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Проведено сравнительное исследование токсичности двух незамещенных каликсаренов, состоящих 
из  4  и  6  фенольных фрагментов, а  также их п-сульфатированных производных на  клеточной 
линии HT-29 колоректальной аденокарциномы, культивируемой в двумерном (2D) и трехмерном 
(3D) форматах. Показано, что незамещенные каликсарены снижают жизнеспособность 
опухолевых клеток, причем каликс[4]арен проявлял цитостатический эффект, а каликс[6]арен — 
цитотоксический. Сульфопроизводные каликсаренов не  оказывали выраженного токсического 
действия на клетки HT-29, однако, благодаря высокой гидрофильности и способности к образованию 
аддуктов с различными терапевтическими молекулами, могут быть использованы для повышения 
эффективности доставки противоопухолевых препаратов.
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По  данным ВОЗ, злокачественные опухоли 
ежегодно диагностируют у более 10 млн. человек 
во всем мире, при этом уровень смертности от он-
кологических заболеваний уступает лишь показа-
телям болезней сердечно-сосудистой системы [1]. 
В связи с этим поиск новых противоопухолевых 
препаратов, а  также соединений, повышающих 
биодоступность уже применяющихся для тера-
пии соединений, относится к  одной из  важней-
ших задач современной медицинской органиче-
ской химии. Каликсарены  — соединения, кото-
рые считают перспективными для применения 
в онкотерапии.

Каликс[n]арены (Cx-n) представляют со-
бой циклические олигомеры (рис.  1), состоящие 
из n фенольных фрагментов, связанных метилено-
выми мостиками [2]. В исследовании по конден-
саций n-замещенных фенолов с формальдегидом 

показано, что циклические олигомеры образуют-
ся с высокими выходами при использовании в ка-
честве исходного соединения п-трет-бутилфено-
ла [3]. На сегодняшний день известно, что неко-
торые каликсарены обладают противоопухолевой 
активностью  [4–6]. Кроме того, каликсарены 
можно конъюгировать с терапевтическими моле-
кулами и использовать для их доставки [7–9].

Каликсарены выгодно отличает возможность 
их  селективной модификации как верхнего, так 
и нижнего обода, отсутствие токсических реаген-
тов, используемых при их  синтезе, и, как след-
ствие, отсутствие опасных примесей в  целевых 
соединениях  [10]. С  введением полярных групп 
в  молекулы каликсаренов открывается возмож-
ность синтеза амфифильных макроциклов, кото-
рые способны к самосборке в мицеллы и везику-
лы, используемые для транспорта лекарственных 

Список сокращений: Cx-4 ‒ каликс[4]арен; Cx-6 ‒ каликс[6]арен; Sc-4 ‒ п-сульфокаликс[4]арен; Sc-6 ‒ п-сульфокаликс[6]арен.
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препаратов  [11], а  также к  включению в  фосфо-
липидный бислой липосом, что обеспечивает не-
ковалентную функционализацию их  поверхно-
сти для направленной доставки и  визуализации 
флуоресценции (флуоресцентный зонд) при де-
тектировании [12]. Функциональные группы, та-
кие как карбоксильные, фосфатные, аммониевые 
или сульфогруппы, могут быть селективно вве-
дены в  макроциклическую платформу каликса-
ренов при использовании реакций с  хорошими 
выходами [11, 13]. Синтез п-сульфокаликс[n]аре-
нов (Sc-n, n = 4‒8), хорошо растворимых в воде, 
впервые проведен в 1984 году и тогда же деталь-
но изучены особенности их  строения и  возмож-
ности образования различных комплексов вклю-
чения  [14]. Строение п-сульфокаликс[4]арена 
имеет форму усеченного конуса с гидрофильны-
ми верхним и  нижним ободами, разделенными 
гидрофобной ароматической полостью, поэтому 
это соединение обладает свойствами биполярно-
го амфифила [15]. Более того, недавно показано, 
что на нижний обод сульфокаликс[4]аренов мож-
но вводить практически любые функциональные 
группы в  условиях катализируемого медью (I) 
присоединения азидов к алкинам [16].

Преимущество использования водораствори-
мых каликсаренов состоит в том, что они обеспе-
чивают гидрофобную среду (полость) для включе-
ния лекарственного средства и содержат при этом 
гидрофильную головку с сульфатными группами, 
которые обеспечивают его солюбилизацию  [17, 
18]. Кроме того, высокие константы устойчивости 
комплексов Sc-n  с  различными лекарственными 
средствами, разнообразие размеров внутренней 
полости (ее  диаметр равен 3,0, 7,6  и  11,7  Å  для 
SC-4, SC-6 и SC-8 соответственно) [19, 20], а так-
же конформационная подвижность молекул ка-
ликсаренов — это те факторы, благодаря которым 
их применение как транспортеров лекарственных 
средств гораздо более перспективно, чем других 
макроциклических соединений, таких как цикло-
декстрины и кукурбитурилы [20, 21].

Sc-n также могут способствовать самоагрега-
ции ароматических или амфифильных молекул, 
снижая критическую концентрацию агрегации, 
повышая стабильность и  компактность агрега-
тов и регулируя степень их упорядоченности [22]. 
В настоящее время сульфопроизводные каликс[n]
аренов используют для получения супраамфи-
филов, которые представляют фундаментальный 
интерес как системы доставки лекарственных 
препаратов разного типа  [22]: цисплатина  [23], 
иматиниба  [24], 3-фенил-1Н-[1]-бензофу-
ро-[3,2-с]-пиразола [25] и доксорубицина [26].

Наконец, важнейшая характеристика Sc-n  ‒ 
это биосовместимость. Так, SC-4 не вызывает ге-
молиз при концентрациях до  5  мМ  и  неспеци-
фических иммунных реакций; не  проникает че-
рез гематоэнцефалический барьер, не  попадает 
в мышцы и быстро выводится из организма с мо-
чой [27]. Значительного поглощения SC-4 в орга-
нах, особенно в печени и селезенке, также не за-
регистрировано, хотя при более высоких дозах за-
мечено его накопление в легких [27].

Цель представленной работы — исследование 
токсичности незамещенных и сульфатированных 
каликсареновых макроциклов, представляющих 
интерес при создании новых тераностических 
агентов, а  также для улучшения солюбилизации 
и  доставки уже известных противоопухолевых 
препаратов для диагностики и терапии онкологи-
ческих заболеваний.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты
В работе использованы следующие материалы: 

культуральные флаконы с  площадью поверхности 
25  см2, 24- и  96-луночные планшеты (TPP, Швей-
цария); культуральная среда McCoy’s  5A Medium, 
эмбриональная сыворотка крупного рогатого ско-
та (FBS), раствор пенициллина (10 000  мг/мл) 
и  стрептомицина (10 000  мкг/мл), TrypLE (Gibco, 
США); трипсин–ЭДТА (0,25%) с  солями Хенкса, 
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Рис. 1. Структура каликсаренов в двумерном и трехмерном форматах и нумерация атомов в каликс[4]арене.

Fig. 1. The structure of calixarenes in two- and three-dimensional formats and the numbering of atoms in the calix[4]arene.
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фосфатно-солевой буфер Dulbecco («PanEco», Рос-
сия); матригель (Corning, США); трис(4,5-ди-
метилтиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифе-
нил)-2-(4-сульфофенил)-2Н-тетразол (MTS; #G3580, 
Promega, США). Каликс[4]арен (Cx-4) и  каликс[6]
арен (Сx-6)  [28], а  также п-сульфокаликс[4]арен 
(Sc-4) и  п-сульфокаликс[6]арен (Sc-6)  [29] были 
синтезированы по указанным методикам.

Культивирование клеток колоректальной 
аденокарциномы HT-29

Клетки НТ-29  культивировали в  среде McCoy 
5А, содержащей 10 об.% FBS и по 1 об.% раство-
ров пенициллина и стрептомицина. Культивирова-
ние проводили при 37 °С в атмосфере 5% СО2. Суб-
культивирование повторяли каждые 2‒3 сут. Трех-
мерное культивирование выполняли по описанной 
ранее методике [30]. Гистологический анализ трех-
мерных культур проводили, как описано ранее [31].

Оценка жизнеспособности клеток
Относительное число жизнеспособных опу-

холевых клеток определяли с  помощью набо-
ра для MTS-анализа клеточной пролиферации 
CellTiter  96® AQueous One Solution (Promega) 
в  соответствии с  рекомендациями производи-
теля. При анализе биологической активности 
Cx-4 и Cx-6 растворяли в ДМСО, а их сульфопро-
изводные, Sc-4 и Sc-6, — в воде. Полученные кон-
центрированные растворы разводили в питатель-
ной среде до следующих концентраций: 100, 40, 
16, 6,4, 1,024, 0,410, 0,164 и 0,066 мкМ. Концен-
трация ДМСО при этом не превышала 0,5 об.%. 
Клетки инкубировали с  препаратами в  течение 
72  ч, после чего питательную среду заменяли 
на свежую и помещали планшеты в клеточный ин-
кубатор на 1 ч. Оптическую плотность измеряли 

на  планшетном спектрофотометре X-mark (Bio-
Rad, США) при длине волны 490 нм. В качестве 
отрицательного контроля использовали чистый 
ДМСО (концентрация 0,5 об.%), а в качестве по-
ложительного — 0,5%-ный раствор Tween-20.

Эксперимент проводили в  трех повторах. 
Жизнеспособность клеток определяли по  следу-
ющей формуле:

Vi = (As ‒ Apc)/(Anc ‒ Apc) ∙ 100%,

где Vi  ‒ жизнеспособность клеток; As, Apc 
и Anc — средние значения оптической плотности 
для лунок, содержащих испытуемое соединение, 
положительный контроль (лунки, содержащие 
Tween-20) и отрицательный контроль (лунки, со-
держащие только ДМСО) соответственно.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных прово-

дили с  использованием языка программирова-
ния R  3.5  с  интегрированной средой разработки 
RStudio 1.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе изучен токсический эффект синтезиро-
ванных каликсаренов Cx-4 и Cx-6 и их сульфопро-
изводных Sc-4 и Sc-6 на клетки аденокарциномы тол-
стой кишки HT-29. Эксперименты проводили, как 
на  обычных двумерных, 2D, культурах клеток, так 
и  на  более физиологически релевантных 3D-моде-
лях. Известно, что 3D-культуры могут более адекват-
но воспроизводить структуру опухоли и лекарствен-
ную устойчивость за счет образования плотных кон-
тактов и  меньшей площади поверхности  [32]. Для 
получения трехмерных культур проводили инокуля-
цию клеток в матрикс Matrigel. В течение 24 ч после 
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Рис. 2. Структурные формулы каликсаренов Cx-4 и Сx-6 и их сульфатированных производных Sc-4 и Sc-6.

Fig. 2. Structures of calixarenes Cx-4 and Cx-6 and their sulfated derivatives Sc-4 and Sc-6.
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инокуляции в  матригель клетки HT-29  начинали 
формировать трехмерную структуру в  форме сфе-
роидов; через 96 ч к сформировавшимся сфероидам 
добавляли исследуемые препараты.

Ниже представлены результаты определе-
ния жизнеспособности 2D-культуры клеток 
HT‑29 при действии на них полученных каликса-
ренов: Cx-4, Cx-6, Sc-4 и Sc-6 (рис. 3). Как видно 
из  полученных данных, сульфопроизводные ка-
ликсаренов, Sc-4 и Sc-6, не оказывали заметного 
влияния на жизнеспособность опухолевых клеток 
(рис.  3а)  — она практически не  изменяется при 
всех исследованных концентрациях этих гидро-
фильных агентов. Однако незамещенные калик-
сарены, Cx-4 и Cx-6, оказались токсичными для 
клеток аденокарциномы толстого кишечника, при 
этом влияние Cx-4 и Cx-6 на клетки было прин-
ципиально различным (рис. 3b).

Обнаружено, что немодифицированный ка-
ликсарен Cx-6  снижал жизнеспособность кле-
ток практически до 0 при увеличении концентра-
ции до 100 мкМ. При аппроксимации полученных 
данных четырехпараметрической моделью  [33] 
нижний предел жизнеспособности статистиче-
ски значимо не отличался от нуля (p = 0,92) что 
позволяет сделать предположение об  оказы-
ваемом им  цитотоксическом действии. С  дру-
гой стороны, Cx-4 в узком диапазоне концентра-
ций: от 5 до 10 мкМ — резко снижал жизнеспо-
собность клеток со 100 до 35% (p < 0,001), а при 
дальнейшем увеличении концентрации его ток-
сичность не  изменялась. Таким образом, полу-
ченные с использованием двумерной модели дан-
ные свидетельствуют о  том, что Cx-4  оказывает 

скорее цитостатический, а  не  цитотоксический 
эффект на клетки рака толстой кишки.

Аналогичные результаты получены и на  трех-
мерной клеточной модели (рис. 4). Гидрофильные 
производные каликсаренов: Sc-4 и Sc-6, — содер-
жащие сульфогруппы на  верхнем ободе, не  сни-
жали жизнеспособность клеточных сфероидов 
HT‑29 (рис.  4а). Незамещенный каликсарен Cx-4, 
как и  в  случае 2D-культуры, оказывал цитостати-
ческое воздействие, снижая жизнеспособность кле-
ток до уровня около 43%; в то время как гексамер 
Cx-6 проявлял цитотоксическую активность, пони-
жая жизнеспособность 3D-культуры до 0 в концен-
трации около 10 мкМ и выше (p = 0,86).

Для всех исследованных соединений концен-
трации полумаксимального ингибирования (IC50) 
жизнеспособности клеток статистически значимо 
не отличались на 2D- и 3D-моделях (табл. 1).

Та бл и ц а  1
Концентрации полумаксимального ингибирования 
каликсаренов для клеток HT-29
Half-maximal inhibitory concentrations of calixarenes 
for HT-29 cells

Культура Соединение IC50, мкМ 95% CI*

2D
Cx-4 4,8 2,0–7,6
Cx-6 26,3 0,0–65,1

3D
Cx-4 2,5 2,0–3,0
Cx-6 4,0 3,4–4,5

*Примечание: CI ‒ доверительный интервал.
*Note: CI — confidence interval.
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Рис. 3. Токсичность п-сульфокаликс[4 и 6]аренов (a) и каликс[4 и 6]аренов (b) в 2D-культуре клеток HT‑29.

Fig. 3. Toxicity of p-sulfocalix[4 and 6]arenes (a) and calix[4 and 6]arenes (b) in 2D culture of HT‑29 cells.
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Ранее уже исследовали токсическое дей-
ствие некоторых каликсаренов. Так, изучено вли-
яние на  различные опухолевые клетки произво-
дных дигидрофосфоновых кислот п-H-каликс[4]-, 
трет-бутилкаликс[4]- и п-октаноилкаликс[4]аре-
нов, а также оценена их активность в сравнении 
со  стандартными противоопухолевыми препара-
тами  [34]. Синтезированные функционализиро-
ванные производные Сх-4  оказались токсичны-
ми, особенно по отношению к клеточным линиям 
лимфобластного лейкоза и меланомы. Однако, не-
смотря на  активное развитие этого медицинско-
го направления в химии каликс[n]аренов, до сих 
пор ни одно из соединений этой группы не дошло 
до  доклинических и  клинических испытаний. 
И причина тому — недостаточное понимание мо-
лекулярных механизмов противораковой актив-
ности каликсаренов.

На  сегодняшний день предложено несколь-
ко возможных механизмов влияния каликсаренов 
на  опухолевые клетки, среди которых отметим 
следующие: 1) ингибирование опухольспецифич-
ных ферментов  [35], 2) ингибирование ангиоге-
неза  [36], 3) модуляция врожденного иммуните-
та [37, 38], 4) подавление онкогенов и активация 
генов-супрессоров опухолей [39].

Эффект и  механизм действия каликсаре-
нов также подробно изучен в отношении клеточ-
ной линии карциномы поджелудочной железы, 
сверхэкспрессирующей рецепторы тирозинкина-
зы AXL и  Mer  [40]. Pelizzaro-Rocha и  соавт. ис-
следовали противоопухолевую активность ше-
сти различных каликсаренов: Cх-4, Cх-6, Cх-8 — 
и их производных, содержащих трет-бутильные 

группы на  верхнем ободе. Жизнеспособность 
клеток оценивали через 24  ч  после обработки 
в МТТ-тесте. Показано, что незамещенный калик-
сарен Cx-6 снижал жизнеспособность клеток в за-
висимости от дозы и был более эффективным, чем 
широкоприменяемый противораковый препарат 
5-фторурацил. Соединение эффективно устраняло 
сигнальную трансдукцию рецепторов AXL и Mer, 
снижало их уровни, стимулируя процесс деграда-
ции. Что касается соединения Cx-4, в  состав ко-
торого входит четыре фенольных кольца, для него 
была выявлена слабая цитотоксическая актив-
ность, в то время как для каликс[8]арена, с восе-
мью фенольными звеньями, не обнаружена вооб-
ще. Стоит отметить, что введение гидрофобного 
ядра (например, трет-бутильных групп) на верх-
ний обод каликсаренов снижало активность этих 
соединений независимо от размера их полости.

Таким образом, нами показано, что п-сульфо-
производные каликсаренов не обладают токсично-
стью по отношению к клеткам рака толстой кишки. 
Однако эти соединения могут быть использованы 
для создания тераностических и/или солюбили-
зирующих агентов для таргетной доставки лекар-
ственных препаратов к опухолевым клеткам.

С  помощью MTS-теста изучена токсичность 
каликс[4]- и  каликс[6]аренов и  их  сульфопро-
изводных на  клеточной линии колоректальной 
аденокарциномы HT-29, культивируемой в  2D- 
и  3D-форматах. Установлено, что несульфатиро-
ванные каликсарены снижают жизнеспособность 
раковых клеток, причем каликс[6]арен оказывал 
цитотоксическое действие, а каликс[4]арен — ци-
тостатическое. Введение сульфогрупп на верхний 
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Рис. 4. Токсичность п-сульфокаликс[4 и 6]аренов (а) и каликс[4 и 6]аренов (b) на 3D-культуре клеток HT-29.

Fig. 4. Toxicity of p-sulfocalix[4 and 6]arenes (a) and calix[4 and 6]arenes (b) in 3D culture of HT‑29 cells.
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обод каликсаренов приводит к  образованию ма-
кроциклов, содержащих гидрофобную аромати-
ческую полость,  — сульфокаликсаренов, кото-
рые, независимо от размеров полости, не влияли 
на жизнеспособность клеточной линии HT-29.
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Abstract‒A  comparative study of  the toxicity of  two unsubstituted calixarenes consisting of  4  and 
6 phenolic fragments, as well as  their p-sulfated derivatives, was carried out on the HT-29 colorectal 
adenocarcinoma cells cultured in two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) formats. It was shown 
that both unsubstituted calixarenes decrease the viability of tumor cells; calix[4]arene and calix[6]arene 
exhibited a cytostatic and a cytotoxic effect, respectively. Sulfated derivatives of calixarenes did not have 
a pronounced toxic effect on HT-29 cells. However, due to their high hydrophilicity and the ability to form 
adducts with various therapeutic molecules, they can be used for delivery of anticancer drugs.
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