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Íåäèôôåðåíöèðîâàííûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ìûøè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé
ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðå è íåñïîñîáíîñòüþ ðåàëèçîâàòü äîëãîâðåìåííûå áëîêè êëåòî÷íîãî
öèêëà ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ. Èíãèáèòîðû àêòèâíîñòè ãèñòîíäåàöåòèëàç (HDAC)
cïîñîáíû ìîäóëèðîâàòü áàëàíñ àöåòèëèðîâàíèÿ íóêëåîñîìíûõ ãèñòîíîâ è äðóãèõ áåëêîâ è òåì ñàìûì
èçìåíÿòü óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ êàê íåãàòèâíûå, òàê è ïîçèòèâíûå ðåãóëÿòîðû êëå-
òî÷íîãî öèêëà. Â ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîðû HDAC òðèõîñòàòèí À (TSA) è áóòèðàò íàòðèÿ (Na-
But) ïîäàâëÿþò ðîñò ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ìûøè è îáðàçîâàíèå êëîíîâ. Àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå TSA
è NaBut âûðàæàåòñÿ â èíäóêöèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, è ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîäàâëåíèåì òðàíñêðèï-
öèè ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïðîëèôåðàöèè (ãåíîâ öèêëèí D1, öèêëèí A, c-myc, cdc25A è å2f1) è àêòèâà-
öèåé òðàíñêðèïöèè íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà ïðîëèôåðàöèè p21Waf1 è ÷ëåíà ñåìåéñòâà KIP p57kip. Ñîîò-
âåòñòâåííî ïðè äåéñòâèè TSA è NaBut ñíèæàåòñÿ óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ãåíà e2f1 è àêòèâíîñòè òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà Å2F. Ïðè äëèòåëüíîì (áîëåå 24 ÷) äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ HDAC
êëåòêè îòêðåïëÿþòñÿ îò ïîäëîæêè è çàòåì ïîãèáàþò àïîïòè÷åñêè. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî äåéñòâèå TSA è
NaBut â òå÷åíèå 1 ñóò âûçûâàåò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â ÝÑÊ ìûøè, ïðè ýòîì íå íàáëþäàåòñÿ àêòèâà-
öèè ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ SA-bGal. Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè HDAC íå ïðèâîäèò ê ðåàëèçàöèè
äîëãîâðåìåííûõ îñòàíîâîê ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ ìûøè, òàê êàê èíäóêöèÿ áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà èíèöè-
èðóåò â êëåòêàõ ïðîãðàììó àïîïòè÷åñêîé ãèáåëè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè, ïðîëèôåðàöèÿ, ðåãóëÿòîðû êëåòî÷-
íîãî öèêëà, êëåòî÷íàÿ ãèáåëü, èíãèáèòîðû ãèñòîíäåàöåòèëàçû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ï. î. — ïàðû îñíîâàíèé, ÝÑÊ —
ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, HDAC — (histone deacetylase) — äåàöåòèëàçà ãèñòîíîâ, NaBut — áó-
òèðàò íàòðèÿ, TSA — òðèõîñòàòèí A, SA-bGal (Senescence Associated b-Galactosidase) — b-ãàëàêòîçèäà-
çà, àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì.

ÝÑÊ ìûøè îáëàäàþò íåîãðàíè÷åííîé ñïîñîáíîñòüþ
ê ðàçìíîæåíèþ ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, à èí-
òåíñèâíîñòü èõ äåëåíèÿ íå çàâèñèò îò âíåøíèõ ñòèìóëîâ
è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (Schratt et al., 2001; Ìàëàøè÷åâà è
äð., 2002). Â òî æå âðåìÿ ÝÑÊ ìûøè ñîõðàíÿþò ïëþðè-
ïîòåíòíîñòü è ñòàáèëüíîñòü ãåíîìà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ìåõàíèçìû àâòîíîìíîé ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ ìûøè èçó-
÷åíû ìàëî, íåò ÷åòêèõ äàííûõ î òîì, êàêèå ñèãíàëüíûå
ïóòè âîâëå÷åíû â ýòîò ïðîöåññ. Áàëàíñ àöåòèëèðîâàíèÿ è
äåàöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ, ðåãóëèðóåìûé ãðóïïàìè
ôåðìåíòîâ ãèñòîíàöåòèëòðàíñôåðàç è ãèñòîíäåàöåòèëàç
(HDAC), èìååò áîëüøîå çíà÷åíèå â ðåãóëÿöèè òðàíñ-
êðèïöèè. Õàðàêòåðíàÿ äëÿ ÝÑÊ ñèñòåìà ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ ïîñòîÿííîé àêòèâà-
öèåé ïîçèòèâíûõ è ïîäàâëåíèåì íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòî-
ðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà. Ôåðìåíòû HDAC ó÷àñòâóþò â
ðåïðåññèè ãåíà p21Waf1, êîòîðûé êîäèðóåò èíãèáèòîð
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ — íåãàòèâíûé ðåãóëÿòîð
êëåòî÷íîãî öèêëà. Òðàíñêðèïöèÿ ãåíà p21Waf1 ìîæåò àê-
òèâèðîâàòüñÿ â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè
HDAC (Õiao et al., 1997; Burgess et al., 2000; Richon et al.,
2001; Gui et al., 2004).

Èíãèáèòîðû HDAC ìåíÿþò óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ
ãèñòîíîâ è äðóãèõ áåëêîâ è îêàçûâàþò íåãàòèâíîå âëèÿ-
íèå íà ðîñò êëåòîê ìíîãèõ òèïîâ, âûçûâàÿ â çàâèñèìîñòè
îò ïðîèñõîæäåíèÿ è ôóíêöèîíàëüíîãî ñòàòóñà èíäóê-
öèþ áëîêà G1/S èëè G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà, äèôôåðåí-
öèðîâêó, ñòàðåíèå èëè ãèáåëü (Dokmanovic, Marks,
2005). Èíãèáèòîðû HDAC âûçûâàþò àêòèâàöèþ è (èëè)
ðåïðåññèþ áîëüøîé ãðóïïû ãåíîâ (Peart et al., 2005).
Ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ èññëåäîâàòü âëèÿíèå èí-
ãèáèòîðîâ HDAC íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ ìûøè è ýêñï-
ðåññèþ ïîçèòèâíûõ è íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íî-
ãî öèêëà.

Êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ÝÑÊ ìûøè íå ñïîñîáíû
ðåàëèçîâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå äåéñòâèÿ
ñòðåññîâûõ è ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ; îäíîé èç
ïðè÷èí ÿâëÿåòñÿ íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè èíãèáèòîðà
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 (Ìàëàøè÷åâà è äð.,
2002). ÝÑÊ ìûøè íå îñòàíàâëèâàþòñÿ íà ãðàíèöå ôàç
G1/S ïðè ïîâûøåííîé ýêñïðåññèè èíãèáèòîðà êîìïëåê-
ñîâ öèêëèí D—CDK4,6 p16ink4a. p16ink4a íåîáõîäèì äëÿ
ðåàëèçàöèè äëèòåëüíîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà è çàùè-
òû îò êëåòî÷íîé ãèáåëè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ
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HDAC (Peart et al., 2003; Munro et al., 2004). Ïðåäñòàâëÿ-
åò áîëüøîé èíòåðåñ âûÿñíèòü, çàïóñêàþò ëè èíãèáèòîðû
HDAC äëèòåëüíóþ îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè è ïðîöåññ
ñòàðåíèÿ â ÝÑÊ ìûøè, êîòîðûå íå ÷óâñòâèòåëüíû ê äåé-
ñòâèþ p16ink4a.

Ïîñêîëüêó ñòðóêòóðíûå ïðåîáðàçîâàíèÿ õðîìàòèíà
èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ äèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èçó÷åíû
õðîìàòèí-çàâèñèìûå ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà è ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ in vitro. Ïðîâåäåíî èññëåäî-
âàíèå âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC íà ïàðàìåòðû êëåòî÷-
íîãî öèêëà è ýêñïðåññèþ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ êàê ïîçè-
òèâíûå, òàê è íåãàòèâíûå ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà.
Òàêæå îöåíèâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü ÝÑÊ ìûøè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC. Ïîñêîëüêó ïðè äåéñò-
âèè èíãèáèòîðîâ HDAC íà íåêîòîðûå ëèíèè êëåòêè ïà-
ðàëëåëüíî ñ îñòàíîâêîé ïðîëèôåðàöèè ïîäâåðãàþòñÿ
ñòàðåíèþ (Ogryzko et al., 1996), ìû òàêæå èññëåäîâàëè
ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðîâ HDAC èíäóöèðîâàòü â ÝÑÊ
ìûøè êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, îöåíèâàÿ àêòèâíîñòü ìàðêåðà
ñòàðåíèÿ SA-bGal è òðàíñêðèïöèþ ãåíà p16ink4a.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. ÝÑÊ ìûøè ëèíèè IOUD2,
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå P. Savatier (Ëàáîðàòîðèÿ êëå-
òî÷íîé è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè, Ëèîí, Ôðàíöèÿ), êóëü-
òèâèðîâàëè íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (Corning,
ÑØÀ), ïîêðûòûõ 0.2%-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà (Sigma,
ÑØÀ) â ñðåäå DMEM (Gibco BRL, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, 10 % ñûâîðîòêè (PAA, Àâñòðèÿ)
è 25 åä./ìë ôàêòîðà LIF (Sigma, ÑØÀ). Äèôôåðåíöèðîâ-
êó èíäóöèðîâàëè, ðàññåâàÿ êëåòêè â ñðåäå, íå ñîäåðæà-
ùåé ôàêòîðà LIF, ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿ-
ëè 1 ìêÌ ðåòèíîåâîé êèñëîòû (All-trans retinoic acid,
Sigma, ÑØÀ), åùå ÷åðåç 7 ñóò äîáàâëÿëè 100 ìêÌ äèáó-
òèðèë-öÀÌÔ (Sigma, ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè åùå
2 ñóò. Êîíòðîëüíûå ÷àøêè êóëüòèâèðîâàëè òîëüêî 9 ñóò
â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòû (Strickland, 1981). Â
êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ HDAC èñïîëüçîâàëè TSA è NaBut
(Sigma, ÑØÀ).

Äëÿ èçó÷åíèÿ ä è í à ì è ê è ð î ñ ò à ïîïóëÿöèè êëåò-
êè ñåÿëè ïî 2 · 105 êëåòîê íà ÷àøêó (60 ìì), ÷åðåç 1 ñóò
äîáàâëÿëè èíãèáèòîðû HDAC è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò êëå-
òîê êàæäûå 2 ñóò.

Äëÿ îöåíêè ê ë î í î ã å í í î é â û æ è â à å ì î ñ ò è ñåÿ-
ëè ïî 500 êëåòîê íà ÷àøêó (60 ìì), ÷åðåç 10 ñóò êëîíû
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ 30%-íîãî ýòàíîëà è 10%-íîé óê-
ñóñíîé êèñëîòû ñ îäíîâðåìåííûì îêðàøèâàíèåì áðèë-
ëèàíòîâûì ñèíèì, çàòåì ôîòîãðàôèðîâàëè.

Äëÿ ïîäñ÷åòà ï ë à â à þ ù è õ è ï ð è ê ð å ï ë å í í û õ
ê ë å ò î ê ïîñëå äåéñòâèÿ TSA êëåòêè ñåÿëè ïî 1 ìëí íà
÷àøêó, ÷åðåç 1 ñóò äîáàâëÿëè TSA è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò
êëåòîê ÷åðåç 1 è 2 ñóò.

Î ö å í ê ó æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ï î ï ó ë ÿ ö è è
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè ìåòèëòèàçîëèëäèôå-
íèë-òåòðàçîëèóì áðîìèäîì (MTT; Sigma, ÑØÀ). Ìåòîä
îñíîâàí íà òîì, ÷òî äåãèäðîãåíàçû ìèòîõîíäðèé âîññòà-
íàâëèâàþò æåëòûé ÌÒÒ äî ïóðïóðíîãî ôîðìàçàíà. Ðåàê-
öèÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî â æèâûõ êëåòêàõ ñ àêòèâíûìè
ìèòîõîíäðèàëüíûìè ôåðìåíòàìè. Äëÿ ÌÒÒ-òåñòà êëåò-
êè ðàññåâàëè íà 96-ëóíî÷íóþ ïëàòó, ÷åðåç 1 ñóò ìåíÿëè
ñðåäó è äîáàâëÿëè èíãèáèòîðû HDAC. ×åðåç 24 èëè 48 ÷
â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè 0.5 ìã/ìë ÌÒÒ â PBS è èíêó-

áèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 7.5 % ÑÎ2. Îáðàçî-
âàâøèéñÿ ôîðìàçàí ýêñòðàãèðîâàëè â 0.04 Ì HCl íà
èçîïðîïàíîëå. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ñïåê-
òðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì ïðîòèâ ðàñ-
òâîðà MTT â 0.04 Ì HCl íà èçîïðîïàíîëå. Çà 100 % íà
êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé ïðèíèìàëè îïòè÷åñêóþ ïëîò-
íîñòü êëåòîê, íå îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè HDAC.

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 èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ îäíîïàðàìåòðè÷åñêî-
ãî àíàëèçà ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (Ðîçà-
íîâ, 1987). Êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ñíèìàëè ñ
÷àøåê ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.03 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè, ïåðìåàáèëèçîâûâàëè â ðàñòâîðå 0.01%-íîãî ñà-
ïîíèíà 30 ìèí ïðè 20 °Ñ, çàòåì äîáàâëÿëè ÐÍÊàçó À
(100 ìêã/ìë) è èîäèä ïðîïèäèÿ (40 ìêã/ìë), èíêóáèðîâàëè
15 ìèí ïðè 37 °Ñ è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëó-
îðèìåòðå ÀÒÑ300 (Brucker, Ôðàíöèÿ). Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Modfit.

À í à ë è ç à ê ò è â à ö è è ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è ð å ï î ð -
ò å ð í î é ï ë à ç ì è ä û å 2 f - l u c. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîñòî-
ÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïëàçìèäó e2f-luc êîòðàíñôåöè-
ðîâàëè â ÝÑÊ ìûøè âìåñòå ñ ïëàçìèäîé pBABEpuro, êî-
äèðóþùåé ãåí óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê ïóðîìèöèíó ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà âèðóñà SV40. Êîëè÷åñòâåííîå ñî-
îòíîøåíèå ïëàçìèä ïðè òðàíñôåêöèè áûëî 10 : 1. Òðàíñ-
ôåêöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ëèïîôåêòàìèíà-2000 (In-
vitrogen, ÑØÀ). Ïîïóëÿöèþ êëåòîê ÝÑÊ ìûøè, ñîäåð-
æàùóþ èíòåãðèðîâàííóþ ðåïîðòåðíóþ êîíñòðóêöèþ,
îáðàáàòûâàëè TSA è NaBut, çàòåì âûäåëÿëè êëåòî÷íûå
ýêñòðàêòû, â êîòîðûõ îïðåäåëÿëè ëþöèôåðàçíóþ àêòèâ-
íîñòü ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî íàáîðà (Promega, ÑØÀ)
íà ëþìèíîìåòðå TD-20 (Turner Design, ÑØÀ).

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è S A - b G a l ïðîâîäèëè
ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì ïîñëå ôèêñàöèè êëåòîê â
4%-íîì ôîðìàëèíå è ïîñëåäóþùåãî îêðàøèâàíèÿ â áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì Õ-Gal, pH 6.0 (Dimri et al., 1995), ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ñóò.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ î ë è ã î í ó ê ë å î ñ î ì í î é ô ð à ã -
ì å í ò à ö è è ïðîâîäèëè âûäåëåíèå ýêñòðàõðîìîñîìíîé
ÄÍÊ. Ñîáèðàëè âñå (ïëàâàþùèå è ïðèêðåïëåííûå) èëè
îòäåëüíî ïëàâàþùèå è ïðèêðåïëåííûå êëåòêè, ïðîìû-
âàëè PBS, ëèçèðîâàëè 20 ìèí ïðè 4 °Ñ â áóôåðå, ñîäåð-
æàùåì 5 ìÌ Òðèñ-HCl, 0.5 % Òðèòîíà Õ-100 è 100 ìÌ
ÝÄÒÀ, pH 8.0. Ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè 20 ìèí ïðè
14 000 g. Ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè â îòäåëüíûå ïðîáèðêè, â
êîòîðûå äîáàâëÿëè NaCl è ÐÍÊàçó À (êîíå÷íûå êîíöåí-
òðàöèè 0.15 Ì è 100 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî), à çàòåì èí-
êóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Â ïðîáû äîáàâëÿëè SDS è ïðî-
òåèíàçó K (êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè 0.5 % è 200 ìêã/ìë
ñîîòâåòñòâåííî) è èíêóáèðîâàëè 2 ÷ ïðè 37 °Ñ. Äåïðî-
òåèíèçàöèþ ïðîâîäèëè ñìåñüþ ôåíîëà ñ õëîðîôîðìîì.
Çàòåì ïðîâîäèëè ïåðåîñàæäåíèå è ïðîìûâêó ÄÍÊ. ÄÍÊ
ðàñòâîðÿëè â áóôåðå ÒÅ è ïðîâîäèëè âåðòèêàëüíûé
ýëåêòðîôîðåç â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ãåëü îêðàøèâà-
ëè áðîìèñòûì ýòèäèåì è ôîòîãðàôèðîâàëè.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ Oct-4, öèêëèíà
D1, öèêëèíà A, p27Kip è p21Waf1 è ìåòîäîì è ì ì ó í î á -
ë î ò è í ã à êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ïîëó÷àëè ïóòåì ëèçèñà
êëåòîê â áóôåðå PBS, ñîäåðæàùåì 1 % NP-40, 0.5 % äå-
îêñèõîëàòà íàðòèÿ, 0.1 % SDS, èíãèáèòîðû ïðîòåàç
(1 ìÌ PMSF, ïî 10 ìêã/ìë ïåïñòàòèíà À, ëåóïåïòèíà è
àïðîòèíèíà) è èíãèáèòîðû ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà
íàòðèÿ, 5 ìÌ EGTA è 10 ìÌ NaF), ñ ïîñëåäóþùèì öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáàõ èçìåðÿëè
ïî ìåòîäó Áðýäôîðä (Bradford, 1976) è óðàâíèâàëè ïðî-
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áû äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ìåæäó ñîáîé ïî êîëè÷åñòâó áåëêà.
Ïîñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ â äåíàòóðèðóþùèõ
óñëîâèÿõ áåëêè èç ãåëÿ ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîç-
íóþ ìåìáðàíó (Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Â êà÷åñòâå
ïåðâûõ èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê Oct-4 (êàò. ¹ sc-5279),
p27kip1 (êàò. ¹ sc-1641), öèêëèíó D1 (êàò. ¹ sc-717), öèê-
ëèíó À (êàò. ¹ sc-751) (Santa Cruz, ÑØÀ) è p21Waf1

(êàò. ¹ Ab-3, Calbiochem, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-

òèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëî-
áóëèíîâ êðîëèêà è ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðî-
êñèäàçîé õðåíà. Áåëêè âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåííîé õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Ôóíêöèîíàëüíóþ à ê ò è â í î ñ ò ü ê è í à ç, èììóíî-
ïðåöèïèòèðîâàííûõ àíòèòåëàìè ê CDK2 (êàò. ¹ 610145,
BD Pharmingen, ÑØÀ), îöåíèâàëè ïî ðåàêöèè ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ãèñòîíà H1 in vitro. Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîëó-
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Ðèñ. 1. Èíãèáèòîðû ãèñòîíäåàöåòèëàç (HDAC) TSA è NaBut ïîäàâëÿþò ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ ìûøè.

à — äèíàìèêà ðîñòà ïîïóëÿöèè â êîíòðîëå (êðèâàÿ 1) ïðè äåéñòâèè 0.5 èëè 2.5 ìÌ NaBut (êðèâûå 2, 4 ñîîòâåòñòâåííî) è ïðè äåéñòâèè 12.5 èëè 25 íÌ
TSA (êðèâûå 3, 5 ñîîòâåòñòâåííî); á — ôîòîãðàôèè êëîíîâ êëåòîê íà ÷àøêàõ, îáðàçîâàííûõ â ñðåäå áåç èíãèáèòîðà è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 12.5 è 25 íÌ
TSA è 0.5 è 2.5 ìÌ NaBut; â — ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êîíòðîëå è ïîñëå îáðàáîòêè 150 íÌ TSA; ïî îñè àáñ-

öèññ — êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, óñë. åä.; ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî êëåòîê.

Fig. 1. HDAC inhibitors suppress proliferation of murine ES cell line IOUD2.

à — population growth of cells treated with HDAC inhibitors TSA and NaBut; á — clonability of cells in the medium containing TSA and NaBut; â — cell cycle
distribution of population cultivated upon normal conditions and in the presence of 150 nM TSA.



÷àëè ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê íà ëüäó â òå÷åíèå 45 ìèí â
ëèçèðóþùåì áóôåðå (10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.4, 150 ìÌ
NaCl, 0.5 % NP-40, 1 % Òðèòîíà X-100, èíãèáèòîðû ïðî-
òåàç è ôîñôàòàç) ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì.
Äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû (500—
1000 ìêã áåëêà) èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê ÑDK2 â
òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °Ñ, ïîëó÷åííûå êîìïëåêñû îñàæäàëè,
èíêóáèðóÿ ñ ïðîòåèí À-ñåôàðîçîé 30—60 ìèí ïðè 4 °Ñ ñ
ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îñàäîê èñïîëüçîâà-
ëè â êèíàçíîé ðåàêöèè, ïðîâîäèìîé â áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 20 ìÌ MgCl2, 2 ìÌ MnCl2,
1 ìÌ DTT, 25 ìêÌ íåìå÷åíîãî ÀÒÔ, 74 êÁê [g-32Ð]ÀÒÔ
è 1 ìêã ãèñòîíà H1. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè 15 ìèí ïðè
30 °Ñ è îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì áóôåðà Ëýììëè
(50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 6.8, 100 ìÌ b-ìåðêàïòîýòàíîëà,
1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ, 0.0025 % áðîìôåíîëîâîãî
ñèíåãî è 10 % ãëèöåðèíà). Ïðîáû êèïÿòèëè 5 ìèí, íàíî-
ñèëè íà ãåëü è ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ñóøèëè è ýêñïî-
íèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé.

Ò î ò à ë ü í ó þ ê ë å ò î ÷ í ó þ Ð Í Ê âûäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ Trizol® (Gibco BRL, ÑØÀ). Ðåàêöèè î á ð à ò -
í î é ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è (Ð Ò) è à ì ï ë è ô è ê à ö è è
(Ï Ö Ð) ïðîâîäèëè ïî ïðîòîêîëó, îïèñàííîìó ðàíåå (Ku-
kushkin et al., 2002). Ïðàéìåðû äëÿ ãåíîâ gapdh, oct-4,
öèêëèí Å, öèêëèí D1, c-myc, cdc25A, p27kip1 è p21Waf1 áûëè
îïèñàíû ðàíåå (Kukushkin et al., 2002; Aáðàìîâà è äð.,
2003; Ëÿíãóçîâà è äð., 2004). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
èñïîëüçîâàííûõ ïðàéìåðîâ ê ãåíàì: p27kip2 — 5�-
CCCGGACGCGAACCCGGACG-3�/5�-CGAGAGAGGC-
TGGTCCTTCA-3� (ðàñ÷åòíàÿ äëèíà ïðîäóêòà 312 ï. î.);
öèêëèíÀ2 — 5� -GCATGAGGGCGATCCTT-
GTG-3�/5�-ACAGTTTGCAGGCTGCAGGTG-3� (ðàñ÷åò-
íàÿ äëèíà ïðîäóêòà 355 ï. î.); p16ink4a — 5�-CCGAACT-
CTTTCGGTCGTAC-3�/5�-GGGTCGCAGGTTCTTGGT-
CA-3� (ðàñ÷åòíàÿ äëèíà ïðîäóêòà 280 ï. î.). Òåìïåðàòóðà
îòæèãà âñåõ òðåõ ïàð ïðèâåäåííûõ ïðàéìåðîâ ñîñòàâëÿ-
ëà 58 °Ñ. Ýëåêòðîôîðåç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ ñ ìàðêåðîì ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ 100 bp-ladder (Gibco BRL, ÑØÀ)
ïðîâîäèëè â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå íà áóôåðå ÒÂÅ. Äå-
íàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç ðèáîñîìíûõ ÐÍÊ ïðèâå-
äåí â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè.

Ðåçóëüòàòû

Ï î ä à â ë å í è å ï ð î ë è ô å ð à ö è è Ý Ñ Ê ì û ø è
ï î ñ ë å ä å é ñ ò â è ÿ è í ã è á è ò î ð î â H D A C. ×òîáû
îöåíèòü ýôôåêò èíãèáèòîðîâ HDAC íà ïðîëèôåðàöèþ
ÝÑÊ ìûøè, ñðàâíèâàëè äèíàìèêó ðîñòà ïîïóëÿöèè êëå-
òîê â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé
TSA è NaBut. Îêàçàëîñü, ÷òî äàæå íåáîëüøèå êîíöåíò-
ðàöèè èíãèáèòîðîâ ïðîèçâîäÿò ñèëüíûé ýôôåêò íà ïðè-
ðîñò ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ìûøè. Êîëè÷åñòâî êëåòîê íà
4-å ñóò ïîñëå ðàññåâà ñîñòàâëÿëî 8 · 106 â êîíòðîëå è óìå-
íüøàëîñü áîëåå ÷åì â 2 ðàçà â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
12.5 íÌ TSA è 2.5 ìÌ NaBut (3.8 · 106 è 1.76 · 106 êëåòîê
ñîîòâåòñòâåííî) (ðèñ. 1, à). Èíãèáèòîðû HDAC îêàçûâà-
þò âëèÿíèå íà êëîíîãåííóþ âûæèâàåìîñòü êëåòîê; â
ïðèñóòñòâèè 12.5 íÌ TSA è 2.5 ìÌ NaBut êîëè÷åñòâî
îáðàçóåìûõ êëîíîâ ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 1, á). Ìåõàíèçì àí-
òèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC, âå-
ðîÿòíî, îñíîâàí íà èõ íåãàòèâíîì âëèÿíèè íà êëåòî÷íûé
öèêë ÝÑÊ ìûøè. Ïîýòîìó ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè èññëåäîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ìûøè ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè

TSA äîëÿ êëåòîê â ôàçå S ñíèæàåòñÿ ñ 71 äî 31 %, à äîëÿ
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â G2-ôàçå, óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 9 äî
54 %. Ýôôåêò TSA íà êëåòêè ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì, è ïî-
ñëå îòìûâêè ñðåäîé, íå ñîäåðæàùåé TSA, äîëÿ êëåòîê â
ôàçå S âîçðàñòàåò äî 50 %, â òî âðåìÿ êàê â ôàçå G2 îñòà-
åòñÿ îêîëî 24 % êëåòîê (ðèñ. 1, â).

È í ã è á è ò î ð û H D A C â û ç û â à þ ò ã è á å ë ü è
î ò ê ð å ï ë å í è å Ý Ñ Ê ì û ø è. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ
HDAC íà êëåòî÷íûé öèêë ñîõðàíÿåòñÿ íà 2-å ñóò èõ âîç-
äåéñòâèÿ (ðèñ. 1, â). Áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ TSA ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà
ïëàâàþùèõ êëåòîê, ÷òî îñîáåííî çàìåòíî íà 2-å ñóò âîç-
äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà. Ïðåäïîëàãàÿ, ÷òî îòêðåïëåíèå
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Ðèñ. 2. Îáðàáîòêà èíãèáèòîðàìè HDAC TSA è NaBut ïðèâîäèò
ê àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè ÝÑÊ ìûøè.

à — îëèãîíóêëåîñîìíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ÷åðåç 2 ñóò ïîñëå
äåéñòâèÿ TSA è NaBut, à òàêæå â ïðèêðåïëåííûõ (–) è îòêðåïèâøèõñÿ (+)
êëåòêàõ ïîä âîçäåéñòâèåì 150 íÌ TSA èëè 10 ìÌ NaBut; á — MTT-òåñò

êëåòîê ÷åðåç 1 è 2 ñóò âîçäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé TSA.

Fig. 2. HDAC inhibitors induce detachment and cell death in muri-
ne ES cells.

à — DNA ladder electrophoresis of fragmented DNA from cells treated with
TSA and NaBut, DNA fragmentation in attached and detached cells; á —

MTT-test of cells treated with different concentrations of TSA.



êëåòîê ñâÿçàíî ñ èõ ãèáåëüþ, ìû ïðîâåëè ïîäñ÷åò ïðè-
êðåïëåííûõ è îòêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
150 íÌ TSA. Êîëè÷åñòâî ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê îêàçà-
ëîñü ïîíèæåííûì è ñîñòàâëÿëî 0.7 · 106 ÷åðåç 2 ñóò ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ TSA (â êîíòðîëüíîé ÷àøêå êîëè÷åñòâî
êëåòîê, ðàñòóùèõ â îòñóòñòâèè èíãèáèòîðà, ñîñòàâëÿëî
8.7 · 106; ñì. òàáëèöó). ÒSA cóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò
äîëþ îòêðåïëåííûõ êëåòîê, êîëè÷åñòâî êîòîðûõ ñîñòàâ-
ëÿåò 0.14 · 106 ÷åðåç 2 ñóò. Î÷åâèäíî, ÷òî ó÷òåííîå êîëè-
÷åñòâî ïëàâàþùèõ êëåòîê íå â ïîëíîé ìåðå îòðàæàåò

äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê ïîïóëÿöèè, ïîñêîëüêó ïîãèáøèå
êëåòêè áûñòðî ðàñïàäàþòñÿ íà ôðàãìåíòû. Íàèáîëüøàÿ
÷àñòü ïîãèáøèõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôðàãìåíòû,
êîòîðûå íåâîçìîæíî ó÷åñòü. Îäíàêî ó÷èòûâàÿ äîëþ îò-
êðåïèâøèõñÿ êëåòîê, ìîæíî ïðîñëåäèòü òåíäåíöèþ ê
ìàññîâîé ãèáåëè ÝÑÊ ìûøè íà 2-å ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ
TSA. Â êîíòðîëå ïëàâàþùèõ êëåòîê íå íàáëþäàåòñÿ
(ñì. òàáëèöó). Ãèáåëü êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíãèáè-
òîðîâ HDAC ïîäòâåðæäàåòñÿ àíàëèçîì îëèãîíóêëåîñîì-
íîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Áîëåå òîãî, õàðàêòåðíàÿ äëÿ
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê «ëåñåíêà» íà ýëåêòðîôîðåãðàì-
ìàõ îòìå÷àåòñÿ èìåííî â ñëó÷àå îòêðåïëåííûõ êëåòîê
(ðèñ. 2, á), à ýòî çíà÷èò, ÷òî ãèáåëü è îòêðåïëåíèå êëåòîê
ïðîèñõîäÿò ïðàêòè÷åñêè îäíîâðåìåííî. ×òîáû îöåíèòü
äîëþ æèâûõ (ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûõ) êëåòîê áûë èñ-
ïîëüçîâàí ÌÒÒ-òåñò, ðåçóëüòàòû êîòîðîãî ïîêàçûâàþò,
÷òî ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå ÷èñëà ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâ-
íûõ êëåòîê ïðîèñõîäèò ïîñëå 2-ñóòî÷íîãî äåéñòâèÿ
TSA, ïðè÷åì ýôôåêò ïðÿìî çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè
TSA (ðèñ. 2, â). Â 1-å ñóò äåéñòâèÿ TSA ýôôåêò íåçíà÷è-
òåëåí. Ïðèâåäåííûå äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî TSA âû-
çûâàåò ñíà÷àëà îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, à çàòåì —
ãèáåëü è îòêðåïëåíèå êëåòîê.

È í ã è á è ò î ð û H D A C ï î ä à â ë ÿ þ ò Å 2 F - ç à â è -
ñ è ì ó þ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è þ ã å í î â â Ý Ñ Ê ì û ø è.
Òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà Å2F ðåãóëèðóþò
òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, ôóíêöèîíèðóþùèõ íà ðàçíûõ ñòà-
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Ïîäñ÷åò ïëàâàþùèõ è ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê
÷åðåç 1 è 2 ñóò âîçäåéñòâèÿ 150 íÌ TSA

Âðåìÿ,
ñóò

×èñëî êëåòîê,�103

êîíòðîëü 150 íÌ TSA

ïðèêðåï-
ëåííûå

ïëàâàþùèå
ïðèêðåï-
ëåííûå

ïëàâàþùèå

0 1783 � 138 0 1783 � 138 0

1 4967 � 58 0 2800 � 173 67 � 43

2 8667 � 2082 0 667 � 153 137 � 37

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êëåòêè ñåÿëè ïî 1 ìëí, íà ñëåäóþùèå ñóò (0)
äîáàâëÿëè TSA è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò ÷åðåç 1 è 2 ñóò.

Ðèñ. 3. Èíãèáèòîðû HDAC ïîäàâëÿþò àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ e2F.

à — âîçäåéñòâèå TSA è NaBut ñíèæàåò àêòèâíîñòü ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèè e2f-luc; á — òðàíñêðèïöèÿ ãåíà e2f1 ìåòîäîì ÐÒ-ÏÖÐ; äåíàòóðèðóþùèé
ýëåêòðîôîðåç ÐÍÊ ïðèâåäåí â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè.

Fig. 3. HDAC inhibitors suppress e2f-dependent transcription.

à — activity of e2f-luc reporter construction upon treatment with TSA and NaBut; á — RT-PCR of e2f1 gene expression.



äèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà è èìåþùèõ îòíîøåíèå ê ïðî-
ãðåññèè G1/S. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ HDAC íà êëåòî÷íûé
öèêë ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èõ âëèÿíèåì íà óðîâåíü
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ðåãóëèðóåìûõ E2F. Áûëà ïîëó÷åíà
ëèíèÿ ÝÑÊ ìûøè, ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðóþùàÿ ðåïîð-
òåðíóþ ïëàçìèäó e2f-luc. Îêàçàëîñü, ÷òî îáðàáîòêà Na-
But è ÒSA ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè ëþöèôåðà-
çû â ïîïóëÿöèè êëåòîê ñî ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàííîé
ðåïîðòåðíîé êîíñòðóêöèåé (ðèñ. 3, à). Ôàêòîðû Å2F ïî-
çèòèâíî ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ ãåíà e2f1 (Araki et al.,
2003). TSA cíèæàåò òðàíñêðèïöèþ ãåíà e2f1 (ðèñ. 3, á),
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîäàâëåíèåì àêòèâíîñòè ðåïîðòåðíîé
êîíñòðóêöèè e2f-luc è ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîäàâëåíèè
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ Å2F
â ïðîìîòîðàõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ TSA è NaBut.

Î á ð à á î ò ê à T S A Ý Ñ Ê ì û ø è è ç ì å í ÿ å ò ý ê ñ -
ï ð å ñ ñ è þ ã å í î â, ï î ç è ò è â í î è í å ã à ò è â í î ð å ã ó -
ë è ð ó þ ù è õ ê ë å ò î ÷ í û é ö è ê ë. ×òîáû âûÿñíèòü ìå-
õàíèçìû âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC íà êëåòî÷íûé
öèêë, ìû ñðàâíèëè ýêñïðåññèþ ãåíîâ-ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà äî è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ TSA. Íà ðèñ. 4
âèäíî, ÷òî ïîñëå âîçäåéñòâèÿ TSA ñíèæàåòñÿ ñîäåðæà-
íèå ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà öèêëèíà
D1, öèêëèíà À, ñ-myc è cdc25A íà óðîâíå ìÐÍÊ. Ñíèæå-
íèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà Îñt-4, öèêëèíîâ D1 è À ïîêàçàíî ñ
ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà (ðèñ. 4, á). Íà óðîâíå ìÐÍÊ è
áåëêà ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè èíãèáèòîðà öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1, â òî âðåìÿ êàê ýêñ-

ïðåññèÿ èíãèáèòîðà p27kip1 cíèæàåòñÿ (ðèñ. 4, à, á). Âîç-
ìîæíî, èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè p21Waf1 ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç
ïðè÷èí, âûçûâàþùèõ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñò-
âèè TSA. Îòìå÷åíî òàêæå óñèëåíèå òðàíñêðèïöèè èíãè-
áèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p57kip2 (ðèñ. 4, à).
Ïîñêîëüêó ñêîðîñòü ïðîõîæäåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó
êîððåëèðóåò ñ àêòèâíîñòüþ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ,
áûë ïðîâåäåí àíàëèç êèíàçíîé àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ,
ñîäåðæàùèõ CDK2. Âûÿâëåíî, ÷òî ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
TSA è NaBut ôîñôîðèëèðîâàíèå ñóáñòðàòà ãèñòîíà H1
CDK2-ñîäåðæàùèìè êîìïëåêñàìè ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 4, â).

Î á ð à á î ò ê à Ý Ñ Ê ì û ø è è í ã è á è ò î ð à ì è
H D A C í å â û ç û â à å ò ê ë å ò î ÷ í î ã î ñ ò à ð å í è ÿ. Ýê-
ñïðåññèÿ ìàðêåðà íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ Oct-4
ñíèæàåòñÿ íà óðîâíå ìÐÍÊ è áåëêà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
èíãèáèòîðîâ HDAC (ðèñ. 4, à, á). Ïîñêîëüêó TSA è Na-
But ìîãóò çàïóñêàòü ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â íå-
êîòîðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ (Ogryzko et al., 1996), ìû
ïðîâåðèëè àêòèâíîñòü ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ
SA-bGal â ÝÑÊ ìûøè, îáðàáîòàííûõ ýòèìè èíãèáèòîðà-
ìè. Õàðàêòåðíàÿ ñèíÿÿ îêðàñêà êëåòîê, ñâèäåòåëüñòâóþ-
ùàÿ îá àêòèâíîñòè SA-bGal, îáíàðóæèâàåòñÿ â äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ, íî íå âèäíà â êîíòðîëüíûõ íå-
äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ìûøè èëè ïîñëå îáðàáîòêè
íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ìûøè 150 íÌ TSA â òå÷å-
íèå 1 ñóò èëè 25 íÌ TSA â òå÷åíèå 2 èëè 5 ñóò (ðèñ. 5, à).
Ìû ïðîâåðèëè òðàíñêðèïöèþ ãåíà, êîäèðóþùåãî èíãè-
áèòîð êîìïëåêñîâ öèêëèí D—CDK4 p16ink4a, êîòîðûé àê-
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà HDAC è TSA íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ êëåòî÷íîãî öèêëà.

à — RT-PCR-àíàëèç ãåíîâ oct-4, ïîçèòèâíûõ (öèêëèí D1, öèêëèí E, öèêëèí A, cdc25A è c-myc) è íåãàòèâíûõ (p21Waf1, p27kip1 è p57kip2) ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà; äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç ÐÍÊ ïðèâåäåí â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè. á — Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ýêñïðåññèè ïîçèòèâíûõ (Öèê-
ëèí D1 è Öèêëèí A) è íåãàòèâíûõ (p21Waf1 è p57kip2) ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà. â — êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü in vitro êîìïëåêñîâ, ïðåöèïèòèðîâàííûõ

àíòèòåëàìè ê CDK2.

Fig. 4. Expression of cell cycle regulators upon treatment with TSA.

à — RT-PCR analysis of oct-4, positive (cyclin D1, cyclin E, cyclinA, cdc25A, c-myc) and negative (p21Waf1, p27kip1, p57kip2) regulators of the cell cycle gene
transcription; á — Western blot analysis of Oct-4, Cyclin D1, Cyclin A, p21Waf1, p27kip1 protein level; â — in vitro kinase assay of immunocomplexes precipita-

ted with CDK2 antibodies.



òèâèðóåòñÿ â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Munro et al.,
2004). RT-PCR-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ p16ink4a

óñèëèâàåòñÿ ïðè äèôôåðåíöèðîâêå, âûçâàííîé ðåòèíîå-
âîé êèñëîòîé, íî íå äåòåêòèðóåòñÿ â êîíòðîëå è ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ TSA íà íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè
(ðèñ. 5, á).

Îáñóæäåíèå

Èíãèáèòîðû HDAC îáëàäàþò àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íûì äåéñòâèåì, âûçûâàÿ äëèòåëüíûå è êðàòêîâðåìåííûå
îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà, ñòàðåíèå è àïîïòîç â çàâè-
ñèìîñòè îò ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè è åå ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñòàòóñà (Ogryzko et al., 1996; Peart et al.,

2003; Dokmanovic, Marks, 2005). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
èçó÷àëèñü àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå äâóõ èíèãè-
áèòîðîâ HDAC — TSA è NaBut — íà ÝÑÊ ìûøè, èõ
âëèÿíèå íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, ýêñïðåññèþ ïîçè-
òèâíûõ è íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è
èíäóêöèþ ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì, TSA è NaBut
ïîäàâëÿþò ðîñò ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ìûøè è ñíèæàþò èõ
êëîíîãåííóþ âûæèâàåìîñòü (ðèñ. 1, à, á). Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå îá îñòàíîâêå êëåòîê íà ãðàíèöå ôàç G2/M
÷åðåç 1 è 2 ñóò äåéñòâèÿ ÒSA è ïîñëåäóþùàÿ ãèáåëü ÝÑÊ
ìûøè ñîâïàäàþò ñ äàííûìè äëÿ ðÿäà ëèíèé îïóõîëåâûõ
êëåòîê (ëèíèè HeLa è MM96L), íå ñïîñîáíûõ ê ðåàëèçà-
öèè ïîëíîöåííîé ñâåðî÷íîé òî÷êè â G2 (Warrener et al.,
2003). Ïðè îòìûâêå êëåòîê îò TSA ÷èñòîé ñðåäîé ÷åðåç
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Ðèñ. 5. Îáðàáîòêà èíãèáèòîðàìè HDAC íå âûçûâàåò êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÝÑÊ ìûøè.

à — âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè SA-bGal â ÝÑÊ ìûøè ÷åðåç 2 èëè 5 ñóò îáðàáîòêè 25 íÌ TSA è ÷åðåç 1 ñóò îáðàáîòêè 150 íÌ TSA; ïîçèòèâíûé êîíò-
ðîëü — äèôôåðåíöèðîâàííûå ÝÑÊ ìûøè; ôîòî â ïðîõîäÿùåì ñâåòå; îá. 40�. á — RT-PCR-àíàëèç òðàíñêðèïöèè p16ink4a â ÝÑÊ ìûøè ÷åðåç 1 ñóò îá-
ðàáîòêè TSA è äèôôåðåíöèðîâàííûõ 9 ñóò â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòû (ÐÊ) èëè ðåòèíîåâîé êèñëîòû ñ äîáàâëåíèåì äèáóòèðèë-öÀÌÔ

(ÐÊ + öÀÌÔ); Ê-êîíòðîëü.

Fig. 5. SA-bGAL activity and p16ink4a expression upon treatment with HDAC inhibitors.

à — SA-bGal assay of cells treated with TSA, positive control — differentiated cells; á — RT-PCR analysis p16ink4a gene transcription.



1 ñóò äåéñòâèÿ àãåíòà çàìåòíà òåíäåíöèÿ ê âîññòàíîâëå-
íèþ èñõîäíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà (äîëÿ S-ôàçíûõ êëåòîê âûðàñòàåò ñ 31 äî 50 %, à
äîëÿ êëåòîê G2 ñíèæàåòñÿ ñ 54 äî 24 %). Îáðàòèìîñòü
âëèÿíèÿ TSA íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷-
íîãî öèêëà ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ âîññòàíîâëåíèåì óðîâíÿ
àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ äî èñõîäíîãî ïîñëå óäàëåíèÿ
èíãèáèòîðà (Karasawa, Okisaka, 2004).

Â çàâèñèìîñòè îò èññëåäóåìîé ëèíèè êëåòîê, òèïà
èíãèáèòîðà è ìåòîäà äåòåêöèè âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîâ
HDAC ïðèâîäèò ê ìîäóëÿöèè òðàíñêðèïöèè 10—22 %
ãåíîìà (Villar-Garea, Esteller, 2004; Peart et al., 2005). Â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå TSA íà ýêñï-
ðåññèþ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà íà ÝÑÊ ìûøè, êî-
òîðûå, ïîäîáíî îïóõîëåâûì êëåòêàì, èìåþò èììîðòàëü-
íûé êëåòî÷íûé ôåíîòèï. Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ïîçè-
òèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
TSA ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû. Òàê, èçâåñò-
íî, ÷òî âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîâ HDAC ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê ñíèæåíèþ ñîäåðæàíèÿ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû áåëêà Rb â ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (Ogryzko et al.,
1996) è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîäàâëåíèþ àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F. Íàáëþäàåìîå â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ñíèæåíèå E2F-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèè âû-
çûâàåò íå òîëüêî óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ ñîáñò-
âåííîãî ãåíà e2f1 (ðèñ. 3, á), íî è ãåíîâ öèêëèíà D1,
öèêëèíà À2 è cdc25A (ðèñ. 4), ñîäåðæàùèõ â ïðîìîòî-
ðàõ ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ E2F (Araki et al., 2003; Stevens,
La Thangue, 2003). Ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà ñ-myc
ïîñëå äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC òàêæå ñîãëàñóåòñÿ ñ
èçâåñòíûìè äàííûìè èç ëèòåðàòóðû (Peart et al., 2005).
Èçâåñòíî, ÷òî HDAC îêàçûâàþò íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà
òðàíñêðèïöèþ ãåíà èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-
ëåêñîâ p21Waf1 è ÷òî ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ
HDAC ïðîèñõîäèò åãî ýêñïðåññèÿ ïî íå çàâèñèìîìó îò
áåëêà p53 ìåõàíèçìó (Xiao et al., 1997). Êîëè÷åñòâî áåë-
êà p21Waf1 â ÝÑÊ ìûøè ìàëî, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íå ïðîèñ-
õîäèò ðåàëèçàöèè áëîêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñò-
âèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Ìàëàøè÷åâà è äð.,
2002). Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðîâ HDAC
âûçûâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà êîððåëèðóåò ñ àêòèâà-
öèåé ýêñïðåññèè p21Waf1. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè
äàííûì, TSA âûçûâàåò â ÝÑÊ ìûøè àêòèâàöèþ òðàíñ-
êðèïöèè íå òîëüêî p21Waf1, íî è äðóãîãî ÷ëåíà ñåìåéñòâà,
p57Kip. Êàê è äðóãèå àâòîðû (Gui et al., 2004), ìû íå íà-
áëþäàëè óâåëè÷åíèÿ òðàíñêðèïöèè åùå îäíîãî èíãèáè-
òîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ — p27kip1 — ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ TSA. Áîëåå òîãî, äàííûå RT-PCR è Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà ïîêàçûâàþò òåíäåíöèþ ê ñíèæåíèþ ýêñï-
ðåññèè p27kip1 íà óðîâíå è ìÐÍÊ, è áåëêà (ðèñ. 4).

Êðîìå âëèÿíèÿ íà ñèñòåìó ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ
HDAC ñâÿçàíî ñ èíäóêöèåé ãèáåëè, êîòîðàÿ ÿâñòâåííî
âûÿâëÿåòñÿ íà 2-å ñóò âîçäåéñòâèÿ TSA íà ÝÑÊ ìûøè ñ
ïîìîùüþ ÌTT-òåñòà è ïîäòâåðæäàåòñÿ îëèãîíóêëåîñîì-
íîé ôðàãìåíòàöèåé ÄÍÊ â ýòèõ êëåòêàõ (ðèñ. 2). Èíãèáè-
òîðû HDAC âëèÿþò íà òðàíñêðèïöèþ áîëüøîãî ñïåêòðà
ãåíîâ — ðåãóëÿòîðîâ ïðîöåññîâ ãèáåëè è âûæèâàíèÿ
êëåòîê; â ÷àñòíîñòè, èíãèáèòîðû HDAC ìîãóò óâåëè÷è-
âàòü òðàíñêðèïöèþ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ àpaf-1, bak
è êàñïàçû 3 (Peart et al., 2005). Îïóõîëåâûå êëåòêè èìå-
þò á *îëüøóþ ñêëîííîñòü ê ãèáåëè ïðè äåéñòâèè èíãèáè-
òîðîâ HDAC, ÷åì íîðìàëüíûå êëåòêè. Èíòåðåñíî, ÷òî â
ôèáðîáëàñòàõ WI38, òðàíñôîðìèðîâàííûõ âèðóñîì
SV40, èíãèáèòîðû HDAC ñòèìóëèðóþò óâåëè÷åíèå ñî-

äåðæàíèÿ ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ è ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà
æèâûõ êëåòîê, ïðè÷åì ãèáåëü íå ïðåäîòâðàùàëàñü èíãè-
áèòîðàìè êàñïàç. Àâòîðû ñâÿçûâàþò óñòîé÷èâîñòü ê ãè-
áåëè WI38 ñ áîëåå âûñîêèì (ïî ñðàâíåíèþ ñ òðàíñôîð-
ìàíòàìè) óðîâíåì ýêñïðåññèè òèîðåäîêñèíà (Ungerstedt
et al., 2005).

Â êëåòêàõ ýìáðèîíàëüíîé êàðöèíîìû ìûøè ëèíèè
F9, áëèçêèõ ïî ñâîéñòâàì ÝÑÊ ìûøè, èíãèáèòîðû
HDAC àêòèâèðóþò òðàíñêðèïöèþ ìàðêåðîâ ïàðèåòàëü-
íîé ýíäîäåðìû öèòîêåðàòèíà À (Miyashita et al., 1994) è
àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà (Ichikawa et al., 1984). Ïîñêî-
ëüêó ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðè-
çíàêîâ äèôôåðåíöèðîâêè, ìû ðåøèëè âûÿñíèòü, âûçûâà-
þò ëè èíãèáèòîðû HDAC èçìåíåíèå ïëþðèïîòåíòíîãî
ñòàòóñà ÝÑÊ ìûøè. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ TSA ýêñïðåññèÿ
Oct-4 — ìàðêåðà ÝÑÊ — ïàäàåò íà óðîâíå è ìÐÍÊ, è
áåëêà. Îäíàêî äëèòåëüíàÿ (áîëåå 5 ñóò) îáðàáîòêà èíãè-
áèòîðàìè HDAC äàæå â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (2.5 ìÌ
NaBut è 12.5 íÌ TSA) ïðèâîäèò ê îòêðåïëåíèþ è ãèáåëè
ÝÑÊ ìûøè. Ýòè íàáëþäåíèÿ ïîâòîðÿþò ðåçóëüòàòû ðà-
áîòû, âûïîëíåííîé íà êëåòêàõ ðåòèíîáëàñòîìû Y79, ãäå
âîçäåéñòâèå TSA è NaBut âûçûâàëî èçìåíåíèå ìîðôîëî-
ãèè, à çàòåì ïðèâîäèëî ê ãèáåëè êëåòîê (Karasawa, Okisa-
ka, 2004). Ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðåîáðàçîâàíèÿ, âåðîÿòíî,
îáóñëîâëåíû èçìåíåíèåì òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, â ÷àñòíî-
ñòè ãåíà gelsolin, ïðîäóêò êîòîðîãî ðåãóëèðóåò ñòðóêòó-
ðó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Hoshikawa et al., 1994).

Ïîñêîëüêó TSA âûçûâàåò ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà
Oct-4, à òàêæå áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è íàêîïëåíèå
p21Waf1 — ñîáûòèÿ, íàáëþäàåìûå ïðè êëåòî÷íîì ñòàðå-
íèè (Ishikawa, 2003), ìîæíî îæèäàòü, ÷òî èíãèáèòîðû
HDAC áóäóò âûçûâàòü êëåòî÷íîå ñòàðåíèå â ÝÑÊ ìûøè
òàê æå, êàê â ôèáðîáëàñòàõ WI38 (Ogryzko et al., 1996).
Îäíàêî â ÝÑÊ ìûøè òåñò íà àêòèâíîñòü SA-bGal íå ïî-
êàçàë ñèíåãî îêðàøèâàíèÿ, õàðàêòåðíîãî äëÿ äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ è ñòàðåþùèõ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
TSA. Êðîìå òîãî, ãåí p16ink4a, íåîáõîäèìûé äëÿ ñòàðåíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (Munro et al., 2004), íå èíäóöè-
ðóåòñÿ ïðè äåéñòâèè TSA, íî òðàíñêðèïöèÿ p16ink4a îòìå-
÷àåòñÿ â êëåòêàõ, äèôôåðåíöèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè
ðåòèíîåâîé êèñëîòû (ðèñ. 5, á). Ïîêàçàíî, ÷òî TSA â íèç-
êîé êîíöåíòðàöèè ïðåïÿòñòâóåò äèôôåðåíöèðîâêå â ñóñ-
ïåíçèè, èçìåíÿÿ óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ è ìåòèëèðîâà-
íèÿ ãèñòîíîâ (Lee et al., 2004). Ýêñïðåññèÿ p16ink4a çàâè-
ñèò îò àêòèâíîñòè ìåòèëòðàíñôåðàç è ìîæåò óñèëèâàòüñÿ
ïðè âîçäåéñòâèè èõ èíãèáèòîðîâ (Coombes et al., 2003), è
âîçìîæíî, àêòèâàöèÿ ýòîãî ãåíà ïðè äèôôåðåíöèðîâêå
ñâÿçàíà ñ èçìåíåíèåì ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è ãèñòîíîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ïîêà-
çûâàþò, ÷òî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, âûçâàííûé âîçäåé-
ñòâèåì èíãèáèòîðîâ HDAC, ïðèâîäèò ê êëåòî÷íîé ãèáå-
ëè. Èíäóêöèÿ áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà êîððåëèðóåò ñ èç-
ìåíåíèåì ýêñïðåññèè ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, â
÷àñòíîñòè ñ èíäóêöèåé íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà — ãåíà
p21Waf1, îäíàêî íå ñîïðîâîæäàåòñÿ íàêîïëåíèåì èí-
ãèáèòîðîâ p27kip1 è p16ink4a è ïîÿâëåíèåì àêòèâíîñòè
SA-bGal — ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Â òî æå âðåìÿ
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èíãèáèòîðû HDAC âûçûâàþò èç-
ìåíåíèå àêòèâíîñòè ðÿäà ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Peart et al.,
2005) è ïðè ïîäáîðå óñëîâèé ìîãóò îêàçàòüñÿ ïîëåçíûìè
äëÿ óïðàâëåíèÿ äèôôåðåíöèðîâêîé ÝÑÊ ìûøè. Â ñâÿçè
ñ ýòèì â äàëüíåéøåì íåîáõîäèìî áîëåå ïîäðîáíîå èñ-
ñëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ãèáåëè ÝÑÊ ìûøè ïîñëå âîçäåé-
ñòâèÿ èíãèáèòîðîâ HDAC. Âàæíî ïðîàíàëèçèðîâàòü, ñ
îäíîé ñòîðîíû, èõ âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ðåãóëè-

Ìåõàíèçìû àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ íà ÝÑÊ ìûøè 681



ðóþùèõ àïîïòîç, à ñ äðóãîé — âîçíèêíîâåíèå îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà ïðè èõ äåéñòâèè, à òàêæå âûÿñíèòü, çà-
âèñèò ëè ãèáåëü ÝÑÊ ìûøè îò àêòèâíîñòè êàñïàç. Ýòè
èññëåäîâàíèÿ ìîãóò ïîìî÷ü â ñîçäàíèè óñëîâèé, ïðè êî-
òîðûõ èíãèáèòîðû HDAC ñìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ
èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ ìûøè.
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ANTI-PROLIFERATIVE EFFECT OF HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS

ON MURINE EMBRYONIC STEM CELLS
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The effect of histone deacetylase (HDAC) inhibitors trichostatin A (TSA) and sodium butirate (NaBut) on
the proliferation of murine embryonic stem cells (MESC) was studied. Both agents suppressed the population
growth and clonability of MESC. Flow cytometry analysis showed a decrease in the amount of S-phase cells
upon treatment with HDAC inhibitors. TSA treatment caused a decrease in mRNA level of such positive cell
cycle regulators as cyclins D1, A, c-myc, cdc25A, and induced transcription of negative regulators of the cell
cycle — p21Waf1 and p57kip2. Also, HDAC inhibitors decreased the level of e2f-dependent transcription, with
the concominant reduction of mRNA level of e2fl gene. HDAC inhibitors also affected the survival of MESC. A
2 day TSA treatment resulted in massive detachment and cell death, as confirmed by DNA laddering and MTT
assay. Treatment with TSA for 2 and 5 days did not induce SAbGAL, activity and p16ink4a transcription, i. e.
characteristic features of senescent fibroblasts. In summary, HDAC inhibitors decrease the rate of proliferation
affecting cell cycle and viability of MESC. We conclude that MESC are unable to realize a sustainable block of
the cell cycle upon treatment with HDAC inhibitors.
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