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Аннотация. Проведены исследования влияния противоопухолевого антибиотика доксорубици-
на на клетки костного мозга крыс в условиях «in vitro», а также изучена коррекция его цитотоксич-
ности производными глюкозамина и их комбинациями с флавоноидом кверцетином. Результаты по-
лученных экспериментальных данных свидетельствуют о способности производных глюкозамина 
снижать дестабилизирующее влияние доксорубицина на клетки костного мозга крыс в условиях «in 
vitro». Отобраны наиболее перспективные соединения –  глюкозамина гидрохлорид и комбинация 
глюкозамина гидрохлорида, N-ацетилглюкозамина с кверцетином, которые представляют интерес 
для дальнейшего изучения в качестве возможных корректоров токсического действия антрацикли-
новых противоопухолевых антибиотиков.

Ключевые слова: костный мозг, доксорубицин, производные глюкозамина, кверцетин, цито-
токсичность.

Abstract. The studies of  the effect of the antitumor antibiotic doxorubicin were conducted on cells 
of bone marrow of rats under «in vitro», and studied correction of its cytotoxicity with derivatives of 
glucosamine and its combinations with the flavonoid quercetin. The results of the experiment demonstrate 
the ability of derivatives of glucosamine to reduce the destabilizing effect of doxorubicin on cells of 
bone marrow of rats under «in vitro». It were selected the most perspective compounds – glucosamine 
hydrochloride and the combination of glucosamine hydrochloride, N-acetylglucosamine with quercetin, 
which are of interest for further study as a possible correctors of toxic action of anthracycline antitumor 
antibiotics. 
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На сегодняшний день во всем мире спорным 
остается вопрос о целесоообразности использо-
вания лабораторных животных в биологическом 
эксперименте [1]. Обоснованным является раз-
работка альтернативных методов исследования, 
которые предусматривают замену животных на 
культуры тканей и клеточные объекты [2, 3]. 

Особо важным представляется изучение на 
клеточных объектах лекарственных препаратов с 
прогнозируемой цитотоксичностью, в частности 
противоопухолевых препаратов, для поиска воз-
можных путей ее фармакокоррекции. В практиче-
ской онкологии одной из наиболее широко при-

меняемых групп противоопухолевых препаратов 
являются антрациклиновые антибиотики, в част-
ности доксорубицин [4, 5, 6]. Наравне с высокой 
эффективностью доксорубицин характеризуется 
низкой избирательностью действия, что приво-
дит к большому числу побочных эффектов [4, 7]. 
Перспективными соединениями для коррекции 
цитотоксического действия доксорубицина пред-
ставляются производные глюкозамина, а также их 
комбинации с другими компонентами природного 
происхождения, например флавоноидами. Глюко-
замин и его производные являются естественными 
метаболитами организма человека и животных, 
выполняя в организме многочисленные биологи-
ческие функции. С другой стороны, результаты 
многих научных исследований убедительно до-
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казывают, что экзогенный глюкозамин и его про-
изводные обладают выраженной нефро-, гепато-, 
кардио-, гастропротекторной и другими видами 
активности [8, 9]. Среди флавоноидов наиболее 
изученным является кверцетин, который облада-
ет антиоксидантными, мембранопротекторными 
свойствами, оказывает регулирующее влияние на 
ферментативные системы, иммунные и обменные 
процессы в организме. Препараты кверцетина 
нашли применение при заболеваниях сердечно-
сосудистой системы, а также имеются сведения о 
позитивном его использовании в качестве лечеб-
ного и профилактического средства при онколо-
гических заболеваниях [12, 13, 14]. 

Исходя из вышесказанного целью нашей рабо-
ты стало изучение эффективности использования 
глюкозамина гидрохлорида и комбинации амино-
сахаров ГА г/х, N-ацетилглюкозамина с флавоно-
идом кверцетином  для коррекции цитотоксиче-
ского действия противоопухолевого антибиотика 
доксорубицина в опытах «in vitro». 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Исследование проведено по валидированной 

методике, разработанной учеными Национально-
го фармацевтического университета, позволяю-
щей оценить влияние различных дестабилизиру-
ющих факторов на клетки костного мозга крыс в 
условиях «in vitro» [2, 15]. Выбор методики с ис-
пользованием в качестве биологического объекта 
клеток костного мозга обусловлен тропностью 
доксорубицина (DOX) к быстропролиферирую-
щим клеткам, чем определяется его гематоток-
сичность. С другой стороны, целесообразность 
использования клеток костного мозга в качестве 
альтернативного биологического объекта объяс-
няется простотой их получения, а также экономи-
ческой доступностью методики [3, 16]. 

В опытах использовано 40 нелинейных крыс-
самок массой 200-220 г, эвтаназию которых 
осуществляли с соблюдением принципов «Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных 
животных, которых используют для эксперимен-
тальных и научных целей» (Страсбург, 1986) и IV-
го Национального конгресса по биоэтике (Киев, 
2010). В соответствии с методикой, суспензию 
клеток костного мозга получали из трубчатых ко-
стей верхних и нижних конечностей белых крыс 
путем их вымывания физиологическим раство-
ром. Из полученной суспензии отбирали пробы в 
объеме 0,5 мл, которые затем окрашивали трипа-
новым синим. Окрашенными образцами заполня-

ли камеру Горяева, в которой проводили подсчет 
живых и мертвых клеток. Мертвые клетки опре-
делялись по окрашиванию их в фиолетовый цвет. 
Для воспроизводимости исследования измерения 
повторяли на 10 образцах в каждой из исследуе-
мых проб. Учитывалась средняя доля мертвых 
клеток (%), которую оценивали через 30 минут 
после воздействия исследуемых объектов [2, 17]. 

На 1-ом этапе исследования проводилась 
оценка жизнеспособности клеток костного моз-
га в интактной пробе. В соответствии с валида-
ционным протоколом и отчетом данной методи-
ки средняя доля мертвых клеток в контрольной 
пробе через 30 минут после приготовления су-
спензии должна соответствовать 6,0±1,4 % [15]. 
На 2-ом этапе эксперимента определялась LC50 
DOX – концентрация DOX, которая ведет к гибе-
ли 50 % клеток костного мозга в образце. В ка-
честве дестабилизирующего агента был выбран 
«Доксорубицин-КМП» (ПАО «Киевмедпрепа-
рат»). На заключительном этапе исследования 
было поставлено 8 опытов по определению вли-
яния исследуемых веществ в разных концентра-
циях на способность снижать среднюю долю 
мертвых клеток костного мозга в пробах с до-
бавлением DOX в концентрации LC50. 1-я се-
рия проб – контрольная, 2-я проба – суспензия 
клеток костного мозга крыс с добавлением DOX 
в концентрации LC50 в соотношении 1:1, 3-5 – 
пробы, с добавлением в суспензию глюкозамина 
гидрохлорида (ГА г/х) в концентрациях – 100, 50, 
10 мкг/мл соответственно с добавлением DOX в 
концентрации LC50 в соотношении 1:1 и 6-8 – 
пробы суспензии клеток костного мозга крыс с 
добавлением комбинации аминосахаров ГА г/х, 
N-ацетилглюкозамина с флавоноидом кверцети-
ном  (КА+Кв) в концентрациях – 100, 50, 10 мкг/
мл соответственно с добавлением DOX в концен-
трации LC50 в соотношении 1:1 (производные 
глюкозамина и кверцетин в КА+Кв находятся в 
соотношении 3:1 в пересчете на ГА г/х). Диапа-
зон концентраций исследуемых объектов выбран 
согласно проведенным ранее экспериментам 
в условиях «in vitro» [18]. Результаты экспери-
мента обрабатывались с помощью метода описа-
тельной статистики, достоверность отличий при 
учете результатов рассчитывалась с помощью 
метода множественного сравнения Крускала-
Воллиса, проверка гипотез проводилась с по-
мощью Z-критерия. Статистическое обобщение 
результатов эксперимента проводилось с исполь-
зованием программного пакета «StatSoft».

Коррекция производными глюкозамина дестабилизирующего влияния  доксорубицина 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе определения жизнеспособности клеток 

костного мозга нами установлено, что в интакт-
ной пробе через 30 минут после приготовления 
суспензии средняя доля мертвых клеток находи-
лась на уровне 6,04 ± 0,7%, что полностью соот-
ветствует валидационным характеристикам для 
данной методики. Для определения LC50 DOX 
были выбраны концентрации в широком диапазо-
не – от 10 мг/мл до 0,1 мг/мл. Результаты опытов 
показали, что при добавлении DOX в концентра-
циях 10 и 5 мг/мл доля мертвых клеток составила 
100 %. В концентрации 3 мг/мл цитотоксичность 
определялась на уровне 87,03 ± 2,94 %, в концен-
трации 2 мг/мл – 68,5 ± 4,16 %, а в концентрации 1 
мг/мл – 34,5 ± 4,05 % (рис.1). В ходе опытов была 
рассчитана концентрация DOX, вызывающая ги-
бель 50 % клеток костного мозга крыс (LC50) – 
1,7 мг/мл.

Далее определяли способность исследуемых 
объектов снижать среднюю долю мертвых кле-
ток костного мозга в пробах с добавлением LC50 
DOX. Контролем служили интактная проба и про-
ба с добавлением DOX в дозе LC50. В пробе с до-
бавлением DOX в дозе LC50 (контрольная проба) 
через 30 минут после начала эксперимента сред-
няя доля мертвых клеток костного мозга в 8,3 раза 
превышала долю мертвых клеток в интактной 
пробе и составляла 50,04 ± 2,7%. Все исследуе-
мые объекты в разных концентрациях и в разной 
степени нивелировали цитотоксический эффект, 
вызванный DOX, снижая среднюю долю мертвых 
клеток. В пробах с добавлением  ГА г/х на фоне 
DOX в дозе LC50 соотношение мертвых и живых 
клеток изменялось в зависимости от концентра-
ции. В концентрации ГА г/х 100 мкг/мл доля мерт-
вых клеток составляла 41,15 ± 2,31 %. А в кон-
центрациях ГА г/х 50 мкг/мл и 10 мкг/мл процент 

Рис.1. Оценка дестабилизирующего действия 
DOX в зависимости от концентрации. Примеча-
ние:   *	достоверность относительно интактной 
пробы (p<0,05)

мертвых клеток костного мозга составлял  30,10 
± 2,26 и 26,12 ± 2,10 % соответственно, что было 
достоверно (p<<0,05) ниже, чем в контрольной 
пробе – с добавлением только DOX в дозе LC50. 
В образцах с добавлением КА+Кв в разных кон-
центрациях на фоне DOX в дозе LC50 результаты 
были следующими: при добавлении концентра-
ции 100 мкг/мл доля мертвых клеток составляла 
44,67 ± 2,48 %, в концентрации 50 мкг/мл – 40,23 
± 2,23 %. Достоверное снижение (p<<0,05) сред-
ней доли мертвых клеток относительно пробы с 
добавлением DOX в дозе LC50 наблюдалось в 
концентрации 10 мкг/мл – 36,28 ± 2,20 %. Графи-
ческое изображение средней доли мертвых клеток 
костного мозга крыс в исследуемых группах пред-
ставлено на рисунке 2. 

Рис.2. Влияние производных глюкозамина и 
их комбинаций с кверцетином на цитотоксиче-
ские проявления DOX в дозе LC50. Примечание: 1 
– интактная проба; 2 – проба с добавлением DOX 
в дозе LC50 (контрольная проба); 3 – DOX 1,7 мг/
мл + ГА г/х 100 мкг/мл; 4 – DOX 1,7 мг/мл + ГА г/х 
50 мкг/мл; 5 – DOX 1,7 мг/мл + ГА г/х 10 мкг/мл; 
6 – DOX 1,7 мг/мл + КА+Кв 100 мкг/мл; 7 – DOX 
1,7 мг/мл + КА+Кв  50 мкг/мл; 8 – DOX 1,7 мг/мл 
+ КА+Кв 10 мкг/мл. * достоверность относитель-
но контрольной пробы (p<<0,05), ** достовер-
ность относительно пробы LC50 DOX (p<<0,05)

В наших опытах прослеживалась обратно-
пропорциональная зависимость в ряду «концен-
трация – цитопротекторное действие»: снижение 
концентрации исследуемых объектов вело к уве-
личению средней доли живых клеток костного 
мозга крыс. Вероятно, повышение концентрации 
производных глюкозамина в среде с добавлени-
ем DOX приводило к усилению дестабилизи-
рующих воздействий на клетки костного мозга 
крыс за счет изменения (подкисления) pH среды 
и увеличения её осмолярности. В более низких 
концентрациях производные глюкозамина оказы-
вали выраженное цитопротекторное действие на 
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клетки костного мозга крыс, что подтверждалось 
увеличением средней доли живых клеток в иссле-
дуемых пробах.

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экспериментально доказано цитотоксическое 
действие доксорубицина на клетки костного моз-
га крыс в условиях «in vitro». Рассчитана LC50 док-
сорубицина, которая составила 1,7 мг/мл.

Доказано наличие цитопротекторного дей-
ствия глюкозамина гидрохлорида и комбина-
ции аминосахаров глюкозамина гидрохлорида, 
N-ацетилглюкозамина с флавоноидом кверце-
тином на клетки костного мозга крыс благодаря 
которому нивелируется дестабилизирующее вли-
яние доксорубицина в дозе LC50.

Установлена обратнопропорциональная зави-
симость в ряду «концентрация – цитопротектор-
ное действие»: с понижением концентрации ис-
следуемых объектов средняя доля живых клеток 
костного мозга крыс увеличивалась.

Выбраны три наиболее эффективные концен-
трации исследуемых объектов – глюкозамина ги-
дрохлорид в дозах 10 мкг/мл и 50 мкг/мл и комби-
нация аминосахаров глюкозамина гидрохлорида, 
N-ацетилглюкозамина с флавоноидом кверцети-
ном в дозе 10 мкг/мл – которые статистически 
достоверно (р<Полученные данные позволяют 
детализировать предварительный скрининг ис-
следуемых веществ, а также дают возможность 
получить дополнительную информацию об их 
свойствах как корректоров цитотоксичности 
доксорубицина.
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