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Èçó÷àëè ðîëü ñòðåññ-êèíàç JNK1,2 â ðåãóëÿöèè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, èíäóöèðîâàííîãî â òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDAC) — áóòèðàòîì íàòðèÿ
(NaB). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî NaB íå ñïîñîáåí áëîêèðîâàòü ïðîõîæäåíèå ïî öèêëó òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + cHa-ras, ñåëåêòèðîâàííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì ñòðåññ-êè-
íàç jnk1,2 (êëåòîê mERasJNK–/–). Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, äàæå äëèòåëüíàÿ (5 ñóò) îáðàáîòêà êëå-
òîê NaB íå ïðèâîäèò ê áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè, ãèïåðòðîôè÷åñêèì èçìåíå-
íèÿì ðàçìåðà êëåòîê, à òàêæå ê àêòèâàöèè ìàðêåðà ñòàðåíèÿ SA-â-ãàëàêòîçèäàçû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ãîâîðÿò î âîâëå÷åíèè â èíäóöèðîâàííîå áóòèðàòîì ñòàðåíèå ó òðàíñôîðìàíòîâ ìûøè E1A + cHa-ras
(êëåòîê mERas), ñòðåññ-êèíàç JNK1,2. Êðîìå òîãî, ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ïðåäïîëàãàå-
ìûõ îïóõîëü-ñóïðåññîðíûõ ñâîéñòâ êèíàç JNK1,2, ïîñêîëüêó â èõ îòñóòñòâèå ïðîöåññ ñòàðåíèÿ, ïðåïÿò-
ñòâóþùèé ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ðåàëèçîâàòüñÿ íå ìîæåò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îíêîãåíû E1A è cHa-ras, òðàíñôîðìàöèÿ, êèíàçû JNK1,2, ñòàðåíèå, êëåòî÷íûé
öèêë, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, áóòèðàò íàòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: HDAC — ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû, ÌÀÐ-êèíàçà — ìèòîãåíàêòèâèðóå-
ìàÿ ïðîòåèíêèíàçà, NaB — áóòèðàò íàòðèÿ, SA-â-Gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì â-ãàëàêòîçèäàçà.

Èçâåñòíî, ÷òî ââåäåíèå îíêîãåíà ñHa-ras â ïåðâè÷íûå
êëåòêè ãðûçóíîâ âûçûâàåò â íèõ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è
àêòèâàöèþ ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, êîòîðàÿ
ðàññìàòðèâàåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ êàê ïðîãðàììà, ñó-
ïðåññèðóþùàÿ ïðîöåññ íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè
(Benanti, Galloway, 2004). Ââåäåíèå èììîðòàëèçóþùèõ
îíêîãåíîâ, â ÷àñòíîñòè E1Aad5, îäíîâðåìåííî ñ ãåíîì
cHa-Ras ïðèâîäèò ê îíêîãåííîé òðàíñôîðìàöèè ïåðâè÷-
íûõ êëåòîê (Davenport, Taparowsky, 1990). Îòëè÷èòåëü-
íîé îñîáåííîñòüþ ïîäîáíîãî ðîäà òðàíñôîðìàíòîâ ÿâëÿ-
åòñÿ íåñïîñîáíîñòü áëîêèðîâàòü ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî
öèêëó óäàëåíèåì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èëè äåéñòâèåì
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Áóëàâèí è äð., 1998; Bula-
vin et al., 1999; Áðè÷êèíà è äð., 2001). Îäíàêî, êàê
áûëî ïîêàçàíî ïîçäíåå, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöå-
òèëàç (HDAC) — áóòèðàò íàòðèÿ (NaB) — ñïîñîáåí âû-
çûâàòü áëîê G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + cHa-ras, ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿÿ ïðîëèôåðàöèþ (Àá-
ðàìîâà è äð., 2003; Çóáîâà è äð., 2005). Ïðè ýòîì âûÿâëÿ-
åòñÿ àêòèâíîñòü îñíîâíîãî ìàðêåðà óñêîðåííîãî ñòàðå-
íèÿ — SA-â-Gal (Çóáîâà è äð., 2005).

Èíãèáèòîðû HDAC îòíîñÿòñÿ ê àãåíòàì ñ ïëåéîòðîï-
íûì äåéñòâèåì, àêòèâèðóþùèì ïðîãðàììó óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ ÷åðåç ðàçíûå ñèãíàëüíûå ïóòè (Mikhailov et al.,
2004). Â ÷àñòíîñòè, ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå àêòèâíîé
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ñòðåññ-êèíàçû ð38á, ïîäàâ-
ëåíèå êîòîðîé ñïåöèôè÷åñêèìè èíãèáèòîðàìè òèïà
SB203580 îòìåíÿåò âêëþ÷åíèå ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ
(Kang et al., 2005). Îäíàêî ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â òðàíñ-

ôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, íîêàóòèðîâàííûõ ïî ãåíó ñòðåññ-
êèíàçû p38á, NaB ñïîñîáåí âûçûâàòü íåîáðàòèìûé áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåàêòèâàöèþ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ
(Çóáîâà è äð., 2007). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü âîçìîæ-
íîñòü ñóùåñòâîâàíèÿ àëüòåðíàòèâíûõ ïóòåé íåãàòèâíîé
ðåãóëÿöèè ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê ïî öèêëó è àêòèâàöèè
ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ. Â ÷àñòíîñòè, âåðîÿòíûìè êàíäèäà-
òàìè íà ðîëü àëüòåðíàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà ìîæíî ðàññìàò-
ðèâàòü ñòðåññ-êèíàçû òèïà JNK.

Èçâåñòíî, ÷òî c-Jun N-òåðìèíàëüíàÿ êèíàçà (JNK) àê-
òèâèðóåòñÿ êèíàçàìè MKK4 è MKK7 ôîñôîðèëèðîâàíè-
åì ïî Thr è Tyr. Êèíàçà MKK7 àêòèâèðóåòñÿ öèòîêèíàìè,
à MKK4 — ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè ñòðåññà (Davis, 2000).
Êèíàçû JNK1,2 è îíêîãåí c-Jun ðåãóëèðóþò ïðîëèôåðà-
öèþ è àïîïòîç â êëåòêàõ ìíîãèõ òèïîâ. Èññëåäîâàíèÿ ñ
ïðèìåíåíèåì àíòèñìûñëîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ê
JNK ïîäòâåðæäàþò âåðñèþ î òîì, ÷òî JNK ôóíêöèîíèðó-
þò ïî-ðàçíîìó â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Â ÷à-
ñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî JNK íåîáõîäèìû äëÿ ðåàëèçàöèè
ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî àïîïòîçà â ïåðâè÷íûõ êëåòêàõ
ïî÷êè è ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà, òîãäà êàê âûêëþ÷åíèå JNK
â êëåòêàõ À549 êàðöèíîìû ëåãêîãî ÷åëîâåêà èíãèáèðó-
åò ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê (Bost et al., 1999;
Garay et al., 2000; Ho et al., 2000; Potapova et al., 2000).
Åñòü äàííûå â ïîëüçó òîãî, ÷òî êèíàçû JNK ìîãóò áûòü
íåîáõîäèìû äëÿ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Behrens et al.,
2000). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àêòèâàöèÿ JNK è ôîñôîðèëèðîâà-
íèå åþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà c-Jun òðåáóþòñÿ äëÿ
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Ras-èíäóöèðîâàííîé òðàíñôîðìàöèè ôèáðîáëàñòîâ è êå-
ðàòèíîöèòîâ (Behrens et al., 2000).

Â òî æå âðåìÿ èìåþòñÿ äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î
òóìîð-ñóïðåññîðíûõ ñâîéñòâàõ JNK (Kennedy et al., 2003).
Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ó ìûøåé ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì jnk1 è
jnk2 çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ ÷àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ îïó-
õîëåé ëåãêîãî, èíäóöèðîâàííûõ êàíöåðîãåíàìè (Winn
et al., 2005), à JNK-ñèãíàëüíûé ïóòü ïîäàâëÿåò Ras-ñòèìó-
ëèðîâàííóþ òðàíñôîðìàöèþ (Kennedy et al., 2003). Ýòè
äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ñîãëàñíî êîòîðûì â
îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà íàõîäÿò ìóòàöèè, ïîäàâëÿþùèå àêòèâ-
íîñòü JNK (Yoshida et al., 2001). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè JNK ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà è
ðàçìåðîâ îïóõîëåé ó ìûøåé in vivo, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñ-
ñìàòðèâàòü ñòðåññ-êèíàçû JNK â êà÷åñòâå ñóïðåññîðîâ
ðàçâèòèÿ îïóõîëåé (Kennedy et al., 2003).

Óñêîðåííîå êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, ñîãëàñíî ñîâðåìåí-
íûì ïðåäñòàâëåíèÿì, ñ÷èòàåòñÿ îäíîé èç ãëàâíûõ àíòèêàí-
öåðîãåííûõ ïðîãðàìì, òàê êàê ìîæåò íåîáðàòèìî îãðàíè-
÷èâàòü ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ñ íàðóøåííîé ýêñïðåññèåé
îíêîãåíîâ. Ýòà ïðîãðàììà óñïåøíî ðàáîòàåò â íîðìàëüíûõ
êëåòêàõ è â êëåòêàõ äîáðîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé (Collado,
Serrano, 2005). Ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ìàðêåðû
ñòàðåíèÿ ïîëíîñòüþ èñ÷åçàþò, ÷òî ãîâîðèò î íåîáõîäèìî-
ñòè ïîäàâëåíèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â ïðîöåññå íåîïëàñ-
òè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè êëåòêè (Collado et al., 2007).

Îäíàêî, êàê áûëî íåîäíîêðàòíî ïîêàçàíî, â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ ìîæåò áûòü óñïåøíî
ðåàêòèâèðîâàíà ðàçëè÷íûìè àãåíòàìè, â ïåðâóþ î÷åðåäü
èíãèáèòîðàìè HDAC (Àáðàìîâà è äð., 2003; Roninson,
2003; Mikhailov et al., 2004; Campisi, 2005). Ïðè ýòîì äàí-
íûå î ðîëè ñòðåññ-êèíàç, â ÷àñòíîñòè êèíàç JNK, â ðåàëèçà-
öèè ïðîöåññà ñòàðåíèÿ, ïî-ïðåæíåìó ïðîòèâîðå÷èâû.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå ðîëè
êèíàç JNK1,2 â ðåãóëÿöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ïîñëå äåé-
ñòâèÿ NaB íà òðàíñôîðìàíòû mERasJNK–/–, ïîëó÷åííûå
èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ñ íîêàóòîì ïî ãå-
íàì jnk1,2 ââåäåíèåì êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ
E1A è c-Ha-ras.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A + cHa-ras, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì êèíàç JNK1 è
JNK2 (êëåòêè mERasJNK–/–). Êîíòðîëåì ñëóæèëè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç ìûøåé äèêîãî
òèïà (êëåòêè mERas). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå
Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî (DMEM) ñ äîáàâëåíèåì
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.
Äëÿ èçó÷åíèÿ èíäóêöèè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â êóëüòó-
ðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè NaB äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
4 ìÌ. Ïðîöåññ ñòàðåíèÿ îöåíèâàëè ÷åðåç îïðåäåëåííûå
ïðîìåæóòêè âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðà.

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 îöåíèâàëè ïî
êðèâûì êëåòî÷íîãî ðîñòà. Äëÿ ýòîé öåëè âûñàæèâàëè ïî
30 000 êëåòîê íà ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì. Ïîäñ÷åò
êëåòîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 24, 48, 72 è 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè NaB è áåç íåãî, èñïîëüçóÿ äëÿ ïîä-
ñ÷åòà êëåòîê 3 ÷àøêè íà òî÷êó.

Ïîäñ÷åò âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòîê ïðîâîäèëè ïî ôîð-
ìóëå: t = log22 · T/log2(N/n), ãäå Ò — âðåìÿ, â òå÷åíèå êîòî-
ðîãî ïðîâîäèëñÿ ýêñïåðèìåíò, n — íà÷àëüíîå ÷èñëî êëå-
òîê, N — êîíå÷íîå ÷èñëî êëåòîê.

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 â ñîîòíîøåíèè 1 : 1, çàòåì îñàæäàëè 3 ìèí öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì ïðè 350 g è ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðîì (PBS). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
30 ìèí â ïðèñóòñòâèè 0.01 % ñàïîíèíà ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî âíîâü ïðîìûâàëè PBS è îáðàáà-
òûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍKàçû À (0.1 ìã/ìë) â ïðèñóòñòâèè
èîäèäà ïðîïèäèÿ (40 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ.
Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîìåòðå òèïà Odam (Brucker,
Ôðàíöèÿ). Ýòèì æå ìåòîäîì îöåíèâàëè ïðÿìîå ñâåòîðàñ-
ñåÿíèå (Howard, Shapiro, 1988) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ð à ç ì å -
ð î â ê ë å ò î ê. Êîíöåíòðàöèÿ ñàïîíèíà ñîñòàâëÿëà ïðè
ýòîì 0.005 %.

Î á î á ð à ò è ì î ñ ò è á ë î ê à ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à,
â û ç â à í í î ã î ä å é ñ ò â è å ì N a B, ñóäèëè ïî äàííûì
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ñðàâíèâàÿ ïðèðîñò äîëè ðåïëèöè-
ðóþùèõñÿ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ NaB èç ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ äîëåé ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê ïå-
ðåä åãî óäàëåíèåì.

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è S A-â-G a l ïðîâîäèëè
ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Dimri et al., 1995). Êëåòêè âû-
ðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïðî-
ìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå
â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñèðî-
âàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è èíêóáè-
ðîâàëè 18 ÷ ïðè 37 °Ñ â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë
5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë â-D-ãàëàêòîçèäà (X-Gal), 40 ìÌ
áóôåðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ êèñëîòó è ôîñôàò íàò-
ðèÿ, ðÍ 6.0, 5 ìÌ êðàñíîé êðîâÿíîé ñîëè, 5 ìÌ æåëòîé
êðîâÿíîé ñîëè, 150 ìÌ NaCl è 2 ìÌ MgCl2. Îá àêòèâíî-
ñòè SA-â-Gal ñóäèëè ïî ïîÿâëåíèþ ñèíèõ ãðàíóë â öèòî-
ïëàçìå êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû

Âëèÿíèå NaB íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê mERas è mE-
RasJNK+ îöåíèâàëè ïî êðèâûì êëåòî÷íîãî ðîñòà, ïîäñ÷è-
òûâàÿ åæåñóòî÷íî â òå÷åíèå 4 ñóò ÷èñëî êëåòîê â êîíòðîëå
è îïûòå. Îáíàðóæåíî, ÷òî NaB ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïî-
äàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê mERas, òîãäà êàê ïîäàâëå-
íèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê mERasJNK–/– ïðîèñõîäèò íå ïîë-
íîñòüþ. Âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê mERas â êîíò-
ðîëå ñîñòàâëÿåò 28.8 ÷, òîãäà êàê êëåòîê mERasJNK–/– —
26.2 ÷. Â ïðèñóòñòâèè NaB ïðîäîëæèòåëüíîñòü óäâîåíèÿ
÷èñëà êëåòîê mERasJNK–/– óâåëè÷èâàåòñÿ äî 45.3 ÷, â òî æå
âðåìÿ äëÿ òðàíñôîðìàíòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ
äèêîãî òèïà, âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿåò îêîëî
164.1 ÷, ò. å. ïîïóëÿöèÿ çà âñå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿ íå óñïå-
âàåò äàæå óäâîèòüñÿ. Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà ñíèæå-
íèå ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè, êëåòêè mERasJNK–/– ñîõðàíÿ-
þò ñïîñîáíîñòü ê äåëåíèþ â îòëè÷èå îò êëåòîê äèêîãî
òèïà mERas, ó êîòîðûõ îíà ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåòñÿ
(ðèñ. 1). Ó òðàíñôîðìàíòîâ mERas ÷èñëî êëåòîê â êîíòðî-
ëå ÷åðåç 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ óâåëè÷èâàåòñÿ ïî÷òè íà ïî-
ðÿäîê, â òî âðåìÿ êàê ïîñëå îáðàáîòêè NaB ÷èñëî êëåòîê
ôàêòè÷åñêè íå âîçðàñòàåò ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì. ×èñ-
ëî êëåòîê mERasJNK–/– çà 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ NaB âîç-
ðàñòàåò â 4 ðàçà, íî îñòàåòñÿ ìåíüøèì, ÷åì â êîíòðîëå, â
3 ðàçà. Òàêèì îáðàçîì, ïðîëèôåðàöèÿ ïðè âîçäåéñòâèè
NaB ëèøü çàìåäëÿåòñÿ, íî íå ïðåêðàùàåòñÿ (ðèñ. 1).

Äàííûå î ïîëíîì ïîäàâëåíèè ïðîëèôåðàöèè ïîñëå
èíêóáàöèè êëåòîê mERas â òå÷åíèå 120 ÷ ñ NaB, ïîëó÷åí-
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íûå ñ ïîìîùüþ êðèâûõ ðîñòà êëåòîê, êîððåëèðóþò ñ ðå-
çóëüòàòàìè ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, ñîãëàñíî êîòîðûì â
mERas-òðàíñôîðìàíòàõ äèêîãî òèïà NaB âûçûâàåò áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà íà ñòàäèè ïåðåõîäà èç ôàçû G1 â ôàçó S,
ïðè÷åì äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, ïàäàåò äî
2.03 %. Â êëåòêàõ mERasJNK–/– áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ïî-
ñëå äëèòåëüíîé èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè NaB îòñóòñòâî-
âàë. Äàæå ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ NaB ÷èñëî èõ,
íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, óìåíüøàåòñÿ ëèøü äî 19.34 %. Òà-
êèì îáðàçîì, â îòñóòñòâèå ñòðåññ-êèíàç JNK1,2 òðàíñôîð-
ìàíòû mERas â îòëè÷èå îò òðàíñôîðìàíòîâ, ïîëó÷åííûõ
èç ôèáðîáëàñòîâ äèêîãî òèïà, ñòàíîâÿòñÿ ðåçèñòåíòíûìè
ê äåéñòâèþ NaB (ðèñ. 2).

Íåîáðàòèìîñòü ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ñëóæèò îä-
íèì èç ìàðêåðîâ ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê.
Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñïîñîáíîñòè
êëåòîê mERas è mERasJNK+ àêòèâèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ
ïîñëå óäàëåíèÿ èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ NaB. Äëÿ ýòîé
öåëè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè NaB â òå÷åíèå

120 ÷ (5 ñóò) êëåòêè îòìûâàëè, ïåðåâîäèëè íà ÷èñòóþ ñðå-
äó ñ ñûâîðîòêîé è ñëåäèëè çà èçìåíåíèåì äîëè êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ â ôàçàõ G1 è S êëåòî÷íîãî öèêëà. Áûëî îáíà-
ðóæåíî, ÷òî ïîñëå ïðåêðàùåíèÿ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ïðî-
ëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê mERas ïðàêòè÷åñêè íå
âîçðàñòàåò, òàê êàê ïîñëå óäàëåíèÿ NaB äîëÿ êëåòîê, ïåðå-
õîäÿùèõ èç G1-ôàçû â ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, óâåëè÷èâà-
ëàñü ëèøü íà 1.12 %. Ïîñëå óäàëåíèÿ NaB èç ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ mERasJNK–/– ñóùåñòâåííî
óâåëè÷èâàëàñü äîëÿ ðåïëèöèðóþùèõñÿ êëåòîê, ÷òî òàêæå
ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó îòñóòñòâèÿ ó íèõ ñïîñîáíîñòè
îñóùåñòâëÿòü óñêîðåííîå ñòàðåíèå (ðèñ. 2). Àêòèâíîñòü
SA-â-Gal, îñíîâíîãî ìàðêåðà ñòàðåíèÿ, â òðàíñôîðìàíòàõ
mERas çàìåòíî âîçðàñòàëà óæå ÷åðåç 72 ÷ è äîñòèãàëà ìàê-
ñèìóìà ÷åðåç 120 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè
NaB. Â êëåòêàõ mERasJNK–/– òàêàÿ îêðàñêà íå ïîÿâëÿåòñÿ
äàæå ïîñëå äåéñòâèÿ NaB â òå÷åíèå 5 ñóò (ðèñ. 3).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîöåññ ñòàðåíèÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê
ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ïëîùàäè ðàñïëàñòûâàíèÿ
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ðîñòà òðàíñôîðìàíòîâ mERas (à) è mERasJNK–/– (á) â êîíòðîëå (1) è ïðè äåéñòâèè 4 ìÌ NaB (2).

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ mERas (à) è mERasJNK-/- (á) ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà îò âðåìåíè äåéñòâèÿ
4 ìÌ NaB.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, åä. ïëîèäíîñòè (ñ); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%), íàõîäÿùèõñÿ
â ôàçå S. Ýêñïåðèìåíò ñ 24-÷àñîâîé îòìûâêîé ïðîâîäèëè äëÿ ñëó÷àÿ ñî 120-÷àñîâûì äåéñòâèåì NaB.

Ê — êîíòðîëü.



êëåòîê íà ñóáñòðàòå (Blagosklonny, 2006). Ìåòîäîì ñâåòî-
ðàññåÿíèÿ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî çàìåòíîå ðàñïëàñòûâà-
íèå êëåòîê mERas ïîñëå äåéñòâèÿ NaB ñâÿçàíî ñ óâåëè÷å-
íèåì èõ îáúåìà, òîãäà êàê ðàçìåð êëåòîê mERasJNK–/– ïî-
ñëå äëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ NaB îñòàåòñÿ íà óðîâíå
êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé (ðèñ. 4).

Îáñóæäåíèå

Ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ êëåòîê ðàññìàòðèâàåòñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êàê ìåõàíèçì ïðåäîòâðàùåíèÿ îïóõîëåâîé
òðàíñôîðìàöèè íîðìàëüíûõ êëåòîê ïðè âíåïëàíîâîé ýêñ-
ïðåññèè îíêîãåíîâ èëè äåéñòâèè ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ
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Ðèñ. 3. Âûÿâëåíèå àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì â-ãàëàêòîçèäàíîé àêòèâíîñòè â òðàíñôîðìàíòàõ mERas (à) è mERasJNK-/- (á) â
êîíòðîëå (Ê) è ïîñëå äåéñòâèÿ 4 ìÌ NaB â òå÷åíèå 24, 72 è 120 ÷.
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Ðèñ. 4. Àíàëèç èçìåíåíèÿ ðàçìåðà êëåòîê mERas (à) è mERasJNK-/- (á) ïðè äåéñòâèè 4 ìÌ NaB ìåòîäîì ïðÿìîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà.

Ïî ãîðèçîíòàëè — äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ; ïî âåðòèêàëè — ïðÿìîå ðàññåÿíèå ñâåòà (Fs — forward light scatter). Ðåçóëüòàòû ïî ñâåòî-
ðàññåÿíèþ (à, á) ïðåäñòàâëåíû â âèäå ãèñòîãðàìì (ñîîòâåòñòâåííî â, ã): ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ äåéñòâèÿ NaB; ïî âåðòèêàëè — èçìåíåíèå ñâåòîðàñ-

ñåÿíèÿ, îòí. åä. Ê — êîíòðîëü.



(Collado, Serrano, 2005). Ðàçâèòèå êëåòî÷íîãî îòâåòà òàêî-
ãî òèïà îïðåäåëÿåòñÿ âûñîêîé àêòèâíîñòüþ ÌÀÐ-êè-
íàçíîãî êàñêàäà è àêòèâàöèåé îïóõîëåñóïðåññîðíûõ ïó-
òåé, ÷òî ïðèâîäèò ê áëîêó ïðîõîæäåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûõ êëåòîê (Roninson, 2003).
Â èñïîëüçóåìûõ íàìè ëèíèÿõ òðàíñôîðìàíòîâ mERas è
mERasJNK–/–, ïîëó÷åííûõ ýêòîïè÷åñêîé ýêñïðåññèåé
êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ E1A è cHa-ras, êàê áûëî
ïîêàçàíî ðàíåå, àêòèâèðîâàíû âñå òðè âåòâè ÌÀÐ-êèíàç-
íûõ êàñêàäîâ — Erk, p38 è JNK (Ñâåòëèêîâà è äð., 2001).
Àêòèâàöèÿ JNK-êàñêàäà îíêîãåíàìè E1Aad5 è Ras ïðèâî-
äèò ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ áåëêà c-jun è ïîâûøåíèþ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ ÀÐ-1 (Pospelo-
va et al., 1999; Davis, 2000). Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ãðûçó-
íîâ èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÀÐ-êèíàçíûõ êàñêàäîâ îíêî-
ãåíîì Ras ëåæèò â îñíîâå òðàíñôîðìàöèè èììîðòàëèçî-
âàííûõ êëåòîê, òîãäà êàê â ïåðâè÷íûõ êëåòêàõ ýêñïðåññèÿ
Ras ïðèâîäèò ê âêëþ÷åíèþ ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòà-
ðåíèÿ, êîòîðàÿ ïî ñâîåé ñóòè ÿâëÿåòñÿ îïóõîëü-ñóï-
ðåññîðíîé, òàê êàê ïðåêðàùàåò ðàçìíîæåíèå êëåòîê ñ ïî-
âûøåííîé ýêñïðåññèåé îíêîãåíîâ è ïîâûøåííîé âå-
ðîÿòíîñòüþ íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè (Benanti,
Galloway, 2004).

Èñïîëüçîâàííûå íàìè òðàíñôîðìàíòû mERasJNK–/– ñ
íîêàóòîì ïî ãåíàì ñòðåññ-êèíàç jnk1,2 íå ñïîñîáíû ðåàê-
òèâèðîâàòü ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ, êîòîðàÿ ìîæåò îñóùåñò-
âëÿòüñÿ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ ââå-
äåíèåì ýòèõ æå îíêîãåíîâ â ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû
ìûøè äèêîãî òèïà. Òðàíñôîðìàíòû mERasJNK–/– ñ íîêàó-
òîì ïî ñòðåññ-êèíàçàì JNK ïîñëå âîçäåéñòâèÿ NaB íå
îñòàíàâëèâàþòñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå, íå ïðåêðàùàþò ïðî-
ëèôåðàöèþ, íå óâåëè÷èâàþòñÿ â ðàçìåðàõ è íå ýêñïðåññè-
ðóþò ìàðêåð ñòàðåíèÿ — SA-â-Gal-àêòèâíîñòü. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ îáñóæäàåòñÿ âîïðîñ î òîì, ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷å-
íèå ðàçìåðîâ êëåòêè ïðèçíàêîì ñòàðåíèÿ èëè æå
ìåõàíèçìîì åãî ðåàëèçàöèè. Â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòî÷-
íûé öèêë èíãèáèðîâàí, íåñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ. Àêòèâèðîâàííûå ÌÀÐ-êèíàçíûå ïóòè ñòè-
ìóëèðóþò ìåòàáîëèçì, òðàíñïîðò ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è
íàðàñòàíèå êëåòî÷íîé ìàññû. Òàêèì îáðàçîì, íà ôîíå
êàðòèíû ïîäàâëåíèÿ ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê ïî öèêëó áëàãî-
äàðÿ àêòèâíîìó ìåòàáîëèçìó èäåò íàêîïëåíèå êëåòî÷íîé
ìàññû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòàðåþùèå êëåòêè óâåëè÷èâàþò-
ñÿ â ðàçìåðàõ, ìåíÿþò ìîðôîëîãèþ, à òàêæå ìîãóò ñåêðå-
òèðîâàòü ýêñòðàêëåòî÷íûé ìàòðèêñ è ìèòîãåííûå ôàêòî-
ðû (Roninson, 2003). Òàêîå ñîñòîÿíèå ñòàðåþùèõ êëåòîê
áûëî ïðåäëîæåíî îòíîñèòü ê êàòåãîðèè ãèïåðòðîôè÷å-
ñêèõ èçìåíåíèé (Blagosklonny, 2006). Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî ãèïåðòðîôè÷åñêèé ôåíîòèï ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì àê-
òèâàöèè ïóòåé, ñòèìóëèðîâàííûõ ìèòîãåíàìè, â ÷àñòíî-
ñòè êèíàçû MTOR (Blagosklonny, 2006). Òàêèì îáðàçîì,
âîçìîæíî, ÷òî ãèïåðòðîôèÿ ìîæåò áûòü íå òîëüêî îäíèì
èç ìàðêåðîâ, íî è ìåõàíèçìîì ñòàðåíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîñëå ñòðåññîðíûõ âîçäåéñòâèé JNK
ôîñôîðèëèðóåò îïóõîëåâûé ñóïðåññîð ð53, èíãèáèðóåò
åãî óáèêâèòèíçàâèñèìóþ äåãðàäàöèþ è, òàêèì îáðàçîì,
ñòàáèëèçèðóåò ð53 (Fuchs et al., 1998). Èññëåäîâàíèå ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ñòàðåíèÿ ïîêàçàëî, ÷òî îíè ìî-
ãóò áûòü ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé îïóõîëü-ñóïðåññîðíîãî
áåëêà ð53, êîòîðûé, áóäó÷è òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòî-
ðîì, ìåíÿåò ðåãóëÿöèþ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ, íàèáîëåå
âàæíûìè èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ èíãèáèòîðû öèêëèíçàâè-
ñèìûõ êèíàç p21/Waf è p16/lnk4a (×óìàêîâ, 2000). Â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ð53 è ð16/lnk4a î÷åíü ÷àñòî èíàêòèâèðî-
âàíû èëè æå èõ ôóíêöèè ñèëüíî èçìåíåíû. Â ñâÿçè ñ ýòèì

ìîæíî áûëî áû ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
çàïóñê êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ íåâîçìîæåí. Îäíàêî èíäóê-
öèÿ ñòàðåíèÿ áûëà ïîêàçàíà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëî-
âåêà ëèíèé ÍÒ1080 è ÍÑÒ116, ëèøåííûõ p16/lnk4a
(Chang et al., 1999a). Êðîìå òîãî, ôåíîòèï ñòàðåþùèõ êëå-
òîê ïîÿâëÿëñÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ äîêñèðóáèöèíà íà êëåò-
êè ëèíèè Saos-2 ñ íîêàóòîì ïî ãåíó p53 (Chang et al.,
1999a). Â ðÿäå ñëó÷àåâ èíàêòèâàöèÿ èëè íîêàóò ãåíà p53
èëè p21/Waf ñóùåñòâåííî ñíèæàëà, íî ïîëíîñòüþ íå èñê-
ëþ÷àëà èíäóêöèþ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ
ðàäèàöèè èëè öèòîñòàòèêîâ (Chang et al., 1999b). Òàêèì
îáðàçîì, õîòÿ áåëêè ð53 è ð21/Waf ÿâëÿþòñÿ ïîëîæèòåëü-
íûìè ðåãóëÿòîðàìè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, èõ àêòèâíîñòü
íå ÿâëÿåòñÿ àáñîëþòíî íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ àê-
òèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ òèïàõ.
Îäíàêî â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ íåêîòîðûõ òèïîâ îòñóò-
ñòâèå ýòèõ íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïðèâîäèò ê íåñïîñîá-
íîñòè êëåòîê ðåàêòèâèðîâàòü ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ð53—ð21/Waf—Rb îïó-
õîëü-ñóïðåññîðíûé ïóòü, íåãàòèâíî êîíòðîëèðóþùèé
ïðîëèôåðàöèþ, íå ðàáîòàåò â òðàíñôîðìàíòàõ òèïà
E1A + cHa-ras, òàê êàê îíêîïðîäóêòû ðàííåãî ðàéîíà àäå-
íîâèðóñà Å1À âçàèìîäåéñòâóþò ñ áåëêàìè ð21/Waf è Rb,
èíàêòèâèðóÿ èõ (Bulavin et al., 1999). Ïîçäíåå ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå NaB ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ ïîäàâëåíèåì íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè àêòèâíî-
ñòè ãëàâíîãî ðåãóëÿòîðà ôàçû ðåïëèêàöèè — ãåíà ôàêòî-
ðà òðàíñêðèïöèè E2F1, ÷òî ïðèâîäèò ê áëîêó G1/S (Abra-
mova et al., 2006).

Íàøè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â ïðîöåññ
ñòàðåíèÿ ìîæåò áûòü âîâëå÷åí ãåí c-jun. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
c-jun íåîáõîäèì äëÿ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê îíêîãåíîì
ras, òàê êàê òðàíñôîðìàöèÿ áëîêèðóåòñÿ â ñëó÷àå ìóòàöèé
â ãåíå c-jun ïî ñàéòàì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (Behrens et al.,
2000). Áîëåå òîãî, íåêîòîðûå èññëåäîâàíèÿ ñ ïîäàâëåíèåì
ôóíêöèé JNK, íàïðèìåð ñ ïðèìåíåíèåì àíòèñìûñëîâûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîäàâëå-
íèå àêòèâíîñòè JNK ìîæåò ïðèâîäèòü â çàâèñèìîñòè îò
òèïà êëåòîê ê áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà èëè àïîïòîçó. Ïî-
ñëåäíèå èññëåäîâàíèÿ èíàêòèâèðóþùèõ ìóòàöèé JNK
èëè êèíàçû MKK4, êîòîðàÿ àêòèâèðóåò è ôîñôîðèëèðóåò
JNK, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èíàêòèâàöèÿ JNK-êàñêà-
äà êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ îïóõîëåé è ïîâû-
øåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê ìåòàñòàçèðîâàíèþ (Yamada et al.,
2002).

Äàííûå î òîì, ÷òî JNK-ñèãíàëüíûé ïóòü ìîæåò ïî-
äàâëÿòü Ras-ñòèìóëèðîâàííóþ òðàíñôîðìàöèþ, ñîãëàñó-
þòñÿ ñ íàøèìè ðåçóëüòàòàìè, ñâèäåòåëüñòâóþùèìè î
òîì, ÷òî JNK ìîæåò èãðàòü ðîëü ãåíà îïóõîëåâîãî ñóïðåñ-
ñîðà, îòâå÷àÿ çà ïðîöåññû ñòàðåíèÿ êëåòîê. Â òî æå âðåìÿ
íà ïåðâè÷íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî JNK-ñèãíàëüíûé ïóòü ïîäàâëÿåò ð53-çàâèñèìîå
ñòàðåíèå è JNK ôóíêöèîíèðóåò êàê íåãàòèâíûé ðåãóëÿ-
òîð îïóõîëåâîé ñóïðåññèè (Das et al., 2007). Ýòè äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðåãóëÿöèÿ JNK è åå ôóíêöèî-
íàëüíàÿ çíà÷èìîñòü ìîãóò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ â
íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â ïåðâè÷íûõ êëåòêàõ ñèãíàëüíûå ïóòè
MKK7—JNK è MKK3/5—p38 àëüòåðíàòèâíî ðåãóëèðóþò
êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ, ñòàðåíèå è îíêîãåííóþ òðàíñ-
ôîðìàöèþ, ÷òî äåëàåò íåîáõîäèìûì ñóùåñòâîâàíèå â
ýâîëþöèè ýòèõ ãåíåòè÷åñêè íåçàâèñèìûõ ñòðåññ-êèíàç
(Wada et al., 2007). Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè,
èçîëèðîâàííûå èç MKK7 ìóòàíòíûõ ýìáðèîíîâ ñ íàðó-
øåííîé JNK è c-jun àêòèâàöèåé, èìåþò ñíèæåííóþ ñêî-
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ðîñòü ïðîëèôåðàöèè, óñêîðåííî ñòàðåþò, ó íèõ ïîâûøåíà
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíäóöèðîâàííîìó ñòðåññîì ñòàðåíèþ
(Wada et al., 2007). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
MKK3/6—p38-ïóòè óñèëèâàåò êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðà-
öèþ è çíà÷èòåëüíî ïîäàâëÿåò êëåòî÷íîå ñòàðåíèå. Â ñâîþ
î÷åðåäü èíãèáèðîâàíèå ð38à-ïóòè ïîçâîëÿåò êëåòêàì
MKK7–/– ïðåîäîëåâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ñïàñàåò
ýòè êëåòêè îò óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ. Àâòîðû ýòîé ðàáîòû
òàêæå óñòàíîâèëè, ÷òî MKK7—JNK-ïóòü îïîñðåäóåò êëå-
òî÷íóþ òðàíñôîðìàöèþ, â òî âðåìÿ êàê ð38-êàñêàä íåãà-
òèâíî ðåãóëèðóåò êëåòî÷íóþ òðàíñôîðìàöèþ, èíäóöèðî-
âàííóþ îíêîãåíàìè (Wada et al., 2007).

Ìû ïîëó÷èëè äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî
â mERas-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ìûøè ïðîöåññ
ñòàðåíèÿ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà HDAC ìîæåò èäòè â
îòñóòñòâèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîé êèíàçû ð38à (Çóáîâà
è äð., 2007), òîãäà êàê êèíàçû JNK íåîáõîäèìû äëÿ ýòîãî
ïðîöåññà. Òàêîé êëåòî÷íûé îòâåò, ïðîòèâîïîëîæíûé
òîìó, êîòîðûé îáíàðóæåí ïðè àêòèâàöèè ïðîöåññà ñòàðå-
íèÿ â ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè ïðè äåéñòâèè
ñòðåññ-àãåíòîâ, ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì òîãî, ÷òî
ñòðåññ-êèíàçíûé êàñêàä JNK ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ êàê îíêî-
ãåíà Ras, òàê è E1Aad5 ïðè òðàíñôîðìàöèè ìûøèíûõ ýì-
áðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ïàðîé îíêîãåíîâ E1A è
cHa-ras (Shields et al., 2000; Brichkina et al., 2006).
Â Å1À-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòàõ êîíñòèòóòèâíî
àêòèâèðîâàíû c-jun è òðàíñêðèïöèîííûé êîìïëåêñ ÀÐ-1
(Kukushkin et al., 2002). Îäíàêî òðàíñôîðìàöèÿ ýìáðèîíà-
ëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êîìïëåìåíòèðóþùèìè îíêîãåíàìè
âîçìîæíà è â îòñóòñòâèå êèíàç JNK1,2, êàê ýòî ñëåäóåò èç
íàøåãî èññëåäîâàíèÿ. Ïî äàííûì ëàáîðàòîðèè Äýâèñà
(Davis, 2000), îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé òðàíñôîðìàíòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ èç ôèáðîáëàñòîâ ñ íîêàóòîì ïî JNK-êèíàçàì,
ÿâëÿåòñÿ èõ óñòîé÷èâîñòü ê àïîïòîçó. Ñîãëàñíî íàøèì
äàííûì, ïîâûøåííàÿ óñòîé÷èâîñòü ê àïîïòîçó ïîäîáíîãî
ðîäà òðàíñôîðìàíòîâ êîððåëèðóåò ñ óñòîé÷èâîñòüþ ê
äåéñòâèþ èíãèáèòîðà HDAC NaB. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî JNK íåîáõîäèìû äëÿ ðåàëèçà-
öèè áëîêà G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñòâèè NaB, òàê
êàê èíäóêöèÿ ñòàðåíèÿ áåç áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà íåâîç-
ìîæíà. Ñîãëàñíî íàøèì íåäàâíèì ðåçóëüòàòàì, êèíàçû
JNK ÿâëÿþòñÿ òàêæå ìèøåíüþ äåéñòâèÿ Å1À-îíêîïðî-
äóêòîâ ïðè òðàíñôîðìàöèè (Brichkina et al., 2006). Òàê êàê
äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ HDAC íà êëåòêó íîñèò ïëåéîòðîï-
íûé õàðàêòåð, NaB ìîæåò ìîäèôèöèðîâàòü îíêîïðîäóêòû
ðàéîíà Å1À, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìåíÿåò ðàáîòó JNK,
âëèÿÿ, òàêèì îáðàçîì, íà ýêñïðåññèþ JNK-çàâèñèìûõ ãå-
íîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ïðîöåññû àïîïòîçà, òðàíñôîðìà-
öèè è ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà (Heasley, Han, 2006). Â
îòñóòñòâèå JNK ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè, êàê è àêòèâà-
öèÿ ñòàðåíèÿ, çàâèñÿùåãî îò åå àêòèâíîñòè, ñòàíîâÿòñÿ
íåâîçìîæíûìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 06-04-49058 è 07-04-01537), CRDF — ÐÔÔÈ
(RUB1-2868-ST-07/07-04-91154), ãðàíò ÌÊÁ ÐÀÍ.
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SODIUM BUTYRATE DO NOT INDUCE THE PROGRAM OF PREMATURE SENESCENCE

IN TRANSFORMANTS WITH JNK1,2 KNOCKOUT

S. G. Zubova, T. V. Bykova, J. G. Zubova, V. S. Romanov, N. D. Aksenov, V. A. Pospelov, T. V. Pospelova
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We studied the role of JNK1,2 stress-kinases in the regulation of premature senescence program, stimulated
by the inhibitor of histone deacetylase, sodium butyrate (NaB). It was found, that the transformants
E1A + cHa-ras selected from embryonic mouse fibroblasts with knockout jnk1,2 stress-kinase genes did not
block the cell cycle after sodium butyrate treatment. The data on the cell cycle distribution and cell growth cur-
ves showed that even long term (during five days) NaB influence did not suppress proliferation. We did not also
reveal any cellular hypertrophy and increase in SA-â-galactosidase activity after NaB treatment. The data pre-
sented suggest that JNK stress-kinases are involved in sodium butyrate-induced senescence in E1A + cHa-Ras
mouse transformants, and they are indicative of that JNK1,2 have tumor suppressor properties.

K e y w o r d s: oncogenes E1A and cHa-ras, transformation, JNK1,2 kinase, senescence, cell cycle, sodium
butyrate.
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