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ВПЛИВ ДЕКСТРАНА-70 НА ЦИТОТОКСИЧНУ ДІЮ EMAP II  

НА ГЛІОМНІ КЛІТИНИ IN VITRO 
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Мета. Оцінити за допомогою МТТ-тесту 

як утворення нанокомпозитного комплексу ци-

токіну EMAP II з декстраном-70 впливає на 

цитотоксичну дію вільного білка в культурах 

клітин гліоми різного походження: первинній 

культурі клітин U251MG та первинній культурі 

клітин, отриманій з фрагментів пухлин. Мето-

ди. Рекомбінантний поліпептид ЕМАР ІІ було 

отримано з використанням генно-інженерної 

біотехнології. Дослідження проводили на лінії 

клітин гліом людини U251MG та первинних 

культурах клітин, отриманих з фрагментів пух-

лин після хірургічного видалення. Життєздат-

ність клітин визначали за допомогою MTT-

тесту після доби інкубації з EMAP II та з ком-

плексом EMAP II + декстран-70 у діапазоні 

концентрацій від 1,0 пкМ до 10 мкМ у стандар-

тних умовах без додавання сироватки в поживне 

середовище. Результати. У наших попередніх 

роботах було показано, що EMAP II проявляє 

дозозалежні цитотоксичні властивості в діапа-

зоні концентрацій 1,0 пкМ – 10 мкM на клітини 

гліом U251MG і в первинних культурах клітин 

гліом. Крива доза-ефект в усіх випадках має 

складний патерн. Декстран-70 залежно від типу 

клітин виявляє здатність дещо послаблювати / 

посилювати дію останнього. Виявлено підви-

щену чутливість первинної культури клітин 

гліом до цитотоксичного впливу комплексу 

EMAP II + декстран-70. Висновки. Декстран-70 

принципово не впливає на цитотоксичний ефект 

ЕМАР ІІ, але залежно від типу клітин виявляє 

здатність дещо послаблювати / посилювати дію 

останнього. Показано, що первинна культура 

клітин гліом є більш чутливою до цитотоксич-

ного впливу комплексу EMAP II + декстран-70. 

Ключові слова: культура клітин гліом, ци-

токін EMAP II, декстран-70, нанокомпозитний 

комплекс. 

 

Гліоми є найагресивнішими первинними 

пухлинами головного мозку у дорослих з вкрай 

несприятливим прогнозом. Лікування гліом 

базується на комплексному підході, що включає 

хірургічне лікування, променеву та імунотера-

пію, а також хіміотерапію препаратами з алкі-

луючим механізмом дії, який направлений на 

інгібування мітотичної активності пухлинних 

клітин [1, 2]. Проте, ці препарати мають високу 

загальну токсичність. На сьогодні проводиться 

пошук та відпрацювання нових препаратів, що 

можуть доповнити стандартну схему ліку-

вання [3]. Одним з перспективних підходів є 

використання білків та пептидів, які можуть 

специфічно впливати на клітини-мішені та інгі-

бувати патологічні процеси [4]. До таких препа-

ратів відноситься цитокін – рекомбінантний 

поліпептид EMAP II (endothelial monocyte-

activating polypeptide-II), попередником якого є 

білок AIMP1/р43 – компонент високомолекуля-

рного комплексу аміноацил-тРНК синтетаз ви-

щих евкаріот [5]. Цитокін EMAP II у попередніх 

дослідженнях виявляв протипухлинні властиво-

сті [6]. Проте, при використанні білкових пре-

паратів можуть виникнути проблеми, пов’язані 

з їх нестабільністю, високою здатністю до агре-

гації та низьким ступенем розчинності [7, 8]. 

Для подолання агрегації білків у процесі вироб-

ництва білкових терапевтичних засобів викори-

стовують різноманітні хімічні речовини, в тому 

числі декстрани та циклодекстрини [9]. Декст-

ран використовують для захисту і стабілізації 

унікальної структури білків (наприклад, альбу-

міну, стрептокінази, інсуліну, гемоглобіну). Як 

потенційний ліганд для створення комплексу з 

цитокіном EMAP II вибрано декстран 70, який 
вже давно використовується в медицині і добре 

відомий. Встановлено, що декстран-70 специфі-

чно зв’язується з досліджуваним рекомбінант-
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ним білком. Стехіометрія зв’язування декстрана-

70 з білком ЕМАР ІІ становить близько 1:1 [10]. 

 

Матеріали і методи 

Культури клітин гліом. Культивування 

клітин гліоми людини лінії U251MG (отриману 

з Клітинного банку ліній з тканин людини та 

тварин відділу експериментальних клітинних 

систем Інституту експериментальної патології, 

онкології і радіобіології ім. Р. Є. Кавецького 

НАН України) проводили у культуральних фла-

конах у СО2-інкубаторі (ES–160 «Nüve», Туреч-

чина) у стандартних умовах (t = 370C, вміст СО2 

5 %) у середовищі Ігла (модифікація Дюльбекко 

(DMEM – Dulbecco’s modified Eagl’s medium, 

«Sigma», США) з високим вмістом глюкози. 

Зміну поживного середовища (2/3 об’єму) про-

водили кожні 5 діб. 

Первинну культуру клітин злоякісних глі-

ом людини отримували з фрагментів пухлин, 

видалених під час хірургічного втручання. Ве-

рифікація гістологічного діагнозу проводилась у 

відділі нейропатоморфології Державної устано-

ви «Інститут нейрохірургії ім. А. П. Ромоданова 

НАМН України» WHO-класифікації пухлин 

центральної нервової системи 2021 року [11]. 

Виділення пухлинних клітин проводилось у 4 

зразках – 2 зразки фрагментів дифузної астро-

цитоми 2 ступеня анаплазії (ст. ан.) та 2 зразки 

фрагментів гліобластоми (ГБ) – гліоми 4 ст. ан. 

Підрахунок кількості клітин проводили за до-

помогою світлового мікроскопу та камери Горя-

єва за включенням 4 % трипанового синього. 

Оптимізована схема отримання первинної куль-

тури клітин злоякісних гліом людини представ-

лена в нашій попередній роботі [12].  

МТТ-тест. Це колориметричний тест для 

оцінки метаболічної активності клітин [13]. Цей 

тест базується на здатності безбарвної солі тет-

разолію МТТ (3-[4,5-диметилтіазол-2-іл]-2,5-

дифенілтетразолію бромід) у присутності міто-

хондріальних ферментів живих клітин віднов-

люватися до нерозчинного формазану фіолето-

вого кольору, що дозволяє оцінити кількість 

життєздатних клітин. Оптичну густину розчину 

формазану вимірювали при довжині хвилі 570 

нм за допомогою планшетного спектрофотоме-

тра UNIPLAN. Життєздатність клітин розрахо-

вували як відношення оптичної густини в екс-

перименті після обробки препаратами в процен-

тах до оптичної густини в контролі. Токсичну 

дію визначали шляхом порівняння результатів 

МТТ-тесту дослідних та контрольних проб. 

Життєздатність клітин визначали за до-

помогою MTT-тесту після доби інкубації з 

EMAP II та з комплексом EMAP II + декстран-

70 у діапазоні концентрацій від 1,0 пкМ до 10 

мкМ у стандартних умовах без додавання сиро-

ватки в поживне середовище. 

 

Результати та обговорення 

Слід зазначити, що традиційні стратегії 

лікування раку є недостатньо ефективними що-

до злоякісних пухлин головного мозку. Хіміо-

препарати з алкілуючим механізмом дії, які на-

разі застосовуються у лікуванні гліом, мають 

високу загальну токсичність, що спонукає до 

пошуку нових менш токсичних препаратів, зок-

рема серед представників терапевтичних білків, 

а саме пептидів, які демонструють протипух-

линні властивості [4]. Одним з перспективних 

білків є об’єкт наших досліджень – цитокін 

ЕМАР ІІ [14, 15]. З використанням сучасних 

біотехнологій він може бути в препаративних 

кількостях отриманий у складі відповідних век-

торних молекул при бактеріальній експресії в 

клітинах E. coli [10]. 

Цитокін ЕМАР ІІ належить до поліфунк-

ціональних білків і спектр його фізіологічної і 

протипухлинної активності не обмежується 

одним механізмом. Відомо, що білки також мо-

жуть впливати на клітини як цитотоксичні аген-

ти. Проте для рекомбінантного ЕМАР ІІ, а та-

кож його комплексу з декстраном-70 здатність 

до прямої цитотоксичної дії на пухлинні кліти-

ни не достатньо досліджена.  

Раніше було встановлено, що полісахарид 

декстран-70 стабілізує протеїн EMAP II та пе-

решкоджає процесам агрегації у розчині, що є 

важливим результатом при створенні стабіль-

них рекомбінантних терапевтичних білків [10]. 

При додаванні цитокіна ЕМАР ІІ у куль-

туру клітин гліоми людини в усіх випадках (рис. 

1–3), виявлено його суттєвий цитотоксичний 

ефект. Крива доза-ефект у МТТ-тесті має скла-

дний патерн у досліджуваному діапазоні конце-

нтрацій від 1,024 пкМ до 10,0 мкМ. При цьому 

простежується двофазний цитотоксичний ефект 

при оцінці виживання клітин, що залежав не 

тільки від дози препарату, але і від типу клітин 

гліоми людини. Як видно з даних рис. 1, цито-

токсичний ефект ЕМАР ІІ на клітини перевив-

ної лінії U251GM зафіксовано у діапазоні низь-

ких концентрацій (128 пкМ – 3,2 нМ), а також у 

діапазоні більш високих концентрацій. Реакція 

первинних клітин гліоми, отриманих з фрагмен-

тів пухлин, на додавання ЕМАР ІІ за патерном 
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нагадувала таку для перевивної лінії U251GM, 

але кількісні параметри мали певні особливості, 

залежно від типу клітин. Так, у випадку дифуз-

ної астроцитоми 2 ст. ан. (рис. 2), максимум 

цитотоксичної дії у діапазоні низьких концент-

рацій складав приблизно 30 %, а у діапазоні 

більш високих концентрацій не перевищував 

20 %. Це могло свідчити на користь дещо мен-

шої чутливості цієї культури до цитотоксичного 

впливу цитокіну ЕМАР ІІ. У той же час первин-

на культура, отримана з фрагменту ГБ (рис. 3), 

виявилась більш чутливою до цитотоксичної дії 

ЕМАР ІІ. Це особливо чітко проявилось у діапа-

зоні вищих концентрацій. Певні відмінності в 

реакції первинної культури клітин гліоми лю-

дини на вплив ЕМАР ІІ можна пояснити персо-

нальними особливостями хворих, серед яких 

можуть бути більш чутливі / резистентні паціє-

нти, а також генетичними відмінностями пух-

лин та гетерогенністю досліджуваного матеріа-

лу.  

Декстран-70 є полімером глюкози бакте-

ріального походження, який давно використову-

ється в медичних цілях як допоміжний та як 

самостійний фармакологічний препарат з антиа-

грегатними властивостями. Отримання компле-

ксу ЕМАР ІІ + декстран-70 є важливим кроком 

на шляху впровадження цього перспективного 

протипухлинного цитокіну у якості терапевтич-

ного препарату. В наших експериментах вияви-

лось, що цитотоксичний вплив принципово не 

відрізняється від дії індивідуального рекомбіна-

нтного ЕМАР ІІ, але має певні особливості за-

лежно від типу гліомних клітин. Так, чутливість 

клітин перевивної лінії U251GM до впливу ком-

плексу ЕМАР ІІ + декстран-70 виявилась мен-

шою (рис. 1). 

При цьому для 7 з 11 застосованих конце-

нтрацій кількісні показники виживання клітин 

перевищували аналогічні дані для ЕМАР ІІ, 

однак різниця не виходила за межі 10 %. Пер-

винна культура, отримана з фрагменту дифузної 

астроцитоми 2 ст. ан. (рис. 2), навпаки, вияви-

лась більш чутливою до дії комплексу з декст-

раном 70, про що свідчили більші значення інгі-

бування росту культури для 8-ми з 11 застосо-

ваних доз. 

Для клітин ГБ (рис.3 ), матеріал якої від-

значається значною гетерогенністю, односпря-

мована дія декстрану-70 у комплексі з ЕМАР ІІ 

не проявилась, хоча за певних концентрацій, як 

в діапазоні низьких, так і вищих доз, цитотокси-

чний ефект комплексу був виражений сильніше. 

 

 
Рис. 1. Вплив різних концентрацій EMAP II та нанокомпозитного комплексу EMAP II + декстран-70 на 

життєздатність гліомних клітин людини первинної лінії U251GM за результатами МТТ-тесту. Середнє для двох 

експериментів. 
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Рис. 2. Вплив різних концентрацій EMAPII та нанокомпозитного комплексу EMAP II + декстран-70 на 

життєздатність гліомних клітин первинної культури за результатами МТТ-тесту. Первинна культура клітин 

гліом отримана з фрагменту пухлини після хірургічного втручання (дифузна астроцитома 2 ст. ан.). Середнє 

для двох експериментів. 

 

 

 
Рис. 3. Вплив різних концентрацій EMAP II та нанокомпозитного комплексу EMAP II + декстран-70 на 

життєздатність гліомних клітин первинної культури за результатами МТТ-тесту. Первинна культура клітин 

гліом отримана з фрагменту ГБ після хірургічного втручання. Середнє для двох експериментів. 
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Таким чином, декстран-70 принципово не 

впливає на цитотоксичний ефект ЕМАР ІІ, але 

залежно від типу клітин виявляє здатність дещо 

послаблювати / посилювати дію останнього. 

Відомо, що процес злоякісної трансформації 

клітин супроводжується значними змінами 

структури клітинної поверхні. В разі первинної 

культури спектр таких змін може бути значно 

більшим, порівняно з культурою, яка багато 

пасажів перевивається в стандартних умовах. 

Висновки 

Декстран 70 принципово не впливає на 

цитотоксичний ефект ЕМАР ІІ, але залежно від 

типу клітин виявляє здатність дещо послаблю-

вати / посилювати дію останнього. Показано, 

що первинна культура клітин гліом є більш чут-

ливою до цитотоксичного впливу нанокомпо-

зитного комплексу EMAP II + декстран-70. 
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INFLUENCE OF DEXTRAN-70 ON THE CYTOTOXIC EFFECT OF EMAP II ON GLIOMA CELLS IN 

VITRO 

Aim. To evaluate with the use of the MTT test how the formation of a nanocomposite complex of the cytokine EMAP II 

with dextran-70 affects the cytotoxic effect of the free protein in glioma cell cultures of different origins: a standart 

culture U251MG cells and a primary culture of cells obtained from tumor fragments. Methods. The recombinant poly-

peptide EMAP II was obtained using gene engineering biotechnology. The study was conducted on the standard human 

glioma cell line U251MG and on primary cell cultures obtained from tumor fragments after surgical removal. Cell via-

bility was determined using the MTT test. The cells were cultivated for a day with t the different concentrations from 

1.0 pM to 10 μM of EMAP II and the EMAP II + dextran-70 complex im serum-free standard DMEM growth medium. 

Results. In our previous works, it has been shown that EMAP II exhibited dose-dependent cytotoxic properties in the 

concentration range of 1.0 pM – 10 μM on U251MG glioma cells and in primary cell cultures. The dose-effect curve in 

all cases has a complex pattern. Dextran-70 does not fundamentally affect the cytotoxic effect of EMAP II, but depend-

ing on the dose and type of cells, it shows the ability to slightly weaken/enhance the effect of the free protein. An in-

creased sensitivity of the primary culture of glioma cells to the cytotoxic effect of the EMAP II + dextran-70 complex 

was revealed. Conclusions. Dextran-70 does not fundamentally affect the cytotoxic effect of EMAP II, but depending 

on the dose and type of cells, it shows the ability to slightly weaken/enhance the effect of the latter. 

Keywords: glioma cell culture, cytokine EMAP II, dextran-70, nanocomposite complex. 


