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Аннотация. В опытах in vitro показано, что бетулиновая кислота и ее производное подавляют рост клеток 
глиомы C6 и HeLa, слабо влияя на незлокачественные клетки. Комбинирование этих соединений с модуляторами 
активности кальциевых каналов (транспортеров) и кальцийсвязывающих белков ‒ SKF-96365, хлорпромазином 
и циклоспорином А, а также с хелатором ионов кальция EGTA способствует усилению противоопухолевого 
эффекта по сравнению с таковым при отдельном использовании препаратов. Наиболее выраженный синергизм 
выявлен в случае совместного применения SKF-96365 с бетулиновой кислотой или ее производным. Данное обстоя
тельство позволяет предположить, что для реализации противоопухолевого действия бетулиновой кислоты и ее 
производного не требуется активация ингибируемых SKF-96365, хлорпромазином и циклоспорином А мишеней, 
включая депоуправляемые каналы, каналы транзиторного рецепторного потенциала, кальмодулин и кальцинев­
рин. Более того, есть вероятность, что чувствительные к SKF-96365 механизмы, а также кальмодулин- и кальци­
невринзависимые механизмы способствуют росту опухолевых клеток и их устойчивости к бетулиновой кислоте  
и ее производному. Бетулиновая кислота, ее производное и их комбинации с модуляторами кальциевого гомеостаза 
могут вызывать повышение, а в ряде случаев снижение уровня цитозольного кальция (Ca2+). Изменения этого по­
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казателя не коррелируют однозначно с эффективностью подавления клеточного роста и зависят от типа клеток, 
использованных препаратов и длительности культивирования. Полученные результаты впервые демонстрируют 
потенциал комбинированной терапии на основе бетулиновой кислоты (или ее производного) и модуляторов Ca2+-сигна- 
лизации.

Ключевые слова: бетулиновая кислота; опухоль; рак; кальциевый канал; SKF-96365; хлорпромазин; цикло­
спорин А.
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Abstract. In vitro studies have shown that betulinic acid and its derivative inhibit the growth of C6 glioma cells and 
HeLa cells, while having little effect on non-malignant cells. Combination therapy with calcium channel (transporter)  
and calcium-binding protein modulators (SKF-96365, chlorpromazine and cyclosporine A), as well as the calcium chelator 
EGTA, enhances the antitumour effect compared to the use of the drugs individually. The most pronounced synergism 
is observed with the combination of SKF-96365 and betulinic acid or its derivative. This suggests that activation of  
SKF-96365-, chlorpromazine- and cyclosporine A-inhibited targets, including store-operated channels, transient receptor 
potential channels, calmodulin and calcineurin, is not required for the effects of betulinic acid and its derivative. Moreover, 
it is possible that SKF-96365-sensitive, as well as calmodulin- and calcineurin-dependent mechanisms contribute to tumour 
cell growth and their resistance to betulinic acid and its derivative. Betulinic acid, its derivative and their combinations 
with calcium homeostasis modulators can cause both an increase and, in some cases, a decrease in cytosolic Ca2+. Changes 
in this parameter do not correlate unambiguously with the effectiveness of cell growth suppression and depend on the 
cell type, the drugs used, and the duration of culture. The obtained results demonstrate for the first time the potential of 
combination therapy based on betulinic acid (or its derivative) and Ca2+-signalling modulators.

Keywords: betulinic acid; tumour; cancer; calcium channel; SKF-96365; chlorpromazine; cyclosporine А.

Введение
Одним из подходов к разработке новых методов противоопухолевой терапии является использование 

веществ природного происхождения, ингибирующих критические для роста опухолевых клеток био­
химические пути без проявления выраженной общей токсичности. К природным веществам с высокой 
биологической активностью относится бетулиновая кислота – пентациклический тритерпеноид рас­
тительного происхождения.

В литературе имеются данные о том, что физиологические эффекты, оказываемые бетулиновой кис­
лотой и ее аналогами на незлокачественные клетки, зависят от ионов кальция. Показано участие каль­
ция в антиатеросклеротическом [1] и антиноцицептивном [2] действии бетулиновой кислоты, норма
лизации жирового обмена [3], ослаблении нейропатии [4]. В гораздо меньшей степени изучена роль 
кальцийзависимых механизмов в воздействии бетулиновой кислоты на опухолевые клетки. С одной 
стороны, в злокачественных клетках выявлена повышенная экспрессия кальциевых каналов и актив­
ность кальцийзависимых сигнальных путей, способствующих выживаемости, росту и лекарственной 
устойчивости опухолевых клеток [5]. С другой стороны, различные пути клеточной гибели опосредованы 
Ca2+-зависимыми механизмами [6].

Ионы кальция участвуют в передаче сигнала в клетке, являясь, как правило, вторичным посредником 
в путях сигнальной трансдукции. Изменение концентрации ионов кальция в клетке в ответ на внешнее 
воздействие ведет к активации или, напротив, ингибированию активности многих ферментов, а следова­
тельно, к изменению клеточных функций [7]. Селективное поступление кальция в клетку обеспечивают 
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катионные каналы, среди которых важную роль играют каналы, управляемые кальциевым депо, и ка­
налы транзиторного рецепторного потенциала (transient receptor potential, TRP). Кальцийсвязывающие 
и кальцийзависимые белки, такие как кальмодулин и кальциневрин, опосредуют физиологический от­
вет на кальциевые сигналы, а также регулируют внутриклеточную транспортировку и запасание ионов 
кальция [8; 9].

Цель данной работы – изучить влияние на рост опухолевых клеток бетулиновой кислоты или ее произ
водного в сочетании с ингибиторами активности кальциевых каналов и кальцийсвязывающих белков 
и выяснить роль этих структур в противоопухолевом действии бетулиновой кислоты.

Материалы и методы исследования
Реактивы. В работе использовались бетулиновая кислота (Glentham Life Sciences, Великобритания), 

производное бетулиновой кислоты, а именно 2-{2-[2-(3β-гидроксилуп-20(29)-ен-28-амидо) этокси] эток­
си}этан-1-аммония хлорид (синтезирован в Институте биоорганической химии НАН Беларуси согласно 
методике, изложенной в работе [10]), SKF-96365 (Abcam, Великобритания), YM-58483 (Sigma-Aldrich, 
США), этиленгликоль-бис(2-аминоэтиловый эфир)-N,N,N,N-тетрауксусная кислота, или EGTA (Sigma-
Aldrich), хлорпромазина гидрохлорид (Sigma-Aldrich), циклоспорин А (BLD Pharmatech, Германия), 
BCTC (MedChemExpress, США), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиумбромид, или МТТ  
(Glentham Life Sciences).

Клетки. Для постановки экспериментов применяли клетки глиомы C6 (крыса), HeLa (человек; цер­
викальная карцинома), FL (человек; амнион) из коллекции Республиканского центра гигиены, эпиде­
миологии и общественного здоровья, а также клетки двухнедельной культуры головного мозга крысы, 
полученные по описанной в работе [11] методике с соблюдением положений Директивы 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета Европейского союза «О защите животных, используемых в научных 
целях».

Проведение экспериментов. Клетки высевали в 96-луночные планшеты в среду ДМЕМ (D5648; 
Sigma-Aldrich), содержащую 10 % эмбриональной телячьей сыворотки и антибиотики. Через 24 ч вносили 
исследуемые препараты – бетулиновую кислоту (40,0 и 60,0 мкмоль/л), производное бетулиновой кислоты 
(4,0 и 8,0 мкмоль/л), SKF-96365 (20,0 мкмоль/л), YM-58483 (1,0 мкмоль/л), EGTA (0,2 и 1,0 ммоль/л), 
хлорпромазина гидрохлорид (14,0 мкмоль/л), циклоспорин А (2,0 мкмоль/л), BCTC (0,2 мкмоль/л). По  
истечении 48 ч оценивали ингибирование роста опухолевых клеток с использованием МТТ-теста и свето­
вой микроскопии на инвертированном микроскопе Leica DM IL (Leica Microsystems, Германия). Изобра
жения клеток получали с помощью цифровой фотокамеры Levenhuk C130 NG (США) при увеличении 
объектива ×20.

Уровень свободного кальция (Ca2+) в клетках измеряли через 2 и 48 ч после внесения препаратов 
с помощью набора Fluo-8 No Wash Calcium Assay Kit (Abcam), руководствуясь рекомендациями произ­
водителя. Краситель Fluo-8 используется как индикатор изменений содержания цитоплазматического 
свободного кальция [12; 13]. При окрашивании и последующем анализе клеток смену среды культиви­
рования и отмывку клеток не проводили. Клеточные пробы анализировали на проточном цитофлуори­
метре BD FACSCanto II (BD Biosciences, США) с программным обеспечением Diva (версия 7.0) (Becton 
Dickinson, США).

Результаты и их обсуждение
Полученные результаты показали дозозависимое действие бетулиновой кислоты и ее производного 

на опухолевые клетки. Так, бетулиновая кислота в концентрации 10,0 –100,0 мкмоль/л подавляла рост 
клеток глиомы C6 и HeLa на 12–74 %, а ее производное в концентрации 3,5 –16,0 мкмоль/л ингибиро­
вало рост этих клеток на 14 – 68 % (рис. 1, а и б ). В то же время бетулиновая кислота слабо подавляла 
рост клеток FL (на 5 –12 %) и не влияла на рост первичной культуры клеток головного мозга кры­
сы (рис. 1, в и г), которая, как было показано в работах [11; 14], на 90 % или более состоит из астроци­
тов и включает небольшое количество других типов клеток, характерных для ткани головного мозга. 
Производное бетулиновой кислоты в концентрации 8,5 –16,0 мкмоль/л ингибировало рост клеток FL на 
13–24 %, а в концентрации 11,0 –16,0 мкмоль/л подавляло рост первичной культуры клеток головного 
мозга крысы на 17–37 % (см. рис. 1, в и г).

Приведенные данные свидетельствуют, что бетулиновая кислота и ее производное обладают более 
выраженным ингибирующим действием в отношении использованных нами опухолевых линий, чем 
в отношении незлокачественных клеток. Противоопухолевый эффект этих соединений связывают преж
де всего с подавлением биохимических путей, обеспечивающих выживаемость опухолевых клеток, 
повышением синтеза активных форм кислорода митохондриального происхождения, торможением про­
лиферации, апоптозом [15 –17].
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Рис. 1. Влияние бетулиновой кислоты (BA) и производного бетулиновой кислоты (BAD)  
на рост клеток глиомы C6 (n = 18) (а), HeLa (n = 6) (б ), FL (n = 12 ‒18) (в) и первичной культуры клеток  

головного мозга крысы (n = 6) (г). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю (p < 0,05; тест Манна – Уитни)

Fig. 1. The effect of betulinic acid (BA) and betulinic acid derivative (BAD) on the growth of C6 glioma (n = 18) (a),  
HeLa (n = 6) (b), FL (n = 12 –18) (c) cells and culture of rat brain (n = 6) (d ). Data obtained using the MTT test.  

Sign * indicates significant differences compared to the control (p < 0.05; Mann – Whitney test)

Для выявления роли депоуправляемых каналов в ингибирующем действии бетулиновой кислоты на 
опухолевые клетки использовали препараты SKF-96365, YM-58483 (также известен как BTP2) и ВСТС 
(также известен как SML0355).

Депоуправляемый вход кальция, являющийся ключевым механизмом регуляции внутриклеточного уров­
ня ионов кальция, выявлен в большинстве типов клеток, включая клетки глиомы C6 [18; 19] и HeLa [20 –22].

Препарат SKF-96365 блокирует депоуправляемый вход кальция [23], каналы TRP, проницаемые для ка­
тионов, в том числе для ионов кальция (канонические каналы TRPС3 [24] и TRPC6 [25], ванилоидные ре­
цепторы TRPV2 [26]), и часто рассматривается как неселективный ингибитор катионных каналов [27; 28]. 
Наряду с этим показано влияние SKF-96365 на работу Na+/Ca2+-обменника (NCX), локализованного 
в плазматической мембране. Обычно NCX работает в «прямом» режиме, по механизму антипорта обес
печивая вход трех ионов Na+ и выход одного иона Ca2+. Однако в зависимости от концентрации ионов 
может включаться «обратный», или «реверсный», режим, приводящий к выходу Na+ и входу Ca2+ [29]. 
В экспериментах с клетками глиобластомы SKF-96365 способствовал активации «обратного» режима 
работы NCX [30]. При проведении исследований с использованием клеток HL-60 (клетки лейкемии 
человека), MDCK (клетки почки собаки) [31] и эндотелиальных клеток человека [32] также получены 
данные о том, что SKF-96365 может способствовать высвобождению Ca2+ из внутриклеточных депо.
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Препарат ВСТС блокирует меластатиновые и ванилоидные рецепторы, в частности TRPМ8 и TRPV1 [33].  
Препарат YM-58483 является селективным ингибитором депоуправляемых каналов и не влияет на другие 
механизмы, связанные с кальциевой сигнализацией [34].

Как видно из рис. 2‒ 4, препарат SKF-96365 в различных экспериментах подавлял рост клеток глиомы C6 
и HeLa в 1,4 –2,3 раза. Бетулиновая кислота ингибировала рост этих клеток в 1,4 –1,8 раза. При комбини­
рованном применении SKF-96365 и бетулиновой кислоты наблюдалось значительное усиление противо
опухолевого эффекта: в данном случае подавление клеточного роста было в 3,4 – 8,1 раза более выраженным, 
чем при использовании указанных препаратов по отдельности (см. рис. 2). В то же время препараты ВСТС 
и YM-58483 оказывали слабое влияние на опухолевые клетки, способствуя подавлению клеточного роста до 
1,2 раза или вызывая тенденцию к его подавлению и усиливая ингибирующее действие бетулиновой кисло­
ты на опухолевые клетки в 1,2–1,6 раза, причем BCТC обладал более выраженным эффектом (см. рис. 2).

В экспериментах с производным бетулиновой кислоты использовали препараты SKF-96365 и ВСТС, 
обеспечившие в сочетании с бетулиновой кислотой более значительное подавление роста опухолевых 
клеток, чем препарат YM-58483. Производное бетулиновой кислоты в концентрации 4,0 и 8,0 мкмоль/л 
дозозависимо ингибировало рост опухолевых клеток в 1,3 –2,1 раза. Сочетание производного бетулиновой 
кислоты с SKF-96365 обеспечило усиление противоопухолевого эффекта в 2,1– 6,3 раза по сравнению 
с эффектом, наблюдаемым при использовании этих препаратов по отдельности (см. рис. 3 и 4).

Рис. 2. Влияние SKF-96365 (20,0 мкмоль/л), YM-58483 (1,0 мкмоль/л), BCTC (0,2 мкмоль/л),  
бетулиновой кислоты (BA; 60,0 мкмоль/л) и ее комбинаций с указанными препаратами  

на рост клеток глиомы C6 (n = 8) (а) и HeLa (n = 8) (б ). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  

по отношению к действию SKF-96365 или BCTC, знаком *** – достоверные различия  
по отношению к действию бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)

Fig. 2. The effect of SKF-96365 (20.0 µmol/L), YM-58483 (1.0 µmol/L), BCTC (0.2 µmol/L),  
betulinic acid (BA; 60.0 µmol/L) and its combinations with these drugs  

on the growth of C6 glioma (n = 8) (a) and HeLa (n = 8) (b) cells. Data obtained using the MTT test.  
Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  

to the effect of SKF-96365 or BCTC, sign *** – significant differences compared  
to the effect of betulinic acid (p < 0.05; Mann – Whitney test)
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Рис. 3. Влияние SKF-96365 (20,0 мкмоль/л), BCTC (1,0 мкмоль/л),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 и 8,0 мкмоль/л) и его комбинаций с указанными препаратами  
на рост клеток глиомы C6 (n = 4) (а) и HeLa (n = 4) (б ). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  

по отношению к действию SKF-96365 или BCTC, знаком *** – достоверные различия  
по отношению к действию производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)

Fig. 3. The effect of SKF-96365 (20.0 µmol/L), BCTC (1.0 µmol/L),  
a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 and 8.0 µmol/L) and its combinations with these drugs  

on the growth of C6 glioma (n = 4) (a) and HeLa (n = 4) (b) cells. Data obtained using the MTT test.  
Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  

to the effect of SKF-96365 or BCTC, sign *** – significant differences compared  
to the effect of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)
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Рис. 4. Влияние SKF-96365 (20,0 мкмоль/л), производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л)  
и их комбинации на рост клеток HeLa. Данные получены с использованием  

световой микроскопии (увеличение ×20)
Fig. 4. The effect of SKF-96365 (20.0 µmol/L), a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L)  

and their combination on the growth of HeLa cells. Data obtained using  
light microscopy (magnification ×20)

Среди белков, опосредующих влияние ионов кальция на функции клетки, важную роль играет кальмо­
дулин – сенсор кальция и кальцийсвязывающий белок, который функционирует в качестве интегральной 
субъединицы многих ферментов, регулируя их активность [8]. Одной из мишеней кальмодулина является  
кальциневрин – белок, связывающий Ca2+ и кальмодулин и проявляющий активность протеинфосфата­
зы [35; 36]. Наиболее изученной функцией кальциневрина выступает дефосфорилирование семейства 
факторов транскрипции ядерного фактора активированных Т-клеток (nuclear factor of activated T-cells, 
NFAT), что приводит к их перемещению в ядро, где они активируют экспрессию генов. В Т-клетках 
активация NFAT инициирует адаптивный иммунный ответ. По этой причине ингибиторы кальциневрина, 
в частности циклоспорин A, используются в клинической практике в качестве иммунодепрессантов 
для предотвращения отторжения органов и при аутоиммунных расстройствах (например, атопическом 
дерматите и псориазе). В то же время циклоспорин А оказывает влияние не только на иммунные, но 
и на другие клетки организма, регулируя многие кальцийзависимые процессы [9].

Учитывая тот факт, что в проведенных нами экспериментах препараты, известные как ингибиторы 
кальциевых каналов, способствовали усилению противоопухолевого действия бетулиновой кислоты 
и ее производного, мы исследовали модулирующий эффект соединений, влияющих на активность 
кальцийзависимых белков. В качестве таких соединений использовались хлорпромазин, который 
применяется как антипсихотическое средство, но, помимо других свойств, обладает способностью 
ингибировать кальмодулин [37], и циклоспорин А ‒ ингибитор кальциневрина [38]. Хлорпромазин 
и циклоспорин А не являются противоопухолевыми препаратами, однако в литературе (см., напри­
мер, [37; 38]) имеются сведения об их способности подавлять рост опухолевых клеток. В рамках 
настоящей работы изучалось влияние этих препаратов на противоопухолевый эффект производного 
бетулиновой кислоты, которое, как видно из рис. 1 и 3, оказывало действие, сходное с действием бе­
тулиновой кислоты, но при этом применялось в гораздо меньшей концентрации.

Проведенные исследования показали, что хлорпромазин (ингибитор кальмодулина) в концентрации 
14,0 мкмоль/л и циклоспорин А (ингибитор кальциневрина) в концентрации 2,0 мкмоль/л подавляли 
рост опухолевых клеток в 1,2–1,3 раза, а при сочетании какого-либо из этих препаратов с производ
ным бетулиновой кислоты эффект был в 1,4 –3,8 раза более сильным, чем при их отдельном исполь­
зовании (рис. 5 ‒7). Вероятно, хлорпромазин и циклоспорин А оказывают дополнительное действие 
в отношении друг друга, так как при совместном применении данных препаратов наблюдалось более 
выраженное ингибирование клеточного роста, а также более заметное усиление противоопухолевого 
эффекта производного бетулиновой кислоты (в 2,5 раза по сравнению с эффектом, наблюдаемым при 
использовании только производного бетулиновой кислоты) (см. рис. 6, б ).
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Рис. 5. Влияние хлорпромазина (CPZ; 14,0 мкмоль/л), циклоспорина А (CS; 2,0 мкмоль/л),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 и 8,0 мкмоль/л) и его комбинаций с указанными препаратами  

на рост клеток глиомы C6 (n = 12). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  
по отношению к действию хлорпромазина или циклоспорина А, знаком *** – достоверные различия  

по отношению к действию производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)
Fig. 5. The effect of chlorpromazine (CPZ; 14.0 µmol/L), cyclosporine A (CS; 2.0 µmol/L),  
a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 and 8.0 µmol/L) and its combinations with these drugs  

on the growth of C6 glioma cells (n = 12). Data obtained using the MTT test.  
Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  

to the effect of chlorpromazine or cyclosporine A, sign *** – significant differences compared  
to the effect of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)

Рис. 6. Влияние хлорпромазина (CPZ; 14,0 мкмоль/л), циклоспорина А (CS; 2,0 мкмоль/л),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л (а) и 8,0 мкмоль/л (б )) и его комбинаций  

с указанными препаратами на рост клеток HeLa (n = 16 (а), n = 4 (б )). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  
по отношению к действию хлорпромазина или циклоспорина А, знаком *** – достоверные различия  

по отношению к действию производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)
Fig. 6. The effect of chlorpromazine (CPZ; 14.0 µmol/L), cyclosporine A (CS; 2.0 µmol/L),  

a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L (a) and 8.0 µmol/L (b)) and its combinations with these drugs  
on the growth of HeLa cells (n = 16 (a), n = 4 (b)). Data obtained using the MTT test.  

Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  
to the effect of chlorpromazine or cyclosporine A, sign *** – significant differences compared  

to the effect of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)
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Рис. 7. Влияние хлорпромазина (CPZ; 14,0 мкмоль/л), циклоспорина А (CS; 2,0 мкмоль/л),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л) и его комбинаций с указанными препаратами  
на рост клеток HeLa. Данные получены с использованием световой микроскопии (увеличение ×20)

Fig. 7. The effect of chlorpromazine (CPZ; 14.0 µmol/L), cyclosporine A (CS; 2.0 µmol/L),  
a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L) and its combinations with these drugs  

on the growth of HeLa cells. Data obtained using light microscopy (magnification ×20)

Эффект, сходный с эффектом SKF-96365, хлорпромазина и циклоспорина А, продемонстрировал хелатор 
ионов кальция EGTA. В частности, EGTA в концентрации 1,0 ммоль/л усилила ингибирующее действие 
4,0 мкмоль/л производного бетулиновой кислоты на клетки глиомы C6 в 1,3 раза и вызвала тенденцию к уси­
лению ингибирующего действия 8,0 мкмоль/л производного бетулиновой кислоты на эти клетки (рис. 8).

Рис. 8. Влияние EGTA (1,0 ммоль/л), производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 и 8,0 мкмоль/л)  
и их комбинации на рост клеток глиомы C6 (n = 4). Данные получены с использованием МТТ-теста.  

Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  
по отношению к действию EGTA, знаком *** – достоверные различия по отношению к действию  

производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)
Fig. 8. The effect of EGTA (1.0 mmol/L), a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 and 8.0 µmol/L)  

and their combination on the growth of C6 glioma cells (n = 4). Data obtained using the MTT test.  
Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  

to the effect of EGTA, sign *** – significant differences compared to the effect  
of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)
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Установлено, что EGTA в концентрации 0,2 и 1,0 ммоль/л тормозила рост клеток HeLa в 1,2 и 1,4 раза. 
При использовании EGTA в концентрации 0,2 ммоль/л наблюдалась тенденция к усилению противо­
опухолевого эффекта 4,0 мкмоль/л производного бетулиновой кислоты, а в случае применения EGTA 
в концентрации 1,0 ммоль/л выявлено статистически значимое усиление противоопухолевого эффекта 
4,0 и 8,0 мкмоль/л производного бетулиновой кислоты в 1,8 –1,9 раза (рис. 9).

Рис. 9. Влияние EGTA (0,2 ммоль/л (а) и 1,0 ммоль/л (а, б )),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л (а) и 8,0 мкмоль/л (б )) и их комбинации  

на рост клеток HeLa (n = 12 (а, б )). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю,  
знаком ** – достоверные различия по отношению к действию EGTA,  
знаком *** – достоверные различия по отношению к действию  

производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)

Fig. 9. The effect of EGTA (0.2 mmol/L (a) and 1.0 mmol/L (a, b)),  
a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L (a) and 8.0 µmol/L (b)) and their combination  

on the growth of HeLa cells (n = 12 (a, b)). Data obtained using the MTT test.  
Sign * indicates significant differences compared to the control,  

sign ** – significant differences compared to the effect of EGTA,  
sign *** – significant differences compared to the effect  

of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)

Далее исследовалось, обеспечит ли хелатирование ионов кальция усиление противоопухолевого 
действия хлорпромазина и циклоспорина А.

Полученные данные показали, что хлорпромазин, EGTA, бетулиновая кислота и ее производное 
подавляли рост клеток HeLa в 1,2–1,3 раза (рис. 10). Комбинирование бетулиновой кислоты или  
ее производного с хлорпромазином либо EGTA усиливало ингибирование клеточного роста. Хлор
промазин и EGTA нивелировали противоопухолевое действие друг друга; аналогичный эффект 
наблюдался и в случае их применения в сочетании с бетулиновой кислотой или ее производным  
(см. рис. 10).

Исследование совместного использования циклоспорина А и производного бетулиновой кисло
ты продемонстрировало, что, как и в вышеописанном опыте, циклоспорин А, EGTA и производ
ное бетулиновой кислоты подавляли рост клеток HeLa (рис. 11). Комбинирование производного  
бетулиновой кислоты с циклоспорином А или EGTA усиливало ингибирующее действие пре
паратов на клетки HeLa, а сочетание EGTA с циклоспорином А ослабляло противоопухолевый эф- 
фект.
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Рис. 10. Влияние EGTA (0,2 ммоль/л), хлорпромазина (CPZ; 14,0 мкмоль/л),  
бетулиновой кислоты (BA; 40,0 мкмоль/л), производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л)  

и их комбинаций на рост клеток HeLa (n = 8). Данные получены с использованием МТТ-теста. 
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  
по отношению к действию хлорпромазина, знаком *** – достоверные различия по отношению к действию  

бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)
Fig. 10. The effect of EGTA (0.2 mmol/L), chlorpromazine (CPZ; 14.0 µmol/L),  

betulinic acid (BA; 40.0 µmol/L), betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L) and their combinations  
on the growth of HeLa cells (n = 8). Data obtained using the MTT test.  

Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  
to the effect of chlorpromazine, sign *** – significant differences compared to the effect  

of betulinic acid (p < 0.05; Mann – Whitney test)

Рис. 11. Влияние EGTA (0,2 ммоль/л), циклоспорина А (CS; 2,0 мкмоль/л),  
производного бетулиновой кислоты (BAD; 4,0 мкмоль/л) и их комбинаций  

на рост клеток HeLa (n = 6). Данные получены с использованием МТТ-теста.  
Знаком * отмечены достоверные различия по отношению к контролю, знаком ** – достоверные различия  

по отношению к действию циклоспорина А, знаком *** – достоверные различия по отношению  
к действию производного бетулиновой кислоты (p < 0,05; тест Манна – Уитни)

Fig. 11. The effect of EGTA (0.2 mmol/L), cyclosporine A (CS; 2.0 µmol/L), a betulinic acid derivative (BAD; 4.0 µmol/L)  
and their combinations on the growth of HeLa cells (n = 6). Data obtained using the MTT test. 

Sign * indicates significant differences compared to the control, sign ** – significant differences compared  
to the effect of cyclosporine A, sign *** – significant differences compared to the effect  

of a betulinic acid derivative (p < 0.05; Mann – Whitney test)
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Так как исследуемые нами препараты влияют на активность кальциевых каналов, далее было изу
чено их действие на уровень цитозольного кальция (Ca2+), а также возможная связь этого показателя 
с подавлением клеточного роста.

Известно, что в состоянии покоя существует градиент концентраций внутри- и внеклеточного Ca2+, 
достигающий 10 000 раз, при этом цитозольная концентрация свободного Ca2+ поддерживается на уров­
не 10–7 моль/л, тогда как его внеклеточная концентрация составляет около 10–3 моль/л [8]. В проведенных 
экспериментах мы культивировали клетки в среде ДМЕМ, концентрация ионов кальция (в виде хлори­
да кальция) в которой составляет 0,2 г/л, или 1,8 ммоль/л (www.sigmaaldrich.com/by/en/product/sigma/
d5648). Уровень общего кальция в эмбриональной телячьей сыворотке достигает (3,02 ± 0,31) ммоль/л, 
а уровень ионизированного кальция – (1,38 ± 0,08) ммоль/л [39]. Исходя из этого, концентрация 
ионизированного кальция в культуральной среде, содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыво
ротки, составляет около 1,76 ммоль/л, т. е. уровень Ca2+ сходен с его уровнем во внеклеточной среде  
организма.

В клетках глиомы C6 через 2 ч культивирования бетулиновая кислота обусловила повышение уровня 
цитоплазматического Cа2+ в 2,8 раза, а производное бетулиновой кислоты не вызвало статистически 
значимых изменений этого показателя (наблюдалась тенденция к его снижению) (рис. 12, а). YM-58483, 
ВСТС и EGTA способствовали снижению уровня Ca2+, хлорпромазин и циклоспорин А не изменили, 
а SKF-96365, против ожидания, повысил его концентрацию в 1,6 раза (см. рис. 12, а).

Комбинирование бетулиновой кислоты или ее производного с SKF-96365 привело к более выра­
женному повышению уровня Ca2+ в цитоплазме клеток, чем при использовании данных препаратов по 
отдельности. Внесение хлорпромазина и циклоспорина А способствовало ослаблению влияния на уро­
вень Ca2+ (хотя он оставался выше контрольного уровня) бетулиновой кислоты, но усилению влияния 
на концентрацию Ca2+ производного бетулиновой кислоты. В присутствии YM-58483, ВСТС и EGTA 
уровень Ca2+ в клетках, подвергшихся воздействию бетулиновой кислоты или ее производного, не от­
личался от контрольного уровня либо был ниже его (см. рис. 12, а).

Через 48 ч культивирования под действием бетулиновой кислоты и ее производного в клетках 
глиомы C6 не было зарегистрировано статистически значимых изменений уровня Ca2+ (рис. 12, б ). 
SKF-96365 вызвал тенденцию к повышению этого показателя, а в сочетании с бетулиновой кис­
лотой – статистически значимое увеличение концентрации Ca2+ в 1,8 раза по сравнению с контро­
лем. Циклоспорин А и хлорпромазин повысили уровень Ca2+ в 3,0 и 3,4 раза, а в сочетании с бе­
тулиновой кислотой – в 2,7 и 5,6 раза соответственно. ВСТС несколько снизил, а EGTA повысила 
уровень Ca2+. При комбинировании YM-58483, ВСТС или EGTA с бетулиновой кислотой уровень 
цитозольного Ca2+ не отличался от контрольного уровня. Сочетание производного бетулиновой 
кислоты со всеми исследованными модуляторами кальциевого гомеостаза привело к снижению 
уровня Ca2+ в 1,5 –1,9 раза по сравнению с таковым при отдельном использовании этих препара- 
тов (см. рис. 12, б ).

В клетках HeLa через 2 ч культивирования бетулиновая кислота и ее производное способствовали 
повышению уровня цитозольного Ca2+ в 1,4 и 1,2 раза соответственно. EGTA, ВСТС и хлорпромазин 
обеспечили снижение уровня Ca2+ в 1,2–1,3 раза, YM-58483 вызвал тенденцию к уменьшению кон­
центрации Ca2+, не достигшую статистической значимости, а SKF-96365 способствовал повышению 
уровня Ca2+ в 1,3 раза (рис. 13, а).

Сочетанное действие бетулиновой кислоты или ее производного с SKF-96365, хлорпромазином, цик
лоспорином А либо YM-58483 привело к более выраженному повышению уровня Ca2+ (в 1,1–1,9 раза). 
ВСТС при комбинировании с бетулиновой кислотой вызвал тенденцию к увеличению концентра­
ции Ca2+, но без статистической значимости. В присутствии 1 ммоль/л EGTA уровень Ca2+ в клетках, 
подвергшихся воздействию бетулиновой кислоты или ее производного, не отличался от контрольного 
уровня (см. рис. 13, а).

Через 48 ч после внесения бетулиновой кислоты либо ее производного концентрация Ca2+ в клетках 
HeLa выросла в 4,3 и 3,8 раза соответственно по сравнению с контролем. Что касается использованных 
нами модуляторов кальциевого гомеостаза, то их действие оказалось неоднозначным. Так, SKF-96365 
способствовал повышению уровня Cа2+ в 5,0 раза, хлорпромазин – в 6,6 раза, циклоспорин А – в 2,2 раза. 
В присутствии YM-58483 и ВСТС статистически значимого изменения концентрации Ca2+ не заре
гистрировано, EGTA вызвала повышение уровня Ca2+. SKF-96365, циклоспорин А и ВСТС не изменили 
действия бетулиновой кислоты или ее производного на уровень Cа2+, тогда как хлорпромазин, YM-58483  
и EGTA снизили их влияние на концентрацию Cа2+ либо вызывали тенденцию к его снижению в 1,1–1,4 ра- 
за (рис. 13, б ).
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Представленные данные показывают, что бетулиновая кислота и ее производное могут индуцировать 
повышение уровня цитозольного Ca2+. В экспериментах с клетками глиомы C6 подобный эффект наблю
дался через 2 ч культивирования в присутствии бетулиновой кислоты, но не ее производного, в экспери­
ментах с клетками HeLa ‒ и через 2 ч, и через 48 ч культивирования в присутствии обоих препаратов. 
Эти результаты свидетельствуют, что повышение уровня цитозольного Ca2+ под действием бетулиновой 
кислоты и ее производного не обязательно связано с их антипролиферативной активностью и само по 
себе не может служить достоверным маркером или необходимым условием реализации данного эффекта.

Анализ влияния SKF-96365 выявил сходство показателей двух исследованных типов клеток: через 
2 или 48 ч культивирования указанный препарат индуцировал повышение уровня Ca2+ либо тенденцию 
к его повышению. Сочетание SKF-96365 с бетулиновой кислотой или ее производным обеспечива­
ло гораздо более выраженное подавление роста опухолевых клеток, чем эти препараты по отдельно­
сти. В большинстве случаев (но не всегда), помимо указанного эффекта, наблюдался и более высокий 
уровень Ca2+. Можно предположить, что подобное влияние на уровень Ca2+ объясняется выходом Ca2+  
из депо [31; 32] или переключением NCX на «реверсный» режим работы при действии SKF-96365 [30].

Исходя из полученных результатов, для реализации противоопухолевого эффекта бетулиновой кис­
лоты и ее производного не требуется активация ингибируемых SKF-96365 ионных каналов. Вероятно, 
указанные тритерпеноиды и SKF-96365 имеют различные молекулярные мишени, так как антипроли­
феративный эффект комбинаций оказался мощнее суммы эффектов отдельных препаратов. Возможно, 
чувствительные к SKF-96365 механизмы участвуют в защите опухолевых клеток от действия бетулиновой 
кислоты и ее производного.

Согласно литературным данным хлорпромазин способен по-разному влиять на концентрацию ионов 
кальция в клетке. В частности, хлорпромазин может опосредовать снижение уровня цитозольного Ca2+ 
через ингибирование кальмодулина и снижение активности зависящей от кальмодулина кальмодулинки­
назы II. Последняя фосфорилирует рианодиновые [40] и инозитол-3-фосфатные (InsP3) [41] рецепторы, 
обеспечивающие выход ионов кальция из клеточных депо в цитозоль. Ряд исследователей полагают, что 
фосфорилирование данных белков усиливает их чувствительность к активирующим лигандам и спо­
собствует выходу кальция из депо, хотя этот механизм регуляции является предметом обсуждения [40]. 
Кроме того, на клетках мозжечка показано, что хлорпромазин и другие антагонисты кальмодулина могут 
снижать высвобождение кальция из депо [42] независимо от InsP3.

В то же время комплекс Ca2+ – кальмодулин рассматривается как эндогенный ингибитор InsP3 и риа
нодиновых рецепторов (причем кальмодулин прямо связывается с указанными рецепторами) [43– 45], 
поэтому ингибирование кальмодулина может усиливать выход Ca2+ из депо эндоплазматического рети­
кулума. В экспериментах с клетками глиобластомы человека (GBM-8401) хлорпромазин в концентрации 
от 10 до 40 мкмоль/л увеличивал внутриклеточную концентрацию Ca2+ (изучалась концентрация через 
250 – 800 с после воздействия) и оказывал цитотоксическое действие, чего не наблюдалось в отношении 
астроцитов человека. Подобный эффект достигался за счет притока Ca2+ через депоуправляемый  
вход Ca2+, а также за счет зависимого от фосфолипазы C высвобождения Ca2+ из эндоплазматическо- 
го ретикулума [46]. В митохондриях мышечных клеток хлорпромазин вызывал временный подъем уров­
ня Ca2+ [47]. Вместе с тем имеются сведения, что хлорпромазин способен оказывать ингибирующее 
действие на опухолевые клетки не только путем регуляции кальциевого обмена клетки, но и посред­
ством множества иных механизмов – подавления синтеза ДНК, повышения проницаемости клеточной 
мембраны, изменения активности онкогенных белков и работы других каналов, помимо кальциевых 
каналов [37], нарушения функции лизосом [48].

В проведенных нами экспериментах хлорпромазин вызывал снижение уровня Ca2+ или тенденцию к его 
снижению через 2 ч культивирования и повышение концентрации Ca2+ через 48 ч культивирования, при 
этом наблюдалось подавление роста опухолевых клеток. Этот результат в определенной степени согласуется 
с данными работы [46] и позволяет осторожно предположить, что действие хлорпромазина может зависеть 
от ингибирования им кальмодулина, активации депоуправляемого входа кальция и высвобождения Ca2+ из 
эндоплазматического ретикулума, хотя механизмы наблюдаемых эффектов еще требуют изучения.

Циклоспорин А в наших опытах способствовал повышению уровня цитозольного Ca2+ в опухоле- 
вых клетках через 48 ч культивирования. В данном случае увеличение концентрации Ca2+ при долгосроч­
ном культивировании, вероятно, объясняется тем, что циклоспорин А способен подавлять активность 
кальциевой АТФазы плазматической мембраны – 1, которая выкачивает кальций из клетки. Подобный 
подъем уровня Ca2+ и подавление пролиферации наблюдались при действии циклоспорина А на клетки 
рака молочной железы (MDA-MB-231) через 24 ч культивирования [49].

Что касается подавления роста опухолевых клеток циклоспорином А, то оно может быть связано со 
снижением активности кальциневрина. Известно, что повышение циклоспорином А чувствительности  
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клеток миелоидного лейкоза к леналидомиду [50] и чувствительности клеток рака легкого к кризоти­
нибу [51] обусловлено ингибированием кальциневрина. В то же время циклоспорин А способен по­
давлять рост клеток рака толстой кишки независимо от кальциневрина, замедляя прогрессирование 
клеточного цикла и индуцируя некроптоз [52]. Кроме того, отмечено, что циклоспорин А, связываясь 
с циклофилином D, нарушает взаимодействие последнего с антиапоптотическим белком Bcl2, что ведет 
к подавлению высвобождения цитохрома С из митохондрий независимо от митохондриальной поры [53]. 
Проведенные нами эксперименты показывают, что воздействие циклоспорина А связано с повышением 
уровня Ca2+ в цитозоле и подавлением роста опухолевых клеток. Принимая во внимание представленную 
в литературе информацию, можно предположить, что влияние циклоспорина А на уровень Ca2+ зависит 
от снижения активности кальциевой АТФазы плазматической мембраны, а подавление пролиферации 
клеток – от ингибирования кальциневрина [49 –51] и (или), возможно, кальциневриннезависимых меха­
низмов. Однако имеющиеся литературные данные пока не позволяют четко ответить на вопрос о том, 
зависит ли антипролиферативный эффект циклоспорина А от уровня Ca2+. Вместе с тем полученные 
нами результаты, а именно подъем уровня Ca2+ при внесении хлорпромазина и циклоспорина А, равно 
как и снижение их антипролиферативного действия в присутствии EGTA, могут рассматриваться как 
свидетельство того, что реализация эффектов этих препаратов зависит от уровня Ca2+.

При комбинировании бетулиновой кислоты или ее производного с хлорпромазином либо циклоспо­
рином А наблюдалось усиление их антипролиферативного действия. Следовательно, реализация данного 
эффекта бетулиновой кислоты и ее производного не связана с активацией кальмодулина и кальциневрина.

Подавление роста клеток в ряде случаев (но не всегда) сопровождалось повышением уровня цитозоль­
ного Ca2+. Указанное обстоятельство позволяет предположить, что повышение уровня Ca2+ не является 
непосредственной причиной усиления антипролиферативного эффекта.

YM-58483 и BCTC в проведенных нами экспериментах слабо снижали пролиферацию клеток и уро­
вень Ca2+ в цитозоле либо не влияли на них. Вероятно, депоуправляемые каналы, а также каналы TRPМ8 
и TRPV1 участвуют в обеспечении уровня цитозольного Ca2+, необходимого для нормального роста 
опухолевых клеток, однако роль этих каналов не является определяющей. Совместное применение ука­
занных ингибиторов с бетулиновой кислотой или ее производным приводило к более выраженному по­
давлению роста опухолевых клеток, чем в случае использования препаратов по отдельности, при этом 
уровень Ca2+ в клетках HeLa слабо повышался либо не отличался от такового в присутствии только 
бетулиновой кислоты или ее производного, а уровень Ca2+ в клетках глиомы C6 снижался либо не от­
личался от концентрации Ca2+ при внесении только бетулиновой кислоты или ее производного. Исходя 
из этих данных, антипролиферативное действие бетулиновой кислоты и ее производного не связано 
с активацией каналов TRPМ8, TRPV1 и депоуправляемых каналов. Повышение либо снижение уров­
ня Ca2+ в цитозоле не является признаком или условием реализации антипролиферативного эффекта.

Интересно, что EGTA способствовала снижению уровня Ca2+ через 2 ч культивирования и его повыше­
нию через 48 ч культивирования. Так как 1 ммоль/л EGTA не хелатирует весь Ca2+ среды культивирования, 
можно предположить, что уменьшение концентрации этих ионов в среде могло повлиять на активность 
кальциевых каналов и насосов и в итоге привести к повышению уровня Ca2+ в цитозоле. В большинстве 
случаев EGTA снижала уровень Ca2+ в клетках, культивируемых в присутствии бетулиновой кислоты 
или ее производного, усиливая при этом наблюдаемый антипролиферативный эффект. Вероятно, по­
вышение уровня Ca2+ в цитозоле не обусловливает противоопухолевое действие бетулиновой кислоты, 
а возможно, даже, напротив, способствует запуску защитных процессов в клетках.

В то же время EGTA ослабляла ингибирующий эффект хлорпромазина, циклоспорина А и их ком­
бинаций с бетулиновой кислотой или ее производным. Указанные результаты согласуются с получен­
ными на клетках глиобластомы человека (GBM-8401) данными о том, что противоопухолевое действие 
хлорпромазина нивелируется хелатором ионов кальция BAPTA-AM [46]. Все вышесказанное позволяет 
заключить, что антипролиферативный эффект хлорпромазина и циклоспорина А зависит от кальция.

Возможно, EGTA, обладая неспецифическим действием, инактивирует кальцийзависимые (в том числе 
кальмодулинзависимые) ферменты, которые не только способствуют выживанию клеток, но и участвуют 
в ингибировании их роста, а также индукции клеточной гибели. Можно предположить, что хелатирова­
ние кальция подавляет апоптоз – кальцийзависимый процесс, который, согласно данным литературы, 
может индуцироваться хлорпромазином [54; 55] и циклоспорином А [56; 57].

Таким образом, в наших экспериментах бетулиновая кислота и ее производное подавляли рост клеток 
глиомы C6 и HeLa.

SKF-96365 (блокирует депоуправляемый вход кальция, каналы TRPС3, TRPC6 и TRPV2, а также 
способствует работе NCX в «реверсном» режиме) оказывал самостоятельное ингибирующее действие на  
опухолевые клетки и значительно усиливал антипролиферативный эффект бетулиновой кислоты и ее 
производного.
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В то же время ВСТС (блокатор каналов TRPМ8 и TRPV1) и YM-58483 (ингибитор депоуправляемых 
каналов) оказывали аналогичное по направленности, но гораздо более слабое действие (если вообще 
его оказывали).

Исходя из полученных данных, в качестве структур, способствующих росту опухолевых клеток 
и их устойчивости к действию бетулиновой кислоты и ее производного, могут рассматриваться ре­
цепторы, нечувствительные к BCTC и YM-58483, но чувствительные к SKF-96365, – TRPС3, TRPС6 
и TRPV2, а также NCX. Ранее нами было показано, что рутениевый красный, являющийся блокатором 
канала TRPV2, усиливает ингибирующее действие бетулиновой кислоты на опухолевые клетки [58]. 
В совокупности с вышеизложенным это позволяет предполагать возможную протекторную роль кана­
ла TRPV2 в опухолевых клетках.

Представленные в настоящей работе и публикации [58] данные об усилении подавления роста опу­
холевых клеток при сочетании бетулиновой кислоты или ее производного с хлорпромазином и цикло
спорином А свидетельствуют в пользу того, что структуры, чувствительные к этим препаратам, в частности, 
возможно, кальцийсвязывающие белки кальмодулин и кальциневрин, способствуют росту опухолевых 
клеток.

Противоопухолевое действие бетулиновой кислоты и ее производного не связано с активацией ионных 
каналов, чувствительных к SKF-96365, ВСТС и YM-58483 (каналы TRPМ8 и TRPV1, депоуправляемые ка­
налы), а также белков, чувствительных к хлорпромазину и циклоспорину А (кальмодулин, кальциневрин), 
и не снижается в присутствии их ингибиторов. Напротив, применение SKF-96365, хлорпромазина либо 
циклоспорина А в сочетании с бетулиновой кислотой или ее производным обеспечивало более выражен­
ное подавление клеточного роста, чем в случае использования указанных препаратов по отдельности.

Исследование уровня цитозольного Ca2+ показало, что взаимосвязь этого показателя и пролиферации  
клеток является неоднозначной и может зависеть от типа клеток, использованных препаратов и длитель­
ности культивирования. Подавление клеточного роста под влиянием бетулиновой кислоты, ее произ
водного и их комбинаций с модуляторами активности кальциевых каналов (транспортеров) и каль­
цийзависимых белков во многих случаях (но не всегда) сопровождалось повышением уровня Cа2+,  
но при этом более выраженное торможение роста клеток не обязательно совпадало с наиболее высоким  
уровнем Ca2+. В ряде случаев при усилении антипролиферативного действия наблюдалось сниже- 
ние уровня Ca2+ в цитозоле. Возможно, указанное обстоятельство объясняется различиями в механизмах 
действия изучаемых препаратов. Также нельзя исключать вероятность того, что выявленные эффекты 
обусловлены перераспределением ионов между внутриклеточными депо и (или) изменением локальной 
концентрации кальция в микродоменах, где сгруппированы ионные каналы и эффекторные белки [59]. 
Анализ подобных явлений предполагает применение методов, позволяющих оценивать пространственно- 
временную динамику потоков Ca2+, что пока остается за рамками данного исследования.

Полученные нами результаты показывают, что наблюдаемые изменения уровня Ca2+ зависят от типа 
клеток. Такая зависимость может быть следствием различной экспрессии целевых структур использо­
ванных препаратов.

Разница в действии бетулиновой кислоты и ее производного, вероятно, связана с различиями в их 
химической структуре. Эти различия, в свою очередь, могут обусловливать разную скорость развития 
внутриклеточных реакций, а также различные или, по крайней мере, не полностью идентичные непо­
средственные молекулярные мишени соединений и, соответственно, различный механизм действия. 
На текущий момент все указанные вопросы остаются неисследованными и данные, которые позволили бы 
обосновать высказанные гипотезы, отсутствуют.

Кроме того, вызванные исследуемыми препаратами изменения уровня Ca2+ зависят от продолжи­
тельности воздействия, на что указывают отличия при 2- и 48-часовом культивировании. Вопрос о том, 
является ли это следствием адаптации клетки к изменению кальциевой регуляции и быстрой активации 
компенсаторных механизмов, слабой чувствительности клеток к препаратам или же иных процессов, 
остается открытым и требует проведения более детальных исследований.

Заключение
Проведенное исследование продемонстрировало, что бетулиновая кислота и ее производное подав

ляют рост опухолевых клеток, таких как клетки глиомы C6 и HeLa, слабо влияя на незлокачественные 
клетки, в частности клетки FL и первичную культуру клеток головного мозга крысы.

Модуляторы активности кальциевых каналов и кальцийсвязывающих белков ‒ SKF-96365, хлор­
промазин и циклоспорин А, а также хелатор ионов кальция EGTA в различной степени способствуют 
торможению роста опухолевых клеток, а при комбинировании с бетулиновой кислотой или ее производ
ным – усилению противоопухолевого эффекта по сравнению с таковым при отдельном использовании 
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препаратов. Наиболее выраженное подавление роста опухолевых клеток отмечено в случае сочетания 
SKF-96365 с бетулиновой кислотой или ее производным.

Исходя из вышесказанного, можно предположить, что для реализации противоопухолевого действия 
бетулиновой кислоты и ее производного не требуется активация ингибируемых SKF-96365, хлорпро­
мазином и циклоспорином А мишеней, включая депоуправляемые каналы, каналы TRP, кальмодулин 
и кальциневрин. Более того, есть вероятность, что чувствительные к SKF-96365 механизмы, а также 
кальмодулин- и кальциневринзависимые механизмы способствуют росту опухолевых клеток и их устой­
чивости к бетулиновой кислоте и ее производному.

Антипролиферативный эффект бетулиновой кислоты, ее производного и их комбинаций с модулято­
рами кальциевого гомеостаза сопровождается как повышением, так и в ряде случаев снижением уровня 
цитозольного Ca2+, вероятно, из-за различий в механизмах действия препаратов, а также сложности, 
динамичности и клеточно-специфических особенностей кальциевой сигнализации.

Результаты исследования открывают перспективы для разработки направленных на кальциевые ка­
налы и кальцийзависимые белки комбинированных схем противоопухолевой терапии с применением 
бетулиновой кислоты и ее аналогов.
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