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ВЛИЯНИЕ 3-АЦЕТИЛ-5-ГИДРОКСИ-2-МЕТИЛИНДОЛА  
НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ И МЕТАБОЛИЗМ КЛЕТОК ГЛИОМЫ

Я. В. ПАНАДА1), В. А. КЛОПОВА1), Т. А. КУЛАГОВА2),  
Я. В. ФАЛЕТРОВ1), 3), М. С. ХОРЕЦКИЙ 1), Н. С. ФРОЛОВА1),  

С. В. КОРЕНЬ4), Е. Г. ФОМИНА4), В. М. ШКУМАТОВ1), 3)
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Получен 3-ацетилированный аналог 5-гидроксииндола. Изучено его влияние на функции клеток глиомы кры-
сы линии С6. Выявлено, что 3-ацетил-5-гидрокси-2-метилиндол в концентрации 10 мкмоль/л вызывает резкое 
уменьшение митохондриального мембранного потенциала, стимулирует процессы аутофагии и снижает проли-
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ферацию клеток глиомы. Предположено, что 3-ацетил-5-гидрокси-2-метилиндол обладает таким же механизмом 
действия, как и ингибитор клеточного дыхания ротенон. 

Ключевые слова: 5-гидроксииндол; глиома; аутофагия; митохондриальный трансмембранный потенциал; ро-
тенон.
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A 3-acetyl analogue of 5-hydroxyindole was synthesised and evaluated for its effects on rat C6 glioma cell functions. 
It was found that 3-acetyl-5-hydroxy-2-methylindole at 10 μmol/L led to a sharp reduction of mitochondrial membrane 
potential, induction of autophagy and decrease of proliferation of C6 glioma cells. The compound’s effect was comparable 
to that of rotenone, an inhibitor of cell respiration.
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Введение
Глиомы и глиобластомы человека – одни из наиболее распространенных вариантов злокачественных 

опухолей головного мозга, которые характеризуются высокой смертностью и труднодоступностью для 
терапии [1]. Ввиду необходимости систематического лечения с одновременным применением хирур-
гических, радио- и химиотерапевтических методов терапия глиом и глиобластом остается малоэф-
фективной. Актуальной является проблема поиска новых химиотерапевтических препаратов для ле-
чения глиом. Известно, что метаболиты 5-гидрокситриптофана: 5-гидроксииндол, N-ацетилсеротонин 
и 5-гидроксииндолацетат – выполняют важные регуляторные, антиоксидантные и нейропротекторные 
функции в мозге при нормальных условиях и при патологии [2; 3]. Для различных типов опухолей, 
в том числе трансформированных клеток предстательной и молочной желез, печени, кишечника и го-
ловного мозга, характерны нарушения в метаболизме серотонина (5-гидрокситриптамин, 5-HT) и кле-
точной сигнализации, опосредованной рецепторами 5-HT, что способствует развитию устойчивости 
опухолевых клеток к лечению [4; 5]. Показано, что ингибирование и селективное модулирование рецеп-
торов 5-HT индуцируют усиление восприимчивости к химиотерапии и гибель опухолевых клеток [6; 7].  
Таким образом, создание модифицированных производных 5-гидроксииндолов, выполняющих роль 
либо антагонистов рецепторов 5-НТ, либо антиметаболитов 5-гидрокситриптофана, является перспек-
тивным для противоопухолевой терапии глиом. В настоящей работе получено 3-ацетилпроизводное 
5-гидроксииндола и изучено его влияние на пролиферацию и метаболические функции клеток глиомы 
крысы линии C6.
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Материалы и методы исследования
Реагенты. В ходе исследования использовали следующие реагенты: ацетилацетон (98 %; Sigma, 

США); бензохинон (98 %; Sigma); концентрированный водный раствор NH3 (25 % по массе; «Экос-1», 
Россия); нитрометан (98 %; Alfa Aesar, США). В качестве буферных растворов применяли HEPES-
буфер (pH 7,3; 131 ммоль/л NaCl, 5 ммоль/л KCl, 1,3 ммоль/л CaCl2, 1,3 ммоль/л MgSO4, 6 ммоль/л 
глюкозы, 20  ммоль/л HEPES) и  фосфатный буфер (pH 7,3; 137  ммоль/л NaCl, 2,7  ммоль/л KCl, 
10,1 ммоль/л Na2HPO4, 1,4 ммоль/л KH2PO4). Реагенты для растворов поставлялись производителем 
«Анализ Х» (Минск, Беларусь). Все растворители перегонялись перед использованием. Масс-спектры 
ионизации электрораспылением (ESI-MS) получили на оборудовании Shimadzu LCMS-2020 (Япония) 
либо Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS System (США) в режиме ионизации электроспреем. 
IR-анализ проводился на приборе Bruker Alpha (ячейка ATR-DI; США) в диапазоне от 4000 до 400 см–1.

Синтез 3-ацетил-5-гидрокси-2-метилиндола (5-HIET). Схема синтеза 5-HIET представлена на 
рис. 1.

Синтез 5-HIET проводили в две стадии, состоящие в получении соответствующего енамина и ис-
пользовании последнего в реакции Неницеску:

1) синтез 4-аминопент-3-ен-2-она. К 0,5 мл ацетилацетона в 1 мл этанола, охлажденного до –20 °C, 
по каплям добавляли 0,67 мл концентрированного аммиака. Реакционную смесь медленно нагревали до 
комнатной температуры и выдерживали при постоянном перемешивании. По прошествии 4 ч смесь ча-
стично упарили под вакуумом и проэкстрагировали диэтиловым эфиром. Выход вещества составил 80 %;

2) синтез 5-HIET. К раствору 77,6 мг свежесублимированного бензохинона (7,19 ⋅ 10– 4 моль) в 0,5 мл 
нитрометана медленно добавляли 75 мг 4-аминопент-3-ен-2-она (7,57 ⋅ 10– 4 моль) в 0,5 мл нитрометана. 
Смесь выдерживали 48 ч в затемненной посуде при комнатной температуре. Ход реакции оценивали с по-
мощью тонкослойной хроматографии с проявлением УФ-светом (254 нм). После расходования бензохи-
нона реакционную смесь упарили под вакуумом и подвергли разделению с использованием колоночной 
хроматографии (элюент: CHCl3— C2H5OH в соотношении 19 : 1 по объему). Выход вещества составил 
24 % (белый порошок со слабым серым оттенком). ESI-MS: для C11H12NO2 [M + H]+ расчетные значения 
сигнала составили 190,218, экспериментальные значения m/z – 190,231; для C11H16NO4 [M + 2H2O + H]+ 
расчетные значения равнялись 226,11, экспериментальные значения m/z  – 226,05. IR-спектроско- 
пия, см–1: 3200–3100 (O — H, фенол), 2950–2830 (C — H), 1687 (C —— O, арилкетон), 1650–1630 (C —— C, 
ароматическая), 1552 (C —— C, ароматическая), 1454 (C —— C, ароматическая), 1380 (деформация O — H), 
1348 (ароматическая), 1209 (C — O, фенол).

Культивирование клеток глиомы крысы линии С6. Культуру клеток глиомы крысы линии С6, по-
лученную из коллекции культур клеток человека и животных Республиканского научно-практического 
центра эпидемиологии и микробиологии (Минск, Беларусь), культивировали в среде DMEM/F-12 (Sigma 
Chemical, США) с добавлением 10 % бычьей эмбриональной сыворотки HyClone (США) и гентами-
цина в концентрации 40 мкг/мл («Белмедпрепараты», Беларусь). Культивирование клеток проводили 
в атмосфере, содержащей 5 % СО2, при температуре 37 °С. Клетки в культуре с синтезированными 
соединениями инкубировали в вышеуказанных условиях на протяжении 1–24 ч, используя диметилсуль-
фоксид (ДМСО) в качестве контроля. Конечная концентрация ДМСО в культуре не превышала 0,1 %. 
Снятие клеток с подложки осуществляли путем 2-минутной инкубации в присутствии 0,025 % раствора 
трипсина (Sigma-Aldrich, Германия). Клетки отделяли путем центрифугирования при 185 g, промывали 
HEPES-буфером и ресуспендировали в необходимом буферном растворе из расчета 106 клеток на 1 мл.

Культивацию дрожжей Saccharomyces cerevisiae (штамм YEp5117α) осуществляли по методике, опи-
санной в работе [8]. 

Исследование пролиферации клеток. Для исследования пролиферации клеток глиомы C6 применя-
ли метод флуориметрии с использованием интеркалирующего соединения иодида пропидия (PI; Sigma-
Aldrich). После 24 ч инкубации в присутствии изучаемых соединений клетки глиомы C6 подвергали 
трипсинизации и ресуспендировали в 2 мл буферного раствора. К суспензии добавляли 30 мкл PI кон-
центрацией 4 мкмоль/л при перемешивании и регистрировали интенсивность сигнала F1 (λex = 530 нм, 

Рис. 1. Схема синтеза 5-HIET
Fig. 1. Synthesis of 5-HIET
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λem = 645 нм), после чего разрушали клетки с помощью 0,1 % Triton X-100 и регистрировали значение F2. 

Индекс пролиферации N
N0

 (в %) рассчитывали по формуле 

N
N

F F
F F0

2 1

2

0

1

0
100=

−
−

⋅ ,

где индексом 0 обозначены контрольные образцы, содержащие только ДМСО.
Исследование цитотоксичности по отношению к клеткам дрожжей. К 100 мкл суспензии дрож-

жей, содержащих исследуемые соединения, добавили 10 мкл раствора хлорида нитросинего тетразолия 
в дистиллированной воде (5 мг/мл). Образцы выдерживали на протяжении 3 ч при 30 °C и при механи-
ческом перемешивании со скоростью 200 об/мин. По окончании инкубации клетки осаждали посред-
ством центрифугирования при 3000 g на протяжении 5 мин и разрушали путем добавления 0,1 моль/л 
HCl и 0,1 % Triton X-100 в 1 мл изопропанола. Оптическая плотность лизатов измерялась при 520 нм.

Исследование митохондриального трансмембранного потенциала. Суспензию клеток инкубиро-
вали в присутствии 2 мкмоль/л JC-1 в темноте при 37 °C на протяжении 15 мин. После инкубации клетки 
осаждали с помощью центрифугирования, промывали используемым буфером и ресуспендировали. 
Добавление веществ проводили непосредственно перед началом измерения. Изменение митохондри-
ального потенциала определяли по соотношению интенсивности флуоресценции JC-1 при двух длинах 
волн (λex = 490 нм, λem, 1 = 530 нм, λem, 2 = 590 нм). В качестве положительных контролей применяли 
ротенон и антимицин A (99 %; Sigma) в концентрации 10 мкмоль/л.

Исследование образования активных форм кислорода в клетках. Для изучения образования ак-
тивных форм кислорода в цитозоле клеток использовали метод флуориметрии с применением флуо-
ресцентного зонда диацетата 2′,7′-дихлорфлуоресцеина (H2DCF-DA; Molecular Probes, США). Клетки 
в суспензии инкубировали в присутствии 1 мкмоль/л H2DCF-DA при 37 °C на протяжении 30 мин. Несвя-
занный краситель удалили путем центрифугирования, затем клетки перевели в HEPES-буфер (106 клеток 
на 1 мл). Перед началом измерений окрашенные клетки инкубировали в присутствии исследуемых соеди-
нений на протяжении 10 мин. Интенсивность флуоресценции измеряли при λex = 488 нм и λem = 530 нм.

Исследование процессов аутофагии в клетках. Клетки глиомы C6 в монослое инкубировали в при-
сутствии исследуемых веществ на протяжении 3 ч и снимали с подложки по методике, описанной выше. 
К суспензии клеток глиомы C6 в HEPES-буфере добавили раствор монодансилкадаверина (MDC; 99 %; 
Sigma) в ДМСО в расчете на конечную концентрацию 50 мкмоль/л. После 15 мин инкубации в темноте 
при 37 °C клетки центрифугировали, промывали используемым буфером, повторно центрифугировали 
и ресуспендировали из расчета 106 клеток на 1 мл. Количество накопленного красителя оценивали с по-
мощью флуориметрии (λex = 340 нм, λem = 430 нм) относительно образца, содержащего только ДМСО. 
В качестве положительного контроля использовали дексаметазон (Sigma) в концентрации 10 мкмоль/л.

Квантово-химический расчет энергии сродства к электрону. Для оценки вероятности непосред-
ственной конкуренции за электрон между 5-HIET и убихиноном Q10 (CoQ10) проводили расчет энергии 
сродства к электрону. Молекулярные геометрии оптимизировали с помощью функционала B3PW91 [9–11],  
коррекции дисперсионных взаимодействий D3BJ [12], базисного набора ma-def2-SVP [13; 14] в програм-
ме ORCA (версия 4.2.1) [15; 16] для газовой фазы. Использованный функционал хорошо подходит для 
воспроизведения геометрий и описания свойств анионов органических молекул [17]. В целях подтверж-
дения соответствия найденных молекулярных геометрий энергетическому минимуму и нахождения 
энергии нулевых колебаний выполнялся расчет частот молекулярных колебаний аналогичным методом. 
Для более точного учета электронная энергия оптимизированных структур вычислялась с помощью 
функционала B3PW91, коррекции дисперсионных взаимодействий D3BJ, базисного набора ma-def2-
TZVP и расширенной интеграционной сетки (integration grid, lebedev 590 angular points, radial integral 
accuracy 5,34) [18–20]. Адиабатическая энергия сродства к электрону (ε) рассматривалась как разность 
энергий нейтральной и ионизированной форм с учетом энергии нулевых колебаний [17]:

ε = − + Δ−E E ZPVEA A, ,
,ma-def2-TZVP ma-def2-TZVP ma-def2-SVP

где EA, ma-def2-TZVP – электронная энергия нейтральной молекулы; EA –, ma-def2-TZVP – электронная энергия анио
на; ∆ ZPVEma-def2-SVP – разница энергий нулевых колебаний нейтральной молекулы и соответствующего 
аниона.

Молекулярный докинг. При моделировании лиганд-белковых взаимодействий использовали струк-
туры белка, депонированные в базе RCSB PDB. Построение лигандов и обработку результатов осущест-
вляли с помощью программных пакетов PyMol (версия 1.5.0.1). Вычисления выполнены в программе 
AutoDock Vina (версия 1.1.2)  [21]. Расчет энергии связывания проводили с использованием модели 
жесткой структуры белков и с применением исходных параметров оценочной функции. Конформаци-
онное пространство имело форму куба со стороной 30 Å.
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Результаты и их обсуждение
Влияние 5-HIET на пролиферацию клеток глиомы крысы линии C6. Установлено, что после  

24 ч инкубации 5-HIET в концентрации 10 мкмоль/л не оказывает цитотоксического воздействия на 
клетки глиомы С6, поскольку интенсивность флуоресценции суспензии клеток в присутствии PI не 
изменяется по сравнению с контролем, т. е. целостность клеток не нарушается. В то же время после 
24 ч инкубации в присутствии препарата зарегистрировано снижение количества клеток в культуре на 
(36 ± 7) %, что свидетельствует об уменьшении пролиферативной активности (рис. 2). Однако в анало-
гичных условиях триптамин, не содержащий 3-ацетильной группы или 5-гидроксигруппы, уменьшает 
пролиферацию только на (21 ± 9) % [8]. Поскольку снижение пролиферации под действием 5-HIET не 
вызвано некрозом клеток, можно предполагать, что данный эффект обусловлен либо угнетением кле-
точного деления, либо индукцией гибели клеток по механизму апоптоза или аутофагии.

Для выявления селективности действия 5-HIET на опухолевые клетки было проведено исследование 
влияния этого соединения на рост дрожжей S. cerevisiae (см. рис. 2). Определено, что в присутствии 
10 мкмоль/л 5-HIET рост дрожжей составляет (91 ± 5) % относительно контроля (24 ч инкубации). 
Также обнаружено, что после 24 ч инкубации 5-HIET в концентрации 10 мкмоль/л не оказывает значи-
тельного воздействия на жизнеспособность дрожжей ((97 ± 2) % относительно контроля, содержащего 
только ДМСО).

Влияние 5-HIET на митохондриальный мембранный потенциал (MMП). Как показано на рис. 3, 
при добавлении 10 мкмоль/л 5-HIET в суспензию клеток глиомы C6 наблюдается резкое снижение 
ММП. Скорость падения замедляется после 2 мин инкубации на значении MMП (65 ± 4) % относитель-
но контроля, затем наблюдается медленное снижение до (32 ± 4) % после 30 мин инкубации (против 
(84 ± 6) % в контрольном образце).

Из рис. 3 видно, что профиль изменения митохондриального потенциала для 5-HIET сопоставим 
с таковым для ротенона, представляющего собой специфический ингибитор комплекса I дыхательной 
цепи митохондрий (NADH-убихиноноксидоредуктаза). Структуры обоих соединений имеют схожий 
арилкетоновый фрагмент (3-ацетилиндол – в случае 5-HIET, изофлавоновое кольцо – в случае ротено-
на). Поскольку ингибирующее действие по отношению к NADH- и NADPH-зависимым дегидрогеназам 
и белкам дыхательной цепи также характерно и для других арилкарбонильных соединений, напри-
мер 4-гидрокси-3-метоксиацетофенона (апоцинин) и производных халконов [22–25], можно предпо-
ложить, что механизм действия 5-HIET аналогичен таковому для ротенона.

Рис. 2. Сравнительное влияние 5-HIET в концентрации 10 мкмоль/л  
на пролиферацию клеток глиомы C6 (а) и дрожжей S. cerevisiae (б)

Fig. 2. Relative effect of 5-HIET in concentration of 10 μmol/L on 
proliferation of C6 glioma cells (a) and S. cerevisiae yeast (b)
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В целях выявления селективности действия 5-HIET исследовали его влияние на работу митохон-
дрий в дрожжах S. cerevisiae. Как показано на рис. 4, на протяжении 10 мин инкубации в присутствии 
5-HIET изменения в соотношении интенсивностей флуоресценции митохондриального зонда при 530 
и 590 нм относительно контроля не были зарегистрированы, что свидетельствует об отсутствии на-
рушения функции митохондрий.

Следует отметить, что результаты относительного влияния 5-HIET на пролиферацию и работу ми-
тохондрий в клетках глиомы C6 и S. cerevisiae сопоставимы с аналогичными результатами, описанны-
ми в литературе для других арилкарбонильных соединений, например терпеноида β-лапахона [26–28]. 
В частности, β-лапахон в концентрации 8 мкмоль/л снижает рост S. cerevisiae, опухолевых клеток MCF-7 
и MDA-MB-231 на 4; 80 и 40 % соответственно, тогда как статистически значимое снижение ММП отме-
чается в дрожжах и опухолевых клетках при концентрациях 1 мкмоль/л и 0,41 ммоль/л соответственно.

Рис. 3. Влияние 5-HIET на ММП клеток глиомы С6
Fig. 3. Effect of 5-HIET on the mitochondrial membrane potential of C6 glioma cells

Рис. 4. Влияние 5-HIET на ММП S. cerevisiae
Fig. 4. Effect of 5-HIET on the mitochondrial membrane potential  

of S. cerevisiae
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Влияние 5-HIET на редокс-процессы и уровень активных форм кислорода. При кратковремен-
ной инкубации клеток глиомы С6 в присутствии 10 мкмоль/л 5-HIET наблюдалось значительное уве-
личение интенсивности флуоресценции DCF относительно контрольного образца, что свидетельствует 
о внутриклеточном образовании H2O2 (рис. 5). С учетом описанного выше нарушения работы митохон-
дрий можно предположить, что 5-HIET вызывает разобщение цепи переноса электронов и образование 
активных форм кислорода за счет ингибирования комплекса I.

Влияние 5-HIET на процесс аутофагии. После инкубации клеток глиомы C6 в  присутствии 
10 мкмоль/л 5-HIET на протяжении 3 ч и последующего окрашивания MDC наблюдалось повышение 
флуоресценции до (138 ± 6) % относительно контроля (рис. 6). В то же время клетки при инкубации 
в присутствии индуктора аутофагии дексаметазона в концентрации 10 мкмоль/л показывают увеличение 
интенсивности флуоресценции MDC на (176 ± 3) %.

Рис. 5. Влияние 10 мкмоль/л 5-HIET на образование H2O2 в клетках глиомы C6
Fig. 5. Effect of 10 µmol/L 5-HIET on H2O2 levels in C6 glioma cells

Рис. 6. Влияние 5-HIET на процессы аутофагии  
в клетках глиомы C6

Fig. 6. Effect of 5-HIET on autophagy processes  
in C6 glioma cells
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Квантово-химический расчет энергии сродства к электрону. Результаты расчетов представлены 
в табл. 1. Согласно расчетам 3-ацетильная группа 5-HIET является более слабым акцептором электронов 
по сравнению с убихиноном. Данный результат позволяет предположить, что механизм действия 5-HIET 
и повышенное образование H2O2 в присутствии 5-HIET не связаны с непосредственным оттягиванием 
электронов из электрон-транспортной цепи.

Т а б л и ц а  1

Расчетные адиабатические энергии сродства соединений к электрону

Ta b l e  1

Predicted adiabatic electron affinity for evaluated compounds

Соединение ε, эВ ε, кДж/моль

5-Гидроксииндол – 0,541 –52,2

5-HIET 0,014 37,8

Убихинон Q10 2,072 199,0

Молекулярный докинг. Результаты расчетов представлены в табл. 2. В качестве моделей были ис-
пользованы кристаллографические структуры митохондриального комплекса I, связанного с лигандами, 
в том числе с убихиноном Q10, ротеноном и некоторыми другими низкомолекулярными соединения-
ми. В целом энергии связывания 5-HIET сопоставимы с рассчитанными энергиями для ротенона или 
уступают им в пределах 1 ккал/моль. Таким образом, при докинге с использованием модели жесткой 
структуры белка 5-HIET представляет собой более слабый лиганд, чем ротенон или убихинон.

Т а б л и ц а  2

Расчетные энергии взаимодействия лигандов с сайтом связывания убихинона  
митохондриального комплекса I, ккал/моль

Ta b l e  2

Predicted interaction energies between ligands and mitochondrial complex I  
ubiquinone binding site, kcal/mol

Код структуры белка CoQ10 Ротенон 5-HIET

5xtd – 6,4* –7,5 – 6,4*

6g2j –7,9 –8,9 –7,7

6g72 –10,0 –9,2 – 6,6

6zka –9,3 –7,5 –7,1

6zkc –8,3 –8,6 – 6,7

6zkl –9,2 –9,0 –7,2

6zkm –8,5 –8,7 –7,4

7b93 –7,9 –8,1 –7,1
*Расчетное расположение лиганда не соответствует сайту связывания убихинона белка.

Следует отметить, что, несмотря на более низкую суммарную энергию связывания по сравнению 
с убихиноном Q10 или ротеноном, относительное расположение 5-HIET в сайте связывания убихинона 
позволяет последнему образовывать две потенциальные водородные связи с остатками THR21 и ASP51, 
а также вступать в стекинговые π – π-взаимодействия с фенильным кольцом PHE224 (рис. 7 и 8). Дан-
ное наблюдение может быть использовано при дальнейшей структурной модификации 5-HIET в целях 
оптимизации его биологической активности.
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Заключение
В ходе работы было получено 3-ацетилпроизводное 5-гидроксииндола и изучено его влияние на 

пролиферацию и метаболические процессы в клетках глиомы крысы линии C6, представляющей со-
бой одну из моделей для исследования глиобластом. Обнаружено, что при действии на клетки синте-
зированное соединение в концентрации 10 мкмоль/л существенно снижает пролиферацию, нарушает 
работу митохондрий, приводит к повышенному образованию внутриклеточного H2O2 и индуцирует 
аутофагию. Также высказано предположение, что соединение действует по механизму ингибирования 
NADH-зависимой убихинонредуктазы (митохондриальный комплекс I), характерному для соединений 
ацетофенонового ряда, в частности для ротенона. Ввиду более высокой относительной токсичности  

Рис. 7. Расчетное расположение убихинона Q10  
в сайте связывания убихинона комплекса I (код структуры белка 7b93)

Fig. 7. Predicted localisation of ubiquinone Q10  
in complex I ubiquinone binding site (PDB code 7b93)

Рис. 8. Расчетное расположение ротенона (a) и 5-HIET (б)  
в сайте связывания убихинона комплекса I
Fig. 8. Predicted localisation of rotenone (a)  

and 5-HIET (b) in complex I ubiquinone binding site
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по отношению к клеткам глиомы C6 и преимущественной локализации метаболизма 5-гидроксииндолов 
в тканях головного мозга 3-ацетилпроизводное 5-гидроксииндола представляет интерес как потенци-
альный агент для терапии глиомы и глиобластомы.
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