степенью ингибирования.

В настоящей работе использовали клеточные 
линии HL-60 (человеческие промиелоцитарные 
лейкозные клетки), К-562 (линия хронического 
миелоидного лейкоза) и MOLT-4 (клеточная линия 
человеческого острого Т-лимфобластного лейкоза), 
культивируемые стандартным способом, а так-
же клетки костного мозга пациентов (в возрасте 
4–16 лет) до начала химиотерапии при поставлен-
ном диагнозе острый В-лимфобластный лейкоз (да-
лее В-ОЛЛ). Забор крови доноров и подготовку кле-
точного материала проводили согласно описанной 
ранее методике [15]. Для контроля использовали 
лимфоциты здоровых доноров того же возрастного 
диапазона. Во всех случаях гематологическое ис-
следование показывало содержание бластных кле-
ток в мононуклеарной фракции >80%.

Определение выживаемости клеток проводили 
методом МТТ в модификации [16]. Выборка со-
ставляла не менее 10 образцов для каждого слу-
чая. Результаты обрабатывали методом U-теста 
Манна–Уитни (р < 0,05). Значение LС50 оценивали 
по медиане и t-статистике Стьюдента.

Значения ингибирующей активности соедине-
ний in vitro взяты из литературных данных  [9]. 
Эксперименты in vivo проводили по методике 
Ванина, используя метод спектроскопии ЭПР со 
спиновой ловушкой [17], в качестве которой при-
меняли Fe2+-диэтилдитиокарбаматный комплекс 
(Fe2+(DETC)2). Спектры ЭПР регистрировали при 
77 К на приборе фирмы «Bruker» (модель ESP-
300E).  Результаты измерений содержания NO в 
печени выражались как отношение амплитуды 
ЭПР-сигнала комплекса NO–Fe2+–(DETC)2 в об-
разцах печени мышей, подвергшихся воздействию 
липополисахаридов (LPS)+вещество, к амплитуде 
сигнала в образцах печени мышей, обработанных 
только LPS. Таким образом, измеряемая величина 
NO in vivo относится к остаточной (после ингиби-
рования) продукции общего пула NOS, т.е. всех 
изоформ фермента.

Результаты и их обсуждение

В табл. 1 приведены данные  по выживаемо-
сти различных типов лейкемических клеток по 
сравнению с клетками здоровых доноров под 
действием эффекторов NOS в ряду уменьшения 
силы вводимого ингибитора. Взаимосвязь NOS-
активности (in vivo) соединений и выживаемо-
сти клеток пациентов с В-ОЛЛ представлена 
на рис. 2. Видно, что существует зависимость 

Рис. 1. Производные гидробромидов 2-амино-5,6-4Н-1,3-
тиазина (I), 2-амино-2-тиазолина (II) и тиомочевины (III)
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между ингибированием NO-продукции и выжи-
ваемостью лейкемических клеток, различная для 
разных типов лейкозов. 

Наибольшей цитотоксичностью обладает ак-
тиватор NOS, при этом цитотоксичность по отно-
шению к лейкемическим клеткам выше в 4–10 раз 
для всех изученных. Самая высокая цитотоксич-
ность и терапевтический индекс ТИ = LC50 (для 
здоровых клеток) / LC50 (для лейкемических кле-
ток) наблюдались для клеток В-ОЛЛ.

Кривая зависимости выживаемости (LC50) 
клеток здоровых доноров от уровня ингибиро-
вания NOS in vivo (рис. 2) имеет повышение при 
переходе от активатора к ингибиторам и не ме-
няется примерно до уровня ингибирования 80% 
(LC50 на уровне ~2 мкмоль/мл). Дальнейшее по-
нижение количества NO  (на уровне ингибирова-
ния NOS от 80 до 90%) вызывает резкий рост вы-
живаемости. Далее величина LC50 практически 
не меняется (в пределах ошибки) на новом более 
высоком уровне (~10 мкмоль/мл). Наблюдаются 
два исключения – соединения 4 и 6. Соединение 
4 имеет длинный гидрофобный «хвост» и, как 
показало исследование методом динамическо-
го рассеяния, образует в растворе наночастицы 
от 10 до 100 нм, которые циклически меняют 
свой размер в зависимости от времени стояния 

раствора. Включение этого соединения в рассма-
триваемую зависимость невозможно из-за зна-
чительно большей токсичности по отношению к 
здоровым клеткам. Соединение 6 имеет две осо-
бенности: 1) очень низкий процент ингибирова-
ния iNOS in vitro, что свидетельствует о его более 
высокой ингибирующей способности по отноше-
нию к eNOS (in vivo); 2) является радиосенсиби-
лизатором (табл. 2), т.е. оказывает противополож-
ное влияние на продукты оксидативного стресса 
(или это влияние отсутствует).

При строго определенном уменьшении количе-
ства NO  (~85–89% ингибирования iNOS) происхо-
дит резкая (триггерная) смена механизма его воз-
действия на здоровые клетки, поведение которых 
после скачка мало зависит от концентрации NO 
(в пределах ошибки измерения) на новом более 
высоком уровне выживаемости. Таким образом, 
здоровые клетки имеют систему ответа на увели-
чение и уменьшение концентрации NO. Эту систе-
му ответа можно сравнить с буферной системой, 
при «отказе» которой при строго определенной 
концентрации NO выживаемость клеток «переска-
кивает» на новый более высокий уровень.

В случае клеток пациентов с В-ОЛЛ кривая 
их выживаемости качественно совпадает с зави-
симостью, наблюдаемой для здоровых клеток, до 

Рис. 2. Зависимость выживаемости (LC50) здоровых (1)  и лейкемических (2) клеток от 
NOS-ингибиторной активности вводимых соединений. Активатор – слева, а ингибиторы 
– справа от вертикальной оси; 3 – соединение 4 (образует наночастицы), 4 – соединение 6 

(радиосенсибилизатор)
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Т а б л и ц а  2
Корреляция радиопротекторных, цитотоксических и  NOS-ингибиторных свойств на примере 

представителей изученных классов соединений

Номер соединения ФИД Ингибиторная 
активность к  iNOS,              

in vitro % (лит. 
данные) / in vivo                     
(ко всем NOS)

ТИ* = LC50 (здоровые 
доноры) / LC50 

(лейкемические клетки,              
В-ОЛЛ)

6 ~0,8 2/90 3,0/0,3 = 10
3 1,0 0/80 2,0/1,5 = 1,3
9 1,3 [21] 68/97 13/4,3 = 3
8 1,3 [21] 90/95 15/1,9 = 7,9
10 1,5 92/97 10,6/0,9 = 11,8

О б о з н а ч е н и я. ТИ – терапевтический индекс, ФИД –  фактор изменения дозы.

80%-го уровня ингибирования NOS, однако коли-
чественно цитотоксичность по отношению к лей-
кемическим клеткам немного выше (примерно в 
1,5–2,0 раза). Далее, как и для здоровых клеток, 
наблюдается скачок роста выживаемости, но с по-
следующим возвращением на предыдущий уро-
вень, когда  NOS-ингибирование становится выше 
90%. Аналогичная закономерность, близкая и ко-
личественно, наблюдается для клеточной линии 
MOLT-4 (Т-ОЛЛ). В то же время для клеточной 
линии хронического миелолейкоза К-562 явной за-
висимости выживаемости от ингибирования NOS 
не наблюдается, более того, ряд веществ вызывает 
значительный рост выживаемости этих лейкеми-
ческих клеток.

Сила ингибиторов NOS практически не оказы-
вает влияния на клеточную линию HL-60 (за ис-
ключением активатора NOS), однако терапевти-
ческие индексы в этом случае были наиболее вы-
сокими и достигали 20. Известно, что действие 
цитокинов как провоспалительных стимулов на 
производство NO для клеток HL-60  отличается 
от действия в случае К-562 и MOLT-4 [18].

Аспирин, салицилаты и их производные в по-
следнее время активно испытывают в качестве 
антилейкемических препаратов, в частности, и в 
детской онкологии [19, 20]. Однако замена в про-
тивоионе гидробромида на салицилат (соедине-
ние 7) не показала увеличения цитотоксичности. 
Использование салицилатов требует отдельного 
изучения.

Сравнение NOS-ингибиторных и антилейкеми-
ческих (к клеткам В-ОЛЛ) свойств соединений с 
их радиомодифицирующим действием (табл. 2) 
показало некоторую корреляцию ТИ с увеличени-
ем радиопротекторной активности. В том случае, 
когда величины ФИД были равны (соединения 8 

и 9), ТИ увеличивался с ростом ингибирования 
iNOS. Радиосенсибилизатор (соединение 6) и со-
единение 3 (не являющееся радиомодификатором) 
одинаково воздействуют на здоровые клетки, но 
ТИ для них различается в 10 раз за счет большей 
цитотоксичности радиосенсибилизатора к клеткам 
В-ОЛЛ.

Вызывают некоторое удивление данные для 
соединения 5 (89% NOS-ингибирования). В этом 
случае для всех клеток, исключая клетки здоровых 
доноров и клеточную линию HL-60, наблюдался 
рост (пик различной величины) LC50. Это можно 
объяснить специфическими свойствами данного 
препарата, действие которого для лейкемических 
клеток является более сильным, чем влияние NO. 
Однако кажется более вероятным, что именно в 
этой области величин уровня ингибирования, т.е. 
при созданной ингибитором  строго определенной 
концентрации NO, происходит пересечение (пере-
хлест) противоположных механизмов воздействия 
NO (про- и антиапоптотических), и это может при-
водить к нестабильности результатов, которые на-
чинают зависеть от специфических свойств соеди-
нений, воздействующих на лейкозные клетки. 

Таким образом, увеличение силы радиопро-
тектора, как и рост активности NOS-ингибитора, 
способствуют повышению ТИ  при действии на 
раковые клетки пациентов с В-ОЛЛ. Это значит, 
что роль оксидативного стресса, являющегося 
одной из основных мишеней радиопротекторов, 
и ER-стресса, возникающего вследствие воздей-
ствия NO (NOS), может корректироваться пред-
ставителями классов тиазин-тиазолинов и ти-
омочевин с различными параметрами ФИД и 
NOS-ингибирующей активности. Эти вещества 
могут быть полезными в комплексной терапии 
при радиолучевой и химиотерапии. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ (проект № 13-08-0005).
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THE RELATIONSHIP BETWEEN NO-SYNTHASE INHIBITORY 
ACTIVITY OF N-, S- CONTAINING HETEROCYCLES WITH THEIR 
RADIOPROTECTIVE AND ANTILEUKEMIC PROPERTIES

M.A. Orlova1,2*, T.P. Trofi mova1,2, S.V. Nikulin2, A.P. Orlov1

(1M.V. Lomonosov Moscow State University, Department of Chemistry, Division of 
Radiochemistry; 2D. Rogachev Federal Scientifi c Clinical Centre of Pediatric Hematology, 
Oncology and Immunology; *e-mail: orlova.radiochem@mail.ru)

The impact of NO-synthase (NOS) inhibitors, and activator for leukemic cell line 
HL-60, K-562, MOLT-4 and  bone marrow cells of untreated patients diagnosed with 
acute B-lymphoblastic leukemia, compared with lymphocytes from healthy donors 
was examined. The data about the relationship of radioprotective, NOS-inhibitory and 
cytotoxic properties of a number of derivatives of thiazine, thiazoline and thiourea testify 
about the possibility of their potential use  as agents for complex radio- and chemotherapy.

Key words: acute leukemia; derivatives of thiazoline, thiazine and thiourea; NO-synthase 
inhibitors, radioprotectors.
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