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Ïðîâåäåíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà âëèÿíèÿ äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðà-
öèþ, ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, êîíöåíòðàöèþ ãëóòàòèîíà, ýêñïðåññèþ ðèáîíóê-
ëåîòèäðåäóêòàçû è àêòèâíîñòü Yap1-çàâèñèìûõ ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ïóòåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ýóêàðè-
îòè÷åñêîé êëåòî÷íîé ìîäåëè Saccharomyces cerevisiae. Âûÿñíåíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà ïðîèñ-
õîäèò çàäåðæêà êëåòî÷íîãî öèêëà â G1-ôàçå, ñíèæàåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ GSH, óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
GSSG, çàâèñèìî îò êîíöåíòðàöèè âîçðàñòàþò ýêñïðåññèÿ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû è àêòèâíîñòü
Yap1-ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Äîêñîðóáèöèí ïðèâîäèò ê çàäåðæêå êëåòî÷íîãî öèêëà â G1- è S-ôàçàõ, âûçûâà-
åò óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè GSH è GSSG, óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû è èçìåíÿ-
åò àêòèâíîñòü Yap-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîêñîðóáèöèí, ìåíàäèîí, êëåòî÷íûé öèêë, ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçà, Yap1.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: GSH — ãëóòàòèîí âîññòàíîâëåííûé, GSSG — ãëóòàòèîí îêèñëåííûé,
LacZ — ãåí b-ãàëàêòîçèäàçû, RNR3 — ãåí ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû III, Yap1 — ôàêòîð òðàíñêðèïöèè,
YRE — ðåñïîíñèâíûé ýëåìåíò ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Yap1.
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Äîêñîðóáèöèí è ìåíàäèîí âûçûâàþò çàäåðæêó êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè

Äîêñîðóáèöèí è ìåíàäèîí îòíîñÿòñÿ ê õèíîíàì. Îíè
ëåãêî ïðîíèêàþò ÷åðåç êëåòî÷íûå ìåìáðàíû è ìîãóò äîë-
ãî óäåðæèâàòüñÿ âíóòðè êëåòêè. Èõ âëèÿíèå íà êëåòêó çà-
êëþ÷àåòñÿ â ñïîñîáíîñòè âûçûâàòü îêñèäàòèâíûé ñòðåññ
÷åðåç âëèÿíèå íà âíóòðèêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíî-âîññòà-
íîâèòåëüíûé ïîòåíöèàë è îáðàçîâûâàòü ìîëåêóëÿðíûå è
êîâàëåíòíûå ñîåäèíåíèÿ ñ èîíàìè ìåòàëëîâ, áåëêàìè è
ÄÍÊ. Îñíîâíûì ìåõàíèçìîì, ïðèâîäÿùèì ê âîçíèêíîâå-
íèþ îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà, ÿâëÿþòñÿ ðåäîêñ-öèêëè÷å-
ñêèå ðåàêöèè ïðåâðàùåíèÿ õèíîíà â ñåìèõèíîí, ÷òî âåäåò
ê îáðàçîâàíèþ àêòèâíûõ ïðîèçâîäíûõ êèñëîðîäà, òàêèõ
êàê ñóïåðîêñèä-àíèîí-ðàäèêàë, ïåðîêñèä âîäîðîäà è ãèä-
ðîêñèëüíûé ðàäèêàë (Shackelford et al., 2000; Minotti et al.,
2004). Ýòè ìîëåêóëû â ñâîþ î÷åðåäü ìîãóò áûòü îòâåòñò-
âåííû çà ñâîáîäíîðàäèêàëüíîå ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è çà-
ìåäëåíèå êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè (Schafer, Buettner,
2001; Dröge, 2002; Shapira åt al., 2004). Ïîìèìî ðå-
äîêñ-öèêëè÷åñêèõ ðåàêöèé õèíîíû ìîãóò îáðàçîâûâàòü
êîâàëåíòíûå ñîåäèíåíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷íû-
ìè ìîëåêóëàìè, îñîáåííî ýòî êàñàåòñÿ äîêñîðóáèöèíà.
Òàê, äîêñîðóáèöèí ìîæåò èíãèáèðîâàòü ÄÍÊ-òîïîèçîìå-
ðàçó è ðÿä ôåðìåíòîâ ãîìåîñòàçà æåëåçà. Èíãèáèðîâàíèå
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû ñàìî ïî ñåáå ìîæåò ñëóæèòü ïðè÷è-
íîé çàäåðæêè ïðîëèôåðàöèè (Minotti et al., 2004). Âìåñòå
ñ òåì ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü ìåíàäèîíà âëèÿòü
íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ òîëüêî ÷åðåç èíäóêöèþ îê-
ñèäàòèâíîãî ñòðåññà (Yamamoto et al., 2007).

Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíèçìû âëèÿíèÿ íà êëåòî÷íóþ
ïðîëèôåðàöèþ äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà âêëþ÷àþò
èíèöèàöèþ îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà è èíãèáèðîâàíèå êëþ-
÷åâûõ ôåðìåíòíûõ ñèñòåì. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìå-

õàíèçìû çàäåðæêè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè áóäóò
ïîõîæè ó äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà òîëüêî â ñëó÷àå âå-
äóùåé ðîëè îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà â ýòèõ ïðîöåññàõ.

Îäíèì èç îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè ÿâëÿåòñÿ êîíòðîëü ñèíòåçà äåçîêñèðèáî-
íóêëåîòèäîâ. Êëþ÷åâûì ôåðìåíòîì ýòîãî àíàáîëè÷åñêî-
ãî ïóòè ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíò S-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà — ðè-
áîíóêëåîòèäðåäóêòàçà, êîòîðàÿ âîññòàíàâëèâàåò ðèáîçó
äî äåçîêñèðèáîçû (Hashemy et al., 2006). Â êà÷åñòâå äîíî-
ðà âîäîðîäà ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçà èñïîëüçóåò òèîðå-
äîêñèí, êîòîðûé â ýòîé ðåàêöèè îêèñëÿåòñÿ è ïîòîì âîñ-
ñòàíàâëèâàåòñÿ ôåðìåíòîì òèîðåäîêñèíðåäóêòàçîé, èñïî-
ëüçóþùåé â êà÷åñòâå äîíîðîâ âîäîðîäà ÍÀÄÔÍ2.
Ìóòàíòíûå øòàììû, íåäîñòàòî÷íûå ïî ãåíàì TRX1 è
TRX2, ïëîõî ðàñòóò è õàðàêòåðèçóþòñÿ ïðîëîíãèðîâàííîé
S-ôàçîé. Òàêîé ýôôåêò ñâÿçàí ñ çàäåðæêîé â îáðàçîâàíèè
äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ è íåâîçìîæíîñòüþ ñèíòåçà ÄÍÊ
(Koc et al., 2006). Ãåíû òèîðåäîêñèíà íàõîäÿòñÿ ïîä êîíò-
ðîëåì ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíîãî ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè
Yap1 è îáû÷íî àêòèâèðóþòñÿ â îòâåò íà âîçíèêíîâåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà ( Delaunay et al.,
2002; Moye-Rowley, 2003; Êàëèíèíà è äð., 2007).

Èçó÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ ðÿäîì òðóäíîñòåé, ñâÿçàííûõ ñ íà-
ëè÷èåì øèðîêîìàñøòàáíîé ìåæêëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè,
êîòîðàÿ îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà òå÷åíèå âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Â ýòîé ñâÿçè óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ
èçó÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ÿâëÿ-
þòñÿ îäíîêëåòî÷íûå ýóêàðèîòè÷åñêîå îðãàíèçìû — Sac-
charomyces cerevisiae. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ìíîãèå âíóò-
ðèêëåòî÷íûå ìåòàáîëè÷åñêèå, ãåíåòè÷åñêèå è ñèãíàëüíûå
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ìåõàíèçìû â îáùèõ ÷åðòàõ ñõîæè ó áîëüøèíñòâà ýóêàðè-
îòè÷åñêèõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ âèäîâ. Êðîìå ýòîãî, äðîææè
óæå óñïåøíî èñïîëüçîâàëèñü äëÿ èçó÷åíèÿ òîêñè÷åñêèõ
ýôôåêòîâ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, â òîì ÷èñëå è àíòðàöèê-
ëèíîâûõ àíòèáèîòèêîâ (Buschini et al., 2003).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ìåõà-
íèçìîâ çàäåðæêè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïîä âëèÿíèåì
äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà. Ìû îöåíèëè âëèÿíèå ýòèõ
âåùåñòâ íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ, ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, êîíöåíòðàöèþ îêèñ-
ëåííîãî è âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, ýêñïðåññèþ ðè-
áîíóêëåîòèäðåäóêòàçû è àêòèâíîñòü Yap1-çàâèñèìûõ ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ïóòåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ýóêàðèîòè-
÷åñêîé êëåòî÷íîé ìîäåëè íà îñíîâå S. cerevisiae.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàëè øòàìì YPH499 (METa, ura3-52,
lys2-801, ade2-101, trp1-D63, his3-D200 è leu2-D1). Ïëàç-
ìèäà pZZ2 (YCp, URA3 è RNR3-LacZ), ñîäåðæàùàÿ ïðî-
ìîòîð ãåíà RNR3, ñöåïëåííûé ñ ãåíîì b-ãàëàêòîçèäàçû,
ïîëó÷åíà îò ä-ðà Ñ. Ýëåäæà (Öåíòð ãåíîìèêè è ïðîòåîìè-
êè, Ãàðâàðäñêàÿ øêîëà ìåäèöèíû, Áîñòîí, ÑØÀ) (Elledge,
Davis, 1990). Ïëàçìèäà pCLZ-314 (TRP1 è YRE-LacZ), ñî-
äåðæàùàÿ Yap1-ðåñïîíñèâíûé ýëåìåíò (YRE) ãåíà òèîðå-
äîêñèíà, ñöåïëåííûé ñ ãåíîì b-ãàëàêòîçèäàçû, ïîëó÷åíà
îò ä-ðà Â. Ñêîòòà Ìîó-Ðîéëè (êàôåäðà ôèçèîëîãèè è áèî-
ôèçèêè, Óíèâåðñèòåò Àéîâû, ÑØÀ) (Colleman et al., 1999).

Èíêóáàöèþ êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè
äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 24 ÷
ïðè 25 °Ñ â ìèíèìàëüíîé ñèíòåòè÷åñêîé ñðåäå áåç óðàöè-
ëà. Ïðîâîäèëè ìèíèìóì 5 îïûòîâ ñ îäíîé è òîé æå êîí-
öåíòðàöèåé âåùåñòâà. Èíêóáàöèþ îñóùåñòâëÿëè íà êà-
÷àëêå (250 îá/ìèí) â êðóãëîäîííûõ êîëáàõ îáúåìîì
250 ìë, îáúåì ñðåäû — 30 ìë. Íà÷àëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ
êëåòîê âî âñåõ îïûòàõ áûëà îäèíàêîâîé è ñîñòàâëÿëà
OD600 = 0.15. Ñòåïåíü êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè îöåíèâà-
ëè ïîñðåäñòâîì èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòîê
ïðè 600 íì (OD600).

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû ïðîâîäèëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì 2-íèòðîôåíèë-b-D-ãàëàêòîïèðàíîçèäà
(ONPG) â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà (Elledge, Davis, 1990). Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà
(GSH) èñïîëüçîâàëè 5R.5R-äèòèîáèc-2-íèòðîáåíçîéíóþ
êèñëîòó (ÄÍÒÁ). Îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) âíà÷àëå
âîññòàíàâëèâàëè ãëóòàòèîíðåäóêòàçîé äî GSH, à çàòåì
îïðåäåëÿëè â ðåàêöèè ñ ÄÍÒÁ. Êîíöåíòðàöèþ GSSG
îïðåäåëÿëè ïî ðàçíèöå ìåæäó ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèåé
GSH è GSSG è êîíöåíòðàöèåé GSH. Êîëè÷åñòâî GSH è
GSSG âûðàæàëè â ìêÌ íà 107 êëåòîê (Aytac et al., 2001).

Ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà ïîäñ÷èòûâàëè â ïîëå çðåíèÿ
ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà. Ê G1-ôàçå îòíîñèëè îäèíî÷íûå
êëåòêè; ê S-ôàçå îòíîñèëè êëåòêè â ôàçå ïî÷êîâàíèÿ, â
ñëó÷àå åñëè îáúåì äî÷åðíåé êëåòè áûë íå áîëåå 50 % îò
îáúåìà ìàòåðèíñêîé êëåòêè; ê ôàçå G2/M0 îòíîñèëè êëåò-
êè, ó êîòîðûõ îáúåì äî÷åðíåé êëåòêè ñîñòàâëÿë áîëåå
50 % îáúåìà ìàòåðèíñêîé êëåòêè (Alic et al., 2001). Ðå-
çóëüòàòû îáðàáîòàíû ñòàòèñòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà äëÿ ïàðíûõ ïåðåìåííûõ. Ïîêàçàòå-
ëè ïðåäñòàâëåíû êàê Ì ± SD. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè
ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05.

Èñïîëüçîâàííûå ðåàêòèâû: ãëóòàòèîíðåäóêòàçà, 5R.5R-
äèòèîáèñ-2-íèòðîáåíçîéíàÿ êèñëîòà, 2-íèòðîôåíèë-b-
D-ãàëàêòîïèðàíîçèä (Sigma-Aldrich, ÑØÀ); äîêñîðóáè-
öèí ãèäðîõëîðèä (ÒÅÂÀ Ôàðìàöåâòè÷åñêèå ïðåäïðèÿ-
òèÿ Ëòä., Èçðàèëü); ìåíàäèîí (ICN Biomedicals Inc.).

Ðåçóëüòàòû

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äîêñîðóáèöèí è ìåíàäèîí
âûçûâàëè çàâèñèìîå îò äîçû ñíèæåíèå òåìïîâ êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè. Èç äàííûõ òàáëèöû âèäíî, ÷òî àíòèïðî-
ëèôåðåòèâíûé ýôôåêò ìåíàäèîíà ïðè ñîïîñòàâèìûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ áûë íåìíîãî âûøå, ÷åì ó äîêñîðóáèöèíà. Îä-
íàêî ýòè äâà âåùåñòâà ïî-ðàçíîìó âëèÿëè íà êëåòî÷íûé
öèêë. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíî ðàçäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì
êëåòî÷íîãî öèêëà â íîðìå è â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ äîêñî-
ðóáèöèíà èëè 50 ìêÌ ìåíàäèîíà. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, â
ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà êîëè÷åñòâî êëåòîê â G1-ôàçå
áûëî äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå; êîëè÷åñòâî êëå-
òîê â S- è G2/M0-ôàçàõ áûëî ñîïîñòàâèìî ñ êîíòðîëåì.
Â ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà íàáëþäàëè äîñòîâåðíîå
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â G1- è S-ôà-
çàõ, è ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â
G2/M0-ôàçå â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì.

Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, äîêñîðóáèöèí âûçûâàë ðîñò êîí-
öåíòðàöèè GSH íà 25—45 %. Îäíîâðåìåííî ñ ðîñòîì
êîíöåíòðàöèè GSH îòìå÷àëè ðîñò êîíöåíòðàöèè GSSG íà
80—280 %. Ïðè êîíöåíòðàöèè äîêñîðóáèöèíà 30 ìêÌ è
áîëåå êîëè÷åñòâî îáùåãî ãëóòàòèîíà (GSH è GSSG) íå
èçìåíÿëîñü (ðèñ. 2). Ìåíàäèîí ïðèâîäèë ê ñíèæåíèþ
êîíöåíòðàöèè GSH â ñðåäíåì íà 15 %. Ïðèñóòñòâèå ìåíà-
äèîíà â ðîñòîâîé ñðåäå ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ GSSG íà 15—40 %. Òàêèì îáðà-
çîì, äîêñîðóáèöèí âûçûâàë óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî ñîäåðæàíèÿ GSH è GSSG, òîãäà êàê ìåíàäèîí
ïðèâîäèë ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè GSH è óâåëè÷åíèþ
âíóòðèêëåòî÷íîãî êîëè÷åñòâà GSSG.

Âëèÿíèå äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà íà ýêñïðåññèþ
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íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ

Àãåíò
Ïðîëèôåðàöèÿ (â %) ïðè ðàçíîé êîíöåíòðàöèè àãåíòà, ìêÌ

0 (êîíòðîëü) 10 20 30 40 50

Äîêñîðóáèöèí 100.0 ± 0.73 98.16 ± 1.27à 95.16 ± 2.29á 89.67 ± 1.53â 88.54 ± 1.53â 87.44 ± 2.44â

Ìåíàäèîí 100.0 ± 0.54 98.11 ± 2.84 96.01 ± 2.33á 89.63 ± 2.39â 85.06 ± 1.19â 82.86 ± 0.61â

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðîëèôåðàöèþ îöåíèâàëè ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ïóòåì èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ïðè 600 íì. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü áåç äîáàâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ ïðèíèìàëè ðàâíîé 100 %. àP < 0.05, áP < 0.01,
âP < 0.001 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.



ñèãíàëüíûõ ìåõàíèçìîâ ìû îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåïîðòåðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé RNR3-LàcZ
è YRE-LacZ. Â ýòèõ êîíñòðóêöèÿõ ïðîìîòîð ãåíà áîëü-
øîé ñóáúåäèíèöû ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû-3 (RNR3) è
Yap1-ðåñïîíñèâíûé ýëåìåíò ãåíà òèîðåäîêñèíà (YRE)
ñöåïëåíû ñ ôåðìåíòîì b-ãàëàêòîçèäàçîé, ÷òî äàåò âîç-
ìîæíîñòü ïî âåëè÷èíå àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû ñó-
äèòü îá ýêñïðåññèè ãåíîâ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû-3 è
àêòèâíîñòè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè Yap è, ñëåäîâàòåëüíî,
êîñâåííî — îá ýêñïðåññèè ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ Yap1-ðåñ-
ïîíñèâíûé ýëåìåíò (Elledge, Davis, 1990; Colleman et al.,
1999; Buschini et al., 2003).

Íà ðèñ. 3 ãðàôè÷åñêè ïðåäñòàâëåíî èçìåíåíèå ýêñï-
ðåññèè ðåïîðòåðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé RNR3-

LàcZ è YRE-LacZ â ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà è äîêñîðóáèöè-
íà. Â îòâåò íà óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýòèõ âåùåñòâ â
ðîñòîâîé ñðåäå íàáëþäàëè äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå ýêñï-
ðåññèè RNR3-LacZ è YRE-LacZ ïðè âñåõ èçó÷åííûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè
b-ãàëàêòîçèäàçû (ðèñ. 3). Ýêñïðåññèÿ RNR3-LacZ çàâèñåëà
îò êîíöåíòðàöèè îáîèõ âåùåñòâ è óâåëè÷èâàëàñü ñ ðîñòîì
èõ êîíöåíòðàöèè â ñðåäå. Õàðàêòåð ýêñïðåññèè YRE-LacZ
ðàçëè÷àëñÿ äëÿ äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà. Òàê, â ïðèñóò-
ñòâèè äîêñîðóáèöèíà ýêñïðåññèÿ YRE-LacZ ñëàáî çàâèñåëà
îò åãî êîíöåíòðàöèè; íàèáîëüøóþ àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçè-
äàçû è ñîîòâåòñòâåííî íàèáîëüøóþ ýêñïðåññèþ YRE-LacZ
íàáëþäàëè ïðè êîíöåíòðàöèè äîêñîðóáèöèíà â ðîñòîâîé
ñðåäå, ðàâíîé 20 ìêÌ, â äàëüíåéøåì ïðè óâåëè÷åíèè êîí-
öåíòðàöèè äîêñîðóáèöèíà àêòèâíîñòü ýòîé ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèè ñíèæàëàñü. Â ñëó÷àå ìåíàäèîíà âåëè÷èíà
ýêñïðåññèè YRE-LacZ âîçðàñòàëà è çàâèñåëà îò êîíöåíòðà-
öèè ýòîãî âåùåñòâà â ðîñòîâîé ñðåäå. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3,
â ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà íå íàáëþäàëè ñèíõðîííûõ
èçìåíåíèé ýêñïðåññèè RNR3-LacZ è YRE-LacZ, òîãäà êàê â
ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà àêòèâíîñòü ðåïîðòåðíûõ ãåíåòè÷å-
ñêèõ êîíñòðóêöèé RNR3-LacZ è YRE-LacZ èçìåíÿëàñü ñèí-
õðîííî è óâåëè÷èâàëàñü ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèè.

Îáñóæäåíèå

Â íàøåé ðàáîòå ìû ñðàâíèëè âëèÿíèå äîêñîðóáèöèíà
è ìåíàäèîíà íà ìåõàíèçìû êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè.
Äîêñîðóáèöèí è ìåíàäèîí âûçûâàþò ñíèæåíèå òåìïîâ
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè â îäèíàêîâîé ñòåïåíè (cì. òàá-
ëèöó), íî ïî-ðàçíîìó âëèÿþò íà êëåòî÷íûé öèêë (ðèñ. 1).
Ìåíàäèîí ïðèâîäèò ê ïðîëîíãàöèè G1-ôàçû êëåòî÷íîãî
öèêëà (ðèñ. 1), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ðàáîò äðóãèõ
àâòîðîâ (Shapira et al., 2004). Äîêñîðóáèöèí âûçûâàåò óâå-
ëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â G1- è S-ôàçàõ.
Ðàçëè÷èå ìåæäó äîêñîðóáèöèíîì è ìåíàäèîíîì çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî äîêñîðóáèöèí äîïîëíèòåëüíî ïðèâîäèò
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå äîêñîðóáèöèíà (Äîê) è ìåíàäèîíà (Ìåí) â êîí-
öåíòðàöèè 50 ìêÌ íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷-

íîãî öèêëà.

Ê — êîíòðîëü; * — P < 0.05, ** P < 0.01 (â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïîé); # P < 0.05 (â ñðàâíåíèè ñ ãðóïïîé ìåíàäèîí).

Ðèñ. 2. Ñîäåðæàíèå GSH (1, 2) è GSSG (3, 4) â êëåòêàõ Saccha-
romyces cerevisiae, èíêóáèðîâàííûõ â ñðåäå ñ ðàçíîé êîíöåíò-

ðàöèåé äîêñîðóáèöèíà (1, 3) è ìåíàäèîíà (2, 4).

* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

Ðèñ. 3. Âåëè÷èíà ýêñïðåññèè ðåïîðòåðíûõ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñò-
ðóêöèé RNR3-LacZ (1, 2) è YRE-LacZ (3, 4), âûðàæåííûõ ÷åðåç
àêòèâíîñòü â-ãàëàêòîçèäàçû, â êëåòêàõ Saccharomyces cerevi-
siae, èíêóáèðîâàííûõ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé äîêñîðóáèöèí (1, 3)

èëè ìåíàäèîí (2, 4) â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Àêòèâíîñòü â-ãàëàêòîçèäàçû âûðàæåíà â ìêÌ 2-íèòðîôåíèëà, îáðàçî-
âàâøåãîñÿ çà 1 ìèí â 1 ìë ñðåäû, ñîäåðæàùåé 107 êëåòîê. ** P < 0.01,

*** P < 0.001 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.



ê ïðîëîíãàöèè êëåòî÷íîãî öèêëà â S-ôàçå. Â áîëüøèíñò-
âå ðàáîò îòìå÷àþò, ÷òî äîêñîðóáèöèí âûçûâàåò ïðî-
ëîíãàöèþ G2-ôàçû, è ñâÿçûâàþò ýòî ñ èíãèáèðîâàíèåì
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II (Hutter et al., 1997; Aytac et al.,
2001; Minotti et al., 2004). Â ëèòåðàòóðå òàêæå ïîÿâëÿëèñü
äàííûå î òîì, ÷òî äîêñîðóáèöèí ìîæåò âûçûâàòü çàäåðæ-
êó êàê â G1-, òàê è â G2-ôàçàõ (Hutter et al., 1997).

Òàêîå ðàñõîæäåíèå ñ íàøèìè äàííûìè ìû ñâÿçûâàåì,
âî-ïåðâûõ, ñ òåì, ÷òî çàäåðæêà â G2-ôàçå áûëà îáíàðóæå-
íà â ðàêîâûõ êëåòêàõ, òîãäà êàê íàøà ìîäåëü áëèæå ê íîð-
ìàëüíîìó êëåòî÷íîìó öèêëó ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê; à
âî-âòîðûõ, ñ òåì, ÷òî ýêñïåðèìåíòû âûïîëíÿëè íà ñèí-
õðîíèçèðîâàííûõ êëåòêàõ â S-ôàçå (Ling et al., 1996).
Ê ýòîìó ìîæíî äîáàâèòü, ÷òî â áîëüøèíñòâå ðàáîò îöåíè-
âàåòñÿ ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ äîêñîðóáèöèíîì, ìàêñèìóì êî-
òîðîãî ïðèõîäèòñÿ íà G2-ôàçó (Potter et al., 2002; Minotti et
al., 2004), íî õîòÿ ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è çàäåðæêà ïðîëèôå-
ðàöèè è ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé, îíè íå ÿâëÿþò-
ñÿ èäåíòè÷íûìè ìåõàíèçìàìè.

Â ëèòåðàòóðå èíòåíñèâíî îáñóæäàåòñÿ âçàèìîñâÿçü
âíóòðèêëåòî÷íîãî îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî ïî-
òåíöèàëà ñ äëèòåëüíîñòüþ ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà (Hutter et
al., 1997; Menon et al., 2003). Îñíîâíîé âêëàä â ôîðìèðî-
âàíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëü-
íîãî ïîòåíöèàëà äåëàåò ïàðà GSH/GSSG (Schafer, Buet-
tner, 2001). Ìû âûÿâèëè ðàçëè÷èå ìåæäó ìåíàäèîíîì è
äîêñîðóáèöèíîì â èõ ñïîñîáíîñòè âëèÿòü íà âíóòðèêëå-
òî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ GSH è GSSG (ðèñ. 2). Ìåíàäèîí
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ êîíöåíòðàöèè GSH è íåçíà÷èòåëü-
íîìó óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè GSSG, òîãäà êàê äîêñî-
ðóáèöèí âûçûâàåò óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè êàê GSH,
òàê è GSSG. Ñàì ôàêò óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè GSH è
GSSG â ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà òðåáóåò áîëåå äå-
òàëüíîãî èçó÷åíèÿ (Ñàåíêî, Øóòîâ, 2007).

Ìåíàäèîí âûçûâàåò ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè GSH è
íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè GSSG, ÷òî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè (Mutoh et al.,
2005). Íåçíà÷èòåëüíûé ðîñò êîíöåíòðàöèè GSSG è ñíè-
æåíèå êîëè÷åñòâà GSH â ñëó÷àå ìåíàäèîíà ìîæíî îáúÿñ-
íèòü îñîáåííîñòÿìè ìåòàáîëèçìà ýòîãî ñîåäèíåíèÿ (Go-
toh et al., 2002; Mauzeroll, Bard, 2004).

Íîðìàëüíîå òå÷åíèå êëåòî÷íîãî öèêëà ñâÿçàíî ñ äî-
ñòóïíîñòüþ äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ; ýòîò ïðîöåññ, â ÷à-
ñòíîñòè, íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ðèáîíóêëåîòèäðåäóê-
òàçû è òèîðåäîêñèíà (Hashemy et al., 2006). Â ñâîþ î÷å-
ðåäü òèîðåäîêñèí è ñâÿçàííûå ñ íèì ìåòàáîëè÷åñêèå
ïóòè ó S. cerevisiae íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðîëåì ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè Yap-1 (Colleman et al., 1999; Delaunay et al.,
2002; Moye-Rowley, 2003). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äîêñî-
ðóáèöèí è ìåíàäèîí îäèíàêîâî âëèÿëè íà ýêñïðåññèþ ðå-
ïîðòåðíîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè RNR3-LacZ, ïî êî-
òîðîé ìû ìîãëè ñóäèòü îá ýêñïðåññèè ðèáîíóêëåîòèäðå-
äóêòàçû (ðèñ. 3). Îäíàêî ïðè÷èíû óâåëè÷åíèÿ ýêñïðåññèè
RNR3-LacZ â ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà è äîêñîðóáèöèíà,
ïî íàøåìó ìíåíèþ, ðàçëè÷íû. Â ñëó÷àå ìåíàäèîíà ýòî
ñâÿçàíî ñ ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ ñâîáîäíîðàäèêàëüíûìè ìî-
ëåêóëàìè (Elledge, Davis, 1990); â ïîëüçó ýòîãî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò ôàêò íàêîïëåíèÿ GSSG è ñíèæåíèå GSH, ÷òî ãîâî-
ðèò î âîçíèêíîâåíèè îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà.

Òàêîå îáúÿñíåíèå ÷àñòè÷íî ìîæåò áûòü ñïðàâåäëèâî
è äëÿ äîêñîðóáèöèíà. Íî ìîæåò ñóùåñòâîâàòü è äðóãîå
îáúÿñíåíèå. Â ñîñòàâ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû ïîìèìî
áîëüøîé ñóáúåäèíèöû, êîäèðóåìîé ãåíàìè RNR1 è RNR3,
âõîäèò òàêæå è ìàëàÿ ñóáúåäèíèöà (Stubbe et al., 2001),
êîòîðàÿ ñîäåðæèò êîôàêòîð, ñîñòîÿùèé èç òèðîçèëüíîãî

ðàäèêàëà, ñöåïëåííîãî ñ äâóìÿ àòîìàìè æåëåçà. Èçâåñò-
íî, ÷òî äîêñîðóáèöèí îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå
íà âíóòðèêëåòî÷íûé ìåòàáîëèçì æåëåçà (Kotamraju et al.,
2002), ÷òî ìîæåò ïîñëóæèòü ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû ÷åðåç âëèÿíèå íà
àêòèâíîñòü åå ìàëîé ñóáúåäèíèöû. Ïðîëîíãèðîâàíèå
S-ôàçû â ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà ìîæåò êîñâåííî
ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ, ïî-
ñêîëüêó èìåííî äèñðåãóëÿöèÿ ñèíòåçà äåçîêñèðèáîíóêëå-
îòèäîâ ìîæåò áûòü îäíîé èç ïðè÷èí òàêîé çàäåðæêè
(Chabes, Thelander, 2000; Koc et al., 2006).

Àêòèâíîñòü êîíñòðóêöèè YRE-LacZ ðàçëè÷àëàñü â
ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà è ìåíàäèîíà. Â ïðèñóòñòâèè
ìåíàäèîíà ýêñïðåññèÿ YRE-LacZ óâåëè÷èâàëàñü ïðîïîð-
öèîíàëüíî óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè ýòîãî âåùåñòâà â
ðîñòîâîé ñðåäå, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ ðàáîò, â
êîòîðûõ òàêæå îòìå÷àëàñü àêòèâàöèÿ êàê òèîðåäîêñèíà,
òàê è ôàêòîðà Yap-1 â ïðèñóòñòâèè ìåíàäèîíà (Yamamoto
et al., 2007). Îòñóòñòâèå êîððåëÿöèè ìåæäó àêòèâíîñòüþ
YRE-LacZ è êîíöåíòðàöèåé GSSG, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî ìåíàäèîí âûâîäèòñÿ èç êëåòêè â êà÷åñòâå êîíúþãàòà ñ
ãëóòàòèîíîì (Mauzeroll, Bard, 2004), ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà
óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè YRE-LacZ, êîíöåíòðàöèÿ GSH ïà-
äàåò, à GSSG ñëàáî âîçðàñòàåò èëè íå èçìåíÿåòñÿ.

Â ïðèñóòñòâèè äîêñîðóáèöèíà ýêñïðåññèÿ YRE-LacZ
âíà÷àëå âîçðàñòàåò, à çàòåì íà÷èíàåò ñíèæàòüñÿ (ðèñ. 3).
Òàêàÿ ïèêîâàÿ àêòèâíîñòü ôàêòîðà Yap-1 â ïðèñóòñòâèè
äîêñîðóáèöèíà, ïî íàøåìó ìíåíèþ, ñâÿçàíà ñ óâåëè÷åíè-
åì êîíöåíòðàöèè GSH. Ôàêòîð Yap-1 îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå
ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè (Izawa et
al., 1999; Dröge, 2002). Äîêñîðóáèöèí, ñ îäíîé ñòîðîíû,
ó÷àñòâóÿ â ðåäîêñ-öèêëè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ, âûçûâàåò îáðà-
çîâàíèå ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ è òåì ñàìûì àêòèâèðóåò
Yap-1 (Hutter et al., 1997; Êàëèíèíà è äð., 2006). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïî ïîêà íå âïîëíå ïîíÿòíûì ïðè÷èíàì äîêñîðó-
áèöèí óâåëè÷èâàåò êîíöåíòðàöèþ GSH, ÷òî ïðèâîäèò ê
óâåëè÷åíèþ ðåäîêñ-ïîòåíöèàëà (Schafer, Buettner, 2001) è
èíàêòèâàöèè ôàêòîðà Yap-1.

Òàêèì îáðàçîì, äîêñîðóáèöèí è ìåíàäèîí ñíèæàþò
òåìïû êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìà-
ìè. Ìåíàäèîí ïóòåì ó÷àñòèÿ â ðåäîêñ-öèêëè÷åñêèõ ðåàê-
öèÿõ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîðàäèêàëü-
íûõ ìîëåêóë è èíäóêöèþ îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà, ÷òî ïðî-
ÿâëÿåòñÿ â ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè GSH. Îêñèäàòèâíûé
ñòðåññ âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, óâåëè÷èâàåò ýêñïðåñ-
ñèþ ðèáîíóêëåîòèäðåäóêòàçû è Yap1-çàâèñèìûõ ãåíîâ. Íå-
äîñòàòîê GSH è îòâëå÷åíèå ýíåðãåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ êëåòêè
íà áîðüáó ñ îêñèäàòèâíûì ñòðåññîì è äåòîêñèêàöèþ ìåíà-
äèîíà â èòîãå âûçûâàþò çàäåðæêó êëåòî÷íîãî öèêëà â
G1-ôàçå. Âëèÿíèå äîêñîðóáèöèíà íà êëåòî÷íûé öèêë ïîõî-
æå, íî âìåñòå ñ ýòèì ñóùåñòâóþò è ïðèíöèïèàëüíûå ðàçëè-
÷èÿ. Ïîäîáíî ìåíàäèîíó äîêñîðóáèöèí èíäóöèðóåò îêñèäà-
òèâíûé ñòðåññ, è ýòî âûçûâàåò ïðîëîíãàöèþ G1-ôàçû. Íî
âìåñòå ñ ýòèì äîêñîðóáèöèí ïî íåïîíÿòíûì ïîêà ïðè÷èíàì
âûçûâàåò ðîñò êîíöåíòðàöèè GSH â êëåòêàõ S. cerevisiae,
÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ äèñðåãóëÿöèåé ìåõàíèçìà ñèíòåçà
äåçîêñèðèáîçû, è ýòî, ïî íàøåìó ìíåíèþ, ÿâëÿåòñÿ ïðè÷è-
íîé çàäåðæêè êëåòî÷íîãî öèêëà â S-ôàçå.
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DOXORUBICIN AND MENADIONE REDUCE CELL PROLIFERATION
OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE BY DIFFERENT MECHANISMS
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The aim of this study was to determine the impacts of doxorubicin and menadion on cell proliferation, cell
distribution in accordance with the phases of the cell-cycle phase, glutathione concentration, ribonucleotide re-
ductase expression, and Yap1 dependent redox-sensitive pathway activity using Saccharomyces cerevisiae as
eukaryote cell model. Our data show that menadione induced cell cycle arrest in G1-phase, reduction of intracel-
lular GSH, an increase in GSSG concentration, and dose-dependent increases in ribonucleotide reductase exp-
ression and the activity of Yap1 pathway. Doxorubicin induced cell cycle arrest in G1- and S-phases, increased
GSH and GSSG concentrations, increased expression of ribonucleotide reductase, and modulated Yap-depen-
dent pathway activity.
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