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Аннотация. Органический синтез является ценным источником перспективных противоопухолевых 
препаратов. Цель работы – исследование цитотоксического действия нового производного трополонового 
ряда 2-(1,1-диметил-1H-бензо[e]индолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона (JO-122) на клеточной линии 
рака толстой кишки SW620 в сравнении со стандартным химиотерапевтическим препаратом 5-фторураци-
лом. Материалы и методы. Исследование проводилось на постоянной клеточной линии аденокарциномы 
толстой кишки – SW620. Определение цитотоксической активности JO-122 проводилось в опыте с постро-
ением кривой «доза–ответ», количество живых клеток измерялось непрямым способом при помощи МТТ-
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теста. Половинная ингибирующая концентрация (IC50) вещества валидировалась в тесте с трипановым 
синим. Апоптоз в клеточной культуре SW620 исследовался путем оценки морфологических изменений 
в ядрах клеток, окрашенных Hoechst 33342. Результаты. IC50 для JO-122 составила 0,27±0,07 ммоль/л, 
что почти в 10 раз меньше, чем для 5-фторурацила (IC50(5-FU) = 23,5±3,5 ммоль/л). В тесте с трипановым 
синим для концентрации 0,27 ммоль/л было показано снижение количества живых клеток на 35±7,2 %, 
доля мертвых клеток равнялась 12±3,2 %. Авторы статьи предполагают, что механизм действия JO-122 на 
культуре SW620 связан с остановкой клеточного цикла на стадии G0/G1 без стимуляции апоптоза, что при-
водит к уменьшению пролиферативной активности клеток тестируемой культуры. Требуются дальнейшие 
исследования для установления механизма действия JO-122 на злокачественные клетки.

Ключевые слова: производные трополона, рак толстой кишки, SW620, новые противоопухолевые 
агенты, химиотерапия злокачественных новообразований, JO-122
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Abstract. Organic synthesis is a valuable source of promising antitumour drugs. The purpose of this paper 
was to study the cytotoxic effect of a new tropolone derivative 2-(1,1-dimethyl-1H-benzo[e]indolin-2-yl)-5,6, 
7-trichloro-1,3-tropolone (JO-122) on the SW620 colon cancer cell line, compared with the standard chemotherapy 
drug 5-fluorouracil. Materials and methods. The research was conducted on a permanent colon adenocarcinoma 
cell line SW620. Cytotoxic activity of JO-122 was determined in an experiment with the construction of a dose–
response curve; the number of living cells was measured indirectly using the MTT assay. The half inhibitory 
concentration (IC50) of the substance was further validated in the trypan blue test. Apoptosis in the SW620 cell 
culture was studied by assessing the morphological changes in cell nuclei stained with Hoechst 33342. Results. 
IC50 for JO-122 was 0.27 ± 0.07 mmol/l, which is almost 10 times less than for 5-fluorouracil (IC50(5-FU) =  
= 23.5 ± 3.5 mmol/l). In the trypan blue test, for a dose of 0.27 mmol/l we found a decrease in the number of 
living cells by 35 ± 7.2 %, while the proportion of dead cells was 12 ± 3.2 %. We assume that the mechanism 
of action of JO-122 on the SW620 culture is associated with a cell cycle arrest in the G0/G1 phase without 
the induction of apoptosis, which leads to a decrease in the proliferative activity of cells in the tested culture. 
Further studies are required to establish the mechanism of action of JO-122 on malignant cells.

Keywords: tropolone derivatives, colon cancer, SW620, new antitumour agents, anticancer chemotherapy, 
JO-122
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Колоректальный рак (КРР) является од-
ним из самых распространенных злокаче-
ственных новообразований как в мире, так и в 
Российской Федерации, занимая лидирующие 
позиции по смертности среди всех типов он-
кологических заболеваний [1]. Несмотря на 
многочисленные успехи в изучении его био-
логической, молекулярно-генетической при-

роды, разработке иммунологических марке-
ров для диагностики, а также подборе новых, 
более эффективных хирургических методов 
лечения, применении предоперационной лу-
чевой терапии, химиотерапии и иммунотера-
пии, показатель смертности от КРР довольно 
высок и составляет 10,88 случаев на 100 тыс. 
населения [2]. 
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Одним из способов улучшения результатов 
лечения является назначение адъювантной хи-
миотерапии, в т. ч. по схеме FOLFOX, в состав 
которой входят 5-фторурацил, лейковорин и 
оксалиплатин [3]. Применение данных препа-
ратов увеличивает показатели выживаемости 
пациентов, однако возможность прогрессиро-
вания заболевания полностью не исключается, 
т. к. клетки опухоли могут приобретать устой-
чивость к химиотерапевтическим агентам, что 
требует подбора новых препаратов.

Трополоны – семичленные небензолоид-
ные ароматические соединения, обладающие 
склонностью к связыванию металлов. Струк-
туры на основе трополона, начиная с простых 
производных и заканчивая сложными мульти-
циклическими системами, такими как пикни-
дион и пирерубрин А, были идентифицирова-
ны более чем в 200 природных соединениях [4]. 

Производные трополонов представляют со-
бой класс перспективных органических соеди-
нений с широким спектром фармакологической 
активности. Например, некоторые из наибо-
лее известных представителей трополоново-
го ряда – колхицин, колхамин и β-туяплицин 
(хинокитиол) – обладают противоопухолевы-
ми, антибактериальными, противовирусными, 
противогрибковыми, противовоспалительны-
ми и антиоксидантными свойствами. Так, про-
изводные 2-хинолин-2-ил-1,3-трополонов по-
казывали антипролиферативную активность в 
диапазоне половинной ингибирующей концен-
трации (IC50) от 0,63 до 5 ммоль/л при культи-
вировании с различными клеточными линия-
ми опухолевых клеток, таких как клетки рака 
легких (A549 и H441), яичников (OVCAR-3 и 
OVCAR-8), толстой кишки (HCT116) и подже-
лудочной железы (Panc-1) [5, 6]. Кроме того, 
имеется ряд работ, в которых продемонстриро-
вана противоопухолевая активность хинокити-
ола на культурах клеток рака молочной железы 
и остеосарком [7], показана антимиграционная 
активность на культуре клеток меланомы [8], 
а также выявлена способность индуцировать 
каспазозависимый апоптоз в клетках злокаче-
ственной лимфомы и миеломы [9]. Таким обра-

зом, производные трополона обладают много-
целевой биологической и противоопухолевой 
активностью в отношении различных типов 
раковых клеток и поэтому представляют инте-
рес для дальнейших исследований. 

Целью работы является изучение цитоток-
сического действия нового химически синте-
зированного производного трополонового ряда 
2-(1,1-диметил-1H-бензо[e]индолин-2-ил)-
5,6,7-трихлор-1,3-трополона (JO-122), полу-
ченного в Научно-исследовательском институ-
те физической и органической химии Южного 
федерального университета [10], на клеточной 
линии рака толстой кишки SW620 в сравне-
нии с эффектом стандартного химиотерапев-
тического препарата 5-фторурацила.

Материалы и методы. Клеточная линия 
рака кишечника SW620 культивировалась 
стандартно в полной питательной среде (ППС) 
DMEM (Gibco, Китай) с добавлением 10 % FBS 
(HyClone, США), 1 % глутамина («БиолоТ», 
Россия), 1 % раствора незаменимых амино-
кислот («БиолоТ», Россия), 1 % пенициллина-
стрептомицина («БиолоТ», Россия) во влажной 
атмосфере 5 %-го СО2 при 37 ℃. 

Чувствительность SW620 к 5-фторурацилу 
и JO-122 определялась путем построения кри-
вой «доза–ответ» с использованием непрямого 
подсчета живых клеток в тесте с восстановле-
нием МТТ (желтый водорастворимый тетразо-
лиевый краситель, 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенил-тетразолиум бромид). Культура 
SW620 была высажена в 96-луночный планшет 
по 15 тыс. клеток на лунку в ППС. На следу-
ющий день среда культивирования заменена 
средой, содержащей тестируемые вещества 
в серии двукратных разведений: 5-фторура- 
цил – от 769 до 0,75 ммоль/л, JO-122 – от 12 до  
0,01 ммоль/л. Далее планшеты культивиро-
вались в течение 72 ч, после чего проводился 
МТТ-тест по стандартной методике [11]. Все-
го было заложено по 10 повторов для каждо-
го варианта опыта. Эксперимент выполнялся 
трижды. После определения IC50 JO-122 про-
изводился прямой подсчет количества живых 
и мертвых клеток в тесте с трипановым си-
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ним для валидации полученного значения. Для 
проведения теста клетки высевались на флакон 
Т25 в количестве 1,5 млн и на следующие сут-
ки среда заменялась на ППС с добавлением  
JO-122 в концентрации, соответствующей IC50. 
В контрольных образцах производилась замена 
среды без добавления тестируемых веществ. По 
истечении 72 ч культивирования клетки снима-
лись трипсином-версеном по стандартной мето-
дике, подсчитывались общее количество и доля 
живых клеток в тесте с 0,4 %-м трипановым 
синим в автоматическом анализаторе жизнеспо-
собности клеток EVE (NanoEntec, Корея). Всего 
было заложено по 5 повторов для каждого вари-
анта опыта. Эксперимент производился трижды.

Для оценки способности вещества JО-
122 индуцировать апоптоз SW620 культиви-
ровалась в 24-луночном планшете по 50 тыс. 
клеток в лунке в ППС во влажной атмосфере  
5 %-го СО2 при 37 ℃. Через 24 ч ППС заменя-
лась на среду с JО-122 с концентрацией, соот-
ветствующей IC50. В контроле ППС заменялась 
на свежую среду без действующего вещества. 
По истечении 72 ч культивирования среда сли-
валась, клетки фиксировались 4 %-м раствором 
параформальдегида, отмывались фосфатно-со-
левым буфером и окрашивались Hoechst 33342 

(Life Technologies, США), разведенным фосфат-
но-солевым буфером (1:10 000). Оценка морфо-
логии ядер проводилась в цифровом имиджере 
LionHeart FX (BioTek Instruments Inc., США). 

Вычисление статистических показателей и 
построение графиков проводились с помощью 
программы MS Excel. Сначала проверялась гипо-
теза о виде распределения с помощью статисти-
ческого теста Харке–Бера. После подтверждения 
нормального распределения данных вычисля-
лись средние значения и оценивалась достовер-
ность разницы между средними значениями с 
применением t-критерия Стьюдента. Моделиро-
вание, анализ и сравнение кривых «доза–ответ» 
проводились с использованием средств библио-
теки drc языка программирования R [12]. 

Результаты. Анализ кривых «доза–ответ» 
показал, что JO-122 по силе цитостатического 
действия на клетки культуры SW620 превосхо-
дит 5-фторурацил более чем в 10 раз (рис. 1). 
IC50 для JO-122 составила 0,27±0,07 ммоль/л  
(t = 8,03; p < 0,01), в то время как для 5-фтору-
рацила – 23,5±3,5 ммоль/л (t = 4,83; p < 0,01).

С целью валидации полученных значений 
IC50 был проведен прямой подсчет количества 
и доли живых клеток в исследуемой культуре 
под действием тестируемых веществ. Анализ 

Рис. 1. Кривые «доза–ответ» для JO-122 и 5-фторурацила (5-FU) по силе цитостатического 
действия на клетки культуры SW620 (Ci – концентрация вещества, нмоль/л)

Fig. 1. Dose–response curves for JO-122 and 5-fluorouracil (5-FU) by the cytostatic effect on the SW620 
cell line (Ci – substance concentration, nmol/l)
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результатов опыта показал, что при культиви-
ровании с 0,27 ммоль/л JO-122 в течение 72 ч 
общее количество живых клеток уменьшилось 
на 35±7,2 %, при этом доля живых клеток сни-
зилась на 12±3,2 % по сравнению с контролем. 
Таким образом, IC50, рассчитанная по данным 
МТТ-теста, оказалась менее эффективной по 
результатам прямого подсчета клеток. 

При культивировании в ППС клетки куль-
туры SW620 росли полуадгезионно, образуя 
отдельные прикрепленные к пластику колонии, 

над которыми группировались активно проли-
ферирующие и открепляющиеся от субстрата 
клетки (рис. 2, а). Клетки имели эпителиоподоб-
ную морфологию, наблюдалось большое коли-
чество митозов. При инкубации с 0,27 ммоль/л 
JО-122 выявлялось уменьшение конфлюентно-
сти по сравнению с контролем, также сократи-
лось количество наблюдаемых митозов (рис. 2, 
б). При этом в отдельных клетках отмечались 
такие цитопатические признаки, как вакуоли-
зация цитоплазмы. 

Рис. 2. Фото клеточной линии SW620: а – контроль (клеточная линия SW620, 
культивируемая в ППС); б – воздействие JO-122 (клеточная линия SW620, культивируемая 
в ППС, содержащей JO-122 в концентрации 0,27 ммоль/л); в – окрашенные Hoechst 
33342 ядра клеток культуры SW620, выращенной в ППС; г – окрашенные Hoechst 33342 
ядра клеток культуры SW620, выращенной в ППС, содержащей JO-122 в концентрации  
0,27 ммоль/л. Увеличение ×100 

Fig. 2. Photo of the SW620 cell line: a – control (SW620 cell line cultured in DMEM);  
б – effect of JO-122 (SW620 cell line cultured in DMEM containing JO-122 at a dose of 0.27 mmol/l); 
в – Hoechst 33342-stained nuclei of SW620 cells grown in DMEM; г – Hoechst 33342-stained nuclei 
of SW620 cells grown in DMEM containing JO-122 at a dose of 0.27 mmol/l. ×100 magnification

                                  а                                                                        б

                                  в                                                                        г
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Анализ морфологии ядер клеток культуры 
SW620, окрашенных Hoechst 33342, показал 
отсутствие таких типичных признаков позд-
него апоптоза, как фрагментация ядер и кон-
денсация хроматина, и в контроле, и в образ-
цах, культивированных в ППС с 0,27 ммоль/л  
JO-122 в течение 72 ч (см. рис. 2, в, г). 

Обсуждение. Полученные данные под-
тверждают, что JO-122 проявляет цитотокси-
ческую активность в отношении клеточной 
линии SW620 в более низкой IC50, чем 5-фто-
рурацил, широко применяемый в лечении зло-
качественных новообразований, в т. ч. коло-
ректального рака. 

При изучении механизма действия хи-
нокитиола на клетки рака молочной желе-
зы и остеосарком исследователи пришли к 
следующему выводу: данное вещество бло-
кирует процесс рекомбинации и репарации 
гомологий ДНК, что, в свою очередь, акти-
вирует апоптотические системы клеток [13]. 
Также имеются сведения о том, что хино-
китиол проявляет свой противоопухолевый 
эффект посредством подавления метилиро-
вания ДНК вследствие ингибирования ДНК-
метилтрансферразы-1 (DNMT1). Это может 
открыть перспективы его использования в 
качестве нового ингибитора DNMT1 [14]. 
Проведя иммуногистохимическую оценку 
уровня экспрессии белков в PDX-моделях 
плоскоклеточного рака легкого человека при 
применении такого производного трополона, 
как 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин- 
2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона, исследовате-
ли обнаружили противоопухолевую эффектив-
ность данного вещества с возможным механиз-
мом действия за счет активации апоптоза [15]. 

Также одним из механизмов антипроли-
феративного действия трополонов является 
ингибирование некоторых металлофермен-
тов (включая деацетилазы гистонов (HDAC) 
2 и 8), уплотняющих структуру хроматина и 
приводя щих к изменениям в экспрессии ге-
нов. Ингибиторы HDAC делают опухолевые 
клетки более чувствительными к иммуноте-
рапии, увеличивая экспрессию антигенов, 

присутствующих в опухоли, и, таким обра-
зом, действуя как иммуномодуляторы. Про-
тивоопухолевая активность HDAC включает 
в себя различные молекулярные и физиоло-
гические явления, такие как ингибирование 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), 
эндотелиальной синтазы оксида азота 
(eNOS) и трансформирующего ростового 
фактора бета-1 (TGFβ1). Апоптоз опухоле-
вых клеток, индуцированный HDAC, связан 
с их способностью избирательно регулиро-
вать проапоптотические пути, чего не проис-
ходит в нормальных клетках [16]. 

В представленной работе подтверждения 
способности JO-122 увеличивать апоптотиче-
скую активность в опухолевых клетках SW620 
мы не получили. В препаратах клеток, окра-
шенных Hoechst 33342, не были обнаружены 
такие признаки апоптоза, как фрагментация 
ядер или конденсация хроматина. Вероятно, 
снижение пролиферативной активности клеток 
по сравнению с контролем может свидетель-
ствовать о другом механизме противоопухоле-
вого действия изучаемого вещества. 

В литературе имеются данные, указываю-
щие на антипролиферативную активность про-
изводных трополонов, не связанную с индук-
цией апоптоза. Так, в исследовании P.-S. Yang  
et al. было показано, что хинокитиол ингиби-
рует синтез специфического фермента кле-
точного цикла – ядерного антигена пролифе-
рирующих клеток (PCNA) и предотвращает 
аномальную пролиферацию гладкомышечных 
клеток сосудистой стенки, вызывая остановку 
клеточного цикла в фазе G0/G1 [17]. Насколько 
данный механизм задействован в реализации 
антипролиферативного действия JO-122, еще 
предстоит установить. 

Кроме того, антипролиферативный эффект, 
обнаруженный на культуре SW620, может 
быть связан с подавлением энергетического 
метаболизма, о чем косвенно свидетельствует 
расхождение в данных МТТ-теста и прямого 
подсчета живых клеток. Мы получили двукрат-
ное снижение образования формазана при ре-
альном уменьшении количества клеток только 
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на 1/3. Известно, что восстановление МТТ до 
формазана зависит от активности клеточных 
редуктаз, а также от уровней никотинамида-
дениндинуклеотидфосфата и никотинамида-
дениндинуклеотида, которые, в свою очередь, 

зависят от интенсивности катаболических про-
цессов и работы цепи переноса электронов в 
митохондриях. Гипотеза о подавлении JO-122 
одного или нескольких из указанных процес-
сов требует дальнейшего изучения. 
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