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Ââåäåíèå ãåíà bcl-2 â òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è ñ-Ha-ras ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëà-
ñòû êðûñû, êîòîðûå îáëàäàþò âûñîêîé ïðîàïîïòîòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è íå îñòàíàâëèâàþòñÿ â
êëåòî÷íîì öèêëå ïîñëå ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé, ïðèâîäèò íå òîëüêî ê ïîäàâëåíèþ êëåòî÷íîé ãèáå-
ëè, íî è ê âîññòàíîâëåíèþ ñïîñîáíîñòè ðåàëèçîâàòü áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ. Ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, òðàíñôîðìàíòû E1A +
c-Ha-ras + bcl-2 cïîñîáíû îñóùåñòâëÿòü äîëãîâðåìåííûé (íå ìåíåå 5 ñóò) áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðà-
íèöå ôàç G1/S ïîñëå îáðàáîòêè ÄÍÊ-èíòåðêàëÿòîðîì àäðèàìèöèíîì. Êðèâàÿ êëåòî÷íîãî ðîñòà ïîêàçàëà,
÷òî ÷èñëî êëåòîê îñòàåòñÿ ïîñòîÿííûì íà ïðîòÿæåíèè 1 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ Bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ
òðàíñôîðìàíòîâ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé àäðèàìèöèí. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê E1A +
c-Ha-ras + bcl-2 ðàâíà íóëþ óæå ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà. Àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü, êî-
òîðóþ âûÿâëÿëè ïî îëèãîíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ, à òàêæå êëåòî÷íàÿ ãèáåëü ïî òèïó ìèòîòè-
÷åñêîé êàòàñòðîôû ïîñëå îáðàáîòêè àäðèàìèöèíîì ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò ó Bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ
òðàíñôîðìàíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêîé ëèíèåé E1A + c-Ha-ras. Ââåäåíèå ãåíà bcl-2 â òðàíñôîð-
ìàíòû E1A + c-Ha-ras ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè SA â-Gal (senescence associated â-galac-
tosidase), êîòîðàÿ ñ÷èòàåòñÿ ìàðêåðîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Îáðàáîòêà àäðèàìèöèíîì òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + c-Ha-ras + bcl-2 ïðèâîäèò ê åùå áîëüøåìó ðîñòó àêòèâíîñòè SA â-Gal ïî ñðàâíåíèþ ñ íåîáðàáî-
òàííûìè êëåòêàìè. Ìåòîäîì êîèììóíîïðåöèïèòàöèè îáíàðóæåíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå Bcl-2 ïðèâîäèò ê
ôîðìèðîâàíèþ êîìïëåêñîâ Bcl-2 ñ îíêîïðîäóêòàìè ðàííåãî ðàéîíà E1A, êîòîðûé, ñîãëàñíî ñîâðåìåí-
íûì ïðåäñòàâëåíèÿì, îòâå÷àåò çà ïðîàïîïòîòè÷åñêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñ-
ôîðìàíòîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïåðåíîñ ãåíà bcl-2 â òðàíñôîðìàíòû
E1A + c-Ha-ras âûçûâàåò ïåðåêëþ÷åíèå ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè íà ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ ïîñëå äåé-
ñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, ÷òî ìîæåò ïðîèñõîäèòü áëàãîäàðÿ âçàèìîäåéñòâèþ Bcl-2 ñ àêòèâà-
òîðîì àïîïòîçà — âèðóñíûì îíêîáåëêîì E1A.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñôîðìàöèÿ, áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, ñòàðåíèå, bcl-2, E1A, c-Ha-ras, àäðèà-
ìèöèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÄÒÀ — ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà, DAPI — 4�,6-äèàìèäè-
íî-2-ôåíèëèíäîë, SDS — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ, SA â-Gal (senescence associated â-galactosidase) —
â-ãàëàêòîçèäàçà, àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì, TAE — Òðèñ-àöåòàòíûé áóôåð.

Òðàíñôîðìàöèÿ êëåòîê ñâÿçàíà ñ ïðèîáðåòåíèåì èìè
ñâîéñòâ íåîãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè è ãåíåòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè. Òðàíñôîðìàöèè íîðìàëüíûõ êëåòîê ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, àêòèâà-
öèè îíêîãåíîâ èëè èíàêòèâàöèè îïóõîëåâûõ ñóïðåññî-
ðîâ ïðîòèâîñòîèò ïðîãðàììà îñòàíîâêè êëåòîê â êëåòî÷-
íîì öèêëå, â õîäå êîòîðîé ìîæåò ïðîèñõîäèòü èñïðàâ-
ëåíèå ïîëó÷åííûõ ïîâðåæäåíèé (Hanahan, Weinberg,
2000; Evan, Vousden, 2001). Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ âðå-
ìåííûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ñòàíîâèòñÿ íåîáðàòè-
ìûì, òàê êàê â êëåòêå âêëþ÷àåòñÿ ïðîãðàììà êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ. Â îòëè÷èå îò ïîêîÿùåãîñÿ ñîñòîÿíèÿ, êîãäà
áëîêè îáðàòèìû, ñòàðåíèå ñâÿçàíî ñ íåîáðàòèìûì áëî-
êîì êëåòî÷íîãî öèêëà, êîòîðûé ñîïðîâîæäàåòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè ìîðôîëîãèè êëåòêè, âûðàæàþ-
ùèìèñÿ â ðàñïëàñòûâàíèè íà ñóáñòðàòå, âàêóîëèçàöèè è
ãðàíóëÿöèè öèòîïëàçìû. Ñòàðåþùèå êëåòêè ìîãóò àê-

òèâíî ñåêðåòèðîâàòü ìîëåêóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè è ìè-
òîãåíû (Blagosklonny, 2003).

Ðàçëè÷àþò ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå, êîòîðîå ñâÿçàíî
ñ óêîðî÷åíèåì òåëîìåð è ñíèæåíèåì àêòèâíîñòè òåëîìå-
ðàçû, è óñêîðåííîå (ïðåæäåâðåìåííîå) ñòàðåíèå, èíäóê-
òîðàìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ñòèìóëû, âûçûâàþùèå â âû-
ñîêèõ äîçàõ àïîïòîç. Èìè ìîãóò áûòü îíêîãåíû, èîíèçè-
ðóþùàÿ ðàäèàöèÿ, ÄÍÊ-èíòåðêàëÿòîðû, ìèêðîòðó-
áî÷êîâûå ÿäû, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ãèïîêñèÿ, èíãèáè-
òîðû äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ, ôàêòîð ðîñòà TGF-â, ðåòèíîè-
äû (Blagosklonny, 2003). Ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå íå-
ëüçÿ ïðåäîòâðàòèòü âîññòàíîâëåíèåì òåëîìåðàçíîé àê-
òèâíîñòè è ñîõðàíåíèåì äëèíû òåëîìåð õðîìîñîì. Ïåð-
âè÷íûå ôèáðîáëàñòû îò áîëüíûõ ñ àòàêñèåé-òåëåàíãèýê-
òàçèåé, ýêñïðåññèðóþùèå òåëîìåðàçó hTERT, óòðà÷èâà-
þò ñïîñîáíîñòü ê ðåïëèêàòèâíîìó ñòàðåíèþ, õàðàêòåð-
íîìó äëÿ ýòîãî ñèíäðîìà, íî ïðåæäåâðåìåííî ñòàðåþò
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ïîñëå äåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèè èëè îêèñëèòå-
ëüíîãî ñòðåññà. Ïðè ýòîì íàáëþäàþòñÿ óâåëè÷åíèå ñî-
äåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé (àêòèâíîé) ñòðåññ-êèíàçû
ð38 è íàêîïëåíèå ð53, p21/Waf-1 è ð16/INK4a (Naka
et al., 2004).

Ïîòåíöèàëüíî îíêîãåííûé ñòèìóë âûçûâàåò â íîð-
ìàëüíûõ êëåòêàõ àïîïòîç èëè óñêîðåííîå ñòàðåíèå êëå-
òîê â çàâèñèìîñòè îò èõ òêàíåâîé ïðèíàäëåæíîñòè èëè
ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîêàçàíî, íàïðèìåð, ÷òî ïî-
âûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ îíêîãåííîãî áåëêà Ras ïðèâîäèò ê
âêëþ÷åíèþ ð53-çàâèñèìîé ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ (Serrano
et al., 1997; Lin et al., 1998; Lin, Lowe, 2001; Ferbeyre
et al., 2002; Deng et al., 2004). Äëÿ òîãî ÷òîáû òðàíñôîð-
ìèðîâàòü íîðìàëüíóþ êëåòêó â ïðèñóòñòâèè îíêîãåííî-
ãî öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áåëêà Ras, íåîáõîäèìî ââåñòè
åãî ñîâìåñòíî ñ îíêîãåíîì «ÿäåðíîãî» òèïà (íàïðèìåð, ñ
îíêîïðîäóêòàìè E2F, c-Myc, öèêëèíàìè D, Cdc25 A è Â
èëè âèðóñíûìè îíêîãåíàìè E1A è Å7). Äðóãîé ïóòü
òðàíñôîðìàöèè âîçìîæåí ïðè ââåäåíèè îíêîãåíà Ras â
êëåòêè, äåôåêòíûå ïî îïóõîëåâûì ñóïðåññîðàì (íàïðè-
ìåð, p53, p16/INK4a è pRb). Îáíàðóæåííàÿ çàêîíîìåð-
íîñòü îòíîñèòñÿ òîëüêî ê òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ãðûçó-
íîâ, â òî âðåìÿ êàê äëÿ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ÷åëîâåêà
íåîáõîäèìî ïðèñóòñòâèå êîíñòèòóòèâíî àêòèâíîé òåëî-
ìåðàçû hTERT. Âñëåäñòâèå ìóòàöèé èëè èíàêòèâàöèè
îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ â õîäå ìíîãîñòóïåí÷àòîãî êàí-
öåðîãåíåçà êëåòêà óòðà÷èâàåò ñïîñîáíîñòü ê çàïóñêó ñòà-
ðåíèÿ è àïîïòîçà â îòâåò íà âêëþ÷åíèå îíêîãåíîâ (Hana-
han, Weinberg, 2000; Evan, Vousden , 2001).

Íå òîëüêî â íîðìàëüíûõ, íî è â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ìîæåò çàïóñêàòüñÿ ïðîöåññ ñòàðåíèÿ (Hwang, 2002; Ro-
ninson, 2002). Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè ñ-Ha-ras è E1Aad5
(êëåòêè E1A + c-Ha-ras), íå îñòàíàâëèâàþòñÿ â êëåòî÷-
íîì öèêëå, à ïîäâåðãàþòñÿ àïîïòîçó ïîñëå äåéñòâèÿ ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Áóëàâèí è äð., 1998). Ïðè ââåäå-
íèè â íèõ ãåíà bcl-2 ÷åëîâåêà (êëåòêè E1A + c-Ha-ras +
bcl-2) àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü ýòèõ òðàíñôîðìàíòîâ ïî-
äàâëÿåòñÿ è îäíîâðåìåííî âîññòàíàâëèâàåòñÿ ñïîñîá-
íîñòü îñòàíàâëèâàòüñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå ïîñëå ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì èëè îáðàáîòêîé ÄÍÊ-èíòåðêàëÿ-
òîðîì àäðèàìèöèíîì (Òàðàðîâà è äð., 2002). Â ñâÿçè ñ
òåì ÷òî â ñîñòîÿíèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà òðàíñôîð-
ìàíòû E1A + c-Ha-ras + bcl-2 (â îòëè÷èå îò èñõîäíîé
ïðîàïîïòîòè÷åñêè ÷óâñòâèòåëüíîé ëèíèè) ñïîñîáíû
äëèòåëüíîå âðåìÿ ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü â ïðè-
ñóòñòâèè àäðèàìèöèíà, âîçíèê âîïðîñ î òîì, íå ÿâëÿåòñÿ
ëè íàáëþäàåìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ñëåäñòâèåì
âêëþ÷åíèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ.

Äëÿ ýòîãî áûëè èçó÷åíû îáðàòèìîñòü áëîêà êëåòî÷-
íîãî öèêëà, êëåòî÷íàÿ ãèáåëü è ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà
ñòàðåíèÿ êëåòîê SA â-Gal (senescence associated â-galac-
tosidase) ïîñëå îáðàáîòêè òðàíñôîðìàíòîâ àäðèàìèöè-
íîì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ñîñòîÿíèå êëåòîê, êîòîðîå âûçûâàåò îáðàáîòêà àäðè-
àìèöèíîì òðàíñôîðìàíòîâ E1A + c-Ha-ras + bcl-2, ïî
ðÿäó ïðèçíàêîâ íàïîìèíàåò ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå
íîðìàëüíûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Ðàáîòà âûïîëíåíà
íà òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè ElAad5 è ñ-Íà-ras
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, â êîòîðûå äîïîë-

íèòåëüíî áûë ââåäåí àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ãåí bcl-2 ÷åëî-
âåêà (Ïîñïåëîâà è äð., 1990; Òàðàðîâà è äð., 2002).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DME c äîáàâëåíèåì
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ è 40 ìêã/ìë àíòè-
áèîòèêà ãåíòàìèöèíà. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññå-
âàëè íà ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè. ×åðåç 1 ñóò êëåòêè
îáðàáàòûâàëè àäðèàìèöèíîì â êîíöåíòðàöèè 0.1 ìêã/ìë
â òå÷åíèå 1, 2, 3 è 7 ñóò.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷à-
øåê â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè â
ðàñòâîðå 0.1%-íîãî ñàïîíèíà, à çàòåì îáðàáàòûâàëè
ÐÍÊàçîé À (100 ìêã/ìë) è îäíîâðåìåííî îêðàøèâàëè
èîäèäîì ïðîïèäèÿ (50 ìêã/ìë). Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öè-
òîôëóîðèìåòðà Odam (Bruker, Ôðàíöèÿ).

Ê ð è â û å ð î ñ ò à. Êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 30 ìì ïî 1.6 · 104 êëåòîê íà 1 ÷àøêó. Íà ñëåäó-
þùèé äåíü â ÷àøêè äîáàâëÿëè àäðèàìèöèí (0.1 ìêã/ìë).
Ïîäñ÷åò íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê è êëåòîê, êóëüòèâèðóå-
ìûõ íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé àäðèàìèöèí, ïðîâîäèëè êàæ-
äûé äåíü â òå÷åíèå 1 íåä ñ èñïîëüçîâàíèåì êàìåðû Ãî-
ðÿåâà. Àíàëèçèðîâàëè ïî 2 ÷àøêè íà êàæäûé âðåìåííîé
èíòåðâàë. Ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Ê ë î í î ã å í í à ÿ â û æ è â à å ì î ñ ò ü. Êëåòêè ðàññåâà-
ëè íà ÷àøêè è îáðàáàòûâàëè àäðèàìèöèíîì. ×åðåç 16 ÷,
1 è 7 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà êëåòêè ñåÿëè íà
÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì ïî 100 êëåòîê íà 1 ÷àø-
êó. ×åðåç 1 íåä âûðîñøèå êëîíû ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ
30%-íîãî ýòàíîëà è 10%-íîé óêñóñíîé êèñëîòû ñ îäíî-
âðåìåííûì îêðàøèâàíèåì áðèëëèàíòîâûì ñèíèì, ïîä-
ñ÷èòûâàëè ïîä ëóïîé è ôîòîãðàôèðîâàëè. Àíàëèçèðîâà-
ëè ïî 3 ÷àøêè íà êàæäûé âðåìåííîé èíòåðâàë. Ýêñïåðè-
ìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

À ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê ó þ ã è á å ë ü ê ë å ò î ê ïîñëå îáðà-
áîòêè àäðèàìèöèíîì âûÿâëÿëè ïî íàëè÷èþ îëèãîíóêëå-
îñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Èç êëåòîê âûäåëÿëè ýêñò-
ðàõðîìîñîìíóþ ÄÍÊ ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì. Äëÿ ýòîãî
â òå÷åíèå 20 ìèí êëåòêè ëèçèðîâàëè íà ëüäó â áóôåðå,
ñîäåðæàùåì 5 ìÌ Òðèñ-HCl , 0.5 % Òðèòîíà Õ-100 è
100 ìÌ ÝÄÒÀ (ðÍ 8.0). Êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè
20 ìèí ïðè 12 000 îá/ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü îò-
áèðàëè â îòäåëüíûå ïðîáèðêè, â êîòîðûå äîáàâëÿëè
NaCl äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.15 Ì è ÐÍÊàçó À äî
100 ìêã/ìë, à çàòåì èíêóáèðîâàëè 1 ÷ íà âîäÿíîé áàíå
ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî â ïðîáû äîáàâëÿëè SDS äî êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 0.5 % è ïðîòåèíàçó K äî 200 ìêã/ìë è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Äåïðîòåèíèçàöèþ ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî ðàâ-
íûìè îáúåìàìè ôåíîëà è õëîðîôîðìà. ÄÍÊ îñàæäàëè
0.5 Ì NaCl è äâîéíûì îáúåìîì 96%-íîãî ýòàíîëà â òå-
÷åíèå 30 ìèí ïðè –20 °Ñ, à çàòåì ïðîìûâàëè 70%-íûì
ýòàíîëîì. Îáðàçöû õðàíèëè â 96%-íîì ýòàíîëå ïðè
–20 °Ñ íå áîëåå 2 íåä. Ïåðåä ýëåêòðîôîðåçîì ÄÍÊ ðàñ-
òâîðÿëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è íàíîñèëè íà
1.5%-íûé àãàðîçíûé ãåëü. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â
âåðòèêàëüíîé êàìåðå â áóôåðå ÒÀÅ, ðÍ 8.0, ïðè íàïðÿ-
æåíèè 50 Â. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü îêðàøèâàëè áðî-
ìèñòûì ýòèäèåì è ôîòîãðàôèðîâàëè â óëüòðàôèîëåòî-
âîì ñâåòå.

Íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ ôëóîðîõðîìîì DAPI
(4’,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë; Sigma, ÑØÀ), âûÿâëÿëè
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê è êëåòî÷íóþ ãèáåëü ïî
òèïó ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôû. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñåÿëè
íà ïîêðîâíûå ñòåêëà è îáðàáàòûâàëè àäðèàìèöèíîì. ×å-
ðåç 1, 2, 3 è 7 ñóò êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëè-
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íîì, îêðàøèâàëè DAPI è ïîäñ÷èòûâàëè àïîïòè÷åñêèå
êëåòêè è êëåòêè ñ ïðèçíàêàìè ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôû.
Àïîïòîòè÷åñêèìè ñ÷èòàëè êëåòêè ñ ïèêíîòè÷åñêèìè ÿä-
ðàìè ìàëåíüêîãî ðàçìåðà è êîìïàêòíûì õðîìàòèíîì,
àïîïòîòè÷åñêèìè òåëüöàìè è ôðàãìåíòèðîâàííûìè ÿä-
ðàìè. Êëåòêàìè, ïîäâåðãøèìèñÿ ìèòîòè÷åñêîé êàòàñò-
ðîôå, ñ÷èòàëè êëåòêè ñ ìíîãîïîëþñíûìè ìèòîçàìè, ìè-
òîçàìè ñ ïåðåñòðîéêàìè, ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè è êëåòêè
ñ ìèêðîÿäðàìè. Ïðåïàðàòû ôîòîãðàôèðîâàëè âèäåîêàìå-
ðîé, óñòàíîâëåííîé íà ìèêðîñêîïå Axioscope.

Î ï ð å ä å ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è SA â-Gal. Êëåòêè
ñåÿëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, îáðàáàòûâàëè àäðèàìèöè-
íîì è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëèíîì. Çàòåì êëåòêè
îêðàøèâàëè â áóôåðå X-Gal, pH 6.0 (Dimri et al., 1995),
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è. Ýêñïðåññèþ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ
SA â-Gal èññëåäîâàëè íà ïðåïàðàòàõ ïîä ñâåòîâûì ìèê-
ðîñêîïîì è ôîòîãðàôèðîâàëè âèäåîêàìåðîé, óñòàíîâ-
ëåííîé íà ìèêðîñêîïå Leuca.

Ê î è ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. Âçàèìîäåéñòâèå
áåëêîâ Bcl-2 è E1A èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êî-
èììóíîïðåöèïèòàöèè. Äëÿ ýòîãî 1500 ìêã áåëêà òîòàëü-
íîãî ëèçàòà èêóáèðîâàëè ïðè 8 °Ñ â òå÷åíèå íî÷è ñ 5 ìêë
àíòèòåë ïðîòèâ E1A (M73, sc-25, Santa Cruz Biotechnolo-
gy). Çàòåì èììóííûå êîìïëåêñû îñàæäàëè â òå÷åíèå 2 ÷
ïðîòåèí À-ñåôàðîçîé. Ïîñëå òðåõ îòìûâîê ëèçèðóþùèì
áóôåðîì ê ïðåöèïèòàòó äîáàâëÿëè 4-êðàòíûé áóôåð
Ëýììëè äëÿ SDS-ýëåêòðîôîðåçà è êèïÿòèëè ïðîáû â òå-
÷åíèå 5 ìèí. Áåëêè ðàçäåëÿëè â 12%-íîì ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå, à çàòåì ïðîâîäèëè èõ ïîëóñóõîé ýëåêò-
ðîïåðåíîñ íà ìåìáðàíó PVDF (Millipore Corporation,
ÑØÀ). Áëîêèðîâàíèå ñàéòîâ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ àíòèòåë îñóùåñòâëÿëè â 5%-íîì ÁÑÀ, ïîñëå ÷åãî
ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè ìûøè ïðîòèâ Bcl-2 ÷åëîâåêà (Ñ-2, sc-7382, Santa Cruz
Biotechnology, ÑØÀ); â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëü-
çîâàëè èììóíîãëîáóëèíû êðîëèêà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà. Äëÿ âèçóàëèçàöèè èììóíîáëîòîâ èñïîëüçî-
âàëè ìåòîä óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amer-
sham, CØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ àäðèàìèöèíà íà èçìåíåíèå ÷èñ-
ëåííîñòè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A +
c-Ha-ras è èõ Bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ âàðèàíòîâ (E1A +
c-Ha-ras + bcl-2) ñòðîèëè êðèâûå êëåòî÷íîãî ðîñòà. Â
ïðèñóòñòâèè àäðèàìèöèíà ÷èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè êëå-
òîê E1A + c-Ha-ras + bcl-2 óâåëè÷èâàåòñÿ âäâîå íà
2-å ñóò, ïîñëå ÷åãî îñòàåòñÿ íåèçìåííîé â òå÷åíèå 1 íåä
(ðèñ. 1, á), â òî âðåìÿ êàê ÷èñëåííîñòü êëåòîê èñõîäíîé
ëèíèè E1A + c-Ha-ras íåóêëîííî ñîêðàùàåòñÿ (ðèñ. 1, à),
òàê ÷òî íà 3-è ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà êëå-
òî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ ïîãèáàåò ïîëíîñòüþ. Òàêèì îáðàçîì,
àäðèàìèöèí âûçûâàåò ñòàáèëèçàöèþ ÷èñëåííîñòè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + c-Ha-ras + bcl-2, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü
ëèáî ñëåäñòâèåì áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, ëèáî ðåçóëüòà-
òîì ðàâíîâåñèÿ ìåæäó ïðîöåññàìè êëåòî÷íîé ïðîëèôå-
ðàöèè è êëåòî÷íîé ãèáåëè.

Ñîãëàñíî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ïîñëå îá-
ðàáîòêè àäðèàìèöèíîì òðàíñôîðìàíòû E1A + c-Ha-ras +
bcl-2 îñòàíàâëèâàþòñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå íà ãðàíèöå ôàç
G1/S. ×èñëî êëåòîê E1A + c-Ha -ras + bcl-2 ñ ñîäåðæàíè-
åì ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèì ôàçå S êëåòî÷íîãî öèêëà, ñî-

êðàùàåòñÿ âäâîå ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå îáðàáîòêè
àäðèàìèöèíîì è îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íà òîì æå óðîâíå
â òå÷åíèå åùå êàê ìèíèìóì 5 ñóò (ðèñ. 1, â). ×èñëî ïîëè-
ïëîèäíûõ êëåòîê E1A + c-Ha-ras + bcl-2 óâåëè÷èâàåòñÿ ñ
5 äî 40 % ÷åðåç 7 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà.
Êëåòêè èñõîäíîé ëèíèè E1A + c-Ha-ras ïîä äåéñòâèåì
àäðèàìèöèíà òàêæå ïîäâåðãàþòñÿ ïîëèïëîèäèçàöèè, îä-
íàêî èõ ïðîëèôåðàöèÿ íå ïðåêðàùàåòñÿ è ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ìàññîâîé àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ. Îá ýòîì ñâèäåòå-
ëüñòâóåò ïîÿâëåíèå ñóáäèïëîèäíîãî ïèêà ÄÍÊ íà ãèñ-
òîãðàììàõ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (ðèñ. 1, â).

Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ïîäàâëåíèÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè, âûçâàííîé àäðèàìèöèíîì, ïðè ïîâûøåííîé ýêñï-
ðåññèè Bcl-2 èñïîëüçîâàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ íà ðàçíûõ ñðîêàõ îáðàáîòêè êëåòîê
öèòîñòàòèêîì. Â îòëè÷èå îò òðàíñôîðìàíòîâ èñõîäíîé
ëèíèè â êëåòêàõ E1A + c-Ha-ras + bcl-2 îëèãîíóêëåîñîì-
íàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ íå âûÿâëÿåòñÿ äàæå ÷åðåç 7 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ àäðèàìèöèíîì (ðèñ. 2, à). Òàê êàê àä-
ðèàìèöèí ñïîñîáåí âûçûâàòü ãèáåëü òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê íå òîëüêî ïóòåì àïîïòîçà, íî è ïî òèïó ìèòî-
òè÷åñêîé êàòàñòðîôû, áûë ïðîâåäåí ìîðôîëîãè÷åñêèé
àíàëèç àïîïòîòèðóþùèõ êëåòîê è êëåòîê, ïîäâåðãøèõñÿ
ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôå. Â êëåòêàõ E1A + c-Ha-ras +
bcl-2 ãèáåëü ïî òèïó àïîïòîçà è ïîñëå ìèòîòè÷åñêîé êà-
òàñòðîôû ïðè äåéñòâèè àäðèàìèöèíà ïðàêòè÷åñêè îòñóò-
ñòâóþò (ðèñ. 2, á). Ìíîãîïîëþñíûå ìèòîçû îòñóòñòâîâà-
ëè â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé, îáðàáîòàííûõ àäðèàìèöèíîì
(ðèñ. 2, á).

Äîëãîâðåìåííûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê ãðûçóíîâ E1A + c-Ha -ras + bcl-2 ìî-
æåò áûòü îäíèì èç ïðèçíàêîâ óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, êî-
òîðîå îïèñàíî äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Shay,
Roninson, 2004). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñòàðåíèå ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà (Blagosklon-
ny, 2003). Íåîáðàòèìîñòü áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + c-Ha-ras + bcl-2 êîëè÷åñòâåííî îöåíè-
âàëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëü-
íîì ïîñåâå ÷åðåç ðàçíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå
îáðàáîòêè èõ àäðèàìèöèíîì (ïî êëîíîãåííîé âûæèâàå-
ìîñòè, èëè ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ). Áûëî îáíàðó-
æåíî, ÷òî óæå ÷åðåç 16 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàí-
òîâ E1A + c-Ha-ras + bcl-2 ñ àäðèàìèöèíîì êëîíû íå îá-
ðàçóþòñÿ, ò. å. ó êëåòîê ïîëíîñòüþ èñ÷åçàåò ñïîñîáíîñòü
ê ïðîëèôåðàöèè (ðèñ. 3). Êðîìå òîãî, ïðîòî÷íàÿ öèòî-
ìåòðèÿ ïîêàçàëà, ÷òî òðàíñôîðìàíòû, îáðàáîòàííûå àä-
ðèàìèöèíîì, íå ìîãóò âîçîáíîâèòü ïðîëèôåðàöèþ ïîñëå
îòìûâêè àäðèàìèöèíà (äàííûå íå ïðèâåäåíû). Ýòî îçíà-
÷àåò, ÷òî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, âûçâàííûé àäðèàìèöè-
íîì, â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras + bcl-2 íåîáðàòèì.
Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê E1A + c-Ha-ras òàê-
æå ðàâíà íóëþ óæå ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè àäðèàìè-
öèíîì (ðèñ. 3), ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ èõ ãèáåëüþ
(ðèñ. 2).

Îäèí èç ãëàâíûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ íîðìàëüíûõ
êëåòîê — àêòèâíîñòü SA â-Gal — áûë èññëåäîâàí â êîí-
òðîëå è ïîñëå äåéñòâèÿ àäðèàìèöèíà. Ýêñïðåññèþ
SA â-Gal èçó÷àëè ïðè ðÍ 6.0 è 37 °Ñ ÷åðåç ðàçíûå ïðîìå-
æóòêè âðåìåíè ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê E1A + c-Ha-ras +
bcl-2 àäðèàìèöèíîì (ðèñ. 4, ãîëóáîå îêðàøèâàíèå). Â íå-
îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ðîäèòåëüñêîé ëèíèè E1A +
c-Ha-ras ýêñïðåññèÿ SA â-Gal î÷åíü ìàëà, à ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ àäðèàìèöèíà âîçðàñòàåò íåçíà÷èòåëüíî (ðèñ. 4, à—â).
Ïåðåíîñ ãåíà bcl-2 â òðàíñôîðìàíòû E1A + c-Ha-ras
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè SA â-Gal (ðèñ. 4, ã).

Àíòèàïîïòîòè÷åñêèé îíêîãåí bcl-2 èíäóöèðóåò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ 909



Äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùåãî àãåíòà àäðèàìèöèíà
óñèëèâàåò ýêñïðåññèþ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ E1A +
c-Ha-ras + bcl-2, è ÷åðåç 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóò-
ñòâèè àäðèàìèöèíà ýêñïðåññèÿ Sa â-Gal âûÿâëÿåòñÿ â
áîëüøèíñòâå êëåòîê (ðèñ. 4, ä—ç). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àäðèàìèöèí âûçûâàåò

ñòàðåíèå â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras ñ âûñîêîé ýê-
ñïðåññèåé àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî ãåíà bcl-2.

Òàê êàê ââåäåíèå îíêîãåíà bcl-2 â òðàíñôîðìàíòû
E1A + c-Ha-ras ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ ñïîñîáíîñòè
êëåòîê îñòàíàâëèâàòüñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå ïîñëå äåéñò-
âèÿ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ðîñòà (à, á) è ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (â) òðàíñôîðìàíòîâ E1A + c-Ha-ras (a è â, I) è Å1À +
ñ-Ha-ras + bcl-2 (á è â , II) â ïðèñóòñòâèè àäðèàìèöèíà (0.1 ìêã/ìë).

à, á: 1 — íåîáðàáîòàííûå êëåòêè, 2 — â ïðèñóòñòâèè àäðèàìèöèíà. â: ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, åä. ïëîèäíîñòè ñ; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê. S — äîëÿ êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ, %; Ð — äîëÿ ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê, %. Óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ S è Ð è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ

ïî ðåçóëüòàòàì íå ìåíåå 3 ýêñïåðèìåíòîâ.

Fig. 1. Growth curves (a, á) and cell cycle distribution (â) of E1A + c-Ha-ras- (a and â, I) and E1A + c-Ha-ras + bcl-2- (á and â, II) in the
presence of adriamycin (0.1 ìg/ml).

a, á: 1 — untreated cells, 2 — in the presence of adriamycin. â: Abscissa — DNA content, units of ploidy, c; axis of ordinates — cell number. S — portion of S-pha-
se cells, %; P — portion of polyploid cells, %. Means of S and P and their standard deviations of less than three independent experiments are represented.



Bcl-2 íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò ôóíêöèè îíêîïðîäóêòîâ
E1A. Ðàííèé ðàéîí E1A ïðåäîòâðàùàåò îñòàíîâêó ïðî-
ëèôåðàöèè è ñòàðåíèå, âûçâàííûå îíêîãåííûì Ras, è êî-
îïåðèðóåò ñ ïîñëåäíèì â òðàíñôîðìàöèè íîðìàëüíûõ
êëåòîê (Lin et al., 1995; Serrano et al., 1997). Ìåòîäîì êî-
èììóíîïðåöèïèòàöèè áûëî îáíàðóæåíî ôèçè÷åñêîå
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó áåëêàìè Bcl-2 è Å1À â íåîáðàáî-
òàííûõ êëåòêàõ è ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà, ïðè-
÷åì ñîäåðæàíèå ýòèõ êîìïëåêñîâ ñî âðåìåíåì âîçðàñòà-
åò (ðèñ. 5).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè äàííûå î äëè-
òåëüíîé îñòàíîâêå â êëåòî÷íîì öèêëå òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê ñ ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé Bcl-2 ìîãóò ñâè-
äåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó òîãî, ÷òî îáðàáîòêà öèòîñòàòè-
êîì è ÄÍÊ-èíòåðêàëÿòîðîì àäðèàìèöèíîì, ïî-âèäè-

ìîìó, ïðèâîäèò ê çàïóñêó ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ. Ïîêàçà-
íî, ÷òî öèòîñòàòèêè ìîãóò ÿâëÿòüñÿ èíäóêòîðàìè ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â ðàçëè÷íûõ îïóõîëÿõ (Chang
et al., 1999; Schmitt et al., 2002). Àäðèàìèöèí âûçûâàåò
íåîáðàòèìóþ îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè è ÷åðòû ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ïîëó÷åí-
íûõ èç ñîëèäíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà, íåçàâèñèìî îò
òîãî, ýêñïðåññèðóþò îíè ð53 äèêîãî èëè ìóòàíòíîãî
òèïà (Chang et al., 1999). Êðîìå òîãî, îáðàáîòêà àäðèàìè-
öèíîì ìîæåò ïðèâîäèòü ê ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôå
(óâåëè÷åíèå ÷èñëà õðîìîñîì, ïîÿâëåíèå ìèêðîÿäåð) è ê
ïîëèïëîèäèçàöèè (Chang et al., 1999).

C äðóãîé ñòîðîíû, ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ àíòè-
àïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà Bcl-2 càìà ïî ñåáå òàêæå ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ ôàêòîðîì ñòàðåíèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî Bcl-2 ïîäàâ-
ëÿåò àêòèâíîñòü òåëîìåðàçû, âûçûâàÿ ðåïëèêàòèâíîå
ñòàðåíèå (Mandal, Kumar, 1997), âåäåò ê òîðìîæåíèþ
ïðîëèôåðàöèè è ïîÿâëåíèþ ÷åðò êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ
(Rincheval et al., 2002; Crescenzi et al., 2003). Êðîìå òîãî,
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Ðèñ. 2. Ïîäàâëåíèå êëåòî÷íîé ãèáåëè, âûçâàííîé àäðèàìèöèíîì, â Bcl-2- ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras.

a — âûÿâëåíèå îëèãîíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Äîðîæêè: 1 — ìàðêåðíàÿ ÄÍÊ (100 ï. í.); 2 — êîíòðîëüíûå êëåòêè E1A + c-Ha-ras; 3, 4 — îíè
æå ïîñëå îáðàáîòêè àäðèàìèöèíîì â òå÷åíèå 1 è 2 ñóò ñîîòâåòñòâåííî; 5 — êîíòðîëüíûå êëåòêè E1A + c-Ha-ras + bcl-2; 6—8 — îíè æå ïîñëå îáðàáîòêè
àäðèàìèöèíîì â òå÷åíèå 2, 3 è 7 ñóò ñîîòâåòñòâåííî. á — êëåòêè E1A + c-Ha-ras (I) è E1A + c-Ha-ras + bcl-2 (II) ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ôëóîðîõðîìîì

DAPI. M — äîëÿ êëåòîê ñ íàðóøåíèÿìè ìèòîçîâ, %. À — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, %.

Fig. 2. Suppression of adriamycin-induced cell death in Bcl-2-expressing E1A + c-Ha-ras-transformants.

a — detection of oligonucleosomic DNA fragmentation. Lanes: 1 — 100 bp DNA ladder; 2 — control E1A + c-Ha-ras-cells; 3, 4 — the same cells treated with ad-
riamycin for 1 and 2 days, correspondingly; 5 — control E1A + c-Ha-ras + bcl-2-cells; 6—8 — the same cells treated with adriamycin for 2, 3 and 7 days, corres-
pondingly. á — E1A + c-Ha-ras- (I) and E1A + c-Ha-ras + bcl-2- (II) cells after DAPI staining. M — portions of cells with aberrant mitoses, %. A — portion of

apoptotic cells, %.



Bcl-2 êîîïåðèðóåò ñ îíêîãåííûì H-Ras, óñêîðÿÿ ñòàðå-
íèå êëåòîê ñ êîíñòèòóòèâíî àêòèâíîé òåëîìåðàçîé ÷åëî-
âåêà hTERT (Tombor et al., 2003). Ïðè ñòàðåíèè êëåòîê
ðàçëè÷íîãî ãèñòîãåíåçà íàáëþäàåòñÿ ïîâûøåíèå ñîäåð-
æàíèÿ Bcl-2 (Jarskog, Gilmore, 2000; Crescenzi et al.,
2003; Tombor et al., 2003). Òàêèì îáðàçîì, ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî Bcl-2 âûçûâàåò ñòàðåíèå òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + c-Ha-ras â îòâåò íà àäðèàìèöèí, äîñòàòî÷íî îáî-
ñíîâàííî.

Äåéñòâèòåëüíî, îíêîáåëîê Bcl-2 ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü
êëåòî÷íóþ ãèáåëü òðàíñôîðìàíòîâ E1A + c -Ha-ras, îá-
ðàáîòàííûõ àäðèàìèöèíîì, íî ïðè ýòîì êëåòêè òåðÿþò
ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû áûëè
ïîëó÷åíû íà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ýïèòåëèÿ ÷å-
ëîâåêà, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùèõ Bcl-2, êîòîðûé çà-
ùèùàë èõ îò àïîïòîçà, âûçâàííîãî îáðàáîòêîé öèòîñòà-
òèêîì ýòîïîçèäîì. Â ýòîì ñëó÷àå Bcl-2 òàêæå íå âëèÿë
íà ïîêàçàòåëè êëîíîãåííîé âûæèâàåìîñòè, îáðàçîâàíèå
ãèãàíòñêèõ è ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê (õàðàêòåðíûõ äëÿ
êàðòèíû ìèòîòè÷åñêîé êàòàñòðîôû) ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ýòîïîçèäà (Lock, Stribinskiene, 1996).

Ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå, ïî-âèäèìîìó, íàèáîëåå
âåðîÿòíî â ñëó÷àÿõ, êîãäà Bcl-2 ïîäàâëÿåò â êëåòêàõ
àïîïòîòè÷åñêóþ ïðîãðàììó. Öèêëîôîñôàìèä âûçûâàåò
ñòàðåíèå êëåòîê ïåðâè÷íûõ ëèìôîì ìûøè, âîâëåêàÿ â
ýòîò ïðîöåññ îïóõîëåâûå ñóïðåññîðû ð53 è ð16/INK4a.
Ïîäàâëåíèå àïîïòîòè÷åñêîé ïðîãðàììû â ýòèõ ëèìôî-
ìàõ ñ ïîìîùüþ Bcl-2 ïðèâîäèò ê ð53/ð16/INK4a-çàâèñè-
ìîìó áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà è ñòàðåíèþ (Schmitt et al.,
2002). Âîçìîæíî, ïîýòîìó àíòèàïîïòîòè÷åñêèé áåëîê
Bcl-2 íå ïîâûøàåò êëîíîãåííóþ âûæèâàåìîñòü êëåòîê

ïîñëå îáðàáîòêè öèòîñòàòèêàìè, à âûçûâàåò îêîí÷àòåëü-
íûé áëîê ïðîëèôåðàöèè, ÿâëÿþùèéñÿ ñëåäñòâèåì âêëþ-
÷åíèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ.

Âçàèìîäåéñòâèå îíêîïðîäóêòîâ Bcl-2 ñ áåëêàìè ðàí-
íåãî ðàéîíà E1A (ðèñ. 5) ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç ìåõà-
íèçìîâ, ïîñðåäñòâîì êîòîðîãî îñóùåñòâëÿåòñÿ ïåðåêëþ-
÷åíèå àïîïòîòè÷åñêîé ïðîãðàììû òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + c-Ha-ras íà ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ ïîñëå ââåäåíèÿ â
íèõ Bcl-2. Èíäóêöèÿ ïåðåõîäà êëåòîê â ôàçó ñèíòåçà
ÄÍÊ ñâÿçàíà ñî ñïîñîáíîñòüþ Å1À ñåêâåñòðèðîâàòü ïî-
êåò-áåëêè ñåìåéñòâà ðåòèíîáëàñòîìû, âûçûâàÿ îáðàçîâà-
íèå ñâîáîäíîãî òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíîãî E2F (Fattaey
et al., 1993). Å1À âçàèìîäåéñòâóåò ñ êîàêòèâàòîðàìè
òðàíñêðèïöèè PCAF (Chakravarti et al., 1999) è p300/CBP
(Chiou, White , 1997). Êðîìå òîãî, îíêîïðîäóêòû Å1À ìî-
ãóò èíàêòèâèðîâàòü íåãàòèâíûå ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî
öèêëà p21/Waf-1 (Bulavin et al., 1999; Keblusek et al.,
1999; Chattopadhyay et al., 2001) è ð27/Kip (Mal et al.,
1996; Nomura et al., 1998). Ýêñïðåññèÿ îíêîïðîäóêòîâ
E1Aad5 â íîðìàëüíîé êëåòêå âûçûâàåò äåðåãóëÿöèþ ñî-
áûòèé êëåòî÷íîãî öèêëà è ìàññîâûé ð53-çàâèñèìûé è
ð53-íåçàâèñèìûé àïîïòîç (Debbas, White, 1993; Sabbatini
et al., 1995; Teodoro et al., 1995). Êîìïëåìåíòàöèÿ E1A ñ
îíêîãåíîì ñ-Ha-ras ïðèâîäèò ê ïîëíîé ìîðôîëîãè÷å-
ñêîé òðàíñôîðìàöèè, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ ïîäàâëåíèåì
Å1À-èíäóöèðîâàííîé àïîïòîòè÷åñêîé ïðîãðàììû (Da-
venport, Taparowsky, 1990). Êëåòî÷íûé ãåí bcl-2 òàêæå
ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü E1A-èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç (Rao
et al., 1992; Chiou et al., 1994; Boulakia et al., 1996; Huang
et al., 1997). Ñåêâåñòðèðîâàíèå áåëêîì Bcl-2 îíêîïðî-
äóêòîâ E1A ìîæåò ïðèâîäèòü ê èíàêòèâàöèè ñâîéñòâ
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Ðèñ. 3. Êëåòî÷íûå êëîíû òðàíñôîðìàíòîâ E1A + c-Ha-ras (I) è E1A + c-Ha-ras + bcl-2 (II), âûðîñøèå íà ÷àøêàõ ïîñëå îáðàáîòêè
àäðèàìèöèíîì.

×åðåç óêàçàííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå äîáàâëåíèÿ àäðèàìèöèíà êëåòêè ñåÿëè íà ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì ïî 100 êëåòîê íà 1 ÷àøêó. ×åðåç
1 íåä âûðîñøèå êëîíû ôèêñèðîâàëè, îêðàøèâàëè áðèëëèàíòîâûì ñèíèì, ïîäñ÷èòûâàëè ïîä ëóïîé è ôîòîãðàôèðîâàëè. Óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äî-

ëåé âûðîñøèõ êëîíîâ (%) è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ ïî ðåçóëüòàòàì íå ìåíåå 3 ýêñïåðèìåíòîâ.

Fig. 3. Cell clones of E1A + c-Ha-ras- (I) and E1A + c-Ha-ras + bcl-2- (II) transformants grown after adriamycin treatment.

Cells were plated on 30 mm Petri dishes with a density of 100 cells per dish in the indicated time-points after adriamycin addition. After a week, the grown clones
were fixed, stained with brilliant blue, counted with magnifying glass and photographed. Mean values of portions of grown clones (%) and their standard deviati-

ons of less than three independent experiments are represented.
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Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ SA â-Gal â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras è E1A + c-Ha-ras + bcl-2.

a — íåîáðàáîòàííûå êëåòêè E 1A + c-Ha-ras; á, â — ýòè æå êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè àäðèàìèöèíîì â òå÷åíèå 1 è 2 ñóò ñîîòâåòñòâåííî; ã — íåîáðàáî-
òàííûå êëåòêè E1A + c-Ha-ras + bcl-2; ä—ç — ýòè æå êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè àäðèàìèöèíîì â òå÷åíèå 1, 2, 3 è 7 ñóò ñîîòâåòñòâåííî.

Fig. 4. Expression of senescence marker SA â-Gal in E1A + c-Ha-ras- and E1A + c-Ha-ras + bcl-2-transformants.

a — untreated E1A + c-Ha-ras-cells; á, â — the same cells treated with adriamycin for 1 and 2 days, correspondingly; ã — untreated E1A + c-Ha-ras +
bcl-2-cells; ä—ç — the same cells treated with adriamycin for 1, 2, 3 and 7 days, correspondingly.



Å1À, câÿçàííûõ ñî ñòèìóëÿöèåé ïðîëèôåðàöèè è èíäóê-
öèåé àïîïòîçà, è ñîçäàâàòü óñëîâèÿ äëÿ ðàçâèòèÿ Ras-çà-
âèñèìîé ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ.

Îäíèì èç âàæíûõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ êëåòîê ÿâëÿåò-
ñÿ íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, ñîïðîâîæäàþ-
ùèéñÿ ñîõðàíåíèåì âûñîêîé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè êëåòîê (Blagosklonny, 2003). Êàê èçâåñòíî, òðàíñôîð-
ìàíòû E1A + c-Ha-ras + bcl-2, îáðàáîòàííûå àäðèàìè-
öèíîì, îñóùåñòâëÿþò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ôîíå
âûñîêîé ýêñïðåññèè öèêëèíîâ Å è À è âûñîêîé àêòèâíî-
ñòè êîìïëåêñîâ öèêëèí Å-Ñdk2 è öèêëèí À-Ñdk2 (Íåëþ-
äîâà è äð., 2003; Nelyudova et al., 2004). Òðàíñôîðìàíòû
E1A + c-Ha-ras ñîäåðæàò òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûé áå-
ëîê ð53 äèêîãî òèïà (Bulavin et al., 1999). Áåëîê
ð21/Waf-1, ãåí êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç îñíîâíûõ àí-
òèïðîëèôåðàòèâíûõ ìèøåíåé ð53 (Waldman, 1995), íà-
êàïëèâàåòñÿ íà áåëêîâîì óðîâíå ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê
àäðèàìèöèíîì (Íåëþäîâà è äð, 2003), ÷òî íàáëþäàåòñÿ
ïðè ñòàðåíèè ìíîãèõ êëåòîê (Iwasa et al., 2003). Îäíàêî
ýòîò èíãèáèòîð îáíàðóæèâàåòñÿ â ñîñòàâå àêòèâíûõ öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ (Íåëþäîâà è äð., 2003), ÷òî,
ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ åãî âçàèìîäåéñòâèåì ñ îíêîïðî-
äóêòàìè E1A (Bulavin et al., 1999).

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè óñêîðåííîì ñòàðåíèè íîðìàëüíûõ
êëåòîê ñòðåññ-êèíàçà ð38 ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç êëþ-
÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ ýòîãî ïðîöåññà (Awad et al., 2000;
Frippiat et al., 2002; Haq et al., 2002; Zhu, Zhang, 2003;
Finn et al., 2004; Naka et al., 2004; Wada, Penninger, 2004).
Ñòàáèëüíàÿ ýêñïðåññèÿ àêòèâèðîâàííîé MKK6, êîòîðàÿ
ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì àêòèâàòîðîì ð38, ïðèâîäèò ê íàêîïëå-
íèþ ð21/Waf-1 è ìîæåò âûçûâàòü íåîáðàòèìûé áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà è ìîðôîëîãè÷åñêèå ÷åðòû ñòàðåíèÿ
(ðàñïëàñòûâàíèå, âàêóîëèçàöèþ öèòîïëàçìû, ýêñïðåñ-
ñèþ SA â-Gal, ïèãìåíòîâ) òàêæå è ó òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê (Haq et al., 2002). Ïåðåíîñ Bcl-2 â òðàíñôîð-
ìàíòû E1A + c-Ha-ras ïðèâîäèò ê ñåêâåñòðèðîâàíèþ êàê

ôîñôîðèëèðîâàííûõ (àêòèâíûõ), òàê è íåôîñôîðèëèðî-
âàííûõ (íåàêòèâíûõ) ôîðì ð38 îíêîïðîäóêòàìè Bcl-2.
Ïðè ýòîì óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì ð38 âûñîê
è ïðàêòè÷åñêè íå ñíèæàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè àäðèàìèöè-
íà â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ (Nelyudova et al., 2004). Îä-
íàêî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðå-
íèÿ, âûçâàííîãî òàêèìè àãåíòàìè, êàê îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, ã-îáëó÷åíèå è îáðàáîòêà TGF-â, àêòèâíîñòè ð38
íå òðåáóåòñÿ (Haq et al., 2002). Êðîìå òîãî, îáíàðóæåíî,
÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras èíãèáèòîð öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ð21/Waf-1 íà÷èíàåò âçàèìî-
äåéñòâîâàòü ñî ñòðåññ-êèíàçîé ð38 òîëüêî â ïðèñóòñòâèè
Bcl-2 (Nelyudova et al., 2004). Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ
IPTG-èíäóöèáåëüíûì ãåíîì ð21/waf-1 áûëè ïîëó÷åíû
äàííûå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ èíãèáèòîðà ð21/Waf-1 êàê
òàêîâàÿ è íåçàâèñèìî îò èçìåíåíèÿ ñòàòóñà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ pRb ïðèâîäèò ê âêëþ÷åíèþ è âûêëþ÷åíèþ
áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ (Ñhang et al., 2000). Â ÷àñòíîñòè,
ð21/Waf-1 ïîäàâëÿåò òðàíñêðèïöèþ ðÿäà ãåíîâ — ìèòî-
òè÷åñêèõ ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â áèîñèíòåç íóêëåîòèäîâ,
ðåïëèêàöèþ è ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, ñåãðåãàöèþ è óêëàäêó
õðîìàòèíà. Êðîìå òîãî, ð21/Waf-1 àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ, ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ïðè ñòàðåíèè, —
êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, äðóãèõ ñåêðåòè-
ðóåìûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ, è ìè-
òîãåííûõ ìîëåêóë (Chang et al., 2000). Çàïóñê è ðåàëèçà-
öèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ îíêîïðîäóêòàìè Bcl-2 â òðàíñ-
ôîðìàíòàõ E1A + c-Ha-ras + bcl-2 ìîãóò îñóùåñòâëÿòüñÿ
÷åðåç èçìåíåíèå ôóíêöèé áåëêîâ E1A, p38 è ð21/Waf-1,
ñâÿçàííûõ ñ ðåãóëÿöèåé òðàíñêðèïöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 04-04-49766 è 03-04-49377) è ãðàíòà CRDF
Rb1-2511-ST-03.
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Fig. 5. Formation of complexes between Bcl-2 and E1A oncoprote-
ins in E1A + c-Ha-ras + bcl-2-transformants.
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ÀNTIAPOPTOTIC ONCOGENE bcl-2 INDUCES A PROGRAM OF SENESCENCE

IN E1A + c-Ha-ras-TRANSFORMANTS TREATED WITH ADRIAMYCIN

A. M. Nelyudova,1 S. G. Zubova, N. D. Aksenov, V. A. Pospelov, T. V. Pospelova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: annanelioudova@hotmail.com

Introduction of bcl-2 gene in E1A + c-Ha-ras-transformed rat embryo fibroblasts, which are unable to be
arrested after damaging influences and possess high proapoptotic sensitivity, results not only in suppression of
cell death but also in re-establishment of cell cycle block following DNA damage and serum starvation. Flow
cytometry showed that E1A + c-Ha-ras + bcl-2-transformants treated with DNA-intercalator adriamycin are ca-
pable of being arrested at G1/S boundary for a long time (for less than 5 days). According to the growth curve
data, the number of Bcl-2-overexpressing cells remanins constant for a week of cultivation with adriamycin.
Clonogenic efficacy of E1A + c-Ha-ras + bcl-2-cells is brought to no already in 16 h after adriamycin addition.
Apoptotic death, revealed by oligonucleosomic fragmentation of DNA, as well as cell death, occurring due to
mitotic catastrophe, after adriamycin treatment are almost absent in Bcl-2-overexpressing transformants, as
compared with parental E1A + c-Ha-ras-transformants. Bcl-2 introduction in E1A + c-Ha-ras-transformants is
accompanied by a rise of SA â-Gal (Senescence Associated â-Galactosidase) activity, which is commonly con-
sidered to be a marker of cell senescence. Adriamycin treatment of E1A + c-Ha-ras + bcl-2-transformants re-
sults in a much higher rise in SA â-Gal activity, as compared with untreated cells. Co-immunoprecipitation ex-
periments demonstrated the introduction of Bcl-2 to result in formation of Bcl-2 complexes with early region
E1A oncoproducts, which are thought to be responsible for proapoptotic susceptibility of E1A-expressing trans-
formants. The data obtained lead to suggestion that bcl-2 transfer to E1A + c-Ha-ras-transformants may induce a
switch from the cell death program on the program of senescence after DNA damage, due, presumably, to Bcl-2
interaction with the apoptosis activator the viral oncoprotein E1A.
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