
ВВЕДЕНИЕ 

Бетулоновая кислота (БК) и её производные
достаточно широко известны благодаря своим
иммуномодулирующим и антиоксидантным
свойствам. Некоторые производные БК обладают
гепатопротекторным эффектом. Показано, 
что амиды БК, имеющие в качестве 
заместителей (С28) пиперидиннитроксидный или
пирролидиннитроксидный фрагменты, обладают
антицитолитическими свойствами, противодействуя
развивающемуся фиброзу печени [1]. В то же время 
на модели некоторых клеточных линий они оказывали
цитотоксический эффект [2]. 

Лучше всего изучены противовоспалительные
свойства БК. Однако установлено, что некоторые
модификации, например, введение дополнительного
заместителя в положение С9 фурокумарина
ореозелона в соединении с БК приводило к потере 
его противовоспалительной активности [2]. Нами
было показано, что соединение БК и фурокумарина 
9-(4-метилпиперазин-1-илметил)-2-(1,2,3-триазолил)

ореозелона (Соед) имеет потенциальный
иммунотропный эффект, повышая экспрессию 
ГМ-КСФ в костном мозге животных, а также 
восстанавливает относительное содержание 
Т-лимфоцитов в сыворотке крови после индукции
иммуносупрессии [3]. Эта способность Соед делает
привлекательной возможность его использования 
для восстановления функциональности иммунной
системы в период между курсами химиотерапии. 
Не менее важной задачей является защита печени 
от гепатотоксичного воздействия препаратов,
используемых в химиотерапии. Для ряда 
лекарств показано, что их метаболизм связан 
с гепатотоксичностью. Обнаруженные ранее
гепатопротекторные свойства БК [1] остаются
неисследованными в отношении взаимодействия БК и
системы метаболизма лекарств. 

В данной статье рассмотрено влияние Соед 
на экспрессию генов и белков в печени. 
Целью работы была оценка гепатотропных 
эффектов Соед на модели циклофосфамид (ЦФ)-
индуцированной иммуносупрессии.
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На модели циклофосфамид (ЦФ)-индуцированной иммуносупрессии у лабораторных мышей линии C57BL/6
исследовали гепатотропные эффекты конъюгата бетулоновой кислоты с 9-(4-метилпиперазин-1-илметил)-2-
(1,2,3-триазолил) ореозелоном (Соед). Определяли экспрессию генов цитохромов (CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 3A44, 
CYP 2B10, CYP 2C29, CYP 17A1), PPARA и цитокинов (TNF-α, IL-1β, IL-12α, IL-10), а также относительный уровень
белков NF-κB p65, GST-π и NAT-1 в печени животных. Введение животным Соед и ЦФ вызывало достоверное
увеличение экспрессии гена CYP 2B10 в 3,2 раза по сравнению с контрольной группой на шестые сутки после введения.
После введения Соед и ЦФ было отмечено повышение уровня мРНК гена провоспалительного TNF-α в 2,4 раза 
по сравнению с группой животных, получавших ЦФ. Введение исследуемого Соед интактным животным
способствовало увеличению экспрессии IL-1β в 2,5 раза и снижению экспрессии IL-10 в 1,8 раза по сравнению 
с контрольной группой. Повышение экспрессии генов провоспалительных цитокинов в печени животных,
получавших Соед, сопровождалось увеличением содержания NF-κB p65 в 1,6 раза, а также увеличением
относительного количества белка NAT-1 в 2,7 раза по сравнению с образцами печени контрольных животных.
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Принятые сокращения: BSA – бычий сывороточный альбумин; CYP – ген, кодирующий фермент суперсемейства
цитохрома P450; DMSO – диметилсульфоксид; GAPDH – ген, кодирующий глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназу;
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активируемый пролифератором пероксисом; SDS – додецилсульфат натрия; TLR – толл-подобные рецепторы; 
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РНК – рибонуклеиновая кислота; Соед – соединение; TBS – трис-солевой буфер; ЦФ – циклофосфамид; 
ЩФ – щелочная фосфатаза.



Известно, что в метаболизме ЦФ принимают
участие ферменты суперсемейства CYP450, с помощью
которых осуществляется 4-гидроксилирование и
активация препарата (рис. 1). Главную роль на данном
этапе играютферменты CYP 2B6 иCYP 2C9 [4].Одним
из метаболитов ЦФ является акролеин. Он не обладает
противоопухолевой активностью, однако приводит 
к побочным эффектам в отношении мочевыводящих
путей. Общие побочные эффекты, о которых
сообщалось в нескольких исследованиях и клинических
испытаниях с использованием ЦФ, включают
геморрагический цистит, аменорею, миелосупрессию,
алопецию и приступы тошноты и рвоты [5].

Метаболизм БК и её влияние на систему
метаболизма лекарств остаются малоизученными.
Анализ, выполненный Rendick и Guengerich, 
показал, что лишь 5–6 цитохромов Р450 человека
(CYP 1A1, CYP 1A2, CYP 3A4, CYP 2B6, CYP 2C9)
участвуют в метаболизме 90–95% ксенобиотиков [6].
Поэтому, нами были оценены в качестве
потенциальных участников метаболизма Соед и ЦФ
белки-ортологи, кодируемые умышей генами CYP 1A1,
CYP 1A2, CYP 3A44, CYP 2B10, CYP 2C29 [7–12].

Помимо этого определяли экспрессию двух генов,
продукты которых участвуют в обмене веществ:

PPARA кодирует фактор транскрипции,
регулирующий липидный обмен в печени. 
PPAR-α активируется в условиях энергетического
дефицита и необходим для процесса кетогенеза,
ключевого адаптивного ответа на длительное
голодание [13];

CYP 17A1 кодирует фермент 17-α гидроксилазу.
Он осуществляет гидроксилирование прегненолона и
прогестерона с образованием 17-гидроксипрегненолона
и 17-гидроксипрогестерона соответственно. Данные
молекулы являются предшественниками в синтезе
мужских половых гормонов и кортизола
соответственно [14].Однако в последние несколько лет
стали накапливаться сведения о роли печёночной 
17-α гидроксилазы в углеводном обмене, в частности,
в поддержании концентрации глюкозы и кетоновых тел
во время голодания [15].

Для оценки влияния Соед на органный 
иммунитет определяли экспрессию генов 
цитокинов, участвующих в воспалительном ответе
(TNF-α, IL-1β, IL-12α и IL-10).

TNF-α — ген, кодирующий фактор некроза
опухолей альфа, — провоспалительный цитокин,
продуцируемый, главным образом, активированными
макрофагами и лимфоцитами. Показана роль TNF-α
в защите от инфекционных и онкологических
заболеваний [16].

IL-1β — другой важнейший медиатор 
воспаления. Этот цитокин синтезируется
преимущественно в макрофагах и моноцитах. 
Его продукция может, например, осуществляться
после взаимодействия толл-подобных (toll-like)
рецепторов (TLR), расположенных на мембране
макрофагов, с патоген-ассоциированными молекулами.
Каскад реакций, происходящих вследствие 
активации TLR, приводит к мобилизации
транскрипционного фактора NF-κB и запуску
транскрипции гена IL-1β [16, 17].

IL-12α кодирует одну из субъединиц IL-12 —
провоспалительного цитокина, продуцируемого
активированными клетками воспаления: макрофагами,
дендритными клетками, активированными
лимфоцитами, а также эндотелиоцитами 
и кератиноцитами. Цитокин активирует
дифференцировку Т-лимфоцитов, NK-клеток и
повышает их цитотоксическую активность, 
также IL-12 индуцирует в восприимчивых клетках
выработку других провоспалительных цитокинов [16].

IL-10 — противовоспалительный цитокин,
являющийся ключевым регулятором иммунного ответа;
его продуцируют Т-хелперы 2 типа и Т-лимфоциты.
IL-10 ингибирует продукцию NF-κB, а также
провоспалительных цитокинов (в том числе IL-1β) 
в лейкоцитах. В то же время IL-10 поляризует
иммунный ответ в гуморальном направлении
усиливая продукцию антител [16, 18].

Помимо экспрессии генов было определено
относительное содержание некоторых белков в печени
экспериментальных животных.

GST-π (глутатион-S-трансфераза-π) является
ферментом 2 фазы метаболизма ксенобиотиков,
катализирующим реакцию переноса восстановленного
глутатиона на молекулу субстрата. Различные
ксенобиотики способны по-разному влиять 
на выработку GST-π; в настоящей работе использовали
диметилсульфоксид (DMSO) и ЦФ, усиливающие
экспрессию данного фермента [19]. GST-π участвует 
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Рисунок 1. Схема метаболизма циклофосфамида.



в метаболизме ЦФ на последнем этапе, присоединяя
молекулу глутатиона к акролеину, препятствуя
развитию акролеин-зависимой токсичности [20].

NF-κB p65 представляет собой фактор
транскрипции, образующий гетеродимер с NF-κB p50.
В неактивном состоянии он находится 
в цитоплазме в комплексе с ингибитором κB. 
При воздействии определённых сигналов, например,
при связывании TLRs с компонентами потенциальных
патогенов, комплекс NF-κB-ингибитор распадается и
NF-κB мигрирует в ядро, запуская экспрессию
множества генов, вовлечённых в процессы воспаления
и антителообразования. Выработка NF-κB усиливается
в ответ на действие главных провоспалительных
цитокинов, таких как IL-1β и TNF-α [16, 21].

NAT-1 является одним из основных ферментов 
2 фазы метаболизма ксенобиотиков. Его главная роль
заключается в ацетилировании ароматических аминов.
В качестве его кофактора выступает ацетил-КоА [22].
Среди его лекарственных субстратов выделяются
такие препараты, как дапсон, изониазид и
сульфаниламиды [23]. Выбор данного белка 
для анализа обусловлен тем, что исследуемое Соед
имеет в своём составе ароматические и
гетероциклические фрагменты, содержащие атом азота.

МЕТОДИКА

Соединение БК и фурокумарина 
9-(4-метилпиперазин-1-илметил)-2-(1,2,3-триазолил)
ореозелона (рис. 2) синтезировано в лаборатории
медицинской химии Новосибирского института
органической химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН [3]. 

Создание экспериментальной модели описано 
в нашей предыдущей работе.

Экспериментальные животные

В качестве объекта исследований использовали 
3-месячных самцов лабораторных мышей 
Mus musculus линии С57BL/6, полученных из вивария
Научно-исследовательского института нейронаук и
медицины СО РАН. Экспериментальные животные
были разделены на группы по 6 особей в каждой
группе. Исследуемое соединение растворяли в DMSO,
а затем разводили в 1% суспензии крахмала в воде,
концентрация DMSO во вводимой смеси составляла 1%.
На шестой день после введения соединения мышей
умерщвляли методом ингаляции двуокиси углерода и
выделяли образцы печени (табл. 1).

Анализ экспрессии генов

Выделение РНК из биологического материала
было проведено с использованием TRI-REAGENT
(“MRC”, США), согласно протоколу производителя.
Для обработки одного фрагмента органа 
брали 1000 мкл реагента; клеточный лизат 
дважды экстрагировали 500 мкл смеси 
хлороформ-изоамиловый спирт (24:1), разделяя фазы
центрифугированием в течение 5 мин при 10000 g.
Далее вносили 500 мкл изопропилового спирта,
осаждали РНК при 12000 g в течение 10 мин, 
дважды промывали осадок 80% этанолом;
подсушивали и растворяли в бидистиллированной воде,
содержащей RNA-secure реагент (“Ambion”, США).
Препараты РНК хранили при -70°С. Обратную
транскрипцию проводили с использованием набора
реактивов ОТ M-MuLV-RH (“Биолабмикс”, Россия),
согласно протоколу производителя: на реакцию 
брали 2 мкг суммарной РНК, добавляли 
праймеры со случайными последовательностями и
oligo-dT-праймеры, нагревали в течение 5мин при 70°С
и переносили в ледяную баню на 2 мин. 
Далее вносили смесь остальных реагентов 
(РНК-зависимую ДНК-полимеразу, ОТ-буфер,
дезоксинуклеотидтрифосфаты), инкубировали 
в течение 10 мин при комнатной температуре и
переносили в термостат (42°С) на 2 ч. Реакцию
останавливали прогреванием в течение 10минпри 70°С.
Количественную ПЦР с детекцией в реальном времени
проводили с использованием БиоМастер HS-qPCR
SYBR Blue(2×) (“Биолабмикс”). Были подобраны
следующие условия, позволяющие проводить
амплификацию выбранных для исследования генов:

Мосалев и др.
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Таблица 1. Схема эксперимента in vivo 

Рисунок 2. Структурная формула Соед.

Группа Количество особей, шт. 1 день 2 день 6 день

Контроль 6 1% крахмал + 1% DMSO + H2O
(энтерально через зонд) —

Выведение
животных 
из эксперимента,
выделение
образцов печени

ЦФ 6 1% крахмал + 1% DMSO + H2O
(энтерально через зонд)

ЦФ (200 мг/кг массы тела)
внутрибрюшинно

Соед+ЦФ 6
р-р Соед (12 мг/кг массы) 

в 1% DMSO+ 1% крахмал + H2O
(энтерально через зонд)

ЦФ (200 мг/кг массы тела)
внутрибрюшинно

Соед 6
р-р Соед (12 мг/кг массы) 

в 1% DMSO + 1% крахмал + H2O
(энтерально через зонд)

—



95°С — 5 мин; 45 циклов — (95°С — 10 с, 
15 с при соответствующей температуре отжига, 
72°С — 15 с). В качестве референсных генов
использовали GAPDH и β-act (табл. 2).

Вестерн-блот анализ

Каждый образец печени массой 10 мг
гомогенизировали и денатурировали в 1 мл буфера,
содержащем 0,0625 М трис-HCl (рН 6,8), 
2% додецилсульфат натрия (SDS), 10% глицерин,
прогреванием в течение 15мин при 100°Сна термостате.
Далее в лизаты добавляли β-меркаптоэтанол 
(конечная концентрация 2%) и бромфеноловый синий
(конечная концентрация 0,0005%).

Разделение белков электрофорезом 
в полиакриламидном геле проводили по методике
Laemmli. На один гель наносили образцы трёх
сравниваемых групп (“Контроль”, “ЦФ”, “ЦФ+Соед”
или “Контроль”, “ЦФ”, “Соед”) — по три образца 
из каждой группы на мембрану, две мембраны 
для исследования содержания одного белка. После
проведения электрофореза осуществляли перенос
белков на нитроцеллюлозную мембрану методом
полусухого переноса (прибор Fastblot, “Biometra”
(Германия); сила тока — 1,5 мA на 1 см2 мембраны).

Затем мембрану отмывали ТBS 3 раза по 5 мин и
проводили блокировку центров неспецифической
сорбции путём инкубации нитроцеллюлозной
мембраны в растворе 5% BSA в TBS в течение 1 ч 
при комнатной температуре. После очередного
отмывания ТBS 3 раза по 5 мин при 25°С мембрану
инкубировали с раствором антител (АТ) против
исследуемых мышиных белков. АТ разводили 
в 1000 раз в растворе ТBST, содержащем 1% бычий
сывороточный альбумин, 0,05% Tween-20 и ТBS (×1) 
в течение 1,5 ч при комнатной температуре 
и помешивании.

В ходе эксперимента использовали первичные АТ:
anti-NF-κBp65 (“Millipore” (США); концентрация 
1 мг/мл, хозяин — кролик), anti-NAT1 
(“BD Transduction Laboratories” (США); концентрация
250 мкг/мл, хозяин — мышь), anti-GST-π
(“BD Transduction Laboratories”; концентрация 
250 мкг/мл, хозяин — мышь).

Содержание исследуемых белков нормировали 
на уровень белков β-тубулина, β-актина и гистона H2b.
Для этого использовали АТ к соответствующим белкам
из коммерческого набора Western blot loading control
(“ImgenEx”, США), разведённые согласно протоколу
производителя. Затем мембрану отмывали ТBS 
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Таблица 2. Названия целевых генов, последовательности олигонуклеотидов и их температуры отжига,
использованные для оценки экспрессии генов 

Ген Последовательность праймеров Температура отжига

GAPDH
F: 5′-TAGACAAAATGGTGAAGGTCGG-3′
R: 5′-CCTGGAAGATGGTGATGGG-3′

57–62°C

β-act
F: 5′-CCTGAGGAGCACCCTGTG-3′
R: 5′-GGAGAGCATAGCCCTCGTAG-3′

57–62°C

IL-12α
F: 5′-AGTGTGGCACTGATGCTGATG-3′
R: 5′-GTAGCCAGGCAACTCTCGTT-3′

62°C

IL-10
F: 5′-TGGGTTGCCAAGCCTTATCG-3′
R: 5′-CTCTTCACCTGCTCCACTGC-3′

62°C

IL-1β
F: 5′-TGCCACCTTTTGACAGTGATGA-3′
R: 5′-ATCAGGACAGCCCAGGTCAA-3′

58°C

TNF-α
F: 5′-TCAGTTCTATGGCCCAGACC-3′
R: 5′-ACCACTAGTTGGTTGTCTTTGAG-3′ 61°C

CYP 1A1
F: 5′-TATCTCGTGGAGCCTCAT-3′
R: 5′-ATCTCTTGTGGTGCTGTG-3′

57°C

CYP 1A2
F: 5′-CCCTTCAGTGGTACAGATG-3′
R: 5′-GACAGGTGTGGGTTCTTC-3′

57°C

CYP 3A44
F: 5′-TTGTGGAGGAAGCCAAAAAGTTT-3′
R: 5′-TGAGAAGAGCAAAGGATCAAAAAAGT-3′

57°C

CYP 2B10
F: 5′-CAATGTTTAGTGGAGGAACTGCG-3′
R: 5′-CACTGGAAGAGGAACGTGGG-3′

60°C

CYP 2C29
F: 5′-CAGATGTCACAGCTAAAGTC-3′
R: 5′-TTTAATGTCACAGGTCACTG-3′

57°C

PPARA
F: 5′-AGCAACAACCCGCCTTT-3′
R: 5′-GACCTCTGCCTCTTTGTCTTC-3′

57°C

CYP 17A1
F: 5′-GATCGGTTTATGCCTGAGCG-3′
R: 5′-TCCGAAGGGCAAATAACTGG-3′

57°C



3 раза по 10 мин при 25°С и выдерживали 
в растворе АТ против IgG мыши (или кролика),
конъюгированных с ЩФ в течение 1 ч при 25°С.
Вторичные АТ разводили в ТBS в 2000 раз. 

В ходе эксперимента использовали следующие
вторичные АТ: Goat anti-mouse IgG alkaline phosphatase
conjugated sc-2008 (“Santa-Сruz Biotechnology” (США);
концентрация 200 мкг/0,5 мл); Bovine anti-rabbit IgG
alkaline phosphatase conjugated sc-2372 (“Santa-Сruz
Biotechnology”; концентрация 200 мкг/0,5 мл).

Затем мембрану снова отмывали в ТBS 3 раза 
по 10 мин при 25°С и окрашивали смесью субстратов
щелочной фосфатазы — нафтола AS-MX фосфата 
(0,2 мг/мл) и Fast Red Salt (1 мг/мл), растворённых 
в буфере, содержащем 50 мM Tris-HCl, 75 мM NaCl, 
5 мM MgCl2, 1 мM ZnCl2 (pH=8,0). 

Полученные результаты обрабатывали
денситометрически с помощью программы ImageLab
(“Bio-Rad”, США).

Статистическая обработка результатов

Значимость различий между исследуемыми
группами определяли с использованием пакета
программ STATISTICA 12.Статистическую значимость
различий оценивали, применяя непараметрический
критерий Вилкоксона-Манна-Уитни

Различия в значениях между группами считали
достоверными при p<0,05.

Данные по экспрессии генов выражены 
как среднее нескольких независимых экспериментов ±
среднеквадратическое отклонение (M±SD). Данные 
об относительном количестве белка представлены 
в виде диаграмм типа “boxplot”, на которых отображены
медианы (Me), верхние и нижние квартили [Q1–Q3]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспрессия генов цитохромов P450 и PPARA в печени
под влиянием ЦФ и Соед

Было установлено, что ЦФ и Соед влияют 
на экспрессию некоторых генов суперсемейства 
CYP 450 в печени (рис. 3). После введения ЦФ
отмечено повышение экспрессии CYP 1А2 в 2,4 раза
(р=0,02) по сравнению с контрольной группой.
Отдельное введение Соед само по себе не вызывало 
достоверных отклонений в экспрессии ни одного 
из исследуемых генов цитохромов. В то же время,
после введения Соед и ЦФ одного за другим 
было отмечено достоверное повышение экспрессии
гена CYP 2B10 в среднем в 3,2 раза (р=0,005) 
по сравнению с контрольной группой.

После введения ЦФ наблюдалось повышение
экспрессии PPARA (p=0,045) по сравнению 
с контрольной группой. Однако достоверных различий
в уровнях экспрессии генов PPARA и CYP 17A1
после введения комбинации ЦФ+Соед не обнаружено
(рис. 4). Введение животным одного Соед не влияло 
на уровень мРНК данных генов.

Изменения в экспрессии генов цитокинов в печени 
под влиянием ЦФ и Соед

Для оценки содержания белков и влияния 
ЦФ и Соед на экспрессию генов, участвующих 
в иммунном ответе, сравнения между группами
животных проводили следующим образом:
“ЦФ”/“ЦФ+Соед”, “Контроль”/“Соед”. Оценка
влияния изучаемых субстанций на экспрессию 
генов цитокинов показала, что у животных 
группы “ЦФ” происходит незначительное повышение
экспрессии гена IL-1β, а также снижение 
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Рисунок 3. Относительная экспрессия (2–ΔCT) генов ферментов суперсемейства CYP в печени животных после
обработки ЦФ и Соед (n=6). * – p<0,05, ** – p<0,01.



экспрессии генов TNF-α, IL-12α и IL-10 (рис. 5).
Предположительно, данные изменения обусловлены
влиянием DMSO, введённого накануне особям 
из данной группы.

После введения ЦФ вслед за Соед было 
отмечено повышение уровня мРНК гена
провоспалительного TNF-α в 2,4 раза по сравнению 
с группой “ЦФ” (р=0,022). В то же время введение
исследуемого Соед интактным животным
способствовало подъёму экспрессии IL-1β в 2,5 раза
(р=0,008) и снижению экспрессии IL-10 в 1,8 раз
(р=0,031) по сравнению с контрольной группой (рис. 5). 

Относительное содержание исследуемых белков 
в печени животных, обработанных ЦФ и Соед

Введение ЦФ и Соед не оказывало значимого
влияния на содержание GST-π (рис. 6). В то же время
введение Соед способствует повышению содержания

NF-κB p65 в среднем в 1,6 раз (“Контроль”/”Соед”:
р=0,012), а также увеличивает количество 
белка NAT-1 в 2,7 раз (“Контроль”/”Соед”: р=0,0122) 
в образцах печени животных. Значимого увеличения
относительного количества исследуемых белков 
у группы “ЦФ” по сравнению с контрольной группой
обнаружено не было. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Введение ЦФ вызывает закономерный рост
экспрессии генов CYP 450 [4]. Однако в данной 
работе увеличение экспрессии гена основного
метаболизатора ЦФ (CYP 2B10) оставалось на уровне
тенденции. В литературе имеются данные о половом
различии в экспрессии CYP 2B10: у самцов 
мышей его экспрессия ниже, чем у самок [24]. 
Тем не менее при однократном введении препарата
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Рисунок 5. Относительная экспрессия генов цитокинов (2–ΔCT) в печени животных после обработки ЦФ и Соед (n=6).
* – p<0,05, ** – p<0,01.

Рисунок 4. Относительная экспрессия генов PPARA и CYP 17A1 (2–ΔCT) в печени животных после обработки 
ЦФ и Соед (n=6). * – достоверные различия между группами. 



значения экспрессии в группе “ЦФ+Соед” спустя 
пять дней после введения были достоверно выше, 
чем в контрольной группе. Это свидетельствует 
о влиянии Соед на экспрессию гена CYP 2B10 и 
о возможном его влиянии на весь метаболизм ЦФ. 
В случае подтверждения повышения активности
данного фермента можно утверждать, что данное Соед
способствует ускорению метаболизма ЦФ и более
быстрому наступлению терапевтического эффекта. 
В то же время Соед не влияет на выработку 
фермента GST-π, участвующего в восстановлении
акролеина — метаболита ЦФ. Следовательно, 
после введения данного Соед вместе с ЦФ 
не следует ожидать усиления вышеуказанных
побочных эффектов, ассоциированных с накоплением
акролеина в организме.

В последние несколько лет накопились сведения 
о роли агонистов PPAR-α в стимуляции апоптоза
клеток рака молочной железы, а также подавлении
неоангиогенеза посредством ингибирования 
HIF-α и VEGF в клетках опухоли. Некоторые из них
уже введены в химиотерапевтические схемы [25].
Повышение экспрессии PPARA под влиянием ЦФ
может говорить о дополнительных путях реализации
его противоопухолевого эффекта. С другой стороны,
оно может отражать реакцию тканей органа 
на введение ЦФ, вызывающего повреждение печени 
и способствующего окислительному стрессу. 

В группе “ЦФ” было отмечено неожиданное
снижение экспрессии TNF-α, незначительное
повышение экспрессии IL-1β, а также отсутствие
изменений в выработке NF-κB p65 в печени
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Рисунок 6. Относительное содержание белков (у.е.) в печени животных после обработки ЦФ и Соед (n=6). 
* – достоверные различия между группами.



экспериментальных животных по сравнению 
с контрольными особями. Известно, что введение ЦФ
в высоких дозах приводит к кратному приросту
экспрессии вышеуказанных генов и синтезу 
белка [26, 27]. В данном случае снижение 
экспрессии воспалительных медиаторов можно
объяснить влиянием DMSO, введённого мышам 
за сутки до ЦФ. Показано, что DMSO подавляет
выработку TNF-α и NF-κB [28] и обладает
гепатопротекторным эффектом [29].

Введение исследуемого Соед способствовало
повышению экспрессии генов провоспалительных
цитокинов и p65-субъединицы NF-κB, а также
некоторому снижению экспрессии гена
противовоспалительного IL-10, что говорит 
об однозначном иммуноактивирующем эффекте
данного вещества. Данный профиль экспрессии 
может играть благоприятную роль при некоторых
заболеваниях. Например, показано, что повышение
экспрессии TNF-α и NF-κB в опухолевом
микроокружении гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК)
ассоциировано с лучшим клиническим прогнозом 
у пациентов с данным диагнозом [30, 31]. 
В свою очередь, IL-1 может эффективно ингибировать
репликацию РНК вируса гепатита С (ВГС) 
и экспрессию вирусных белков, обладая
противовирусной активностью. Таким образом,
повышение его экспрессии в печени может играть
важную роль в элиминации вируса [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1) Применение ЦФ в комплексе с исследуемым
Соед способствует повышению экспрессии мРНК 
гена CYP 2B10 в печени мышей, что указывает 
на влияние Соед на экспрессию данного гена, 
и, предположительно, влияет на метаболизм ЦФ.

2) Исследуемое Соед увеличивает относительное
содержание NAT-1 в печени, что указывает на роль
NAT-1 в выведении исследуемой субстанции.

3) Введение исследуемого Соед способствовало
повышению экспрессии генов провоспалительных
цитокинов (IL-1β, TNF-α) и усилению выработки 
p65-субъединицы NF-κB. В случае отсутствия
токсичности, его применение может быть обосновано
при вирусных заболеваниях печени (ВГС) и ГЦК.
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HEPATOTROPIC ACTIVITY OF A BETULONIC ACID BASED COMPOUND
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Using the model of cyclophosphamide (CP)-induced immunosuppression in C57BL/6 mice, the hepatotropic
effects of a conjugate of betulonic acid with 9-(4-methylpiperazin-1-ylmethyl)-2-(1,2,3-triazolyl) oreozelone (BABC)
have been studied. In the liver of treated animals the expression of genes for cytochromes (CYP 1A1, CYP 1A2, 
CYP 3A44, CYP 2B10, CYP 2C29, CYP 17A1), PPARA, and cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-12α, IL-10) and 
the relative levels of NF-κB p65, GST-π, and NAT-1 proteins were determined. On day six after administration 
of the compound and CP to animals a significant (3.2-fold) increase in the expression of the CYP 2B10 as compared 
to the control group was observed. Treatment of mice with the compound and CP also caused a 2.4-fold increase 
in the mRNA level of the pro-inflammatory TNF-α gene as compared to the group of animals receiving CP.
Administration of the studied compound to intact animals was accompanied by a 2.5-fold increase in the IL-1β expression
and a 1.8-fold decrease in the IL-10 expression as compared to the control group. An increase in the expression 
of pro-inflammatory cytokine genes in the liver of animals treated with the compound was accompanied by an increase
in the content of NF-κB p65 (by 1.6 times), as well as an increase in the relative amount of NAT-1 protein (by 2.7 times)
as compared to control animals.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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