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ВВЕДЕНИЕ

Нейробластома (NB) и глиобластома (GBM) –  
злокачественные опухоли из элементов симпати- 
ческого и центрального отделов нервной системы –  
характеризуются высокой биологической гетеро- 
генностью и неблагоприятным клиническим те- 

чением [1, 2]. Исследования молекулярных ме- 
ханизмов патогенеза NB и GBM выявили су- 
щественную роль нарушений транскрипции генов.  
Первоначально в качестве ведущего механизма 
расценивали транскрипционный фактор MYCN. 
Впоследствии было установлено, что этот онко- 
ген – компонент регуляторной петли, включаю- 
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щей гены, кодирующие транскрипционные фак- 
торы HAND2, PHOX2A и PHOX2B, получившие 
название “супермишеней”. Наряду с генами 
GATA3 и TBX2, “супермишени” поддерживают 
злокачественный фенотип NB. Стоит отметить, что 
онкобелки семейства MYC гетеродимеризуются с 
белком Max; комплексы MYCN–Max связываются 
с регуляторными элементами ДНК для контроля 
транскрипции [3]. Разработано низкомолекулярное 
соединение 10058-F4, препятствующее димери- 
зации MYCN–Max, которое оказывает противо- 
опухолевое действие в линиях NB с гиперэкспрес- 
сией MYCN [4].

В патогенезе GBM – исключительно гетеро- 
генной опухоли – не удается выявить характер- 
ные “супермишени”; профиль транскрипции 
регулируется многочисленными взаимозаме- 
няемыми механизмами. Нарушение копийности 
MYCN характерно и для GBM [5, 6], что может 
указывать на прогностическую значимость дан- 
ного гена. Например, ингибирование MYCN подав- 
ляет пролиферацию клеток GBM и увеличивает 
их чувствительность к темозоломиду (TMZ) [7, 
8]. Инактивация MYCN и нацеливание на другие 
связанные с ним мишени в клетках GBM могут 
быть важной терапевтической стратегией.

В целом нейрогенные опухоли – опухоли с  
высокой транскрипционной дерегуляцией. Пере- 
программирование транскрипции позволяет клет- 
кам выжить и сформировать рецидивные опухоли,  
устойчивые к химиотерапевтическим препаратам.  
Один из ведущих механизмов перепрограм- 
мирования транскрипции в опухолевых клетках – 
паралогичные циклинзависимые протеинкиназы 
8 и 19 (CDK8/19). Применение нетоксичных 
селективных ингибиторов CDK8/19, таких как 
сенексин B (SenB), предотвращает или замедляет 
становление лекарственной устойчивости в 
ряде ситуаций [9–11]. В связи с этим возникает 
вопрос: повлияет ли ингибирование CDK8/19 
на клеточные линии NB и GBM с различным 
статусом MYCN?

Целью настоящей работы было исследова- 
ние экспрессии гена MYCN и его партнеров 
HAND2, PHOX2A и PHOX2B в линиях клеток NB  
и GBM под действием SenB, 10058-F и TMZ, а 
также при их сочетании. Уровни мРНК указанных 
генов были сопоставлены с выживаемостью кле- 
ток. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В нашей работе мы использовали клеточные 
линии NB Kelly и IMR-32, в которых амплифи- 
цирован MYCN [12, 13], а также линии GBM 
U87MG и T98G.

TMZ – ведущий современный препарат для 
лечения GBM, выступающий пролекарством и  
гидролизующийся при физиологических значениях 
рН [14]. Для NB с повышенным уровнем MYCN 
предложена молекула 10058-F4, разобщающая 
взаимодействие белков семейства Мус с белками 
Мах (IC50 ~ 40 мкМ) [4]. SenB использовали в 
стандартной концентрации 1 мкМ, достаточной 
для субмаксимального ингибирования CDK8/19 
[15].

Жизнеспособность клеток GBM не изменялась 
в течение 72 ч инкубации с 10058-F4 (рис. 1а и б). 
Линия T98G оказалась устойчива к исследуемым 
концентрациям TMZ (рис. 1в). При этом TMZ 
токсичен для клеток U87MG (статистически зна- 
чимый эффект наблюдался при концентрациях  
от 100 мкМ, максимальный ингибирующий эф- 
фект – при 250 мкМ), поэтому данную концент- 
рацию использовали в дальнейших исследова- 
ниях (рис. 1г). Клеточные линии NB не отреагиро- 
вали понижением выживаемости после воз- 
действия TMZ; при невысоких концентрациях 
наблюдали повышение жизнеспособности кле- 
ток. Концентрация 50 мкМ TMZ выбрана для NB 
(рис. 1д и е).

В линии Kelly после 24-часового воздействия 
препаратами наблюдали активацию PHOX2B (до 
7 раз по сравнению с интактным контролем) и 
снижение экспрессии PHOX2A (рис. 2а). Инку- 
бация клеток с 10058-F4 сопровождалась сущест- 
венным снижением уровня мРНК MYCN и  
PHOX2A. Экспрессия HAND2 не изменялась. В  
линии IMR-32 иные паттерны регуляции: экспрес- 
сия MYCN снижена только при одновременном 
воздействии SenB и 10058-F4. Коинкубация TMZ 
с SenB приводила к существенной активации всех  
исследованных генов, кроме PHOX2A (рис. 2б).  
Уровень мРНК MYCN оказался особенно высок. 
Примечательно, что линия Kelly отреагировала зна- 
чительным повышением экспрессии PHOX2B 
на каждое из терапевтических воздействий, что, 
вероятно, объясняется высокой индуцибель- 
ностью MYCN и MYCN-регулируемых генов. 
PHOX2B отвечает за дифференцировку клеток,  
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а Kelly низко дифференцированы. Возможно, ак- 
тивация PHOX2B может оказаться фактором диф- 
ференцировки клеток в ответ на химиопрепараты.

В линии T98G (GBM) детектировали только 
базальный уровень мРНК PHOX2A. После воз- 
действия исследуемых комбинаций экспрессия 
PHOX2A снизилась в ~4 и более раз (рис. 2в). 
Соединение 10058-F4 вызывало выраженную ин- 
дукцию PHOX2B и HAND2. SenB влиял на уро- 
вень мРНК MYCN только в комбинации с 10058-F4.  

TMZ усилило экспрессию MYCN и HAND2. В 
линии U87MG выявлены транскрипты MYCN 
и PHOX2A. Соединение 10058-F4 значительно 
снижало экспрессию обоих генов и повышало 
активность PHOX2B (рис. 2г). Последний эффект 
сохранялся и при коинкубации 10058-F4 с SenB. 
Другие комбинации снижали экспрессию MYCN 
и PHOX2A.

По уже существующим данным, ингибирова- 
ние CDK8/19 SenB сильнее подавляло рост и мета- 

Рис. 1. Выживаемость (% клеток) линий GBM (а–г) и NB (д–е) после 72-часовой инкубации с 10058-F4 и TMZ. Значения 
выживаемости в контроле приняты за 100%.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 3          2025

464 МАЗУР и др.

стазирование клеток рака простаты предполо- 
жительно нисходящим ингибированием сигна- 
лизации MYC [16]. Ингибирование CDK8/19 
сенсибилизировало рак молочной железы HER2+ 
к препаратам, и эти эффекты были частично 
опосредованы путем PI3K/AKT/mTOR [11]. 

Мы исследовали изменения выживаемости 
клеток GBM и NB при действии комбинаций 
SenB c терапевтическими агентами. Линия Kelly 
отвечала статистически значимым снижением 
выживаемости после SenB в комбинации с 10058-
F4, но меньшим, чем после 10058-F4 отдельно 
(рис. 3а), это имело обратную корреляцию с 
экспрессией PHOX2B. Напротив, для линии 
IMR-32 цитотоксический эффект отсутствовал 
(рис. 3б), однако мы наблюдали повышение 
выживаемости клеток после действия TMZ и  
SenB + TMZ, в последнем случае экспрессия  
всех генов сильно повышалась.

В линиях GBM наблюдали слабо выраженное 
(10%) снижение выживаемости клеток T98G  
при добавлении SenB + TMZ и 10058-F4 (рис. 3в).  
Поскольку изменения экспрессии генов от комби- 
нации SenB и TMZ не обнаружены, столь незна- 
чительное изменение жизнеспособности не удиви- 
тельно. При этом от воздействия SenB и 10058-F4 
выживаемость клеток снизилась на ~17%, а также 
усилилась экспрессия всех генов, кроме PHOX2A. 
В линии U87MG жизнеспособность снижалась 
на ~30–35% при использовании TMZ, а также 
комбинации SenB с TMZ (рис. 3г). Интересно, что  
U87MG, так же как и T98G, отреагировали сниже- 
нием выживаемости при совместном добавле- 
нии SenB и 10058-F4, при этом сильно возрос 
уровень экспрессии PHOX2B и снизилась ин- 
дукция PHOX2A и MYCN. Данная тенденция может  
подчеркивать роль указанных генов в выживании 
клеток.

Рис. 2. Относительная экспрессия генов-супермишеней в клеточных линиях NB (а, б) и GBM (в, г) после 24 ч инкубации. 
Концентрации: 10058-F4 – 40 мкМ, ТМZ – 50 (NB) и 250 мкМ (GBM); SenB – 1 мкМ за 1 ч до добавления остальных 
соединений. Приведены средние значения (по отношению к продукту ПЦР-амплификации 18S РНК) и стандартные 
отклонения по результатам трех независимых измерений.
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Таким образом, соединение 10058-F4 неэф- 
фективно против GBM, однако проявляет цито- 
токсические эффекты совместно с SenB. Только 
одна из клеточных линий NB реагировала пони- 
жением выживаемости от воздействия 10058-F4. 
В линиях NB наиболее выражены изменения 
экспрессии PHOX2B и MYCN. В линиях GBM 
сложно выявить однозначные изменения экспрес- 
сии генов, кроме снижения экспрессии PHOX2A (в 
случае U87MG и MYCN) при всех исследованных 
воздействиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Химические соединения. Сенексин Б (SenB) 
предоставлен И.Б. Ронинсоном (Университет 

штата Южная Каролина, США) и использовался 
в стандартной конечной концентрации 1 мкМ [15]. 
Синтез соединения 10058-F4 [4] воспроизведен  
в лаборатории органического синтеза химичес- 
кого факультета МГУ им. М.В. Ломоносова  
А.В. Куркиным. Препарат темозодомид был при- 
обретен в фармацевтической компании ХимРар 
(Москва, Россия).

Культуры клеток. Клетки линий GBM и NB 
были получены из банка ATCC (США). Клетки 
GBM (линии U87MG и T98G) культивировали при 
37°С, 5% CO2 в среде DMEM/F12 (Elabscience, 
США), содержащей 2 мМ L-глутамина, 10% эм- 
бриональной бычьей сыворотки (Capricorn, 
Германия) и 1% пенициллина-стрептомицина. Клет- 

Рис. 3. Выживаемость (в % клеток) после 24-ч инкубации клеточных линий NB (а, б) и GBM (в, г) с веществами и их 
сочетаниями. Вещества добавляли в следующих концентрациях: 10058-F4 – 40 мкМ, ТМZ – 50 (NB) и 250 мкМ (GBM); 
SenB – 1 мкМ за 1 ч до остальных веществ. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 0.0001.
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ки NB (линии Kelly и IMR-32) культивировали при 
37°С, 5% CO2 в RPMI (Биолот, Россия) и EMEM 
(Биолот) для клеток Kelly и IMR-32 соответственно 
с вышеуказанными добавками. В эксперимен- 
тах использовали клетки в логарифмической фазе 
роста.

Экспрессия генов. Клетки рассевали в 6-лу- 
ночные планшеты, SenB (1 мкМ) вносили за 1 ч  
до добавления 40 мкМ 10058-F4 и 50 (NB)/250  
(GBM) мкМ TMZ, далее клетки инкубировали 24 ч.  
После окончания инкубаций клетки лизировали с 
помощью реагента ExtractRNA (Евроген, Россия).  
Концентрацию РНК определяли на спектрофото- 
метре Nanodrop One C (Thermo Fisher Scientific,  
США). Для обратной транскрипции использовали 
тотальную РНК и набор MMLV RT (Евроген). 

ПЦР в реальном времени проводили на приборе  
LightCycler 96 (Roche, США) с использованием 
реагента qPCRmix-HS SYBR (Евроген) по програм- 
ме: 95°C 150 с, затем 45 циклов (95°C – 20 с, 60°C – 20 с,  
2°C – 20 с). Результаты анализировали с помо- 
щью программного обеспечения LightCycler Soft- 
ware (версия 4.1, Roche, США). Для каждой пары  
праймеров регистрировали пики плавления ПЦР  
в трех повторах (табл. 1). Полученные значения 
Ct (cycle threshold) для каждого образца не пре- 
вышали 35. Изменения оценивали относительно 
амплификации рибосомальной 18S РНК. Все ре- 
зультаты относительно контроля были значимы 
при p ≤ 0.01 (однофакторный дисперсионный 
анализ).

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов для амплификации

Ген Последовательности олигонуклеотидов (5′–3′)

MYCN
Прямой: GAGGACACCCTGAGCGATTC

Обратный: TTGGTGTTGGAGGAGGAACG

PHOX2A
Прямой: CTTCCAATACAGCCCCCTGC

Обратный: TGCACGCGAGCCTCAG

PHOX2B
Прямой: ATTCCTCTGCCTACGAGTCCT

Обратный: TTTGTAAGGAACTGCGGCG

HAND2
Прямой: CTCCAAAATCAAGACCCTGCG

Обратный: GGCCTTTGGTTTTCTTGTCGT

18S РНК
Прямой: GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC

Обратный: CCAAGATCCAACTACGAGCTT

Анализ выживаемости клеток. Клетки вы- 
севали в 96-луночные планшеты в количестве 
6000/10000 на лунку в 100 мкл среды, SenB  
(1 мкМ) вносили за 1 ч до добавления 40 мкМ 
10058-F4 и 50 (NB)/250 (GBM) мкМ TMZ, 
далее клетки инкубировали 72 ч. Количество 
метаболически активных клеток оценивали с по- 
мощью резазурина (Sisco Research Laboratories 
Pvt. Ltd., Индия) для GBM и тетразолиевого 
красителя (МТТ) (Thermo Fisher Scientific) в слу- 
чае NB. Флуоресценцию в случае GBM изме- 
ряли на анализаторе Fusion α-FP HT (PerkinElmer, 
США) с фильтром возбуждения на 544 нм и  
фильтром эмиссии на 595 нм. В случае NB опти- 
ческую плотность измеряли на спектрофото- 
метре SparkTM (Tecan, Швейцария), поглощение 

при длине волны 570 нм. Каждый образец иссле- 
довали в трех повторностях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В линиях GBM выявлено снижение экспрессии 
только гена PHOX2A (в линии U87MG – PHOX2A 
и MYCN), при этом соединение 10058-F4 не оказы- 
вало противоопухолевого эффекта на линиях 
глиобластомы, но ингибировало рост клеток 
совместно с SenB. В линии Kelly препарат 10058-
F4 вызывает значительное снижение экспрессии 
генов MYCN и PHOX2A, что коррелирует со сни- 
жением выживаемости клеток. Разобщение 
MYCN-Max может быть особенно полезно при 
разработке новых стратегий лечения агрессивных 
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форм нейробластомы, устойчивых к стандартной 
терапии, путем таргетинга транскрипционной 
активности MYCN и связанных с ним генов, 
однако требует более детального изучения. 

БЛАГОДАРНОСТИ
Авторы выражают благодарность И. Ронинсону 

(Университет штата Южная Каролина, США) за 
предоставление сенексина В (SenB) и А.В. Куркину 
(лаборатория органического синтеза химического 
факультета МГУ им. М.В. Ломоносова) за синтез 
соединения 10058-F4.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА
Исследование выполнено при финансовой под- 

держке гранта Российского научного фонда № 24-
15-00097 “Идентификация генов – потенциальных 
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Neurogenic tumors such as neuroblastoma and glioblastoma are highly heterogeneous and particularly 
aggressive: they are characterized by rapid growth, metastasis and resistance to treatment. Both tumors exhibit 
MYCN oncogene copy-number disruption, impaired gene transcription, and overall high transcriptional 
deregulation. In this study, we evaluated the survival of glioblastoma and neuroblastoma cells and performed 
real-time PCR analysis to assess the change in expression of MYCN, HAND2, PHOX2A, and PHOX2B 
oncogenes after exposure to senecin B in combination with temozolomide and the potential therapeutic 
agent 10058-F4. As a result, a trend of increased PHOX2B gene expression and decreased PHOX2A gene 
expression after drug exposure was observed in one of the neuroblastoma lines and both glioblastoma 
lines, an increase in MYCN and HAND2 gene expression was also observed. Viability tests showed that 
substance 10058-F4 was effective against neuroblastoma line but not glioblastoma lines. However, senexin 
B enhanced the inhibitory effect of 10058-F4 on glioblastoma cell lines and also enhanced the effect of 
temozolomide on the T98G cell line.

Keywords: neuroblastoma, glioblastoma, MYCN, CDK8/19, therapeutic targets, senecin B, 10058-F4


