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Äåôèöèò êîððåêòèðóþùåé ðåïàðàöèè ÄÍÊ (MMR, mismatch repair) õàðàêòåðåí äëÿ îïóõîëåé, îáðà-
çóþùèõ ñïåêòð ðàêà òîëñòîãî êèøå÷íèêà. Â ðåçóëüòàòå äåôèöèòà MMR â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ðàçâèâà-
þòñÿ ìóòàòîðíûé ôåíîòèï è óñòîé÷èâîñòü ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ. Ïðè
õèìè÷åñêîì ìåòèëèðîâàíèè ÄÍÊ îáðàçóåòñÿ O6-ìåòèëãóàíèí (O6-mG) — ìîäèôèöèðîâàííîå îñíîâà-
íèå, îòâåòñòâåííîå íà ãåíî- è öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêòû àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ. Â îñíîâå ìåõàíèçìà
öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ O6-mG ëåæàò âòîðè÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ â õîäå ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ ìåõàíèçìà MMR. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êîëè÷åñòâî âòîðè÷íûõ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ (ÄÐ) â îòâåò íà äåéñòâèå ìîíîôóíêöèîíàëüíîãî ìåòèëèðóþùåãî àãåíòà ìîæåò îòðàæàòü ýôôåêòèâ-
íîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû MMR â êëåòêå (Òðîíîâ è äð., 2005). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè
ôîðìèðîâàíèå âòîðè÷íûõ ÄÐ ïîñëå äåéñòâèÿ ìåòèëèðóþùåãî àãåíòà ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ) íà
îïóõîëåâûå êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñîñòîÿíèþ ñèñòåìû MMR: HeLa (MMR-ïðîôèöèòíûå êëåòêè
êàðöèíîìû ýíäîìåòðèÿ), HCT116 (MMR-äåôèöèòíûå êîëîðåêòàëüíûå îïóõîëåâûå êëåòêè) è Colo320
(êëåòêè îïóõîëè ñèãìîâèäíîé êèøêè ÷åëîâåêà ñ íåîõàðàêòåðèçîâàííîé ñèñòåìîé MMR). Êîëè÷åñòâî ÄÐ
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò â íåéòðàëüíûõ óñëîâèÿõ. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò îöåíèâà-
ëè ïî æèçíåñïîñîáíîñòè (MTT-òåñò) è ïî àïîïòîòè÷åñêîìó èíäåêñó (÷àñòîòå ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷è-
ìûõ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â òåðìèíàëüíîé ôàçå). Ïîêàçàíî, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÌÍÌ íà
êëåòêàõ HeLa ïðîÿâëÿëñÿ íà 3-è ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ àãåíòà. Ðàíüøå ýòîãî ñðîêà (÷åðåç 48 ÷) â êëåòêàõ îá-
íàðóæèâàëè ÄÐ. MMR-äåôèöèòíûå êëåòêè HCT116 áûëè óñòîé÷èâû ê ÌÍÌ: â íèõ íå âîçíèêàëè ÄÐ è
îòñóòñòâîâàë àïîïòîç â òå÷åíèå 72 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ ÌÍÌ. Îáå ëèíèè êëåòîê ïðîÿâëÿëè âûñîêóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ê ãåíîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ýòîïîçèäà, êëàññè÷åñêîìó èíäóêòîðó íåðåïàðèðóåìûõ ÄÐ â
ÄÍÊ. Ýòîïîçèä èíäóöèðîâàë â êëåòêàõ ÄÐ (÷åðåç 6—12 ÷) è ïîñëåäóþùèé àïîïòîç (24 ÷). Ïî óðîâíþ
ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííîé ãåíî- è öèòîòîêñè÷íîñòè êëåòêè Colo320 çàíèìàþò ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå
ìåæäó MMR-ïðîôèöèòíûìè êëåòêàìè HeLa è MMR-äåôèöèòíûìè HCT116. Âìåñòå ñ òåì ïî ÷àñòîòå
àïîïòîçà êëåòêè Colo320 îñòàþòñÿ óñòîé÷èâûìè ê âîçíèêøèì ÄÐ. Òàêèì îáðàçîì, íà òðåõ ëèíèÿõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê ìû íàáëþäàëè ïðÿìóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó êîëè÷åñòâîì âòîðè÷íûõ ÄÐ, âîçíèêøèõ â ïî-
ñòðåïëèêàòèâíûé ïåðèîä, è ýôôåêòèâíîñòüþ ñèñòåìû MMR.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: ðàçðûâû ÄÍÊ, êîððåêöèîííàÿ ðåïàðàöèÿ, ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, àïîïòîç, ðàê
òîëñòîãî êèøå÷íèêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÐ — äâóõíèòåâûå ðàçðûâû, ÌÍÌ — ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, ÌÑÍ —
ìèêðîñàòåëëèòíàÿ íåñòàáèëüíîñòü, MGMT — ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçà, MMR (mismatch re-
pair) — êîððåêöèÿ íåñïàðåííûõ îñíîâàíèé, ÐÒÊ — ðàê òîëñòîãî êèøå÷íèêà, O6-bzG — O6-áåíçèëãóà-
íèí, O6-mG — O6-ìåòèëãóàíèí.

Ìíîãèå ìåõàíèçìû ðåïàðàöèè ÄÍÊ (ïðÿìîå âîññòà-
íîâëåíèå ïîâðåæäåííûõ îñíîâàíèé, ðåïàðàöèÿ ðàçðû-
âîâ, ýêñöèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ îñíîâàíèé è íóêëåîòèäîâ)
ñïîñîáñòâóþò âûæèâàåìîñòè êëåòîê. Â êîíå÷íîì ñ÷åòå
íà ýòî íàïðàâëåí è ìåõàíèçì êîððåêöèîííîé ðåïàðàöèè
ÄÍÊ, èñïðàâëÿþùèé íåêîððåêòíûå ïàðû îñíîâàíèé
(mismatch repair, MMR) (Aquilina, Bignami, 2001; Marti et
al., 2002). Â ñâÿçè ñ ýòîé ïàðàäèãìîé âîâëå÷åíèå ìåõà-
íèçìà MMR â ãèáåëü êëåòîê, èíäóöèðîâàííóþ ðÿäîì ãå-
íîòîêñè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé, êàæåòñÿ ïàðàäîêñàëüíûì
(Tronov, Konstantinov, 2000). Òåì íå ìåíåå âñå áîëåå î÷å-
âèäíî, ÷òî àêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùèé ìåõàíèçì MMR

íåîáõîäèì äëÿ ðåàëèçàöèè ëåòàëüíîãî ýôôåêòà îïðåäå-
ëåííûõ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, èíàêòèâàöèÿ
MMR ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî êëåòêè ïðèîáðåòàþò óñòîé-
÷èâîñòü ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ àãåíòîâ, âûçûâà-
þùèõ îáðàçîâàíèå ýòèõ ïîâðåæäåíèé. Òàêàÿ óñòîé÷è-
âîñòü ÿâëÿåòñÿ àëüòåðíàòèâîé ðåïàðàöèîííîé ñòðàòåãèè
âûæèâàíèÿ. Â íåé ïîâðåæäåíèå íå óäàëÿåòñÿ èç ÄÍÊ, íî
è íå ïðèâîäèò ê ãèáåëè êëåòêè. ×àùå âñåãî ýòà ñòðàòåãèÿ
ðåàëèçóåòñÿ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ (Fink et al., 1998).

Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå îïóõîëè, îáðàçóþùèå òàê íà-
çûâàåìûé ñïåêòð ðàêà òîëñòîãî êèøå÷íèêà (ÐÒÊ), õàðàê-
òåðèçóþòñÿ äåôåêòíîé MMR (Òðîíîâ è äð., 2005). Äå-
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ôåêòû MMR îáíàðóæèâàþòñÿ â âèäå ìóòàöèé â ãåíàõ ñè-
ñòåìû MMR è(èëè) ìèêðîñàòåëëèòíîé íåñòàáèëüíîñòè
ãåíîìà (ÌÑÍ). Êàê ñëåäñòâèå äåôèöèòà MMR â îïóõîëå-
âûõ êëåòêàõ ôîðìèðóþòñÿ ìóòàòîðíûé ôåíîòèï è óñòîé-
÷èâîñòü ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ àëêèëèðóþ-
ùèõ/ìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ (Aquilina et al., 2000). Ãëàâ-
íûì ìîäèôèöèðîâàííûì îñíîâàíèåì, îòâåòñòâåííûì çà
ãåíî- è öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêòû ïðè õèìè÷åñêîì ìåòè-
ëèðîâàíèè ÄÍÊ, ÿâëÿåòñÿ O6-ìåòèëãóàíèí (O6-mG) (Ka-
ina et al., 1993). Â îñíîâå ìåõàíèçìà öèòîòîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ O6-mG ëåæàò âòîðè÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, êîòî-
ðûå ôîðìèðóþòñÿ â õîäå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû
MMR (Kaina, 2003).

Ðàíåå ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî êîëè÷åñòâî âòîðè÷íûõ
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ (ÄÐ) ÄÍÊ â îòâåò íà äåéñòâèå ìî-
íîôóíêöèîíàëüíîãî ìåòèëèðóþùåãî àãåíòà ìîæåò îòðà-
æàòü ýôôåêòèâíîñòü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñèñòåìû MMR â
êëåòêå (Òðîíîâ è äð., 2005). Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ íà îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Äëÿ ýòîãî èññëåäîâàëè ôîð-
ìèðîâàíèå âòîðè÷íûõ ÄÐ ïîñëå äåéñòâèÿ ìåòèëèðóþùå-
ãî àãåíòà ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ) íà îïóõîëåâûå
êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñîñòîÿíèþ ñèñòåìû MMR:
HeLa (MMR-ïðîôèöèòíûå êëåòêè êàðöèíîìû ýíäîìåò-
ðèÿ), HCT116 (MMR-äåôèöèòíûå êîëîðåêòàëüíûå îïó-
õîëåâûå êëåòêè) è Colo320 (êëåòêè îïóõîëè ñèãìîâèä-
íîé êèøêè ÷åëîâåêà ñ íåîõàðàêòåðèçîâàííîé ñèñòåìîé
MMR). Êîëè÷åñòâî ÄÐ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ÄÍÊ-êîìåò â íåéòðàëüíûõ óñëîâèÿõ. Èññëåäîâàíèÿ ïðî-
âîäèëè íà ôîíå ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ìåòèëãóàíèí-
òðàíñôåðàçû, îñóùåñòâëÿþùåé ïðÿìîå äåìåòèëèðîâàíèå
ãóàíèíà. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà èñïîëüçîâàëè O6-áåí-
çèëãóàíèí (O6-bzG) (Kidney, Faustman, 1995). Öèòî-
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò îöåíèâàëè ïî æèçíåñïîñîáíîñòè
(MTT-òåñò) è ïî àïîïòîòè÷åñêîìó èíäåêñó (÷àñòîòå ìîð-
ôîëîãè÷åñêè ðàçëè÷èìûõ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â òåð-
ìèíàëüíîé ôàçå).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà êëåòêàõ HeLa è HCT116,
ïîäòâåðæäàþò íàøå ïðåäïîëîæåíèå î ñâÿçè óðîâíÿ âòî-
ðè÷íûõ ÄÐ, èíäóöèðîâàííûõ ìåòèëèðóþùèì àãåíòîì
ÌÍÌ, ñ óðîâíåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ñèñòåìû
MMR â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè Colo320 õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðîìåæóòî÷íîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê ÌÍÌ (ìåæäó ëèíèÿìè HeLa è HCT116)
ïî êîëè÷åñòâó èíäóöèðîâàííûõ âòîðè÷íûõ ÄÐ â ÄÍÊ.
Îäíàêî â êëåòêàõ Colo320 â îòëè÷èå îò äâóõ äðóãèõ èñ-
ñëåäîâàííûõ ëèíèé ýòè ÄÐ íå èíäóöèðîâàëè àïîïòîç.
Îòñóòñòâèå àïîïòîçà ïîäòâåðæäåíî ìîðôîëîãè÷åñêè è
ïî îòñóòñòâèþ ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê íà ãèñòîãðàììàõ
ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â êëåòêàõ. Òàêèì îá-
ðàçîì, íà òðåõ ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíà êîððåëÿöèÿ êîëè÷åñòâà âòîðè÷íûõ ÄÐ
â êëåòêàõ, èíäóöèðîâàííûõ â îòâåò íà äåéñòâèå ÌÍÌ, ñ
ýôôåêòèâíîñòüþ MMR â ýòèõ êëåòêàõ. Ýòî ïîçâîëÿåò ïî-
ëîæèòåëüíî îöåíèâàòü ïåðñïåêòèâó èñïîëüçîâàíèÿ äàí-
íîãî ïàðàìåòðà êàê ïðîãíîñòè÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà òðåõ ëèíèÿõ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà: MMR-ïðîôèöèòíûõ êëåòêàõ HeLa
(êàðöèíîìà ýíäîìåòðèÿ), MMR-äåôèöèòíûõ êëåòêàõ
HCT116 (êëåòêè êàðöèíîìû òîëñòîãî êèøå÷íèêà, â êîòî-
ðûõ ïðîèçîøëà äåëåöèÿ â 255-ì êîäîíå ãåíà hMLHl, ïðè-

âåäøàÿ ê ïîëíîé èíàêòèâàöèè áåëêà; Parsons et al., 1993)
è íà êëåòêàõ êàðöèíîìû ñèãìîâèäíîé êèøêè ÷åëîâå-
êà Colo320, íå îõàðàêòåðèçîâàííûõ ïî ñîñòîÿíèþ ãåíîâ
ñèñòåìû MMR. Êëåòêè HeLa è Colo320 áûëè ïîëó÷å-
íû èç Áàíêà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), êëåòêè HCT116 ïðåäîñòàâëåíû
ïðîô. Ã. Í. Ñåëèâàíîâîé (Êàðîëåâñêèé ðàêîâûé èíñòè-
òóò, Ñòîêãîëüì). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé ãëþòàìèí, 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé
ñûâîðîòêè è àíòèáèîòèêè, â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè
37° C. ÌÍÌ ñèíòåçèðîâàëè â ÈÕÔ ÐÀÍ è â êðèñòàëëè-
÷åñêîì âèäå õðàíèëè ïðè 4° C. ÌÍÌ-îáðàáîòêó ïðîâî-
äèëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà êëåòîê. Ïðåïàðàò ðàñòâîðÿ-
ëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå è íåìåäëåííî äîáàâëÿëè ê êëåò-
êàì. Ó÷èòûâàÿ òîò ôàêò, ÷òî ÌÍÌ áûñòðî ðàñïàäàåòñÿ â
ðàñòâîðå, êëåòêè îò àãåíòà íå îòìûâàëè. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ
ïðÿìîãî äåìåòèëèðîâàíèÿ îñíîâàíèé â ÄÍÊ èñïîëüçîâà-
ëè O6-bzG (Sigma, ÑØÀ) — êîíêóðåíòíûé èíãèáè-
òîð ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû, êîòîðûé âíî-
ñèëè â êóëüòóðó çà 1 ÷ äî äîáàâëåíèÿ ÌÍÌ. Öèòîòîêñè-
÷åñêèé ýôôåêò îöåíèâàëè ïî æèçíåñïîñîáíîñòè ñ
ïîìîùüþ MTT-òåñòà è àïîïòîòè÷åñêîãî èíäåêñà. Èñïî-
ëüçîâàëè 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazo-
lium bromide (MTT) ôèðìû R&D Systems (ÑØÀ).
MTT-òåñò ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû,
ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû (www//RnDSys-
tems.com/pdf/ta5355. pdf). Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîòü ðåãèñò-
ðèðîâàëè ïðè 594 íì ñ ïîìîùüþ ôîòîìåòðà èììóíîôåð-
ìåíòíîãî ïëàíøåòíîãî ÝÔÎÑ 9305 (Ðîññèÿ). Àïîïòîòè-
÷åñêèé èíäåêñ îïðåäåëÿëè êàê ÷àñòîòó êëåòîê ñ
àïîïòîòè÷åñêîé ìîðôîëîãèåé ÿäðà. Ìîðôîëîãè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ ïðîñëåæèâàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêî-
ïå ïîñëå îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ñìåñüþ êðàñèòåëåé àêðè-
äèíîâîãî îðàíæåâîãî è áðîìèñòîãî ýòèäèÿ, ðóêîâîäñòâó-
ÿñü ïðîòîêîëîì ôèðìû Merk Biosciences (Calbiochem,
Øâåéöàðèÿ). Ê àïîïòîòè÷åñêèì îòíîñèëè êëåòêè, â êîòî-
ðûõ õðîìàòèí áûë êîíäåíñèðîâàí â âûñîêîé ñòåïåíè,
òàê ÷òî â íåì íå ïðîñëåæèâàëè êàêîé-ëèáî ñòðóêòóðíîé
ãåòåðîãåííîñòè. Êîëëàïñèðîâàííûé õðîìàòèí ïðèîáðå-
òàë ôîðìó êîëüöà, ïîëóìåñÿöà, øàðà èëè âèíîãðàäíîé
ãðîçäè. Çåëåíàÿ îêðàñêà ñâèäåòåëüñòâîâàëà î öåëîñòíî-
ñòè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Êëåòêè ñ ïðîíèöàåìîé ìåìáðà-
íîé îêðàøèâàëèñü â æåëòûé èëè îðàíæåâûé öâåò. Êëåò-
êè ñ èíòàêòíîé ñòðóêòóðîé õðîìàòèíà, îêðàøåííûå â
æåëòûé èëè îðàíæåâûé öâåòà, ñ÷èòàëè íåêðîòè÷åñêèìè.
Â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ îïðåäåëÿëè ÷èñëåííîñòü
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, ïîäñ÷èòûâàÿ êëåòêè â
20—50 öèôðîâûõ ìèêðîôîòîãðàôèÿõ, âûïîëíåííûõ â
ïðîõîäÿùåì ñâåòå.

Ãåíîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó
ÄÐ â ãåíîìå, îïðåäåëÿåìîìó ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íåéò-
ðàëüíûõ ÄÍÊ-êîìåò (Singh, 2000). Ñóñïåíçèþ êëåòîê â
PBS (1�105—3�105 êë/ìë) ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúå-
ìîì 1.5 %-íîãî ðàñòâîðà Low melting agarose, type IV
(Sigma, ÑØÀ); ñìåñü íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî,
êîòîðîå ðàíåå áûëî ïîêðûòî òîíêèì ñëîåì 1 %-íîé àãà-
ðîçû. Ñìåñü íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è ïîñëå çà-
ñòûâàíèÿ ãåëÿ ñ èììîáèëèçîâàííûìè â íåì êëåòêàìè
ñòåêëà ïîãðóæàëè â ñîñóä, çàïîëíåííûé ëèçèðóþùèì
ðàñòâîðîì (2.5 Ì NaCl, 0.1 M EDTA, 0.02 M Tris-HCl,
1 % Òðèòîíà X-100 è 10 % DMSO, pH 10). Ïîñëå ëèçèñà
êëåòîê (â òå÷åíèå 12—24 ÷ ïðè 4° C) ñëàéäû ïîìåùàëè â
êàìåðó äëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà, çàïîëíåí-
íóþ TAE-áóôåðîì, pH 8. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè ñïóñ-
òÿ 30 ìèí ïðè 15 Â/ñì â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè 4° C. Ïî çà-
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âåðøåíèè ýëåêòðîôîðåçà ñëàéäû ïîìåùàëè íà 10 ìèí â
ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 300 ìÌ NaOH è 1 ìÌ EDTA, pH >
> 13. Ïðîöåäóðà çàâåðøàëàñü íåéòðàëèçàöèåé ðàñòâîðîì
0.4 Ì Tris (pH 7.4) è âûñóøèâàíèåì ñëàéäîâ íà âîçäóõå.
Ñëàéäû äåãèäðàòèðîâàëè â ìåòàíîëå, ïîäñóøèâàëè,
îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ â àíòèôåéäå
(5 ìêã/ìë, 50 ìêë íà 1 ñëàéä), íàêðûâàëè ïîêðîâíûì
ñòåêëîì (24 � 24 ìì) è ìèêðîñêîïèðîâàëè ïðè äëèíàõ
âîëí âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè ñîîòâåòñòâåííî 490 è
540 íì. Èçîáðàæåíèÿ êîìåò, ïîëó÷àåìûå ñ ïîìîùüþ ôî-
òîêàìåðû Coolpix 4500 (Nikon), àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîãðàììû CASP (Konca et al., 2003). Â êàæ-
äîì ñëàéäå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 100 êîìåò. Ðåãèñòðè-
ðóåìûå ïàðàìåòðû ÄÍÊ-êîìåò ïðåäâàðèòåëüíî áûëè
ïðîêàëèáðîâàíû ïî êîëè÷åñòâó ÄÐ, èíäóöèðîâàííûõ â
ãåíîìå ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà ïîñëå èõ ãàì-
ìà-îáëó÷åíèÿ (Co-60) â èçâåñòíûõ äîçàõ. Ñêîðîñòü îáðà-
çîâàíèÿ ÄÐ ïðè ãàììà-îáëó÷åíèè êëåòîê áûëà ïðèíÿòà
ïîñòîÿííîé â äèàïàçîíå äîç 0—60 Ãð è ðàâíîé 50 ÄÐ íà
äèïëîèäíûé ãåíîì ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ â äîçå 1 Ãð
(Holley, Chatterjee, 1996). Êîëè÷åñòâî ðàçðûâîâ ïðè-
âîäèòñÿ â ðàñ÷åòå íà äèïëîèäíûé ãåíîì ëèìôîöèòîâ ÷å-
ëîâåêà.

Ðåçóëüòàòû

Ñîãëàñíî ñëîæèâøèìñÿ ïðåäñòàâëåíèÿì, êëåòêè ñ
íîðìàëüíîé ñèñòåìîé MMR íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê
àëêèëèðóþùèì àãåíòàì. Ïîýòîìó óñëîâèÿ èíêóáàöèè
êëåòîê, êîíöåíòðàöèè ÌÍÌ è èíãèáèòîðà ìåòèëòðàíñ-
ôåðàçû O6-bzG áûëè íàìè îòðàáîòàíû íà êëåòêàõ HeLa.
Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÌÍÌ â
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòàðöèÿõ ñïóñòÿ 3 ñóò ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ àãåíòà â ðîñòîâóþ ñðåäó è âëèÿíèå íà íåãî O6-bzG.
Âèäíî, ÷òî êðèâàÿ èìååò äâà ó÷àñòêà: îáëàñòü ñðàâíè-
òåëüíî ìàëîãî èçìåíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïîä
âëèÿíèåì ÌÍÌ (< 250 ìêÌ ÌÍÌ) è îáëàñòü, â êîòîðîé
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò áûñòðî íàðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì
êîíöåíòðàöèè ÌÍÌ (> 450 ìêÌ). O6-bzG óñèëèâàåò òîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå ÌÍÌ, ñíèæàÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà èí-
ãèáèðóþùóþ äîçó àãåíòà (ID50) ñ 1000 äî 450 ìêÌ. Ñåí-
ñèáèëèçèðóþùèé ýôôåêò O6-bzG îáíàðóæèâàåòñÿ âî
âñåì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ÌÍÌ (îò 10 ìêÌ äî
1 ìÌ). Îäíàêî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè O6-bzG äî
20 ìêÌ íå ñîïðîâîæäàåòñÿ âîçðàñòàíèåì òîêñè÷åñêîãî
ýôôåêòà ÌÍÌ. Ñàì O6-bzG íå îáëàäàë öèòîòîêñè÷íî-
ñòüþ â ïðåäåëàõ èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé (äàííûå íå
ïðèâîäÿòñÿ). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè íàì âûáðàòü
êîíöåíòðàöèè ÌÍÌ (250 ìêÌ) è O6-bzG (20 ìêÌ) â êà-
÷åñòâå ðàáî÷èõ, èñïîëüçóÿ êîòîðûå ìû ñðàâíèâàëè öèòî-
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÌÍÌ íà êëåòêàõ HeLa è HCT116,
èìåþùèõ ðàçëè÷íûé MMR-ñòàòóñ.

Â ë è ÿ í è å Ì Í Ì í à î ï ó õ î ë å â û å ê ë å ò ê è
H e L a è H C T 1 1 6. Íà ðèñ. 2, à, â ïîêàçàíà äèíàìèêà
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê HeLa è HCT116 â òå÷åíèå
3 ñóò ïîñëå âíåñåíèÿ â ðîñòîâóþ ñðåäó 250 ìêÌ ÌÍÌ.
Îòìåòèì äâà ñóùåñòâåííûõ ôàêòà: 1) öèòîòîêñè÷åñêèé
ýôôåêò ÌÍÌ îáíàðóæèâàåòñÿ òîëüêî íà 3-è ñóò è òîëüêî
íà MMR-ïîëíîöåííûõ êëåòêàõ HeLa; 2) êëåòêè HCT116,
äåôèöèòíûå ïî MMR, óñòîé÷èâû ê âîçäåéñòâèþ ÌÍÌ
(ðèñ. 2, â). Öèòîòîêñè÷íîñòü ÌÍÌ â îòíîøåíèè êëåòîê
HeLa âûðàæàåòñÿ â àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê, îáíàðó-
æèâàåìîé òîæå íà 3-è ñóò (ðèñ. 2, á). Íà êëåòêàõ HCT116
â îòëè÷èå îò êëåòîê HeLa íå îáíàðóæåíî öèòîòîêñè÷å-

ñêîãî äåéñòâèÿ àãåíòà íè ïî MMT-òåñòó (ðèñ. 2, â), íè ïî
êàðòèíå àïîïòîçà â òå÷åíèå 3 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
(ðèñ. 2, ã). Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ â èíêóáàöèîííîé ñðå-
äå ïðèñóòñòâîâàë èíãèáèòîð ìåòèëòðàíñôåðàçû O6-bzG
(20 ìêÌ).

Ãåíîòîêñè÷åñêèé îòâåò êëåòîê HeLa è HCT116 ïðèí-
öèïèàëüíî ðàçëè÷åí. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, à, îáðàçîâàíèå
ðàçðûâîâ â ãåíîìå êëåòîê HeLa íàáëþäàåòñÿ ñïóñòÿ 48 ÷
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÌÍÌ ê êëåòêàì (250 ìêÌ). ×èñëà ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ ÷åðåç 72 è 48 ÷ íå ðàçëè÷àþòñÿ. Ê ýòîìó âðå-
ìåíè çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê HeLa (30 %) ïðîÿâëÿëà
ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè ãèáåëè (ðèñ. 2, á), õàðàêòåð-
íûå äëÿ òåðìèíàëüíîé ôàçû àïîïòîçà. Íà ýòîé ñòàäèè
ïðîèñõîäÿò òàêæå äåãðàäàöèÿ ÄÍÊ è ëèçèñ ÷àñòè êëåòîê
(ðèñ. 5, â, ã). Óñòîé÷èâîñòü êëåòîê HCT116 ê öèòîòîêñè-
÷åñêîìó äåéñòâèþ ÌÍÌ êîððåëèðóåò ñ îòñóòñòâèåì â
ÄÍÊ ýòèõ êëåòîê ÄÐ (ðèñ. 3, á). Ïðè ýòîì îáå ëèíèè êëå-
òîê îñòàþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ãåíîòîêñè÷åñêîìó äåé-
ñòâèþ èíäóêòîðà ÄÐ â ÄÍÊ ýòîïîçèäó (ðèñ. 4). Êàê âèä-
íî, ýòîïîçèä èíäóöèðóåò ðàçðûâû â ÄÍÊ ÷åðåç íåñêîëü-
êî ÷àñîâ ïîñëå äîáàâëåíèÿ åãî ê êëåòêàì. Ïîýòîìó åãî
öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïðîÿâëÿåòñÿ â áîëåå ðàííèå
ñðîêè (24 ÷), ÷åì äåéñòâèå ÌÍÌ. Àïîïòîòè÷åñêèé èí-
äåêñ êëåòîê îáåèõ ëèíèé ê ýòîìó âðåìåíè ñîñòàâëÿåò
ïðèìåðíî 40 %. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ àïîïòîç ïîäòâåðæäàë-
ñÿ òàêæå âîçðàñòàíèåì äîëè ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê, êî-
òîðûå ðåãèñòðèðîâàëè ïî ñíèæåíèþ ôëóîðåñöåíöèè
ÄÍÊ-êîìåò (ðèñ. 5, à, â). Èçó÷åíèå ýôôåêòà ýòîïîçèäà
ïîêàçûâàåò, ÷òî ÄÐ â êëåòêàõ îáåèõ èññëåäîâàííûõ ëè-
íèé çàïóñêàþò ìåõàíèçì àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè íåçàâè-
ñèìî îò MMR-ñòàòóñà êëåòîê.

Îòñðî÷åííûé àïîïòîç MMR-ïðîôèöèòíûõ êëåòîê
HeLa (ñïóñòÿ áîëåå 1 öèêëà ïîñëå âíåñåíèÿ ÌÍÌ â ðîñ-
òîâóþ ñðåäó è åå ðàñïàäà) àññîöèèðîâàí òàêæå ñ îòñðî-
÷åííûì ïîÿâëåíèåì ÄÐ â ãåíîìå (÷åðåç 48 ÷ ïîñëå âíåñå-
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Ðèñ. 1. Òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíû (ÌÍÌ)
íà êëåòêè HeLa ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà ñïóñòÿ 72 ÷ ïîñëå
ïóëüñ-îáðàáîòêè êëåòîê ÌÍÌ â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

1 — ÌÍÌ; 2, 3 — ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÌÍÌ è O6-áåíçèëãóàíèíà
(O6-bzG) â êîíöåíòðàöèè 10 (2) èëè 20 (3) 20 ìêÌ.

Fig. 1. Cytotoxic effect of MNM on HeLa cells from data of
MTT-test, 72 h after pulse-processing with different concentrations.

1 — MNM, 2 — MNM + O6-bzG (10 ìM), 3 — MNM + O6-bzG (20 ìM).



íèÿ àãåíòà â ñðåäó). Ê ýòîìó âðåìåíè êëåòêè ïðîõîäÿò áî-
ëåå 1 öèêëà, î ÷åì ãîâîðÿò äàííûå MTT-òåñòà (ðèñ. 2, à), à
òàêæå áîëåå ÷åì äâóêðàòíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê
â êóëüòóðå. Òåì íå ìåíåå îáðàçîâàíèå ÄÐ ïðåäøåñòâó-
åò àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê HeLa (ðèñ. 2, á). Ýòî
ïîçâîëÿåò ñâÿçàòü ÄÐ è ÌÍÌ-èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç
êëåòîê HeLa êàê ïðè÷èíó è ñëåäñòâèå. Â êëåòêàõ
HCT116, äåôèöèòíûõ ïî MMR, êàê âèäíî, íå âîçíèêàþò
ÄÐ â òå÷åíèå 72 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ìåòèëèðóþùåãî
àãåíòà è íå ðàçâèâàåòñÿ àïîïòîç â îòâåò íà äåéñòâèå
ÌÍÌ (ðèñ. 2, ã).

Ö è ò î- è ã å í î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê è é ý ô ô å ê ò û Ì Í Ì
í à ê ë å ò ê à õ C o l o 3 2 0. Â îòëè÷èå îò êëåòîê HCT116,
ÿâëÿþùèõñÿ ïî÷òè äèïëîèäíûìè (Masramon et al., 2000),
êëåòêè àäåíîêàðöèíîìû òîëñòîãî êèøå÷íèêà Colo320
õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé õðîìîñîìíîé íåñòàáèëüíî-
ñòüþ è èìåþò àíåóïëîèäíûé êàðèîòèï (Tsushimi et al.,
2001). Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî â íèõ ïðîäåìîíñòðèðîâàíà
ìèêðîñàòåëëèòíàÿ íåñòàáèëüíîñòü (Kleivi et al., 2004). Â
ñîâîêóïíîñòè ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò îæèäàòü â êëåòêàõ
Colo320 äåôèöèòà ðåïàðàòèâíîé ñèñòåìû MMR. Íà
ðèñ. 6 ïîêàçàíî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÌÍÌ íà êëåò-

êè Colo320. ÌÍÌ (250 ìêÌ) çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò
MTT-ïîêàçàòåëü æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê íà 3-è ñóò ïî-
ñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ (ðèñ. 6, à). Ýòîò îòâåò êëåòîê
Colo320 ñîâïàäàåò ñ òàêîâûì êëåòîê HeLa (ðèñ. 2, à).
Â òî æå âðåìÿ óðîâåíü ãèáåëè êëåòîê Colo320 â ðåçóëüòà-
òå òàêîé îáðàáîòêè ñëàáî ïðåâûøàåò òàêîâîé â êîíòðîëå
(ðèñ. 6, á). Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå ñíè-
æåíèå MTT-ïîêàçàòåëÿ îòðàæàåò ñêîðåå âñåãî íå ãèáåëü,
à ñíèæåíèå ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê Colo320 â îò-
âåò íà äåéñòâèå ÌÍÌ. Òåì íå ìåíåå â êëåòêàõ èíäóöèðó-
åòñÿ çàìåòíîå êîëè÷åñòâî ÄÐ â ÄÍÊ (ðèñ. 6, â). Òàêèì îá-
ðàçîì, ÌÍÌ îêàçûâàåò ãåíî- è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå íà êëåòêè Colo320, îäíàêî îíî íå ñîïðîâîæäàåòñÿ
àäåêâàòíûì âîçðàñòàíèåì ÷àñòîòû àïîïòîòè÷åñêîé ãèáå-
ëè. Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàåòñÿ ñðàâíåíèåì ãèñòîãðàìì
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ äëÿ êîíò-
ðîëüíîé ïîïóëÿöèè è ïîïóëÿöèè, îáðàáîòàííîé ÌÍÌ,
ñïóñòÿ 72 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê (ðèñ. 6, ã, ä). Õîòÿ
ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ
ìåæäó ñîáîé, î÷åâèäíî, ÷òî ÌÍÌ-îáðàáîòêà êëåòîê
Colo320 íå ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ â íèõ ãèïîäèïëîèä-
íûõ êëåòîê, õàðàêòåðíûõ äëÿ àïîïòîçà (ðèñ. 5, â).
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ âî âðåìåíè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, îöåíåííîé ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà (à, â), è àïîïòîòè÷åñêîãî èíäåêñà
(á, ã).

à, á — êëåòêè HeLa; â, ã — êëåòêè HCT116. 1, 3 — èíòàêòíûå êëåòêè; 2, 4 — êëåòêè, îáðàáîòàííûå 250 ìêÌ ÌÍÌ â ïðèñóòñòâèè 20 ìêÌ O6-bzG.

Fig. 2. Quantitative in viability time of cells (MTT-test; à, â), and of apoptotic index (á, ã) of intact cells (1, 3) and cells cultivated with
MNM, 250 ìM + O6-bzG, 20 ìM (2, 4).

à, á — HeLa cells; â, ã — HCT116 cells.



Îáñóæäåíèå

ÌÍÌ — ìîíîôóíêöèîíàëüíûé àëêèëèðóþùèé àãåíò,
èñïîëüçóåìûé â õèìèîòåðàïèè îïóõîëåé (Mehta, 2000;
Äåìåíòüåâà, Êîðìàí, 2001; Ãîðáà÷åâà, 2003). Öèòîòîê-
ñè÷íîñòü ÌÍÌ âûðàæàåòñÿ äâîÿêî: â êëåòî÷íîé ãèáåëè
è â ïîäàâëåíèè ðîñòà êëåòîê. Ãèáåëü êëåòîê CHO èíäó-
öèðóåòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ÌÍÌ âûøå 5 ìÌ è íàáëþ-
äàåòñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÌÍÌ â êóëüòóðó
(Mizumoto, Farber, 1995). Ñèãíàëîì, çàïóñêàþùèì êëå-
òî÷íóþ ãèáåëü, áûëî ñíèæåíèå óðîâíåé ÍÀÄ è ÀÒÔ â
êëåòêàõ. Äîðåïëèêàòèâíàÿ ýêñöèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ èñ-

òîùàëà ýíåðãåòèêó êëåòêè è ïðèâîäèëà åå ê íåêðîçó, à
èíãèáèòîðû ðåïàðàöèè çàùèùàëè êëåòêè îò òîêñè÷åñêî-
ãî äåéñòâèÿ ÌÍÌ (Buschfort et al., 1997). Ïîäàâëåíèå ðî-
ñòà êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÌÍÌ íàáëþäàëîñü ïðè íèçêèõ
(òåðàïåâòè÷åñêèõ) êîíöåíòðàöèÿõ àãåíòà (< 5 ìÌ) è â
áîëåå ïîçäíèå ñðîêè (áîëåå ÷åì ÷åðåç 2 öèêëà ðåïëèêà-
öèè). Ýòà öèòîòîêñè÷íîñòü îïðåäåëÿëàñü ñòåïåíüþ àëêè-
ëèðîâàíèÿ ãóàíèíà è ñïîñîáíîñòüþ êëåòîê ê åãî ðåïàðà-
öèè, ò. å. àêòèâíîñòüþ MGMT (Mizumoto, Farber, 1995).
Äàííûé ìåõàíèçì öèòîòîêñè÷íîñòè ÌÍÌ ÿâëÿëñÿ ïðåä-
ìåòîì íàøèõ èññëåäîâàíèé è îïðåäåëèë âûáîð äåéñòâó-
þùèõ êîíöåíòðàöèé àãåíòà (ìåíåå 1 ìÌ) è âðåìåíè íà-
áëþäåíèÿ ýôôåêòà (áîëåå 48 ÷).

Íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
HeLa â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ÌÍÌ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
êàê ñî ñíèæåíèåì ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê,
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â
êëåòêàõ HeLa (à) è HCT116 (á) ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê ÌÍÌ

(250 ìêÌ) è O6-bzG (20 ìêÌ).

Çàøòðèõîâàííûå îáëàñòè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëî-
íåíèÿ â êîíòðîëå.

Fig. 3. Dynamics of DSB accumulation in HeLa (à) and HCT116
(á) cells after processing with MNM (250 ìM) and O6-bzG

(20 ìM).

Cross-hatched region — scheduled figures +/-SD.

Ðèñ. 4. Èíäóêöèÿ ýòîïîçèäîì äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â
êëåòêàõ HeLa (à) è HCT116 (á) è ïîñëåäóþùàÿ ãèáåëü êëåòîê

HCT116 (â).

1 — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, 2 — äîëÿ íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê. Çà-
øòðèõîâàííûå îáëàñòè — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ â êîíòðîëå è èõ ñòàíäàðò-

íûå îòêëîíåíèÿ.

Fig. 4. Etoposid induction of DSB in HeLa (à) and HCT116 (â)
cells, and the following death of these cells (á, ã).

Parts of apoptotic (1) and necrotic (2) cells for HCT116. Cross-hatched regi-
on — changes in control +/-SD.



òàê è ñ çàäåðæêîé ïðîëèôåðàöèè â ñâåðî÷íûõ òî÷êàõ
êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêàÿ çàäåðæêà íåèçáåæíà è íåîá-
õîäèìà äëÿ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé â îòâåò íà âîçíèê-
øèé ñòðåññ. Åñëè ðåïàðàöèÿ íåâîçìîæíà èëè çàòðóäíåíà,
òî àêòèâèðóåòñÿ öåïü ðåàêöèé, çàâåðøàþùàÿñÿ àïîï-
òîçîì. Ñðàâíåíèå äèíàìèêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
(ðèñ. 2, à), à òàêæå îöåíêà ÷èñëåííîñòè êëåòîê HeLa ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâûõ 48 ÷ çàìåòíîé
çàäåðæêè äåëåíèÿ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÌÍÌ, íå ïðî-
èñõîäèò. Ðàñõîæäåíèå êðèâûõ äëÿ èíòàêòíûõ è îáðàáî-
òàííûõ ÌÍÌ êëåòîê íàáëþäàåòñÿ ïîçæå. Êðèâûå, îïè-
ñûâàþùèå äèíàìèêó àïîïòîçà ýòèõ êëåòîê, èìåþò àíàëî-
ãè÷íûé õîä (ðèñ. 2, á). Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî öèòî-
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÌÍÌ íà êëåòêàõ HeLa îáóñëîâëåí
ãëàâíûì îáðàçîì èõ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ. Àïîïòîçó
ïðåäøåñòâóåò ïðîöåññ, ôîðìèðóþùèé ÄÐ â êëåòêàõ, îá-
ðàáîòàííûõ ÌÍÌ (ðèñ. 3, à). Òîò ôàêò, ÷òî ÄÐ â ÄÍÊ,
êàê è ïîñëåäóþùèé àïîïòîç MMR-ïðîôèöèòíûõ êëåòîê

HeLa, îáíàðóæèâàþòñÿ ñïóñòÿ 1—2 öèêëà ðåïëèêàöèè
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ìåòèëèðóþùèì àãåíòîì, ïîçâîëÿåò
èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòü èíäóêöèè ÄÐ â ðåçóëüòàòå òàêèõ
ýêñöèçèîííûõ ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè, êàê BER (base ex-
cision repiar) è NER (nucleotide excision repair), ïîñêîëüêó
îíè, ñêîðåå âñåãî, îñóùåñòâëÿþò ñâîþ ôóíêöèþ â äîðåï-
ëèêàòèâíûé ïåðèîä è îïåðèðóþò ñ òàêèìè ìîäèôèêàöèÿ-
ìè îñíîâàíèé, êîòîðûå ïðåïÿòñòâóþò íîðìàëüíîìó õîäó
ðåïëèêàöèè. Â ñëó÷àå äåéñòâèÿ ÌÍÌ òàêîâûìè ÿâëÿþò-
ñÿ â îñíîâíîì N-ìåòèëèðîâàííûå îñíîâàíèÿ (Tatsuka et
al., 1995; Grombacher, Kaina, 1996). Îòñðî÷åííîñòü ïîÿâ-
ëåíèÿ «ïîñòðåïëèêàòèâíûõ» ÄÐ îò ìîìåíòà îáðàáîòêè
êëåòîê ÌÍÌ ìîæíî ïðèíÿòü êàê àðãóìåíò â ïîëüçó òîãî,
÷òî îáðàçîâàíèå ÄÐ íå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì ïðÿìîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÍÌ ñ ÄÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ãîâî-
ðÿò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ÄÐ ôîðìèðóþòñÿ â õîäå ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ ïîñòðåïëèêàòèâíîé êîððåêöèè MMR. Âàæ-
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Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ-êîìåò ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ è ÷èñëó äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ, ïîëó÷àåìûõ èç èíòàêòíûõ
êëåòîê HeLa (à, á) è àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè èõ ÌÍÌ (â, ã).

Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — âåðõíÿÿ ãðàíèöà ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê íà ãèñòîãðàììàõ.

Fig. 5. Histograms of DNA-comet distribution derivable from intact HeLa (à, á) cells and apoptotic cells after processing with MNM (â, ã).

Dotted line — upper limits of hypodiploid cells on histogram.



íûì ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ, âîçíèêàþùèì ïðè äåéñòâèè
ÌÍÌ, ÿâëÿåòñÿ O6-mG (Bignami et al., 2000). O6-mG íå
ìîæåò áûòü ðåïàðèðîâàí ìåõàíèçìîì BER, ïîñêîëüêó îí
íå óçíàåòñÿ íè îäíîé èç èçâåñòíûõ ÄÍÊ-ãëèêîçèëàç. Â
ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì â êëåòêå O-ñïåöèôè÷íûõ àëêèë-
ãëèêîçèëàç ðåïàðàöèÿ O6-mG ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ
ãëàâíûì îáðàçîì ïðÿìûì äåìåòèëèðîâàíèåì ìåòèëòðàí-
ñôåðàçîé (Pegg, Byers, 1992). Ïðè ïîäàâëåíèè åå àêòèâ-

íîñòè èíãèáèòîðîì O6-bzG êëåòêè, ñîäåðæàùèå â ãåíîìå
O6-mG, âñòóïàþò â öèêë. Ïðè ýòîì O6-mG íå ÿâëÿåòñÿ
ñòîïîðîì äëÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîòîðàÿ óçíàåò â íåì
àäåíèí â ñèëó èõ ñòðóêòóðíîãî ñõîäñòâà, íî â òî æå
âðåìÿ îí íå êîìïëåìåíòàðåí íè îäíîìó èç ÷åòûðåõ îñíî-
âàíèé ÄÍÊ. Ôîðìèðóþòñÿ íåêîððåêòíûå ïàðû O6-mG/C
è O6-mG/T, ÿâëÿþùèåñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ MMR. Áåçó-
ñïåøíûå öèêëû ýêñöèçèÿ—ðåñèíòåç âî âðåìÿ êîððåêöè-
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Ðèñ. 6. Ñîâìåñòíîå öèòî- è ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå 250 ìêÌ ÌÍÌ è 20 ìêÌ O6-bzG íà êëåòêè Colo320.

à — äèíàìèêà æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïî ðåçóëüòàòàì ÌÒÒ-òåñòà; á — èçìåíåíèå àïîïòîòè÷åñêîãî èíäåêñà êëåòîê; â — äèíàìèêà äâóõíèòåâûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ â êëåòêàõ; çàøòðèõîâàííûå îáëàñòè — äèàïàçîí èçìåíåíèé â êîíòðîëå. ã, ä — ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â èíòàêòíûõ

êëåòêàõ è â êëåòêàõ ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ÌÍÌ ñîîòâåòñòâåííî; øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 5.

Fig. 6. Cyto- and genotoxic effect of MNM (250 ìM + 20 ìM O6-bzG) on Colo320 cells.

à — dynamics of DNA double breaks in cells; á — apoptotic index (percent of apoptotic cells); â — number of DNA double strand breaks. Cross-hatched regi-
ons — size of changes in control. ã, ä — cell distribution by DNA content in intact and MNM processed cells 72 h after manipulation.



îííîé ðåïàðàöèè ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ ÄÐ â îáëàñòè,
ïðèëåãàþùåé ê O6-mG. Âåðîÿòíîñòü òàêîé òðàíñôîðìà-
öèè áåçðàçðûâíîãî äåôåêòà O6-mG â ðàçðûâ âîçðàñòàåò,
â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ðàçìåð ýêñöèçèîííîé áðåøè ïðè ôóíê-
öèîíèðîâàíèè MMR ìîæåò ïðåâûøàòü 1000 ïàð íóêëåî-
òèäîâ (Bellacosa et al., 1999). Òàêèì îáðàçîì, â MMR-
ïðîôèöèòíûõ êëåòêàõ HeLa îáíàðóæèâàþòñÿ ïðèçíàêè
ãåíî- è öèòîòîêñè÷íîñòè ÌÍÌ, ïðîÿâëÿþùèåñÿ ñïóñòÿ
íå ìåíåå 2 êëåòî÷íûõ öèêëîâ.

Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî â îòëè÷èå îò HeLa
MMR-äåôèöèòíûå êëåòêè HCT116 óñòîé÷èâû ê ÌÍÌ
ïî âñåì èñïîëüçîâàííûì íàìè ïîêàçàòåëÿì ãåíî- è öè-
òîòîêñè÷íîñòè (ðèñ. 2, â, ã; 3, á). Èññëåäîâàíèÿ ñ ýòî-
ïîçèäîì ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýòà óñòîé÷è-
âîñòü, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíà íå ñ ïîíèæåííîé ñïîñîá-
íîñòüþ êëåòîê HCT116 ê àïîïòîçó âîîáùå. Èõ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê ýòîïîçèäó è ê ÄÐ, èíäóöèðîâàííûì àãåíòîì,
ïðèìåðíî òàêàÿ æå, êàê è ó MMR-ïîëíîöåííûõ êëåòîê
HeLa (ðèñ. 4).

Ïðèâåäåííûå ðàíåå ëèòåðàòóðíûå äàííûå î ãåíåòè-
÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè êëåòîê Colo320 óêàçûâàþò íà òî,
÷òî â íèõ ìîæåò áûòü ïîíèæåíà àêòèâíîñòü MMR. Îäíà-
êî ïîäîáíî MMR-ïðîôèöèòíûì êëåòêàì HeLa, êëåòêè
Colo329 ñíèæàëè ñâîþ æèçíåñïîñîáíîñòü è íàêàïëèâàëè
ðàçðûâû â ÄÍÊ â îòâåò íà ÌÍÌ-âîçäåéñòâèå (ðèñ. 6, à,
â). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, îáðàçîâàâøèåñÿ ðàçðûâû íå èíäó-
öèðîâàëè â êëåòêàõ Colo320 óâåëè÷åíèÿ ÷àñòîòû àïîïòî-
çà (ðèñ. 6, á, ã, ä). Ó ìíîãèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñóùåñò-
âóåò ìåõàíèçì (îäèí èç íåñêîëüêèõ), ïîçâîëÿþùèé èì
èçáåæàòü àïîïòîçà. Òàêèì ìåõàíèçìîì ìîãóò áûòü ïîâû-
øåííàÿ ýêñïðåññèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NEêB,
îáëàäàþùåãî àíòèàïîïòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Payne
et al., 1998), ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ áåëêà bcl-2, çàùè-
ùàþùåãî ìèòîõîíäðèè (Yang et al., 1997), ïîâûøåííàÿ
ýêñïðåññèÿ èíãèáèòîðîâ êàñïàç (Wang et al., 1998) èëè
ìóòàöèè â ãåíå p53 (Hollstein et al., 1994). Ïîýòîìó àïîï-
òîòè÷åñêèé èíäåêñ îïóõîëåâûõ êëåòîê âðÿä ëè íàõîäèò-
ñÿ â ñòðîãîé êîððåëÿöèè ñ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ
èõ ñèñòåìû MMR, ÷òî è ïîäòâåðæäàþò ðåçóëüòàòû èñ-
ñëåäîâàíèÿ êëåòîê Colo320.

Ðèñ. 7 ïðåäñòàâëÿåò èòîã ïðîâåäåííîé ðàáîòû — êî-
ëè÷åñòâî âòîðè÷íûõ ðàçðûâîâ, îáðàçîâàâøèõñÿ ñïóñòÿ
48 ÷ ïîñëå ÌÍÌ-îáðàáîòêè òðåõ ëèíèé îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ñ ðàçëè÷íûì MMR-ñòàòóñîì. Ýòîò ðåçóëüòàò ÿâëÿåò-
ñÿ êîëè÷åñòâåííîé ïðåçåíòàöèåé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè ñèñòåìû êîððåêöèîííîé ðåïàðàöèè â ýòèõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-48453).
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COMPARISON OF GENO- AND CYTOTOXICITY OF METHYLNITROSOUREA

ON MMR-PROFICIENT AND MMR-DEFICIENT HUMAN TUMOR CELL LINES
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Deficient mismatch repair (MMR) is identified as a mutation of one of four major MMR genes and(or) mic-
rosatellite instability. These genomic changes are used as markers of MMR status of the heredity nonpolyposis
colorectal cancer (HNPCC) spectrum tumors — familial and sporadic tumors of colon and extracolonic cancers
fulfilling Amsterdam clinical criteria II. MMR-deficiency results in mutator phenotype and resistance to geno-
and cytotoxicity of alkylating agents. The main cytotoxic damage to DNA in response to chemical methylation
is O6-methylguanine (O6-mG). The secondary DNA strand breaks, which are formed during the MMR functio-
ning, are proposed to be required for methylation induced cytotoxicity. We have assumed that the secondary do-
uble stand breaks (DSB) upon DNA methylation are able to represent functional efficiency of MMR in cells.
The purpose of the paper was to test this assumption on human tumor cells differing in MMR-status and pul-
se-treated with methylnitrosourea (MNU). We used 3 cell lines: HeLa (MMR-competent endometrial tumor
cells), HCT116 (MMR-deficient colorectal carcinoma cells), and Colo320 (sigmoid intestine tumor cells with
uncharacterized MMR status). DSBs were evaluated with neutral comet assay. Cytotoxicity/viability was evalu-
ated with MTT-asay and apoptotic index (frequency of morphologically determined apoptotic cells). We show
that 1) cytotoxic effect of MNU (250 ìM) on HeLa cells was exhibited 3 days after pulse-treatment of cells with
MNU; 2) DSBs occurred 48 h after the drug treatment but prior to the onset of apoptosis of HeLa cells;
3) MMR-deficient HCT116 cells were resistant to the drug: no decreased viability, DSBs and apoptosis were
observed during 3 days after cell treatment. Both cell lines exhibited high sensitivity to etoposide, classical in-
ductor of unrepairable DSBs and p53. Etoposide has been found to induce DSBs in 6—12 h, which was follo-
wed by apoptosis (in 24 h). Colo320 cells exhibited intermediate position between HeLa and HCT116 cell lines
in regard to sensitivity to MNU according to MTT-assay and the number of secondary DSBs formed in
MNU-treated cells. Nevertheless, in contrast to HeLa cells, these breaks did not induce apoptosis in Colo320
cells. Our data confirm the assumption about case/effect relationship between secondary DNA double strand
breaks, induced by monofunctional methylating agent MNU, and functioning of MMR in human tumor cells.
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