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Резюме 
Комбинация двух или более лекарственных средств находит всё большее применение при разработке новых 
схем лечения различных заболеваний. Так, использование комбинаций ингибиторов гистон деацетилаз с тра-
диционными препаратами для лечения солидных злокачественных новообразований является актуальным на-
правлением. Данное исследование посвящено поиску эффективного соотношения вориностата (SAHA) и 
доксорубицина (DOX) для терапии различных подтипов опухоли молочной железы. С помощью МТТ-теста оце-
нили выживаемость клеток линий HCC-1954, SKBR-3, MCF-7, MCF-7/ADR, MDA-MB-231 в условиях инкубации с 
64 вариантами концентрационных комбинаций SAHA и DOX, что позволило определить эффект взаимодействий 
комбинаций SAHA/DOX (антагонистический, аддитивный, синергетический). Провели расчёт индекса синер-
гизма SAHA/DOX с помощью математической модели Loewe. Эффект соотношений SAHA/DOX, обладающих наи-
большим индексом синергизма в отношении каждой линии опухолевых клеток, подтверждали с помощью 
метода Чоу–Талалай. Было показано, что наибольший синергизм комбинация SAHA/DOX проявляла в отноше-
нии клеток линий HCC-1954, MCF-7/ADR и SKBR-3, относящихся к HER2-позитивному подтипу. Среднее значение 
соотношений SAHA/DOX, обладающих наибольшим синергизмом в отношении опухолевых клеток, составило 
30:1 (SAHA к DOX, соответственно). Способность выявленной комбинации эффективно стимулировать апоптоз 
была подтверждена на наиболее чувствительных к SAHA/DOX терапии клетках линии HCC-1954. Таким образом, 
модель Loewe позволила выявить комбинацию препаратов, обладающую синергетическим эффектом, что под-
тверждалось методом Чоу–Талалай, а полученные данные свидетельствуют о перспективности использования 
комбинации SAHA/DOX (30:1) в лечении HER2-позитивного подтипа опухолей молочной железы. 
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Abstract 
The combination of two or more medications is increasingly more common in the development of new treatment guidelines 
for common diseases. Thus, the use of combinations of histone deacetylase inhibitors with chemotherapeutic agents is a 
current trend in solid tumor treatment. The aim of this study was to investigate an effective vorinostat (SAHA) to doxoru-
bicin (DOX) ratio for the treatment of different subtypes of breast cancer. The survival of HCC-1954, SKBR-3, MCF-7,  
MCF-7/ADR, MDA-MB-231 cell lines was assessed under incubation conditions with 64 variants of SAHA and DOX combi-
nations using the MTT assay. This made it possible to determine the effect of interactions of SAHA/DOX combinations (an-
tagonistic, additive, synergistic), as well as calculate the SAHA/DOX synergy index using the Loewe additivity  model. The 
effect of SAHA/DOX ratios with the highest synergistic index for each tumor cell line was confirmed using the Chou-Talalay 
method. It was shown that the SAHA/DOX combination exhibited the greatest synergism in relation to HCC-1954,  
MCF-7/ADR and SKBR-3 cell lines belonging to the HER2-positive subtype. The average value of SAHA/DOX ratio with the 
highest synergy against breast cancer cells was 30:1 (SAHA to DOX, respectively). The ability of SAHA/DOX combination to 
effectively trigger apoptosis was confirmed in the most sensitive to SAHA/DOX therapy HCC-1954 cells. Thus, the Loewe 

Оригинальная статья/Original Article



Введение 
Злокачественные опухоли молочной железы 

являются наиболее распространённым онколо-
гическим заболеванием среди женщин [1]. В 
2020  г. в России было зарегистрировано 65 тыс. 
новых случаев, что составило 21,2% от всех диаг-
ностированных злокачественных новообразова-
ний [2]. Сложность лечения данного заболевания 
состоит в гетерогенности опухоли молочной же-
лезы и наличии различных молекулярных под-
типов. Среди них выделяют люминальный А и лю-
минальный В (наличие рецепторов эстрогена и 
прогестерона, отсутствие экспрессии рецепторов 
эпидермальномого фактора роста человека 2-го 
типа (HER2)); HER2-позитивный подтип (характе-
ризуется экспрессией HER2, может разделяться 
на подтипы ER+HER2+ или люминальный ERBB2+ 
в зависимости от наличия рецепторов гормонов); 
базально-подобный подтип или тройной негатив-
ный (отсутствие рецепторов гормонов и HER2). 
Молекулярный подтип опухоли молочной железы 
может в значительной мере влиять на прогноз за-
болевания и методы лечения [3, 4]. 

Наиболее распространёнными видами тера-
пии пациентов с опухолью молочной железы яв-
ляются хирургия, химиотерапия, радиотерапия и 
гормональная терапия. Хирургия и радиотерапия 
применяются для лечения опухоли молочной же-
лезы на ранней стадии; для лечения метастати-
ческого рака молочной железы используется 
комбинация химиотерапии и гормональной те-
рапии [5]. Однако появление мутаций в опухоле-
вых клетках, приводящих к изменению молеку-
лярных мишеней, появлению лекарственной 
устойчивости и прогрессированию опухоли, мо-
жет влиять на эффективность терапии, в связи с 
чем, оптимизация существующих схем лечения 
и поиск новых комбинаций лекарственных пре-
паратов являются актуальными задачами для ис-
следования [6, 7]. 

Использование полихимиотерапии (ком-
бинационной химиотерапии) в лечении опухоле-
вых заболеваний имеет значительные преиму-
щества за счёт снижения доз вводимых 
препаратов, уменьшения побочных эффектов и 
преодоления лекарственной устойчивости опу-
холевых клеток [8–10]. На сегодняшний день по-
лихимиотерапия находит широкое применение 

в клинической практике [3]. Полихимиотерапия, 
включающая доксорубицин (DOX), является 
стандартной терапией первой линии опухолевых 
заболеваний, обеспечивающей высокую частоту 
ремиссии. DOX и его аналоги (даунорубицин, 
эпирубицин) — известные антрациклиновые ан-
тибиотики, применяющиеся для лечения широ-
кого ряда злокачественных новообразований, в 
том числе опухоли молочной железы [11]. Их ме-
ханизм действия заключается в ингибировании 
клеточной пролиферации и стимулировании 
апоптоза, однако возникающая лекарственная 
устойчивость опухолевых клеток к ним зачастую 
может снижать эффективность лечения [12]. В 
настоящее время для повышения чувствитель-
ности к терапии DOX злокачественных новообра-
зований активно исследуются вещества-про-
оксиданты, поскольку известно, что повышение 
активных форм кислорода может приводить к 
активации программируемой гибели клеток и 
ингибированию ферментов, ответственных за 
возникновение резистентности клеток к химио-
терапевтическим препаратам [13]. 

Вориностат (SAHA) — ингибитор гистон деа-
цетилаз, обладающий противоопухолевой актив-
ностью за счёт образования активных форм кис-
лорода, ингибирования ангиогенеза, клеточной 
пролиферации и стимулирования апоптоза [13–15]. 
В источниках литературы указывается, что SAHA 
может способствовать снижению активности 
транскрипционного фактора NRF2, повышая тем 
самым, чувствительность опухолевых клеток к 
DOX [16, 17]. Показано, что применение SAHA по-
вышает эффективность DOX в отношении клеток 
карциномы шейки матки человека HeLa, нейро-
бластомы человека SK-N-Be(2)C и остеосаркомы 
человека MG-63; также известно, что комбинация 
SAHA/DOX находится на II стадии клинических ис-
пытаний для лечения острого лимфобластного 
лейкоза [18–22]. Исходя из вышеизложенного, 
можно заключить, что DOX и SAHA являются пер-
спективной комбинацией для лечения опухолевых 
заболеваний, а исследование их комбинирован-
ного влияния на опухолевые клетки может вы-
явить новые мишени для полихимиотерапии и 
способствовать развитию новых протоколов лече-
ния злокачественных новообразований.  

Таким образом, анализ активности комбина-
ций SAHA/DOX в отношении различных подтипов 
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model made it possible to identify the drug combination with the highest synergistic anticancer effect, which was confirmed 
using Chou-Talalay method. The data obtained demonstrates great potential of SAHA/DOX combination (30:1) for the treat-
ment of HER2-positive breast cancer. 
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опухолевых клеток молочной железы позволит 
выявить наиболее чувствительные к препаратам 
клетки, а также оценить эффект их совместного 
действия (синергетический, аддитивный, анта-
гонистический). Предполагается, что определе-
ние более чувствительных и резистентных к лече-
нию подтипов клеток может способствовать 
появлению новых комбинаций препаратов, на-
правленных на повышение эффективности хи-
миотерапии, а также уточнению механизмов ци-
тотоксической активности комбинации. 

В последние годы, в различных областях 
науки набирает популярность использование ма-
тематических подходов на основе построения мно-
гомерных матриц для выявления взаимозависи-
мостей: для оптимизации составов полимерных 
плёнок, волокон и частиц в химии полимеров; для 
оптимизации соотношений лекарственных пре-
паратов в комбинационной терапии; для оптими-
зации условий проведения анализов в аналити-
ческой химии и т. д. [23]. На основе матриц 
зависимости были выбраны оптимальные соот-
ношения SAHA и DOX, было подтверждено нали-
чие сильного синергизма комбинаций препаратов 
в отношении опухолевых клеток молочной же-
лезы и рассчитано среднее значение соотношения 
концентраций между SAHA и DOX, оптимальное 
для всех исследованных линий. Подобный подход 
к определению соотношений веществ обеспечи-
вает приоритетность эффективных комбинаций 
для дальнейших доклинических исследований, а 
также может применяться для дизайна новых но-
сителей и созданию новых схем лечения в клини-
ческой практике. Также в отношении наиболее 
чувствительных клеток линии HCC-1954 был про-
ведён сравнительный анализ способности опти-
мизированного соотношения SAHA/DOX и инди-
видуальных препаратов стимулировать апоптоз.  

Материал и методы 
В работе использованы: вориностат (SAHA, MedChem-

Express, США); доксорубицин (DOX, Sigma-Aldrich, США); 
DMEM (Sigma-Aldrich, США); RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, США); 
эмбриональная бычья сыворотка (ЭБС, Sigma-Aldrich, США); 
гентамицин (Sigma-Aldrich, США); фосфатно-солевой буфер 
(ФСБ, Amreso, США); диметилсульфоксид (ДМСО, Sigma-Ald-
rich, США); трипсин (Serva, Германия); этилендиаминтетра-
уксусная кислота (ЭДТА, Sigma-Aldrich, США), пропидий ио-
дид (Biolegend, США); аннексин V (Biolegend, США); 
3-[4,5-диметилтиазолил-2-ил]-2,5-дифенилтетразолиум бро-
мид (МТТ, Sigma-Aldrich, США). 

Культивирование клеток. Клетки линий MCF-7 
(аденокарцинома молочной железы человека), MCF-7/ADR 
(аденокарцинома молочной железы человека, устойчивая к 
адриамицину и обладающая фенотипом множественной 
лекарственной устойчивости) и MDA-MB-231 (аденокарцинома 
молочной железы человека) культивировали на среде DMEM 
или RPMI 1640 в случае клеток линий SKBR-3 (аденокарцинома 
молочной железы человека) и HCC-1954 (карцинома молочной 
железы человека). К культуральным средам добавляли 10% 
ЭБС и 50 мкг/мл гентамицина. Культивирование проводили в 

пластиковых флаконах ёмкостью 25 см² при +37°C в увлаж-
нённой атмосфере, содержащей 5% CO₂. Клетки рассевали до 
достижения 80% конфлюэнтности с использованием раствора 
трипсина−ЭДТА (0,05% трипсина−ЭДТА для MCF-7, MCF-7/ADR 
и 0,25% трипсина−ЭДТА для MDA-MB-231, SKBR-3 и HCC-1954). 

Анализ выживаемости клеток. Клетки линий MCF-7, 
MCF-7/ADR, HCC-1954, SKBR-3 и MDA-MB-231 рассевали на 
96-луночные планшеты (5×10³ клеток на лунку) за 24 ч до 
эксперимента и инкубировали в стандартных условиях. 
DOX и SAHA индивидуально и в комбинации добавляли к 
клеткам в диапазоне концентраций 0,01–816 мкМ и 
3,4–430  мкМ, соответственно, для клеток линии MCF-7; 
0,55–70 мкМ и 0,03–3,2 мкМ, соответственно, для клеток ли-
нии MCF-7/ADR; 0,004–0,5 мкМ и 2,9–370 мкМ, соответ-
ственно, для клеток линии HCC-1954; 0,001–0,14 мкМ и 
0,04–4,5 мкМ, соответственно, для клеток линии SKBR-3; 
0,08–1 мкМ и 0,31–40 мкМ, соответственно, для клеток ли-
нии MDA-MB-231. Далее клетки инкубировали в течение 
72 ч. Выживаемость клеток определяли с помощью стан-
дартного МТТ анализа [24]. Жизнеспособность клеток 
определяли по формуле 1: 
                                                                     Аобразца Выживаемость = ———— × 100% (1), 
                                                                      Аконтр 

где Аобразца — значение оптической плотности клеток, 
инкубированных с экспериментальными образцами; Аконтр — 
значение оптической плотности контрольных клеток, инку-
бированных только в культуральной среде. 

На основе кривых выживаемости определяли концент-
рацию вещества, при которой наблюдалась гибель 50% клеток 
(значение IC₅₀). Средние значения выживаемости рассчиты-
вались в Excel (Microsoft Corporation, Редмонд, Вашингтон, 
округ Колумбия, США), а значения IC₅₀ рассчитывались в Orig-
inPro (версия 2020b, OriginLab Corp., Нортгемптон, 
Массачусетс, США). 

Анализ синергетического эффекта комбинаций 
DOX/SAHA, определение индекса синергизма и комбинацион-
ного индекса. Для построения матрицы зависимости доз DOX 
и SAHA, оценки синергетических взаимодействий DOX/SAHA 
и чувствительности клеток линий MCF-7, MCF-7/ADR, HCC-
1954, SKBR-3 и MDA-MB-231 использовалось программное 
обеспечение SynergyFinder 2.0 (http://www.synergyfinder.org/). 
На основе значений IC₅₀ SAHA и DOX, полученных в отноше-
нии каждой клеточной линии для каждого соединения (ин-
дивидуально), составляли матрицу планирования экспери-
мента, где значения IC₅₀ являлись исходными значениями 
для последующих совместных разведений SAHA и DOX. Так, 
для клеток MCF-7 матрица (рис. 1) состояла из 8 концентраций 
DOX (по горизонтали, справа налево: 0,82–0,006 мкМ) и 8 кон-
центраций SAHA (по вертикали, снизу вверх: 3,4–430,0 мкМ); 
для MCF-7/ADR использовали концентрации DOX в диапазоне 
0,55–70,00 мкМ и SAHA — 0,03–3,20 мкМ; для MDA-MB-231 диа-
пазон концентраций DOX составил 0,08–1,00 мкМ, а SAHA —
0,31–40,00 мкМ; для HCC-1954 концентрация DOX была в диа-
пазоне 0,004–0,500 мкМ, а SAHA — 2,9–370,0 мкМ; для SKBR-3 
диапазон концентраций DOX был 0,001–0,140 мкМ, а SAHA —
0,04–4,50 мкМ. Далее с помощью МТТ теста оценивали выжи-
ваемость клеток в условиях инкубации с 64 комбинациями 
SAHA и DOX. Рассчитанные значения выживаемости вносили 
в программу SynergyFinder 2.0, с помощью которой получали 
матрицы зависимости доз DOX/SAHA (см. рис. 1) и определяли 
индекс синергизма для 64 комбинаций SAHA/DOX.  

Для оценки комбинационного индекса выбранных со-
отношений SAHA и DOX использовалось программное обес-
печение CompuSyn version 1.0 (Biosoft, Сан-Франциско, 
Калифорния, США), позволяющее с помощью уравнения ме-
дианного эффекта определить синергизм совместного дей-
ствия (модель Чоу–Талалай) DOX и SAHA [25]. Для этого ре-
зультаты выживаемости опухолевых клеток молочной 
железы после инкубации с 64 комбинациями SAHA/DOX вно-
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сили в программу CompuSyn version 1.0 и 
определяли комбинационный индекс для 
выбранных соотношений. 

Анализ клеточной гибели. Клетки 
линии HCC-1954 рассевали на чашки 
Петри в количестве 1×105 в 1,5 мл куль-
туральной среды за 24 ч до экспери-
мента. DOX, SAHA и их комбинации до-
бавляли к клеткам в концентрации 
500 нМ (для DOX) и 15 мкМ (для SAHA) и 
инкубировали 2 ч в CO₂-инкубаторе. За-
тем клетки переносили в пробирки типа 
эппендорф и центрифугировали в тече-
ние 5 мин при 400 g, +4°С и удаляли пи-
тательную среду. После чего клетки ин-
кубировали с 10 мкл пропидий йодида в 
концентрации 20 мкг/мл и 10 мкл аннек-
сина V в концентрации 5 мкг/мл в тече-
ние 15 мин. Клетки дважды промывали 
ФСБ и измеряли их интенсивность флуо-
ресценции на проточном цитофлуори-
метре Cyan ADP (λex 488 нм, λem 617 нм — 
для пропидий иодида и λem 525 нм — для 
аннексина V) [26]. 

Статистический анализ. Стати-
стическую обработку результатов иссле-
дования проводили с использованием 
программы Microsoft Excel 2007 (Microsoft 
Corporation, Редмонд, Вашингтон, округ 
Колумбия, США) и в OriginPro (версия 
2020b, OriginLab Corp., Нортгемптон, 
Массачусетс, США). Значения показателей при p�0,05 счита-
лись статистически значимыми. 

Результаты и обсуждение 
Для определения наиболее чувствительной 

линии опухолевых клеток молочной железы че-
ловека для комбинированной терапии препара-
тами SAHA и DOX в работе были исследованы ли-
нии различных подтипов: MCF-7 (люминальный 
А подтип); MCF-7/ADR (обладающий фенотипом 
множественной лекарственной устойчивости 
HER2-позитивный подтип), SKBR-3 и HCC-1954 
(HER2-позитивные подтипы); MDA-MB-231 
(базально-подобный подтип) (табл. 1) [26–28]. По-
скольку механизмы действия SAHA и DOX отли-
чаются, необходимо выявить закономерности 
влияния препаратов на различные подтипы опу-
холевых клеток молочной железы и оценить эф-
фективность воздействия комбинаций препара-
тов на опухолевые клетки. Выполнение 
поставленных задач позволит определить опти-
мальное соотношение SAHA/DOX для выбранных 

опухолевых клеток молочной железы и вычис-
лить среднюю эффективную комбинацию SAHA 
и DOX в отношении всех линий (подтипов) опу-
холевых клеток молочной железы. Такой подход 
позволит проводить персонализированное лече-
ние при определённом подтипе опухоли молоч-
ной железы, с выбором оптимальной комбина-
ции для конкретного случая, а также назначать 
общее лечение комбинацией препаратов, которая 
является одинаково эффективной для всех под-
типов опухоли молочной железы. 

Первый этап работы заключался в определе-
нии индивидуальных значений IC₅₀, концентраций 
SAHA и DOX, при которых наблюдалась гибель 50% 
клеток. Цитотоксическую активность SAHA и DOX 
по отдельности в отношении вышеуказанных опу-
холевых линий клеток оценивали с помощью МТТ 
теста, значения IC₅₀ приведены в табл. 2. 

Значения индивидуальных действующих 
концентраций IC₅₀ для SAHA и DOX (см. табл. 2), 
являлись начальными значениями для состав-
ления матрицы зависимости доз между 8 кон-
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Рис. 1. Матрица зависимости доз DOX и SAHA для оценки синергизма 
в отношении клеток линии MCF-7, построенная с помощью про-
граммы SynergyFinder 2.0.  
Примечание. Принцип построения матриц сохранялся для всех опу-
холевых клеток молочной железы (за исключением концентраций). 
Fig. 1. Dose dependence matrix of DOX and SAHA for assessing synergy in 
relation to MCF-7 cells, constructed using the SynergyFinder 2.0 program.  
Note. The principle of matrices construction  was the same for all breast tumor 
cells (with the exception of concentrations).

Таблица 1. Классификация подтипов опухолей молочной железы в соответствии с особенностями экс-
прессии генов [26–28] 
Table 1. Classification of breast tumor subtypes according to gene expression patterns [26–28] 
Линия клеток/Статус               Рецептор эстрогена                Рецептор прогестерона                          HER2 
HCC-1954                                                             —                                                          —                                                     + 
MCF-7                                                                     +                                                            +                                                     — 
MCF-7/ADR                                                         —                                                          —                                                     + 
MDA-MB-231                                                      —                                                          —                                                    — 
SKBR-3                                                                   —                                                          —                                                     + 



центрациями SAHA и 8 концентрациями DOX (см. 
рис. 1). На основе составленной матрицы прово-
дили эксперимент по определению выживаемо-
сти опухолевых клеток молочной железы чело-
века после внесения комбинаций препаратов с 
помощью МТТ теста. 

Полученные значения выживаемости вно-
сили в программу SynergyFinder 2.0 и опреде-
ляли индексы синергизма (ИС) для 64 вариантов 
комбинаций SAHA и DOX. Матрицы позволяли 
оценить степень синергизма препаратов по мо-
дели аддитивности Loewe (рис. 2, a–e) [29]. Мо-
дель Loewe широко используется для оценки 
синергизма препаратов и позволяет выявить от-
сутствие синергетического или антагонистиче-
ского эффекта между ними [29]. Значения ин-
декса синергизма, ниже –10 указывают на 
антагонистический эффект между препаратами, 
значения, находящиеся в диапазоне от –10 до 
+10, свидетельствуют об аддитивном эффекте 
взаимодействия, а значения выше +10 характе-
ризуют синергетические взаимодействия между 
препаратами [31]. 
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Таблица 2. Результаты анализа цитотоксической ак-
тивности DOX и SAHA (добавленных индивидуально) 
Table 2. Results of DOX and SAHA cytotoxic activity analysis 
(added individually) 
                                                                    SAHA                   DOX 
Линия клеток                                            IC₅₀, mkM 
HCC-1954                                              370                      0,5 
MCF-7                                                     430                      0,8 
MCF-7/ADR                                          3,2                       70 
MDA-MB-231                                        40                         1 
SKBR-3                                                    4,5                      0,1 

Рис. 2. Трёхмерные плоскости индекса синергизма (ИС), построенные с использованием модели адди-
тивности Loewe (средние значения ИС для каждой линии клеток указаны слева сверху) и описывающие 
синергическое и антагонистическое влияние концентраций SAHA и DOX на клетки культур опухолевых 
линий HCC-1954 (a); SKBR-3 (b); MCF-7 (c); MDA-MB-231 (d) и MCF-7/ADR (e).  
Примечание. Точечный график, демонстрирующий значения комбинационного индекса (по оси Х: значения 
показателя больше 1 указывают на небольшой синергизм, 0,7–1,0 – синергизм, 0,3–0,7 – сильный синергизм) 
для выбранных (на основе математической модели Loewe) комбинаций DOX и SAHA в отношении клеток (по 
оси Y) HCC-1954 (1), SKBR-3 (2), MCF-7 (3), MDA-MB-231 (4), MCF-7/ADR (5) (е) [30]. 
Fig. 2. Three-dimensional synergy index (SI) planes constructed using the Loewe additivity model (average SI values 
for each cell line are indicated at the top left); the planes describe the synergistic and antagonistic effects of SAHA 
and DOX concentrations on cells from HCC-1954 (a); SKBR-3 (b); MCF-7 (c); MDA-MB-231 (d) and MCF-7/ADR (e) 
tumor cell lines. 
Note. Scatter plot showing combination index values (X-axis: index values greater than 1 indicate slight synergism, 0.7–1.0 — 
synergism, 0.3–0.7 — strong synergism) for selected (based on Loewe additivity model) combinations of DOX and SAHA on 
cells (Y-axis) HCC-1954 (1), SKBR-3 (2), MCF-7 (3), MDA-MB-231 (4), MCF-7/ADR (5) (е) [30].



Построенные на основе дозозависимых матриц 
графические трёхмерные диаграммы Loewe (см. 
рис. 2) указывают на выраженное синергетическое 
действие широкого диапазона комбинаций SAHA 
и DOX в отношении клеток HCC-1954 (см. рис. 2, а) 
и аддитивный эффект в отношении линий SKBR-3 
и MCF-7/ADR (см. рис. 2, b и e — тёмные, выпуклые 
области в диаграммах), в то время как шероховатая 
поверхность диаграмм на рис. 2, с и d свидетель-
ствует о слабом синергизме и преимущественном 
аддитивном эффекте SAHA и DOX в отношении кле-
ток линий MCF-7 и MDA-MB-231 [31]. 

На основе данных литературы известно, что 
SAHA снижает жизнеспособность HER2-позитив-
ных опухолевых клеток и часто используется в 
комбинации с противоопухолевыми препаратами 
для повышения чувствительности клеток к хи-
миотерапии [33]. Поскольку клетки линии 
HCC-1954, SKBR-3 и MCF-7/ADR относятся к 
HER2-позитивному подтипу (см. табл. 1), можно 
предположить, что синергизм комбинации 
SAHA/DOX достигается за счёт того, что SAHA ин-
гибирует сигнальный путь Akt/NF-kB в клетках, 
что приводит к снижению клеточной пролифе-
рации и повышению их чувствительности к 
DOX  [27, 34, 35]. Стоит отметить, что механизм, 
при котором SAHA повышает чувствительность 
резистентных опухолевых клеток к DOX не из-
учен полностью, но существуют данные о том, что 
SAHA снижает экспрессию антиапоптотических 
белков BCL-2 и BCL-XL и способствует активации 
апоптоза наряду с воздействием DOX. Такой ме-
ханизм синергетического действия SAHA/DOX 
также может являться одной из причин чувстви-
тельности клеток линии MCF-7/ADR к комбина-
ции SAHA/DOX [36]. Также в источниках литера-
туры отмечено, что SAHA может образовывать 
активные формы кислорода, которые способ-
ствуют преодолению устойчивости опухолевых 
клеток к DOX [37]. 

Таким образом, исходя из результатов по-
строенной математической модели синергизма 

Loewe (см. рис. 2, a–e) можно сделать вывод о си-
нергетическом эффекте комбинации SAHA и DOX 
в отношении HER2-положительного подтипа опу-
холевых клеток молочной железы. Корреляция 
между показателями синергизма и подтипами 
клеток свидетельствует о перспективности дан-
ного подхода в определении мишеней для эффек-
тивной терапии. 

Далее на основе модели Loewe и рассчитан-
ных значений ИС для каждой из 64 комбинаций 
SAHA/DOX в отношении всех исследуемых опухо-
левых линий клеток были выбраны самые высо-
кие показатели ИС для каждой линии и отмечены 
соотношения SAHA/DOX, при которых они были 
получены (табл. 3).  

Из отмеченных концентраций SAHA и DOX 
было выбрано одно соотношение SAHA/DOX для 
каждой линии клеток молочной железы (см. 
табл. 3, выделено шрифтом). На основе выбран-
ных соотношений SAHA/DOX определяли ком-
бинационный индекс в программе CompuSyn ver-
sion 1.0, по аналогии с программным 
обеспечением SynergyFinder 2.0 (см. рис. 2, f). С по-
мощью данного метода также было доказано, что 
выбранные соотношения SAHA/DOX (см. табл. 3) 
обладали значительным синергизмом в отноше-
нии HER2-положительных клеток линий HCC-
1954 и SKBR-3, что коррелирует с результатами по-
лученных моделей синергизма (см. рис. 2, a, b, f). 
Предполагается, что более низкие значения си-
нергизма комбинации в отношении клеток линии 
MCF-7/ADR по сравнению с SKBR-3 связаны с раз-
ницей в оптимальных соотношениях SAHA и DOX 
(для MCF-7/ADR требуется большая концентра-
ция DOX, чем для остальных линий клеток). 

После подтверждения синергетического эф-
фекта выбранных соотношений SAHA/DOX, 
было рассчитано среднее соотношение SAHA и 
DOX (30:1, соответственно), которое, как пред-
полагается, будет обладать значительным си-
нергизмом в отношении всех подтипов опухоли 
молочной железы.  
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Таблица 3. Максимальные значения ИС и соотношения SAHA/DOX, при которых они были получены с по-
мощью модели Loewe, в отношении линий опухолевых клеток молочной железы 
Table 3. Maximum SI values and SAHA/DOX ratios at which they were obtained using the Loewe model for breast tumor 
cell lines 
Линия клеток                                            DOX, мкМ                                           SAHA, мкМ                                            ИС 
HCC-1954                                                           0,50                                                    370,00                                            31,45 
                                                                               0,50                                                         23,12                                             31,82 
SKBR-3                                                                 0,14                                                          4,50                                               32,73 
MCF-7                                                                  0,41                                                    107,50                                              6,91 
                                                                               0,82                                                         26,88                                               3,15 
MDA-MB-231                                                    1,00                                                         40,00                                             35,01 
MCF-7/ADR                                                     35,00                                                         3,20                                                3,46 
                                                                                2,19                                                       0,20                                                8,47 
                                                                              35,00                                                     0,10                                                7,50 
Примечание. Полужирный шрифт — объяснения в тексте. 
Note. Bold font — explanations in the article. 



Оптимальное соотношение SAHA и DOX (30:1) 
для терапии всех исследуемых линий опухолевых 
клеток молочной железы далее было использо-
вано для изучения типа гибели клеток методом 
двойного окрашивания аннексином V и пропидий 
иодидом (рис. 3). В процессе апоптоза изменяется 
состав маркеров мембраны клеток. Одним из та-
ких маркеров является фосфатидилсерин, с кото-
рым связывается аннексин в присутствии ионов 
кальция. Пропидий иодид является маркером нек-
роза и попадает в мёртвые клетки вследствие из-
менения проницаемости мембраны. Пропидий ио-
дид не способен окрашивать живые клетки и 
клетки в состоянии раннего апоптоза из-за нали-
чия неповреждённой плазматической мембраны 
[38]. Для данного эксперимента были выбраны 
опухолевые клетки линии HCC-1954.  

Как показано на рис. 3, клетки линии HCC-
1954, обработанные SAHA/DOX, находятся в че-
тырёх квадрантах (Q1, Q2, Q3 и Q4). Квадрант Q1 
свидетельствует об окрашенных пропидий иоди-
дом клетках, находящихся в состоянии некроза. 
К квадранту Q2 относятся клетки, находящиеся 
на стадии позднего апоптоза и окрашиваются как 
аннексином V, так и пропидий иодидом. В квад-
ранте Q3 клетки окрашиваются только аннек-
сином V и находятся в стадии раннего апоптоза. 
Неокрашенные клетки являются живыми и от-
носятся к квадранту Q4 [38]. Показано, что SAHA 
и DOX по отдельности способны стимулировать 
гибель клеток посредством апоптоза (76,5% и 
59,6% клеток находились в стадии позднего апоп-
тоза, соответственно, квадрант Q2) (см. рис. 3, b, 
c). Комбинация SAHA/DOX в меньшей степени де-
монстрировала индукцию апоптоза в клетках 
(47,7%, квадрант Q2, рис. 3, d) по сравнению с пре-
паратами по отдельности, однако индуцировала 
в большей степени некроз (35,2%, квадрант Q1), 

по сравнению с SAHA (21,9%, квадрант Q1) и DOX 
(15,1%, квадрант Q1), что свидетельствует о си-
нергизме действия разработанного соотношения 
препаратов, а также изменении типа программи-
руемой гибели клеток при использовании ком-
бинации SAHA/DOX. Для лучшей интерпретации 
полученных результатов требуется дальнейшее 
исследование механизмов клеточной гибели, вы-
зываемых SAHA, DOX и их комбинацией. 

Заключение 
Использование комбинаций препаратов 

для лечения опухолевых заболеваний позво-
ляет снизить дозы вводимых препаратов, 
уменьшить побочные эффекты и преодолеть 
лекарственную устойчивость опухолевых кле-
ток. Применение модели Loewe и метода Чоу–
Талалай может упростить поиск оптимальных 
соотношений веществ для исследований ком-
бинаций различных препаратов in vitro и in vivo, 
использовать их для дальнейшей разработки 
новых носителей в качестве систем доставки 
или совместной инкапсуляции препаратов в 
микро- и наночастицы, а также для создания 
новых протоколов лечения опухолевых заболе-
ваний. Расчёт индекса синергизма с помощью 
математической модели Loewe выявил синер-
гетический эффект комбинаций SAHA и DOX в 
отношении HER2-положительного подтипа опу-
холевых линий клеток: HCC-1954, MCF-7/ADR и 
SKBR-3, а также аддитивный эффект в отноше-
нии линий MCF-7 и MDA-MB-231. На основе ИС 
были выбраны соотношения SAHA/DOX для 
каждого типа опухолевых клеток молочной же-
лезы, подтверждён их синергетический эффект 
с помощью метода Чоу–Талалай и рассчитано 
среднее оптимальное соотношение комбинации 
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Рис. 3. Уровень апоптоза в клетках HCC-1954 после инкубации с 15 мкМ SAHA (b), 500 нМ DOX (c) и ком-
бинацией SAHA/DOX (30:1, концентрации 15 мкМ для SAHA и 500 нМ для DOX) (d) в течении 48 ч. Клетки, 
без добавления препаратов (a). 
Fig. 3. Level of apoptosis in HCC-1954 cells after incubation with 15 µM SAHA (b), 500 nM DOX (c) and a combination of 
SAHA/DOX (30:1, 15 µM concentration for SAHA and 500 nM for DOX) (d) within 48 hours. Cells without adding the 
medications (а).



SAHA/DOX. Полученная оптимальная комбина-
ция SAHA/DOX (30:1) продемонстрировала вы-
сокую способность к активации программируе-
мой гибели клеток линии HCC-1954. Таким 
образом, разработанная комбинация SAHA/DOX 
представляется перспективной схемой для 
лечения опухолей молочной железы, однако 
для подтверждения результатов in vitro необхо-
димы дальнейшие исследования in vivo. 
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