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Аннотация. Проведена оценка редокс-состояния лимфоцитов пациентов (взрослых и детей) с 
острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ) до и после воздействия на них лекарственных средств 
(флударабела, винкристина, дексаметазона и иматиниба) в концентрациях, близких к 
терапевтическим, а также определена их чувствительность к данным противоопухолевым 
химиопрепаратам. Установлено, что краткосрочное (2–3 ч) и долгосрочное (18–20 ч) воздействие 
исследуемых химиопрепаратов на лимфоциты пациентов с ОЛЛ приводит к разнонаправленному 
характеру изменения содержания активных форм кислорода в лейкозных клетках. Воздействие 
исследуемых химиопрепаратов на клетки детей при ОЛЛ приводит к увеличению содержания в них 
низкомолекулярных антиоксидантов (НА), в клетках условно здоровых доноров подобной 
тенденции не наблюдается. Обнаружено принципиальное различие роли НА в клетках условно 
здоровых доноров и пациентов с ОЛЛ в процессе метаболизма исследуемых лекарственных средств, 
причем в интактных клетках детей при ОЛЛ уровень содержания НА в среднем в 2 раза превышает 
таковой в клетках условно здоровых доноров. Индивидуальная чувствительность клеток пациентов 
с ОЛЛ при воздействии лекарственных средств характеризуется значительной вариабельностью, 
что указывает на необходимость персонификации их чувствительности к химиотерапевтическим 
воздействиям ex vivo. Более того, обнаружена определенная чувствительность клеток условно 
здоровых доноров к исследуемым химиопрепаратам (кроме иматиниба), что необходимо учитывать 
при использовании протоколов химиотерапии в процессе лечения конкретных пациентов. Для 
возможности персонифицированного учета ответа клеток пациентов с ОЛЛ на химиотерапию 
можно использовать изменение их окислительно-восстановительного баланса в качестве 
прогностического показателя. 
Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, активные формы кислорода, низкомолекулярные 
антиоксиданты, жизнеспособность клеток, противоопухолевые химиопрепараты. 
 

В настоящее время острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) занимает ведущее место в структуре 
онкогематологической патологии в детском и подростковом возрасте. На его долю приходится 20% от всех 
злокачественных заболеваний [1] и 85% от всех лейкозов [2]. Оптимистичные результаты терапии de novo при 
ОЛЛ, полученные в конце 60-х годов прошлого столетия у детей и позволившие через 20 лет говорить об 
излечении более 50%, а к концу 90-х годов – уже о 80% пациентов [3], давали возможность полагать, что прогноз 
при ОЛЛ у взрослых будет в такой же степени благоприятным в плане ответа на терапию и длительности 
безрецидивной выживаемости, как и у детей. И в течение трех последних десятилетий многие группы 
исследователей, применяя программы химиотерапии различной интенсивности, пытаются воспроизвести у 
взрослых больных ОЛЛ эти результаты, которые можно назвать эталоном онкологической эффективности. Но, 
при этом, что полная ремиссия достигается в 70-80% случаев, лишь 30-40% больных переживают пятилетний 
рубеж без рецидива, т.е. только у 20-25% из общего числа заболевших можно говорить о выздоровлении [4]. 
Известно, что цитогенетические и молекулярные характеристики лейкозных клеток определяют прогноз 
заболевания. А тот факт, что у взрослых пациентов с ОЛЛ в 10 раз чаще определяются неблагоприятные 
хромосомные аномалии, возможно и объясняет малоудовлетворительные результаты лечения. 

Рецидивы и резистентные формы регистрируются у взрослых больных ОЛЛ практически с той же частотой, 
как и при острых миелоидных лейкозах, составляя самую главную причину неудач в лечении. Терапия 
рефрактерных форм острых лимфобластных лейкозов основывается на принципах высокодозного воздействия, 
особенно, если речь идет о ранних рецидивах и резистентных вариантах ОЛЛ. 

На основе изучения ферментов биотрансформации и транспортеров лекарственных препаратов, 
молекулярно-генетических предикторов ответа на терапию в настоящее время стал возможным более 
обоснованный выбор терапии, однако такие маркеры в полной мере не могут характеризовать ответ на 
конкретный набор химиопрепаратов, используемый для терапии онкогематологических заболеваний. Более 
адекватным для обоснования выбора протокола терапии является оценка индивидуальной лекарственной 
чувствительности in vitro. 

Очевидно, что расширение спектра предсказательных диагностических технологий может способствовать 
прогнозированию ответа на терапию в организме с целью выбора адекватной стратегии лечения и ее 
мониторинга. Известно, что окислительный стресс играет особую роль в реализации токсического эффекта в 
лейкозных клетках, хотя базальный уровень свободных радикалов в клетках различных форм лейкозов и 
пациентов при одной и той же форме лейкоза характеризуются значительной гетерогенностью [5]. Это 



                                                     МЕДИЦИНСКАЯ  БИОФИЗИКА  И  БИОФИЗИЧЕСКАЯ  ХИМИЯ     . 

Актуальные вопросы биологической физики и химии, 2021, том 6, № 4, с. 651-659 

652 

неудивительно, так как двойственная роль активных форм кислорода (АФК) в физиологии и патологии клетки 
очевидна. Действительно, физиологические уровни АФК способны даже защитить клетку от апоптоза путем 
активации антиоксидантных механизмов. 

С другой стороны, было продемонстрировано, что природное соединение, эффективно отключающее 
глутатион-зависимую антиоксидантную систему, способно убивать раковые клетки яичников, в которых 
обнаружена активация генерации АФК, под влиянием онкогенного сигнала Ras, но при этом проявляет низкую 
токсичность для незлокачественных эпителиальных клеток яичников с низким уровнем АФК [6]. На основе этих 
наблюдений авторы сделали вывод, что лейкозные клетки из-за значительного усиления в них генерации АФК, 
вероятно, будут также сильно зависеть от функционирования антиоксидантной системы для поддержания 
редокс-баланса и могут проявлять частичную чувствительность к подобного рода препаратам. Также было 
установлено, что лимфоциты здоровых людей более толерантны к подобной терапии из-за низкого базального 
уровня АФК и нормальной метаболической регуляции, что связывают с окислительным повреждением ДНК и с 
мутациями митохондриального ДНК в лейкозных клетках, в особенности у пациентов, перенесших терапию 
ДНК-разрушающими лекарственными препаратами [7,8]. Поскольку дыхательная цепь митохондрий является 
основным источником АФК вследствие бифуркации электронов от транспортных комплексов, предполагается, 
что дисфункция митохондриального дыхания может усиливать утечку электронов, приводящую к повышенному 
содержанию АФК в лейкозных клетках.  

Было также установлено, что флударабел-резистентные клетки пациентов с хроническим лимфоцитарным 
лейкозом (ХЛЛ) на поздней стадии заболевания с предшествующей терапией или с отключенным белком p53 
имеют тенденцию к увеличению уровня АФК и они более чувствительны к соединениям, способным отключать 
глутатион-зависимую антиоксидантную систему или к его аналогам [9]. 

Таким образом, один из определяющих факторов клеточного ответа на экзогенные стимулы – окислительно-
восстановительный баланс, благодаря жесткой регуляции внутриклеточного содержания АФК с помощью 
системы антиоксидантной защиты, способен выступать в качестве прогностического показателя устойчивости к 
лекарственным препаратам не только у пациентов с вновь диагностированным заболеванием, но и проследить 
изменение чувствительности к получаемой терапии.  

В связи с этим актуальными являются оценка выживаемости лейкозных клеток различных типов на основе 
учета в них содержания АФК, что может лечь в основу доклинической лабораторной оценки индивидуальной 
лекарственной чувствительности клеток пациентов при лейкозах. 

Несмотря на то, что гетерогенность ответа пациентов на терапию полностью не определяется вариантами 
взаимодействия клеток с лекарственными средствами вне организма, доклинический ответ клеток in vitro может 
исключить назначение неэффективных для конкретного пациента лекарственных средств, что является одним из 
способов предупреждения развития множественной лекарственной резистентности, а также использования 
редуцированной цитостатической нагрузки [10,11].  

Цель работы – определить жизнеспособность клеток пациентов с ОЛЛ после воздействия лекарственных 
средств, применяемых при терапии в клинике и оценить их редокс-состояние для выявления критерия, 
подходящего для персонифицированного учета ответа лейкозных клеток на терапию. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
В работе использована периферическая кровь пациентов с диагнозом острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ, 

n=62), предоставленная УЗ «Минская областная клиническая больница», ГУ «Минский научно-практический 
центр хирургии, трансплантологии и гематологии» и РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии. 
Периферическая кровь условно здоровых доноров (n=20) была предоставлена РНПЦ трансфузиологии и 
медицинских биотехнологий МЗ РБ. Все образцы крови содержались в консерванте “гепарин”. 

Критериями включения в группу исследований пациентов с ОЛЛ являлись: начало индукционной 
терапии - внутри временного промежутка проведения исследования, диагноз ОЛЛ установлен на основании 
клинических данных, анализов периферической крови, результатов морфологического, цитохимического и 
иммунологического исследований клеток костного мозга. Критериями исключения из группы исследований 
пациентов с ОЛЛ являлись: тяжелый соматический статус пациента, который определяет возможность перенести 
химиотерапию, ОЛЛ – вторая злокачественная опухоль, отклонения от протокола, не обусловленные побочными 
действиями лечения и/или осложнениями течения заболевания, субъективные причины (например, отказ 
больных от интенсивной терапии и т.п.). 

Периферические мононуклеарные клетки крови человека (ПМНК) изолировали в градиенте плотности 
гистопака-1077 путем центрифугирования крови (300×g, 30 мин) и последовательных отмывок в 10 мМ 
фосфатном буфере (PBS, pH 7,4). После выделения ПМНК помещали в коммерческую питательную среду RPMI-
1640 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки и 2 мM L-глутамина. Клетки инкубировали в 96-ти 
луночных планшетах в увлажненной атмосфере с 5%-ным содержанием СО2 при температуре 37°C в течение  
2–3 ч, 18–20 ч или 44 ч с лекарственными средствами, затем отмывали (300g) в 10 мМ PBS (pH 7,4) в течение  
10 мин от химиопрепаратов и RPMI-1640 и использовали согласно экспериментальным протоколам. 

В качестве лекарственных средств использовали химиопрепараты четырех различных классов в 
концентрациях, близких к терапевтическим: нуклеозидный аналог флударабел (Flu, 2,5 мкг/мл или 5 мкг/мл); 
винка-алкалоид винкристин (Vincr, 0,125 мкг/мл или 0,25 мкг/мл); ингибитор протеинтирозинкиназы иматиниб 
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(Imat, 2,5 мкг/мл или 5 мкг/мл), а также синтетический глюкокортикостероид дексометазон (Dex, 2,5 мкг/мл или 
5 мкг/мл). 

Оценку уровня АФК в лимфоцитах пациентов с ОЛЛ проводили цитофлуориметрически с использованием 
флуоресцентного зонда 5-хлорометил-2,'7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата (СМ-H2DCFDA) по 
интенсивности флуоресценции конечного продукта 5-хлорометил-2′,7′- дихлорофлуоресцеин (СМ-DCF) в FITC-
H канале. Известно, что СМ-H2DCFDA [12], прямо или косвенно способен окисляться с образованием 
флуоресцирующего продукта практически всеми основными АФК, образующимися в клетке в процессе ее 
жизнедеятельности [13], что позволяет использовать данный зонд для оценки изменения окислительно-
восстановительного баланса. Итоговые результаты для данного метода представлены в виде отношения значений 
средней интенсивности флуоресценции СМ-DCF в лимфоцитах после воздействия химиопрепарата (Iфл) к 
средней интенсивности флуоресценции СМ-DCF в контрольных лимфоцитах (Iфл.к) (без воздействия 
химиопрепаратов), выраженного в процентах. При определении интенсивности флуоресценции CM-DCF в 
клетках пациентов с ОЛЛ учитывались только жизнеспособные лимфоциты, выделенные в отдельный регион по 
показателям бокового (SSC-H) и прямого (FSC-H) светорассеяния. Клетки, не меченные СМ-H2DCFDA, из 
анализа исключались. Все измерения проводились на проточном цитофлуориметре FACSCanto II (Becton 
Dickenson) в FITC-H канале. 

Чувствительность ПМНК к лекарственным средствам определяли с помощью 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолиум бромида (МТТ теста). МТТ тест позволяет проводить сравнительную оценку 
метаболической (дегидрогеназной) активности митохондрий, степень которой коррелирует с 
жизнеспособностью клеток [14]. Итоговые данные представлены в виде отношения значений средней оптической 
плотности суспензии после воздействия химиопрепарата на клетки (D) к средней оптической плотности 
суспензии в контрольных клетках пациентов и условно здоровых доноров (Dк) (без воздействия 
химиопрепаратов), выраженного в процентах. Все измерения были выполнены на планшетном спектрофотометре 
Sunrise Microplate Reader (Tecan) при длине волны 540 нм. 

Измерение содержания низкомолекулярных антиоксидантов (НА) в ПМНК условно здоровых доноров и 
пациентов с ОЛЛ проводили с помощью коммерческого набора “Antioxidant assay kit” (Sigma) согласно 
протоколу, предложенному разработчиками [15]. Спектрофотометрические измерения проводили на 
универсальном анализаторе Wallac 1420 VICTOR2 (Perkin Elmer) при длине волны 405 нм. Содержание НА в 
ПМНК определяли по эквиваленту концентрации TROLOX (водорастворимого аналога витамина E) согласно 
уравнению, полученному из линейной регрессии калибровочной кривой. 

Результаты экспериментов анализировали методами вариационной статистики с использованием 
параметрических и непараметрических критериев согласно характеру распределения выборки. Корреляционные 
зависимости оценивали с применением критерия Спирмена (rs) в программе STATISTICA 8.0. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Ранее было показано [16], что существует связь между генерацией свободнорадикальных соединений на 

начальном этапе активации (не более 1 ч) противоопухолевыми препаратами in vitro лимфоцитов, выделенных 
из периферической крови пациентов с ХЛЛ и степенью их метаболической активности на конечном этапе 
альтерации (44 ч). В силу того, что ХЛЛ – это неоднородное заболевание с разнообразной клинической картиной 
[17], а молекулярные механизмы метаболизма в опухолевой клетке исследуемых лекарственных препаратов (Flu, 
Vincr, Dex и Imat) различны, то получение единичного клеточного ответа спустя определенный промежуток 
времени о степени образования свободнорадикальных соединений, к сожалению, может не служить адекватной 
оценкой вклада данного процесса в реализацию программы апоптоза по внутреннему митохондриальному пути. 
В связи с чем в данной работе была предпринята попытка определения содержания АФК в лейкозных клетках 
после краткосрочного (2-3 ч) и долгосрочного (18-20 ч) воздействия лекарственных средств in vitro. 

Известно, что количество АФК, таких как супероксид-анион (О2
-), гидропероксил (H2O2) и гидроксил-

радикал (•OH) увеличивается в ответ на противоопухолевые лекарственные средства, что является важнейшим 
компонентом процесса апоптоза [18]. Интересным фактом является то, что АФК способны реагировать на резкие 
изменения физиологии умирающих клеток, преобразовывая поздние апоптотические стадии в некротическую 
гибель клетки [19,20]. Эти результаты подтверждают предположение, что внутриклеточный уровень АФК может 
определять судьбу клеток, включая чувствительность или устойчивость к противоопухолевым препаратам.  

Выбранные нами лекарственные средства применяются в терапии различных злокачественных 
новообразований. Так, Vincr находит применение совместно с другими препаратами при терапии ХЛЛ [21], а 
также острого лимфобластного лейкоза у взрослых и детей [22]. Flu демонстрирует хорошие результаты при 
терапии острых лимфобластных лейкозов и неходжкинских лимфом [23]. Dex применяется при остром 
лимфобластном лейкозе в качестве индукционной терапии, а также при миелодиспластическои синдроме, 
ангиоиммунобластной злокачественной Т-клеточной лимфоме в комбинации с противоопухолевыми 
препаратами [24]. Imat способен селективно подавлять пролиферацию и вызывать апоптоз клеточных линий, 
позитивных по BCR/ABL, а также незрелых лейкозных клеток при хронической миелоидной лейкемии с 
положительной филадельфийской хромосомой и при остром лимфобластном лейкозе [25]. 
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Различия результатов лечения в разных возрастных категориях детской популяции обусловлены 
отсутствием преемственности в лечении при переходе подростков с OЛЛ из детской во взрослую 
онкогематологию и адаптированных для этого возраста терапевтических протоколов [26]. Таким образом, этот 
факт определил подход, при котором пациенты с ОЛЛ в возрасте до 16 лет составили первую (I) группу 
исследуемых (n=18), а пациенты старше этого возраста вошли во вторую (II) группу (n=44).  

С целью выяснения вопроса о степени взаимосвязи между уровнем внутриклеточных свободнорадикальных 
соединений in vitro в лимфоцитах пациентов с ОЛЛ и количеством погибших клеток при действии лекарственных 
препаратов различной природы была оценена метаболическая активность клеток и их способность к раннему 
(через 2–3 ч) и позднему (через 18–20 ч) образованию свободнорадикальных соединений при действии 
лекарственных препаратов в концентрациях, близких к терапевтическим. 

Как видно из рисунка 1a, после краткосрочного воздействия Flu и Dex наблюдалась тенденция к изменению 
интенсивности флуоресценции CM-DCF (для Flu – в среднем на 5–15% увеличение, для Dex – в среднем на  
5–15% снижение) по сравнению с клетками, в среде инкубации которых отсутствовали лекарственные средства 
(контроль), однако полученные результаты статистически не достоверны. Воздействие Vincr и Imat в течение  
2–3 ч приводило к статистически достоверному увеличению интенсивности флуоресценции СМ-DCF в среднем 
на 10–25% по сравнению с контролем, что указывает на смещение окислительно-восстановительного баланса в 
лимфоцитах пациентов с ОЛЛ (I группа) в сторону “окислителей”, т.е. в клетках происходит накопление АФК. 

Через 18–20 ч интенсивность флуоресценции СМ-DCF в I-ой группе пациентов с ОЛЛ после воздействия 
Dex статистически достоверно снижалась в среднем на 15–25% по сравнению с контрольными клетками  
(рис. 1б), в то же время воздействие остальных химиопрепаратов не оказывало статистически значимого влияния 
на редокс-статус клеток по сравнению с контролем. Полученный результат указывает на накопление 
антиоксидантов в клетках пациентов с ОЛЛ (I группа) после долгосрочного воздействия Dex. 

Краткосрочное воздействие Flu и Dex на в лимфоциты пациентов с ОЛЛ (II группа) в концентрациях, 
близких к терапевтическим, приводило к снижению интенсивности флуоресценции СМ-DCF в среднем на  
10–25% и 5–15% соответственно (для Imat наблюдалась тенденция к возрастанию интенсивности флуоресценции 
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Iфл – значение средней интенсивности флуоресценции СМ-DCF в лимфоцитах после воздействия 
химиопрепарата; Iфл.к – значение средней интенсивности флуоресценции СМ-DCF в лимфоцитах в отсутствие 
химиопрепаратов (контроль); в качестве контроля принята величина интенсивности флуоресценции СМ-DCF 
в лимфоцитах без воздействия лекарственных средств (100%);* – различия по сравнению с контролем 
достоверны (p<0,05) 
 

Рисунок 1. Интенсивность флуоресценции СМ-DCF в лимфоцитах пациентов с ОЛЛ I (a, б) и II (в, г) группы 
после краткосрочного (а, в) и долгосрочного (б, г) воздействия лекарственных средств in vitro  
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СМ-DCF в среднем на 5–10%) по сравнению с контролем, однако полученные результаты статистически не 
достоверны (рис. 1в). Инкубация клеток с Vincr в течение 2-3 ч приводила к статистически достоверному 
увеличению интенсивности флуоресценции СМ-DCF в среднем на 15-25% по сравнению с интактными 
лимфоцитами. Это свидетельствует о накоплении свободнорадикальных продуктов в лимфоцитах пациентов с 
ОЛЛ (II группа) после воздействия Vincr, что приводит к смещению окислительно-восстановительного баланса 
в клетках в сторону “окислителей”. Дальнейшее увеличение времени инкубации клеток II группы пациентов при 
ОЛЛ с Flu и Vincr (до 18–20 ч) приводило к восстановлению значений интенсивности флуоресценции СМ-DCF 
до контрольных значений (рис. 1г). В тоже время воздействие Dex и Imat в течение 18-20 ч приводило к 
статистически достоверному снижению/увеличению соответственно интенсивности флуоресценции СМ-DCF в 
среднем на 15–25% по сравнению с контролем, что указывает на накопление “восстановителей”/“окислителей” в 
лимфоцитах II группы пациентов при ОЛЛ (рис. 1г). 

Стоит отметить, что краткосрочное воздействие (2–3 ч) Flu не оказывает влияния на редокс-статус 
лимфоцитов пациентов с ОЛЛ обеих групп, однако наблюдается тенденция как к накоплению АФК (группа I), 
так и к накоплению антиоксидантов (II группа). Vincr спустя 2–3 ч вызывает накопление продукции АФК как у 
детей, так и у взрослых при ОЛЛ, причем практически в равной степени. Краткосрочное воздействие Dex не 
оказывает влияния на окислительно-восстановительный баланс лимфоцитов пациентов с ОЛЛ обеих групп. 

Долгосрочное воздействие (18–20 ч) Flu и Vincr не оказывает влияния на редокс-статус лимфоцитов 
пациентов с ОЛЛ обеих групп. Dex спустя 18–20 ч приводит к смещению окислительно-восстановительного 
баланса в сторону “восстановителей” (антиоксидантов) в лимфоцитах пациентов с ОЛЛ обеих групп, причем в 
равнозначной степени. 

Краткосрочное воздействие (2–3 ч) Imat в концентрации, близкой к терапевтической, приводит к более 
существенному сдвигу окислительно-восстановительного баланса в сторону “окислителей” в лимфоцитах детей 
с ОЛЛ по сравнению с долгосрочным воздействием (спустя 18–20 ч). В свою очередь долгосрочное воздействие 
(18–20 ч) Imat в концентрации, близкой к терапевтической, на лимфоциты взрослых пациентов с ОЛЛ приводит 
к более существенному накоплению в них АФК по сравнению с краткосрочным воздействием (через 2–3 ч). 

Таким образом, воздействие исследуемых противоопухолевых препаратов на лимфоциты пациентов с ОЛЛ 
(взрослых и детей) в концентрациях, близких к терапевтическим, приводит к разнонаправленному характеру 
изменения окислительно-восстановительного баланса в лейкозных клетках. 

На рисунке 2 представлены результаты по чувствительности клеток пациентов с ОЛЛ и условно здоровых 
доноров к исследуемым лекарственным средствам, полученные с помощью МТТ-теста. 

 

 
 
 
 
 
а) 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 
 
 
 
 
б) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
в) 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D – среднее значение оптической 
плотности образца с исследуемым 
химиопрепаратом; 

Dк – среднее значение оптической 
плотности образца в отсутствие 
химиопрепарата (контроль); 

в качестве контроля принята величина 
средней оптической плотности клеток с МТТ в 
отсутствие лекарственных средств (100%); 

* – различия по сравнению с контролем 
достоверны (p<0,05) 
 
 

 

Рисунок 2. Метаболическая активность клеток пациентов с ОЛЛ I (а) и II (б) группы и условно здоровых 
доноров (в) после воздействия лекарственных средств in vitro 
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Установлено, что в I группе пациентов с ОЛЛ чувствительность клеток к Flu, Dex и Vincr находилась на 
среднем уровне и статистически достоверно отличалась от контрольных клеток (в среде инкубации которых 
отсутствовали противоопухолевые препараты) на 15-35% в сторону её увеличения (рис. 2a), что соответствовало 
снижению дегидрогеназной активности митохондрий клеток (их жизнеспособности) спустя 44 ч после 
воздействия химиопрепаратов. Воздействие Imat в течение 44 ч приводило к незначительному снижению 
жизнеспособности клеток I-ой группы пациентов с ОЛЛ в среднем на 5-10% по сравнению с контролем, но, тем 
не менее, данные статистически достоверны (рис. 2а). 

При воздействии исследуемых противоопухолевых средств на клетки пациентов II группы в течение 44 ч 
наблюдалось статистически достоверное увеличение их чувствительности (рис. 2б), что соответствовало 
снижению жизнеспособности клеток по сравнению с контролем. Так, для Flu и Dex снижение жизнеспособности 
клеток пациентов с ОЛЛ II группы спустя 44 ч составило в среднем от 20 до 50% по сравнению с интактными 
клетками (контроль). Через 44 ч для Vincr и Imat количество погибших клеток было снижено и составило в 
среднем 10-30% относительно контроля (рис.2б). 

Стоит отметить, что жизнеспособность клеток условно здоровых доноров после контакта с исследуемыми 
лекарственными средствами в концентрациях, соответствующим таковым для взрослых пациентов с ОЛЛ (II 
группа), также снижалась (рис. 2в). Причем для Flu, Vincr и Dex были зарегистрированы статистически 
достоверные отличия по сравнению с контролем в среднем на 10-30% (рисунок 2в). Данный факт свидетельствует 
о наличии базальной чувствительности в клетках условно здоровых доноров к исследуемым химиопрепаратам, 
что необходимо учитывать при использовании протоколов химиотерапии в процессе лечения конкретных 
пациентов.  

Таким образом, клетки детей с ОЛЛ обладают более низкой чувствительностью к Flu и Imat в 
концентрациях, близких к терапевтическим, по сравнению с лейкозными клетками взрослых. Причем для Flu и 
Imat чувствительность клеток взрослых по сравнению с клетками детей увеличена в среднем на 10–20%, что 
может объясняться более высокой концентрацией данных химиопрепаратов. Чувствительность же клеток 
пациентов с ОЛЛ к Dex и Vincr находится на одном уровне для обеих групп и сопоставима с таковой для клеток 
условно здоровых доноров. 

Для установления степени взаимосвязи между способностью лимфоцитов пациентов с ОЛЛ к раннему 
(через 2–3 ч) и позднему (через 18–20 ч) образованию свободнорадикальных соединений in vitro и количеством 
погибших клеток спустя 44 ч при действии лекарственных препаратов различной природы был проведен 
корреляционный анализ между относительным изменением интенсивности флуоресценции СМ-DCF и 
оптической плотностью клеточной суспензии с МТТ. Установлено, что между процентным содержанием 
жизнеспособных клеток пациентов с ОЛЛ I группы после воздействия исследуемых лекарственных средств и 
количеством в них АФК спустя 2–3 ч, существуют статистически достоверные прямые зависимости (критерий 
Спирмена rs от 0,86 до 0,95), что свидетельствует о существенном вкладе всех исследуемых лекарственных 
средств в реализацию процессов апоптоза по внутреннему митохондриальному пути у детей с ОЛЛ. 
Статистически значимых зависимостей между относительным изменением интенсивности флуоресценции СМ-
DCF спустя 18-20 ч после воздействия лекарственных средств и оптической плотностью клеточной суспензии с 
МТТ спустя 44 ч у пациентов с ОЛЛ установить не удалось. Данный факт может указывать на значительные 
изменения в функционировании внутриклеточных эстераз (отвечают за перевод флуоресцентного зонда СМ-
H2DCFDA в активную форму [12]) в лимфоцитах пациентов с ОЛЛ спустя 18–20 ч после воздействия 
исследуемых химиопрепаратов, что может приводить к чрезмерному снижению/увеличению СМ-DCF внутри 
клеток и не отражать реальной картины по изменению продукции АФК. 

С целью уточнения полученного результата был использован альтернативный метод (“тролокс-эквивалент 
антиоксидантной активности”) оценки редокс-статуса клеток пациентов с ОЛЛ после долгосрочного воздействия 
(18-20 ч) лекарственных средств. Он основан на количественном определении низкомолекулярных 
антиоксидантов в ПМНК спектрофотометрическим способом с использованием модельной системы 
“метмиоглобин-Н2О2-ABTS-тролокс” согласно уравнению, полученному из линейной регрессии калибровочной 
кривой [15]. 

В исследованной группе условно здоровых доноров содержание НА составило в среднем 0,32± 0,13 мМ, а 
в ПМНК пациентов с ОЛЛ I группы данный параметр был выше в 1,5–2,5 раза и составил в среднем  
0,69± 0,13 мМ (рис. 3). Полученные результаты для ПМНК пациентов с ОЛЛ статистически достоверно 
отличались от клеток условно здоровых доноров и хорошо согласуются с предположениями об увеличенном 
содержании АФК в лейкозных клетках [7,8], т.к. это приводит к необходимости усиленного синтеза в них НА для 
возможности поддержания редокс-гомеостаза в диапазонах, превышающих физиологические. 

Долгосрочное воздействие (18–20 ч) Flu и Dex на клетки пациентов с ОЛЛ (I группа) приводило к 
статистически достоверному увеличению в них НА в среднем на 10–25% по сравнению с интактными клетками, 
в среде инкубации которых отсутствовали лекарственные средства (контроль). В тоже время инкубация ПМНК 
пациентов с ОЛЛ (I группа) с Vincr и Imat в течение 18–20 ч приводила также к увеличению в них содержания 
НА в среднем на 30–55% по сравнению с контролем (рис. 3б). Стоит отметить, что в ПМНК условно здоровых 
доноров не наблюдалось статистически достоверных изменений в содержании НА относительно контроля после  
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Содержание низкомолекулярных антиоксидантов в нормальных и лейкозных клетках в отсутствие 
противоопухолевых средств в среде инкубации принято в качестве контроля; * – различия по сравнению с 
контролем достоверны (p<0,05) 
 

Рисунок 3. Содержание низкомолекулярных антиоксидантов в периферических мононуклеарных клетках 
условно здоровых доноров (а) и пациентов с ОЛЛ I-ой группы после воздействия противоопухолевых средств 
in vitro 

 

инкубации с исследуемыми лекарственными средствами в течение 18–20 ч (рис. 3а), что свидетельствует об 
отсутствии изменений редокс-статуса в клетках условно здоровых доноров после воздействия данных 
лекарственных средств. 

Для установления степени взаимосвязи между способностью ПМНК условно здоровых доноров и пациентов 
с ОЛЛ (I группа) к накоплению НА через 18–20 ч in vitro и количеством погибших клеток спустя 44 ч после 
воздействия лекарственных препаратов различной природы был проведен корреляционный анализ между 
содержанием НА и оптической плотностью клеточной суспензии с МТТ. Он выявил между процентным 
содержанием жизнеспособных клеток ПМНК условно здоровых доноров и количеством в них НА после 
воздействия исследуемых химиопрепаратов статистически достоверную обратную зависимость (критерий 
Спирмена rs от -0,52 до -0,71). Проведение подобного анализа на клетках пациентов с ОЛЛ (I группа) позволило 
установить статистически достоверные прямые зависимости между содержанием НА и количеством 
жизнеспособных клеток (значение rs от 0,54 до 0,85), что может указывать на способность лейкозных клеток при 
ОЛЛ к повышенному синтезу НА для предотвращения развития окислительного стресса, вызванного 
метаболизмом исследуемых лекарственных средств.  

Полученный результат указывает на принципиальное различие роли антиоксидантов в ПМНК условно 
здоровых доноров и пациентов с ОЛЛ в процессе метаболизма лекарственных средств. Высокие коэффициенты 
корреляции свидетельствует о возможности использования абсолютной величины содержания НА в клетках 
пациентов с ОЛЛ in vitro в качестве прогностического маркера их чувствительности к исследуемым 
лекарственным соединениям. 

Стоит отметить, что проведенный корреляционный анализ с использованием критерия Спирмена (rs) между 
годом рождения пациентов I группы и чувствительностью их клеток к исследуемым противоопухолевым 
средствам выявил статистически значимую прямую зависимость. Причем для всех исследуемых лекарственных 
средств она колебалась в диапазоне значений rs от 0,52 до 0,62, что свидетельствует о снижении чувствительности 
клеток детей с ОЛЛ ко всем исследуемым лекарственным средствам с уменьшением их возраста. Подобный 
корреляционный анализ, выполненный для пациентов с ОЛЛ II группы, выявил статистически значимую 
обратную зависимость. Для всех исследуемых лекарственных средств она колебалась в диапазоне значений rs от 
-0,44 до -0,53, что указывает на снижение чувствительности клеток взрослых пациентов с ОЛЛ ко всем 
исследуемым лекарственным средствам с увеличением их возраста. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Таким образом, краткосрочное и долгосрочное воздействие исследуемых противоопухолевых препаратов 

на лимфоциты пациентов с ОЛЛ (взрослых и детей) в концентрациях, близких к терапевтическим, приводит к 
разнонаправленному характеру изменения содержания АФК в лейкозных клетках. Наряду с этим, долгосрочное 
воздействие исследуемых химиопрепаратов приводит к увеличению содержания низкомолекулярных 
антиоксидантов в клетках детей при ОЛЛ, причем в клетках условно здоровых доноров не наблюдается 
статистически значимых изменений в содержании низкомолекулярных антиоксидантов по сравнению с 
контролем. Показано, что в интактных клетках детей при ОЛЛ уровень содержания низкомолекулярных 
антиоксидантов в среднем в 2 раза превышает таковой в периферических мононуклеарах условно здоровых 
доноров. Более того, обнаружено принципиальное различие роли низкомолекулярных антиоксидантов в 
периферических мононуклеарных клетках условно здоровых доноров и пациентов с ОЛЛ в процессе метаболизма 
исследуемых лекарственных средств. 
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Индивидуальная чувствительность клеток пациентов с ОЛЛ при воздействии одинаковых концентраций 
лекарственных средств, близких к терапевтическим, характеризуется значительной вариабельностью, что 
указывает на необходимость персонификации чувствительности клеток пациентов с данным заболеванием к 
химиотерапевтическим воздействиям ex vivo. Более того, была обнаружена определенная чувствительность 
клеток условно здоровых доноров к исследуемым химиопрепаратам (кроме иматиниба), что необходимо 
учитывать при использовании протоколов химиотерапии в процессе лечения конкретных пациентов. В качестве 
критерия для возможности персонифицированного учета ответа клеток пациентов с ОЛЛ на терапию можно 
использовать изменение их окислительно-восстановительного баланса.  
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REDOX BALANCE AS A CRITERION FOR RESPONSE TO PERSONALIZED CELL THERAPY FOR 
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Abstract. The redox state of lymphocytes of patients (adults and children) with acute lymphoblastic 
leukemia (ALL) and their sensitivity was assessed before and after exposure to anticancer drugs (fludarabel, 
vincristine, dexamethasone, and imatinib) at concentrations close to therapeutic ones. It was found that 
alterations of reactive oxygen species level in leukemic cells after the short-term (2-3 h) and long-term  
(18-20 h) exposure to the studied drugs are differently directed. Affect of the investigated drugs on the 
children leukemic cells leads to an increase a cytosolic low molecular weight antioxidants (LMWA) 
content, but for donor’s cells this tendency is not observed. A fundamental difference of LMWA 
participation in the studied anticancer drugs metabolism in donor’s and patient’s cells was found. Moreover, 
cytosolic LMWA level in intact ALL children’s cells is an average 2 times higher than in donor’s cells. The 
individual sensitivity of the leukemic cells under anticancer drugs exposure is characterized by significant 
variability. It indicates about necessary to personalize cells sensitivity to chemotherapeutic effects ex vivo. 
Moreover, a certain sensitivity of donor’s cells to the studied anticancer drugs (except for imatinib) was 
found. It should be taken into account under using chemotherapy protocols during treatment of individual 
patient. For the possibility of personalized accounting of the cells response of ALL patients to 
chemotherapy, a change in their redox balance can be used as a prognostic indicator. 
Key words: acute lymphoblastic leukemia, reactive oxygen species, low molecular weight antioxidants, cell 
viability, anticancer drugs. 

 
 
 


