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Современные методы противоопухолевой химиотерапии не способны уничтожить 100% клеточной попу-
ляции. Применение современных методов химиотерапии сдерживается повышенной эффективностью
систем клеточной защиты раковых клеток, в частности молекулярных шаперонов, экспрессия которых
возрастает при применении противоопухолевых препаратов. Комбинационная терапия с ингибиторами
отдельных шаперонов, в частности Hsp70, или фактора HSF1, регулирующего синтез белков теплового
шока, может стать средством для повышения действенности противоопухолевых препаратов. В настоя-
щем исследовании мы сравнили эффект повышения чувствительности клеток аденокарциномы легкого
А549 при подавлении активности Hsp70 или HSF1 в опухолевых клетках. Получив, с помощью метода
РНК-интерференции сублинии A549-shHsp70 и A549-shHSF1 мы сравнили их чувствительность к дей-
ствию противоопухолевых препаратов – этопозиду и оксалиплатину. Подавление функции Hsp70 и сни-
жение активности HSF1 увеличивали количество погибших клеток и повышали активность каспазы-3/7,
причем эффект инактивации HSF1 значительно превосходил результаты ингибирования Hsp70. Мы мо-
жем сделать вывод, что ингибиторы HSF1 имеют терапевтическую перспективу, будучи в составе проти-
воопухолевых композиций.
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Клетки многих опухолей человека демонстриру-
ют высокий уровень молекулярных шаперонов, или
белков теплового шока, в частности Hsp70 (Ciocca,
Calderwood, 2005), что ведет к тому, что эти клетки
более активно пролиферируют, охотнее метастази-
руют и обладают повышенной устойчивостью к про-
тивоопухолевым препаратам (Carpenter, Gökmen-
Polar, 2019). В норме молекулярные шапероны обес-
печивают правильную конформацию и, соответ-
ственно, функцию клеточных белков, транспорти-
ровку вновь синтезированных белков к местам кле-
точной локализации, где им надлежит исполнять их
функцию (Вalchin et al., 2016).

Экспрессия всех белков теплового шока регули-
руется транскрипционным фактором HSF1 (heat
shock factor-1), который активируется в ответ на
окислительный стресс, нагрев, гипоксию, УФ-излу-
чение и другие воздействия (Li et al., 2017; Gomez-
Pastor et al., 2018). В ходе развития опухолевого про-
цесса HSF1 находится в постоянно активном состо-
янии и играет плейотропную роль, поддерживая
злокачественность опухолевых клеток, т.е. увеличе-
ние их миграционной способности, повышение ин-
вазивности и пролиферативного потенциала рако-

вых клеток (Mendillo et al., 2012). Высокий уровень
HSF1 способствует развитию опухолевых клеток за
счет координации ряда фундаментальных клеточ-
ных процессов, включая метаболизм глюкозы, кон-
троль клеточного цикла, трансляцию белков и био-
генез рибосом (Willmund et al., 2013; Jagadish et al.,
2016; Albakova et al., 2020). Во многих исследованиях
было показано, что уровень экспрессии HSF1 опре-
делял злокачественность новообразования у паци-
ентов с разными типами рака и определял чувстви-
тельность опухолей к химиопрепаратам. Именно по-
этому были предприняты попытки разработать
низкомолекулярные ингибиторы для снижения ак-
тивности HSF1 и снижения шаперонной активности
Hsp70 и Hsp90 для подавления резистентности опу-
холевых клеток к химиопрепаратам. В настоящее
время существует примерно 20 ингибиторов Hsp90,
часть из которых проходит клинические испытания
(Zuehlke et al., 2018; Zininga, Shonhai, 2019), не менее
10 ингибиторов Hsp70, включая выявленную в на-
шей лаборатории производную колхицина АЕАС
(Lazarev et al., 2018) и 14 ингибиторов HSF1 (Carpen-
ter, Gökmen-Polar, 2019), включая открытый нами
карденолид CL-43 (Nikotina et al., 2018).
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Мы задались вопросом, что является более эф-
фективным средством для противоопухолевой тера-
пии – выведение из строя отдельных шаперонов, кото-
рые являются непосредственными участниками про-
цесса, или регулятора их экспрессии HSF1? Целью
настоящего исследования стал ответ на этот вопрос.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Клетки немелкоклеточного рака легкого

A549 дикого типа (A549wt) и иммортализованные
клетки эмбриональной почки человека HEK-293T
культивировали в среде DMEM, содержащей 10%
бычьей эмбриональной сыворотки (FBS, Gibco,
США), 2 мМ L-глутамина и антибиотики пеницил-
лин (100 ед./мл) и стрептомицин (0.1 мг/мл) (Био-
лоТ, Россия) при 37°C и 5% CO2.

Все клеточные культуры были получены из Рос-
сийской коллекции клеточных культур (ИНЦ РАН,
Санкт-Петербург).

Трансферная плазмида pGFP-C-shLenti для нокдау-
на Hsp70 и его мастер-регулятора HSF1 была приобре-
тена у OriGene (США): клоны TRCN0000008513
(shРНК против HSPA1A (Hsp70)); последовательность,
кодирующую зрелую смысловую последовательность
TTGATGCTCTTTGTTCAGGTCG, TRCN0000280463
или TRCN0000007481 (shРНК против Hsf1); после-
довательность, кодирующую зрелую смысловую по-
следовательность CAAACGTGGAAGCTGTTCC или
ATACTTGGGCATGGAATGTGC соответственно.
Пакующая плазмида pMD2.G и плазмида вирусной
оболочки psPAX были приобритены у Addgene
(США).

Клетки HEK-293T трансфицировали с помощью
полиэтиленимина (PEI; Sigma, США) смесью всех
трех, для получения линии A549-shHsp70, или четы-
рех, для получения линии A549-shHSF1, плазмид.
Супернатанты клеточных культур, содержащие лен-
тивирусные частицы, собирали в течение трех дней,
после чего вирус концентрировали и высаживали с
помощью центрифугирования при 5600 g в 30%-ном
растворе полиэтиленгликоля (PEG; Sigma, США)
при 4°C. Осажденные вирусы растворяли в 50 мкл
бессывороточной среды OptiMEM (Gibco, США) и
далее использовали для трансдукции клеток A549.
Положительные клоны отбирали в течение 12-су-
точной селекции на пуромицине (2.0 мкг/мл; Sigma,
США) не менее чем за 2 нед. до начала эксперимен-
тов. Для анализа чувствительности А549 к химиоте-
рапии в зависимости от уровня белков Hsp70 и (или)
HSF1 клетки культивировали в присутствии препа-
ратов оксалиплатин и этопозид в концентрацях 12.5,
25, 50, 100, 150 или 200 мкМ (Pharmachemie, Израиль).

Иммуноблотинг. Нокдаун Hsp70 или HSF1 в клет-
ках A549 верифицировали с помощью Вестерн-блот-
анализа. Клетки, полученные с помощью селекции на
пуромицине, лизировали на льду в растворе, содержа-
щем 20 мМ TrisHCl pH 7.5, 20 мМ NaCl, 0.01% Трито-

на X-100, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ PMSF. Равные количе-
ства белка лизатов (20 мкг/проба) использовали для
электрофореза в 11%-ном SDS-полиакриламидном
геле и последующего иммуноблотинга. После пере-
носа на PVDF-мембрану неспецифическое связыва-
ние блокировали раствором 5%-ного обезжиренно-
го молока в PBS в течение ночи при 4°C. Далее мем-
брану последовательно инкубировали с антителами
против Hsp70 клон 3С5 (Lasunskaia et al., 2010) и
HSF1 (Cell Signaling, США). Для контроля нагрузки
использовали антитела к тубулину (Thermo Fisher,
США). После инкубации с первичными антитела-
ми, мембраны промывали раствором PBS, содержа-
щим 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, США) и инку-
бировали с вторыми антителами против иммуногло-
булинов мыши и (или) крысы, меченными
пероксидазой хрена (Abcam, Великобритания).

Повышение количества белков Hsp70 и HSF1 в
раковых клетках после обработки химиопрепарата-
ми также регистрировали с помощью иммунобло-
тинга. Клетки А549 дикого типа культивировали в
присутствии оксалиплатина в концентрации 25, 50
или 100 мкМ или этопозида в концентрации 12.5, 25,
50 или 100 мкМ в течение 24 ч, затем лизировали.
Лизаты использовали для электрофореза и Вестерн-
блот-анализа. Блот последовательно инкубировали
с антителами против Hsp70, HSF1 и тубулина, ука-
занными выше.

МТТ-тест. Токсичность химиотерапевтических
препаратов регистрировали по количеству живых
клеток с помощью метода определения активности
дегидрогеназ по Мосману (МТТ-тест). Клетки A549
с разным уровнем экспрессии Hsp70 или HSF1 ин-
кубировали в лунках 96-луночного планшета с окса-
липлатином в концентрации 25, 50, 100 мкМ или с
этопозидом в концентрации 12.5, 25, 50, 100 мкМ в
течение 48 ч. Далее культуральную среду заменяли
на раствор МТТ (1 мг/мл) в PBS (ПанЭко, Россия)
из расчета 100 мкл на лунку. Спустя 2 ч, раствор уда-
ляли, а кристаллы формазана, образовавшиеся в жи-
вых клетках, растворяли в DMSO (Sigma, США) в те-
чение 15 мин. Оптическую плотность измеряли с по-
мощью прибора Varioscan (Thermo Scientific, США)
при длине волны 570 нм.

Анализ ферментативной активности каспазы 3 и 7.
Для определения активности эффекторной каспазы
3 и 7 после проведенной химиотерапии использова-
ли каспазный тест. Клетки A549, A549-shHsp70 и
A549-shHSF1 рассеивали в лунки 12-луночного
планшета в концентрации 3 × 105 кл./мл. После куль-
тивирования в присутствии 25, 50, 100 мкМ окса-
липлатина или 12.5, 25, 50, 100 мкМ этопозида, в тече-
ние 14 ч, клетки центрифугировали при 2000 об./мин,
дважды промывали холодным PBS и лизировали в
буфере, содержащем 100 мМ HEPES, pH 7.2, 10% са-
харозы, 1 мМ EDTA pH 8.0, 0.1% CHAPS и 10 мМ
DTT. Лизаты подвергали двум циклам заморажива-
ния–оттаивания и осаждали при 13000 об./мин в те-
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чение 10 мин. Лизат, содержащий 200 мкг белка в
50 мкл буфера для лизиса, вносили в лунки черного
96-луночного планшета (ThermoFisher, США) и в
каждую лунку добавляли 40 мкМ флуорогенного
субстрата (DMQD-AMC; Sigma, США). Планшет
инкубировали при 37°C в течение 2 ч. Флуоресцен-
цию детектировали с помощью ридера FluoStar
Omega (BMG, Labtech, Великобритания), используя
длину волны возбуждения и эмиссии 355 и 460 нм
соответственно.

Статистическая обработка. Данные представлены
как среднее значение и его стандартная ошибка
(SEM). Количественный анализ выполнен с помо-
щью GraphPad Prism 9.3.1. Сравнение проводили с
помощью теста однофакторного дисперсионного
анализа ANOVA с последующей коррекцией c помо-
щью теста множественного сравнения Дуннета, кото-
рый позволяет сравнивать каждое среднее значение со
всеми другими средними значениями. Все экспери-
менты повторяли не менее трех раз. Статистическую
значимость определяли значением P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Задачей противоопухолевой терапии является
полное уничтожение опухолевых клеток, поскольку
в противном случае происходит рецидив опухолево-
го роста и со временем обнаруживаются опухолевые
узлы в отдаленных от первичного очага тканях. Мы
проверили, можно ли с помощью противоопухолевых
препаратов добиться полного уничтожения опухоле-
вых клеток, и культивировали клетки немелкоклеточ-
ного рака легкого А549 в присутствии противоопухо-
левых препаратов, которые широко применяются в
клинике для лечения рака данного гистогенеза – это-
позидом и оксалиплатином в увеличивающихся кон-
центрациях. При культивировании в присутствии это-
позида в течение 48 ч доля погибших клеток А549 до-
стигала 50% (IC50) при 7.5 мкМ, после чего

эффективность препарата снижалась и при дальней-
шем повышении концентрации доля мертвых клеток
вырастала на 1–3% при каждом повышении концен-
трации на 25 мкM (рис. 1а). При культивировании в
присутствии оксалиплатина величина IC50 составила
66.6 мкM, и тоже, начиная с концентрации 75 мкM,
доля погибших клеток увеличивалась на 1–6% при
повышении концентрации препарата на 25 мкM
(рис. 1б). В результате, в присутствии этопозида в са-
мой высокой концентрации (200 мкМ) оставалось
14.81 ± 0.84% жизнеспособных клеток и 9.08 ± 1.37%
при самой высокой (200 мкМ) концентрации окса-
липлатина (рис. 1).

Клетки А549 обладают высоким уровнем экс-
прессии Hsp70, и мы проверили, как на экспрессию
этого шаперона и регулятора его синтеза, HSF1, вли-
яют противоопухолевые препараты этопозид и окса-
липлатин. Мы культивировали клетки А549 в присут-
ствии препаратов в повышающейся концентрации
(рис. 2) и с помощью иммуноблоттинга определяли в
них уровень белков Hsp70 и HSF1. Результаты показа-
ли, что уровень обоих белков возрастает дозо-зависи-
мым образом (рис. 2а) и повышается у HSF1в 2 раза в
случае действия этопозида и в 3.9 раз в случае окса-
липлатина, а у Hsp70 – в 1.94 раза в случае этопозида
(рис. 2б) и в 2.3 раза в случае оксалиплатина (рис. 2в).

В клинике обычно проводят курсовую терапию,
т.е. вводят противоопухолевые препараты внутри-
венно ежедневно в течение нескольких дней. Оче-
видно, что каждое последующее введение препарата
будет становится менее эффективным, потому что
опухолевые клетки приобретают мощную систему
защиты в процессе терапии, и целесообразно ис-
пользовать препараты, которые бы понижали содер-
жание Hsp70 и (или) HSF1. Чтобы понять, подавле-
ние какого из этих белков более эффективно, мы по-
лучили клетки А549 с нокдауном по Hsp70 и
нокдауном по HSF1. Данные иммуноблоттинга по-
казали (рис. 3а), что уровень HSF1 в клетках A549-

Рис. 1. Концентрации противоопухолевых препаратов, превышающих терапевтическую дозу, не приводит к полной гибели
популяции опухолевых клеток. Представлены данные измерения активности лактатдегидрогеназы с помощью набора Cyto-
tox 96 в клетках А549 после обработки в возрастающих концентрациях этопозидом (а) и оксалиплатином (б). Красной звез-
дочкой отмечены выжившие остатки клеточных популяций.
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shHSF1 ниже, чем в клетках A549 в 1.7 раз, уровень
Hsp70 в клетках A549-shHsp70 был ниже, чем в клет-
ках A549 в 1.4 раза, а в клетках A549-shHSF1 – в
1.6 раз (рис. 3б).

Мы проверили, как изменилась чувствительность
клеток линий A549-shHSF1 и A549-shHsp70 к этопо-
зиду и оксалиплатину по сравнению с клетками
A549wt; для этого клетки культивировали в присут-
ствии противоопухолевых препаратов в возрастающих
концентрациях. В анализ также были взяты клетки
A549scr, несущие ту же генетическую конструкцию,
что и A549-shHSF1 и A549-shHsp70, но без вставки
целевого фрагмента. Анализ чувствительности кле-
ток к этопозиду и оксалиплатину был проведен с по-
мощью метода МТТ (рис. 4а, б). Разница в чувстви-
тельности к этопозиду у клеток A549-shHsp70 и
A549-shHSF1 проявилась уже при наиболее низкой
(12.5 мкМ) из используемых концентраций противо-
опухолевого препарата и была статистически досто-
верной (P < 0.0001), но начиная с концентрации
25 мкМ доля погибших клеток в клетках A549-

shHSF1 была статистически выше (P < 0.0005), чем у
клеток A549-shHsp70, и эта тенденция продолжала
сохраняться при повышении концентрации препа-
рата (рис. 4а). При действии оксалиплатина мы не
выявили повышения чувствительности клеток
A549-shHsp70 к противоопухолевому препарату по
сравнению с клетками A549wt и A549scr, в то время
как клетки A549-shHSF1 приобрели статистически
достоверную чувствительность к оксалиплатину
(рис. 4б).

Этопозид и препараты платины вызывают апоптоз
опухолевых клеток (Afanasyeva et al., 2007; Hato et al.,
2014), и мы измерили уровень ферментативной ак-
тивности каспаз 3 и 7 (рис. 4в, г) Каспазная актив-
ность в клетках A549wt и A549scr после воздействия
этопозида или оксалиплатина не отличалась, в то
время как уровни каспазной активности у клеток
A549-shHsp70 статистически отличались от такового в
клетках A549wt и A549scr и в клетках A549-shHSF1 ста-
тистически были выше, чем у клеток A549-shHsp70
(рис. 4в, г).

Рис. 2. Анализ экспрессии HSF1 и Hsp70 в клетках A549 при применении противоопухолевых препаратов, этопозида и окса-
липлатина в возрастающих концентрациях. Представлен иммуноблот клеток A549, инкубированный с антителами против
HSF1 и Hsp70 (a) и данные подсчета относительной интенсивности зон HSF1 и Hsp70 к интенсивности α-тубулина для это-
позида (б) и оксалиплатина (в). *P < 0.0001.
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Полученные нами данные убедительно показы-
вают, что подавление одного Hsp70 увеличивает чув-
ствительность опухолевых клеток к действию проти-
воопухолевых препаратов, которые широко исполь-
зуются в клинике, но подавление HSF1 значительно
превышает эффект подавления Hsp70, и ингибито-
ры HSF1 могли бы стать эффективным инструмен-
том в терапевтических схемах при лечении немелко-
клеточного рака легкого.

ОБСУЖДЕНИЕ
Два обстоятельства делают многие онкологиче-

ские заболевания практически неизлечимым – фор-
мирование метастазов и способность опухолевых
клеток к рецидиву после, казалось бы, успешной те-
рапии (Mitra et al., Li, 2015; Sokolenko et al., 2020).
Действительно, после химиотерапии опухоли часто
остаются небольшие остатки клеточной популяции.
Наш анализ чувствительности панели опухолевых
клеток разного гистогенеза к ряду противоопухоле-
вых препаратов, широко применяющихся в клини-
ке, показал, что применение препаратов никогда не
приводит к гибели 100% клеток в популяции, т.е.,
как бы ни была повышена концентрация терапевти-
ческого средства, не менее 2–3% клеток остаются
живыми. В экспериментах, представленных в дан-
ной работе, мы показываем, что даже при увеличе-
нии дозы противоопухолевых препаратов этопозида
и оксалиплатина выше терапевтической, жизнеспо-
собными остаются 10–15% клеточной популяции.

Для того, чтобы увеличить эффективность проти-
воопухолевой терапии, мы предлагаем использовать
ингибиторы функции Hsp70 и активности мастер-
регулятора клеточных шаперонов HSF1. В предыду-
щих исследованиях мы показали, что ингибиторы
шаперонной функции АЕАС (производное колхи-
цина) (Lazarev et al., 2018) и ВТ44 (Sverchinsky et al.,
2018) повышали чувствительность опухолевых кле-
ток к противоопухолевым препаратам, замедляли
рост опухолей меланомы и глиобластомы и увеличи-
вали продолжительность жизни животных-опухоле-
носителей. Позитивный эффект показал также пеп-
тид Hsp70, ICit-2, способный проникать в опухоле-
вые клетки, подавлять шаперонную функцию Hsp70
и усиливать чувствительность опухолевых клеток к
действию доксорубицина (Sverchinsky et al., 2017).
Мы также использовали ингибитор активности
HSF1, выявленный нами в результате высокопроиз-
водительного скриннинга, карденолид CL-43, кото-
рый не только синергетически увеличивал чувстви-
тельность опухолевых клеток к противоопухолевым
препаратам (Nikotina et al., 2018), но в режиме моно-
терапии снижал способность опухолевых клеток к
эпителиально-мезенхимному переходу и метастази-
рованию (Nikotina et al., 2021).

Для того чтобы понять, какой подход может быть
более значимым в клинике, мы провели данное ис-
следование. Во-первых, мы показали, что препара-

ты, используемые в клинике, повышают уровень и
Hsp70, и HSF1, и видимо повышают устойчивость
клеток к последующему лечению. Во-вторых, мы
получили клетки A549 с подавленной экспрессией
как Hsp70, так и HSF1, и выяснили, что именно по-
давление HSF1 значительно снижает резистент-
ность опухолевых клеток к этопозиду и оксалипла-
тину, значимо увеличивая активность эффекторных
каспаз.

Снижение HSF1 вызывает снижение всех регули-
руемых им молекулярных шаперонов: Hsp70, Hsp90
и Hsp40 (Nikotina et al., 2018). Нокдаун HSF1 или
применение известного ингибитора HSF1 трипто-
лида, который был снят с III фазы клинических ис-
пытаний из-за общей токсичности, разрушало цито-
зольный комплекс между HSF1, p97, Hsp90 и деаце-
тилазой Hsp90, известной как гистондеацетилаза 6
(HDAC6) (Ganguly et al., 2015). Кроме того, HSF1
управляет функцией более 1000 генов, не вовлечен-
ных в ответ клетки на стресс, многие из которых свя-
заны с прогрессией опухоли (Mendillo et al., 2012).

Наши данные свидетельствуют, что для повыше-
ния эффективности противоопухолевой терапии
лучше использовать ингибиторы HSF1, чем Hsp70.

Рис. 3. Иммуноблот клеток A549wt, A549scr, A549-
shHsp70 и A549-shHSF1 c антителами против HSF1 и
Hsp70 (a) и (б) данные подсчета относительной интен-
сивности зон HSF1 и Hsp70 к интенсивности α-тубули-
на. *P < 0.0001
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the Antitumor Therapy Efficiency

M. A. Mikeladzea, E. R. Mikhaylovaa, B. A. Margulisa, and I. V. Guzhovaa, *
aInstitute of Cytology of Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 164064 Russia

*e-mail: irina.guzhova@incras.ru

Modern methods of antitumor chemotherapy are not able to eliminate 100% of the cell population. The use of mod-
ern chemotherapy methods is constrained by the increased efficiency of cancer cell cellular defense systems, in par-
ticular molecular chaperones, whose expression increases with the use of anticancer drugs. Combination therapy
with inhibitors of individual chaperones, in particular Hsp70, or HSF1, which regulates the synthesis of heat shock
proteins, can be a means to increase the effectiveness of anticancer drugs. In the present study, we compared the ef-
fect of sensitizing A549 lung adenocarcinoma cells with Hsp70 suppression or HSF1 activity in tumor cells. Having
obtained sublines A549-shHsp70 and A549-shHSF1 using the RNA interference method, we compared their sensi-
tivity to the action of antitumor drugs etoposide and oxaliplatin. Suppression of Hsp70 function and decrease in
HSF1 activity increased the number of dead cells and increased the activity of caspases-3 and -7, but the effect of
HSF1 inactivation significantly exceeded the results of Hsp70 inhibition. We can conclude that HSF1 inhibitors
have a therapeutic perspective as part of antitumor compositions.
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