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Исследовано действие цитостатического противоопухолевого препарата ONC201 на чис-
ло митохондриальных нуклеоидов в клетке и средний размер митохондрий в культуре 
клеток рака молочной железы человека линии BT474. Показано, что инкубация клеток 
BT474 в течение 24 ч с ONC201 (10 мкМ) снижает количество нуклеоидов с 262 ± 46 до 
140 ± 27 на клетку, а увеличение длительности инкубации до 48 ч сопровождается сни-
жением количества митохондриальных нуклеоидов до 67 ± 22 на клетку. Обнаружено, 
что ONC201-индуцированное изменение числа нуклеоидов на клетку зависело от дли-
тельности присутствия агента в среде инкубации. Кратковременное (24 ч) и долговре-
менное (48 ч) воздействия на клетки однократной дозы ONC201 приводили к обратимо-
му и/или необратимому изменению количества нуклеоидов на клетку. Так, после 24 ч 
обработки и последующей инкубации клеток в свободной от ONC201 среде (отмывка) 
в  течение 120 ч, наблюдалось восстановление количества нуклеоидов до 211 ± 47 на 
клетку. Напротив, 120-часовая отмывка клеток, после 48 ч обработки, не приводила к 
восстановлению количества нуклеоидов, и их количество оставалось на уровне 70 ± 59 
на клетку. Изменение количества митохондриальных нуклеоидов, независимо от дли-
тельности обработки клеток препаратом ONC201, положительно коррелирует с измене-
нием среднего размера митохондрий как показателя их морфологии. Заключается, что 
ONC201 оказывает цитостатическое действие на клетки ВТ474 в культуре, подавляет 
пролиферацию клеток, индуцирует зависимое от длительности обработки обратимое 
или необратимое уменьшение числа митохондриальных нуклеоидов и фрагментацию 
митохондрий.
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ONC201, фрагментация митохондрий, митохондриальные нуклеоиды, митохондриальная 
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ONC201 является перспективным экспери-
ментальным противоопухолевым препаратом из 
класса имипридонов [1], который в настоящее 
время проходит многочисленные клинические ис-
пытания в США [1, 2]. Единственная на сегод-
няшний день мишень ONC201 была определена 
как митохондриальная казеинолитическая проте-
аза P (ClpP) [2–4]. Однако, несмотря на успешные 
результаты клинических исследований, механизм 
действия ONC201 на клетки млекопитающих до 
конца не выявлен [3–5]. На сегодняшний день  
достоверно известно, что фармакологические пре-
параты (в особенности противовирусные и хемо-
терапевтические) способны индуцировать мито-
хондриальную дисфункцию через уменьшение 

количества мтДНК [6]. Наряду с описанными 
в  литературе данными о цитотоксическом дей-
ствии ONC201 на некоторые клеточные линий 
[1, 3–5] имеются также результаты исследований, 
которые указывают на то, что противоопухолевые 
свойства ONC201, возможно, обусловлены его ци-
тостатическим действием [3]. Недавно было пока-
зано, что препарат вызывает значительные изме-
нения в структуре митохондрий, нарушение их 
морфологии со сдвигом в сторону фрагментации, 
ингибирование митохондриального дыхания 
и  приводит к потере мтДНК [4, 5]. Из более чем 
1500 митохондриальных белков только 13 кодиру-
ются мтДНК, являющихся функциональными 
субъединицами комплексов окислительного фос-
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форилирования [7, 8]. Эти 13 ключевых субъеди-
ниц необходимы для поддержания нормального 
функционирования митохондрий: синтеза вну-
триклеточной АТФ, участия в поддержании  
Ca2+-гомеостаза клеток, метаболизма нуклеоти-
дов, липидов, аминокислот, коферментов и гене-
рации активных форм кислорода, и нарушение 
содержания этих белков в митохондриях сопрово-
ждается тяжкими патологиями [9–12]. Несмотря 
на то, что внутриклеточная мишень противо- 
опухолевого агента ONC201 выявлена как  
митохондриальная казеинолитическая протеаза 
(ClpP) – фермент, непосредственно вовлеченный 
в  систему контроля качества митохондриальных 
белков [3–5] – механизм ONC201-индуцирован-
ного нарушения митохондриальных функций 
в  клетках млекопитающих остается невыяснен-
ным [4, 13]. 

Демонстрация нарушений в структуре мито-
хондрий и изменения содержания мтДНК в опухо-
левых клетках под действием этого агента указыва-
ет на ключевую роль митохондрий и мтДНК 
в  механизме адаптации клеток к стрессовым воз-
действиям [4, 14, 15]. Анализ имеющихся в литера-
туре данных указывает на то, что ONC201-
индуцированная фрагментация митохондрий 
и уменьшение содержания мтДНК в культивируе-
мых опухолевых клетках зависят от режима обра-
ботки клеток и данные, полученные после 
12–24-часовой обработки клеток, отличаются от 
данных, представленных в работах, в которых 
клетки подвергались воздействию этого препарата 
в течение 72 ч и более [5, 16, 17]. Основываясь на 
этих наблюдениях, мы предположили, что реакция 
клеток на внешний стресс (10 мкМ ONC201) зави-
сит от длительности обработки клеток препаратом 
и, по всей видимости, является двухэтапной, т.е. 
кратковременная обработка клеток этим препара-
том с последующей отмывкой будет принципиаль-
но отличаться от долговременной обработки. Для 
проверки этого предположения и  определения 
временно́й зависимости действия препарата 
ONC201 на клетки ВТ474 (рак молочной железы 
человека) по динамике изменения содержания ну-
клеоидов (отражающих содержание мтДНК) 
и  среднего размера митохондрий (степени фраг-
ментации) под действием ONC201 в настоящей ра-
боте мы выбрали метод количественной конфо-
кальной флуоресцентной микроскопии [14, 18, 19]. 
Мы показали, что однократная и кратковременная 
(24 ч) обработка клеток ВТ474 препаратом 
ONC201 (10 мкМ) в культуре сопровождается 
фрагментацией митохондрий и  уменьшением ко-
личества нуклеоидов на клетку. Однако последую-
щая инкубация клеток в течение 120 ч в свежей 
среде инкубации, не содержащей препарата, при-
водила к частичному восстановлению морфологии 
митохондрий и исходного числа нуклеоидов на 
клетку. Совершенно другая картина наблюдалась 

после однократной, но более длительной (48 ч) об-
работки клеток 10 мкМ ONC201, последующая ин-
кубация клеток в течение 120 ч в свежей среде, не 
содержащей препарата, сопровождалась необрати-
мым уменьшением числа нуклеоидов и среднего 
размера митохондрий. Необходимо отметить, что 
в  обоих случаях, независимо от длительности об-
работки клеток ВТ474 препаратом ONC201, на-
блюдалось подавление пролиферации клеток без 
индукции клеточной гибели. Выявленная зависи-
мость действия препарата ONC201 на число нукле-
оидов и морфологию митохондрий в клетках 
ВТ474 от длительности обработки указывает на 
участие медленных и необратимых изменений 
в клетках, сопровождающихся их трансформацией 
и переходом из пролиферирующего состояния 
в  состояние так называемого «клеточного старе-
ния». Полученные результаты могут обеспечить 
основу выяснения деталей молекулярных механиз-
мов, участвующих в адаптационной трансформа-
ции клеток рака молочной железы человека под 
действием противоопухолевого агента ONC201. 

Материалы и методы
Клеточная культура. В работе использовали 

культуру клеток рака молочной железы человека 
BT474 (Российская коллекция клеточных культур, 
Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Клетки инкубировали в полной среде 
DMEM/F12 (50:50, #C420E, #C600п, ПанЭко, 
Россия), содержащей 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки (#F7524, Sigma, Германия), 2 мМ 
L-глутамина (#Ф032, ПанЭко, Россия), 24 мкг/мл 
дифлюкана (Pfizer, США), смесь антибиотика 
и  антимикотика (A5955, Sigma, Германия) при 
37°C и 5% CO2.

Обработка клеток BT474 агентом ONC201. 
Клетки BT474 высевали на чашки Петри (SPL Life 
Sciences, Корея) диаметром 35 мм при плотности 
5000 клеток/см2 в полной среде DMEM/F12 и ин-
кубировали 16–18 ч в инкубаторе в атмосфере 5% 
CO2 / 95% воздуха при 37°С и 95% влажности пе-
ред добавлением ONC201. Далее среду инкубации 
заменяли на аналогичную с добавлением ONC201 
(SelleckChem, США) в концентрации 10 мкМ. Да-
лее клетки инкубировали в течение 24 или 48 ч 
в  CO2-инкубаторе. После 24 или 48 ч обработки 
клеток ONC201, как описано выше, среда инкуба-
ции заменялась полной средой DMEM/F12 без 
добавления ONC201, далее клетки инкубировали 
в течение 120 ч в инкубаторе с полной заменой 
среды инкубации каждые 24 ч.

Конфокальная флуоресцентная микроскопия 
клеток BТ474. Для конфокальной микроскопии 
клетки, высаженные на чашки Петри, нагружали 
флуоресцентными красителями, как описано ра-
нее [20, 21], с небольшими модификациями. Для 
визуализации клеточных ядер был использован 
Hoechst 33342 (H3570, Invitrogen, США), ядра кле-
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ток и митохондриальные нуклеоиды были помече-
ны с помощью SYBR Green I (S7563, Invitrogen, 
США), а митохондрии прокрашивались 
MitoTracker Deep Red 633 (MTDR, M-22426, 
Molecular Probes, США). Среду инкубации заме-
няли на раствор Хенкса (Р020п, ПанЭко, Россия), 
содержащий 2 мкг/мл Hoechst 33342, SYBR Green 
I в разведении 1:200000 и 150 нМ MTDR  
(M-22426, Molecular Probes, США), клетки инку-
бировали при 37°C в течение 30 мин в термостате. 
После окрашивания клетки трижды отмывали 
раствором Хенкса, не содержащим красителей. 

Трехцветные флуоресцентные изображения 
были получены с использованием сканирующего 
конфокального флуоресцентного микроскопа 
Leica TCS SP5 на базе DM6000 CS (Leica 
Microsystems, Германия) в режиме последователь-
ного сканирования каналов с применением им-
мерсионного объектива HCX PL APO lambda blue 
63×, NA = 1,4 (Leica Microsystems, Германия). 
Возбуждение флуоресценции красителя Hoechst 
33342 осуществляли с помощью диодного лазера 
405 нм, возбуждение SYBR green – линией 488 нм 
аргонового лазера, а MTDR – линией 633 нм  
гелий-неонового лазера. Регистрацию флуорес-
ценции Hoechst 33342, SYBR Green I и MTDR 
производили при длинах волн 440 ± 20 нм,  
540 ± 15 нм и 710 ± 25 нм соответственно. Толщи-
на оптического среза составляла 0,773 мкм. 

Обработка и анализ изображений клеток ВТ474 
проводились с использованием программы Fiji 
ImageJ [22]. Для автоматизации процесса получе-
ния количественных данных о числе митохондри-
альных нуклеоидов и размере митохондрий нами 
был специально разработан макрос, исходный код 
которого доступен по требованию. Принцип рабо-
ты макроса представлен на рис. 1.

На первом шаге трехцветное изображение 
разделяется на 3 канала (8 бит каждый) соответ-
ствующие полученному флуоресцентному сигналу 
от Hoechst 33342 (ядра клеток), SYBR Green I 
(ядра и митохондриальные нуклеоиды) и MTDR 

(митохондрии). Далее следует ряд модификаций 
отдельных каналов для 1) подсчета количества 
клеток (по числу ядер); 2) получения «чистого» 
изображения митохондриальных нуклеоидов в ка-
нале SYBR Green I; 3) оценки количества мито-
хондриальных нуклеоидов; 4) оценки среднего 
размера митохондрий. 

При использованных нами протоколах подго-
товки клеток для флуоресцентной конфокальной 
микроскопии, SYBR Green I прокрашивает ядра 
клеток и митохондриальные нуклеоиды, а Hoechst 
33342 – только ядра (рис. 2А). Для получения «чи-
стого» изображения нуклеоидов необходимо вы-
честь сигнал Hoechst 33342 из канала SYBR 
Green I. Для этого в процессе реализации алгорит-
ма макроса с использованием канала Hoechst 
33342 создаются маски ядер в бинарном формате, 
после предварительного усиления контраста 
и  установки порога бинаризации по методу 
«Otsu». Далее маска ядер используется как для ав-
томатического подсчета количества ядер (функ-
ция «Analyze particles»), так и для вычитания изо-
бражения ядер из канала SYBR Green I. Эта 
операция производится на следующем этапе, ре-
зультатом чего является изображение, соответ-
ствующее флуоресцентному сигналу SYBR Green I 
только от митохондриальных нуклеоидов. Затем 
следуют операции по вычитанию фона по алго-
ритму «Rolling ball», применения фильтров 
«Unsharp Mask» и «Median», применение метода 
«Otsu» для бинаризации изображения. В результа-
те получается адаптированное изображение  
(маска) митохондриальных нуклеоидов, количе-
ство который оценивается функцией «Analyze 
particles». 

На следующем этапе автоматически подсчи-
тывается количество и средний размер митохон-
дрий через анализ канала исходного изображе-
ния, соответствующий флуоресценции MTDR. 
Этот процесс аналогичен обработке данных ка-
нала SYBR Green I, за исключением вычитания 
маски ядер.

Рис. 1. Схема обработки конфокальных 3-цветных изображений для анализа количества митохондриальных нуклеоидов на клет-
ку и среднего размера митохондрий. Описание алгоритма и деталей в тексте. Разработанный макрос доступен по требованию.
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Статистический анализ. Анализ данных про-
водили с помощью программы Microsoft Office 
Excel. Для статистического анализа количества ну-
клеоидов и среднего размера митохондрий исполь-
зовалась программа GraphPad Prism 9 с примене-
нием однофакторного дисперсионного анализа 
(one-way ANOVA) с post-hoc-тестом Бонферрони 
[23]. Для выявления корреляции между изменени-
ями количества нуклеоидов и  среднего размера 
митохондрий рассчитывался коэффициент корре-
ляции Пирсона. Каждый эксперимент проводили 
не менее 3 раз, и для каждой временной точки (0 ч, 
24 ч и 48 ч) было проанализировано не менее 
300  клеток, как указано в подписях к рисункам. 
Результаты количественной оценки числа мито-
хондриальных нуклеоидов в клетках и размера ми-
тохондрий представлены в  виде среднего ± стан-
дартное отклонение (Mean ± SD).

Результаты
Изменение числа нуклеоидов. Инкубация кле-

ток рака молочной железы человека ВТ474 с про-
тивораковым препаратом ONC201 сопровождает-
ся существенными изменениями морфологии 
митохондриального ретикулума, а именно – сред-
него размера митохондрий, а также уменьшением 
числа нуклеоидов в клетках. Несмотря на то, что 
эти изменения сопутствуют ответу клеток млеко-
питающих на внешний стресс [9, 24, 25], мы не 
обнаружили заметной потери жизнеспособности 
клеток ВТ474 и увеличения интенсивности кле-
точной гибели под действием препарата ONC201. 
На рис. 2 приведены типичные конфокальные 
изображения клеток ВТ474, окрашенных Hoechst 

33342 (ядерная ДНК, синяя флуоресценция), 
SYBR Green I (ядерная и митохондриальная ДНК, 
зеленая флуоресценция) и MTDR (митохондрии, 
красная флуоресценция). Видно, что области флу-
оресцентного сигнала SYBR Green I находятся 
внутри областей, соответствующих флуоресцен-
ции MTDR, что отражает внутримитохондриаль-
ную локализацию нуклеоидов (рис. 2А, совмеще-
ние). В культивируемых клетках ВТ474, под- 
верженных действию противоракового препарата 
ONC201, наблюдаются изменения как содержа-
ния митохондриальных нуклеоидов, так и морфо-
логии самих митохондрий, которые зависят от 
длительности инкубации клеток с этим препара-
том. Количественный анализ изображений пока-
зал, что число регистрируемых нуклеоидов досто-
верно уменьшается с 262 ± 46 на клетку 
в  контрольной группе в отсутствие ONC201 (рис. 
2Б, белая заливка) до 140 ± 27 на клетку после 24 ч 
инкубации (рис. 2Б, черная заливка) и до 67 ± 22 
на клетку после 48 ч инкубации клеток в присут-
ствии 10 мкМ ONC201 (рис. 2Б, серая заливка).

Изменение среднего размера митохондрий. На-
ряду с уменьшением числа митохондриальных ну-
клеоидов наблюдается изменение морфологии 
митохондриальной сети клеток, что проявляется 
в  фрагментации, т.е. уменьшении количества 
и  размеров тубулярных форм, увеличении числа 
мелких митохондрий и уменьшении среднего раз-
мера митохондрий (рис. 2, красная флуоресценция 
MTDR). При этом средний размер митохондрий 
в  клетках, инкубированных с ONC201 в  течение 
24 ч, оцененный по флуоресценции MTDR, 
уменьшается с 2,96 ± 0,46 мкм2 в контроле 

Рис. 2. Действие 10 мкМ ONC201 на число нуклеоидов и морфологию митохондрий в клетках рака молочной железы человека 
BT474. А. Типичные конфокальные изображения клеток ВТ474, подвергнутых обработке ONC201 (10 мкМ), шкала в нижнем пра-
вом углу изображений равна 10 мкм. Б. Изменение количества нуклеоидов под действием ONC201 во времени. В. Изменение 
среднего размера митохондрий под действием ONC201 во времени. На графиках приведены средние значения ± стандартные от-
клонения, полученные в не менее чем трех независимых экспериментах. Для количественного анализа использовано: 381 клетка 
(0 ч), 316 клеток (24 ч), 604 клетки (24 ч, 5 сут отмывки), 340 клеток (48 ч) и 518 клеток (48 ч, 5 сут отмывки). Для выявления раз-
личий использовался однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с post-hoc-тестом Бонферрони (n = 3, p < 0,05).
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(рис. 2В, белая заливка) до 1,34 ± 0,16 мкм2 в клетках, 
инкубированных 24 ч с ONC201 (рис. 2В, черная за-
ливка), с тенденцией к дальнейшему уменьшению 
среднего размера митохондрий до 1,26  ±  0,38 мкм2 
при увеличении времени инкубации клеток 
с ONC201 до 48 ч (рис. 2В, серая заливка).

Таким образом, обработка клеток ВТ474 про-
тивоопухолевым препаратом ONC201 сопровожда-
ется значимыми изменениями числа нуклеоидов 
в  клетках и фрагментацией митохондриальной 
сети. Аналогичные изменения содержания нуклео-
идов и среднего размера (морфологии) митохон-
дрий, индуцированные противоопухолевыми пре-
паратами, с различными механизмами действия, 
наблюдались в экспериментах на ряде клеточных 
линий [1, 3, 5, 6]. Известно, что препарат ONC201 
обладает выраженным цитостатическим действием 
[2]. Возникает естественный вопрос, являются ли 
обратимыми наблюдаемые нами изменения. 

Обратимость действия ONC201 на число ну-
клеоидов и фрагментацию митохондрий в клетках 
ВТ474. Для ответа на поставленный вопрос нами 
была выбрана экспериментальная клеточная мо-
дель, в которой число нуклеоидов и средний раз-
мер митохондрий непосредственно после инкуба-
ции клеток с 10 мкМ препарата ONC201 (в течение 
24 ч или 48 ч) сравнивались с данными, получен-
ными через 120 ч после отмывки клеток от ONC201 
с регулярной (каждые 24 ч) заменой среды инкуба-
ции на свежую, не содержащую препарат.

Удаление препарата ONC201 из среды инку-
бации после 24 ч обработки приводило к обрати-
мым изменениям – среднее количество нуклеои-
дов в клетках возросло с 140 ± 27 до 211 ± 47 на 
клетку (рис. 3А, 24 ч обработки, штрих-заливка). 
Однако обработка клеток ONC201 в течение 48 ч 
приводила к необратимым изменениям: после об-
работки число нуклеоидов уменьшилось c 262 ± 46 

до 67 ± 22 на клетку, но после 120-часовой отмыв-
ки осталось на уровне 70 ± 59 на клетку (рис. 3А, 
48 ч обработки, штрих-заливка).

Отмывка клеток BT474 от ONC201 в течение 
120 ч со сменой среды инкубации каждые 24 ч на 
свежую среду, не содержащую препарат, сопрово-
ждалась частичным восстановлением исходной 
морфологии митохондрий (среднего размера), ко-
торое зависело от длительности первичной обра-
ботки клеток препаратом. Так, после 24 ч инкуба-
ции клеток BT474 с 10 мкМ ONC201 митохондрии 
претерпевали фрагментацию и средний размер ми-
тохондрий изменялся от 2,97 ± 0,46 мкм2 в контро-
ле (рис. 3Б, 24 ч обработки, белая заливка) до 
1,34 ± 0,16 мкм2 в клетках, обработанных ONC201 
(рис. 3Б, 24 ч обработки, черная заливка). При 
120-часовой отмывке клеток от препарата после 
24  ч инкубации с ONC201 средний размер мито-
хондрий был 2,08 ± 0,31 мкм2, что составляет около 
70% от значения в контрольной группе (рис.  3Б, 
24  ч обработки, штрих-заливка). Однако средний 
размер митохондрий в клетках, обработанных 
ONC201 в течение 48 ч, после 120-часовой отмывки 
клеток не восстанавливался, а продолжал умень-
шаться, достигая величины 0,88  ±  0,18  мкм2 
(рис. 3Б, 48 ч обработки, штрих заливка). 

Обсуждение
В настоящей работе исследована временна́я за-

висимость действия противоопухолевого препарата 
ONC201 на изменение числа митохондриальных 
нуклеоидов и средний размер митохондрий в куль-
туре клеток рака молочной железы человека ВТ474. 
Известно, что химиотерапевтические агенты  
в условиях in vitro способны вызывать в том числе 
и  значительные изменения в структуре митохон-
дриальной сети, сопровождающиеся нарушениями 
морфологии митохондрий со сдвигом в  сторону 

Рис. 3. Обратимость изменений морфологии митохондрий и количества нуклеоидов в клетках ВТ474 после отмывки ONC201. 
A. Количество нуклеоидов на клетку до обработки (белая заливка), после обработки ONC201 (черная заливка) и после 120 ч от-
мывки (штрих заливка) для 24-часовой (левая группа) и 48-часовой обработки ONC201 (правая группа). Б. средний размер мито-
хондрий до обработки (белая заливка), после обработки ONC201 (черная заливка) и после 120 ч отмывки (штрих заливка) для 
24-часовой (левая группа) и 48-часовой обработки ONC201 (правая группа). На графиках приведены средние значения ± стан-
дартные отклонения, полученные в не менее чем трех независимых экспериментах. Для количественного анализа использовано: 
381 клетка (0 ч), 316 клеток (24 ч), 604 клетки (24 ч, 5 сут отмывки), 340 клеток (48 ч) и 518 клеток (48 ч, 5 сут отмывки). Для вы-
явления различий использовался однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с post-hoc-тестом Бонферрони (n = 3, p < 0,05).
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фрагментации, ингибированием митохондриаль-
ного дыхания и потерей мтДНК [4, 5, 26, 27]. Отли-
чительной особенностью действия ONC201 являет-
ся то, что максимальный эффект однократного 
воздействия препаратом ONC201, оцениваемый по 
содержанию мтДНК проявляется не сразу, а зави-
сит от длительности обработки клеток и указывает 
на развитие действия препарата во времени 
[5, 15, 16, 28, 29]. В настоящей работе мы сравнили 
влияние 24- и  48-часовой инкубации клеток 
с  10  мкМ ONC201 на количество митохондриаль-
ных нуклеоидов и  средний размер митохондрий 
в  культуре клеток ВТ474. Также мы предприняли 
попытку оценить обратимость действия препарата 
на указанные параметры клеток через 120 ч после 
отмывки клеток от ONC201. Мы показали, что под 
действием ONC201 количество нуклеоидов на 
клетку и средний размер митохондрий могут изме-
няться как обратимо, так и необратимо – в зависи-
мости от длительности предварительной обработки 
клеток этим агентом. Так 120-часовая отмывка кле-
ток от агента после 24 ч обработки ONC201 сопро-
вождается восстановлением количества нуклеои-
дов, в то время как после 48 ч обработки ONC201 
такая отмывка не приводит к восстановлению ко-
личества нуклеоидов (рис. 2), что указывает на 
сложную динамику влияния ONC201 на митохон-
дриальную сеть. Сходные результаты были получе-
ны и при измерении среднего размера митохон-
дрий в клетках (рис. 3А и 3Б, 24 ч обработки). 
Интересно отметить наличие положительной кор-
реляции между числом нуклеоидов и морфологией 
митохондрий – с  уменьшением числа нуклеоидов 
митохондрии претерпевают фрагментацию. При 
этом коэффициент корреляции Пирсона (r) для 
числа нуклеоидов и среднего размера митохондрий 

составил 0,69 в случае с 24-часовой обработкой 
ONC201 и 0,84 – для эксперимента с 48-часовой 
обработкой.

Таким образом, методом анализа цифровых 
конфокальных флуоресцентных изображений 
с применением специально разработанного макро-
са в настоящей работе показано, что однократная 
обработка клеток ВТ474 препаратом ONC201, в за-
висимости от длительности обработки, приводит 
как к обратимому, так и к необратимому снижению 
числа нуклеоидов, фрагментации митохондрий 
и подавлению пролиферации клеток в обоих случа-
ях, причем без индукции клеточной гибели. Полу-
ченные результаты являются отправной точкой для 
дальнейшего исследования причин дестабилизиру-
ющего действия противоопухолевого препарата на 
морфологию внутриклеточных митохондрий и чис-
ло митохондриальных нуклеоидов, выявления  
молекулярных механизмов, ответственных за обра-
тимое и необратимое изменение морфологии ми-
тохондрий и числа нуклеоидов, а также оценки 
связи между числом нуклеоидов и адаптационной 
трансформацией клеток ВТ474 рака молочной же-
лезы человека под действием противоопухолевого 
агента ONC201.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 19-75-
20-145, Э.Л.Х.). А.A.М. выражает благодарность 
коллективу Лаборатории фармакологической ре-
гуляции клеточной резистентности ИТЭБ РАН 
за  поддержку при выполнении этой работы. Ис-
следования проводили без использования живот-
ных и без привлечения людей в качестве испытуе-
мых. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Effect of ONC201 antitumor drug on the number 
of mitochondrial nucleoids in BT474 breast cancer cells in culture

A.A. Mishukov1 , A.V. Berezhnov2 , M.I. Kobyakova3 , Ya.V. Evstratova3 , 
E.Yu. Mndlyan3 , E.L. Holmuhamedov3, * 
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The effect of the cytostatic antitumor drug ONC201 on the number of mitochondrial nucleoids 
and the average size of mitochondria in the BT474 human breast cancer cells was studied. It was 
shown that incubation of BT474 cells with ONC201 (10 μM) for 24 h reduces the number 
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of nucleoids from 262 ± 46 to 140 ± 27 per cell, and in cells incubated with drug for 48 h the 
number of mitochondrial nucleoids was further reduced to 67 ± 22 per cell. It was found that the 
ONC201-induced change in the number of nucleoids per cell depends on the duration of 
treatment. Short-term (24 h) and long-term (48 h) exposure of cells to a single dose of ONC201 
led to a reversible and irreversible change in the number of nucleoids per cell, respectively. Thus, 
after 24 h of exposure and subsequent 120 h washout with ONC201-free medium, the number 
of nucleoids was restored to 211 ± 47 per cell, while 120-hour washout of drug after 48 hours 
of  treatment did not lead to the restoration of the number of nucleoids, and their number 
remained at the level of 70 ± 59 per cell. Changes in the number of mitochondrial nucleoids, 
regardless of the duration of cell treatment with ONC201, positively correlated with changes in 
the average size of mitochondria as an indicator of their morphology. It is concluded that 
ONC201 has a cytostatic effect on BT474 cells in culture, suppresses cell proliferation and 
induces a reversible or irreversible decrease in the number of mitochondrial nucleoids and 
fragmentation of mitochondria, depending on the duration of treatment.

Keywords: confocal fluorescence microscopy, cell culture BT474, ONC201, fragmentation of 
mitochondria, mitochondrial nucleoids, mitochondrial DNA, image analysis
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