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Показано, что рекомбинантный аналог белка SLURP‑1 эффективно останавливает рост 3D‑моделей 
опухолей —  мультиклеточных сфероидов, полученных из клеток карциномы кожи человека А431 и аде‑
нокарциномы лёгкого человека А549. Совместное применение препарата SLURP‑1 с гефитинибом 
(ингибитор рецепторов эпидермального фактора роста (EGFR)) приводит к аддитивному антипроли‑
феративному эффекту на сфероидах из клеток А431. Полученные данные свидетельствуют о возможности 
создания первого в своём классе противоопухолевых средств на основе рекомбинантного SLURP‑1.
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Никотиновый ацетилхолиновый рецептор —  ли‑
гандозависимый ионный канал экспрессируется как 
в нейронах и нейромышечных окончаниях, так 
и в эпителиальных клетках и играет важную роль 
в межклеточной сигнализации. Активация этого 
рецептора альфа 7 типа (α7‑nAChR) ацетилхолином 
и никотином приводит к запуску внутриклеточных 
сигнальных путей, регулирующих гомеостаз клеток 
эпителия. Одним из механизмов, лежащих в основе 
развития и прогрессии карцином лёгкого, желудка, 
толстой кишки, молочной железы и др., вызванных 
табакокурением, является активация α7‑nAChR 
никотином и его производными, содержащимися 
в табачном дыме, — нитрозаминами [1]. Активация 
α7‑nAChR может стимулировать передачу сигналов 
через рецепторы эпидермального фактора роста 
и эндотелиального фактора роста сосудов, а также 
β‑адренергические рецепторы, которые, в свою оче‑
редь, активируют митогенные, антиапоптотические 
и пролиферативные пути [2]. Также α7‑nAChR участ‑
вует в регуляции миграции и инвазии опухолевых 
клеток, а также ангиогенеза в опухолевой массе [3]. 
Модуляция nAChR считается перспективным на‑

правлением противоопухолевой терапии, а поиск 
новых модуляторов является актуальной задачей 
современной медицины [4].

α‑Нейротоксины яда змей необратимо блоки‑
руют α7‑nAChR в наномолярных концентрациях 
и эффективно останавливают рост опухолей in vivo 
[5]. Однако эти белки обладают высокой летальной 
токсичностью и не подходят в качестве противоо‑
пухолевых агентов.

Секретируемый белок человека SLURP‑1, струк‑
турный гомолог α‑нейротоксинов, экспрессируется 
в эпителии, участвует в процессах регуляции про‑
лиферации и дифференцировки кератиноцитов 
и является ауто/паракринным регулятором [6]. Экс‑
прессия гена SLURP-1 снижена в клетках меланомы, 
и это снижение коррелирует со стадией заболева‑
ния [7]. Снижение экспрессии SLURP-1 наблюдается 
при раке кишечника [8] и лёгкого [9], а также в ке‑
ратиноцитах при онкогенной трансформации, ин‑
дуцированной нитрозаминами [10]. Онкогенный 
эффект нитрозаминов отменяется при предвари‑
тельной инкубации кератиноцитов с рекомбинант‑
ным препаратом SLURP‑1 [11]. Кроме того, 
SLURP‑1 подавляет миграцию и инвазию клеток 
рака поджелудочной железы. Повышенная концен‑
трация SLURP‑1 в крови пациентов с раком подже‑
лудочной железы (PDAC) коррелирует с большей 
продолжительностью жизни после хирургического 
удаления первичной опухоли [12].

Ранее авторами было показано, что рекомбинант‑
ный аналог SLURP‑1, отличающийся от природного 
белка наличием N‑концевого остатка метионина 
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(rSLURP‑1), является селективным негативным 
аллостерическим модулятором α7‑nAChR [13]. 
На ряде клеточных линий карцином человека по‑
казано, что rSLURP‑1 ингибирует рост раковых 
клеток in vitro [14]. Однако поведение клеток в мо‑
нослое значительно отличается от поведения клеток 
в объёмных опухолях, являющихся более устойчи‑
выми к химиотерапевтическим веществам, чем 
клетки в монослое [15]. В настоящей работе впервые 
изучен эффект rSLURP‑1 на 3D‑моделях опухолей —  
мультиклеточных сфероидах, полученных из клеток 
карциномы кожи (меланомы) человека А431 и аде‑
нокарциномы лёгкого человека А549.

Мультиклеточные сфероиды без некротического 
ядра были получены из клеток аденокарциномы 
лёгкого A549 и эпидермальной карциномы A431. 
Клетки культивировали в питательной среде 
DMEM c добавлением 10% (по объёму) эмбрио‑
нальной бычьей сыворотки, 2мМ глутамина, 25 мМ 
HEPES и пересевали минимум 2 раза в неделю. Для 
получения сфероидов клетки высевали в обрабо‑
танный полигидроксиметилакрилатной матрицей 
96‑луночный круглодонный планшет (15 000 клеток 
на лунку 96‑луночного планшета) и культивировали 
в течение 48 ч. После этого сфероидам меняли куль‑
туральную среду, добавляли rSLURP‑1 в различных 
концентрациях либо 10 нМ бортезомиба, 1 мкМ 
гефитиниба и 1 мкМ доксорубицина и инкубиро‑
вали в течение 48 ч. Влияние rSLURP‑1 на жизне‑
способность сфероидов изучали при помощи теста 
на активность митохондриальной сукцинатдеги‑
дрогеназы (МТТ‑тест). К сфероидам добавляли 
МТТ (конечная концентрация 0,25 мг/мл), инку‑
бировали 4 ч, при этом МТТ восстанавливался 
до нерастворимого формазана. Затем формазан 
растворяли в изопропаноле с добавлением 75 мМ 

HCl и определяли поглощение в лунках при 540 нм 
с выравниванием на фон при 655 нм с помощью 
планшетного ридера Bio‑Rad 680.

Инкубация сфероидов из клеток А549 и А431 
с препаратом rSLURP‑1 в концентрации 1 мкМ в те‑
чение 48 ч приводила к значительному уменьшению 
количества клеток до 80,3 ± 2,7% и до 74,6 ± 3,2% 
от контрольного уровня соответственно (рис. 1а). 
Снижение концентрации rSLURP‑1 в 100 раз сохра‑
няло ингибирующий эффект препарата примерно 
на том же уровне. Дальнейшее снижение концен‑
трации rSLURP‑1 постепенно возвращало число 
жизнеспособных клеток к контрольному уровню 
(рис. 1а). Так как клетки А431 экспрессируют 
на своей поверхности в 2,2 раза больше функцио‑
нальных α7‑nAChR по сравнению с клетками 
А549 [14], сравнимая эффективность rSLURP‑1 
по отношению к сфероидам из клеток А431 и А549 
говорит об отсутствии прямой корреляции между 
уровнем экспрессии функциональных α7‑nAChR 
на поверхности клеток сфероидов и их чувствитель‑
ностью к модулятору. Кроме того, стоит отметить 
более высокую активность rSLURP‑1 на клетках 
А549 в монослое, чем в 3D‑культуре (максимальное 
снижение числа жизнеспособных клеток до ~70,49 ± 
± 1,8% в монослое). В случае клеток А431 эффек‑
тивность препарата rSLURP‑1 в монослое (макси‑
мальное снижение числа жизнеспособных клеток 
до ~68,3 ± 17%) была сравнима с таковой на сферо‑
идах.

Препарат rSLURP‑1 в пониженной концен‑
трации (1 нМ) был протестирован совместно с пре‑
паратами, применяемыми в настоящее время для 
противоопухолевой терапии: антибиотиком доксо‑
рубицином, ингибитором EGFR гефитинибом и ин‑
гибитором 26S субъединицы протеасом бортезоми‑
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Рис. 1. Влияние рекомбинантного SLURP‑1 на рост сфероидов, полученных из клеток А549 (а) и А431 (б). Данные 
приведены как среднее ± среднеквадратичная ошибка (n = 3). 100% жизнеспособных клеток соответствует необра‑
ботанным клеткам.
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бом. При инкубации в течение 48 ч 1 нМ rSLURP‑1, 
10 нМ бортезомиб, 1 мкМ гефитиниб или 1 мкМ 
доксорубицин по отдельности ингибировали рост 
сфероидов из клеток А549 до 84,03 ± 7,3; 88,3 ± 2; 
92,3 ± 9,7 и 96,8 ± 6,8% соответственно (рис. 2а). 
Совместная инкубация сфероидов из клеток А549 
с rSLURP‑1 и химиотерапевтическими препаратами 
в тех же концентрациях приводила к дополнитель‑
ному снижению числа жизнеспособных клеток, 
однако ни в одном случае не наблюдалось значимого 
эффекта (рис. 2а). При инкубации сфероидов из кле‑
ток А431 в течение 48 ч с 1 нМ rSLURP‑1, 10 нМ 
бортезомиба, 1 мкМ гефитиниба или 1 мкМ доксо‑
рубицина наблюдалось торможение пролиферации 
клеток до 80,0 ± 2,0; 83,6 ± 6,25; 91,3 ± 11,2 и 84,4 ± 
6,8% соответственно (рис. 2б). Совместное приме‑
нение rSLURP‑1 и бортезомиба, гефитиниба или 
доксорубицина приводило к дальнейшему сниже‑
нию числа жизнеспособных клеток до 71,2 ± 7,3; 
66,5 ± 3,0 и 72,7 ± 4,2% соответственно, достигая 
статистически значимого эффекта в случае гефити‑
ниба (рис. 2б). Наблюдаемые аддитивные эффекты 
свидетельствуют о различных молекулярных мише‑
нях противоопухолевых препаратов и rSLURP‑1 
в сфероидах и находятся в согласии с ранее обнару‑
женным на монослое клеток А431 аддитивном дей‑
ствием гефитиниба и модулятора [11]. По‑видимому, 
в этом случае остановка роста объёмных опухолей 
достигается за счёт комбинированного действия 
rSLURP‑1 и противоопухолевых препаратов на α7‑
nAChR и другие мишени. Стоит особо отметить, что 
в случае совместного применения rSLURP‑1 и про‑
тивоопухолевых препаратов в пониженной концен‑

трации ингибирующий эффект сопоставим с мак‑
симальным антипролиферативным эффектом, на‑
блюдаемым для 1 мкМ rSLURP‑1, что позволяет 
снизить возможный токсичный эффект комбини‑
рованной терапии (рис. 1б).

Таким образом, впервые на 3D‑моделях карци‑
ном человека показано, что rSLURP‑1 эффективно 
ингибирует их рост. Продемонстрирована возмож‑
ность совместного применения пониженной кон‑
центрации rSLURP‑1 и химиотерапевтических пре‑
паратов для достижения максимального антипро‑
лиферативного эффекта, что указывает на перспек‑
тивность препаратов на основе белка человека 
SLURP‑1 в качестве прототипов нового поколения 
таргетных противоопухолевых препаратов.

Источник финансирования. Работа поддержана 
грантом Российского научного фонда (проект № 17–
74–20161).
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The present study showed that the recombinant analogue of SLURP‑1 effectively inhibits the growth of a 3D 
model of tumors —  multicellular spheroids from human epidermoid carcinoma A431 cells and human lung ade‑
nocarcinoma A549 cells. The combined application of SLURP‑1 with gefitinib (inhibitor of epidermal growth 
factor receptor (EGFR)) leads to the synergistic antiproliferative effect on spheroids from A431 cells. The results 
obtained suggest the possibility for design of first‑in‑class anticancer drugs based on recombinant SLURP‑1.

Keywords: nicotinic acetylcholine‑receptor, cancer, epithelium, Ly6/uPAR, proliferation.


