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Внутриклеточный белок теплового шока 90 (Hsp90) выполняет важные функции, связанные 
с укладкой, стабилизацией и деградацией различных белков в клетке, предотвращает 
агрегацию и денатурацию белков при различных видах стресса. Существуют две изоформы 
Hsp90, индуцибельная изоформа Hsp90α и конститутивная изоформа Hsp90β. Считается, что 
Hsp90β играет ключевую роль в обеспечении функционирования белков «домашнего 
хозяйства», в то время как Hsp90a играет важную роль в ответе клеток на стрессовые 
воздействия. Мы впервые исследовали роль двух изофором Hsp90 в обеспечении устойчивости 
клеток фибросаркомы человека НТ1080 к ингибиторам Hsp90 и ряду противоопухолевых 
препаратов с разным механизмом действия. Показано, что обе изофоромы Hsp90 вносят 
сопоставимый вклад в устойчивость клеток к ингибиторам Hsp90 и одна изоформа Hsp90 не 
способна полностью скомпенсировать отсут-ствие другой изоформы Hsp90 при действии 
ингибиторов Hsp90. В обеспечении устойчивости клеток к цитотоксическим противо-
опухолевым препаратам также участвуют обе изоформы Hsp90, при этом Hsp90α, вероятно, 
играет более важную роль, чем Hsp90β, в обеспечении защиты клеток от цитотоксического 
действия сорафениба и нокадазола. В случае цисплатина каждая из изоформ Hsp90 способна в 
значительной степени скомпенсировать отсутствие другой изоформы. В случае доксо-
рубицина, бортезомиба, сорафениба, паклитакселя и нокодазола отсутствие одной из изоформ 
Hsp90 приводило к существенному снижению устойчивости клеток к противоопухолевым 
препаратам, особенно резко выраженному в случае паклитакселя и нокадазола. Ингибитор 
Hsp90 17-(аллиламино)гелданамицин потенциирует действие цитотоксических препаратов на 
клетки, обеспечивая наиболее выраженный синергизм с паклитакселем и нокодазолом. В 
результате впервые определена важная роль обеих изоформ Hsp90 в обеспечении устойчивости 
клеток к ингибиторам Hsp90 и противоопухолевым препаратам с различными механизмами 
действия. Полученные данные свидетельствуют о перспективности разработки Hsp90α- или 
Hsp90β-специфических ингибиторов для противоопухолевой терапии и их комбинированном 
применении с известными противоопухолевыми препаратами.
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Белок теплового шока 90 (Hsp90) является
консервативным молекулярным шапероном,
обеспечивающим фолдинг внутриклеточных бел-

ков и участвующим в регуляции их активности и
деградации [1, 2]. Мономер Hsp90 состоит из трех
консервативных доменов – N-терминального до-
мена, среднего домена и C-концевого домена;
между N-терминальным доменом и средним до-
меном располагается заряженная линкерная об-
ласть. N-терминальный домен обеспечивает свя-
зывание Hsp90 с АТФ, что является необходимым

Сокращения: Hsp90 – белок теплового шока 90, 17-AAG –
17-(аллиламино)гелданамицин, Hsp90α-KO и Hsp90β-
KO – мутантные клеточные линии, не экспрессирующие
Hsp90α и Hsp90β соответственно. 
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условием функционирования Hsp90. Средний
домен содержит сайты связывания для клиент-
ских белков и ко-шаперонов, а C-концевой до-
мен опосредует гомодимеризацию Hsp90 и содер-
жит нуклеотид-связывающий домен, который ал-
лостерически регулирует АТФазную активность
N-терминального домена [1, 3–5]. К настоящему
времени выявлено более 700 белков-клиентов
Hsp90, участвующих во внутриклеточной сигна-
лизации, репарации ДНК, активации и транспор-
тировки рецепторов и т.д. [1, 2, 6]. В этой связи
Hsp90 играет важную роль во многих клеточных
процессах, включая поддержание клеточного
гомеостаза, ремоделирование цитоскелета, вы-
живание и дифференцировку клеток, пролифера-
цию, миграцию клеток и т.д. [1–3, 7]. Среди бел-
ков-клиентов Hsp90 найдено множество онко-
белков, включая, например, опухоль-
ассоциированные киназы (RAF-1, HER2 и т.д.),
сигнальные белки (Akt и SRC), факторы тран-
скрипции (р53, stat3, HIF-1), экспрессия которых
напрямую связанна с пролиферацией и имморта-
лизацией раковых клеток [1–3, 7, 8]. Hsp90,
концентрация которого в опухолевых клетках
увеличена в 2–10 раз в сравнении с нормальными
клетками, способствует конформационному со-
зреванию онкобелков и препятствует их деграда-
ции [7–9]. Ингибирование Hsp90 приводит к не-
правильному «созреванию» и деградации белков-
клиентов Hsp90, что, в конечном счете, заканчи-
вается гибелью опухолевых клеток [8, 10–13]. С
учетом важной роли Hsp90 в функционировании
опухолевых клеток, Hsp90 считается перспектив-
ной молекулярной мишенью для разработки про-
тивоопухолевых препаратов [10–13]. Ингибиторы
Hsp90 имеют ряд преимуществ по сравнению с
другими противоопухолевыми препаратами, по-
скольку большое количество клиентских белков
Hsp90 являются белками, участвующими во внут-
риклеточной сигнализации, и ингибиторы Hsp90
действуют одновременно на многочисленные
сигнальные пути, подавляя функционирование
опухолевых клеток. Поэтому анти-Hsp90-тера-
пия с меньшей вероятностью приведет к выжива-
нию опухолевых клеток, чем терапия, направлен-
ная только на одну мишень.

К настоящему времени разработаны ингиби-
торы Hsp90 различного типа. Большинство инги-
биторов специфичны к N-терминальному домену
и препятствуют его взаимодействию с АТФ [10–
13]. Первым описанным ингибитором Hsp90 был
гелданамицин, природное соединение, выделен-
ное из Streptomyces hygroscopicus и относящееся к
группе бензохиноновых анасаминов [11–14]. Не-
достатком гелданамицина является его низкая
стабильность и высокая гепатотоксичность [15].
На основе гелданамицина были разработаны
структурно близкие ингибиторы нового поколе-
ния – 17-(аллиламино)гелданамицин (17-AAG),

17-DMAG, 17-AAGH2 и др. [11–16], которые ха-
рактеризуются сниженной гепатотоксичностью и
улучшенной растворимостью по сравнению с гел-
данамицином, что делает их более предпочти-
тельными для использования in vivo [14–17]. Раз-
работаны ингибиторы N-терминального домена
Hsp90 пуринового ряда (например, BIIB021,
BIIB028 и др.), резоциновые ингибиторы (гане-
теспиб, люминеспиб и др.) [10, 18, 19]. Созданы
ингибиторы, специфичные к C-терминальному
домену Hsp90 (новобиоцин, KU-174), в также к
среднему домену Hsp90 (San A, H-10, H-15), кото-
рые также эффективно ингибируют шаперонный
цикл Hsp90 [13, 14, 20]. Ингибиторы Hsp90 проде-
монстрировали выраженный антипролифератив-
ный эффект по отношению к разным типам рако-
вых клеток, что обуславливает их изучение как в
качестве монотерапии, так и в комбинации с уже
известными противоопухолевыми цитостатика-
ми [21, 25–27]. Установлено, что ингибиторы
Hsp90 демонстрируют аддитивный или синерге-
тический эффект в подавлении роста опухолевых
клеток в сочетании с такими цитотоксическими
препаратами, используемыми для лечения рака,
как таксаны, цисплатин, ингибиторы протеасом
и др. [10, 21–24]. Например, 17-ААГ и гелданами-
цин сенсибилизировали клетки рака легких и мо-
лочной железы к индуцированной паклитакселем
цитотоксичности in vitro и in vivo [21–23]. В ком-
бинации 17-ААГ и цисплатина синергетическая
противоопухолевая активность наблюдалась по
отношению к раку толстой кишки и некоторых
солидных опухолей [24, 25]. Комбинированная
терапия с использованием ингибиторов Hsp90 и
различных цитостатиков неоднократно демон-
стрировала более эффективное антипролифера-
тивное воздействие на раковые клетки in vitro и
in vivo [21–25]. Проводятся доклинические и кли-
нические исследования различных ингибиторов
Hsp90 для терапии рака [24–27]. Основным недо-
статком ингибиторов Hsp90 является их токсич-
ность для клеток и организмов [15, 25–27].

Существуют две изоформы цитоплазматиче-
ского Hsp90, стресс-индуцибельная изоформа
Hsp90α и конститутивная изоформа Hsp90β [1, 3,
6, 7]. Уровень гомологии Hsp90α и Hsp90β состав-
ляет ~86% [6, 7], что обусловливает их схожесть в
функциональном плане. Экспрессия Hsp90α уве-
личивается в ответ на стрессовые воздействия и
считается, что эта изоформа Hsp90 участвует в
адаптации клеток к стрессу [5, 28]. Hsp90β синте-
зируется конститутивно и участвует в фолдинге
белков «домашнего хозяйства», обеспечивая жиз-
неспособность клеток [3, 5, 28]. К настоящему
времени не созданы эффективные ингибиторы,
строго селективные к отдельным изоформам
Hsp90. Разработка таких ингибиторов, с учетом
высокого уровня гомологии Hsp90α и Hsp90β, яв-
ляется нетривиальной задачей. Изоформа-специ-
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фические Hsp90 ингибиторы могут быть менее
токсичными, т.к. они не будут подавлять другую
изоформу Hsp90, что обеспечит выживаемость
клеток. При этом изоформа-специфические ин-
гибиторы могут ингибировать сигнальные пути,
вовлеченные в онкогенез. Для оценки перспек-
тивности разработки такого типа ингибиторов
Hsp90 необходимо понимание роли отдельных
изоформ Hsp90 в обеспечении выживаемости
клеток в ответ на действие ингибиторов Hsp90 и
противоопухолевых препаратов. Ранее мы созда-
ли клеточные линии фибросаркомы человека
НТ1080 с нокаутом гена HSP90AA1, кодирующего
Hsp90α-изоформу, и линии с нокаутом гена
HSP90AВ1, кодирующего Hsp90β-изоформу [29].
В данном исследовании с использованием со-
зданных нокаутных клеточных линий мы иссле-
довали роль двух изоформ Hsp90 в обеспечении
устойчивости клеток к различным ингибиторам
Hsp90, цитотоксическим противоопухолевым
препаратам и при комбинированном действии
ингибиторов Hsp90 и цитостатиков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Линия клеток фибросаркомы человека

HT1080 была получена из Коллекции клеточных
культур позвоночных (ИНЦ РАН, Санкт-Петер-
бург, Россия). Получение линий клеток НТ1080 с
нокаутированным геном HSP90AA1, кодирую-
щим Hsp90α, и нокаутированным геном
HSP90AB1, кодирующим Hsp90β, описано ранее
[29]. Вкратце, для индель-мутагенеза первого эк-
зона генов HSP90AA1 и HSP90AB1 использовали
плазмидные конструкции на основе никазного
вектора All-in-One (AIO-GFP, Addgene 74119).
Никазный вектор AIO-GFP применяли с целью
снижения возможного мутагенеза в нецелевых
областях (off-target) генома [30]. Успешный нока-
ут генов HSP90AA1 и HSP90AB1 в полученных
клонах был подтвержден методом иммуноблот-
тинга и проточной цитометрии с использованием
специфических антител. Биаллельность мутаций
генов в Hsp90α- и Hsp90β-негативных клонах до-
казана посредством секвенирования целевых
участков генов HSP90AA1 и HSP90AB1. Мутации
приводили к сдвигу рамки считывания и сопро-
вождались остановкой синтеза соответствующих
белков. В результате были отобраны три клеточ-
ные линии с нокаутом гена HSP90AA1 (Hsp90α-
KO, линии 5C3/7D5, 2C8/7F10 и 1C7) и три кле-
точные линии с нокаутом гена HSP90AВ1
(Hsp90β-KO, линии 6D6/3D8, 3E5/2F8/3B9 и
1G3) [29]. Схематическое представление локали-
зации и характера мутаций в генах HSP90AA1 и
HSP90AВ1 линий Hsp90α-KO и Hsp90β-KO при-
ведено на рис. 1.

Исходную культуру HT1080 и мутантные кле-
точные линии Hsp90α-KO и Hsp90β-KO культи-

вировали в среде ДМЕМ (среда Игла в модифика-
ции Дульбекко), содержащей 10% сыворотки эм-
брионов коров (ЭБС) и антибиотики
пенициллин/стрептомицин (ДМЕМ-ЭБС). Пе-
ресев клеток осуществляли посредством трипси-
низации через 2-3 дня, не допуская перерастания
клеток.

В работе использовали ингибиторы Hsp90:
гелданамицин, 17-AAG, ганетеспиб и BIIB021, а
также цитотоксические противоопухолевые пре-
параты нокодазол, доксорубицин, бортезомиб,
паклитаксел, цисплатин и сорафениб. Ингибито-
ры Hsp90 и цитотоксические препараты раство-
ряли в диметилсульфоксиде до концентрации 1–
2 мг/мл и хранили при температуре –80°С. Для
оценки чувствительности клеток к ингибиторам
Hsp90 и цитотоксическим препаратам мутантные
клеточные линии Hsp90α-KO и Hsp90β-KO и ис-
ходную культуру HT1080 (контроль) ресуспенди-
ровали в среде ДМЕМ-ЭБС, высевали в лунки 96-
луночного культурального планшета (Fudau, Ки-
тай) с плотностью 1.5·105 клеток в лунке и инку-
бировали в течение 24 ч в атмосфере 5% CO2 при
37°С. К экспоненциально растущим клеткам (50–
60% монослоя) добавляли соответствующие ин-
гибиторы Hsp90 или цитотоксические препараты
в разных концентрациях, либо же их комбина-
ции. В качестве контроля использовали клетки
без обработки ингибиторами/цитостатиками с
добавлением 0.5–1.0% диметилсульфоксида.
Клетки инкубировали в течение 48 ч в атмосфере
5% CO2 при 37°С. После этого к клеткам в культу-
ральную среду добавляли 3-(4,5-диметил-2-тиа-
золил)-2,5-дифенил-тетразолий бромид (МТТ-
реагент) до конечной концентрации 1 мг/мл и
инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Затем среду
удаляли, образовавшиеся кристаллы формазана
растворяли в диметилсульфоксиде и измеряли
оптическую плотность раствора при длине волны
570 нм (ОП570) с помощью планшетного ридера
iMax (Bio-Rad, США). Для каждой клеточной ли-
нии и каждого варианта обработки ингибито-
ром/цитостатиком использовали три-пять неза-
висимых повторов. Каждый эксперимент повто-
ряли три-шесть раз. Результаты выражали как
средние значения ОП570 ± стандартное отклоне-
ние. Исходя из полученных результатов рассчи-
тывали концентрацию ингибиторов/цитостати-
ков, обеспечивающую гибель 50% клеток (IC50).
Статистический анализ проводили с помощью
программного обеспечения SigmaPlot 13.0 (Systat
Software Inc., США). Результаты отдельных экс-
периментов представлены на рисунках.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки влияния различных ингибиторов

Hsp90 на исходную клеточную линию HT1080 и
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мутантные клеточные линии Hsp90α-KO и
Hsp90β-KO клетки инкубировали в присутствии
ингибиторов Hsp90 в различных концентрациях в
течение 48 ч и далее оценивали относительное ко-
личество жизнеспособных клеток с помощью
МТТ-метода. Чувствительность клеток к ингиби-
торам Hsp90 рассчитывали по величине IC50: чем
больше величина IC50, тем выше чувствитель-
ность клеток к ингибитору. Все ингибиторы
Hsp90 дозозависимым образом оказывали цито-
токсическое действие на клетки (рис. 2). Все му-
тантные клеточные линии Hsp90α-KO и Hsp90β-
KO были более чувствительны к ингибиторам
Hsp90 в сравнении с исходной линией НТ1080;
разница между НТ1080 и мутантными линиями
по чувствительности к гелданамицину, 17-AAG и
ганетеспибу, рассчитанная по величине IC50, со-
ставляла 2–3 раза. При обработке клеток гелдана-
мицином, 17-AAG или ганетеспибом мутантные
линии Hsp90α-KO и Hsp90β-KO продемонстри-
ровали примерно одинаковую чувствительность к
цитотоксическим препаратам (рис. 2а–е). Наибо-
лее выраженная разница между НТ1080 и мутант-
ными линиями наблюдалась при обработке кле-
ток BIIB021: IC50 для HT1080 составляла 2 мкМ

BIIB021, для мутантных линий – при 200–500 нМ
(рис. 2ж,з). При обработке клеток ингибитором
BIIB021, отсутствие Hsp90α в клетках (линии
Hsp90α-KO) было более критично, чем отсут-
ствие Hsp90β (линии Hsp90β-KO). В целом, полу-
ченные результаты свидетельствовали, что обе
изофоромы Hsp90 вносят вклад в устойчивость
клеток к ингибиторам Hsp90 и что вклад Hsp90α
и Hsp90β в устойчивость клеток к этим ингибито-
рам сопоставим. Одна изоформа Hsp90 не спо-
собна полностью компенсировать отсутствие
другой изоформы. При этом следует учитывать,
что при нокауте гена, кодирующего одну из изо-
форм Hsp90, содержание второй изоформы в
клетках увеличивается в 1.2–1.5 раза [29], что ча-
стично нивелирует потерю одной из изоформ ци-
топлазматического Hsp90.

К настоящему времени роль Hsp90α и Hsp90β
в обеспечении устойчивости клеток к цитотокси-
ческих препаратам, используемым в онкологии,
не исследована. Мы оценили чувствительность
клеток HT1080, а также нокаутных линий
Hsp90α-KO и Hsp90β-KO, к цитотоксическим
препаратам цисплатину, доксорубицину, борте-
зомибу, сорафенибу, паклитакселю и нокодазо-

Рис. 1. Схематическое представление локализации и характера мутаций в двух аллелях генов HSP90AA1 и HSP90AВ1
клеточных линий Hsp90α-KO и Hsp90β-KO.
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лу, обладающими разными механизмами цито-
токсического действия. Цисплатин является пла-
тиносодержащим алкилирующим соединением,

которое, связываясь с пуриновыми основаниями
гуанином и аденином, приводит к внутрицепо-
чечным и межцепочечным сшивкам, вызываю-

Рис. 2. Влияние Hsp90-специфичных ингибиторов на клетки линий Hsp90α-KO и Hsp90β-KO, не экспрессирующих
соответственно Hsp90α или Hsp90β. Клетки обрабатывали гелданамицином (а, б), 17-AAG (в, г), ганетеспибом (д, е)
и BIIB021 (ж, з) в разных концентрациях. Каждая точка представляет собой среднее арифметическое значение ОП570
± SD (n = 4–5). Звездочками отмечены статистически достоверные отличия от контрольных клеток НТ1080,
обработанных сходным образом: * – p < 0.05, ** – p < 0,01.
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Таблица 1. Чувствительность клеток HT1080 и клеток мутантных линий Hsp90α-KO и Hsp90β-KO к
цитотоксическим препаратам в отсутствие и в присутствии 100 нМ ингибитора Hsp90 17-AAG

Препарат

50%-я ингибирующая концентрация цитотоксического препарата (IC50), мкМ

HT1080
Hsp90α-KO Hsp90β-KO 

5C3/7D5 2C8/7F10 1C7 6D6/3D8 3E5/2F8/3B9 1G3

Цисплатин
– 4.60 ± 0.38 5.50 ± 0.43 5.70 ± 0.41 7.20 ± 0.51 4.20 ± 0.38 3.90 ± 0.42 3.80 ± 0.33

17-AAG 4.20 ± 0.60 4.00 ± 0.49 4.80 ± 0.55 4.90 ± 0.54 3.40 ± 0.38 1.60 ± 0.33 2.30 ± 0.29

Доксорубицин
– 0.22 ± 0.02 0.14 ± 0.02 0.13 ± 0.02 0.14 ± 0.03 0.17 ± 0.04 0.16 ± 0.04 0.15 ± 0.03

17-AAG 0.16 ± 0.03 0.05 ± 0.02 0.06 ± 0.02 0.05 ± 0.03 0.08 ± 0.03 0.09 ± 0.03 0.08 ± 0.04

Бортезомиб
– 0.020 ± 0.006 0.015 ± 0.002 0.010 ± 0.002 0.015 ± 0.003 0.008 ± 0.002 0.010 ± 0.002 0.01 ± 0.003

17-AAG 0.010 ± 0.003 0.007 ± 0.001 0.005 ± 0.001 0.005 ± 0.001 0.005 ± 0.001 0.005 ± 0.002 0.007 ± 0.002

Сорафениб
– 4.40 ± 0.55 3.20 ± 0.33 3.40 ± 0.36 2.20 ± 0.29 4.80 ± 0.37 6.1 ± 1.1 4.3 ± 0.5

17-AAG 2.30 ± 0.35 1.00 ± 0.18 1.90 ± 0.20 2.00 ± 0.03 1.50 ± 0.41 2.30 ± 0.37 1.80 ± 0.35

Паклитаксел
– 3.15 ± 0.25 1.90 ± 0.31 0.51 ± 0.05 0.43 ± 0.04 0.42 ± 0.04 0.33 ± 0.03 0.22 ± 0.02

17-AAG 0.35 ± 0.04 0.08 ± 0.01 0.12 ± 0.02 0.11 ± 0.02 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.02 0.08 ± 0.01

Нокодазол
– 15.7 ± 2.7 1.30 ± 0.21 0.77 ± 0.11 0.65 ± 0.08 2.90 ± 0.33 4.70 ± 0.53 2.30 ± 0.04

17-AAG 1.40 ± 0.25 0.09 ± 0.02 0.13 ± 0.03 0.14 ± 0.02 0.08 ± 0.02 0.09 ± 0.01 0.17 ± 0.03

Примечание. Каждая точка представляет собой среднее значение ± SD (n = 4–5).

щим последующие разрывы нитей ДНК и, как
следствие, нарушение транскрипции и реплика-
ции ДНК, задержку клеточного цикла и апоптоз
клеток [31]. Доксорубицин, относящийся к ан-
трациклиновым антибиотиком, обладает слож-
ным механизмом действия, включающим повре-
ждение ДНК посредством интеркаляции, взаи-
модействие с топоизомеразой II и связывание с
липидами клеточных мембран, что приводит к
выработке активных форм кислорода, апоптозу,
аутофагии, ферроптозу и пироптозу [32]. Борте-
зомиб является модифицированной борной кис-
лотой, связывается с каталитическим сайтом 26S
протеасомы и ингибирует протеасома-зависимую
деградацию проапоптотических факторов, тем
самым запуская запрограммированную гибель
опухолевых клеток [33]. Сорафениб является
мультикиназным ингибитором, блокирующим
RAF/MEK/ERK сигнальный путь в опухолевых
клетках и ингибирующим ангиогенез путем по-

давления передачи сигналов VEGFR и PDGFR в
сосудистой сети опухоли [34]. Паклитаксел (так-
сол), относящийся к таксанам, стабилизирует
микротрубочки за счёт ингибирования их депо-
лимеризации, что приводит к остановке клеточ-
ного цикла на митотической фазе и является при-
чиной его цитотоксичности [35]. Нокодазол тоже
влияет на динамику сборки/разборки микротру-
бочек, связывается в клетках с β-тубулином и
препятствует полимеризации микротрубочек, что
блокирует митоз и индуцирует апоптоз в опухоле-
вых клетках [36]. Обобщенные результаты оценки
токсичности различных противоопухолевых пре-
паратов на клетки HT1080 и мутантные клеточ-
ные линии Hsp90α-KO и Hsp90β-KO представле-
ны в табл. 1.

Отсутствие Hsp90α и Hsp90β в клетках незна-
чительно влияло на чувствительность клеток к
цисплатину. К доксорубицину и бортезомибу му-
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тантные линии были несколько более чувстви-
тельны, в сравнении с исходной линией НТ1080:
IC50 для линий Hsp90α-KO и Hsp90β-KO для этих
ингибиторов были снижены в 1.5–2.0 раза, в
сравнении с НТ1080. В сравнении с НТ1080, кле-
точные линии Hsp90α-KO были в 1.5–2.0 раза
чувствительнее в сорафенибу, однако чувстви-
тельность Hsp90β-негативных линий к цитоток-
сическому препарату была сопоставима с чув-
ствительностью клеток НТ1080. Более того, кле-
точная линия 3E5/2F8/3B9, не экспрессирующая
Hsp90b, проявляла более высокую устойчивость к
сорафенибу в сравнении с клетками НТ1080. По-
теря клетками одной из изоформ Hsp90 очень
резко повышала их чувствительность к паклитак-
селю и нокодазолу. Чувствительность Hsp90α-KO
клеточных линий 2C8/7F10 и 1C7 к паклитаксе-
лю, рассчитанная по IC50, была в 6–8 раз выше,
чем клеток НТ1080, однако чувствительность к
паклитакселю Hsp90α-негативной линии
5C3/7D5 и НТ1080 были сопоставимы. Чувстви-
тельность всех трех клеточных линий Hsp90b-KO
к паклитакселю была в 7–15 раз выше, чем клеток
НТ1080. При обработке клеток нокодазолом IC50
для клеток линий Hsp90α-KO была в 10–25 раз
ниже, а для клеточных линий Hsp90b-KO– в 3–
7 раз ниже в сравнении с клетками НТ1080.

В целом, полученные результаты свидетель-
ствовали, что в случае цисплатина каждая из изо-
форм Hsp90 была способна в значительной степе-
ни скомпенсировать отсутствие другой изофор-
мы в обеспечении фолдинга/активности белков,
задействованных в механизмах устойчивости к
цисплатину. Для остальных цитотоксических
препаратов обе изоформы Hsp90 вносили сопо-
ставимый вклад в обеспечение устойчивости кле-
ток к их цитотоксическому действию. При этом
каждая из изоформ Hsp90 не способна полностью
скомпенсировать отсутствие другой изоформы
Hsp90 в клетке при действии доксорубицина,
бортезомиба, сорафениба, паклитакселя и ноко-
дазола, что приводит к существенному повыше-
нию чувствительности клеток в отсутствие
Hsp90α или Hsp90β в клетках Hsp90α-KO и
Hsp90β-KO. Hsp90α, вероятно, играет более важ-
ную роль, чем Hsp90β, в обеспечении защиты
клеток от цитотоксического действия сорафени-
ба, так как утрата клетками Hsp90β незначитель-
но влияла на их устойчивость к этому препарату.
Снижение устойчивости клеток к доксорубици-
ну, бортезомибу и сорафенибу у Hsp90α-KO и
Hsp90β-KO было не очень значительным и в
определенной степени коррелировало с суммар-
ным содержанием Hsp90 в мутантных клетках,
для которых характерно повышенное содержание
оставшейся изоформы Hsp90 после нокаута дру-
гой изоформы Hsp90 [29]. Другая картина наблю-
далась при обработке клеток паклитакселем и но-

кодазолом. Отсутствие в клетках Hsp90α или
Hsp90β сопровождалась резким повышением
чувствительности клеток к этим цитотоксиче-
ским препаратам: каждая из изоформ Hsp90 была
не способна скомпенсировать отсутствие другой
изоформы Hsp90 в клетке при действии этих ци-
тотоксических препаратов. Hsp90α, вероятно, иг-
рает более важную роль, чем Hsp90β в обеспече-
нии защиты клеток от цитотоксического дей-
ствия нокодазола. Возможно, что в механизмах
устойчивости клеток к паклитакселю и нокодазо-
лу участвуют белки, функционирование которых
критически зависит от Hsp90α или от Hsp90β.
Иначе говоря, сохраняющаяся вторая изоформа
Hsp90 обладает ограниченной возможностью за-
менить другую изоформу Hsp90. Интересно, что
механизмы действия паклитакселя и нокодазола
хоть и отличаются, однако связаны с дестабили-
зацией динамики сборки/разборки микротрубо-
чек – ключевого компонента цитоскелета клеток
[35, 36].

Далее мы оценили синергизм цитотоксиче-
ских препаратов и ингибиторов Hsp90 на клетках
НТ1080 и мутантных линиях клеток Hsp90α-KO и
Hsp90β-KO. Для этого оценивали действие ци-
тотоксических препаратов в комбинации с инги-
битором Hsp90 17-AAG в невысокой концентра-
ции – 100 нм. 17-AAG в этой концентрации прак-
тически не влиял на жизнеспособность клеток
HT1080 (~90% жизнеспособных клеток) и незна-
чительно снижал жизнеспособность клеток
Hsp90α-KO и Hsp90β-KO (от 90 до 75% жизне-
способных клеток). Комбинированное воздей-
ствие 17-AAG и цисплатина незначительно повы-
шало чувствительность клеток исходной линии
НТ1080 и мутантных линий к цисплатину, свиде-
тельствуя о слабом синергическом эффекте
17-AAG и цисплатина. Чувствительность клеток
НТ1080, а также клеток мутантных линий
Hsp90α-KO и Hsp90β-KO к доксорубицину, бор-
тезомибу и сорафенибу повышалась в 1.5–3.0 раза
в присутствии 17-AAG, что свидетельствовало об
определенном уровне синергизма 17-AAG и этих
цитотоксических препаратов в проявлении цито-
токсического эффекта при обработке клеток.
Гораздо больший синергический эффект наблю-
дался при комбинированной обработке клеток
17-AAG и паклитакселем или нокодазолом. В
присутствии 17-AAG величина IC50 для паклитак-
селя снижалась в 7–9 раз для исходной линии
НТ1080 и в 3–4 раза – для всех линий клеток
Hsp90α-KO и Hsp90β-KO; при этом IC50 для му-
тантных клеток была в 3–5 раз ниже, в сравнении
с клетками НТ1080. При комбинированном воз-
действии нокодазола и 17-AAG чувствительность
к нокодазолу повышалась примерно в 15 раз для
клеток НТ1080, в 5–15 раз – для разных линий
клеток Hsp90α-KO и в 15–50 раз – для разных ли-



БИОФИЗИКА  том 69  № 6  2024

РОЛЬ ДВУХ ИЗОФОРМ БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА Hsp90 1221

ний клеток Hsp90β-KO. При этом при сочетан-
ном воздействии 17-AAG и нокодазола IC50 для
мутантных клеток была в 8–15 раз ниже в сравне-
нии с клетками НТ1080. В целом, на клетках
НТ1080 и на мутантных линиях наблюдалось си-
нергическое действие всех исследованных цито-
токсических препаратов с 17-AAG, ингибитором
Hsp90. Особенно выраженный синергический
эффект регистрировался при комбинированном
воздействии 17-AAG с нокодазолом и с паклитак-
селем; для исходной линии НТ1080 это согласует-
ся с ранее полученными данными [21, 22, 37].

В данной работе мы показали, что отсутствие
одной из изоформ Hsp90 повышает цитотоксиче-
ское действие ряда противоопухолевых препара-
тов, в особенности паклитакселя и нокодазола.
Более того, ингибитор Hsp90 17-AAG в невысо-
кой концентрации проявляет выраженный си-
нергизм с цитотоксическими противоопухолевы-
ми препаратами при воздействии на исходные
клетки НТ1080 и мутантные линии. Рассматривая
клетки Hsp90α-KO и Hsp90β-KO, у которых от-
сутствует синтез Hsp90α или Hsp90β, в качестве
модели фармакологического подавления одной
из изоформ Hsp90, полученные нами данные сви-
детельствуют о перспективности разработки
Hsp90α- или Hsp90β-специфических ингибито-
ров для противоопухолевой терапии. Hsp90α- или
Hsp90β-специфические ингибиторы, вероятно,
не будут обладать значительной токсичностью
для организма, так как отсутствие отдельно
Hsp90α или Hsp90β незначительно сказывается
на жизнеспособности клеток [29]. Полученные
нами данные о крайне высокой чувствительности
Hsp90α- или Hsp90β-негативных клеток к цито-
токсическим препаратам, в особенности к пакли-
такселю и нокодазолу, позволяют предположить,
что применение Hsp90α- или Hsp90β-специфи-
ческих ингибиторов может позволить существен-
но снизить дозы противоопухолевых препаратов
с сохранением терапевтического эффекта. Не-
значительное ингибирование оставшейся функ-
ционально активной изоформы Hsp90 низкими
дозами ингибиторов Hsp90 может позволить
дополнительно снизить эффективные дозы про-
тивоопухолевых препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обе изофоромы Hsp90, Hsp90α и Hsp90β, вно-
сят вклад в устойчивость клеток к ингибиторам
Hsp90 и цитотоксическим противоопухолевым
препаратам. При этом одна изоформа Hsp90 не
способна полностью скомпенсировать отсут-
ствие другой изоформы при действии ингибито-
ров Hsp90 и противоопухолевых препаратов, в
особенности паклитакселя и нокадазола. Пока-
зан синергизм действия ингибитора Hsp90 17-

AAG с цитотоксическими препаратами, особенно
выраженный при обработке клеток паклитаксе-
лем и нокодазолом. Полученные данные свиде-
тельствуют о перспективности разработки
Hsp90α- или Hsp90β-специфических ингибито-
ров для использования в комбинированной про-
тивоопухолевой терапии.
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 The Role of Two Isoforms of Heat Shock Protein Hsp90 in Resistance of Human 
Fibrosarcoma Cells HT1080 to Hsp90 Inhibitors and Cytoxic Drugs

 V.S. Petrenko*, O.S. Morenkov*, Y.Y. Skarga*, M.A. Zhmurina*, and V.V. Vrublevskaya*

*Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Intracellular heat shock protein 90 (Hsp90) performs important functions related to the folding, stabilization
and degradation of various proteins in the cell, and prevents protein aggregation and denaturation under var-
ious types of stress. There are two isoforms of Hsp90, the inducible isoform Hsp90α and the constitutive iso-
form Hsp90β. Hsp90β is thought to play a key role in the functioning of housekeeping proteins, while Hsp90α
plays an important role in the cellular response to stress. We explored for the first time the role of two Hsp90
isoforms in ensuring the resistance of human fibrosarcoma cells HT1080 to Hsp90 inhibitors and a number
of antitumor drugs with different mechanisms of action. Both Hsp90 isoforms have been shown to make a
comparable contribution to cell resistance to Hsp90 inhibitors, and one Hsp90 isoform is not able to com-
pletely compensate for the absence of another Hsp90 isoform under the influence of Hsp90 inhibitors. Both
Hsp90 isoforms are also involved in ensuring cell resistance to cytotoxic anticancer drugs, with Hsp90α likely
playing a more important role than Hsp90β in protecting cells from the cytotoxic effects of sorafenib and
nocodazole. In the case of cisplatin, each of the Hsp90 isoforms is able to largely compensate for the absence
of the other isoform. In the case of doxorubicin, bortezomib, sorafenib, paclitaxel, and nocodazole, the ab-
sence of one of the Hsp90 isoforms led to a significant decrease in cell resistance to anticancer drugs, which
was especially pronounced in the case of paclitaxel and nocodazole. The Hsp90 inhibitor 17-AAG potentiates
the effect of cytotoxic drugs on cells, providing the most pronounced synergy with paclitaxel and nocodazole.
As a result, the important role of both Hsp90 isoforms in cell resistance to Hsp90 inhibitors and anticancer
drugs with different mechanisms of action was determined for the first time. The data obtained indicate the
prospects of developing Hsp90α- or Hsp90β-specific inhibitors for antitumor therapy and their combined
use with known antitumor drugs.

Keywords: heat shock proteins Hsp90α and Hsp90β, Hsp90 inhibitors, cytotoxic drugs
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