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РЕФЕРАТ

Актуальность и цели. Разнообразие противоопухолевых 

препаратов определяет не только их лечебный эффект, 

но и спектр осложнений, включая острые гемодинамиче-

ские нарушения: артериальную гипотензию/гипертензию, 

нарушения в свертывающей системе крови. Цель работы 

заключается в выяснении роли растворимой гуанилат-

циклазы (рГЦ) в механизмах развития гипотензивного и 

антиагрегантного эффектов, индуцированных терафталом 

(ТФ) в экспериментальных условиях и в клинике.

Mетоды. Влияние различных препаратов на базальную 

активность рГЦ, выделенной из тромбоцитов крови че-

ловека, оценивали по продукции циклического гуанозин-

монофосфата (цГМФ) с помощью иммуноферментного 

метода. Влияние ТФ на агрегацию тромбоцитов челове-

ка, индуцированную АДФ, изучали турбидиметрическим 

методом Борна с помощью агрегометра.

Результаты. В присутствии ТФ базальная активность 

рГЦ возрастает в среднем в 2,5 раза. Кривая активации 

рГЦ терафталом имеет колоколообразный вид, макси-

мальный эффект стимуляции фермента достигается при 

концентрации препарата 1 мкмоль/л. ТФ не влияет на эф-

фективность активации рГЦ известными регуляторами 

фермента: нитропруссидом (SNP) и YC-1. В то же время 

преинкубация рГЦ с ТФ приводит к снижению в среднем на 

33 % способности YC-1 потенцировать стимуляцию рГЦ, 

индуцированную SNP. In vitro выявлена способность ТФ 

ингибировать агрегацию тромбоцитов, индуцированную 

АДФ, и определена величина IC
50

 для ТФ (15 мкмоль/л).
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ABSTRACT

Background & Aims. Many antitumor drugs produces not only 

the variety of therapeutic effects but also a broad spectrum of 

side effects, including acute hemodynamic dysfunctions (hypo-

tension/hypertension, coagulation disorders). The aim of the pa-

per is to investigate the role of soluble guanylyl cyclase (sGC) in 

mechanisms of hypotensive and antiaggregatory effects induced 

by teraphtal (TP) under experimental conditions in the clinic.

Methods. The effect of different products on the basal ac-

tivity of sGC isolated from platelets of human peripheral 

blood was assessed by the immunoenzyme method based 

on production of cyclic guanosine monophosphate (cGMP). 

The effect of TP on ADP-induced human platelet aggrega-

tion was evaluated by the turbidimetric Born method using 

an aggregometer.

Results. In the presence of TP, the basal sGC activity in-

creased by the average of 2.5-fold. The TP-induced dose-re-

sponse curve of sGC activation displays a bell-shaped behav-

ior with maximal stimulation effect achieved at a concentration 

of 1 mol/L. TP does not affect the sGC activation induced by 

known sGC regulators, such as sodium nitroprusside (SNP) 

and YC-1. On the other hand, after preliminary incubation 

of sGC with TP, the ability of YC-1 to potentiate the enzyme 

stimulation induced by SNP decreased by about 33 %. In vitro 

tests demonstrated the ability of TP to inhibit the ADP-induced 

platelet aggregation and established the IC
50

 value for TP (15 

mol/L).

Conclusion. TP is a direct sGC activator and therefore is able 

to participate in regulation of the NO→sGC→cGMP signaling 
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Заключение. ТФ является прямым активатором рГЦ и, сле-

довательно, способен участвовать в регуляции сигнального 

пути NO→рГЦ→цГМФ, контролирующего базальный тонус 

сосудов и агрегантные свойства тромбоцитов. Принимая во 

внимание особенности природы ТФ, обсуждается вовлече-

ние дополнительных механизмов в развитие гипотензии и 

нарушений гемостаза, индуцированных препаратом.

Ключевые слова: тромбоциты человека, раство-
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pathway that controls the basal vascular tone and aggregatory 

platelet properties. Taking into account the TP characteristics, 

the paper discusses the involvement of additional mechanisms 

in the development of hypotension and hemostatic disorders 

induced by the drug.
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ВВЕДЕНИЕ

Биологическая активность противоопухолевых препаратов 
различных классов имеет свои особенности. Химическая 
структура этих веществ определяет не только их лечебные 
свойства, но и спектр побочной токсичности, включая 
острые гемодинамические эффекты: дисрегуляцию (сни-
жение или повышение) АД, нарушения в свертывающей 
системе крови и др. В клинической онкологии для от-
дельных препаратов частота сердечно-сосудистых и гемо-
статических осложнений составляет 10–20 % случаев [1].

Данные литературы, посвященные исследованиям 
механизмов гемодинамических эффектов цитостатиче-
ских средств, малочисленны. В то же время высокий риск 
тяжелых осложнений, таких как гипертонический криз, 
коллапс, тромбозы, кровотечения, индуцированных хи-
миотерапией, требует от клиницистов понимания причин 
развития этих патологических состояний.

Снижение АД нередко наблюдается после введения 
моноклональных антител [2–4], цитокинов [5], интерфе-
ронов [6], цитостатических агентов [7–9], таргетных пре-
паратов [10], бортезомиба [11], гомохарингтонина [12]. 
Причины гипотензивного эффекта противоопухолевых 
средств разные. Как свидетельствуют данные литературы, 
не только сами препараты, но и растворители, входящие в 
состав их лекарственных форм, вносят вклад в конечный 
побочный эффект. Так, «медиаторный шок» с падением 
АД развивался при внутривенном введении этопозида 
[7]. Однако причиной такой реакции оказался не сам 
цитостатик, а его растворитель (твин), и эта проблема 
была устранена с использованием водорастворимой 
формы препарата [13]. Длительное время считалось, что 
снижение АД у больных, получавших таксаны, связано 
с развитием реакции гиперчувствительности в ответ на 
растворитель (ПЭГ-35 касторовое масло) [14]. Однако 
выяснилось, что паклитаксел самостоятельно стимули-

рует выброс нейропептидов (вещества Р, нейрокинина 
А) и индуцирует развитие воспаления в чувствительных 
нервах вегетативной нервной системы. Это, в свою оче-
редь, приводит к снижению тонуса гладкой мускулатуры 
сосудов [15]. Вегетативная нервная система и пути ее ре-
гуляции тонуса сосудов, как предполагается, вовлекаются 
в механизм гипотензии, индуцированной винкристином 
(блокада адренорецепторов [16]) и селективными инги-
биторами Akt-киназ (блокада никотиновых ацетилхоли-
новых рецепторов [17]). Механизм гипотензивного эф-
фекта бортезомиба неизвестен [18]. Нельзя исключить, 
что по аналогии с винкристином в развитие гипотензии 
может быть вовлечена вегетативная нервная система 
[16]. Такое предположение может подтверждаться раз-
витием периферической нейротоксичности у пациентов, 
получающих препарат [19]. Падение АД у больных после 
введения гомохарингтонина [20], а у животных в ответ 
на селективные ингибиторы Akt-киназ [21] связывают 
с нарушением функции сердечно-сосудистой системы 
вследствие угнетения L-типа Са2+-каналов и гомеостаза 
Са2+ в клетках.

Гипертензия, как правило, может развиваться на 
фоне кардиотоксичности (антрациклиновые антибиотики, 
митоксантрон) и/или нефротоксичности (цисплатин) 
[22, 23]. В то же время некоторые препараты способны 
вызывать прямой «прессорный» эффект. Развитие выра-
женной гипертензии наблюдается при использовании ин-
гибиторов ангиогенеза: бевацизумаба (моноклональное 
антитело к эндотелиальному фактору роста сосудов — 
VEGF-A) [24, 25] и сунитиниба (мультикиназный инги-
битор, включая рецепторы VEGF — VEGFR) [26, 27]. 
Более того, развитие гипертензии у больных на фоне ле-
чения сунитинибом рассматривается как биологический 
маркер эффективности препарата [28].

Установлено, что в механизмах гипертензии, инду-
цированной антиангиогенными препаратами, ключевую 
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роль играет блокада сигнальных путей VEGF/VEGFR 
[29] вследствие нейтрализации лиганда (VEGF-A) бе-
вацизумабом [30] или рецептора (VEGFR) сунитинибом 
[31]. В развитии гипертензии, вызванной ингибиторами 
ангиогенеза, выделяют раннюю (острую) и позднюю 
(хроническую) фазы. Ранние изменения АД после вве-
дения этих препаратов связаны с быстрым угнетением 
сигнальных путей VEGF/VEGFR и снижением актив-
ности фермента эндотелия сосудов — синтазы оксида 
азота (еNOs) [32, 33]. Блокада активности еNOs при-
водит к снижению синтеза оксида азота (NO), который 
является мощным эндогенным активатором растворимой 
гуанилатциклазы (рГЦ), цитозольного белка-фермента 
в клетках гладкой мускулатуры сосудов. В настоящее 
время известно, что рГЦ играет ключевую роль в 
сигнальном пути NO→рГЦ→цГМФ, который контро-
лирует базальный тонус гладкой мускулатуры сосудов, 
агрегационные свойства тромбоцитов [34] и тем самым 
участвует в поддержании нормальной функции сердечно-
сосудистой системы [35]. Повторные курсы химиотерапии 
антиангиогенными препаратами вызывают структурное 
и функциональное повреждения микроциркуляции в 
организме и вносят вклад в дальнейшее поддержание 
гипертензии у больных. В такой ситуации развивается 
хроническое ремодулирование системы капилляров в 
организме. Оно заключается в разрежении капиллярной 
сети и наблюдается при лечении как бевацизумабом [29], 
так и сунитинибом [30].

Осложнением противоопухолевой химиотерапии 
могут быть и нарушения в системе свертывания крови. 
Риск развития тромбоэмболических осложнений, которые 
и сами по себе увеличиваются у онкологических больных 
(паранеопластический синдром), может дополнительно 
усугубляться противоопухолевыми препаратами: циспла-
тином [1], бевацизумабом, эстрамустином, талидомидом 
[36]. Как и в случае дисрегуляции АД, патофизиология на-
рушений гемостаза, индуцированных цитостатическими 
препаратами, комплексная и не достаточно изучена. 
Тромбоэмболия как осложнение противоопухолевой 
химиотерапии может быть следствием прямого повреж-
дения эндотелия сосудов, например, доксорубицином 
[37], усиления агрегации тромбоцитов цисплатином 
вследствие освобождения прокоагулянтов (тромбоксана) 
[38], гепатотоксичности фторурацила, приводящей к 
снижению продукции антикоагулянтов [39].

С другой стороны, такие препараты, как винкристин 
[40] и паклитаксел [41], обладают антиагрегантными 
свойствами, в основе которых лежит угнетение продукции 
тромбоксанов в тромбоцитах.

Гемодинамические эффекты противоопухолевых 
веществ, выявленные еще в фазе экспериментальных 
исследований, как правило, подтверждаются в клинике.

В качестве нового противоопухолевого средства 
начаты клинические исследования бинарной каталити-
ческой системы терафтала в комбинации с аскорбиновой 
кислотой [БК (ТФ+АК)]. На доклинической стадии было 
установлено, что введение животным ТФ, компонента 
каталитической системы, в низкой токсической дозе со-
провождается гемодинамическими осложнениями: разви-
тием умеренной гипотензии [42] и нарушением гемостаза 
со снижением способности тромбоцитов к агрегации 
[43]. Результаты I фазы клинических исследований БК 
(ТФ+АК) свидетельствуют о том, что у больных отмечены 

аналогичные осложнения, вплоть до развития коллапса у 
1 пациента [44].

Выявленные у животных гемодинамические на-
рушения после введения ТФ, сочетание индуцированной 
гипотензии с антиагрегантным свойством препарата, легли 
в основу гипотезы о том, что в механизме наблюдаемых 
эффектов ТФ может участвовать рГЦ и ее сигнальные пути 
в клетке. В пользу нашей гипотезы «рГЦ — молекулярная 
мишень ТФ», свидетельствуют данные литературы о том, 
что близкие по химической структуре к ТФ (фталоцианин) 
металлопорфирины являются активаторами рГЦ c гемо-
динамическими последствиями: протопорфирин IX (PPIX) 
[45], витамеры витамина В12 (оксикобаламин, цианокоба-
ламин) и его природные предшественники [46, 47].

Цель данной работы — выяснить, вовлекается ли 
рГЦ в механизмы гипотензивного и антиагрегантного 
эффектов ТФ. Чтобы ответить на этот вопрос, мы иссле-
довали влияние ТФ на функциональную активность рГЦ и 
агрегацию тромбоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовались следующие химические реагенты 
и лекарственные средства: Histopaque-1077, креатинфос-
фокиназа, гуанозинтрифосфат (ГТФ), теофиллин, магния 
хлорид, ЭДТА, Трис-ОН, Трис-HCl, аденозиндифосфат 
(АДФ), ДМСО; YC-1-[3-(5'-гидроксиметил-2'-фурил)-
1-бензилиндазол] (Sigma, США); креатинфосфат, 
дитиотреитол (ДТТ), альбумин (Serva, Швеция); натрия 
хлорид, натрия цитрат (квалификация «осч»; «Реахим», 
Россия); нитропруссид натрия (SNP) (Fluka, Швейцария); 
терафтал-лио (серия 051298) — препарат совместного 
производства ФГУП ГНЦ «Научно-исследовательского 
института полупродуктов и красителей» — «НИОПИК» 
и ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России.

Для приготовления стоковых растворов SNP и ТФ 
препараты растворяли в воде, YC-1 — в ДМСО; все 
дальнейшие разведения выполнялись в 50 ммоль/л 
Трис-HCl буфере (рН 7,6).

Наборы для определения цГМФ в биологических 
образцах методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ELISA) получены от компаний Bioimmunogen 
(Россия) и Amersham (RPN226, Великобритания).

Источником рГЦ служили тромбоциты крови здо-
ровых людей. Забор венозной крови осуществляли в про-
бирку с антикоагулянтом (3,8% раствор натрия цитрата в 
физиологическом растворе).

Выделение рГЦ из тромбоцитов человека
Тромбоциты получали из цельной крови путем 

двухступенчатого центрифугирования [48]. Суспензию 
отмытых тромбоцитов в 50 ммоль/л Трис-HCl (pH 7,6), 
содержащую 0,2 ммоль/л ДТТ, разрушали с помощью 
дезинтегратора MSE 5–78 (Великобритания) при темпе-
ратуре 2° С в течение 20 с, затем центрифугировали при 
скорости 34 000 об./мин в течение 1 ч (Beckman, США). 
Надосадочная фракция, полученная после ультрацен-
трифугирования, служила в качестве рГЦ. Количество 
выделенного белка-фермента в супернатанте определяли 
по методу Бредфорда. Цитозольная фракция тромбо-
цитов одного донора служила в качестве белка-фермента 
только для одного эксперимента.
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Определение функциональной активности рГЦ
Каталитическую активность рГЦ измеряли по методу, 

описанному в работе D.L. Garbers и F. Murad [49]. Со-
гласно этому методу, для определения базальной актив-
ности рГЦ пробы (конечный объем 150 мкл) содержали 
50 ммоль/л Трис-HCl буфер (pH 7,6), 20 мкг рГЦ-белка; 
субстратную смесь: 1 ммоль/л ГТФ, 4 ммоль/л магния 
хлорида, 10 ммоль/л теофиллина, 4 ммоль/л креатинфос-
фата, 20 мкг (120–160 ед.) креатинфосфокиназы. Для из-
учения препарат-индуцированной активности рГЦ (без 
величины базальной активности) в пробы дополнительно 
вносили SNP (10 мкмоль/л), YC-1 (3 мкмоль/л) или ТФ 
(в диапазоне концентраций 10–9–10–4 моль/л). В этом 
случае сначала проводили преинкубацию фермента с 
препаратом при температуре 2 °С в течение 7–10 мин, а 
затем добавляли субстратную смесь и продолжали инку-
бацию при 37 °С в течение 15 мин в водяной бане. Фер-
ментативную реакцию останавливали, помещая пробы в 
кипящую баню на 2 мин, затем их остужали на льду.

Содержание цГМФ в пробах, синтезированное рГЦ 
в ходе ферментативной реакции, определяли с помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA), 
используя коммерческие наборы фирмы Bioimmunogen 
(Россия) и Amersham (Великобритания).

Результаты экспериментов представлены в виде 
удельной активности фермента, выраженной в пкмоль 
цГМФ/мг белка/мин. Эффективность препаратов 
в качестве активаторов оценивали с помощью сте-
пени активации, величина которой равна отношению 
удельной активности фермента в присутствии препарата 
к базальной активности. В зависимости от задачи ис-
следования данные представлены в виде среднего из двух 
параллельных измерений или М ± m.

Определение способности тромбоцитов к агрегации
Для исследования агрегации тромбоцитов кровь 

доноров помещали в пластиковую посуду, содержащую 
3,8% раствор натрия цитрата в соотношении с кровью 1:9 
по объему. Кровь центрифугировали при 450 g в течение 
7 мин и отбирали богатую тромбоцитами плазму. Коли-
чество тромбоцитов при этом составляло (2,5–3,5) × 108 
клеток в 1 мл плазмы. При необходимости исходную 
концентрацию тромбоцитов разбавляли плазмой, полу-
ченной в результате дополнительного центрифугирования 
оставшейся кровью при 1000 g в течение 20 мин. В каче-
стве индуктора агрегации использовали АДФ в конечной 
концентрации 12,5 мкмоль/л, инициирующей 48%-ю 
агрегацию. Процесс агрегации изучали с помощью 
турбидиметрического метода Борна [50], использовали 
агрегометр, разработанный в лаборатории биооргани-
ческой химии МГУ. ТФ (в диапазоне концентраций от 
1 × 10–6 до 2 × 10–5 моль/л) добавляли в кювету за 1 мин 
до индуктора агрегации.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследования влияния ТФ на функциональную активность 
рГЦ тромбоцитов человека

Для того чтобы выяснить, является ли ТФ регуля-
тором рГЦ, мы с помощью рГЦ двух доноров (образцы 1 
и 2) оценили активность препарата в широком диапазоне 
концентраций (10–9–10–4), моль.

Согласно нашим данным, представленным на рис. 1, 
базальная активность фермента в присутствии ТФ уве-
личивается, при этом эффективность активации зависит 
от дозы препарата. Максимальная активация фермента 
в обоих образцах наблюдается при концентрации пре-
парата 10–6 моль/л. Кроме того, важной особенностью 
кривой активации рГЦ в присутствии ТФ является ее 
четко «колоколообразный» характер с 2 фазами: акти-
ваторной (левое плечо) и ингибиторной (правое плечо). 
Колоколообразный тип кривой зависимости активации 
рГЦ от дозы активатора описан в литературе для при-
родных индукторов фермента: NO [51, 52], витамина В12, 
его предшественников [46] и их синтетических аналогов 
[53]. Такое двухфазное поведение кривой зависимости 
активации рГЦ от дозы активатора, как полагают иссле-
дователи, связано с наличием на ферменте двух сайтов 
(активаторного и ингибиторного) для взаимодействия 
с регулятором [52, 53]. В настоящее время «колоколо-
образный» механизм регуляции описан для белков раз-
личных классов [54], и, вероятно, в ближайшем будущем 
рГЦ сможет пополнить их ряды.

Поскольку максимальная активация рГЦ в при-
сутствии ТФ достигается при концентрации препарата 
1 мкмоль/л (см. рис. 1), в дальнейших исследованиях эта 
концентрация была выбрана для оценки эффективности 
ТФ как прямого активатора рГЦ. С этой целью в образцах 
рГЦ, выделенных из крови 9 доноров, было исследовано 
влияние на базальную активность ТФ параллельно с из-
вестными регуляторами SNP (донор NO) и YC-1.

Согласно нашим данным, представленным в табл. 1, 
в присутствии ТФ базальная активность рГЦ возрастает 
в среднем в 2,5 раза, при этом степень активации коле-
блется в диапазоне 1,3–4,0. Эффективность активации 
рГЦ терафталом по сравнению с таковой для SNP ока-
залась в 10 раз меньше (среднее значение 21, диапазон 
3–90). В то же время она сопоставима с эффективностью 
другого известного активатора — YC-1 (среднее значение 
3,1, диапазон 1,6–5,2). Согласно данным литературы, 
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Рис. 1. Зависимость активации растворимой гуанилатциклазы 

(рГЦ) тромбоцитов человека от концентрации терафтала. Дан-

ные представлены в виде среднего из двух параллельных из-

мерений

Fig. 1. Dependence of soluble guanylyl cyclase (рГЦ) in human 

platelets on the teraphtal concentrations. Data are presented as a 

mean of two parallel measurements
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степень активации рГЦ (2–4 раза) характерна как для 
известных эндогенных регуляторов фермента, близких 
по химической структуре к ТФ (PPIX [55], витамеров 
В12 и предшественников витамина В12 [46, 47]), так и 
для синтетического соединения YC-1 [56], которое, как 
предполагают его создатели, имитирует неизвестный 
эндогенный регулятор рГЦ [57].

Таким образом, согласно нашим данным, ТФ является 
прямым активатором рГЦ, а наблюдаемый в его присут-
ствии «колоколообразный» характер кривой активации 
фермента наводит на мысль о том, что он может быть 
имитатором природного регулятора фермента. Поскольку 
рГЦ оказалась молекулярной мишенью ТФ, этот препарат 
потенциально способен модулировать ее сигнальные пути 
в клетке. В первую очередь это касается сигнального пути 
eNOS→NO→рГЦ→цГМФ регуляции базального тонуса 
гладкой мускулатуры стенок сосудов и, следовательно, 
уровня давления в сосудистом русле.

Основные участники этого пути представлены на 
рис. 2.

В клетках эндотелия с помощью эндотелиальной формы 
синтазы оксида азота (eNOS) синтезируется сигнальная 
молекула — оксид азота (NO). Проникнув из эндотелия в 
клетки гладкой мускулатуры сосудов, NO активирует рГЦ, 
что приводит к увеличению концентрации в клетке вто-
ричного мессенджера — цГМФ. В свою очередь, цГМФ, 
самостоятельно или путем активации цГМФ-зависимой 
протеинкиназы, снижает активность Са2+-каналов и/или 
насосов, что в дальнейшем приводит к вазодилатации [58]. 
ТФ, будучи активатором рГЦ, способен вмешиваться в ре-
гуляцию этого сигнального пути на участке рГЦ→цГМФ, 
что может лежать в основе цГМФ-зависимого механизма 
гипотензивного эффекта препарата.

Достаточна ли степень активации фермента в 2–4 раза, 
достигаемая в присутствии ТФ, для индукции гипотензии, 
наблюдаемой после введения ТФ у животных [42, 44]? 
Как свидетельствуют данные литературы, известные ре-
гуляторы рГЦ, такие как PPIX и YC-1, по силе активации 
фермента сопоставимы с ТФ и обладают способностью 
индуцировать гемодинамические нарушения. Накопление 
PPIX в крови больных, источником которого является 
5-аминолевулиновая кислота в фотодинамической терапии, 
коррелирует с развитием гипотензии [59, 60]. Введение 
животным YC-1 также сопровождается гемодинамическими 
эффектами [61]. С другой стороны, развитие гипотензии, 
вызванное как PPIX, так и YC-1, может быть следствием 
не только их собственной эффективности как активаторов 
рГЦ, но и их способности усиливать активацию фермента 
физиологическим активатором — NO [62, 63].

Принимая во внимание возможность взаимодействия 
с эндогенными регуляторами рГЦ, мы исследовали вли-
яние ТФ на активацию рГЦ донором NO (SNP), YC-1 
и известную способность YC-1 вызывать дальнейшую 
стимуляцию фермента, индуцированную SNP [62].

Таблица 1. Влияние препаратов на базальную активность 

растворимой гуанилатциклазы тромбоцитов человека

pГЦ (доноры)

Базальная активность рГЦ в присутствии (+) 
и без (–) препаратов, пкмоль цГМФ/мг белка/мин 

(степень активации)

(–)
(базальная)

+ТФ
(1 мкмоль/л)

+SNP
(10 мкмоль/л)

+YC-1
(3,3 мкмоль/л)

1 138 552 (4,0) НО НО 

2 123 320 (2,6) НО НО 

3 113 267 (2,4) 360 (3,2) 301 (2,6)

4 52 98 (1,9) 317 (6,0) 179 (3,4)

5 60 96 (1,6) 420 (7,0) 94 (1,6)

6 46 125 (2,7) 2194 (50,0) 93 (2,0)

7 42 63 (1,5) 1617 (38,0) 219 (5,2)

8 37 48 (1,3) НО 142 (4,0)

М ± m 76 ± 14 196 ± 72 

(2,5 ± 0,4)

1877 ± 469 

(21 ± 17)

(171 ± 42) 

(3,1 ± 0,7)

НО — не определено.
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NO — оксид азота; ГТФ — гуанозинтрифосфат; ПКВ — цГМФ-

зависимая протеинкиназа; рГЦ — растворимая гуанилатцикла-

за; цГМФ — циклический гуанозинмонофосфат.

Fig. 2. The eNOS→NO→sGC→cGMP signaling pathway of regula-

tion of the basal tone of vascular wall smooth muscles

NO — nitrogen oxide; ГТФ — guanosine triphosphate; ПКВ — 

cGMP-dependent protein kinase; рГЦ — soluble guanylyl cyclase; 

цГМФ — cyclic guanosine monophosphate.
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Рис. 3. Влияние терафтала (ТФ) на способность нитропрусси-

да (SNP) и YC-1 активировать растворимую гуанилатциклазу 

(рГЦ). По оси абсцисс — варианты комбинированного воздей-

ствия препаратов; аддитивный вклад веществ в комбинации 

отражают столбцы (ТФ+SNP)* и (ТФ+YC-1)**. Данные пред-

ставлены в виде М ± m трех независимых экспериментов

Fig. 3. The effect of teraphtal (ТФ) on the ability of sodium nitroprus-

side (SNP) and YC-1 to activate soluble guanylyl cyclase (рГЦ). X-

axis demonstrates variants of a combined effect of drugs; columns 

(ТФ+SNP)* and (ТФ+YC-1)** reflect the additive contribution of sub-

stances in the combination. Data are presented as М ± m of three 

independent experiments



143

Растворимая гуанилатциклаза в реализации токсичности терафтала

www.medprint.ru

На рис. 3 представлены данные о величине актив-
ности рГЦ, индуцированной SNP, YC-1 и их комбина-
циями с ТФ. Согласно нашим данным, величина актив-
ности рГЦ, индуцированная SNP, самостоятельно и в 
присутствии ТФ практически не изменяется (359 ± 124 и 
379 ± 125 соответственно). Эти данные свидетельствуют 
о том, что конечный эффект комбинации SNP с ТФ не 
является суммой вклада обоих препаратов (т. е. не имеет 
аддитивный характер) и даже снижен на 11 % по срав-
нению с ожидаемым [столбец (ТФ+SNP)*]. Снижение 
эффективности SNP в присутствии ТФ можно объяснить 
особенностями иона Со2+ в структуре ТФ (фталоцианин), 
который не связан с лигандами [64]. Как полагают, 
Со2+, имеющий координационную вакансию, способен 
захватывать NO (донором которого выступает SNP) и 
тем самым «убирать» его из среды [65]. Согласно нашим 
данным, величина активности рГЦ, индуцированная YC-1 
в присутствии ТФ, увеличивается в 1,7 раза по сравнению 
с таковой без ТФ (88 ± 45 и 149 ± 45 соответственно]. 
При этом реальный эффект активации YC-1 фермента в 
условиях комбинации с ТФ совпадает с прогнозируемым 
суммарным вкладом каждого из препаратов [столбец 
(ТФ+YC-1)**].

Данные, представленные на рис. 4, свидетельствуют, 
что в наших экспериментах подтверждается известная 
способность YC-1 потенцировать дальнейшую стиму-
ляцию фермента, исходно индуцированную донором 
азота, SNP [62] [столбец (YC-1+SNP)].

В этих условиях столбец «суммарный вклад пре-
паратов в активацию фермента» соответствует столбцу 
[(YC-1+SNP)]. В то же время неожиданно в присутствии 
ТФ способность YC-1 потенцировать активацию рГЦ 
оксидом азота снижалась на 33 % [(столбец (ТФ+YC-
1+SNP)]. Учитывая, что эффективность активации рГЦ 
как SNP, так YC-1 в присутствии ТФ не изменяется, 
можно предположить, что в основе снижения способности 
YC-1 усиливать эффективность стимуляции рГЦ оксидом 
азота в присутствии ТФ лежит конкуренция ТФ с YC-1 за 
связывание с теми сайтами рГЦ-белка, которые отвечают 
за механизм YC-1-опосредованной сенситизации (увели-
чение чувствительности) фермента к NO [62].

Таким образом, по нашим данным, в присутствии ТФ 
эффективность активации рГЦ оксидом азота и YC-1 как 
по отдельности, так и в комбинации друг с другом не 
увеличивается. Из этого следует, что в присутствии ТФ до-
полнительная активация рГЦ природным регулятором NO 
и «эндогенным» YC-1 [60] на участке рГЦ→цГМФ сиг-
нального пути eNOS→NO→рГЦ→цГМФ не происходит.

Могут ли в этих условиях вовлекаться другие участ-
ники этого сигнального пути, в частности eNOS? Как сви-
детельствуют данные литературы, регуляция активности 
eNOS может осуществляться с помощью рецепторов ней-
ромедиаторов, в частности β-адренорецепторов. Так, не-
биволол, селективный антагонист β1-адренорецепторов, 
увеличивает активность eNOS и продукцию NO через 
соответствующие рецепторы, экспрессированные в 
клетках эндотелия [66]. По нашим данным, ТФ в опытах 
in vitro конкурирует за связывание с клетками со специ-
фическим антагонистом β-адренорецепторов — диги-
дроальпренолом [67]. В связи с этим не исключено, что 
ТФ, будучи антагонистом β-адренорецепторов, способен 
вмешиваться в регуляцию базального тонуса гладкой 
мускулатуры сосудов, активируя в эндотелии eNOS.

Кроме того, известно, что гипотензивный эффект не-
которых неселективных β-блокаторов (лабеталол и кар-
ведилол) может осуществляться за счет их способности 
блокировать постсинаптические α1-адренорецепторы 
[68]. Ранее в наших исследованиях было показано, 
что ТФ конкурирует с празозином, антагонистом 
α1-адренорецепторов, за связывание с опухолевыми 
клетками [67]. В связи с этим не исключено, что в гипо-
тензивный эффект, индуцированный ТФ, может вносить 
вклад и воздействие препарата на систему регуляции 
сосудов в автономных ганглиях. В пользу такого предпо-
ложения свидетельствуют данные о том, что в физиологи-
ческих тестах вазоконстрикцию, вызванную адреналином, 
агонистом α1-адренорецепторов, способны модулировать 
соединения, близкие по химической структуре к ТФ (ви-
тамин В12 и его аналоги) [46] наряду с YC-1 [69].

Таким образом, механизм гипотензивного эффекта, 
индуцированного ТФ, не ограничивается активацией 
рГЦ в сигнальном пути eNOS→NO→рГЦ→цГМФ 
на участке рГЦ→цГМФ регуляции базального тонуса 
гладкой мускулатуры сосудов в присутствии препарата. 
Мы предполагаем, что дополнительный вклад в снижение 
АД вносит активация препарата eNOS, опосредованная 
β-адренорецепторами, и блокада постсинаптических α1-
адренорецепторов в автономных ганглиях.

Агонисты (ацетилхолин, брадикинин, серотонин [71] 
и фенилэфрин [72]), антагонист β-адренорецепторов не-
биволол [66] усиливают продукцию NO путем активации 
NO-синтазы. Доноры NO (нитроглицерин, нитропруссид, 
ингаляционный NO), гормон эстетрол [73], YC-1, PPIX, 
BAY 41-2272, ТФ активируют рГЦ, увеличивая синтез 
вторичного мессенджера — цГМФ. Активация цГМФ-
зависимых протеинкиназ и ионных каналов вызывает 
физиологические эффекты: гипотензивный, антиагре-
гантный.

Рис. 4. Влияние терафтала (ТФ) на способность YC-1 потенциро-

вать SNP-индуцированную стимуляцию растворимой гуанилат-

циклазы (рГЦ). По оси абсцисс — варианты комбинированного 

воздействия препаратов; аддитивный вклад веществ в комбина-

ции отражают столбцы (YC-1+SNP)* и (ТФ+YC-1+SNP)**. Данные 

представлены в виде М ± m из трех независимых экспериментов

Fig. 4. The effect of teraphtal (ТФ) on the ability of YC-1 to potenti-

ate the SNP-induced stimulation of soluble guanylyl cyclase (рГЦ). 

 X-axis demonstrates variants of a combined effect of drugs; columns 

(YC-1+SNP) and (ТФ+YC-1+SNP) reflect the additive contribution 

of substances in the combination. Data are presented as М ± m of 

three independent experiments

YC-1+SNP          YC-1+SNP   ТФ+YC-1+SNP      ТФ+YC-1+SNP

Ак
ти

вн
ос

ть
 р

ГЦ
, п

км
ол

ь 
цГ

М
Ф

/м
г б

ел
ка

/м
ин

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0

*

**



144

Т.А. Сидорова и др.

КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЯ

В заключение этого раздела следует отметить, что ТФ, 
пополняя ряды регуляторов рГЦ [74] (рис. 5), представ-
ляет интерес для исследователей. Это в первую очередь 
связано с тем, что, будучи прямым активатором рГЦ и не 
вмешиваясь в механизм активации рГЦ оксидом азота и 
YC-1, он оказался препаратом, в присутствии которого 
способность YC-1 потенцировать активацию фермента 
NO существенно (на 30 %) снижается. Принимая во 
внимание гипотезу об «эндогенном» аналоге YC-1 [57], 
можно предположить существование природных ТФ-
подобных модуляторов рГЦ, которые защищают фермент 
от чрезмерной активации NO в присутствии «эндоген-
ного» YC-1.

Влияние терафтала на агрегацию тромбоцитов человека
В настоящее время известно, что активаторы рГЦ ре-

ализуют свой антиагрегантный эффект через увеличение 
концентрации цГМФ в тромбоцитах [75].

Поскольку ТФ, по нашим данным, оказался 
прямым активатором рГЦ, мы предположили, что анти-
агрегантные свойства этого препарата также связаны с 
активацией рГЦ в тромбоцитах с участием сигнальных 
путей физиологических регуляторов гемостаза (АДФ, 
коллагена, тромбина). Известно, что АДФ (нуклеотид) 
играет ключевую роль в процессах гемостаза (иници-
ации и развитии тромбоза) в артериальном русле. Сам 
по себе АДФ является слабым индуктором агрегации 
тромбоцитов и вызывает только обратимые реакции, 
включая изменение формы тромбоцитов, по сравнению 
с сильными стимуляторами или «агонистами» типа 
тромбина и коллагена. Однако резкое повышение кон-
центрации АДФ в плазме вследствие выброса нуклеотида 
из специфических гранул активированных тромбоцитов и 
разрушенных эритроцитов приводит к тому, что АДФ ста-
новится важным, так называемым вторичным агонистом, 
который усиливает многие реакции тромбоцитов и вносит 
вклад в развитие тромбоза. На рис. 6 представлены 
внутриклеточные сигнальные пути, включение которых 

необходимо для агрегации тромбоцитов, индуцированной 
АДФ [76]. Процесс активации тромбоцитов начинается 
со взаимодействия АДФ с мембранными рецепторами 
пуриновых нуклеотидов семейства Р2 двух типов (P2Y1 и 
P2Y12), которые, в свою очередь, сцеплены внутри клетки 
с G-белками, принадлежащими к классам Gαq и Gαi2 со-
ответственно. Сигнальный путь, запускаемый АДФ через 
пуриновые рецепторы в тромбоцитах, и его участники 
представлены на рис. 6.

Взаимодействие АДФ с рецепторами P2Y1 (см. 
рис. 6, слева) приводит к последующей активации Gαq и 
фосфолипазы С β (PLCβ) и завершается мобилизацией 
ионов Са2+ из внутриклеточного депо и увеличением их 
внутриклеточной концентрации. Функциональный ответ 
клетки на эти события проявляется в изменении по-
верхности тромбоцитов, которое способствует слабой, 
транзиторной их агрегации.

Сигнальный путь P2Y1→Gαq→PLCβ→[Са2+]i аб-
солютно необходим для начальных этапов агрегации 
(обратимая фаза) тромбоцитов, индуцированной АДФ, но 
недостаточен для полноценной агрегации. Необратимая 
фаза обеспечивается активацией в присутствии АДФ 
второго сигнального пути P2Y12→ Gαi2→АС→цАМФ, в ко-
тором участвуют рецепторы P2Y12 и их партнеры в клетке, 
ингибиторные G-белки класса Gαi2.(см. рис. 6, справа). 
Активация этих белков приводит к угнетению активности 
аденилатциклазы (АС) и снижению уровня внутрикле-
точной концентрации цАМФ с последующим угнетением 
(вследствие дефосфорилирования) белков цитоскелета, 
участвующих в поддержании формы клеток. Таким об-
разом, одновременная активация АДФ двух сигнальных 
путей создает биохимические условия (высокий уровень 
ионов Са2+ и низкий уровень цАМФ), необходимые и до-
статочные для полноценной агрегации тромбоцитов [76].

Рис. 5. Стимуляторы сигнального пути eNOS→NO→рГЦ→цГМФ 

(модифицированный фрагмент схемы, цит. по [70])

NO — оксид азота; рГЦ — растворимая гуанилатциклаза; 

ТФ — терафтал; цГМФ — циклический гуанозинмонофосфат.

Fig. 5. Stimulators of the eNOS→NO→sGC→cGMP signaling path-

way (modified fragment of the scheme, cited according to [70])

NO — nitrogen oxide; рГЦ — soluble guanylyl cyclase; ТФ — ter-

aphtal; цГМФ — cyclic guanosine monophosphate.
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Рис. 6. Сигнальный путь, запускаемый АДФ через пуриновые 

рецепторы в тромбоцитах человека, и его участники. цГМФ-

зависимый механизм антиагрегантного эффекта терафтала

АС — аденилатциклаза; PLCβ — фосфолипаза С β; АДФ — 

аденозиндифосфат; АТФ — аденозинтрифосфат; ГТФ — гуа-

нозинтрифосфат; рГЦ — растворимая гуанилатциклаза; ТФ — 

терафтал; цГМФ — циклический гуанозинмонофосфат.

Fig. 6. Signaling pathways triggered by ADP via purine receptors in 

human platelets and its participants. cGMP-dependent mechanism 

of the antiaggregatory effect of teraphtal

АС — adenylyl cyclase; PLCβ — phospholipase С beta; АДФ — ad-

enosine diphosphate; АТФ — adenosine triphosphate; ГТФ — gua-

nosine triphosphate; рГЦ — soluble guanylyl cyclase; ТФ — teraph-

tal; цГМФ — cyclic guanosine monophosphate.
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С целью выяснить, участвуют ли сигнальные пути 
АДФ в антиагрегантном эффекте ТФ, мы исследовали 
влияние препарата на агрегацию тромбоцитов, индуциро-
ванную нуклеотидом.

Согласно нашим данным, представленным на 
рис. 7, в условиях предварительной инкубации (1 мин) 
тромбоцитов с ТФ в диапазоне концентраций препарата 
4–200 мкмоль/л агрегация тромбоцитов, вызванная 
АДФ, угнетается вплоть до 92 %, величина IC50 для ТФ 
равна 15 мкмоль/л. В этих же условиях максимальная 
эффективность ингибирования агрегации тромбоцитов, 
индуцированной АДФ, донором оксида азота SNP 
(100 мкмоль/л) достигает 79 %. Выявленная способность 
ТФ тормозить индукцию агрегации тромбоцитов АДФ 
подтверждает наличие у препарата антиагрегантного 
свойства, а также предполагает участие сигнальных путей 
АДФ в его реализации.

На рис. 6 (центральная часть) представлен возможный 
сценарий вмешательства ТФ в АДФ-индуцированную 
агрегацию тромбоцитов. ТФ, будучи активатором рГЦ, спо-
собствует увеличению концентрации цГМФ с последующим 
снижением внутриклеточной концентрации ионов Са2+, в 
результате чего снижается способность АДФ индуциро-
вать агрегацию тромбоцитов с участием сигнального пути 
P2Y1→Gαq→ PLCβ→[Са2+]i.  Описанные выше события 
отражают цГМФ-зависимый механизм антиагрегантного 
эффекта ТФ. Могут ли существовать дополнительные, 
цГМФ-независимые пути влияния ТФ на гемостаз? Ранее 
мы установили, что в опухолевых клетках в присутствии ТФ 
увеличивается концентрация цАМФ [67]. Не исключено, что 
аналогичные изменения внутриклеточного уровня цАМФ 
происходят при воздействии ТФ на тромбоциты. Тогда в 
присутствии ТФ эффективность прохождения сигнала и 
через второй сигнальный путь P2Y12→Gαi2→АС→цАМФ, 
запускаемый АДФ для закрепления агрегации, будет сни-
жаться (см. рис. 6, справа). Согласно данным литературы, 
для многих регуляторов рГЦ известен двойной (цГМФ-
зависимый и цГМФ-независимый) механизм их антиагре-
гантного действия [77].

Таким образом, по нашим данным, антиагрегантные 
свойства ТФ связаны с активацией рГЦ в тромбоцитах 
и вовлечением цГМФ в регуляцию физиологического 
сигнального пути P2Y1→Gαq→PLCβ→[Са2+]i, контроли-
рующего агрегантные свойства тромбоцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты проведенных исследований 
свидетельствуют о том, что в механизме гипотензивного 
и антиагрегантного эффектов, индуцированных ТФ у жи-
вотных и человека, лежит способность препарата вызы-
вать активацию рГЦ внутриклеточного белка-фермента 
и ее цГМФ-зависимого сигнального пути регуляции ба-
зального тонуса гладкой мускулатуры сосудов и гемостаза. 
В развитии гемодинамических эффектов, вызванных ТФ, 
мы предполагаем участие дополнительных механизмов, 
не зависящих от концентрации цГМФ в клетке.
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