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Â ðàáîòå èçó÷àëè ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDAC) áóòèðàòà íàòðèÿ (NaB)
ðåàêòèâèðîâàòü ïðîãðàììó êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ êðûñû (ERasWT), ýêñïðåññèðóþùèõ îïóõîëåâûé ñóïðåññîð ð53 äèêîãî òèïà è â èçîãåííîé ëèíèè
ERasGSE56 (genetic suppression element) ñ ïîäàâëåííîé òðàíñàêòèâèðóþùåé àêòèâíîñòüþ ð53. Ìåòîäîì
âðåìåííûõ òðàíñôåêöèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåïîðòåðíûõ ð53-ëþöèôåðàçíûõ (p53-LUC) êîíñòðóêöèé ïî-
êàçàíî, ÷òî ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ ERasGSE56 àêòèâíîñòü ð53-LUC êàê ïîêàçà-
òåëÿ òðàíñàêòèâèðóþùåé ôóíêöèè ð53 íå âîçðàñòàåò. Â òðàíñôîðìàíòàõ ERasWT àêòèâíîñòü ð53-LUC
âîçðàñòàåò êàê ïîñëå îáëó÷åíèÿ, òàê è ïðè äåéñòâèè NaB, ïðè÷åì äîëãîâðåìåííàÿ îáðàáîòêà êëåòîê NaB,
âûçûâàþùàÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G1/S, ïîâûøàåò àêòèâíîñòü ðåïîðòåðîâ ð53-LUC ïî
ìåðå óäëèíåíèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ èíãèáèòîðîì HDAC. Îäíàêî ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ
SA-b-ãàëàêòîçèäàçû (SA-b-Gal) è ïîäàâëåíèå ñïîñîáíîñòè êëîíèðîâàòüñÿ íàáëþäàþòñÿ íåçàâèñèìî îò
áëîêà íà ãðàíèöå ôàç G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà â òðàíñôîðìàíòàõ îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü ð53 ìîæåò áûòü îäíèì èç ðåøàþ-
ùèõ ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà êàê îñíîâíîãî ìàðêåðà ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îíêîãåíû E1A è cHa-ras, òðàíñôîðìàöèÿ, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ð53, êëå-
òî÷íîå ñòàðåíèå, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, áóòèðàò íàòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ, HDAC — ãèñòîíîâûå äåàöåòèëàçû, NaB —
áóòèðàò íàòðèÿ, ÐÂS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð, SA-b-Gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíè-
åì b-ãàëàêòîçèäàçà.

Â îòâåò íà ðàçíîîáðàçíûå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèå èëè
ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ, à òàêæå âíåïëàíîâóþ ýêñïðåñ-
ñèþ îíêîãåíîâ íîðìàëüíûå êëåòêè îñòàíàâëèâàþò ïðî-
õîæäåíèå ïî öèêëó è ïðåêðàùàþò ïðîëèôåðèðîâàòü. Áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà äëèòñÿ äî ïîëíîé êîððåêöèè ãåíåòè÷å-
ñêèõ ïîâðåæäåíèé, ïîñëå ÷åãî êëåòêè âíîâü ìîãóò íà÷àòü
ïðîëèôåðèðîâàòü. Â ñëó÷àå ìàññîâîãî ïîðàæåíèÿ ãåíåòè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà âêëþ÷àåòñÿ ïðîãðàììà àïîïòîòè÷åñêîé, ãå-
íåòè÷åñêè ïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè êëåòêè. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ óñòàíîâëåíî, ÷òî ãëàâíûì êîîðäèíàòîðîì îòâåòà
êëåòêè íà ïîâðåæäåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îïóõîëåâûé ñóïðåññîð —
ãåí ð53 (Harms et al., 2004; Toledo, Wahl, 2006), êîòîðûé êàê
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð àêòèâèðóåò îïóõîëü-ñóïðåññîð-
íûå èëè ïðîàïîïòîòè÷åñêèå ãåíû, ïðèâîäÿùèå ê ðàçíûì îò-
âåòàì êëåòêè íà ãåíîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ.

Ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ êëåòêè ìîãóò óõîäèòü íå òîëüêî â
êðàòêîâðåìåííûé áëîê, íî è â íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà, ïîÿâëåíèå êîòîðîãî êîððåëèðóåò ñ îïðåäåëåí-
íûìè ìîðôîôóíêöèîíàëüíûìè èçìåíåíèÿìè êëåòêè (Col-
lado, Serrano, 2006; Zhang, 2007). Ýòà ïðîãðàììà ïîëó÷èëà
íàçâàíèå óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ. Îïèñàíû ðàçëè÷íûå âà-
ðèàíòû çàïóñêà ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ ìëåêîïè-
òàþùèõ. Êàê è â ñëó÷àå êðàòêîâðåìåííîãî áëîêà êëåòî÷-

íîãî öèêëà, ñòàðåíèå ìîæåò àêòèâèðîâàòüñÿ ýêñïðåññèåé
îíêîãåíîâ (Bartkova et al., 2006; Di Micco et al., 2006), ðà-
äèàöèîííûì ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ, ÓÔ-îáëó÷åíèåì èëè
îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì (Te Poele et al., 2002; Parrinello et
al., 2003). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìíîãèå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ÷åðòû è ìàðêåðû ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ, èíäóöèðî-
âàííûå ðàçíûìè ïîâðåæäåíèÿìè, ñõîäíû, îäíàêî íà-
ñêîëüêî îäèíàêîâû ïðîöåññû, îáåñïå÷èâàþùèå èõ, ïîêà
ñêàçàòü ñëîæíî. Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî è â ñëó÷àå àêòèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ âàæíàÿ
ðîëü òàêæå ïðèíàäëåæèò îïóõîëåâîìó ñóïðåññîðó ð53
(Rodier et al., 2007).

Èññëåäîâàíèÿ in vivo ïîêàçàëè, ÷òî ìàðêåðû ñòàðåíèÿ
âûÿâëÿþòñÿ â äîáðîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëÿõ (Collado et al.,
2005). Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî ñòàðåíèå âûñòóïàåò êàê óíè-
êàëüíûé áàðüåð, ïðåäîòâðàùàþùèé ðàçìíîæåíèå ïî-
âðåæäåííûõ êëåòîê è êëåòîê ñ íàðóøåííûì êîíòðîëåì çà
ïðîëèôåðàöèåé. Îäíàêî ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ íîâûõ ãåíå-
òè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé è ïîÿâëåíèÿ ïðèçíàêîâ çëîêà÷åñò-
âåííîñòè êëåòêè ñ ìàðêåðàìè ñòàðåíèÿ â îïóõîëÿõ ïðîïà-
äàþò (Collado et al., 2007), ÷òî ãîâîðèò î íåîáõîäèìîñòè
ñóïðåññèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ïðè îïóõîëåâîé òðàíñ-
ôîðìàöèè.
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Ïðè âîçäåéñòâèè íà ðàêîâûå êëåòêè ðàçëè÷íûõ öèòî-
ñòàòèêîâ è îáëó÷åíèÿ óäàåòñÿ äîáèòüñÿ êðàòêîâðåìåííîé
îñòàíîâêè ðîñòà îïóõîëè. Îäíàêî äåéñòâèå îòáîðà ïðèâî-
äèò ê ðàçìíîæåíèþ êëåòîê, óñòîé÷èâûõ ê ïîâðåæäàþùèì
âîçäåéñòâèÿì, è ïîÿâëåíèþ â îïóõîëè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿ-
öèé, îòëè÷àþùèõñÿ, êàê ïðàâèëî, åùå áîëåå âûñîêîé ñêî-
ðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè è ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòüþ.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîáëåìà ïîèñêà íîâûõ àãåíòîâ, ñïî-
ñîáíûõ àêòèâèðîâàòü ïðîãðàììû àïîïòîçà èëè âûçûâàòü
íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â ðàêîâûõ êëåòêàõ,
ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëüíîé. Ïåðñïåêòèâíûì ÿâëÿ-
åòñÿ ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
(HDAC), êîòîðûå çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâûõ è íå-
ãèñòîíîâûõ áåëêîâ ìåíÿþò ñòðóêòóðó õðîìàòèíà, òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ, à çíà÷èò, ýïèãåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè êëåòêè. Èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ HDAC ÿâëÿåò-
ñÿ íîâûì ïîäõîäîì â ðåøåíèè ïðîáëåìû ïîäàâëåíèÿ
ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, îñîáåííî óñòîé÷èâûõ
ê äåéñòâèþ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ (Lindemann et al.,
2004).

Â èññëåäîâàíèÿõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ðåàêòèâà-
öèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, ðîëü îïó-
õîëåâîãî ñóïðåññîðà ð53 òàêæå äàëåêà îò ïîíèìàíèÿ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ð53 ìóòèðîâàí èëè äåëåòèðîâàí áîëåå ÷åì â
ïîëîâèíå çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà (Hamroun
et al., 2006; Petitjean et al., 2007). Îïèñàíû ðàçëè÷íûå ñëó-
÷àè ð53-íåçàâèñèìîãî ñòàðåíèÿ in vitro è in vivo â îïóõî-
ëÿõ ðàçëè÷íîãî ãèñòîãåíåçà ó ïðåäñòàâèòåëåé ðàçëè÷íûõ
âèäîâ (Aliouat-Denis et al., 2005; Coles et al., 2007; Ha et al.,
2007). Ïîñëåäíèå ýêñïåðèìåíòû in vivo ãîâîðÿò â ïîëüçó
òîãî, ÷òî íåîáðàòèìûé çàïóñê ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòà-
ðåíèÿ, èëè àïîïòîçà, â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ íåâîçìîæåí â
îòñóòñòâèå àêòèâíîñòè ð53. Ïðè ýòîì àêòèâàöèÿ ð53 íå
òîëüêî áëîêèðóåò ðîñò îïóõîëè, íî ìîæåò ïðèâîäèòü ê åå
óìåíüøåíèþ (Martins et al., 2006; Ventura et al., 2007; Xue
et al., 2007).

Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî äàííûå î ðîëè ð53 â ðåàêòèâàöèè
ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ êðàéíå ïðîòèâîðå÷èâû, öåëüþ íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ïðîöåññà ñòàðåíèÿ â
òðàíñôîðìàíòàõ ERas, ýêñïðåññèðóþùèõ ð53 äèêîãî
òèïà — ERasWT (Bulavin et al., 1999), è êëåòî÷íîé ëèíèè
ERasGSE56, ïîëó÷åííîé èç ERasWT ïóòåì ðåòðîâèðóñíîãî
ïåðåíîñà â âåêòîðå pLXSN âñòàâêè GSE56 (823—
105 ï. í.), ñîîòâåòñòâóþùåé 275—368-ìó àìèíîêèñëîòíî-
ìó ðàéîíó áåëêà ð53 â åãî îëèãîìåðèçóþùåì äîìåíå (Os-
sovskaya et al., 1996). Â ýòîé ëèíèè áåëîê ð53 íå èçìåíåí,
åãî ñîäåðæàíèå ñðàâíèìî ñ óðîâíåì ð53 â ðîäèòåëüñêîé
ëèíèè, îäíàêî ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ òðàíñêðèïöèîí-
íàÿ àêòèâíîñòü åãî íå âîçðàñòàåò. Èñïîëüçóÿ êëåòêè òàêèõ
ëèíèé, ìîæíî îöåíèòü ðîëü òðàíñàêòèâèðóþùåé ôóíêöèè
áåëêà ð53 â ðåàêòèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ, êîòîðàÿ â
íàøåé ðàáîòå èíäóöèðóåòñÿ èíãèáèòîðîì HDAC áóòèðà-
òîì íàòðèÿ (NaB).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà òðàíñ-
ôîðìàíòàõ E1A+cHa-Ras, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ êðûñû, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê ð53 äèêî-
ãî òèïà (êëåòêè ERasWT) è íà èçîãåííîé ëèíèè, ïîëó÷åí-
íîé ïóòåì ðåòðîâèðóñíîãî ïåðåíîñà â âåêòîðå pLXSN
âñòàâêè GSE56 ñ 823 ïî 1105 ï. í., ñîîòâåòñòâóþùåé àìè-
íîêèñëîòíîìó ðàéîíó 275—368 áåëêà ð53 â åãî îëèãîìå-
ðèçóþùåì äîìåíå (êëåòêè ERasGSE56). Êëåòêè êóëüòèâèðî-

âàëè íà ñðåäå Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî (DMEM) ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà. Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå âûçûâàëè äåéñòâèåì
NaB â êîíöåíòðàöèè 4 ìÌ. Ïðîöåññ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ
îöåíèâàëè ÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà HDAC.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ è è ç ì å ð å í è å ë þ ö è ô å ð à ç í î é
à ê ò è â í î ñ ò è. Êëåòêè ëèíèé ERasWT è ERasGSE56 ñåÿëè â
24-ëóíî÷íûå ïëàòû ñ ïëîòíîñòüþ, ñîñòàâëÿþùåé 70—
80 % îò ìàêñèìàëüíîé íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ òðàíñôåêöèè ÷åðåç 24 ÷ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
çàìåíÿëè íà Opti-MEM (Invitrogen, ÑØÀ) è êëåòêè
êîòðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäîé p53-LUC è ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ ñ ãåíîì Renilla ïîä êîíñòèòóòèâíî àêòèâíûì ïðîìî-
òîðîì äëÿ êîíòðîëÿ ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåêöèè â ñîîò-
íîøåíèè: 2 ìêë Lipofectamine-2000 (Invitrogen, ÑØÀ),
0.8 ìêã ðåïîðòåðíîé ð53-LUC è 0.05 ìêã ÄÍÊ ñ ãåíîì Re-
nilla. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè áûëè îáðàáî-
òàíû NaB èëè ïîäâåðãíóòû ðåíòãåíîâñêîìó îáëó÷åíèþ.
Äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå òðåõ ëóíîê.
×åðåç 4 è 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèé êëåòêè ïðîìûâàëè PBS
è ëèçèðîâàëè â Passive lysis buffer (Promega, ÑØÀ). Ëþ-
öèôåðàçíóþ àêòèâíîñòü èçìåðÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòî-
êîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì Luciferase
kit (Promega, ÑØÀ).

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 êëåòêè âûñàæè-
âàëè ïî 50 000 íà ÷àøêè äèàìåòðîì 30 ìì. Ïîäñ÷åò êëå-
òîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 24, 72 è 96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðè-
ñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå NaB, èñïîëüçóÿ 3 ÷àøêè íà òî÷êó.
Ïîäñ÷åò âðåìåíè óäâîåíèÿ êëåòîê ïðîâîäèëè ïî ôîðìóëå
t = log22�T/log2(N/n), ãäå Ò — âðåìÿ, â òå÷åíèå êîòîðîãî
ïðîâîäèëè ýêñïåðèìåíò, n — íà÷àëüíîå ÷èñëî êëåòîê,
N — êîíå÷íîå ÷èñëî êëåòîê.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ê ë î í è ð î â à í è ÿ êëåòîê ïîñëå
äåéñòâèÿ NaB îïðåäåëÿëè ïî ñïîñîáíîñòè êëåòîê ôîðìè-
ðîâàòü êëîíû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà îáû÷íîé ñðåäå íà
ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ. Äëÿ ýòîé öåëè íåîáðàáîòàííûå è
îáðàáîòàííûå NaB â òå÷åíèå 24, 72 è 120 ÷ êëåòêè âûñå-
âàëè ïî 200 êëåòîê íà ÷àøêó Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì. ×å-
ðåç 10 ñóò âûðîñøèå êëîíû îêðàøèâàëè 0.4%-íûì ðàñ-
òâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà, ñîäåðæàùèì 30 % ýòàíîëà è
10 % óêñóñíîé êèñëîòû. Ïîäñ÷åò êëîíîâ ïðîèçâîäèëè íà
èíâåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå Leica, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ
ñ óâåëè÷åíèåì 10�.

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 öèòîìåò-
ðèè. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà
è âåðñåíà â ñîîòíîøåíèè 1 : 1, çàòåì îñàæäàëè 3 ìèí öåí-
òðèôóãèðîâàíèåì ïðè 350 g è ïðîìûâàëè PBS. Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â ðàñòâîðå 0.01%-íîãî ñàïî-
íèíà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî âíîâü ïðî-
ìûâàëè PBS è îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍÊàçû À
(0.1 ìã/ìë â PBS) â ïðèñóòñòâèè ïðîïèäèÿ èîäèäà
(40 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Àíàëèç ïðîâîäè-
ëè íà öèòîìåòðå òèïà Odam (Brucker, Ôðàíöèÿ).

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
ïî ðàíåå îïèñàííîìó ìåòîäó (Dimri et al., 1995). Êëåòêè
âûðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, îáðà-
áàòûâàëè 4 ìÌ NaB â òå÷åíèå 120 ÷, ïðîìûâàëè PBS è
ôèêñèðîâàëè â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå â òå÷åíèå 20 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè
SA-b-Gal ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì
ÐÂS è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 37 °Ñ â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë 5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë b-D-ãàëàê-
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òîçèäà (X-Gal), 40 ìÌ áóôåðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ
êèñëîòó è ôîñôàò íàòðèÿ, pH 6.0, 5 ìÌ êðàñíîé êðîâÿíîé
ñîëè, 5 ìÌ æåëòîé êðîâÿíîé ñîëè, 150 ìÌ NaCl è 2 ìÌ
MgCl2. Àíàëèç è ôîòîãðàôèðîâàíèå ïðåïàðàòîâ ïðîèçâî-
äèëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå íà ìèêðîñêîïå Leica.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ð53 â ðåàêòèâàöèè ïðîãðàììû
NaB-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ èñïîëüçîâàëè òðàíñôîð-
ìàíòû ERasWT, ýêñïðåññèðóþùèå îïóõîëåâûé ñóï-
ðåññîð — áåëîê ð53 äèêîãî òèïà (Bulavin et al., 1999) —
è èçîãåííóþ ëèíèþ, ñîäåðæàùóþ ð53 ñ ïðåäïîëîæè-
òåëüíî ïîäàâëåííîé ôóíêöèåé àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè
(ERasGSE56), ñåëåêòèðîâàííóþ â ëàáîðàòîðèè ïðîô.
À. Ãóäêîâà (Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, ÑØÀ).
Äëÿ àíàëèçà àêòèâíîñòè ð53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà ïðè äåéñòâèè NaB èñïîëüçîâàëè ìåòîä îïðåäåëå-
íèÿ ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ ðåïîðòåðîâ
ð53-LUC, ñîäåðæàùèõ ïåðåä ãåíîì ëþöèôåðàçû 12 êîïèé
ð53-ðåãóëÿòîðíîãî ýëåìåíòà. Ëþöèôåðàçíóþ àêòèâíîñòü
îïðåäåëÿëè ïîñëå óðàâíèâàíèÿ ïðîá ïî ýôôåêòèâíîñòè
òðàíñôåêöèè, êîòîðóþ îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ îäíîâðå-
ìåííîå ââåäåíèå ïëàçìèäû ñ ãåíîì Renilla. Àêòèâíîñòü
ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè ÷åðåç 4 è 24 ÷ äåéñòâèÿ NaB,
ñðàâíèâàÿ ñ àêòèâíîñòüþ ðåïîðòåðîâ ð53-LUC ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ. Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî àêòèâíîñòü ð53 ÷åðåç 4 ÷
ïîñëå îáëó÷åíèÿ âîçðàñòàåò â òðàíñôîðìàíòàõ ERasWT â
6.9 ðàçà, òîãäà êàê â ëèíèè ERasGSE56 íå ìåíÿåòñÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ óðîâíåì àêòèâíîñòè ð53 â íåîáðàáîòàííûõ êëåò-
êàõ. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ðåíòãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ àêòèâ-
íîñòü ð53 âîçâðàùàåòñÿ â êëåòêàõ ERasWT ê èñõîäíûì çíà-
÷åíèÿì, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ìíîãî÷èñëåííûìè äàííûìè î
êðàòêîâðåìåííîì ïîâûøåíèè òðàíñàêòèâèðóþùèõ
ñâîéñòâ ð53 ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî NaB íå ÿâëÿåòñÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì
àãåíòîì, îäíàêî ìû èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü âîâëå÷åíèÿ
ð53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà â îòâåò êëåòêè íà
äåéñòâèå èíãèáèòîðà HDAC. Äëÿ ýòîé öåëè îáå êëåòî÷-

íûå ëèíèè, òðàíñôèöèðîâàííûå ðåïîðòåðàìè ð53-LUC,
îáðàáàòûâàëè 4 ìÌ NaB. Êàê è â ñëó÷àå îáëó÷åíèÿ,
òðàíñàêòèâèðóþùóþ àêòèâíîñòü ð53 èçìåðÿëè ÷åðåç 4 è
24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê NaB. Îáíàðóæåíî, ÷òî àê-
òèâíîñòü ð53 â ERasWT ÷åðåç 4 ÷ âîçðàñòàåò â 4.5 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, à ÷åðåç 24 ÷ — â 10.5 ðàçà. Â ñóá-
ëèíèè ERasGSE56 òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü ð53 ÷åðåç
4 ÷ íåçíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ — â
1.1 ðàçà, à ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè NaB âîçâðàùàåòñÿ ê
èñõîäíîìó óðîâíþ (ðèñ. 1). Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä
î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü ð53 âîçðàñòàåò âî âðåìåíè ïî ìåðå
óäëèíåíèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ
ERasWT, ýêñïðåññèðóþùèõ ð53 äèêîãî òèïà, â ñðåäå ñ
NaB, òîãäà êàê ó êëåòîê ERasGSE56 â ýòîì æå ñëó÷àå àêòèâ-
íîñòü ð53 ïîñëå íåçíà÷èòåëüíîãî ïîâûøåíèÿ âîçâðàùàåò-
ñÿ ê êîíòðîëüíûì çíà÷åíèÿì. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå
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Ðèñ. 1. Ëþöèôåðàçíàÿ àêòèâíîñòü â òðàíñôîðìàíòàõ ERasWT è
èçîãåííîé ëèíèè ERasGSE56 â êîíòðîëå, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ðåíò-
ãåíîâñêîãî îáëó÷åíèÿ (ÐÎ) èëè áóòèðàòà íàòðèÿ (NaB) â òå÷å-

íèå 4 è 24 ÷.

Äîçà ÐÎ 6 Ãð, êîíöåíòðàöèÿ NaB 4 ìÌ. Èçìåðåíèå ïðîâîäèëè íà ëþìè-
íîìåòðå Turner-Design 20/20.

Ðèñ. 2. Êðèâûå ðîñòà òðàíñôîðìàíòîâ ERasWT (à) è èçîãåííîé ëèíèè ERasGSE56 (á) â êîíòðîëå (1) è ïðè äåéñòâèè 4 ìÌ NaB (2).



ðàçíàÿ êèíåòèêà àêòèâàöèè ð53 ïðè äåéñòâèè NaB è îáëó-
÷åíèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ äèêîãî òèïà. Íà ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ àêòèâíîñòü ð53 â ëèíèè
ERasWT âîçâðàùàåòñÿ ê íîðìå, òîãäà êàê ïîñëå îáðàáîòêè
NaB â òå÷åíèå 24 ÷ àêòèâíîñòü ð53 âîçðàñòàåò â 10.5 ðàçà,
ò. å. ìåõàíèçì îáðàòíîé ñâÿçè, ñâÿçàííûé ñ ïîäàâëåíèåì
àêòèâíîñòè ð53, â äàííîì ñëó÷àå ðàáîòàåò èíà÷å, ÷åì ïî-
ñëå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ NaB
íà êëåòî÷íûå ëèíèè, ýêñïðåññèðóþùèå îïóõîëåâûé ñó-
ïðåññîð ð53 ñ ðàçíîé òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòüþ,
ñòðîèëè êðèâûå ðîñòà. Äëÿ ýòîé öåëè êëåòêè âûñåâàëè íà
÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì â îäèíàêîâîé ïëîòíî-
ñòè — ïî 50 000 íà ÷àøêó. Íà ñëåäóþùèé äåíü äîáàâëÿëè
NaB è ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê â êàìåðå Ãîðÿåâà ÷åðåç
24, 72 è 120 ÷ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà HDAC. Êàê âèäíî
íà ðèñ. 2, NaB ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ð53 äèêîãî òèïà. Óæå ÷å-
ðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ NaB íà òðàíñôîðìàíòû ERasWT ïðîëè-
ôåðàöèÿ èõ ïîäàâëÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ, à ÷åðåç
5 ñóò ÷èñëî èõ íå âîçðàñòàåò ïî ñðàâíåíèþ ñ ÷èñëîì êëå-
òîê ïîñëå 24-÷àñîâîé îáðàáîòêè NaB. Â êëåòî÷íîé ëèíèè
ERasGSE56 ïîñëå äåéñòâèÿ NaB ïðîëèôåðàòèâíàÿ ñïîñîá-
íîñòü ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè,
íî òåì íå ìåíåå âèäíî, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ íå ïðåêðàùàåò-
ñÿ (ðèñ. 2), òàê êàê ÷èñëî êëåòîê ïîñëå 5 ñóò äåéñòâèÿ NaB
âñåãî â 1.5 ðàçà ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå.

Âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê ERasWT â êîíòðîëå
ñîñòàâëÿåò 17.8 ÷, ó ERasGSE56 îíî ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷à-
åòñÿ è ñîñòàâëÿåò 17.7 ÷. Çà 5 ñóò äåéñòâèÿ NaB ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü âðåìåíè óäâîåíèÿ äëÿ êëåòîê ëèíèè ERasGSE56

ñîñòàâëÿåò 20.7 ÷, ò. å. ïîïóëÿöèÿ çà âñå âðåìÿ äåéñòâèÿ
NaB óäâàèâàåòñÿ â 5.8 ðàçà.

Äàííûå ïî âëèÿíèþ NaB íà ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîð-
ìàíòîâ ñ èíòàêòíûì ð53 è íà òðàíñôîðìàíòû ñ ïîäàâëåí-
íîé òðàíñàêòèâèðóþùåé ôóíêöèåé ð53, ïîëó÷åííûå ñ ïî-
ìîùüþ êðèâûõ ðîñòà, ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó-
÷åííûìè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (pèñ. 3), èç
êîòîðûõ âèäíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè â êëåòêàõ
ERasWT ïðè äåéñòâèè NaB ñâÿçàíî ñ ïîÿâëåíèåì âûðàæåí-
íîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G1/S. Ïðè
ýòîì äîëÿ êëåòîê â ôàçå S ìîæåò ñíèæàòüñÿ äî 3.43 % ïî-
ñëå 1 ñóò îáðàáîòêè êëåòîê NaB (ðèñ. 3). Îáðàáîòêà NaB
êëåòî÷íîé ëèíèè ERasGSE56 íå ïðèâîäèò ê áëîêó êëåòî÷íî-
ãî öèêëà (ðèñ. 3) äàæå ïðè äëèòåëüíîé (120 ÷) îáðàáîòêå
èíãèáèòîðîì HDAC, ÷òî ïîëíîñòüþ ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííû-
ìè, ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ êðèâûõ ðîñòà (ðèñ. 2). Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü îá ó÷àñòèè ð53
â àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S è ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè.

Äëÿ êëåòîê ñ ðåàêòèâèðîâàííîé ïðîãðàììîé óñêîðåí-
íîãî ñòàðåíèÿ õàðàêòåðíî òàêæå ïîäàâëåíèå ñïîñîáíîñòè
ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì ïîñåâå, êîòîðûé èñïîëü-
çóåòñÿ êàê ìåòîä êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ÷èñëà êëåòîê,
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ëèíèè ERasWT (à) è ëèíèè ERasGSE56 (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. Ê — êîíòðîëü.



ñïîñîáíûõ ê ïðîëèôåðàöèè. Îäíàêî, ñ äðóãîé ñòîðîíû,
èçâåñòíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü êëîíèðîâàòüñÿ ÿâëÿåòñÿ îäíîé
èç õàðàêòåðèñòèê òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà è ïðàê-
òè÷åñêè îòñóòñòâóåò ó íîðìàëüíûõ êëåòêîê (Blumenthal,
2005). Íàìè áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè êëî-
íèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ ERasWT è ERasGSE56 â êîíòðîëå
è ÷åðåç ðàçíûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå äåéñòâèÿ NaB.
Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíû äàííûå ïî ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðî-
âàíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ NaB â òå÷åíèå 1, 3 è 5 ñóò. Îáíàðó-
æåíî, ÷òî NaB ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò êëîíîãåííóþ ñïî-
ñîáíîñòü êàê êëåòîê ERasWT, òàê è ERasGSE56. Ýôôåêòèâ-
íîñòü êëîíèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ ERasWT â êîíòðîëå
ñîñòàâëÿåò 80 %, ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê NaB â êîíöåíò-
ðàöèè 4 ìÌ â òå÷åíèå 24 ÷ — 45 %, ÷åðåç 3 ñóò ïàäàåò äî
14 %, à ÷åðåç 5 ñóò îáðàáîòêè èíãèáèòîðîì íå âûðàñòàåò
íè îäíîãî êëîíà. Â ñëó÷àå èçîãåííîé ëèíèè ERasGSE56 ýô-
ôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ â êîíòðîëå ñîñòàâëÿåò 90 %,
÷åðåç 1 ñóò äåéñòâèÿ NaB â òîé æå êîíöåíòðàöèè ýôôåê-
òèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ — 44 %, ÷åðåç 3 ñóò — 3 %, ÷åðåç
5 ñóò — íè îäíîãî êëîíà. Òàêèì îáðàçîì, äåéñòâèå NaB
ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè â êëîíàëüíîì ïî-
ñåâå êàê ó òðàíñôîðìàíòîâ ERasWT, ïðîõîæäåíèå êîòîðûõ
ïî öèêëó áëîêèðîâàíî, òàê è ó ERasGSE56, ïðîëèôåðàöèÿ
êîòîðûõ òîëüêî çàìåäëåíà. Èçâåñòíî, ÷òî íîðìàëüíûå
ôèáðîáëàñòû íå ñïîñîáíû êëîíèðîâàòüñÿ â îáû÷íûõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïëàñòèêîâîé ÷àøêå è èçìå-
íåíèå ýòîãî ïðèçíàêà õàðàêòåðèçóåò ïåðåõîä êëåòîê ê
òðàíñôîðìèðîâàííîìó ôåíîòèïó. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâ-
ëåíèå ñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê êëîíèðî-
âàòüñÿ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü, ñ îäíîé ñòîðîíû, êàê íåîá-

ðàòèìîå âëèÿíèå áóòèðàòà íàòðèÿ íà ïðîöåññ ïðîëèôåðà-
öèè, à ñ äðóãîé — êàê ôåíîòèïè÷åñêóþ ðåâåðñèþ ê íîðìå
îäíîãî èç ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà —
íåçàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàöèè îò êîíòàêòîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîãðàììà óñêîðåííîãî êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ ýêñïðåññèåé ìàðêåðà SA-b-Gal,
à òàêæå ìîðôîëîãè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè êëåòêè. Ïîâû-
øåííàÿ ýêñïðåñcèÿ SA-b-Gal è èçìåíåííûé ôåíîòèï —
ðàñïëàñòûâàíèå ïî ñóáñòðàòó, âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàç-
ìû — áûëè îáíàðóæåíû ïîñëå îáðàáîòêè NaB â òå÷åíèå
5 ñóò è â ERasWT, è â ERasGSE56 (ðèñ. 5), íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
â êëåòêàõ ERasGSE56 áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç
G1/S êàê îäíà èç ãëàâíûõ õàðàêòåðèñòèê ïðîãðàììû êëå-
òî÷íîãî ñòàðåíèÿ íå âûÿâëÿåòñÿ. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî
ýêñïðåññèÿ SA-b-Gal è èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè íå ÿâëÿþò-
ñÿ äîñòàòî÷íûìè ìàðêåðàìè ôåíîòèïà ñòàðåþùèõ êëåòîê,
äëÿ êîòîðûõ õàðàêòåðåí ïîëíûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è
ïðîëèôåðàöèè, êàê ýòî ïðîèñõîäèò â ñëó÷àå ERasWT. Ìû
îáíàðóæèëè, ÷òî ýòè «ìàðêåðû» âèäíû â òðàíñôîðìàíòàõ
ERasGSE56, ó êîòîðûõ íåò ïîëíîãî ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðà-
öèè è íåò âûðàæåííîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà.

Îáñóæäåíèå

Äàííûå î ðîëè îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà — áåëêà ð53 â
ðåãóëÿöèè ïðîöåññà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ è àïîïòîçà äàëå-
êè îò ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ. Ðÿä àâòîðîâ ñêëîíÿåòñÿ ê ìíå-
íèþ î òîì, ÷òî àíòèïðîëèôåðàòèâíûé è àïîïòîòè÷åñêèé
îòâåòû êëåòêè íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è

Äåéñòâèå èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç íà òðàíñôîðìàíòû 701

Ðèñ. 4. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ ERasWT (à) è ERasGSE56 (á) â êîíòðîëå è ïîñëå îáðàáîòêè 4 ìÌ NaB â òå÷å-
íèå 24, 72 è 120 ÷.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â îáû÷íîé ñðåäå íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ.



èíãèáèòîðîâ HDAC îáóñëîâëåíû ïîâûøåíèåì òðàíñàê-
òèâèðóþùåé ôóíêöèè ð53. Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòî÷íûõ ëè-
íèÿõ è îïóõîëÿõ, íå ñîäåðæàùèõ ð53 èëè ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ìóòàíòíûé ð53, çàïóñê ïðîãðàìì óñêîðåííîãî êëå-
òî÷íîãî ñòàðåíèÿ è àïîïòîçà íåâîçìîæåí (Serrano et al.,
1997; Beausejour et al., 2003; Roberson et al., 2005). Îïóõî-
ëåâûé ñóïðåññîð ð53, áóäó÷è ôàêòîðîì òðàíñêðèïöèè, ðå-
ãóëèðóåò ýêñïðåññèþ ìíîãèõ ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà
àïîïòîç è áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà. Â îòâåò íà ðàçëè÷íûå
ãåíîòîêñè÷åñêèå ñòðåññû ð53 èíãèáèðóåò ïðîõîæäåíèå
êëåòêè ïî öèêëó, îñòàíàâëèâàÿ èõ íà ãðàíèöå ôàç G1/S èëè
G2/Ì. Ãëàâíîé ìèøåíüþ ð53 ïîñëå åãî àêòèâàöèè ÿâëÿåò-
ñÿ ãåí p21waf1 ñåìåéñòâà Cip/Kip — èíãèáèòîð öèêëèíçà-
âèñèìûõ êèíàç ôàçû G1, íàêîïëåíèå êîòîðîãî ïðèâîäèò ê
áëîêó G1/S (Chen et al., 1996). Îâåðýêñïðåññèÿ ýêçîãåííî-
ãî ð21waf1 â êàðöèíîìàõ HCT-116 äàæå â îòñóòñòâèå ïî-
âðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé ìîæåò âûçâàòü áëîê G1/S, ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ ñòàðåþùèõ
êëåòîê, è ýêñïðåññèþ àêòèâíîñòè SA-b-Gal (Chang et al.,
2000).

Îäíàêî òî, êàêîâû ìåõàíèçìû ãåíåòè÷åñêîãî âûáîðà
ïðîãðàììû îòâåòà êëåòêè íà äåéñòâèå ÄÍÊ-ïîâðåæäàþ-
ùèõ àãåíòîâ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåÿñíî. Ñóùåñòâóåò ìíå-
íèå î òîì, ÷òî êðîìå ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ âû-
áîð òîãî èëè èíîãî îòâåòà íà ãåíîòîêñè÷åñêèå âîçäåéñò-
âèÿ çàâèñèò îò òîãî, ñ êàêèìè áåëêàìè ð53 îáðàçóåò
êîìïëåêñû. Ñâÿçûâàíèå ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ E2F âàæíî äëÿ íîðìàëüíîé ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî öèêëà; áåëêè ñåìåéñòâà ASPP (Apoptosis Sti-
mulating Proteins of p53) ñïîñîáñòâóþò çàïóñêó ð53-çàâè-
ñèìîãî àïîïòîçà; áåëîê YB1 (Y-box-binding) íå äîïóñêàåò

ð53-çàâèñèìîãî àïîïòîçà; Pin1 ðåãóëèðóåò îáà ïðîöåññà
(Braithwaite et al., 2006).

Ñîãëàñíî äàííûì íàøåé ëàáîðàòîðèè (Bulavin et al.,
1999), â òðàíñôîðìàíòàõ ERasWT â îòâåò íà ðàçíûå òèïû
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ àêòèâèðóåòñÿ ïðîãðàììà àïîïòîòè÷å-
ñêîé ãèáåëè, òîãäà êàê äåéñòâèå NaB âûçûâàåò îñòàíîâêó
êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G1/S (Çóáîâà è äð.,
2005). Äåéñòâèå NaB íà êëåòêè ERasWT àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíà èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç ð21waf1

(ëîêóñ CDKN1A1), êîòîðàÿ íàáëþäàåòñÿ òàêæå ïîñëå ãàì-
ìà-îáëó÷åíèÿ (Bulavin et al., 1999). Îäíàêî ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ êëåòêè èäóò â àïîïòîç (Bulavin et al., 1999), à ïîñëå
äåéñòâèÿ NaB â íèõ ðåàëèçóåòñÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà.
Ýòî ãîâîðèò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ïîÿâëåíèå NaB-èíäóöèðî-
âàííîãî áëîêà G1/S â ýòèõ òðàíñôîðìàíòàõ íå ìîæåò îáú-
ÿñíÿòüñÿ òîëüêî íàêîïëåíèåì èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñè-
ìûõ êèíàç, òàê êàê áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S íàáëþäà-
åòñÿ â òðàíñôîðìàíòàõ ERas ñ íîêàóòîì ïî ãåíó ð21waf1

(Abramova et al., 2006). Ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ ïðè äåéñòâèè NaB ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ åãî
ïðÿìûì âëèÿíèåì íà òðàíñêðèïöèþ ãåíà Å2F1, êîòîðûé
ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ, êîäèðóþ-
ùèõ áåëêè, âîâëå÷åííûå â ïðîöåññ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (òè-
ìèäèíêèíàçà, òèìèäèëàòñèíòåòàçà, òåòðàãèäðîôîëàòðå-
äóêòàçà è ðÿä äðóãèõ). Îäíàêî òðàíñêðèïöèÿ ñàìîãî E2F1
ïðè äåéñòâèè NaB çàâèñèò, ñêîðåå, íå îò ð53, à îò êîìï-
ëåêñà TCF/Lef ñ b-êàòåíèíîì, êàê ýòî ïîêàçàíî ðàíåå (Ab-
ramova et al., 2006).

Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ôàêò, îáíàðóæåííûé íàìè ïðè
äåéñòâèè NaB, êîòîðûé ãîâîðèò î ïðèíöèïèàëüíûõ ðàç-
ëè÷èÿõ â êàðòèíå ïîâûøåíèÿ òðàíñàêòèâèðóþùåé àê-

702 Å. È. Áóêðååâà, Í. Ä. Àêñåíîâ è äð.

Ðèñ. 5. Àêòèâíîñòü àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì â-ãàëàêòîçèäàçû (ãîëóáîé öâåò) â òðàíñôîðìàíòàõ ERasWT (à) è ERasGSE56 (á) â
êîíòðîëå (Ê) è ïîñëå äåéñòâèÿ 4 ìÌ NaB â òå÷åíèå 120 ÷.



òèâíîñòè ð53 âî âðåìåíè ïðè äåéñòâèè NaB è îáëó÷åíèÿ.
Îáëó÷åíèå ïðèâîäèò ê êðàòêîâðåìåííîé àêòèâàöèè ðå-
ïîðòåðîâ ð53-LUC, òîãäà êàê àêòèâíîñòü ð53 êàê òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà ðàñòåò ïî ìåðå óäëèíåíèÿ ñðîêà
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ NaB. Ìîæíî äîïóñòèòü, ÷òî
NaB, áóäó÷è àãåíòîì, êîòîðûé èíãèáèðóåò äåàöåòèëàçû,
ïîääåðæèâàåò àöåòèëèðîâàíèå íå òîëüêî ãèñòîíîâ, íî è
íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ, âêëþ÷àÿ ð53 (Carlisi et al., 2008).
Ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè ð53, â ÷àñòíîñòè åãî
àöåòèëèðîâàíèå, óâåëè÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòüñÿ ñ
ÄÍÊ è òðàíñàêòèâàöèîííóþ àêòèâíîñòü. Ïîìèìî îáåñïå-
÷åíèÿ ãèïåðàöåòèëèðîâàíèÿ ð53 èíãèáèòîðû HDAC âîñ-
ñòàíàâëèâàþò îïóõîëü-ñóïðåññîðíóþ àêòèâíîñòü ð53 ïó-
òåì îáåñïå÷åíèÿ ïðåèìóùåñòâåííî ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè
ð53 (Condorelli et al., 2008), ÷òî ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì
óñëîâèåì äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ îïóõîëü-ñóïðåññîðíûõ ôóíê-
öèé ð53. Àöåòèëèðîâàíèå, êàê è óáèêâèòèíèëèðîâàíèå,
ïðîòåêàåò ïî îñòàòêàì ëèçèíà, êîíêóðåíöèÿ ìåæäó ýòèìè
ìîäèôèêàöèÿìè âëèÿåò íà ñòàáèëüíîñòü áåëêà è òåì ñà-
ìûì ðåãóëèðóåò åãî ôóíêöèþ. Êðîìå òîãî, èíãèáèòîðû
HDAC ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ñòàáèëèçàöèè íåêîòîðûõ
ñóáñòðàòîâ ð53 çà ñ÷åò ìàñêèðîâàíèÿ ñàéòîâ äëÿ óáèêâè-
òèíèëèðîâàíèÿ, ïðîäëåâàÿ, òàêèì îáðàçîì, âðåìÿ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ð53 ñ ìèøåíÿìè-ñóáñòðàòàìè (Grönroos et al.,
2002; Caron et al., 2005).

Êðîìå òîãî, íåëüçÿ èñêëþ÷èòü èçìåíåíèÿ õàðàêòåðà
ðàáîòû íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà è íåïîñðåäñòâåííîé ìè-
øåíè p53 ãåíà Mdm2 â ïðèñóòñòâèè NaB, ÷òî òàêæå ìîæåò
áûòü îäíîé èç ïðè÷èí ïîâûøåíèÿ àêòèâíîñòè ð53 âî âðå-
ìåíè. Ýòè ðåçóëüòàòû ïðèíöèïèàëüíî âàæíû, òàê êàê
êðàòêîâðåìåííîå äåéñòâèå NaB ìîæåò âûçûâàòü áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà, îäíàêî ïîñëå óäàëåíèÿ NaB òàêîé áëîê
îáðàòèì (Çóáîâà è äð., 2005). Òàêèì îáðàçîì, äëèòåëüíàÿ
àêòèâàöèÿ ð53-çàâèñèìûõ ãåíîâ òàêæå ìîæåò ëåæàòü â
îñíîâå íåîáðàòèìîñòè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà êàê ÷àñòè
ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè p14/p16ARF òàêæå ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ð53, ñïîñîáñòâóÿ åãî ñòàáèëèçàöèè
è íàêîïëåíèþ (Sherr, 2001). Ñóùåñòâóåò ARF-íåçàâèñè-
ìûé ïóòü àêòèâèâàöèè ð53. Ýòîò ïóòü îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷å-
ðåç àêòèâàöèþ ñåíñîðîâ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ — êèíàç ñå-
ìåéñòâà ÀÒÌ/ÀÒR, êîòîðûå ìîãóò ôîñôîðèëèðîâàòü êè-
íàçó Chk2, èëè Mdm2, èëè íàïðÿìóþ ð53, ÷òî âëå÷åò çà
ñîáîé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G1/S èëè
G2/M è çàïóñê ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Â íåäàâíèõ ðà-
áîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî â îòâåò íà ïîÿâëåíèå â êëåòêå äâóõíè-
òåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ð53 íå òîëüêî ïîâûøàåò ñâîþ
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü, íî è îáíàðóæèâàåòñÿ íå-
ïîñðåäñòâåííî â ìåñòàõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ð53 íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ ÄÍÊ-ïîëèìåðà-
çîé b äëÿ ñòàáèëèçàöèè êîìïëåêñà ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ñ
áåëêàìè ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííûõ îñíîâà-
íèé (Zhou et al., 2001). Âîçìîæíî, ÷òî èìåííî òàêèì ñïî-
ñîáîì ð53 çàïóñêàåò àëüòåðíàòèâíûå ïóòè îòâåòà êëåòêè
íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, êîòîðûå íå ñâÿçàíû ñ àêòèâíîñòüþ
ð53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà.

Èçâåñòíî, ÷òî NaB ñïîñîáåí âûçûâàòü âðåìåííóþ
îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, äèôôåðåíöèðîâêó, àïîïòîç
èëè óñêîðåííîå ñòàðåíèå â ðàçëè÷íûõ òèïàõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê in vitro è in vivo (Richon et al., 2000; Johnston, 2003;
Luong et al., 2006; Marks, Breslow, 2007; Xu et al., 2007).
Ïðè ýòîì èíãèáèòîðû HDAC ðåìîäåëèðóþò ñòðóêòóðó
õðîìàòèíà, èçìåíÿÿ ýïèãåíåòè÷åñêèé ïðîôèëü êëåòêè,
÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î NaB êàê îá àãåíòå, îáëàäàþùåì
øèðîêèì ñïåêòðîì äåéñòâèÿ, ñïîñîáíîì çàïóñêàòü â îïó-

õîëåâîé êëåòêå ïðîãðàììû, ðåãóëèðóþùèå êëåòî÷íîå
ñòàðåíèå.

Îñíîâûâàÿñü íà ðåçóëüòàòàõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ,
ìîæíî ãîâîðèòü, ÷òî NaB àêòèâèðóåò â òðàíñôîðìàíòàõ
ðàçëè÷íûå âàðèàíòû îòâåòà, êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
ðåøàþùåé ðîëè òðàíñàêòèâèðóþùåé ôóíêöèè ð53 â ðåãó-
ëÿöèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S è ïðîëèôåðàöèè. Â òî
æå âðåìÿ êëåòêè ëèíèè ERasGSE56, îáðàáîòàííûå NaB,
äàæå â îòñóòñòâèå áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà îáëàäàþò ïðè-
çíàêàìè ñòàðåþùèõ êëåòîê (óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ, ðàñ-
ïëàñòûâàíèå ïî ñóáñòðàòó, ïîâûøåííûé óðîâåíü ñîäåð-
æàíèÿ SA-b-Gal). Âîçìîæíî, ñóùåñòâóþò ñèãíàëüíûå
ïóòè, çàïóñêàåìûå NaB â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ,
ïðèâîäÿùèå ê ôåíîòèïè÷åñêèì èçìåíåíèÿì è ïîâûøå-
íèþ ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè, õàðàêòåðíîé äëÿ ñòàðåþ-
ùèõ êëåòîê. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâè-
ëèñü äàííûå î çàïóñêå ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ â êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ, íîêàóòèðîâàííûõ ïî ãåíó SA-b-Gal, ÷òî ãîâîðèò
îá îòíîñèòåëüíîé íàäåæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ SA-b-Gal
êàê ãëàâíîãî ìàðêåðà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Lee et al.,
2006). Óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ñòàðåþùåé êëåòêè íå ìîæåò
ïðîäîëæàòüñÿ áåñêîíå÷íî; âîçìîæíî, àêòèâàöèÿ ëèçîñî-
ìàëüíûõ ýíçèìîâ ïîìîãàåò êëåòêå ñïðàâèòüñÿ ñ ðîñòîì,
íî íåëüçÿ ñêàçàòü, ÷òî èìåííî SA-b-gal èãðàåò â ýòîì ïðî-
öåññå ðåøàþùóþ ðîëü.

Èçâåñòíî, ÷òî îïóõîëåâûå êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ
ñïîñîáíîñòüþ ïðîëèôåðèðîâàòü â ðåäêîì ïîñåâå, äàâàÿ
êëîíû. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè NaB îïóõîëåâûå
êëåòêè êàê ñ äèêèì òèïîì ð53, òàê è ERasGSE56 óòðà÷èâàþò
ñïîñîáíîñòü ê êëîíèðîâàíèþ, ÷òî íàïîìèíàåò ðåâåðñèþ ê
íîðìå ýòîãî ïðèçíàêà ïðè äåéñòâèè NaB è ãîâîðèò î òîì,
÷òî ýòîò ïðîöåññ íå çàâèñèò îò òðàíñàêòèâèðóþùåé
ôóíêöèè ð53. Íàøè ýêñïåðèìåíòû ãîâîðÿò â ïîëüçó çàâè-
ñèìîñòè îòâåòà êëåòîê íà äåéñòâèå NaB îò ïëîòíîñòè. Ïî-
âåäåíèå êëåòîê â ðåäêîì ïîñåâå íå çàâèñèò îò íàëè÷èÿ
èëè îòñóòñòâèÿ àêòèâíîñòè ð53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà. Â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ êëåòêè íå ñïîñîáíû
ïðîëèôåðèðîâàòü â êëîíàëüíîì ïîñåâå ïîñëå äëèòåëüíîé
îáðàáîòêè NaB, îäíàêî â óñëîâèÿõ ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðî-
ñòà êóëüòóðû îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèå
ïðîëèôåðàöèè âîçìîæíû òîëüêî ïðè íàëè÷èè òðàíñàêòè-
âèðóþùåé ôóíêöèè ð53.

Àâòîðû ãëóáîêî ïðèçíàòåëüíû ïðîô. À. Ãóäêîâó
(Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, ÑØÀ) çà èäåþ ñî-
çäàíèÿ ëèíèè ERasGSE56 è Í. Ä. Òàðàðîâîé (Lerner Rese-
arch Institute, Clevland, ÑØÀ) çà ñåëåêöèþ ýòîé ëèíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-01537), ÀÔÃÈÐ-ÐÔÔÈ (RUB-2868-ST-07/07-04-
91154) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è
êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Çóáîâà Þ. Ã., Áûêîâà Ò. Â., Çóáîâà Ñ. Ã., Àáðàìîâà Ì. Â.,
Àêñåíîâ Í. Ä., Ïîñïåëîâ Â. À., Ïîñïåëîâà Ò. Â. 2005. Èíäóêöèÿ
ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äå-
àöåòèëàç áóòèðàòîì íàòðèÿ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû. Öèòîëîãèÿ. 47 (12) : 1055—1062.

Abramova M. V., Pospelova T. V., Nikulenkov F. P., Hollan-
der C. M., Fornace A. J., Jr., Pospelov V. A. 2006. G1/S arrest indu-
ced by histone deacetylase inhibitor sodium butyrate in E1A+
+Ras-transformed cells is mediated through down-regulation of

Äåéñòâèå èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç íà òðàíñôîðìàíòû 703



E2F activity and stabilization of b-catenin. J. Biol. Chem. 281:
21 040—21 051.

Aliouat-Denis C. M., Dendouga N., Van den Wyngaert I., Go-
ehlmann H., Steller U., van de Weyer I., Van Slycken N., Andries L.,
Kass S., Luyten W., Janicot M., Vialard J.E. 2005. p53-independent
regulation of p21Waf1/Cip1 expression and senescence by Chk2. Mol.
Cancer Res. 3 : 627—634.

Bartkova J., Rezaei N., Liontos M., Karakaidos P., Kletsas D.,
Issaeva N., Vassiliou L. V., Kolettas E., Niforou K., Zoumpour-
lis V. C. 2006. Oncogene-induced senescence is part of the tumori-
genesis barrier imposed by DNA damage checkpoints. Nature.
444 : 633—637.

Beauséjour C. M., Krtolica A., Galimi F., Narita M.,
Lowe S. W., Yaswen P., Campisi J. 2003. Reversal of human cellu-
lar senescence: roles of the p53 and p16 pathways. EMBO J. 22 :
4212—4222.

Blumenthal R. D. 2005. An overview of chemosensitivity tes-
ting. Meth. Mol. Med. 110 : 3—18.

Braithwaite A. W., Del Sal G., Lu X. 2006. Some p53-binding
proteins that can function as arbiters of life and death. Cell Death
Diff. 13 : 984—993.

Bulavin D. V., Tararova N. D., Aksenov N. D., Pospelov V. A.,
Pospelova T. V. 1999. Deregulation of p53/p21/Cip1/Waf1 path-
way contributes to polyploidy and apoptosis of E1A+cHa-ras trans-
formed cells after g-irradiation. Oncogene. 18 : 5611—5619.

Carlisi D., Vassallo B., Lauricella M., Emanuele S., D’An-
neo A., Di Leonardo E., Di Fazio P., Vento R., Tesoriere G. 2008.
Histone deacetylase inhibitors induce in human hepatoma HepG2
cells acetylation of p53 and histones in correlation with apoptotic
effects. Int. J. Oncol. 32 : 177—184.

Caron C., Boyault C., Khochbin S. 2005. Regulatory cross-talk
between lysine acetylation and ubiquitinilation: role in the control
of protein stability. Bioassay. 27 : 408—415.

Chang B. D., Watanabe K., Broude E. V., Fang J., Poole J. C.,
Kalinichenko T. V., Roninson I. B. 2000. Effects of p21Waf1/
Cip1/Sdi1 on cellular gene expression: implications for carcinoge-
nesis, senescence, and age-related diseases. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 97 : 4291—4296.

Chen X., Ko L. J., Jayaraman L., Prives C. 1996. P53 levels,
functional domains, and DNA damage determine the extent of the
apoptotic response of tumor cells. Genes Develop. 10 : 2438—
2451.

Coles A. H., Liang H., Zhu Z., Marfella C. G., Kang J., Imbal-
zano A. N., Jones S. N. 2007. Deletion of p37Ing1 in mice reveals
a p53-independent role for Ing1 in the suppression of cell proli-
feration, apoptosis, and tumorigenesis. Cancer Res. 67 : 2054—
2061.

Collado M., Blasco M. A., Serrano M. 2007. Cellular senescen-
ce in cancer and aging. Cell. 130 : 223—233.

Collado M., Gil J., Efeyan A., Guerra C., Schuhmacher A. J.,
Barradas M., Bengurßa A., Zaballos A., Flores J. M., Barbacid M.,
Beach D., Serrano M. 2005. Tumour biology: senescence in prema-
lignant tumours. Nature. 436 : 642.

Collado M., Serrano M. 2005. The senescent side of tumor
suppression. Cell Cycle. 4 : 1722—1724.

Collado M., Serrano M. 2006. The power and the promise of
oncogene-induced senescence markers. Nat. Rev. Cancer. 6 : 472—
476.

Condorelli F., Gnemmi I., Vallario A., Genazzani A. A., Cano-
nico P. L. 2008. Inhibitors of histone deacetylase (HDAC) restore
the p53 pathway in neuroblastoma cells. Br. J. Pharmacol. 153 :
657—668.

Di Micco R., Fumagalli M., Cicalese A., Piccinin S., Gaspa-
rini P., Luise C., Schurra C., Garre M., Nuciforo P. G., Bensi-
mon A. 2006. Oncogene-induced senescence is a DNA damage
response triggered by DNA hyper-replication. Nature. 444 : 638—
642.

Dimri G. P., Lee X., Basile G., Acosta M., Scott G., Roskel-
ley C., Medrano E. E., Linskens M., Rubelj I., Pereira-Smith O., Pea-
cocke M., Campisi J. 1995. A biomarker that identifies senescent
human cells in culture and in aging skin in vivo. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA. 92 : 9363—9367.

Grönroos E., Hellman U., Heldin C. H., Ericsson J. 2002.
Control of Smad7 stability by competition between acetylation and
ubiquitinilation. Mol. Cell. 10 : 438—493.

Ha L., Ichikawa T., Anver M., Dickins R., Lowe S., Sharp-
less N. E., Krimpenfort P., Depinho R. A., Bennett D. C., Sviders-
kaya E. V., Merlino G. 2007. ARF functions as a melanoma tumor
suppressor by inducing p53-independent senescence. Proc. Nat.
Acad. Sci. USA. 104 : 10 968—10 973.

Hamroun D., Kato S., Ishioka C., Claustres M., Béroud C., So-
ussi T. 2006. The UMD TP53 database and website: update and re-
visions. Hum. Mutat. 27 : 14—20.

Harms K., Nozell S., Chen X. 2004. The common and distinct
target genes of the p53 family transcription factors. Cell. Mol. Life
Sci. 61 : 822—842.

Johnstone R. W., Licht J. D. 2003. Histone deacetylase inhibi-
tors in cancer therapy: is transcription the primary target. Cancer
Cell. 4 : 13—18.

Lee B. Y., Han J. A., Im J. S., Morrone A., Johung K., Good-
win E. C., Kleijer W. J., DiMaio D., Hwang E. S. 2006. Senescen-
ce-associated beta-galactosidase is lysosomal beta-galactosidase.
Aging Cell. 5 : 187—195.

Lindemann R. K., Gabrielli B., Johnstone R. W. 2004. Histo-
ne-deacetylase inhibitors for the treatment of cancer. Cell Cycle. 3 :
779—788.

Luong Q. T., O’Kelly J., Braunstein G. D., Hershman J. M.,
Koeffler H. P. 2006. Antitumor activity of suberoylanilide hydroxa-
mic acid against thyroid cancer cell lines in vitro and in vivo. Clin.
Cancer Res. 12 : 5570—5577.

Marks P.A., Breslow R. 2007. Dimethyl sulfoxide to vorinos-
tat: development of this histone deacetylase inhibitor as an antican-
cer drug. Nat. Biotechnol. 25 : 84—90.

Martins C. P., Brown-Swigart L., Evan G. I. 2006. Modeling
the therapeutic efficacy of p53 restoration in tumors. Cell. 127 :
1323—1334.

Ossovskaya V. S., Mazo I. A., Chernov M. V., Chernova O. B.,
Strezoska Z., Kondratov R., Stark G. R., Chumakov P. M., Gud-
kov A. V. 1996. Use of genetic suppressor elements to dissect dis-
tinct biological effects of separate p53 domains. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA. 93 : 10 309—10 314.

Parrinello S., Samper E., Krtolica A., Goldstein J., Melov S.,
Campisi J. 2003. Oxygen sensitivity severely limits the replicative
lifespan of murine fibroblasts. Nat. Cell Biol. 5 : 741—747.

Petitjean A., Mathe E., Kato S., Ishioka C., Tavtigian S. V., Ha-
inaut P., Olivier M. 2007. Impact of mutant p53 functional properti-
es on TP53 mutation patterns and tumor phenotype: lessons from
recent developments in the IARC TP53 database. Hum. Mutat. 28 :
622—629.

Richon V. M., Sandhoff T. W., Rifkind R. A., Marks P. A. 2000.
Histone deacetylase inhibitor selectively induces p21Waf1 expres-
sion and gene-associated histone acetylation. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 97 : 10 014—10 019.

Roberson R. S., Kussick S. J., Vallieres E., Chen S. Y.,
Wu D. Y. 2005. Escape from therapy-induced accelerated cellular
senescence in p53-null lung cancer cells and in human lung cancers.
Cancer Res. 65 : 2795—2803.

Rodier F., Campisi J., Bhaumik D. 2007. Two faces of p53:
aging and tumor suppression. Nucl. Acids Res. 35 : 7475—7484.

Serrano M., Lin A. W., McCurrach M. E., Beach D.,
Lowe S. W. 1997. Oncogenic ras provokes premature cell senescen-
ce associated with accumulation of p53 and p16INK4a. Cell. 88 :
593—602.

Sherr C. J. 2001. The INK4a/ARF network in tumour suppres-
sion. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2 : 731—737.

Te Poele R. H., Okorokov A. L., Jardine L., Cummings J.,
Joel S. P. 2002. DNA damage is able to induce senescence in tumor
cells in vitro and in vivo. Cancer Res. 62 : 1876—1883.

Toledo F., Wahl G. M. 2006. Regulating the p53 pathway: in
vitro hypotheses, in vivo veritas. Nat. Rev. Cancer. 6 : 909—923.

Ventura A., Kirsch D. G., McLaughlin M. E., Tuveson D. A.,
Grimm J., Lintault L., Newman J., Reczek E. E., Weissleder R.,
Jacks T. 2007. Restoration of p53 function leads to tumour regressi-
on in vivo. Nature. 445 : 661—665.

704 Å. È. Áóêðååâà, Í. Ä. Àêñåíîâ è äð.



Xu W. S., Parmigiani R. B., Marks P. A. 2007. Histone deace-
tylase inhibitors: molecular mechanisms of action. Oncogene. 26 :
5541—5552.

Xue W., Zender L., Miething C., Dickins R. A., Hernando E.,
Krizhanovsky V., Cordon-Cardo C., Lowe S. W. 2007. Senescence
and tumour clearance is triggered by p53 restoration in murine liver
carcinomas. Nature. 445 : 656—660.

Zhang H. 2007. Molecular signaling and genetic pathways of
senescence: its role in tumorigenesis and aging. J. Cell Physiol.
210 : 567—574.

Zhou J., Ahn J., Wilson S. H., Prives C. 2001. A role for p53 in
base excision repair. EMBO J. 20 : 914—923.

Ïîñòóïèëà 18 III 2009
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Induction of cellular senescence by various antitumour agents is a promising strategy of cancer treatment.
We assessed the ability of sodium butyrate (NaB), a histone deacetylase inhibitor (HDACi), to reactivate the cel-
lular senescence program in either E1A + cHa-Ras-transformed rat embryo fibroblasts with wild-type p53
(ERasWT) and in the isogenic cell line where p53 was inactivated due to expression of the potent genetic sup-
pressor element GSE56 (ERasGSE56). NaB treatment increased p53 transcriptional activity and induced an irre-
versible G1/S cell cycle arrest in ERasWT, but not in ERasGSE56 cells. By the transient transfections method using
reporter luciferase (p53-LUC) constructions, it was shown that p53-LUC activity as a marker of p53 transactiva-
tion function did not increase after X-rays exposure of transformants ERasGSE56. p53 activity in transformants
ERasWT increased both after irradiation or upon NaB treatment. Interestingly, the expression of senescence-as-
sociated â-galactosidase (SA-â-Gal), widely used as a marker of senescence, as well as loss of clonogenic abili-
ty, were observed in both cell lines following NaB treatment. Thus, our results suggest that induction of p53
transcription activity could be the key determinant of HDACi-induced cell cycle arrest and senescence in trans-
formed cells and provide an additional evidence of SA-â-Gal invalidity as a sufficient senescence marker.

K e y w o r d s: oncogenes, E1A and cHa-ras, transformation, p53 transcriptional factor, cell senescence, his-
tone deacetylase inhibitor, sodium butyrate.
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