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Согласно общепринятой стохастической (веро-

ятностной) модели канцерогенеза, опухолевая транс-

формация определяется комплексом случайных гене-

тических нарушений (мутаций) в единичной клетке 

или небольшом количестве клеток с последующей се-

лекцией клеточных клонов c неконтролируемой про-

лиферацией и пониженным уровнем апоптотической 

гибели. В соответствии с этой моделью любая клетка 

организма может стать источником опухоли и все клет-

ки в составе растущей опухоли имеют одинаковый ту-

морогенный (опухолеобразующий) потенциал. Однако 

в последние годы все более популярной становится 

другая модель канцерогенеза, в основе которой лежит 

так называемая концепция опухолевых стволовых кле-

ток. Данная концепция объясняет происхождение пре-

обладающего большинства опухолей только из особой 
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Растет количество доказательств, подтверждающих справедливость концепции опухолевых стволовых клеток (ОСК). 

Становится все более очевидно, что ОСК, обладая повышенной туморогенностью, метастазинициирующей активностью и 

химиорезистентностью, являются источником опухолевого роста, включая развитие рецидивов и метастазов. В связи с этим 

существует острая необходимость идентификации новых нетоксичных соединений, избирательно действующих на ОСК. Нами 

впервые обнаружено, что 3,3'-дииндолилметан (ДИМ) является селективным и мощным ингибитором ОСК, культивируемых в 

бессывороточной среде в виде опухолевых сфероидов. Обработка ДИМ способствовала преодолению химиорезистентности ОСК 

к традиционным цитотоксическим препаратам. Предварительная инкубация опухолевых сфероидов с ДИМ, предшествовавшая 

их имплантации сингенным мышам, значительно тормозила развитие первичных опухолевых очагов и повышала выживаемость 

животных по сравнению с контролем. При использовании инновационных нанобиотехнологических подходов нами разработаны 

2 лекарственные формуляции, в которых биодоступность ДИМ существенно повышена по сравнению с кристаллическим ДИМ, 

а также единственным формулированным аналогом – препаратом BioResponse-DIM (BR-DIM). Это позволяет максимально 

реализовать феноменальный терапевтический потенциал данного активного вещества.
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There is a growing body of evidence confirming the validity of the concept of cancer stem cells (CSCs). It is becoming increasingly obvious that 

CSCs, possessing higher tumorigenicity, metastasis-initiating activity and chemoresistance, are a source of tumor growth, including the development 

of recurrences and metastases. In this regard, there is an urgent need to identify new non-toxic compounds that selectively act on CSCs. We have 

been the first to discover 3,3'-diindolylmethane (DIM) to be a selective and potent inhibitor of CSCs, cultured in serum-free medium as tumor 

spheroids. Treatment with DIM helped to overcome chemoresistance of CSCs to conventional cytotoxic drugs. Pre-incubation of tumor spheroids 

with DIM, which preceded the implantation into syngeneic mice significantly retarded the development of primary tumor foci and increased the 

survival of animals compared with control. With the use of innovative nanobiotechnological approaches we have developed two drug formulations 

in which bioavailability of DIM has been significantly increased compared with the crystalline DIM, and with the only formulated analogue – 

drug BioResponse-DIM (BR-DIM). This allows realize to the fullest degree the phenomenal therapeutic potential of this active substance.

Key words: cancer stem cells, 3,3'-diindolylmethane, Tranilast, targeted anti-cancer therapy



№4, 2012Молекулярная медицинаМолекулярная медицина

минорной (<1% всех клеток опухоли) субпопуляции 

недифференцированных туморогенных клеток, обла-

дающих свойствами стволовых, и(или) их ближайших, 

более дифференцированных потомков – прогенитор-

ных клеток. Подобно нормальным стволовым клеткам, 

опухолевые стволовые клетки (ОСК), называемые так-

же опухольинициирующими клетками (tumor-initiating 

cells), способны к самообновлению и дальнейшей диф-

ференцировке в обычные нетуморогенные опухолевые 

клетки, составляющие основную массу опухоли [24]. 

В настоящее время справедливость теории ОСК 

подкреплена огромным количеством эксперимен-

тальных и клинических фактов. ОСК, впервые обна-

руженные при остром миелолейкозе, впоследствии 

были выявлены при многих видах солидного рака 

[23]. Установлен широкий спектр молекулярных мар-

керов (антигенов), определяющих фенотип ОСК. 

Доказана возможность прямой инциации опухолево-

го роста in vivo при ксенотрансплантации малого ко-

личества (10–500) таких клеток иммунодефицитным 

животным. Разработаны методы получения и изуче-

ния свойств ОСК в условиях in vitro. 

Помимо способности к самообновлению и диффе-

ренцировке, другим важнейшим свойством ОСК явля-

ется повышенная способность к миграции и метаста-

зированию, обусловленная в первую очередь умением 

расти и размножаться в свободном, неадгезивном со-

стоянии. Присущий ОСК (а также нормальным ство-

ловым клеткам) феномен «anchorage independence» 

позволяет им выживать и пролиферировать в неадге-

зивных условиях и при культивировании in vitro на бес-

сывороточных средах с добавлением ростовых факто-

ров образовывать объемные клеточные конгломераты 

в форме сфер (сфероидов). Способность к образова-

нию неадгезивных сфероидов показана для ОСК раз-

личного происхождения и считается основополагаю-

щим свойством последних [23, 24]. 

Наконец, еще одним характерным и клинически 

важным признаком ОСК является присущая им множе-

ственная лекарственная устойчивость (резистентность). 

Установлено, что химиорезистентность ОСК обуслов-

лена комплексом их биологических свойств, в част-

ности повышенной активностью ДНК-репаративных 

систем, гиперэкспрессией АВС-мембранных транс-

портеров и антиапоптотических белков [24]. В послед-

ние годы обогащение популяции ОСК в результате 

инкубации опухолевых клеточных линий с препара-

тами традиционной химиотерапии (Доксорубицином, 

Цисплатином, Этопозидом, Митоксантроном) стало 

одним из методов получения ОСК [16]. Появляется 

все больше доказательств того, что неуспешность во 

многих случаях традиционной противоопухолевой хи-

миотерапии и возникновение на ее фоне опухолевых 

рецидивов и метастазов объясняется элиминацией в 

ходе такого лечения только массы дифференцирован-

ных опухолевых клеток и нечувствительностью к нему 

высокотуморогенных химиорезистентных ОСК [21].

Таким образом, препараты, действие которых на-

правлено на избирательное подавление активности 

ОСК, имеют огромную потенциальную значимость для 

таргетной противоопухолевой терапии и профилакти-

ки. В соответствии с концепцией ОСК такие препара-

ты должны применяться в комбинации со стандартны-

ми химиотерапевтическими средствами с целью более 

эффективной элиминации опухоли и предотвращения 

рецидива заболевания. Однако существующие немно-

гочисленные лекарственные средства – ингибиторы 

ОСК – или недостаточно эффективны (Метформин), 

или характеризуются чрезмерно высокой токсично-

стью (Салиномицин). В течение последних нескольких 

лет получены интересные данные о перспективности 

использования в качестве ингибиторов ОСК агонистов 

арил-гидрокарбоновых рецепторов (AhRs) [10, 26], 

в частности известного антиаллергенного препарата 

Траниласта, обладающего также противоопухолевой 

активностью [19]. AhR – это фактор транскрипции, 

известный в первую очередь как рецептор, который 

связывается с токсинами (2,3,7,8-тетрахлородибензо-

p-диоксин), а также с нетоксичными лигандами.

Мы предположили, что 3,3’-дииндолилметан 

(ДИМ) – вещество природного происхождения с 

доказанной мультитаргетной противоопухолевой 

активностью [4], являющееся одновременно неток-

сичным агонистом AhRs [6], может оказаться эффек-

тивным ингибитором ОСК. В данном исследовании 

сравнивали антипролиферативное действие ДИМ и 

Траниласта на панели клеточных линий нескольких 

карцином и меланомы, которая включала родитель-

ские адгезивные опухолевые клетки и их аналоги, 

обладающие свойствами стволовых клеток. Нали-

чие селективной ингибирующей активности ДИМ 

в отношении ОСК было изучено нами также в экс-

периментах in vivo на сингенной животной модели. В 

условиях in vitro было исследовано влияние ДИМ на 

основополагающие свойства ОСК: способность к са-

мообновлению и химиорезистентность. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Клеточные линии. Клеточную линию H460 (не-

мелкоклеточный рак легкого человека) культивирова-

ли в среде RPMI-1640. Клеточные линии MCF-7 (рак 

молочной железы человека), B16, B16/F10 (мышиная 

меланома) и KB (рак головы и шеи) культивировали в 

среде DMEM. B16/F10 – это выведенная in vivo разно-

видность клеток B16 с повышенной метастатической 

активностью и множественной химиорезистентностью. 

Клеточные линии MESSA (рак матки человека) и Lovo 

(рак толстой кишки человека) поддерживали в среде 

McCoy5A и F12 соответственно, клеточные линии куль-

тивировали в атмосфере 5% CO
2
 при температуре 37°C. 

Во все среды добавляли 10% эмбриональную бычью 

сыворотку (FBS), 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл 

стрептомицина. Все реактивы для клеточного культи-

вирования являлись продуктами компании Invitrogen. 
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Реактивы. В экспериментах использовали ДИМ 

(3,3'-метандиилбис(1H-индол); Alexis Corporations), 

Траниласт (N-[3,4-диметоксициннамоил]антранило-

вая кислота; Sigma), Паклитаксел (Bioxel Pharma), 

Доксорубицин (Zhejiang Hisun Pharmaceutical Co. 

Ltd.) и SN-38 (Haorui Pharma-Chem Inc.), раство-

ренные в DMSO (Sigma). Для роста опухолевых сфе-

роидов, согласно рекомендациям производителя, 

использовалась среда CnT-27 с соответствующими 

ростовыми факторами, разработанная для поддер-

жания роста прогениторных клеток (CELLnTEC 

Advanced Cell Systems).

Культивирование первичных и вторичных опухоле-

вых сфероидов. Рост опухолевых клеток в суспензии 

оценивали, как описано ранее [19]. Клетки опреде-

ленной опухолевой линии суспендировали в бессы-

вороточной среде CnT-27, содержащей факторы ро-

ста, после чего высевали в 6-луночные пластиковые 

планшеты со сверхнизкой адсорбцией (Corning) в 

количестве 4–6 тыс. клеток на лунку (3 параллельные 

пробы) и культивировали в течение 8–14 дней. Дваж-

ды в неделю в культуральную среду добавляли свеже-

приготовленный раствор факторов роста. Определя-

ли суммарное количество опухолевых сфероидов под 

микроскопом (40×), а затем пересчитывали на 1000 

клеток. Процентную долю ОСК рассчитывали как 

количество опухолевых сфероидов на 100 клеток. 

При изучении влияния ДИМ и Траниласта на об-

разование первичных опухолевых сфероидов в 96-лу-

ночные пластиковые планшеты со сверхнизкой ад-

сорбцией помещали по 500 клеток опухолевой линии 

(B16, B16/F10, KB, H460) на лунку (3 параллельные 

пробы) и культивировали в бессывороточной среде, 

содержащей ростовые факторы, в течение 8 дней. В 

течение всего времени инкубации в среде присутство-

вали ДИМ или Траниласт в различных концентраци-

ях. Количество опухолевых сфероидов подсчитывали 

под микроскопом (40×); полученные величины об-

рабатывали статистически, используя двусторонний 

t-критерий Стьюдента. Концентрации ДИМ и Тра-

ниласта, ингибирующие образование опухолевых 

сфероидов на 50% (IC
50

), рассчитывали с помощью 

нелинейного фиттинга кривых титрования.

Способность ОСК к самообновлению оценивали 

по образованию опухолевых сфероидов следующего 

поколения. Для этого первичные сфероиды собирали 

посредством мягкого центрифугирования, диссоции-

ровали (трипсинизировали) до получения суспензии 

единичных клеток, подсчитывали, после чего по-

вторно высевали в 96-луночные планшеты со сверх-

низкой адсорбцией в количестве 500 клеток на лунку 

(3 параллельные пробы) и выращивали в бессыворо-

точной среде, содержащей ростовые факторы, в те-

чение 8–14 дней. Количество вторичных опухолевых 

сфероидов подсчитывали под микроскопом (40×); 

полученные величины обрабатывали статистически, 

используя двухсторонний t-критерий Стьюдента.

При изучении влияния ДИМ на самообновле-

ние ОСК первичные опухолевые сфероиды (линии 

B16, B16/F10, KB, H460) выращивали в 6-луночных 

пластиковых планшетах со сверхнизкой адсорбци-

ей в отсутствие (контроль) и в присутствии 2 мкМ 

ДИМ (опыт) (по 3 параллельные пробы) в течение 

8 дней, после чего получали из них опухолевые сфе-

роиды 2-го поколения, как описано выше. Количе-

ство контрольных и опытных вторичных опухолевых 

сфероидов подсчитывали под микроскопом (40×); 

полученные величины обрабатывали статистически, 

используя двусторонний t-критерий Стьюдента.

Изучение цитотоксичности. При изучении цито-

токсичности ДИМ и Траниласта в отношении роди-

тельских адгезивных опухолевых клеток в 96-луноч-

ные пластиковые планшеты помещали по 4000 клеток 

определенной опухолевой линии на лунку (3 парал-

лельные пробы) в 125 мкл соответствующей среды, со-

держащей 10% FBS. Спустя 24 ч в культуральную среду 

добавляли ДИМ или Траниласт в различных концен-

трациях. Выживаемость клеток определяли через 72 ч 

с помощью реагента для анализа клеточной пролифе-

рации WST-1 (Clontech), согласно протоколу произво-

дителя. В отдельном планшете измеряли оптическую 

плотность контрольных клеток в нулевой момент вре-

мени (до добавления исследуемых веществ). Абсолют-

ные значения оптической плотности, полученные при 

проведении WST-1-анализа, переводили в процентные 

величины клеточного роста, как описано в [17]. 

Процент клеточного роста при каждой концен-

трации препарата рассчитывали как:

[(Ti-T0)/(C-T0)] • 100% 

 для концентраций, при которых Ti≥T0;

[(Ti-T0/ (T0-M)] • 100% 

 для концентраций, при которых Ti<T0,

где T0 – оптическая плотность в нулевой момент 

времени; C – оптическая плотность контрольных, 

необработанных клеток; M – оптическая плотность 

среды и Ti – оптическая плотность в опытных лун-

ках с определенной концентрацией препарата. Про-

центные значения могут находиться в интервале 

от +100% до -100%. Концентрация, вызывающая 

50% подавление клеточного роста (IC
50

), – это концен-

трация вещества, при которой 100% • (Ti-T0)/(C-T0) 

= 50%, т.е. количество детектируемых живых клеток 

после 3-дневного роста составляет 1/
2
 от контрольных 

клеток. Величины IC
50

 рассчитывали с помощью не-

линейного фиттинга кривых, описывающих клеточ-

ный рост (%) по логарифмическому уравнению с 4 

параметрами, используя программное обеспечение 

GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). 

При изучении влияния ДИМ на лекарственную 

резистентность ОСК в 6-луночные пластиковые план-

шеты со сверхнизкой адсорбцией помещали по 100 

тыс. клеток опухолевой линии (B16, B16/F10, KB) на 
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лунку (3 параллельные пробы) и культивировали в бес-

сывороточной среде, содержащей ростовые факторы, 

в течение 8 дней. Рост опухолевых сфероидов проис-

ходил в отсутствие и в присутствии 2 мкМ ДИМ, после 

чего сфероиды собирали, трипсинизировали и высе-

вали в обычные 96-луночные планшеты в количестве 

3000 клеток на лунку (3 параллельные пробы) одно-

временно с родительскими адгезивными клетками. 

Клетки росли в FBS-содержащей среде как адгезивные 

культуры в течение 3 дней в присутствии различных 

концентраций Паклитаксела, Доксорубицина или SN-

38, которые добавляли в культуральную среду спустя 24 

ч после посева клеток. Процент клеточного роста при 

каждой концентрации препарата определяли через 72 ч 

с помощью реагента для анализа клеточной пролифе-

рации WST-1 (Clontech), как описано выше. Величины 

IC
50

 рассчитывали с помощью нелинейного фиттинга 

кривых титрования. Резистeнтность ОСК относитель-

но родительских адгезивных клеток рассчитывали как 

отношение: IC
50

 контрольных сфероидов/IC
50

 адге-

зивных клеток, а резистентность ОСК, обработанных 

ДИМ, относительно родительских адгезивных клеток 

рассчитывали как отношение: IC
50

 сфероидов, обрабо-

танных ДИМ/IC
50

 адгезивных клеток.

Исследования на животных. Мыши линии 

C57BL/6 были приобретены в Charles River Inc. Все 

манипуляции, проводимые c животными, были одо-

брены Комитетом по содержанию и использованию 

животных (Канада) и проводились согласно полити-

ке учреждения, а также «Правилам проведения работ 

с использованием животных» (РФ). Клетки мыши-

ной меланомы B16 культивировали как опухолевые 

сфероиды без добавления ДИМ (B16/ОСК – группа 

сравнения) или с добавлением 2 мкМ ДИМ (B16/ОСК 

+ ДИМ – основная группа). Перед имплантацией 

опухолевые сфероиды собирали посредством мягкого 

центрифугирования, промывали и трипсинизирова-

ли. Для оценки выживаемости клеток использовали 

краситель трипановый синий. 1000 клеток в 200 мкл 

среды, содержащей 30% матригель, имплантировали 

подкожно в боковую область мышей. В группе B16/

ОСК было 5, а в группе (B16/ОСК + ДИМ) – 6 жи-

вотных. В обеих группах каждые 3 дня определяли 

объем опухолей по формуле: TV = L • W2/2, где TV 

– объем опухоли, L – длина опухоли и W – ширина 

опухоли, а также оценивали выживаемость живот-

ных (%). Животных умерщвляли путем цервикальной 

дислокации, когда размер опухоли достигал предела 

или у животных появлялись признаки заболевания.

Статистический анализ. Статистическую об-

работку данных проводили, используя двусторон-

ний t-критерий Стьюдента, с помощью программы 

GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc.). Кривые 

выживаемости анализировали c помощью логариф-

мического рангового критерия. Во всех эксперимен-

тах достоверность различий между группами p<0,05 

расценивалась как статистически значимая.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цитотоксичность ДИМ и Траниласта в адгезивных 

опухолевых клеточных линиях. Величины IC
50

 для ДИМ, 

полученные в адгезивных клеточных линиях карцином, 

находились в диапазоне 140–200 мкм. В адгезивных 

клетках меланомы ДИМ проявлял большую цитоток-

сичность (IC
50

 = 45 мкМ). Траниласт в клеточных линиях 

карцином продемонстрировал более высокий (IC
50

 = 40–

Таблица 1

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ОБРАЗОВАНИЯ 
ОПУХОЛЕВЫХ СФЕРОИДОВ В РАЗЛИЧНЫХ 

ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ

Опухолевая 
клеточная линия

Количество опухолевых 
сфероидов/1000 клеток ОСК, %

H460 35 3,5

KB 16 1,6

B16 16 1,6

B16/F10 11,6 1,2

MCF-7 0,5 0,05

Lovo 0,3 0,03

MESSA 0 0

Примечание. Определяли суммарное количество опухолевых сфе-

роидов под микроскопом (40×), а затем пересчитывали на 1000 

клеток. Процентную долю опухолевых стволовых клеток рассчи-

тывали как количество опухолевых сфероидов на 100 клеток.

Рис. 1. Образование опухолевых сфероидов в различных 

опухолевых клеточных линиях. а – Типичные изобра-

жения опухолевых сфероидов, образуемых в опухолевых 

клетках В16, B16/F10, KB и H460 (100×); б – Коли-

чество первичных и вторичных опухолевых сфероидов, 

образованных в клетках B16, B16/F10, KB и H460, 

в расчете на 1000 клеток. Достоверность различий 

между группами: * – p<0,05; ** – p<0,01
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55 мкМ), а клетках меланомы – менее высокий (IC
50

 = 

100–120 мкМ) цитотоксический потенциал, чем ДИМ.

Образование первичных и вторичных опухолевых 
сфероидов. Способность к образованию сфероидов в 

бессывороточной среде в неадгезивных условиях яв-

ляется основополагающим свойством нормальных и 

опухолевых стволовых клеток [24]. Так как опухоле-

вые сфероиды имеют клональное происхождение, их 

количество отражает число ОСК в исходной гетеро-

генной клеточной популяции [18]. 

Как видно из табл. 1, наиболее высокое про-

центное содержание (3,5%) ОСК обнаружено нами в 

клетках H460, далее по убывающей следовали клетки 

KB, B16 и B16/F10. Существенно меньшее процент-

ное содержание ОСК выявлялось в клетках MCF-7 

и Lovo; в клетках MESSA ОСК не обнаружено. Для 

дальнейших экспериментов были выбраны первые 

4 клеточные линии (H460, KB, B16, B16/F10), по-

казавшие наибольшую способность к образованию 

опухолевых сфероидов. Следует отметить, что в клет-

ках KB и H460 опухолевые сфероиды были компакт-

ными, плотными, правильной сферической формы. 

В клетках B16 и их разновидности – клетках B16/

F10 – сфероиды были более рыхлыми, неправиль-

ной формы, часто образовывали макроагрегаты (рис. 

1а). Во всех 4 тестируемых клеточных линиях выяв-

лено образование вторичных опухолевых сфероидов, 

причем эффективность образования сфероидов 2-го 

поколения была выше, чем 1-го, особенно в клетках 

KB (рис. 1б). Таким образом, все обнаруженные нами 

ОСК проявляли характерную для 

них выраженную способность к 

самообновлению.

Влияние ДИМ и Траниласта на 
образование первичных опухолевых 
сфероидов. Во всех 4 исследуемых 

клеточных линиях способность 

ДИМ ингибировать образование 

опухолевых сфероидов была зна-

чительно выше, чем Траниласта. 

На рис. 2а представлены кривые 

титрования для ДИМ и Транила-

ста. Соответствующие значения 

IC
50

 для ДИМ и Траниласта пред-

ставлены в табл. 2, из которой 

видно, что величины IC
50

, отража-

ющие степень ингибирования об-

разования опухолевых сфероидов 

для ДИМ, находятся в низком, ми-

кромолярном, диапазоне – 0,5–2,8 

мкМ. При этом ДИМ ингибиро-

вал рост опухолевых сфероидов в 

30–300 раз эффективнее, чем рост 

родительских адгезивных клеток. 

Траниласт также ингибировал об-

разование опухолевых сфероидов, 

однако величины IC
50

 для него 

составляли 10–19 мкМ, что при-

близительно на порядок выше со-

ответствующих величин для ДИМ 

и лишь в 3–10 раз ниже концен-

траций, необходимых для инги-

бирования роста родительских 

адгезивных клеток. Полученные 

результаты свидетельствуют о том, 

что ДИМ является не только суще-

ственно более эффективным, но и 

более селективным ингибитором 

ОСК, чем Траниласт. Необходимо 

отметить, что, помимо сокраще-

ния числа опухолевых сфероидов, 

в присутствии ДИМ и Траниласта 

Рис. 2. Влияние ДИМ и Траниласта на образование опухолевых сфероидов. 

а – Количество опухолевых сфероидов, образованных в клетках В16, B16/F10, 

KB и H460 в присутствии различных концентраций ДИМ и Траниласта. 

Количество опухолевых сфероидов подсчитывали под микроскопом (40×). 

По оси абсцисс – концентрации ДИМ и Траниласта (мкМ), по оси ординат 

– количество опухолевых сфероидов на лунку; б – Типичные изображения 

контрольных опухолевых сфероидов, а также опухолевых сфероидов, обрабо-

танных 6 мкМ ДИМ и 20 мкМ Траниласта, в опухолевых клетках KB (100×) 
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наблюдалось уменьшение их размера. Типичные изо-

бражения опухолевых сфероидов после их обработки 

ДИМ или Траниластом представлены на рис. 2б. 

ДИМ ингибирует самообновление ОСК. Культивиро-

вание первичных опухолевых сфероидов в присутствии 

ДИМ ингибировало их способность к самообновлению, 

о чем свидетельствовало пониженное количество вто-

ричных опухолевых сфероидов, образованных из 1000 

первичных клеток (рис. 3). Эффективность образова-

ния вторичных опухолевых сфероидов снижалась в 1,9 

(p<0,05) и 2,4 раза (p<0,01) в клетках KB и H460 соот-

ветственно. Что касается клеток B16 и B16/F10, то эф-

фективность образования вторичных опухолевых сфе-

роидов в них снижалась в 1,7 и 3,0 раза соответственно, 

однако эффект не достигал статистической значимости.

ДИМ обращает лекарственную резистентность 
ОСК. В 3 из 4 изучаемых клеточных линий (за исклю-

чением линии H460) ОСК, культивируемые как опухо-

левые сфероиды, продемонстрировали повышенную 

резистентность к тестируемым цитотоксическим пре-

паратам (табл. 3). Так, резистентность к Паклитакселу 

повышалась в 2,7–3,7 раза, к Доксорубицину – в 2,3–

5,4 раза (за исключением клеток B16/F10, которые из-

начально проявили чрезвычайно высокую резистент-

ность к Доксорубицину) и к SN-38 – в 2,0–12,0 раза. 

Добавление ДИМ при культивировании первичных 

сфероидов значительно повышало их чувствитель-

ность к цитотоксическим препаратам. Значения IC
50

 

для всех препаратов в сфероидах, обработанных ДИМ, 

были всего в 1,0–1,8 раза выше, чем в родительских 

адгезивных клетках. В 2 случаях – с Паклитакселом и 

SN-38 – в клетках B16/F10 сфероиды, обработанные 

ДИМ, проявили даже большую чувствительность, чем 

родительские адгезивные клетки. На основании полу-

ченных данных можно заключить, что ДИМ проявля-

ет выраженный сенсибилизирующий эффект в отно-

шении всех тестируемых цитотоксических препаратов 

– Паклитаксела, Доксорубицина и SN-38, молекуляр-

ными мишенями которых являются, соответственно, 

микротрубочки, топоизомераза II и топоизомераза 

I. Таким образом, ДИМ повышает чувствительность 

ОСК к цитотоксическим препаратам независимо от 

механизма противоопухолевого действия последних.

ДИМ ингибирует in vivo рост опухолей, индуциро-
ванных ОСК. Для того чтобы выяснить, распростра-

няются ли обнаруженные нами in vitro ингибирующие 

свойства ДИМ на условия in vivo, мы провели сравни-

тельное исследование роста первичных опухолей, ин-

дуцированных ОСК, и ОСК, предварительно обрабо-

танными ДИМ. С этой целью опухолевые сфероиды, 

полученные из клеток мышиной меланомы B16, и 

аналогичные опухолевые сфероиды, полученные в 

присутствии 2 мкМ ДИМ, инъецировали подкожно 

сингенным мышам и наблюдали за динамикой опу-

холевого роста на протяжении 30 дней. Хотя каждому 

животному имплантировалось всего 1000 сфероидов, 

у всех мышей развивались злокачественные опухоли, 

что свидетельствует об очень высоком туморогенном 

потенциале имплантированных меланомных клеток. 

Как видно из рис. 4а, рост опухолей после инъ-

екции ОСК, предварительно обработанных ДИМ, 

был существенно медленнее, чем опухолей, индуци-

рованных необработанными ОСК (p=0,02). К 30-му 

дню эксперимента средний объем опухоли в опытной 

группе (В16/ОСК + ДИМ) был почти вдвое мень-

ше, чем в контрольной (B16/ОСК). Из полученных 

результатов следует, что уменьшение пула ОСК под 

действием ДИМ приводит к значимому подавлению 

роста индуцируемых ими первичных опухолей. Нами 

было также установлено, что обработка опухолевых 

сфероидов ДИМ, предшествующая их имплантации, 

не только замедляла последующий рост первичных 

опухолей, но и повышала выживаемость эксперимен-

тальных животных (рис. 4б). Различия в показателях 

выживаемости между группами достигали статисти-

ческой значимости (p=0,03).

Рис. 3. Влияние ДИМ на самообновление ОСК различных 

клеточных линий. По оси абсцисс – опухолевые клеточ-

ные линии В16, B16/F10, KB и H460, по оси ординат 

– количество вторичных опухолевых сфероидов, об-

разованных в отсутствие (контроль) и в присутствии 

2 мкМ ДИМ в расчете на 1000 клеток. Достоверность 

различий между группами: * – p<0,05; ** – p<0,01

80

60

40

20

0

В
то

р
и

ч
н

ы
е 

о
п

ух
о

л
ев

ы
е 

сф
ер

о
и

д
ы

/1
0

0
0

 к
л

ет
о

к

B16 B16/F10 KB H460

Контроль

ДИМ

*

**

Таблица 2

ИНГИБИРОВАНИЕ ОБРАЗОВАНИЯ ОПУХОЛЕВЫХ 
СФЕРОИДОВ В ПРИСУТСТВИИ ДИМ И ТРАНИЛАСТА

Опухолевая 
клеточная 
линия

ДИМ 
IC

50
, мкМ

Кратность 
снижения 
IC

50
 ДИМ

Траниласт 
IC

50
, мкМ

Кратность 
снижения 

IC
50

 
Траниласта

В16 0,7 66 10 9,6

B16/F10 1,7 26 19 6,4

KB 2,8 73 18 3,0

H460 0,5 308 14 2,7

Примечание. Концентрации ДИМ и Траниласта, ингибирующие 

образование опухолевых сфероидов на 50% (IC
50

), рассчитывали 

путем нелинейного фиттинга кривых титрования (рис. 2а). 

Кратность снижения IC
50

 ДИМ и Траниласта рассчитывали для 

каждого вещества как отношение IC
50

 опухолевых сфероидов/IC
50

 

адгезивных клеток.
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В настоящее время ДИМ является одним из самых 

перспективных соединений природного происхожде-

ния, обладающих мультитаргетной противоопухоле-

вой активностью. В многочисленных экспериментах 

in vitro и in vivo установлено, что ДИМ эффективно мо-

дулирует активность в общей сложности более 20 мо-

лекулярных мишеней (белков и генов), опосредующих 

основные биологические процессы канцерогенеза: 

гормональнозависимую и гормональнонезависимую 

гиперпролиферацию, пониженный апоптоз, повы-

шенные неоангиогенез, хроническое воспаление, ин-

вазию и метастазирование [3, 4]. Единственным су-

щественным препятствием при создании на основе 

ДИМ противоопухолевых препаратов является низкая 

биодоступность данного кристаллического вещества в 

тканях-мишенях. Обычно ДИМ демонстрирует низ-

кую растворимость в физиологических жидкостях и 

имеет ограниченную способность проникать через 

барьерные мембраны. Известна также способность 

ДИМ связываться с белками плазмы крови и участво-

вать в различных неспецифических взаимодействиях 

в кровотоке, что еще больше снижает эффективность 

доставки данного соединения к очагу заболевания. 

В то же время все большую популярность и науч-

ную обоснованность приобретает концепция, согласно 

которой источником опухолевого роста, в том числе 

образования опухолевых рецидивов и метастазов, яв-

ляется особая минорная популяция туморогенных не-

дифференцированных клеток – так называемых ОСК, 

нечувствительных к стандартным методам лечения – 

химиотерапии и лучевой терапии. Поиском веществ 

и разработкой на их основе лекарственных препара-

тов, избирательно подавляющих активность ОСК, за-

нимаются многие исследователи за рубежом. Среди 

соединений такого рода особенно привлекательны не-

токсичные вещества природного происхождения [15]. 

Как отмечалось выше, недавно было показано, что ин-

гибирующей активностью в отношении ОСК обладают 

синтетические агонисты арил-гидрокарбоновых рецеп-

торов, в частности обладающий противоопухолевой ак-

тивностью антиаллергенный препарат Траниласт [19]. 

Мы исследовали наличие у ДИМ в условиях in 

vitro и in vivo способность ингибировать активность 

ОСК, а также повышать чувствительность ОСК к тра-

диционным цитотоксическим препаратам. Согласно 

данным литературы, ДИМ, как и Траниласт, являет-

ся экзогенным лигандом арил-гидрокарбоновых ре-

цепторов, и взаимодействие AhRs с ДИМ опосредует 

один из механизмов противоопухолевой активности 

данного индола [6]. 

Нами обнаружено образование опухолевых сферо-

идов в 6 опухолевых клеточных линиях различного про-

исхождения; при этом процентное содержание ОСК 

варьировало от 0,03 до 3,5%, что хорошо коррелирует с 

содержанием ОСК, определявшимся по пониженному 

включению витального красителя Hoechst 33342 [14]. 

В тестируемых клеточных ли-

ниях ДИМ в низких (микромоляр-

ных) концентрациях эффективно 

ингибировал образование опухоле-

вых сфероидов, при этом величины 

IC
50

 для ДИМ в отношении опухо-

левых сфероидов были в 30–300 раз 

ниже соответствующих значений 

в отношении родительских адге-

зивных клеток. ДИМ, оказавшись 

значительно более эффективным 

и селективным ингибитором ОСК, 

чем другой известный агонист 

AhRs – Траниласт, подавлял обра-

зование опухолевых сфероидов в 

том же диапазоне концентраций, 

что и Салиномицин – первый се-

лективный ингибитор ОСК, иден-

тифицированный при широкомас-

штабном скрининге химических 

соединений [9]. Второй известный 

агент, избирательно действующий 

на ОСК, – Метформин, подавлял 

образование опухолевых сферои-

дов в концентрациях, в 50–100 раз 

более высоких [12], чем ДИМ. 

Мы установили, что ДИМ не-

гативно влияет на основополагаю-

щее свойство ОСК – способность 

Примечание. Концентрации цитотоксических препаратов, ингибирующие образование 

опухолевых сфероидов на 50% (IC
50

), рассчитывали путем нелинейного фиттинга кривых 

титрования (не показано на рис.). Резистeнтность ОСК относительно родительских адге-

зивных клеток рассчитывали как отношение: IC
50

 контрольных сфероидов/IC
50

 адгезив-

ных клеток, а резистентность ОСК, обработанных ДИМ, относительно родительских 

адгезивных клеток рассчитывали как отношение: IC
50

 сфероидов, обработанных ДИМ/

IC
50

 адгезивных клеток.

Таблица 3

ПОВЫШЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ОСК 
К ЦИТОТОКСИЧЕСКИМ ПРЕПАРАТАМ ПОД ДЕЙСТВИЕМ ДИМ

IC
50

, мкМ Резистентность, кратность

Адгезивные 
клетки

Контрольные 
сфероиды

Сфероиды, 
обработанные 

ДИМ

ОСК 
относительно 
адгезивных 

клеток

ОСК, 
обработанные 

DIM, 
относительно 
адгезивных

 клеток

Паклитаксел
B16
B16/F10
KB

0,041
3,1

0,0017

0,15
9,9

0,0046

0,042
2,2

0,0021

3,7
3,2
2,7

1,0
0,7
1,2

Доксорубицин
B16
B16/F10
KB

0,12
>10
0,08

0,27
>10
0,43

0,21
>10
0,12

2,3

5,4

1,8

1,5

SN-38
B16
B16/F10
KB

0,09
0,30
0,07

0,17
0,62
0,84

0,14
0,12
0,10

2,0
2,1

12,0

1,2
0,4
1,4
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к самообновлению, снижая количество вторичных 

опухолевых сфероидов, образованных из 1000 пер-

вичных клеток, в 2–3 раза. 

Другим характерным и клинически важным при-

знаком ОСК является присущая им множественная 

лекарственная устойчивость. В соответствии с опу-

бликованными данными [16, 23, 24], мы также обна-

ружили, что ОСК, культивируемые как опухолевые 

сфероиды, проявляли повышенную резистентность к 

ряду стандартных цитотоксических препаратов – та-

ких, как Доксорубицин, Паклитаксел и SN-38. При-

сутствие низких, микромолярных, концентраций 

ДИМ во время роста опухолевых сфероидов обраща-

ло их химиорезистентность. Следовательно, можно 

ожидать, что препараты на основе ДИМ окажутся 

эффективными в комплексе с существующими цито-

токсическими средствами у пациентов с рефрактер-

ными или рецидивирующими опухолями. 

Наконец, в экспериментах in vivo нам удалось обна-

ружить такой важный факт, как способность ДИМ по-

давлять рост опухолей, индуцированных ОСК. Обра-

ботка опухолевых сфероидов ДИМ, предшествующая 

их имплантации сингенным мышам, существенно за-

медляла рост образующихся в дальнейшем первичных 

опухолей по сравнению с опухолями, индуцирован-

ными необработанными сфероидами. Как следствие, 

выживаемость животных, которым имплантировали 

опухолевые сфероиды, обработанные ДИМ, оказалась 

значительно выше, чем мышей с имплантированными 

ОСК, не обработанными ДИМ. В предыдущих работах, 

в которых была установлена проти-

воопухолевая активность ДИМ в 

отношении ксенотрансплантатных 

опухолей, данное вещество вводи-

ли животным перорально или под-

кожно, ежедневно после прививки 

ксеногенных опухолевых клеток 

[5, 13]. Нами показано, что ДИМ 

способен подавлять рост опухо-

лей у мышей, если присутствовал 

при культивировании клеток, вы-

зывающих эти опухоли, до их им-

плантации животным. При этом 

после имплантации опухоли ДИМ 

животным не вводили. В этом от-

ношении ДИМ имеет сходство с 

Салиномицином – известным ин-

гибитором ОСК [9]. 

Итак, мы показали, что ДИМ 

ингибирует рост родительских ад-

гезивных опухолевых клеток с IC
50

, 

находящейся в диапазоне 45–200 

мкм, в то время как та же величина 

для ингибирования роста опухоле-

вых сфероидов (ОСК) составляет 

0,5–2,8 мкМ, или 500–2800 нМ. 

Важно сравнить указанные концен-

трации с концентрациями ДИМ, которые могут быть 

достигнуты в организме человека при пероральном 

приеме данного вещества. Известно, что в сыворотке 

крови здоровых добровольцев, с хорошей переносимо-

стью принимавших перорально препарат BioResponse-

DIM (BR-DIM) (BioResponse, LLC, Boulder, CO, USA) 

в однократной дозе 200 мг, средняя максимальная кон-

центрация ДИМ в сыворотке крови (C
max

) составляла 

104 нг/мл, или 423 нм [22]. BR-DIM представляет собой 

формуляцию ДИМ с улучшенной на 50% биодоступно-

стью по сравнению с кристаллическим ДИМ. В I фазе 

другого клинического исследования, проводившегося 

у больных раком предстательной железы, после перо-

рального приема BR-DIM в максимальной толерант-

ной дозе 300 мг средняя величина C
max

 составляла 236 

нг/мл, или 960 нМ [11]. Дальнейшее увеличение дози-

ровки BR-DIM не приводило к росту C
max

 в плазме кро-

ви [25]. Однако для проведения II фазы данного иссле-

дования авторы рекомендуют применять однократную 

толерантную дозу BR-DIM, равную 225 мг, при которой 

средняя С
max

 составляла 134 нг/мл, или 545 нМ. Таким 

образом, концентрации DIM, которые могут быть до-

стигнуты в результате приема пациентами доступных 

сегодня препаратов ДИМ, не достигают (в лучшем слу-

чае, находятся на нижней границе) диапазона концен-

траций ДИМ, необходимых для ингибирования ОСК, 

и существенно (на 1–2 порядка) ниже концентраций 

ДИМ, для которых показаны биологические эффекты в 

отношении нестволовых (адгезивных) опухолевых кле-

ток в условиях in vitro [8, 20]. Таким образом, с помощью 

Рис. 4. ДИМ ингибирует активность ОСК в условиях in vivo. а – Рост пер-

вичных опухолей, индуцированных опухолевыми сфероидами линии В16, вы-

ращенными в отсутствие (B16/ОСК) и в присутствии 2 мкМ ДИМ (B16/

ОСК + ДИМ), после их имплантации мышам C57BL/6. По оси абсцисс 

– дни после имплантации опухоли, по оси ординат – объем первичных опу-

холей; p=0,02 согласно двустороннему t-критерию Стьюдента; б – Выжи-

ваемость (%) мышей C57BL/6 с первичными опухолями, индуцированными 

опухолевыми сфероидами линии В16, выращенными в отсутствие (B16/

ОСК) и в присутствии 2 мкМ ДИМ (B16/ОСК + ДИМ), после их имплан-

тации мышам C57BL/6. По оси абсцисс – дни, по оси ординат – выживае-

мость, %; p=0,03 согласно логарифмическому ранговому критерию
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препарата BR-DIM невозможно достичь необходимых 

конечных концентраций активного вещества, обеспе-

чивающих его максимальный терапевтический эффект. 

Вероятно, именно по этой причине при лечении дис-

плазии шейки матки препаратом BR-DIM не удалось 

добиться достоверного клинического эффекта [7]. 

С учетом сказанного, при использовании инно-

вационных биотехнологических подходов нами были 

разработаны и зарегистрированы 2 лекарственные 

формуляции ДИМ, пероральная биодоступность ко-

торого повышена по сравнению с существующими 

аналогами в 5–10 раз. Повышение биодоступности 

ДИМ в составе 1-го препарата – Цинетон® – достига-

ется благодаря получению композиций мицеллярных 

наночастиц, состоящих из ДИМ и водорастворимого 

неионного блок-сополимера Плюроника F127 [2]. В 

составе 2-й лекарственной формы – препарата Ин-

фемин®, также созданного на основе современного 

технологического решения, ДИМ находится в рас-

творенном состоянии, благодаря чему быстро прони-

кает в кровоток и попадает в органы-мишени [1]. 

Наиболее рациональным способом использова-

ния данных препаратов при онкологических забо-

леваниях представляется их комбинированное при-

менение со стандартными химиотерапевтическими 

препаратами и/или лучевой терапией. В этом случае 

активно проникающий в целевые органы и ткани 

ДИМ будет не только повышать противоопухолевый 

эффект стандартного лечения, направленного против 

нетуморогенных дифференцированных опухолевых 

клеток, но и эффективно элиминировать ОСК, пре-

пятствуя при этом развитию множественной лекар-

ственной резистентности, рецидивов и метастазов. 

ВЫВОДЫ
1. Обнаружено, что 3,3'-дииндолилметан (ДИМ) 

является селективным и мощным ингибитором опу-

холевых стволовых клеток (ОСК), культивируемых в 

бессывороточной среде в виде опухолевых сфероидов. 

2. Показано, что обработка ДИМ способствует 

преодолению химиорезистентности ОСК к традици-

онным цитотоксическим препаратам. 

3. Установлено, что инкубация опухолевых сфе-

роидов с ДИМ, предшествующая их имплантации 

сингенным мышам, значительно тормозит развитие 

первичных опухолевых очагов и повышает выживае-

мость животных по сравнению с контролем. 

4. При использовании инновационных нанобио-

технологических подходов разработаны 2 лекарствен-

ные формуляции, в которых биодоступность ДИМ 

существенно повышена по сравнению с кристалли-

ческим ДИМ и существующим аналогом – BR-DIM, 

что позволяет максимально реализовать противоопу-

холевый терапевтический потенциал данного актив-

ного вещества и повысить эффективность традици-

онного противоопухолевого лечения. 
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