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Èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòàõ êðûñû è òðàíñôîðìàíòàõ, ïîëó÷åííûõ èç íèõ ïåðåíîñîì îíêîãåíîâ E1A è cHa-ras. Îáíàðóæåíî, ÷òî
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòà íàòðèÿ êàê íîðìàëüíûå, òàê è òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå êëåòêè ïîëíîñòüþ ïðåêðàùàþò ïðîëèôåðàöèþ è íàêàïëèâàþòñÿ íà ãðàíèöàõ ôàç G1/S è
G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà. Äàííûå ïî ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì êëåòîê
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, èíäóöèðîâàííûé áóòèðàòîì íàòðèÿ, ÿâëÿåòñÿ íåîá-
ðàòèìûì. Íåîáðàòèìîñòü áëîêà â òðàíñôîðìàíòàõ êîððåëèðóåò ïî âðåìåíè ñ íàêîïëåíèåì àêòèâíîé
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ñòðåññ-êèíàçû p38 è âûÿâëåíèåì ìàðêåðà ñòàðåíèÿ — b-ãàëàêòîçèäàçíîé àê-
òèâíîñòè, àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì (SA b-Gal). Òàêèì îáðàçîì, íåîáðàòèìîå ïðåêðàùåíèå ïðîëè-
ôåðàöèè â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðèìåð àêòèâàöèè àíòèêàíöåðîãåí-
íîé ïðîãðàììû ïî òèïó óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñôîðìàöèÿ, ñòàðåíèå, êëåòî÷íûé öèêë, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: HDACI — èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, NaB — áóòèðàò íàòðèÿ,
REF — ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû, SA b-Gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçè-
äàçà.

Íîðìàëüíûå ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ
íå ìîãóò äåëèòüñÿ áåñêîíå÷íî äîëãî. Çà îãðàíè÷åíèå
÷èñëà äåëåíèé êëåòîê îòâå÷àåò ïðîãðàììà êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ. Òàêàÿ ïðîãðàììà âêëþ÷àåò ïîëíóþ è íåîáðà-
òèìóþ îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè íà ôîíå ñîõðàíåíèÿ âû-
ñîêîé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòêè. Â ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ íàáëþäàþòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ: îíè
ñòàíîâÿòñÿ áîëåå êðóïíûìè, ïëîñêèìè è èìåþò áîëüøåå
êîëè÷åñòâî ëèçîñîì (Roninson, 2003).

Ìíîãî ëåò íàçàä ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòîê áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ ðåà-
ëèçóåòñÿ êàê ãåíåòè÷åñêè äîìèíàíòíàÿ ïðîãðàììà (Ðèí-
ãåðö, Ñåâèäæ, 1979). Èñòîðè÷åñêè òåðìèí «ñòàðåíèå»
ïðèìåíèòåëüíî ê êëåòêå áûë ââåäåí â ñâÿçè ñ îòêðûòèåì
«ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ», êîòîðîå áûëî âûÿâëåíî ïðè
äëèòåëüíîì ïàññèðîâàíèè íîðìàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà
â êóëüòóðå (Hayflick, 1965). Áûëî îáíàðóæåíî ïîñëåäîâà-
òåëüíîå óêîðî÷åíèå òåëîìåð ïðè êàæäîì êëåòî÷íîì äå-
ëåíèè (Bodnar et al., 1998). Êðîìå òîãî, îêàçàëîñü, ÷òî íå-
çàâèñèìî îò óêîðî÷åíèÿ òåëîìåð êëåòêè áûñòðî ñòàðåþò
ïðè ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè îíêîãåíîâ èëè ïîñëå ðàç-
ëè÷íîãî ðîäà ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé (Mathon, Lloyd,
2001). Òàêîé òèï ñòàðåíèÿ êëåòîê ïîëó÷èë íàçâàíèå
«óñêîðåííîå ñòàðåíèå» (Roninson, 2003).

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî õðîìîñîìû ãðûçóíîâ èìåþò
î÷åíü äëèííûå òåëîìåðû è âûñîêóþ òåëîìåðàçíóþ àê-

òèâíîñòü, ïðîöåññ ñòàðåíèÿ â íèõ òàêæå èäåò. Ïðè ýòîì
óñêîðåííîå ñòàðåíèå íåëüçÿ îòìåíèòü ïîâûøåííîé ýêñï-
ðåññèåé òåëîìåðàçû (Wei, Sedivy, 1999). Òàêèì îáðàçîì,
ñòàðåíèå êëåòîê è ïðåêðàùåíèå ïðîëèôåðàöèè ìîãóò
áûòü íå òîëüêî ñëåäñòâèåì ñóùåñòâîâàíèÿ «ìèòîòè÷å-
ñêèõ ÷àñîâ» â êëåòêå, çàâèñÿùèõ îò äëèíû òåëîìåð, íî è
ñëåäñòâèåì ñóùåñòâîâàíèÿ äðóãèõ ìåõàíèçìîâ, îòâå÷àþ-
ùèõ çà îãðàíè÷åíèå ÷èñëà äåëåíèé íîðìàëüíîé êëåòêè.
Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî ïðîöåññû óñêîðåííîãî ñòàðå-
íèÿ ìîãóò èíäóöèðîâàòü ìóòàíòíûå ôîðìû îíêîãåíîâ
Ras è Raf-1, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ êîìïîíåíòàìè ìèòîãå-íà-
êòèâèðóåìîãî ïðîòåèíêèíàçíîãî êàñêàäà (Serrano et al.,
1997; Zhu et al., 1998). Ðîñòîâûå ôàêòîðû, ýêñïðåññèÿ îí-
êîãåíîâ èëè äåéñòâèå ñòðåññà àêòèâèðóþò ðàçíûå âåòâè
êàñêàäà, â êîòîðûõ òåðìèíàëüíûìè êèíàçàìè, ðàáîòàþ-
ùèìè â ÿäðå, ÿâëÿþòñÿ ERK, JNK èëè p38 (Torres et al.,
2003; Deng et al., 2004). Ïîêàçàíî, ÷òî â ðåàëèçàöèè ïðî-
ãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ
ãðûçóíîâ àêòèâàöèÿ êèíàçû p38 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâ-
íûõ ôàêòîðîâ (Wang et al., 2002; Iwasa et al., 2003).

Ðàíåå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ýìáðèîíàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A
è cHa-ras, íå îñòàíàâëèâàþòñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå ïðè
äåéñòâèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ è ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, à
ãèáíóò àïîïòîòè÷åñêè (Bulavin et al., 1999). Ïîçäíåå
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ýòè àâòîíîìíî ïðîëèôåðèðóþùèå
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òðàíñôîðìàíòû ñïîñîáíû îñòàíàâëèâàòüñÿ â öèêëå ïîñëå
îáðàáîòêè èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ (HDACI)
áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaB) (Àáðàìîâà è äð., 2003). Îñòà-
íîâêà ïðîëèôåðàöèè, âûçâàííàÿ NaB, íå ñîïðîâîæäà-
ëàñü àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê E1A + cHa-ras. Ïðè
äîëãîâðåìåííîì áëîêå êëåòî÷íîãî öèêëà, èíäóöèðîâàí-
íîì NaB, íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå ìÐÍÊ è
áåëêà èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p21Waf1 (Àáðà-
ìîâà è äð., 2003). Äëÿ ðÿäà êëåòî÷íûõ ëèíèé ïîêàçàíî,
÷òî ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå â íèõ òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïîâûøåíèåì ñîäåðæàíèÿ áåëêà p21Waf1 (Lumpkin et al.,
1986; Smith, 1992; Noda et al., 1994). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
óñêîðåííîì ñòàðåíèè, âûçâàííîì HDACI, â ôèáðîáëà-
ñòàõ ÷åëîâåêà è ìûøè íàáëþäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ôåíî-
òèïà, ñõîäíîãî ñ ôåíîòèïîì, êîòîðûé âîçíèêàåò ïðè ðåï-
ëèêàòèâíîì ñòàðåíèè (Ogryzko et al., 1996; Xiao et al.,
1997; Munro et al., 2004).

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå
ôîðìèðîâàíèÿ äîëãîâðåìåííûõ áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèê-
ëà ïðè äåéñòâèè NaB êàê ÷àñòè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ, àêòèâèðóåìîé â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ îíêîãåíàìè êëåòêàõ ãðûçóíîâ. Îñíîâíîå âíèìà-
íèå áûëî íàïðàâëåíî íà îáðàòèìîñòü áëîêà êëåòî÷íîãî
öèêëà ïðè äåéñòâèè NaB, èçìåíåíèå àêòèâíîñòè
ñòðåññ-êèíàçû p38 è ïîÿâëåíèå ìàðêåðà ñòàðåíèÿ —
b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè, àññîöèèðîâàííîé ñî ñòà-
ðåíèåì (SA b-Gal).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû (REF) è ñòàáèëüíî
òðàíñôîðìèðîâàííîé ëèíèè êëåòîê, ïîëó÷åííîé èç REF
ïóòåì ïåðåíîñà ïàðû êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ
E1A è cHa-ras (ëèíèÿ E1A + cHa-ras). Êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñðåäå Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî (DMEM)
ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà. Äëÿ èçó÷åíèÿ èíäóêöèè êëåòî÷íîãî ñòà-
ðåíèÿ â ñðåäó äîáàâëÿëè 4 ìÌ NaB è êëåòêè àíàëèçèðî-
âàëè ÷åðåç 24, 48, 72 è 144 ÷.

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü. Äëÿ ïîñòðîå-
íèÿ êðèâûõ êëåòî÷íîãî ðîñòà êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àøêè
Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì â êîíöåíòðàöèè 10 000 êë./ñì2.
Êðèâûå ñòðîèëè íà îñíîâàíèè ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê â
òðåõ ÷àøêàõ êàæäûé äåíü. Äåéñòâèå NaB ïî êðèâûì ðîñ-
òà ïðîñëåæèâàëè â òå÷åíèå 24, 48, 72 è 96 ÷.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ í î -
ã î ö è ê ë à èññëåäîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.
Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è
âåðñåíà (1 : 1), çàòåì îñàæäàëè 3 ìèí öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì ïðè 350 g è ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì
(PBS). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 0.01%-íûì ñàïîíèíîì â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî
âíîâü ïðîìûâàëè PBS è îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍÊà-
çû À (0.1 ìã/ìë) â ïðèñóòñòâèè èîäèäà ïðîïèäèÿ
(40 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °C. Àíàëèç ïðîâîäè-
ëè íà öèòîìåòðå òèïà Odam (Brucker, Ôðàíöèÿ).

Î ö å í ê à î á ð à ò è ì î ñ ò è ä å é ñ ò â è ÿ N a B ï î ý ô -
ô å ê ò è â í î ñ ò è ê ë î í è ð î â à í è ÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
÷èñëà êëåòîê, ñîõðàíÿþùèõ ñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðî-
âàòü ïîñëå äåéñòâèÿ NaB, ÷åðåç 24, 48 è 144 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ â ñðåäó NaB, êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê, ðàññåâà-
ëè íà òðè ÷àøêè äèàìåòðîì 30 ìì ïî 200 êëåòîê íà ÷àø-

êó è ÷åðåç 7 ñóò îöåíèâàëè ÷èñëî âûðîñøèõ êëîíîâ. Äëÿ
ýòîãî êëîíû îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì 0.4%-íîãî êðèñ-
òàëë-âèîëåòà, ñîäåðæàùèì 10 % óêñóñíîé êèñëîòû è
30 % ñïèðòà. ×èñëî êëîíîâ ñ÷èòàëè ïîä ñâåòîâûì ìèêðî-
ñêîïîì.

Â û ÿ â ë å í è å ì à ð ê å ð à ñ ò à ð å í è ÿ S A b-G a l.
Êëåòêè âûðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåê-
ëàõ, ïðîìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè â 3%-íîì ôîð-
ìàëüäåãèäå â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì
PBS è èíêóáèðîâàëè 18 ÷ ïðè 37 °C â ðàñòâîðå äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè SA b-Gal, ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë
5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë b-D-ãàëàêòîçèäà (X-Gal);
40 ìÌ áóôåðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ êèñëîòó è ôîñ-
ôàò íàòðèÿ, pH 6.0; 5 ìÌ êðàñíîé êðîâÿíîé ñîëè è 5 ìÌ
æåëòîé êðîâÿíîé ñîëè; 150 ìÌ NaCl è 2 ìÌ MgCl2 (Dim-
ri et al., 1995). Àíàëèç è ôîòîãðàôèðîâàíèå ãîòîâûõ ïðå-
ïàðàòîâ ïðîèçâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Leica â ïðîõîäÿùåì
ñâåòå.

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ à ê ò è â í û õ ô î ð ì ê è í à ç û
p 3 8 ì å ò î ä î ì è ì ì ó í î á ë î ò è í ã à êëåòêè ëèçèðîâàëè
â PBS, ñîäåðæàùåì 1 % NP-40 (Sigma, ÑØÀ), 0.5 % äåç-
îêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ
(SDS), èíãèáèòîðû ïðîòåàç (1 ìÌ PMSF è ïî 10 ìêã/ìë
ëåóïåïòèíà, ïåïñòàòèíà A è àïðîòèíèíà (Sigma, ÑØÀ) è
èíãèáèòîðû ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ
EGTA (Serva, Ãåðìàíèÿ) è 10 ìÌ ôòîðèäà íàòðèÿ). Áåë-
êè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 12%-íîì ÏÀÀÃ è
ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Bio-Rad,
ÑØÀ). Ìåìáðàíû ñî ñâÿçàííûìè íà íèõ áåëêàìè ïðî-
ìûâàëè â PBST (PBS, ñîäåðæàùèé 0.5 % Tween-20) è èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ â 3%-íîì áû÷üåì ñûâîðîòî÷-
íîì àëüáóìèíå, ïðèãîòîâëåííîì íà PBST. Ïîñëå ýòîãî
ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â PBST, ñîäåðæàùåì 1 % BSA
è àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êèíàçû
p38 (BD Biothechnology, ÑØÀ), â òå÷åíèå íî÷è ïðè 7 °C.
Ìåìáðàíû îòìûâàëè â PBST è èíêóáèðîâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå 1 ÷ â PBST ñ 5%-íûì ìîëîêîì, ñî-
äåðæàùåì âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà. Áåëêè íà ìåìáðàíàõ âûÿâëÿëè ìåòîäîì
óñèëåíèÿ õåìèëþìèíåñöåíöèè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (NEN, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè èíäóêöèþ ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ (E1A + cHa-ras) êëåòêàõ ãðûçóíîâ ïðè äåéñòâèè
NaB. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ êëåòîê áûëè èñïîëüçîâà-
íû ôèáðîáëàñòû REF. Êàê áûëî ïîêàçàíî, ñèñòåìû, êîí-
òðîëèðóþùèå ïðîëèôåðàöèþ è êëåòî÷íîå ñòàðåíèå â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, ðàáîòàþò íîðìàëüíî (Benvenuti et
al., 2002). Êëåòêè E1A + cHa-Ras íå îñòàíàâëèâàþòñÿ â
êëåòî÷íîì öèêëå ïðè óäàëåíèè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èëè
ïîñëå äåéñòâèÿ íà íèõ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Bu-
lavin et al., 1999; Áðè÷êèíà è äð., 2001), îäíàêî ïîñëå
äåéñòâèÿ NaB áëîêè G1/S â íèõ ðåàëèçóþòñÿ (Àáðàìîâà è
äð., 2003).

Â ë è ÿ í è å á ó ò è ð à ò à í à ò ð è ÿ í à ï ð î ë è ô å ð à -
ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ê ë å ò î ê. Äëÿ îöåíêè ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè íîðìàëüíûõ êëåòîê REF è òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras ñòðîèëè êðèâûå êëåòî÷íîãî
ðîñòà íà îñíîâàíèè åæåäíåâíîãî ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê
â êîíòðîëå è îïûòå ÷åðåç 24, 48, 72 è 96 ÷ äåéñòâèÿ NaB.
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Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî NaB áûñòðî ïîäàâëÿåò êëåòî÷íóþ
ïðîëèôåðàöèþ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ è â òðàíñôîðìàí-
òàõ E1A + cHa-ras, ïðè÷åì óæå ÷åðåç 24 ÷ ñóùåñòâåííî
óìåíüøàåòñÿ ÷èñëî êëåòîê E1A + cHa-ras, à ÷åðåç 72 ÷,
êîãäà ÷èñëî êëåòîê â êîíòðîëå óâåëè÷èâàåòñÿ ïî÷òè íà
ïîðÿäîê ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì çíà÷åíèåì, ÷èñëî
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ NaB, îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïðåæ-
íèì.

Ô î ð ì è ð î â à í è å á ë î ê î â ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à â
ê ë å ò ê à õ R E F è ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò à õ E 1 A + c H a-r a s.
Àíàëèç äàííûõ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîêàçàë, ÷òî óæå
÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ NaB íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå äîëè
êëåòîê REF, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, ñ 26.66 äî 3.00 %,
ïðè÷åì ÷àñòü êëåòîê îñòàíàâëèâàåòñÿ íà ãðàíèöå ôàç
G1/S (67.57 % ïðîòèâ 58.07 % â êîíòðîëå), à äðóãàÿ
÷àñòü — íà ãðàíèöå ôàç G2/M (29.43 % ïðîòèâ 15.27 % â
êîíòðîëå). ×åðåç 48 ÷ äåéñòâèÿ NaB äîëÿ êëåòîê íà ãðà-
íèöå G1/S óâåëè÷èâàåòñÿ åùå áîëüøå (78.40 %), à äîëÿ
S-ôàçíûõ êëåòîê ñíèæàåòñÿ äî 2.51 %. Ïðîäëåíèå âðåìå-
íè èíêóáàöèè ñ NaB äî 144 ÷ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÷èñ-
ëà êëåòîê â S-ôàçå äî 1.53 % è áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà
êàê íà ãðàíèöå G2/M (32.07 %), òàê è íà ãðàíèöå G1/S
(66.40 %) ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 2, à).

Ó òðàíñôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras ÷åðåç 24 è 48 ÷ äåé-
ñòâèÿ NaB òîæå âîçíèêàåò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðà-
íèöå ôàç G1/S: äîëÿ êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà
óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 58.53 % â êîíòðîëå äî 91.89 è 93.07 % â
îïûòå ÷åðåç 24 è 48 ÷ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2, á). Òàê êàê
â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras ïëîòíîñòíî-çàâèñèìîå
èíãèáèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè îòñóòñòâóåò, áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà â ýòèõ êëåòêàõ â îòëè÷èå îò REF ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì òîëüêî äåéñòâèÿ NaB. Èíêóáàöèÿ òðàíñôîð-
ìàíòîâ E1A + cHa-ras ñ NaB â òå÷åíèå 144 ÷ ïðàêòè÷åñêè
íå èçìåíÿåò êàðòèíó ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà, âûÿâëåííóþ ÷åðåç 24 ÷.

Î á ð à ò è ì î ñ ò ü à í ò è ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î ã î
ä å é ñ ò â è ÿ N a B îöåíèâàëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðî-
ëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì ïîñåâå ÷åðåç ðàçíûå ïðîìå-
æóòêè âðåìåíè äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 3, ÷åðåç 48 ÷ äåéñòâèÿ NaB ÷èñëî âûðîñøèõ êëîíîâ
ñíèæàåòñÿ äî 100 ïî ñðàâíåíèþ ñî 140 êëîíàìè â êîíò-
ðîëå. Îäíàêî ÷åðåç 144 ÷ äåéñòâèÿ HDACI ñèòóàöèÿ
ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿåòñÿ: òðàíñôîðìàíòû E1A + cHa-ras
ôàêòè÷åñêè òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü. Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äëÿ íåîá-
ðàòèìîãî àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ NaB íåîáõî-
äèìî äëèòåëüíîå äåéñòâèå èíãèáèòîðà íà òðàíñôîðìàí-
òû E1A + cHa-ras.

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì à ð ê å ð à ñ ò à ð å í è ÿ S A b-G a l â
ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò à õ E 1 A + c H a-r a s ï î ñ ë å î á ð à á î ò -
ê è N a B. ×åðåç 48 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê E1A + cHa-ras ñ
NaB óæå âûÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííàÿ àêòèâíîñòü SA b-Gal
(ðèñ. 4, ã), êîòîðàÿ ÷åðåç 144 ÷ óñèëèâàåòñÿ åùå áîëüøå è
íàáëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ êëåòêàõ (ðèñ. 4, ä).
Äåéñòâèå NaB íà êëåòêè, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãå-
íàìè E1A è cHa-ras, ïî-âèäèìîìó, âûçûâàåò íåîáðàòè-
ìóþ îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè ïî òèïó óñêîðåííîãî ñòà-
ðåíèÿ, òàê êàê âûçûâàåò íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà îäíîâðåìåííî ñ àêòèâàöèåé ýêñïðåññèè ìàðêåðà
ñòàðåíèÿ.

Í à ê î ï ë å í è å à ê ò è â í î é ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í -
í î é ô î ð ì û ñ ò ð å ñ ñ-ê è í à ç û p 3 8 â ò ð à í ñ ô î ð ì à í -
ò à õ E 1 A + c H a-r a s ï î ñ ë å ä å é ñ ò â è ÿ N a B. Êàê âèä-
íî èç äàííûõ èììóíîáëîòèíãà, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 5, ïðèñóòñòâèå NaB â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê

E1A + cHa-ras â òå÷åíèå 24—48 ÷ íå ïðèâîäèò ê çíà÷è-
òåëüíîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû
p38 ïî ñðàâíåíèþ ñ äîñòàòî÷íî âûñîêèì óðîâíåì åå â
êîíòðîëå. Îäíàêî ÷åðåç 72 ÷ ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðî-
âàííîé êèíàçû p38 è, ïî-âèäèìîìó, åå àêòèâíîñòü çíà÷è-
òåëüíî âîçðàñòàþò. Äàííûå ïî íàêîïëåíèþ àêòèâíûõ
ôîðì ñòðåññ-êèíàçû p38 õîðîøî êîððåëèðóþò ñ ðåçóëü-
òàòàìè ïî çàâèñèìîñòè îáðàòèìîñòè ïðîëèôåðàòèâíîãî
áëîêà, èíäóöèðîâàííîãî NaB, îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè åãî
âîçäåéñòâèÿ. Áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â òðàíñôîðìàíòàõ
E1A + cHa-ras ñòàíîâèòñÿ ïîëíîñòüþ íåîáðàòèìûì íå
ðàíåå ÷åì ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ NaB, êîãäà ñîäåðæàíèå àê-
òèâíûõ ôîðì êèíàçû p38 ðåçêî âîçðàñòàåò.

Îáñóæäåíèå

Íîðìàëüíûå êëåòêè ýóêàðèîò îáëàäàþò ñëîæíîé ñè-
ñòåìîé ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè, îïðåäåëÿþùåé ôîðìè-
ðîâàíèå àäåêâàòíûõ îòâåòîâ íà ðàçíîîáðàçíûå âíåøíèå
ñòèìóëû. Ïðè ñòðîãî êîîðäèíèðîâàííîé ðàáîòå ýòîé ñè-
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ðîñòà íîðìàëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ êðûñû (à) è èõ òðàíñôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras (á) â êîíò-

ðîëå (1) è ïðè äåéñòâèè 4 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ (2).

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ, ÷; ïî îñè îðäè-
íàò — ïëîòíîñòü êëåòîê íà 1 cì2.

Fig. 1. Growth curves of normal rat embryo fibroblasts (a) and their
E1A + cHa-ras transformants (á): control cells (1) and cells after

treatment with 4 mM sodium butyrate (2).

Horizontal — duration of the treatment with 4 mM sodium butyrate (h); verti-
cal — density, cell/sm2.
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (à) è èõ òðàíñôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras (á) ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà îò âðåìåíè äåéñòâèÿ 4 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ; íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ (â %) êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå S.

Fig. 2. Distribution of rat embryo fibroblasts (a) and their E1A + cHa-ras transformants (á) along the cell cycle phases depending on the
duration of the treatment with 4 mM sodium butyrate.

Horizontal — DNA content; cell percentage (%) in S-phase is indicated in each histogram.

Ðèñ. 3. Ôîðìèðîâàíèå êëîíîâ ýìáðèîíàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûìè îíêîãåíàìè E1A è ñHa-ras, ïðåäâà-
ðèòåëüíî îáðàáîòàííûìè 4 ìÌ áóòèðàòîì íàòðèÿ â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè.

à — êîíòðîëü; á, â — 48 è 144 ÷ äåéñòâèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ ñîîòâåòñòâåííî. Öèôðû ñïðàâà — ÷èñëî êëîíîâ.

Fig. 3. Ñlone forming by the E1A + cHa-ras transformants pretreated with 4 mM sodium butyrate at different time intervals.

a — control; á, â — 48 and 144 h sodium butyrate treatment, respectively. Digits on the right — the number of clones.



ñòåìû â êëåòêå îñóùåñòâëÿåòñÿ êîíòðîëü íàä êëåòî÷íûì
öèêëîì è ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòüþ. Â íîðìå êëåòêè
îñòàíàâëèâàþòñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå â îòâåò íà àíòèïðî-
ëèôåðàòèâíûå ñòèìóëû, òàêèå êàê óäàëåíèå ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ èç ñðåäû èëè äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ. Åñëè âî âðåìÿ òàêèõ îñòàíîâîê ãåíåòè÷åñêèå íà-
ðóøåíèÿ èñïðàâèòü íå óäàåòñÿ, òî êëåòêà ëèáî ãèáíåò ïó-
òåì àïîïòîçà, ëèáî àêòèâèðóåò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ è
ïðåêðàùàåò ïðîëèôåðèðîâàòü. Îäíàêî â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ ñòðîãèé êîíòðîëü íàä ñîáûòèÿìè êëåòî÷íîãî
öèêëà ïîñëå äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ íàðóøåí,
÷òî âûðàæàåòñÿ â íåñïîñîáíîñòè ãåíåòè÷åñêè ïîâðåæ-
äåííûõ êëåòîê îñòàíàâëèâàòüñÿ â ñâåðî÷íûõ òî÷êàõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà. Ýòî ïðèâîäèò ê âûñîêîé ãåíåòè÷åñêîé
íåñòàáèëüíîñòè è ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèé îïóõîëå-
âûõ êëåòîê è êàê ñëåäñòâèå — ê ïîÿâëåíèþ àâòîíîìíî
ïðîëèôåðèðóþùèõ âàðèàíòîâ, êîòîðûå îáëàäàþò ñåëåê-
òèâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè. Êðîìå òîãî, â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ íàðóøåíà ïðîãðàììà àïîïòîçà, ÷òî ïðèâîäèò ê

äîïîëíèòåëüíîìó íàêîïëåíèþ ãåíåòè÷åñêèõ íàðóøåíèé
â ïîïóëÿöèè (Êîïíèí, 2000). Â ñâÿçè ñ ýòèì èçó÷åíèå àê-
òèâàöèè óñêîðåííîãî êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ êàê àíòèêàí-
öåðîãåííîé ïðîãðàììû â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è ïîèñê
ñîîòâåòñòâóþùèõ àãåíòîâ èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ
ðàçðàáîòêè íîâûõ ïîäõîäîâ ê òåðàïèè îïóõîëåé.

Â íàøåé ðàáîòå àêòèâàöèÿ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ áûëà
èññëåäîâàíà â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ.
Ïîñêîëüêó õðîìîñîìû êëåòîê ãðûçóíîâ èìåþò î÷åíü
äëèííûå òåëîìåðû, èçó÷àåìîå íàìè êëåòî÷íîå ñòàðåíèå
îòíîñèòñÿ ê êàòåãîðèè òåëîìåðíåçàâèñèìîãî ñòàðåíèÿ
(Sherr, DePinho, 2000). Îäíèì èç èíäóêòîðîâ òàêîãî ñòà-
ðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îíêîãåííàÿ ôîðìà ras, îäíàêî ïðè ïåðå-
íîñå åãî â íîðìàëüíûå êëåòêè â ïàðå ñ äðóãèì èììîðòà-
ëèçóþùèì îíêîãåíîì ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ îòìåíÿåòñÿ è
ïðîèñõîäèò ïîëíàÿ îíêîãåííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòêè.
Èññëåäîâàííûå íàìè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñ,
òðàícôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, ïðîÿâ-
ëÿþò ñõîäíûå ñ ðÿäîì îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åðòû: íåñïî-
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Ðèñ. 4. Âûÿâëåíèå ìàðêåðà ñòàðåíèÿ (àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì â-ãàëàêòîçèäàçû) ñ ïîìîùüþ îêðàñêè ñïåöèàëüíûì áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì X-Gal ïðè ðÍ 6.0, â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è

cHa-ras.

à, â — êîíòðîëüíûå êëåòêè ÷åðåç 24 è 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî; á, ã, ä — êëåòêè ÷åðåç 24, 48 è 144 ÷ äåéñòâèÿ 4 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ ñîîò-
âåòñòâåííî. Îá. 40�.

Fig. 4. Detection of senescence biomarker (senescenñe associated â-galactosidase) by special staining with buffer solution (pH 6.0) contai-
ning X-Gal in E1A + cHa-ras transformants.

a, â — ñontrol cells after 24 and 48 h îf cultivating, respectively; á, ã, ä — cells after 24, 48 and 144 h of treatment with 4 mM sodium butyrate, respectively.
Ob. 40�.



ñîáíîñòü îñòàíàâëèâàòüñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå ïðè íå-
õâàòêå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èëè ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Bulavin et al., 1999; Áðè÷êèíà è
äð., 2001).

Â êà÷åñòâå àãåíòà, èíäóöèðóþùåãî ñòàðåíèå, íàìè
áûë âûáðàí HDACI — áóòèðàò íàòðèÿ. Õàðàêòåð åãî
äåéñòâèÿ çàâèñèò îò òèïà êëåòîê è òêàíåâîé ïðèíàäëåæ-
íîñòè, è â ðÿäå ñëó÷àåâ îí èíäóöèðóåò ðàçâèòèå àïîïòîçà
â êëåòêå (Boisteau et al., 1997). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras NaB âûçûâàåò
áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, ïðè ýòîì îñòàíîâêà ïðîëèôåðà-
öèè íå ñîïðîâîæäàåòñÿ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê
(Àáðàìîâà è äð., 2003). Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ NaB ñíèæàåò-
ñÿ ýêñïðåññèÿ ïîëîæèòåëüíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî
öèêëà — öèêëèíîâ D1, A, E è öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç
Cdk2 è Cdk4, òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ èíãèáèòîðà öèêëèíçà-
âèñèìûõ êèíàç áåëêà p21Waf1 ïîâûøàåòñÿ (Àáðàìîâà è
äð., 2003).

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî ôîðìèðóþ-
ùèåñÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ NaB áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà â
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ñêîðåå âñåãî, ÿâëÿþòñÿ
÷àñòüþ ðàçâèâàþùåéñÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ, ïîñêîëüêó
îíè íåîáðàòèìû. Êðîìå òîãî, NaB âûçûâàë ýêñïðåññèþ
ìàðêåðà ñòàðåíèÿ SA b-Gal â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåò-
êàõ, ïðè÷åì òðàíñôîðìàíòû E1A + cHa-ras ïîëíîñòüþ
óòðà÷èâàëè ñïîñîáíîñòü ïðîëèôåðèðîâàòü íà ôîíå âûñî-
êîé àêòèâíîñòè SA b-Gal. Ýòîò ôàêò ñîãëàñóåòñÿ ñ äàí-
íûìè î òîì, ÷òî òîëüêî ñòàðåíèå ïðèâîäèò ê íåîáðàòè-
ìîìó áëîêó ïðîëèôåðàöèè (Mathon, Lloyd, 2001), òîãäà
êàê óäàëåíèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èëè äåéñòâèå ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ áåç âêëþ÷åíèÿ ïðîãðàììû ñòàðå-
íèÿ âûçûâàþò ïîÿâëåíèå áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è ïå-
ðåâîäÿò êëåòêè â ñîñòîÿíèå ïîêîÿ, êîòîðîå îáðàòèìî
(Blagosklonny, 2003). Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî NaB
èíäóöèðóåò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ â ðàçíûõ îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ, â ÷àñòíîñòè êàðöèíîìû ìàòêè è ÿè÷íèêà ÷åëî-
âåêà (Terao et al., 2001).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ NaB ðàññìàòðèâàþò â êà÷åñòâå
ïîòåíöèàëüíîãî àíòèêàíöåðîãåííîãî ïðåïàðàòà, êîòî-
ðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êëèíèêå (Terao et al., 2001).
Îäíàêî îäíî èç ãëàâíûõ òðåáîâàíèé ê íåìó — íå âëèÿòü
íà ïðîëèôåðàöèþ íîðìàëüíûõ êëåòîê îðãàíèçìà. Ðå-
çóëüòàòû öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàëè, ÷òî â íîð-
ìàëüíûõ êëåòêàõ REF NaB òàêæå ìîæåò âûçûâàòü ïðî-
öåññ, íàïîìèíàþùèé ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå. Íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî èññëåäîâàííûå
íàìè êëåòêè REF ïðîøëè íåñêîëüêî ïàññàæåé in vitro è
îòëè÷àþòñÿ îò ôèáðîáëàñòîâ in vivo ïî ñïîñîáíîñòè àê-
òèâèðîâàòü ïðîãðàììó óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ. Êîñâåííî

ýòî ïðåäïîëîæåíèå ïîäòâåðæäàåòñÿ äàííûìè, êîòîðûå
óêàçûâàþò íà íåâîçìîæíîñòü ðàçâèòèÿ óñêîðåííîãî
Ras-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ â ñâåæèõ, òîëüêî ÷òî ýêñ-
ïëàíòèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ, êîòîðûå âìåñòî ñòàðå-
íèÿ ïîä âëèÿíèåì àêòèâíîãî Ras íà÷èíàþò òðàíñôîðìè-
ðîâàòüñÿ (Benanti, Galloway, 2004). Â ôèáðîáëàñòàõ, ïðî-
øåäøèõ â êóëüòóðå íåñêîëüêî ïàññàæåé, ðàçâèâàåòñÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê Ras-èíäóöèðîâàííîìó ñòàðåíèþ.

Ìàðêåð ñòàðåíèÿ SA b-Gal çíà÷èòåëüíî ýêñïðåññèðî-
âàëñÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras. Ýòîò ôàêò ìîæåò
îáúÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî îíêîãåí ras ñïîñîáåí îïîñðåäîâàòü
ñèãíàë, èíäóöèðóþùèé ñòàðåíèå. Êîíñòèòóòèâíàÿ àêòè-
âàöèÿ îíêîãåíà ras ñòèìóëèðóåò âñå òðè âåòâè ìèòîãåí-
àêòèâèðóåìîãî ïðîòåèíêèíàçíîãî êàñêàäà (ERK, p38 è
JNK ). Â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras áûëà âûÿâëåíà
êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâíîñòü âñåõ òðåõ êèíàç — ERK, JNK
è p38 — ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè ôèáðîáëàñòàìè
(Ñâåòëèêîâà è äð., 2001). Îäíàêî äàæå â ýòîì ñëó÷àå NaB
âûçûâàåò íàêîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êèíà-
çû p38 ïîñëå äîëãîâðåìåííîé (íå ìåíåå 72 ÷) îáðàáîòêè
êëåòîê E1A + cHA-ras. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ðå-
ãóëÿöèè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ â íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ àêòèâàöèÿ êèíàçû p38 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâ-
íûõ ôàêòîðîâ. Àâòîðàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè àê-
òèâàöèè êèíàç ERK èëè JNK ïðîèñõîäèò ñòèìóëÿöèÿ
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, à ïðè àêòèâàöèè êèíàçû p38 íà-
áëþäàåòñÿ óñêîðåííîå ñòàðåíèå êëåòêè. Áëîê ïðîëèôå-
ðàöèè, âîçíèêàþùèé íà ôîíå ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè
êèíàç MEK1, MKK3 èëè MKK6, ñíèìàëñÿ ïðè äåéñòâèè
èíãèáèòîðîâ êèíàçû p38, ÷òî óêàçûâàåò íà ðåøàþùóþ
ðîëü p38 â òîðìîæåíèè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïî
òèïó óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ (Wang et al., 2002).

Êàê ïðàâèëî, ñòàðåþùèå êëåòêè óñòîé÷èâû ê àïîïòî-
çó. Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå è àïîïòîç, ïî-âèäèìîìó, ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé äâà ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìà ïîäàâëåíèÿ
ðàçâèòèÿ ïðîãðàììû êàíöåðîãåíåçà â êëåòêå. Ïîñëå îñòà-
íîâêè â ñâåðî÷íûõ òî÷êàõ êëåòî÷íîãî öèêëà íîðìàëüíûõ
êëåòîê, âî âðåìÿ êîòîðîé ïîâðåæäåííûå êëåòêè êîððåêòè-
ðóþò ãåíåòè÷åñêèå äåôåêòû, ëèáî âîçîáíîâëÿåòñÿ ïðîëè-
ôåðàöèÿ, ëèáî ðåàëèçóåòñÿ ïðîãðàììà àïîïòîçà. Â õîäå
êàíöåðîãåíåçà â êëåòêå äîëæíû áûòü ðàçðóøåíû ñèñòåìû
êîíòðîëÿ íàä öåëîñòíîñòüþ ãåíîìà è ïîäàâëåíû ïðîãðàì-
ìû àïîïòîçà è ñòàðåíèÿ. Îäíàêî íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â ñèëó
äîìèíàíòíîñòè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ðàçëè÷íûå âíåøíèå
âîçäåéñòâèÿ, â òîì ÷èñëå àíòèêàíöåðîãåííûå ïðåïàðàòû,
ìîãóò åå âíîâü èíäóöèðîâàòü äàæå â òåõ êëåòêàõ, êîòîðûå
óòðàòèëè ñïîñîáíîñòü ïîãèáàòü ïóòåì àïîïòîçà. Èìåííî
ïîýòîìó â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòàðåíèå ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê
îñíîâíàÿ àíòèêàíöåðîãåííàÿ ïðîãðàììà, êîòîðàÿ ìîæåò
áûòü èíäóöèðîâàíà â êëåòêå äåéñòâèåì äèôôåðåíöèðî-
âî÷íûõ àãåíòîâ èëè ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ îáëàäàåò
óíèêàëüíîé ñïîñîáíîñòüþ ïðîòèâîñòîÿòü êàíöåðîãåíåçó;
«ïîñòàðåâøàÿ» ïîïóëÿöèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîëíîñòüþ
òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 04-04-49766 è 03-04-49377) è ãðàíòà CRDF
Rb1-2511-ST-03.
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formants in control and after 24, 48 and 72 h of treatment with
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We investigated a possibility to induce the premature cell senescence in rat embryo fibroblasts and E1A +
cHa-ras transformants. We found that after the treatment with sodium butyrate, an inhibitor of histone deacety-
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lases, both normal and transformed cells completely stopped to proliferate and accumulated at G1/S and G2/M
phases of the cell cycle. The cloning efficiency data show that the cell cycle arrest induced by sodium butyrate is
irreversible and correlates with the accumulation of active phosphorylated form of stress kinase p38, and with
the expression of marker of senescence — b-galactosidase activity (SA b-Gal). The program resembling the
premature senescence after sodium butyrate treatment is supposed to develop both in normal and transformed
cells. The irreversible block of proliferation in E1A + cHa-ras transformants may be regarded as an example of
activation of anticancer program like that of premature senescence in the tumor rodent cells.
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