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(57) В изобретении предложено применение композиции для предотвращения и/или лечения
кардиотоксичности, индуцированной по меньшей мере одним химиотерапевтическим
агентом, у субъекта, проходящего химиотерапию, причем композиция содержит активный
агент, причем указанный активный агент содержит аминокислоты - лейцин, изолейцин,
валин, треонин, лизин, и лимонную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту.
Также предложено применение комбинированного препарата, содержащего указанную
композицию и по меньшей мере один химиотерапевтический агент для предотвращения
и/или лечения кардиотоксичности, индуцированной указанным по меньшей мере одним
химиотерапевтическим агентом, у субъекта, страдающего от рака, где применение композиции
и по меньшей мере одного химиотерапевтического агента является одновременным,
раздельным, последовательным. Указанный химиотерапевтический агент может быть выбран из
группы, состоящей из антрациклинов, ингибиторов HER2/ErbB2 (рецептор 2 эпидермального
фактора роста), ингибиторов тирозинкиназы, ингибиторов фактора роста эндотелия сосудов,
ингибиторов иммунных контрольных точек. Изобретение обеспечивает эффективное лечение
кардиотоксичности, индуцированной химиотерапевтическими агентами, у пациентов с раком.
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Область техники 

Настоящее описание в целом относится к применению композиций, содержащих аминокислоты, 

для предотвращения и лечения побочных эффектов химиотерапии.  

Предшествующий уровень техники 

Рак молочной железы является наиболее распространенным неопластическим заболеванием среди 

женщин во всем мире. В 2012 году было диагностировано приблизительно 1,67 млн новых случаев дан-

ной опухоли. В 2018 году новые случаи рака молочной железы были диагностированы почти у 2,1 млн 

(11,6%) женщин, и около 627000 (6,6%) женщин умерли от данного типа рака. Данный прогноз свиде-

тельствует о том, что некоторые виды рака молочной железы по-прежнему являются неизлечимыми за-

болеваниями, приводящими к высокой смертности среди женщин. 

Антрациклины, такие как доксорубицин (DOX), широко используются и являются высокоэффек-

тивными противораковыми химиотерапевтическими агентами. К сожалению, введение DOX приводит к 

дозозависимым побочным эффектам на нераковые ткани, включая развитие кардиомиопатии, в дополне-

ние к одышке, непереносимости физических нагрузок, гепатотоксичности и нефропатии. Помимо антра-

циклинов, более новые методы лечения, включая направленные на человеческий эпидермальный фактор 

роста (HER) 2 (ингибиторы HER2/ErbB2), несколько ингибиторов тирозинкиназы, ингибиторы фактора 

роста эндотелия сосудов и ингибиторы иммунных контрольных точек, продемонстрировали сильную 

кардиоваскулярную токсичность. Для пациентов с HER2-положительным раком молочной железы лече-

ние трастузумабом также было связано с кардиомиопатией, что характеризовалось потерей фракции вы-

броса левого желудочка после лечения. Пациенты с раком, у которых развивается кардиомиопатия, свя-

занная с терапией рака, имеют значительно худшую выживаемость по сравнению с пациентами без кар-

диотоксичности. Данные токсические эффекты представляют собой ограничивающий фактор в терапии 

нескольких поддающихся лечению новообразований иного рода, и группа пожилого населения со сни-

женным сердечным резервом может быть еще более восприимчивым к таким эффектам. Таким образом, 

риск кардиотоксичности является одним из наибольших ограничивающих факторов клинического при-

менения данных препаратов, приводящих как к острым, так и к хроническим сердечно-сосудистым явле-

ниям. Например, острая сердечная токсичность от DOX может развиться в течение минут-суток после 

введения и обычно характеризуется артериальной гипотензией, аритмией и, самое главное, левожелу-

дочковой недостаточностью. Хотя молекулярные механизмы данных побочных эффектов полностью не 

изучены, а также потому, что DOX влияет на многие различные внутриклеточные процессы, все больше 

данных свидетельствуют о том, что основным медиатором повреждения сердца посредством DOX явля-

ется окислительный стресс, с повышенным переокислением липидов, зависимым от активных форм ки-

слорода (ROS) и снижением уровней антиоксидантов и сульфгидрильных групп. Повышенный окисли-

тельный стресс сопровождается развитием кардиомиопатии и сердечной недостаточности. Митохондри-

альная дисфункция может быть вовлечена в побочные эффекты, вызванные DOX и в целом другими хи-

миотерапевтическими агентами, поскольку высокая выработка ROS вызывает митохондриальные нару-

шения с уменьшением синтеза ATP (аденозинтрифосфорная кислота) и апоптоз кардиоцитов. 

Тем не менее, кардиомиопатия и сердечная недостаточность, вызванные химиотерапевтическими 

агентами, отличаются как с точки зрения патологической анатомии, так и с патологической физиологии 

по сравнению с сердечной недостаточностью, вызванной сердечно-сосудистыми причинами. Это причи-

на, по которой, как правило, кардиомиопатия, вызванная химиотерапией, и сердечная недостаточность 

не поддаются лечению традиционными способами терапии. 

Кроме того, дополнительные ключевые проблемы, связанные с определением эффективного лечения кар-

диотоксичности, вызванной химиотерапией, заключаются в доказательствах того, что потенциально подходя-

щие подходы к лечению кардиомиопатии или сердечной недостаточности могут не подходить для конкретной 

группы пациентов, т.е. пациентов, страдающих от рака. Раковые клетки имеют метаболические профили, отлич-

ные от профилей клеток здоровых субъектов, и появляются противоречивые данные о роли митохондриальной 

активности в пролиферации раковых клеток. Терапевтические подходы, способные восстановить функции ми-

тохондрий, могут приводить к увеличению пролиферации раковых клеток и, таким образом, к снижению проти-

воопухолевого эффекта, оказываемого химиотерапевтическими агентами. 

Краткое описание изобретения 

Целью настоящего описания является получение новых композиций на основе аминокислот, в осо-

бенности эффективных для противодействия кардиотоксичности, индуцированной химиотерапевтиче-

скими агентами, у субъекта, страдающего от рака и проходящего химиотерапию. 

В соответствии с настоящим описанием указанная выше цель достигается благодаря объекту изобе-

ретения, конкретно упомянутому в последующей формуле изобретения, которая понимается как состав-

ляющая неотъемлемая часть настоящего изобретения. 

В варианте осуществления настоящего описания предложено применение композиции для предот-

вращения и/или лечения кардиотоксичности, индуцированной по меньшей мере одним химиотерапевти-

ческим агентом, у субъекта, проходящего химиотерапию, причем композиция содержит активный агент, 

причем указанный активный агент содержит аминокислоты - лейцин, изолейцин, валин, треонин, лизин, 

и лимонную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту. 
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По меньшей мере один химиотерапевтический агент может быть выбран из группы, состоящей из 

антрациклинов, ингибиторов HER2/ErbB2, ингибиторов тирозинкиназы, ингибиторов фактора роста эн-

дотелия сосудов, ингибиторов иммунных контрольных точек. Антрациклины предпочтительно выбраны 

из группы, состоящей из доксорубицина, эпирубицина, даунорубицина, идарубицина, пиксантрона, саба-

рубицина, валрубицина. 

В одном или более вариантах осуществления активный агент композиции дополнительно содержит 

одну или более аминокислот, выбранных из группы, состоящей из гистидина, фенилаланина, метионина, 

триптофана, цистеина и тирозина. 

Краткое описание графических материалов 

Далее изобретение будет описано только в качестве примера со ссылкой на прилагаемые чертежи, 

где: 

фиг. 1 представляет собой схему, демонстрирующую лечение кардиоцитов HL-1 (линия клеток сер-

дечной мышцы); 

фиг. 2 представляет собой схему, демонстрирующую лечение мышей in vivo; 

фиг. 3 показывает, что специфические аминокислотные композиции предотвращают митохондри-

альную дисфункцию в кардиомиоцитах HL-1, подвергающихся краткосрочному и интенсивному воздей-

ствию DOX; (A) экспрессия маркера биогенеза митохондрий: уровни мРНК (матричная РНК) коактива-

тора 1α рецептора-γ, активируемого пролифератором пероксисом (PGC1-α), ядерного респираторного 

фактора-1 (NRF1), транскрипционного фактора А митохондрий (Tfam), цитохромы-c (cyt c) и субъеди-

ницы IV цитохромы-c-оксидазы (COX IV) измеряли с помощью количественной RT-PCR (полимеразная 

цепная реакция с обратной транскрипцией). Относительные значения экспрессии для необработанных 

(CTRL) клеток принимали как 1,0 (n=5 экспериментов). (B) Уровни белка COX IV и cyt c были измерены 

с помощью иммуноблоттинга. Относительные значения измеряли денситометрическим анализом отно-

сительно уровней GAPDH (глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа); значения для необработанных 

(CTRL) клеток принимали равными 1,0 (n=5 экспериментов). (C) Активность цитратсинтазы. Значения 

были нормализованы по содержанию белка (n=3 эксперимента). *p<0,05, **p<0,01 и ***p<0,001 по срав-

нению с необработанными клетками; †p<0,01 по сравнению с клетками, обработанными DOX; §p<0,01 

по сравнению с клетками, обработанными BCAAem (смесь, обогащенная аминокислотами с разветвлён-

ными боковыми цепями). Все данные представлены в виде среднего значения ± SD (стандартное откло-

нение); 

фиг. 4 показывает, что промежуточные соединения TCA (трикарбоновые кислоты) не препятствуют 

DOX-индуцированному восстановлению генов биогенеза митохондрий в кардиомиоцитах HL-1. (A-C) 

Уровни мРНК коактиватора 1α рецептора-γ, активируемого пролифератором пероксисом (PGC-1α) (A), 

ядерного респираторного фактора-1 (NRF1) (B) и фактора A транскрипции (Tfam) (C) измеряли с помо-

щью количественной RT-PCR. Относительные значения экспрессии для необработанных (CTRL) клеток 

принимали как 1,0 (n=3 эксперимента). C, лимонная кислота; S, янтарная кислота, M, яблочная кислота. 

*p<0,05 по сравнению с необработанными клетками. Все данные представлены в виде среднего значения 

±SD; 

фиг. 5 показывает, что добавка α5 предотвращает DOX-индуцированный окислительный стресс в 

кардиомиоцитах HL-1. (A) высвобождение митохондриальной H2O2, (B) соотношение базальной/общей 

аконитазы и (C) активность супероксиддисмутазы (SOD) в клетках HL-1 (n=3 эксперимента). (D) уровни 

мРНК супероксиддисмутазы 1 (SOD1) и глутатионпероксидазы 1 (GPX1) измеряли с помощью количест-

венной RT-PCR. Относительные значения экспрессии для необработанных (CTRL) клеток принимали 

как 1,0 (n=5 экспериментов). (E) Общее окислительное повреждение ДНК (дизоксирибонуклеиновая ки-

слота), измеренное как продукция 8-гидрокси-2'-дезоксигуанозина (8-OHdG) в необработанных (CTRL) 

клетках и клетках, обработанных DOX (n=3 эксперимента). *p<0,05, **p<0,01 и ***p<0,001 по сравне-

нию с необработанными клетками; †p<0,01 по сравнению с клетками, обработанными DOX. Все данные 

представлены в виде среднего значения ±SD; 

фиг. 6 показывает, что композиция α5 предотвращает DOX-индуцированную гибель клеток HL-1. 

Цитотоксичность кардиомиоцитов HL-1 измеряли с помощью анализа MTT. Клетки обрабатывали 1% α5 

в течение 48 ч и 1 мкМ DOX в течение 16 ч. *p<0,05 по сравнению с необработанными клетками; †p<0,05 

по сравнению с клетками, обработанными DOX. Все данные представлены в виде среднего значения 

±SD; 

фиг. 7 показывает, что композиция α5 предотвращает митохондриальную дисфункцию в левом же-

лудочке мышей, получавших DOX. (A и F) Экспрессия маркера биогенеза митохондрий. (A) уровни 

мРНК PGC1-α, NRF1, Tfam, cyt c, COX IV и (F) SOD1, супероксиддисмутазы 2 (SOD2), каталазы (Cat) и 

GPX1 измеряли с помощью количественной RT-PCR. Относительные значения экспрессии для мышей, 

получавших носитель (Veh), принимали равными 1,0 (n=5 экспериментов). (B) Количество митохондри-

альной ДНК (мтДНК) измеряли с помощью количественной RT-PCR. Относительные единицы были вы-

ражены по сравнению с единицами для мышей, получавших Veh, которые были принимали равыми 1,0 

(n=5 экспериментов). (C) Уровни белка COX IV и cyt c определяли с помощью иммуноблоттинга. Отно-
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сительные значения измеряли с помощью денситометрического анализа относительно уровней глице-

ральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH); значения для мышей, получавших Veh, принимали равны-

ми 1,0 (n=5 экспериментов). (D) Активность цитратсинтазы. Значения были нормализованы по содержа-

нию белка (n=3 эксперимента). (E) Базальная норма потребления кислорода. Митохондрии выделяли из 

левого желудочка мышей, получавших или не получавших DOX и α5. Показатели потребления кислоро-

да были нормализованы по количеству митохондриального белка (n=3 эксперимента). *p<0,05, **p<0,01 

и ***p<0,001 по сравнению с мышами, получавшими Veh; †p<0,05 и †p<0,01 по сравнению с мышами, 

получавшими DOX. Все данные представлены в виде среднего значения ± SD; 

фиг. 8 показывает, что различные сигнальные пути вовлечены в защитные эффекты добавления α5 

у мышей, получавших DOX. (A, E и F) экспрессия гена. (A) Уровни мРНК эндотелиальной синтазы ок-

сида азота (eNOS), (E) сестрина-2 и (F) Krüppel-подобного фактора 15 (KLF15) анализировали с помо-

щью количественной RT-PCR. Относительные значения экспрессии для мышей, получавших носитель 

(Veh), принимали равными 1,0 (n=5 экспериментов). (B, C, D и G) Уровни белка. (B) Уровни фосфо-

eNOS, (C) фосфо-S6 (рибосомальный белок S6), (D) фосфо-mTOR (мишень рапамицина у млекопитаю-

щих) и (G) фосфо-BCKDH (дегидрогеназный комплекс разветвлённых α-кетокислот) белка были изме-

рены с помощью иммуноблоттинга. Относительные значения были денситометрически проанализирова-

ны и представлены в виде соотношений к общим уровням eNOS, S6, mTOR и BCKDH, соответственно. 

Значения для мышей, получавших Veh, принимали как 1,0 (n=5 экспериментов). *p<0,05 и **p<0,01 по 

сравнению с мышами, получавшими Veh; †p<0,05 по сравнению с мышами, получавшими DOX. Все 

данные представлены в виде среднего значения ±SD; 

фиг. 9 показывает, что различные сигнальные пути вовлечены в защитные эффекты добавления α5 

в кардиомиоцитах HL-1, обработанных DOX. (A, D и F) экспрессия гена. Уровни мРНК (A) eNOS, (D) 

Sestrin2, (F) KLF15 анализировали с помощью количественной RT-PCR. Относительные значения экс-

прессии для необработанных (CTRL) клеток принимали как 1,0 (n=5 экспериментов). (B, C, E-H) Уровни 

белка. (B) Уровни фосфо-eNOS, (C) фосфо-S6, (E) фосфо-Akt (протеинкиназа B), (F) KLF15, (G) PGC-1α 

и COXIV, и (H) фосфо-S6 и фосфо-BCKDH белка были измерены с помощью иммуноблоттинга. Относи-

тельные значения были денситометрически проанализированы и представлены в виде соотношений к 

общим уровням eNOS, S6, Akt и BCKDH, соответственно; KLF15, PGC-1α и COXIV были нормализова-

ны по GAPDH. Значения для необработанных клеток HL-1 принимали как 1,0 (n=5 экспериментов). (G) 

Уровни белка PGC1-α И COX IV измеряли с помощью иммуноблоттинга в клетках HL-1, трансфициро-

ванных либо специфической миРНК (малая интерферирующая РНК) KLF15, либо нецелевой миРНК, и 

обрабатывали DOX или α5 по отдельности или в комбинации. Значения для необработанных клеток HL-

1 принимали как 1,0 (n=5 экспериментов). (H) фосфорилирование S6 и BCKDH измеряли с помощью 

иммуноблоттинга в клетках HL-1, как в (H). *p<0,05, **p<0,01 и ***p<0,001 по сравнению с необрабо-

танными клетками; †p<0,05 по сравнению с клетками, обработанными DOX. Все данные представлены в 

виде среднего значения ±SD; 

фиг. 10 показывает специфическое сайленсинг Klf15, eNOS и Raptor (регуляторный ассоциирован-

ный белок mTOR) в кардиомиоцитах HL-1. (A-C) Уровни мРНК Klf15, eNOS и Raptor измеряли с помо-

щью количественной RT-PCR, а уровни белка KLF15, eNOS и Raptor измеряли с помощью иммуноблот-

тинга. Относительные значения экспрессии для необработанных (CTRL) клеток принимали как 1,0 (n=5 

экспериментов). *p<0,05 по сравнению с необработанными клетками. Все данные представлены в виде 

среднего значения ±SD; 

фиг. 11 показывает специфический сайленсинг eNOS и Raptor в кардиомиоцитах HL-1. (A) Уровни 

белка PGC1-α И COX IV измеряли с помощью иммуноблоттинга в клетках HL-1, трансфицированных 

либо специфической миРНК eNOS, либо нецелевой миРНК, и обрабатывали DOX или α5 отдельно или в 

комбинации. (B) Уровни белка PGC1-α и COX IV измеряли с помощью иммуноблоттинга в клетках HL-

1, трансфицированных либо специфической миРНК Raptor, либо нецелевой миРНК, и обрабатывали 

DOX или α5 отдельно или в комбинации. Значения для необработанных (CTRL) клеток принимали как 

1,0 (n=3 эксперимента). *p<0,05, **p<0,01 и ***p<0,001 по сравнению с необработанными клетками; 

†p<0,05 по сравнению с клетками, обработанными DOX. Все данные представлены в виде среднего зна-

чения ±SD; 

фиг. 12 показывает предложенную модель протективного действия α5 на митохондриальное по-

вреждение, индуцированное доксорубицином (DOX) в кардиомиоцитах. Символ "плюс" (+) и "минус" (-) 

указывает на стимуляцию или ингибирование, индуцированные DOX и, потенциально, сайтами-

мишенями α5. DOX снижает биогенез митохондрий и функции 1) связывания с топоизомеразой IIβ 

(TOP2B), которая образует комплексы с промоторами Ppargc1a и Ppargc1b и блокирует транскрипцию 

митохондриальных генов, включая гены защиты против ROS, 2) снижения экспрессии eNOS и активно-

сти mTORC1, которые являются важными регуляторами митохондриальной физиологии, 3) ограничения 

экспрессии гена KLF15 и предположительно окисления BCAA, с накоплением α-кетокислоты и BCAA, 

которые являются токсичными при высоких уровнях, за пределами сниженных промежуточных продук-
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тов цикла TCA и выработки митохондриальной энергии. Митохондриальное накопление DOX сопрово-

ждается повышением ROS; 

фиг. 13 относится к пролиферации клеток рака молочной железы MCF7. Антипролиферативный 

эффект DOX оставался неизменным в клетках MCF7 в присутствии смеси аминокислот. (A) Анализ ки-

слой фосфатазы: клетки (5000-20000/лунка в 96-луночных планшетах) обрабатывали 1% α5 в течение 48 

ч и 1 мкМ DOX в течение 16 ч. (B) Анализ пролиферации: клетки (50000/лунка в 12-луночных планше-

тах) обрабатывали, как в (A), и использовали анализ исключения трипанового синего. n=3 эксперимента. 

*p<0,05 и **p<0,01 по сравнению с необработанными клетками. Все данные представлены в виде средне-

го значения ±SD. 

Подробное описание предпочтительных вариантов осуществления 

В нижеследующем описании приведены многочисленные конкретные детали, чтобы обеспечить 

полное понимание вариантов осуществления. Варианты осуществления могут быть реализованы без од-

ной или более конкретных деталей или с другими способами, компонентами, материалами и т.д. В дру-

гих случаях хорошо известные структуры, материалы или операции не показаны или не описаны под-

робно, чтобы не затруднить понимание аспектов изобретения. 

Используемая в настоящем документе ссылка на "один вариант осуществления" или "вариант осу-

ществления" означает, что конкретный элемент, признак, структура или характеристика, описанные в 

связи с вариантом осуществления, включены по меньшей мере в один вариант осуществления. Таким 

образом, употребление выражения "в соответствии с одним вариантом осуществления" или "в соответст-

вии с вариантом осуществления" в различных местах настоящего описания не обязательно всегда отно-

сится к одному и тому же варианту осуществления. Кроме того, отдельные признаки, структуры или ха-

рактеристики могут быть объединены любым подходящим образом в одном или более вариантах осуще-

ствления. Заголовки, представленные здесь, предназначены только для удобства и не интерпретируют 

объем или значение вариантов осуществления. 

Целью настоящего описания является получение новых композиций на основе аминокислот, в осо-

бенности эффективных для противодействия кардиотоксичности, индуцированной химиотерапевтиче-

скими агентами, у субъекта, проходящего химиотерапию. Композиция способна предотвращать и лечить 

митохондриальную дисфункцию, специфически индуцированную химиотерапевтическими агентами в 

кардиоцитах. Кардиотоксичность, индуцированная химиотерапевтическими агентами, может включать 

кардиомиопатию или сердечную недостаточность. 

В настоящем описании предложено применение композиции для предотвращения и/или лечения 

кардиотоксичности, индуцированной по меньшей мере одним химиотерапевтическим агентом, у субъек-

та, страдающего от рака и проходящего химиотерапию, причем композиция содержит активный агент, 

причем указанный активный агент содержит аминокислоты - лейцин, изолейцин, валин, треонин, лизин, 

и лимонную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту. 

Химиотерапевтические агенты, также называемые противоопухолевыми агентами, используются 

для прямого или косвенного ингибирования пролиферации быстрорастущих клеток, оказывая противо-

опухолевый эффект. Композиция, раскрытая в данном документе, эффективна для предотвращения и/или 

лечения кардиотоксичности, индуцированной антрациклинами, ингибиторами HER2/ErbB2, ингибитора-

ми тирозинкиназы, ингибиторами фактора роста эндотелия сосудов, ингибиторами иммунных контроль-

ных точек. Антрациклины могут быть выбраны из группы, состоящей из доксорубицина, эпирубицина, 

даунорубицина, идарубицина, пиксантрона, сабарубицина, валрубицина. 

В настоящем описании дополнительно предложено применение комбинированных препаратов, со-

держащих композицию, причем композиция содержит активный агент, содержащий аминокислоты - 

лейцин, изолейцин, валин, треонин, лизин, и лимонную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту; и 

по меньшей мере один химиотерапевтический агент для предотвращения и/или лечения кардиотоксично-

сти, индуцированной указанным по меньшей мере одним химиотерапевтическим агентом, у субъекта, 

страдающего от рака, где применение композиции и по меньшей мере одного химиотерапевтического 

агента является одновременным, раздельным, последовательным. 

Было показано, что хроническая (3 месяца) пищевая добавка со смесью, обогащенная аминокисло-

тами с разветвлёнными цепями (BCAAem), способствовала биогенезу митохондрий в сердечных и ске-

летных мышцах мышей среднего возраста. Также было показано, что композиция, содержащая амино-

кислоты с разветвленной цепью - лейцин, изолейцин, валин, в комбинации с треонином, лизином и ли-

монной кислотой, янтарной кислотой, яблочной кислотой, эффективна для улучшения функции мито-

хондрий, как описано в документе WO 2019/021135 A1. Тем не менее, было также показано, что увели-

чение усилий по предотвращению и лечению кардиотоксичности, специфически индуцированной хи-

миотерапевтическими агентами, включая введение потенциально эффективных лекарственных препара-

тов, было предложено безрезультатно [1]. 

Авторы настоящего изоберетния неожиданно обнаружили, что раскрытая в данном документе ком-

позиция может быть преимущественно использована для лечения кардиотоксичности, индуцированной 

химиотерапевтическими агентами, у субъектов, проходящих химиотерапию. В частности, испытания, 
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проведенные in vitro и in vivo, показывают, что i) кардиоциты, обработанные доксорубицином в качестве 

химиотерапевтического агента, не являются устойчивыми к обработке композицией, раскрытой в данном 

документе, при восстановлении митохондриальной функциональности и ii) что композиция способна 

противодействовать кардиотоксичности, индуцированной химиотерапевтическим агентом. 

Кроме того, как показано в следующих разделах, композицию можно безопасно вводить также кон-

кретной группе субъектов, т.е. субъектам, проходящим химиотерапию, таким образом, страдающим от 

опухолевых патологий. Неожиданный аспект этих данных вытекает из рассмотрения того, что, как рас-

крыто в предыдущем разделе, раковые клетки имеют метаболические профили, отличные от профилей 

клеток здоровых субъектов, и противоречивые данные сосредоточены на роли митохондриальной актив-

ности в пролиферации раковых клеток. Например, было показано, что делеция митохондриальной ДНК 

раковых клеток снижает их рост и туморогенность; на основании этих наблюдений восстановление 

функций митохондрий может, наоборот, привести к увеличению пролиферации опухолевых клеток, а 

также определить снижение противоопухолевого эффекта, оказываемого химиотерапевтическими аген-

тами. 

Композиция, раскрытая в данном документе, напротив: i) эффективна в восстановлении функций 

митохондрий в кардиоцитах, обработанных доксорубицином, ii) не способствует пролиферации опухо-

левых клеток, iii) не изменяет противоопухолевые эффекты, оказываемые доксорубицином, iv) очень 

неожиданно способна усиливать антипролиферативный эффект доксорубицина. 

Как раскрыто ниже, была протестирована композиция, содержащая незаменимые аминокислоты и 

промежуточные соединения цикла трикарбоновых кислот - названная композиция α5, и исследован ее 

эффект в кардиомиоцитах HL-1 и мышах, получавших DOX. По сравнению с композицией, содержащей 

незаменимые аминокислоты с разветвленной цепью, называемой BCAAem композицией, без трикарбо-

новой кислоты, добавление композиции α5 было значительно более эффективным в стимулировании 

защитных эффектов на DOX-индуцированную митохондриальную дисфункцию. Результаты были про-

длены in vivo у молодых мышей, подвергшихся краткосрочному и интенсивному лечению DOX. Резуль-

таты показали следующие данные: i) возникновение митохондриальной дисфункции после краткосроч-

ного и интенсивного введения DOX, ii) выраженная защитная способность краткосрочной добавки с 

композицией α5. Таким образом, композиция может быть использована для предотвращения и/или лече-

ния кардиотоксичности, индуцированной химиотерапевтическим агентом, таким образом, также предот-

вращая кардиомиопатию и/или сердечную недостаточность, которые могут возникнуть в результате та-

кой индуцированной кардиотоксичности. 

Композиция, описанная в данном документе, содержит активный агент, указанный активный агент 

содержит лимонную кислоту, янтарную кислоту и яблочную кислоту в комбинации с лейцином, изолей-

цином, валином, треонином, лизином, и массовое соотношение между общим количеством лимонной 

кислоты, янтарной кислоты и яблочной кислоты и общим количеством аминокислот - лейцина, изолей-

цина, валина, треонина, лизина, может быть от 0,05 до 0,3, предпочтительно от 0,1 до 0,25. 

В одном или более вариантах осуществления композиция может состоять из лейцина, изолейцина, 

валина, треонина, лизина, лимонной кислоты, янтарной кислоты и яблочной кислоты и необязательно 

витамина B1 и/или витамина B6. 

В одном или более вариантах осуществления изобретения активный агент может дополнительно 

содержать одну или более аминокислот, выбранных из группы, состоящей из гистидина, фенилаланина, 

метионина, триптофана, цистеина и тирозина. 

В одном или более вариантах осуществления композиция может содержать активный агент, со-

стоящий из лейцина, изолейцина, валина, треонина, лизина, гистидина, фенилаланина, метионина, трип-

тофана, цистеина и необязательно тирозина, а также лимонной кислоты, янтарной кислоты и яблочной 

кислоты, причем указанные аминокислоты являются единственными аминокислотами, содержащимися в 

композиции. 

В одном или более вариантах осуществления композиция может не содержать любых других ак-

тивных агентов, таких как любой химиотерапевтический агент, то есть любой агент, который прямо или 

косвенно ингибирует пролиферацию быстрорастущих клеток, оказывая противоопухолевый эффект. 

В одном или более вариантах осуществления изобретения композиция может состоять из лейцина, 

изолейцина, валина, треонина, лизина, гистидина, фенилаланина, метионина, триптофана, цистеина, ти-

розина, лимонной кислоты, янтарной кислоты и яблочной кислоты и необязательно витамина B1 и/или 

витамина B6. 

Композиция может содержать аминокислоты - изолейцин, лейцин и валин, в количестве от 35 до  

65 мас.%, предпочтительно от 42 до 56 мас.% относительно массы активного агента. 

Массовое соотношение между лейцином и лимонной кислотой составляет от 5 до 1, предпочти-

тельно от 2,50 до 3,50. 

В одном или более вариантах осуществления массовое или молярное количество лимонной кислоты 

выше массового или молярного количества каждой из яблочной кислоты и янтарной кислоты. Предпоч-

тительно массовое или молярное количество лимонной кислоты выше, чем общее массовое или моляр-



045710 

- 6 - 

ное количество яблочной и янтарной кислоты. В дополнительном варианте осуществления массовое со-

отношение между лимонной кислотой и суммой яблочной и янтарной кислоты составляет от 1,0 до 4,0, 

предпочтительно от 1,5 до 2,5. В предпочтительном варианте осуществления массовое соотношение ли-

монная кислота:яблочная кислота:янтарная кислота составляет от 10:1:1 до 2:1,5:1,5, предпочтительно от 

7:1:1 до 1,5:1:1, более предпочтительно от 5:1:1 до 3:1:1. В предпочтительном варианте осуществления 

массовое соотношение лимонная кислота:яблочная кислота:янтарная кислота составляет 4:1:1. 

Предпочтительное молярное соотношение изолейцин:лейцин находится в диапазоне 0,2-0,7, пред-

почтительно в диапазоне 0,30-0,60 и/или предпочтительное массовое соотношение валин:лейцин нахо-

дится в диапазоне 0,2-0,70, предпочтительно в диапазоне 0,30-0,65. 

Молярное соотношение треонин:лейцин может находиться в диапазоне 0,10-0,90, предпочтительно 

в диапазоне 0,20-0,70, и/или массовое соотношение лизин:лейцин находится в диапазоне 0,20-1,00, пред-

почтительно в диапазоне 0,40-0,90. 

В предпочтительном варианте осуществления соотношение между общим молярным количеством 

лимонной кислоты, яблочной кислоты, янтарной кислоты и общим молярным количеством метионина, 

фенилаланина, гистидина и триптофана составляет более 1,35. 

В одном или более вариантах осуществления массовое соотношение между суммой лимонной ки-

слоты, яблочной кислоты, янтарной кислоты и суммой аминокислот с разветвленной цепью - лейцина, 

изолейцина, валина, составляет от 0,1 до 0,4, предпочтительно от 0,15 до 0,35. 

В дополнительном варианте осуществления общее массовое количество аминокислот с разветвлен-

ной цепью - лейцина, изолейцина, валина, треонина и лизина выше, чем общее массовое количество трех 

кислот: лимонной кислоты, яблочной кислоты, янтарной кислоты. Предпочтительно, массовое количест-

во отдельных кислот (лимонной кислоты, янтарной кислоты или яблочной кислоты) меньше, чем массо-

вое количество каждой из отдельных аминокислот (лейцина, изолейцина, валина, треонина и лизина). 

В дополнительном варианте осуществления общее молярное количество лизина и треонина выше, 

чем общее молярное количество трех кислот: лимонной кислоты, янтарной кислоты, яблочной кислоты. 

Предпочтительно соотношение между общим молярным количеством трех кислот: лимонной кислоты, 

янтарной кислоты, яблочной кислоты и общим молярным количеством лизина и треонина составляет от 

0,1 до 0,7, предпочтительно от 0,15 до 0,55. 

В одном или более вариантах осуществления композиция, раскрытая в настоящем документе, до-

полнительно содержит витамины, предпочтительно выбранные из группы витаминов B, такие как вита-

мин B1 и/или витамин B6. Кроме того, композиция может дополнительно содержать углеводы и/или аро-

матизаторы. 

В одном или более вариантах осуществления композиция может представлять собой фармацевтиче-

скую композицию, дополнительно содержащую фармацевтически приемлемый носитель. Композиция 

также может содержать фармацевтически приемлемые эксципиенты, такие как, например, белки, вита-

мины, углеводы, природные и искусственные подсластители и/или ароматизаторы вещества. В предпоч-

тительном варианте осуществления фармацевтически приемлемые эксципиенты могут быть выбраны из 

сывороточных белков, мальтодекстринов, фруктозы, казеината кальция, рыбьего жира, лимонной кисло-

ты или их солей, сукралозы, сложных эфиров сахарозы, витамина D3, витаминов группы B. 

В одном или более вариантах осуществления активный агент композиции может дополнительно со-

держать по меньшей мере один химиотерапевтический агент. Химиотерапевтический агент может быть 

выбран из группы, состоящей из антрациклинов, ингибиторов HER2/ErbB2, ингибиторов тирозинкиназы, 

ингибиторов фактора роста эндотелия сосудов, ингибиторов иммунных контрольных точек. Антрацик-

лины могут быть выбраны из группы, состоящей из доксорубицина, эпирубицина, даунорубицина, ида-

рубицина, пиксантрона, сабарубицина, валрубицина. 

Кроме того, в частности, при получении композиций согласно настоящему изобретению и, в част-

ности, активного агента следует избегать аминокислоты - аргинина. Кроме того, дополнительные амино-

кислоты, специально исключенные из описанной в данном документе композицией, представляют собой 

серин, пролин, аланин. Такие аминокислоты могут быть контрпродуктивными или даже вредными в не-

которых концентрациях или стехиометрических соотношениях в композиции. 

Аминокислоты, раскрытые в настоящем описании, могут быть заменены соответствующими фар-

мацевтически приемлемыми производными, а именно солями. 

В одном или более вариантах осуществления композиции, описанные в данном документе, могут 

быть использованы для предотвращения и/или лечения кардиомиопатии и/или сердечной недостаточно-

сти, индуцированной химиотерапевтическими агентами, у субъекта, проходящего химиотерапию. 

Для перорального применения композиции согласно описанию могут быть в форме таблеток, кап-

сул, гранул, геля, желеобразующего порошка, порошка.  

Дополнительные описания, в отношении количеств и соотношений между различными аминокис-

лотами, предусмотренными композициями, содержатся в прилагаемой формуле изобретения, которая 

составляет неотъемлемую часть технического замысла, представленного в данном документе в отноше-

нии изобретения. 
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Примеры 

В табл. 1 показаны две различные композиции на основе аминокислот, протестированные на клет-

ках HL-1, как описано ниже. Две композиции представляют собой композицию "BCAAem", как также 

раскрыто в документе EP 2196203 B1, и композицию "α5", содержащую активный агент, содержащий 

аминокислоты и лимонную кислоту, янтарную кислоту и яблочную кислоту. 

Таблица 1 

 

 
Композиции, приведенные в табл. 1 выше, могут быть получены сначала путем просеивания всех 

компонентов с помощью 0,8 сита. Для получения предварительной смеси каждый ингредиент (в количе-

стве менее 10 мас.% относительно общего количества) помещали в полиэтиленовый пакет вместе с ча-

стью L-лизин-гидрохлорида с получением около 10 мас.% относительно общей композиции. Затем пакет 

встряхивали вручную в течение 5 мин. Затем предварительную смесь загружали в смеситель (Planetaria) 

вместе с остальными ингредиентами и перемешивали в течение 15 мин при 120 об/мин с получением 

однородного конечного состава. 

Способы. 

Клеточные культуры и обработка. 

Правила Хельсинкской декларации были соблюдены. Кардиомиоциты HL-1 получали из W.C. 

Claycomb (Millipore кат. № SCC065) и высевали в сосуды, покрытые фибронектином/желатином, выра-

щивали до 70-80% слияния в среде Claycomb (Sigma-Aldrich) с добавлением 100 мкМ норэпинефрина (из 

10 мМ исходного раствора норэпинефрина [Sigma-Aldrich], растворенного в 30 мМ L-аскорбиновой ки-

слоты [Sigma-Aldrich]), 2 мМ L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и 10% 

фетальной бычьей сыворотки (FBS, Sigma-Aldrich) [2,3]. Линию клеток рака молочной железы человека 

MCF-7 (ATCCHTB-22), также доступную от P. Limonta (Фармакологические и биомолекулярные 

науки, Миланский университет, Милан, Италия), культивировали при pH 7,4 DMEM (среда Игла, моди-

фицированная по способу Дульбекко), содержащей стрептомицин (100 Ед/мл), пенициллин (200 мг/мл) и 

гентамицин (50 мг/мл), и добавляли 10% FBS. Оба типа клеток обрабатывали 1% BCAAem или α5 в те-

чение 48 ч и 1 мкМ DOX в течение 16 ч (фиг. 1). Подробные процентные доли композиции смесей при-

ведены в табл. 1. 

Для исследования фосфо-белков клетки HL-1 обрабатывали 1% α5 в течение 2 ч и 1 мкМ DOX 

(Doxo-HCl (доксорубицина гидрохлорид) от Sigma-Aldrich D15D15) в течение последних 60 мин. В экс-

периментах по нокдауну Klf15, eNOS и Raptor клетки HL-1 трансфицировали 50-100 нМ Klf15, eNOS и 

Raptor SMART-пулом (SMARTpool) миРНК (Dharmacon; Лафайет, Колорадо) или нецелевой миРНК 

siGENOME с использованием трансфекционного реагента Dharmafect 1. Через 24 ч трансфекции клетки 

обрабатывали 1% α5 в течение 24 ч и 1 мкМ DOX в течение 16 ч. Эффективность трансфекции опреде-

ляли с помощью нецелевой миРНК, не содержащей siGLO-RISC, и захвата миРНК флуоресцентным де-

тектором (поглощение/эмиссия 557/570). Затем белки экстрагировали для вестерн-блоттинга. 

Животные и лечение. 

Используемый экспериментальный протокол был одобрен Институциональным этическим комите-

том Миланского университета (№ 16/09) и соответствовал Национальным рекомендациям по защите жи-
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вотных. Сорок самцов мышей C57BL6/J (в возрасте 9 недель) содержали отдельно в чистых полипропи-

леновых клетках и разделяли на четыре группы (фиг. 2): 1) контрольная группа (CTRL, n=10 мышей), 

получавшая стандартную диету (4,3% ккал жира, 18,8% ккал белка, 76,9% ккал углевода; Laboratorio 

Dottori Piccioni) и получавшая одну внутрибрюшинную инъекцию физиологического раствора (носи-

тель); 2) группа α5 (n=10 мышей), получавшая стандартную диету и добавку α5 (1,5 мг/г массы тела/день 

в питьевой воде), получавшая одну внутрибрюшинную инъекцию физиологического раствора (носи-

тель). Композицию α5 растворяли в питьевой воде, после расчета среднего суточного объема питья за 2 

недели до начала лечения и хранения при 4°C перед ежедневным введением; 3) группа DOX (n=10 мы-

шей), получавшая стандартную диету и внутрибрюшинную инъекцию DOX (Doxo-HCl от Sigma-Aldrich) 

в дозе 20 мг/кг, доза, которая была показана кардиотоксической [4-6]; и 4) группа DOX плюс α5 (n=10 

мышей), получавшая стандартную диету и внутрибрюшинную инъекцию DOX в дозе 20 мг/кг с добавле-

нием α5 (1,5 мг/г массы тела/день в питьевой воде). α5 добавляли в течение 10 дней, с циклом 12 ч све-

та/12 ч темноты при 22°C в тихом помещении с контролем температуры и влажности; однократное вве-

дение DOX проводили на третий день до окончания лечения α5 (фиг. 2). Объем питья, потребление пи-

щи и массу тела проверяли два раза в неделю. В конце периода лечения мышей умерщвляли путем сме-

щения шейных позвонков, и сердца быстро удаляли и сразу применяли (для анализа потребления кисло-

рода) или замораживали в жидком азоте и хранили при -80°C (для измерения мтДНК, мРНК и уровня 

белка, в дополнение к анализу активности цитратсинтазы). 

Количественный анализ RT-PCR. 

Количественные RT-PCR проводили, как описано ранее [3-7], с помощью iQ SybrGreenI SuperMix 

(Bio-Rad; Segrate, Италия) на системе обнаружения PCR в реальном времени iCycler iQ (Bio-Rad). Вкрат-

це, РНК выделяли из левого желудочка с использованием RNeasy Tissue Mini Kit (Qiagen) или из клеток 

HL-1 с использованием RNeasy Mini Kit (Qiagen). КДНК (комплементарная ДНК) синтезировали с ис-

пользованием iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories). Праймеры были спроектированы с ис-

пользованием программного обеспечения Beacon Designer 2.6 от Premier Biosoft International и показаны 

в табл. 2. 

Таблица 2 
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Ta температура отжига (°C); Cat, каталаза; COX IV, субъединица IV цитохромы-c-оксидазы; cyt c, 

цитохрома-c; eNOS, эндотелиальная синтаза оксида азота; GPX1, глутатионпероксидаза 1; KLF15, 

Krüppel-подобный фактор 15; мтДНК, митохондриальная ДНК; NRF1, ядерный респираторный фактор 1; 

PGC-1α, коактиватор 1α рецептор-α, активируемого пролифератором пероксисом; SESN2, сестрин 2; 
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SOD1, супероксиддисмутаза 1; SOD2, супероксиддисмутаза 2; TBP, TATA-связывающий белок; Tfam, 

транскрипционный фактор А митохондрий; 18S, 18S рибосомальная РНК. 

Учетный номер: NM_009804.2; учетный номер: COX IV: NM_009941; учетный номер: Cyt c: 

NM_007808; учетный номер: eNOS: NM_008713.4; учетный номер: GPX1: NM_008160.6; учетный номер: 

KFL15: NM_023184.4; митохондрия Mus musculus (мышь домовая), полный геном: NC_005089.1; учет-

ный номер: NRF1: AF098077; PGC-1α: AF049330; учетный номер: SESN2: NM_144907.1; учетный номер: 

SOD1: NM_011434; учетный номер: SOD2: NM_013671; учетный номер: TBP: NM_013684.3; учетный 

номер: Tfam: NM_009360.4; учетный номер: X03205. 

Номер цикла, при котором различные транскрипты были обнаруживаемыми (пороговый цикл, CT), 

сравнивали с TBP, называемым ∆CT. Относительный уровень гена экспрессировали как 2-(∆∆CT), в ко-

тором ∆∆CT равен ∆CT мышей, получавших DOX-, α5- или DOX плюс α5 (или обработанных клеток 

HL-1), минус ∆CT контрольных мышей (или необработанных клеток HL-1). 

Вестерн-блоттинг. 

Белковые экстракты получали из левого желудочка с реагентом для экстракции белка млекопитаю-

щих T-PER (Pierce, ThermoScientific, Рокфорд, США) или из клеток HL-1 в реагенте для экстракции бел-

ка млекопитающих M-PER (Pierce, ThermoScientific, Рокфорд, США), как указано производителем, в 

присутствии 1 мМ NaVO4, 10 мМ NaF и смесь ингибиторов протеазы (Sigma-Aldrich, Милан, Италия). 

Содержание белка определяли с помощью измерение белка анализом бицинхониновой кислоты (BCA, 

Pierce, Euroclone, Милан, Италия), и 50 мкг экстракта белка разделяли с помощью SDS-PAGE (электро-

форез белков в полиакриламидном геле) в восстанавливающих условиях. Разделенные белки затем элек-

трофоретически переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad Laboratories, Сеграте, Италия) [3-

8]. Представляющие интерес белки были обнаружены со специфическими антителами: анти-COX IV 

(Cell Signaling Technology кат. № 4844, Euroclone, Милан, Италия), анти-cyt c (Cell Signaling Technology 

кат. № 4280), анти-PGC-1α (Cell Signaling Technology кат. № 2178), анти-фосфо-AKT (Ser473) (Cell Sig-

naling Technology кат. № 4060), анти-AKT (Cell Signaling Technology кат. № 4685), анти-фосфо-eNOS 

(Ser1177) (Cell Signaling Technology кат. № 9571), анти-eNOS (Cell Signaling Technology кат. № 9572), 

анти-фосфо-S6 (Ser235/236) (фосфо-S6, Cell Signaling Technology кат. № 4858), анти-S6 (Cell Signaling 

Technology кат. № 2217), анти-фосфо-mTOR (Ser2481) (Cell Signaling Technology кат. № 2974), анти-

mTOR (Cell Signaling Technology кат. № 2972), анти-фосфо-BDKDH (Ser293) (Abcam кат. № 200577), 

анти-BDKDH (Abcam кат. № 138460), и анти-GAPDH (1:1000, Cell Signaling Technology кат. № 2118) при 

1:1000 разведении каждый. После визуализации фосфо-eNOS, фосфо-AKT, фосфо-mTOR, фосфо-S6 и 

анти-фосфо-BCKDH, фильтры удаляли с помощью буфера для зачистки вестерн-блоттинга Restore (Eu-

roclone, Милан, Италия) и дополнительно использовали для визуализации общего eNOS, общего AKT, 

общего mTOR, общего S6 или общего BCKDH. Иммуноокрашивание проводили с использованием 

конъюгированного с пероксидазой хрена анти-кроличьего или анти-мышиного иммуноглобулина в тече-

ние 1 ч при комнатной температуре. Белок детектировали с использованием субстрата SuperSignal 

(Pierce, Euroclone, Милан, Италия) и количественно определяли с помощью денситометрии с помощью 

программного обеспечения для анализа изображений ImageJ. 

Митохондриальная ДНК. 

Для анализа мтДНК общую ДНК экстрагировали с помощью набора QIAamp DNA Extraction Kit 

(Qiagen). мтДНК амплифицировали с использованием праймеров, специфичных для мтДНК, и нормали-

зовали к гену 18S (табл. 2) [9]. Содержание мтДНК определяли с помощью qRT-PCR (количественная 

RT-PCR) путем измерения порогового соотношения циклов (∆CT) гена мтДНК по сравнению с ядерным 

кодируемым геном (18S) в левом желудочке мышей, получавших DOX-, α5- или DOX плюс α5, в допол-

нение к контрольным мышам, не получавшим лечение [10,11]. 

Активность цитратсинтазы. 

Активность измеряли спектрофотометрически при 412 нм при 30°C в экстрактах левого желудочка 

[12,13]. Ткань добавляли в буфер, содержащем 0,1 мМ 5,5-дитио-бис-(2-нитробензойной) кислоты,  

0,5 мМ оксалоацетата, 50 мкМ EDTA (этилендиаминтетрауксусная кислота), 0,31 мМ ацетил-КоА (аце-

тил-коэнзим А), 5 мМ триэтаноламина гидрохлорида и 0,1 М Трис-HCl (pH 8,1). Активность цитратсин-

тазы выражали как нмоль цитрата, продуцируемого в минуту на мг белка. Данные были нормализованы 

по общему содержанию белка, которое было определено с помощью анализа бицинхониновой кислоты, 

как указано выше. 

Потребление кислорода. 

Расход кислорода измеряли, как описано [14,15]. Митохондрии были выделены из левого желудоч-

ка контрольной и обработанной мышей. Образцы анализировали при 37°C в газонепроницаемом сосуде, 

оснащенном кислородным электродом типа Clark (Rank Brothers Ltd.), подключенным к регистратору 

данных. Кислородный электрод был откалиброван, исходя из того, что концентрация кислорода в инку-

бационной среде составляет 200 мкмоль/л при 37°C. 

Окислительный стресс митохондрий. 

Для исследования митохондриального окислительного стресса митохондрии были выделены с ис-



045710 

- 11 - 

пользованием набора для выделения митохондрий Qproteome (Qiagen). Высвобождение митохондриями 

H2O2 измеряли в присутствии пероксидазы хрена (HRP), используя набор Amplex Red Hydrogen 

Peroxide/Peroxidase Assay kit (Molecular Probes). Флуорометрические измерения проводили с использова-

нием универсального микропланшетного анализатора Fusion Universal Microplate Analyzer 

(Packard/PerkinElmer) с фильтром возбуждения при 550 нм и эмиссионным фильтром при 590 нм. Про-

дукция H2O2, рассчитанное по стандартной кривой, выражали в нмоль/мин/мг белка, как описано [9]. 

Кроме того, измеряли митохондриальную аконитазу и активность SOD, как описано ранее [16]. Вкратце, 

за образованием NADPH (никотинамидадениндинуклеотидфосфат) отслеживали спектрофотометрически 

(340 нм) при 25°C (для активности аконитазы), в то время как активность SOD измеряли с помощью на-

бора для анализа супероксиддисмутазы (Calbiochem). Одну единицу активности SOD определяли как 

количество фермента, необходимого для проявления 50% дисмутации супероксидного радикала. Нако-

нец, окислительное повреждение ДНК измеряли как дополнительный маркер окислительного стресса. 

Использовали высокочувствительный набор для ELISA иммуноферментный анализ) 8-гидрокси-2'-

дезоксигуанозина (8-OHdG) Check (JaICA, Хамамацу, Япония) [17]. Измерения проводили в соответст-

вии с протоколом производителя. Общую ДНК экстрагировали с использованием набора QIampDNAMini 

Kit (Qiagen) и расщепляли нуклеазой P1 и щелочной фосфатазой (Sigma). Качество и количество ДНК 

были подтверждены спектрофотометрическим анализом NanoDrop ND-1000. Поглощение продукта ре-

акции ELISA определяли спектрофотометрически с использованием 450 нм в качестве первичной волны. 

Анализ жизнеспособности. 

Жизнеспособность клеток HL-1 оценивали с помощью реагента MTT [3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенилтетразолия бромида] (Sigma, Милан, Италия). HL-1 высевали в 96-луночные культуральные 

планшеты с плотностью 20000 клеток/лунку (100 мкл). Фиолетовые кристаллы формазана растворяли в 

5% SDS (додецилсульфат натрия)/0,1 М HCl (100 мкл/лунку), а поглощение регистрировали на микро-

планшетном ридере (ELx800, BioTek Instruments, VT, США) при длине волны 570 нм. Каждое испытание 

повторяли не менее четырех раз в четырех повторностях. 

Анализ кислой фосфатазы. 

Для количественной оценки роста клеток MCF7 использовали анализ кислой фосфатазы, как описа-

но [30]. Вкратце, клетки MCF7 помещали в 96-луночные планшеты с плотностью от 5000 до 20000 кле-

ток на лунку и обрабатывали 1% α5 (в течение 48 ч) и 1 мкМ DOX (в течение 16 ч). Культуральную сре-

ду удаляли и каждую лунку промывали один раз фосфатно-солевым буфером (PBS, рН 7,2) и добавляли 

100 мкл буфера, содержащего 0,1 М ацетата натрия (рН 5,0), 0,1% Titon X-100 и 5 мМ п-

нитрофенилфосфатазы (pNPP). Затем планшеты помещали в инкубатор при 37°C на 2 ч. Реакцию оста-

навливали добавлением 10 мкл 1 Н NaOH и оценивали развитие цвета при 405 нм. Неферментативный 

гидролиз pNPP измеряли в лунках без клеток. 

Статистический анализ и представление данных. 

Статистический анализ проводили с помощью однофакторного дисперсионного анализа с после-

дующим тестом Стьюдента-Ньюмана-Кеулса или t-критерием Стьюдента. Данные представлены в виде 

средних значений ± стандартные отклонения (SD), если не указано иное. Статистически значимая разни-

ца была принята при p<0,05. 

Результаты. 

Специфическая композиция на основе аминокислот предотвращает митохондриальную дисфунк-

цию в кардиомиоцитах HL-1, подвергающихся краткосочному и интенсивному воздействию DOX. 

Для защиты кардиомиоцитов от токсичности DOX была скорректирована нарушенная митохондри-

альная функция и окислительный стресс в клетках HL-1, подвергшихся воздействию химиотерапевтиче-

ского средства. Оценивали оптимальную комбинацию соответствующих метаболических веществ-

предшественников, способных максимально повышать окислительный метаболизм в кардиомиоцитах 

HL-1. В частности, было протестировано влияние двух композиций на основе аминокислот (табл. 1) на 

дифференцировку клеток HL-1. Для этого скрининга дифференцирующиеся кардиомиоциты обрабаты-

вали в течение 48 ч 1) композицией, содержащей аминокислоты с разветвленной цепью (т.е. BCAAem) 

или 2) композицией по настоящему изобретению "α5", которая также содержит трикарбоновые кислоты, 

с DOX или без DOX (фиг. 1). В то время как α5 (1% мас./об.) повышал уровни мРНК маркеров митохон-

дриального биогенеза в клетках HL-1, включая PGC-1α, NRF1, Tfam, cyt c и COX IV по сравнению с ба-

зовыми значениеми, только экспрессия PGC-1α была увеличена BCAAem (фиг. 3A). И наоборот, экс-

прессия этих генов была снижена, когда кардиомиоциты подвергали воздействию 1 мкМ DOX в течение 

16 ч (фиг. 3А). Примечательно, что добавление α5 предотвращало эту токсичность DOX с полным вос-

становлением экспрессии гена (фиг. 3А). За исключением cyt c и COX IV, BCAAem не смог обратить 

эффект DOX со статистической значимостью (фиг. 3A). Следовательно, композицию α5 использовали 

далее. Примечательно, что на фиг. 4 показано, что промежуточные соединения TCA - лимонная кислота, 

янтарная кислота и яблочная кислота, дополненные по отдельности или все вместе в одинаковых кон-

центрациях в α5, не смогли предотвратить DOX-индуцированное снижение митохондриального биогене-

за, а также изменить экспрессию митохондриального гена при добавлении по отдельности. Защитная 
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способность добавки α5 по отношению к состоянию митохондрий также была очевидна на уровне белка 

(например, COX IV и, с тенденцией, cyt c) (фиг. 3B). Кроме того, снижение активности цитратсинтазы, 

стимулируемое экспозицией DOX, которая является индексом уменьшенной митохондриальной массы и 

функции, было полностью нейтрализовано добавлением α5, что повышало активность фермента также 

при добавлении по отдельности к клеткам HL-1 (фиг. 3C). Эти здоровые эффекты α5 на DOX-

индуцированное митохондриальное повреждение были дополнительно подтверждены снижением окис-

лительного стресса. По сравнению с необработанными клетками, высвобождение H2O2 (индекс продук-

ции супероксидных анионов митохондриями) заметно увеличивалось при обработке DOX; добавление 

α5 предотвращало этот эффект (фиг. 5A). α5 снижало высвобождение H2O2 также при добавлении от-

дельно. Соответственно, измерения продукции ROS митохондриями (оцениваемой по соотношению ба-

зальной/общей активности аконитазы) и способности к элиминации супероксидов посредством активно-

сти SOD продемонстрировали, что добавка α5 предотвращала окислительный стресс, индуцированный 

DOX, с положительными эффектами также при добавлении отдельно (фиг. 5B и C). Поскольку окисли-

тельный стресс провоцирует систему защиты против ROS, была исследована экспрессия ферментов про-

тив ROS. В частности, экспрессия генов глутатионпероксидазы 1 (GPX1) и супероксиддисмутазы 1 

(SOD1) была повышена в DOX-обработанных клетках по сравнению с необработанными клетками HL-1 

(фиг. 5D), последовательно с увеличением продукции ROS. 

Это было подтверждено более высоким количеством 8-гидрокси-2'-дезоксигуанозина (8-OHdG), 

маркера окислительного повреждения ДНК, в клетках, подвергшихся воздействию DOX (фиг. 5E). До-

бавка α5 в клетках, обработанных DOX, была способна противодействовать продукции ROS, о чем сви-

детельствует снижение экспрессии генов SOD1 и GPX1 (фиг. 5D) и восстановление продукции 8-OHdG 

до количества, наблюдаемого в необработанных клетках (фиг. 5E). На фиг. 5D также показано, что α5 

более эффективна, чем BCAAem в защите против ROS. Вместе эти результаты подтверждают представ-

ление о том, что смесь α5 может предотвращать повреждение митохондрий, вызванное краткосрочным и 

интенсивным воздействием DOX в кардиомиоцитах HL-1. Примечательно, что это может оказать суще-

ственное влияние на выживаемость клеток. DOX-индуцированную гибель клеток HL-1 на самом деле 

предотвращали с помощью смеси α5 при добавлении совместно (фиг. 6). Никакого эффекта не наблюда-

лось на выживаемость клеток, когда клетки HL-1 подвергали воздействию только α5 (фиг. 6). 

Композиция α5 предотвращает митохондриальную дисфункцию в сердце мышей, получавших ле-

чение DOX. 

Для подтверждения результатов in vitro проводили краткосрочное и интенсивное лечение DOX in 

vivo, как описано [6]. На третий день до окончания лечения α5, которое проводили в течение 10 дней, 

выполняли однократную внутрибрюшинную инъекцию 20 мг/кг DOX (фиг. 2). В табл. 3 показано, что 

лечение DOX значительно уменьшало массу тела и массу сердца по сравнению с контрольной группой, и 

это может зависеть от его выраженного анорексигенного эффекта. α5 не мог изменить массу тела, массу 

сердца и потребление пищи как при добавлении только DOX, так и при добавлении с DOX (табл. 3). На-

против, хотя потребление воды у мышей, получавших DOX, оставалось неизменным по сравнению с 

контрольными животными, α5 увеличивал потребление воды либо при добавлении отдельно, либо при 

добавлении с DOX. 

Таблица 3 

 
Измерения проводили у 10 мышей на группу. Значения представляют собой среднее ±D.S. *p<0,05 

по сравнению с контрольными животными (т.е. мышами, которым вводили физиологический раствор). 

Уровни мРНК генов биогенеза митохондрий были снижены в левом желудочке мышей, получав-

ших DOX, по сравнению с контрольной группой (фиг. 7А). Помимо повышения уровней мРНК PGC-1α, 

cyt c и COX IV при добавлении отдельно, смесь α5 была способна значительно предотвращать DOX-

индуцированное снижение PGC-1α, Tfam и cyt c (фиг. 7A). Масса и функция митохондрий, измеренные 

как количество митохондриальной ДНК (мтДНК), респираторные белки (в частности, COX IV) и актив-
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ность цитратсинтазы были ниже у мышей, получавших DOX, чем у мышей, получавших физиологиче-

ский раствор, и эти снижения предотвращали, когда мышей дополняли α5 (фиг. 7, B-D). Кроме того, ды-

хательная функция митохондрий была исследована путем измерения скорости потребления кислорода 

(OCR) с помощью электрода Кларка в митохондрии, выделенной из левого желудочка различных групп 

лечения. На фиг. 7E показано, что инъекция DOX снижала OCR, в то время как добавление α5 полно-

стью сохраняло дыхание митохондрий мышей, получавших DOX. Смесь аминокислот увеличивала OCR 

также при добавлении отдельно (фиг. 7E). Наконец, результаты, представленные на фиг. 7F, подтвердили 

в образцах ex vivo, что DOX увеличивал экспрессию ферментов защиты против ROS, включая SOD1, 

SOD2, каталазу и GPX1, в то время как добавка α5 почти полностью блокировала этот эффект. Никаких 

изменений не наблюдалось у мышей, получавших только α5 (фиг. 7F). В совокупности эти результаты 

свидетельствуют о том, что добавка α5 предотвращает DOX-индуцированную митохондриальную ток-

сичность в сердце, по меньшей мере частично, путем содействия биогенезу и функции митохондрий, а 

также путем снижения окислительного стресса. 

Различные сигнальные пути участвуют в защитных эффектах добавок α5. 

Были проанализированы сигнальные пути в левом желудочке мышей, получавших DOX и α5. На 

фиг. 8A и B показано, что DOX-инъекция снижает экспрессию eNOS, но только частично активность 

eNOS [т.е. отношение (Ser1177) фосфо-eNOS к общему количеству eNOS]. Примечательно, что добавле-

ние α5 полностью нейтрализовало эти эффекты. При добавлении отдельно композиция α5 была способ-

на повышать экспрессию eNOS (фиг. 8А). Учитывая, что в свою очередь известно, что продукция eNOS-

зависимого оксида азота (NO) регулирует сигнальный путь комплекса 1 mTOR (mTORC1), и что актив-

ность mTORC1 является необходимой и достаточной для фосфорилирования (Ser1177)-eNOS в различ-

ных типах клеток, измеряли фосфорилирование S6 в качестве маркера активации mTORC1 ниже по по-

току. Лечение DOX снижало (Ser235/236) соотношение фосфо-S6 к общему S6 в левом желудочке по 

сравнению с инъекцией физиологического раствора, в то время как добавка α5 по меньшей мере частич-

но предотвращала этот эффект (фиг. 8C). Никаких существенных изменений не наблюдалось в смеси α5 

при добавлении отдельно. Различные физиологические стимулы модулируют передачу сигналов 

mTORC1 путем сайт-специфического фосфорилирования mTOR. Данные, раскрытые в данном докумен-

те, демонстрируют функциональную роль фосфорилирования Ser2481 mTOR в DOX и действии α5, в 

котором DOX снижал и α5 восстанавливал это снижение селективного фосфорилирования mTOR в серд-

це (фиг. 8D). Фосфорилирование mTOR также увеличивалось, когда α5 добавляли отдельно. Вместе ре-

зультаты показали, что как eNOS, так и mTORC1 могут играть роль в эффектах лечения DOX и α5. 

Подчеркивая эту гипотезу, сестрин 2 недавно был предложен в качестве сенсора лейцина для пути 

mTORC1, поскольку высокие уровни сестрина 2 ингибируют активность mTORC1, когда внутриклеточ-

ные концентрации лейцина низки. И наоборот, низкие уровни сестрина 2 или высокие внутриклеточные 

концентрации лейцина, вытесняющие сестрин 2 из mTORC1 ингибитора GATOR2, способствуют акти-

вации mTORC1. Учитывая, что композиция α5 содержит большое количество лейцина, измеряли экс-

прессию сестрина 2. Лечение DOX заметно увеличивало мРНК сестрина 2 в левом желудочке (фиг. 8E). 

Примечательно, что α5 полностью предотвращал этот DOX-индуцированный эффект, хотя не мог изме-

нить экспрессию сестрина 2 при добавлении отдельно (фиг. 8E). 

Аналогичным образом, Krüppel-подобный фактор 15 (KLF15) недавно появился в качестве критиче-

ского транскрипционного регулятора метаболизма аминокислот, в частности, катаболизма BCAA (т.е. 

окисления BCAA с образованием ацетил-КоА и сукцинил-КоА, двух промежуточных продуктов TCA), 

особенно в сердце, а также в качестве индуктора экспрессии eNOS в эндотелиальных клетках. Таким об-

разом, экспрессию KLF15 анализировали в левом желудочке различных групп лечения. Уровни мРНК 

Klf15 были значительно снижены при обработке DOX, и это снижение было полностью предотвращено 

добавлением α5 (фиг. 8F). Никаких существенных изменений не наблюдалось, когда α5 добавляли от-

дельно (фиг. 8F). Учитывая экспрессию или активность митохондриальных катаболических ферментов 

BCAA, таких как дегидрогеназный комплекс разветвлённых α-кетокислот (BCKDH), в сердечной ткани 

снижается у мышей с нулевым Klf15 и сердечной недостаточностью, транскрипт белка BCKDH исследо-

вали в дополнение к фосфорилированию BCKDH у животных, получавших DOX. При фосфорилирова-

нии на самом деле BCKDH неактивен, в то время как при дефосфорилировании он, наоборот, активен. 

Примечательно, что фосфорилирование (Ser293)-BCKDH было неизменным у мышей, получавших DOX, 

по сравнению с мышами, получавшими физиологический раствор, в то время как добавка α5 заметно 

снижала его в присутствии DOX, с тренденцией ингибирующего эффекта также при добавлении отдель-

но (фиг. 8G). Вместе эти результаты показали, что in vivo защита митохондриального гомеостаза в сер-

дечной ткани путем добавления α5 может быть связана с сигнальной осью KLF15/eNOS/mTORC1, что 

влечет за собой катаболизм BCAA. 

Также оценивали влияние KLF15, eNOS и mTORC1 на митохондриальный гомеостаз в клетках HL-

1, подвергшихся воздействию DOX и α5. Во-первых, хотя экспрессия гена eNOS была лишь незначи-

тельно снижена при воздействии 1 мкМ DOX, фосфорилирование (Ser1177)-eNOS было заметно снижено 
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(фиг. 9, A и B). α5 (1% мас./об.) полностью нетрализовал оба DOX ингибирующих эффекта, значительно 

повышая экспрессию eNOS также при добавлении отдельно (фиг. 9, A и B). Во-вторых, фосфорилирова-

ние (Ser235/236)-S6 было заметно снижено посредством DOX, и это снижение было полностью нейтра-

лизовано α5 (фиг. 9C). И наоборот, смесь аминокислот была неэффективной при добавлении отдельно. В 

соответствии с его ролью в качестве регулятора mTORC1, экспрессия сестрина 2 была заметно увеличена 

посредством DOX, и это увеличение было полностью нейтрализовано добавлением α5 (фиг. 9D). Компо-

зиция аминокислот была неэффективной при добавлении отдельно. В-третьих, на основе модулирующей 

роли Akt, также известной как протеинкиназа B (PKB), как в отношении активации eNOS, так и 

mTORC1, также изучали фосфорилирование (Ser 473)-Akt в клетках HL-1, обработанных DOX и α5. 

DOX заметно снижал фосфорилирование Akt, в то время как α5 предотвращал этот эффект (фиг. 5E). 

Поскольку недавно было обнаружено, что сигнальный путь Akt/PKB опосредует влияние BCAA на экс-

прессию KLF15, была исследована роль этого регулятора транскрипции в защитном воздействии добавки 

α5 на опосредованное DOX повреждение митохондрий. Примечательно, что экспрессия KLF15 была 

снижена как на уровнях мРНК, так и на уровнях белка, когда клетки HL-1 подвергались воздействию 

DOX, и α5 полностью нейтрализовал этот эффект (фиг. 9F). Только небольшое, не статистически значи-

мое увеличение экспрессии KLF15 наблюдалось в кардиомиоцитах HL-1, подвергавшихся воздействию 

только α5 (фиг. 9F). 

Затем клетки HL-1 трансфицировали либо специфической миРНК Klf15, либо нецелевой миРНК. 

Эффективность сайленсинга измеряли как на уровнях мРНК, так и на уровнях белка (фиг. 10). Воздейст-

вие DOX значительно уменьшало как белок PGC-1α, так и белок COX IV в клетках, трансфицированных 

миРНК Klf15 или не подвершиеся другой обработке (фиг. 9G). И наоборот, нокдаун Klf15 заметно сни-

жал уровни PGC1-α и COX IV как таковые и устранял способность добавки α5 сохранять уровни белка 

при введении с DOX (фиг. 9G). Более того, нокдаун Klf15 заметно снижал способность α5 стимулиро-

вать экспрессию PGC1-α и COX IV, когда α5 добавляли отдельно (фиг. 9G). Следует отметить, что нок-

даун Klf15 значительно ухудшил способность α5 восстанавливать фосфорилирование DOX-

восстановленного (Ser235/236)-S6 (фиг. 9H). Наконец, в то время как (Ser293)-BCKDH фосфорилирова-

ние не отличалось между DOX-обработанными и необработанными контрольными кардиомиоцитами 

HL-1, p-BCKDH полностью исчезал, когда клетки подвергались воздействию α5, с или без DOX (фиг. 

9H). Нокдаун Klf15 частично предотвращал ингибирующее действие α5 на (Ser293)-BCKDH фосфорили-

рование как в DOX-обработанных, так и необработанных клетках, в то время как DOX не мог изменить 

фосфорилирование при добавлении отдельно (фиг. 9H). Аналогичным образом, сайленсинг eNOS и 

Raptor - одного из каркасных белков mTORC1 (регулятор-ассоциированный белок mTOR) - со специфи-

ческими миРНК снижает уровни PGC1-α и COX IV как таковые и отменяет способность добавки α5 со-

хранять сниженные уровни белка при введении с DOX (фиг. 11, A и B). Как нокдаун eNOS, так и нокда-

ун Raptor не изменяли экспрессию PGC1-α и COX IV при добавлении α5 отдельно (фиг. 11, A и B). Эф-

фективность специфического сайленсинга оценивали с помощью RT-PCR и вестерн-блоттинга; около 

70% и 60% подавления eNOS и mTORC1 были получены с помощью eNOS и миРНК Raptor, соответст-

венно (фиг. 10, B и C). В целом, эти результаты свидетельствуют о том, что защитные эффекты смеси α5 

на DOX-опосредованную митохондриальную дисфункцию в кардиомиоцитах могут быть связаны с сиг-

нальной осью KLF15/eNOS/mTORC1 и катаболизмом BCAA. 

Антипролиферативный эффект DOX оставался неизменным в клетках рака молочной железы MCF7 

в присутствии композиции α5. 

Воздействие композиции α5 на линию клеток рака молочной железы MCF7 не способствовало про-

лиферации клеток MCF7, что оценивали с помощью двух различных анализов (фиг. 13A и 13B). Анало-

гичным образом, на антипролиферативный эффект DOX в клетках MCF7 полностью не влияло присутст-

вие аминокислот (фиг. 13A и 13B). Примечательно, что эффект DOX усиливается при введении вместе с 

композицией α5. 

Как описано в разделе выше, хотя антрациклин DOX (торговое название - адриамицин) является 

высокоэффективным и часто используемым противоопухолевым препаратом с момента его выпуска в 

производство в 1960-х годах, он вызывает дозозависимую кардиотоксичность, которая может привести к 

тяжелой сердечной недостаточности. Если сердце было повреждено посредством DOX, вариантов лече-

ния мало. Как правило, DOX-индуцированная кардиомиопатия и сердечная недостаточность являются 

усточйчивыми к традиционным способам терапии [1]. Наращивание усилий по прогнозированию того, 

какие пациенты будут подвержены кардиотоксичности посредством DOX, включая анализ специфиче-

ских для пациента кардиомиоцитов, полученных из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 

человека, и соответствующему предотвращению этого риска, включая лекарственные препараты, такие 

как железохелатирующие агенты, ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента, β-блокаторы, ан-

тиоксиданты и продукты природного происхождения или пищевые добавки, были предложены безре-

зультатно. Была протестирована эффективность композиции α5 и композиции BCAAem в предотвраще-

нии DOX-индуцированного повреждения митохондрий в культивированных кардиомиоцитах HL-1. α5 
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была статистически более эффективной, чем BCAAem, для противодействия DOX-индуцированному 

дефициту маркеров биогенеза митохондрий. Пищевая добавка α5 активирует сигнальную ось 

KLF15/Akt/eNOS/mTORC1 (фиг. 12). Эти результаты также не исключают роль mTORC2, сигнального 

пути, который, по-видимому, необходим для нормального развития сердца и для поддержания постна-

тальной структуры и функции сердца, особенно для адаптации к стрессовым условиям. Тем не менее, 

mTORC2 до сих пор не подразумевался при кардиотоксичности DOX. Более того, настоящие данные по 

KLF15 и сестрин 2 также ставят под сомнение релевантность передачи сигналов mTORC2 в этой экспе-

риментальной модели. Одним из наиболее значимых результатов, показанных в настоящей заявке, явля-

ется массовое подавление белков PGC-1α и COX-IV, которые являются маркерами биогенеза митохонд-

рий, индуцированное сайленсингом KLF15 в кардиомиоцитах HL-1. Семейство Kruppel-подобных фак-

торов (KLF) регуляторов транскрипции, содержащих цинковые пальцы Cys2/His2 контролирует многие 

аспекты кардиомиоцитарной и митохондриальной структуры и функции. Важно отметить, что KLF15 

регулирует транскрипцию Wnt/β-катенина и контролирует предопределение клеток-предшественников 

сердца в постнатальном периоде, что предполагает роль в развитии сердца. 

Настоящая заявка демонстрирует, что кардиомиоциты с сайленсингом Klf15-, eNOS и Raptor не от-

вечали на α5, который не мог стимулировать биогенез митохондрий как таковой и защищать от повреж-

дения митохондрий при добавлении DOX. Более того, после 72-часовой обработки DOX экспрессия гена 

Klf15 в сердечной ткани была снижена. 

Добавление α5 предотвращает митохондриальную дисфункцию, индуцированную краткосрочным и 

интенсивным воздействием DOX, стимулируя 1) митохондриальный биогенез, 2) защитную систему про-

тив ROS и 3) окисление BCAA, с вероятной продукцией промежуточных продуктов TCA, по-видимому, 

mTORC1-зависимым образом (фиг. 12). 

Нокдаун Klf15 фактически заметно снижал активность mTORC1 в клетках HL-1 и нарушал способ-

ность смеси α5 восстанавливать нарушенное DOX фосфорилирование S6. Аналогичным образом, сай-

ленсинг Klf15 частично предотвращал α5-индуцированную активацию катаболизма BCAA, измеряемую 

как фосфорилирование BCKDH, как в кардиомиоцитах, обработанных DOX, так и в необработанных 

кардиомиоцитах. Это говорит о том, что в сердечных клетках защитный эффект α5 опосредуется, по 

меньшей мере частично, активацией mTORC1, которая зависит от экспрессии KLF15 и, таким образом, 

от окисления BCAA. Более того, в кардиоцитах и тканях α5 восстанавливается до контрольных уровней 

сестрин 2, который высоко экспрессируется после обработки DOX. Сестрины представляют собой се-

мейство стресс-индуцируемых белков (сестрин 1-3), и различные данные указывают на то, что сестрин 2 

является сенсором лейцина для пути mTORC1. Нормально связанный с GATOR2, который, таким обра-

зом, ингибируется в нестрессовых условиях, сестрин 2 вытесняется из GATOR2, когда лейцин присутст-

вует в микромолярных внутриклеточных концентрациях, активируя mTORC1. Композиция α5 способст-

вовала экспрессии и активности eNOS как в DOX-обработанных, так и необработанных кардиоцитах и 

ткани. Вероятно, эти эффекты были опосредованы фосфорилированием (Ser473)-Akt. 

Примечательно, что, хотя роль композиций на основе аминокислот в нутритивной поддержке онко-

логических пациентов до настоящего времени была четко определенной, настоящая заявка показывает, 

что воздействие на линию клеток рака молочной железы MCF7 композиции α5 не способствовало про-

лиферации клеток MCF7, что оценивалось с помощью двух различных анализов (фиг. 13A и 13B). Ана-

логичным образом, на антипролиферативный эффект DOX в клетках MCF7 полностью не влияло при-

сутствие аминокислот (фиг. 13A и 13B). Примечательно, что скорость пролиферации снижается при вве-

дении композиции α5. 

В целом, результаты, представленные в настоящем документе, показали: 1) краткосрочное и интен-

сивное лечение DOX индуцирует митохондриальную дисфункцию как в сердечной ткани, так и в кар-

диомиоцитах, 2) композиция α5 заметно предотвращает такое нарушение, 3) сигнальные пути eNOS и 

mTORC1 имеют решающее значение для действия данного протектора, 4) KLF15, специфический фактор 

транскрипции, особенно важный для развития сердца и циркадной регуляции, играет важную роль в кон-

троле этой сигнальной оси, 5) антипролиферативный эффект DOX в клетках MCF7 полностью не зависит 

от присутствия аминокислот. 

Эти результаты подчеркивают эффективность композиции α5 в предотвращении и лечении кардио-

токсичности, индуцированной химиотерапевтическими агентами, такими как, например, доксорубицин, 

у субъектов, проходящих химиотерапию. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Применение композиции для предотвращения и/или лечения кардиотоксичности, индуцированной по 

меньшей мере одним химиотерапевтическим агентом, у субъекта, проходящего химиотерапию, причем компо-

зиция содержит активный агент, причем указанный активный агент содержит аминокислоты - лейцин, изолей-

цин, валин, треонин, лизин, и лимонную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту. 

2. Применение по п.1, где указанный химиотерапевтический агент выбран из группы, состоящей из 

антрациклинов, ингибиторов HER2/ErbB2 (рецептор 2 эпидермального фактора роста), ингибиторов ти-

розинкиназы, ингибиторов фактора роста эндотелия сосудов, ингибиторов иммунных контрольных то-

чек, причем указанные антрациклины предпочтительно выбраны из группы, состоящей из доксорубици-

на, эпирубицина, даунорубицина, идарубицина, пиксантрона, сабарубицина, валрубицина. 

3. Применение по п.1 или 2, где массовое соотношение между общим количеством лимонной кислоты, яб-

лочной кислоты, янтарной кислоты и общим количеством аминокислот с разветвленной цепью - лейцина, изо-

лейцина, валина, лизина и треонина составляет от 0,05 до 0,3, предпочтительно от 0,1 до 0,25. 

4. Применение по любому из пп.1-3, где массовое соотношение между общим количеством лимон-

ной кислоты, яблочной кислоты, янтарной кислоты и общим количеством аминокислот с разветвленной 

цепью - лейцина, изолейцина, валина составляет от 0,1 до 0,4, предпочтительно от 0,15 до 0,35. 

5. Применение по любому из пп.1-4, где массовое соотношение между лимонной кислотой и общим 

количеством яблочной кислоты и янтарной кислоты составляет от 1,0 до 4,0, предпочтительно от 1,5 до 

2,5. 

6. Применение по любому из пп.1-5, где массовое соотношение лимонная кислота:яблочная кисло-

та:янтарная кислота составляет от 10:1:1 до 2:1,5:1,5, предпочтительно от 7:1:1 до 1,5:1:1, более предпоч-

тительно от 5:1:1 до 3:1:1. 

7. Применение по любому из пп.1-6, где указанный активный агент дополнительно содержит по 

меньшей мере одну аминокислоту, выбранную из группы, состоящей из гистидина, фенилаланина, ме-

тионина, триптофана, тирозина, цистеина. 

8. Применение по любому из пп.1-7, где указанный активный агент дополнительно содержит гисти-

дин, фенилаланин, метионин, триптофан, цистеин и необязательно тирозин. 

9. Применение по п.7 или 8, где соотношение между общим молярным количеством лимонной ки-

слоты, яблочной кислоты, янтарной кислоты и общим молярным количеством метионина, фенилаланина, 

гистидина и триптофана составляет более 1,35. 

10. Применение по любому из пп.1-9, где соотношение между общим молярным количеством трех 

кислот: лимонной кислоты, янтарной кислоты, яблочной кислоты и общим молярным количеством лизи-

на и треонина составляет от 0,10 до 0,70, предпочтительно от 0,15 до 0,55. 

11. Применение по любому из пп.1-10, где массовое или молярное количество лимонной кислоты 

выше, чем общее массовое или молярное количество яблочной и янтарной кислот. 

12. Применение по любому из пп.1-11, где массовое соотношение между лейцином и лимонной ки-

слотой составляет от 5 до 1, предпочтительно от 2,50 до 3,50. 

13. Применение по любому из пп.1-12, где указанная композиция не содержит аргинина. 

14. Применение по любому из пп.1-13, где указанная композиция не содержит серина, пролина, 

аланина. 

15. Применение комбинированного препарата, содержащего композицию, причем композиция со-

держит активный агент, содержащий аминокислоты - лейцин, изолейцин, валин, треонин, лизин, и ли-

монную кислоту, янтарную кислоту, яблочную кислоту; и по меньшей мере один химиотерапевтический 

агент для предотвращения и/или лечения кардиотоксичности, индуцированной указанным по меньшей 

мере одним химиотерапевтическим агентом, у субъекта, страдающего от рака, где применение компози-

ции и по меньшей мере одного химиотерапевтического агента является одновременным, раздельным, 

последовательным. 
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