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Àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ãåí bcl-2 ïðåïÿòñòâóåò ðåàêòèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ

Èññëåäîâàëè ðîëü ãåíà óñòîé÷èâîñòè ê àïîïòîçó bcl-2 â àêòèâàöèè ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ,
èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (HDACi) áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut) â òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ ëèíèè êðûñèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A, cHa-Ras è bcl-2 (êëåòêè ERasBcl), óñòîé÷èâûõ ê
àïîïòîçó. Êîíòðîëåì ñëóæèëà ðîäèòåëüñêàÿ ëèíèÿ êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ E1A è cHa-Ras (êëåòêè
ERas). Ïîêàçàíî, ÷òî NaBut â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé ñòåïåíè ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ERasBcl,
÷åì êîíòðîëüíûõ ERas, íåñìîòðÿ íà çàäåðæêó ïðîõîæäåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó â ôàçå G1â îáåèõ ëè-
íèÿõ. Ãèïåðòðîôèÿ, âûçâàííàÿ äåéñòâèåì NaBut, âûðàæåíà â ìåíüøåé ñòåïåíè ó êëåòîê ERasBcl, ÷åì ó
êëåòîê ERas, ÷òî îáóñëîâëåíî áîëåå íèçêèì óðîâíåì àêòèâàöèè êîìïëåêñà mTORÑ1, êîíòðîëèðóþùåãî
ñèíòåç áåëêà è áèîãåíåç ðèáîñîì. Àêòèâàöèþ mTORC1 îöåíèâàëè ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ åãî ìèøå-
íåé — ðèáîñîìíîãî áåëêà S6 è èíãèáèòîðà ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè eIF4E — áåëêà 4E-BP1. Èñ-
ñëåäîâàíèå äèíàìèêè ñîäåðæàíèÿ îäíîãî èç ãëàâíûõ ìàðêåðîâ ôîðìèðîâàíèÿ àóòîôàãîñîì — áåëêà
LC3 — ïîêàçàëî, ÷òî íàêîïëåíèå ëèïèäñâÿçàííîé ôîðìû LC3-II, ìàðêèðóþùåé ìåìáðàíû àóòîôàãîñîì,
ïðè äåéñòâèè NaBut â bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòàõ èìååò ïðîõîäÿùèé õàðàêòåð â îòëè÷èå
îò ëèíèè ERas. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ ERasBcl íå ïðîèñõîäèëî àêòèâàöèè àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíè-
åì â-ãàëàêòîçèäàçû — ìàðêåðà ñòàðåþùèõ êëåòîê. Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ãî-
âîðèòü î òîì, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè bcl-2, áëîêèðóþùåãî àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü, ïðåïÿòñò-
âóåò ðåàëèçàöèè òóìîð-ñóïðåññîðíîé ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, èíäóöèðîâàííîé NaBut.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàò íàòðèÿ, àóòî-
ôàãèÿ, bcl-2.

Ïðèìåíåíèå òðàäèöèîííûõ ïîäõîäîâ ê òåðàïèè îïó-
õîëåé ñâÿçàíî ñ îïðåäåëåííûìè òðóäíîñòÿìè â ñëó÷àå
óñòîé÷èâîñòè îïóõîëè ê ðàçëè÷íîãî ðîäà âîçäåéñòâèÿì
(Gerl, Vaux, 2004). Îäíèì èç ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ
óñòîé÷èâîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ê öèòîñòàòèêàì è îáëó-
÷åíèþ, ÿâëÿåòñÿ ãèïåðýêñïðåññèÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî
ãåíà bcl-2, ïðèâîäÿùàÿ ê ïîäàâëåíèþ òóìîð-ñóïðåññîð-
íîé ïðîãðàììû àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè (Adams, Cory,
2007). Ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ ïîäàâëåíèÿ ïðîëè-
ôåðàöèè ïîäîáíîãî ðîäà îïóõîëåé ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ â
îïóõîëåâûõ êëåòêàõ äðóãîé òóìîð-ñóïðåññîðíîé ïðî-
ãðàììû — êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Campisi, 2001).

Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, ïðè êîòîðîì íåîáðàòèìî èíäó-
öèðóåòñÿ öèòîñòàòè÷åñêîå ñîñòîÿíèå â ðåçóëüòàòå ïîäàâ-
ëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê áåç èõ ãèáåëè (Campisi,
1999), ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ñïîñîáîì ëå÷åíèÿ ðàêà.
Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå õàðàêòåðèçóåòñÿ îïðåäåëåííûìè
ìîðôîëîãè÷åñêèìè è áèîõèìè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè:
áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1 èëè G2, ãèïåðòðîôèåé

è àêòèâíûì áåëêîâûì ñèíòåçîì, ýêñïðåññèåé ìàðêåðîâ
ñòàðåíèÿ, â òîì ÷èñëå â-ãàëàêòîçèäàçû (Kuilman et al.,
2010). Ñòàðåíèå ÿâëÿåòñÿ êëåòî÷íîé ïðîãðàììîé, áëîêè-
ðóþùåé ïðîëèôåðàöèþ äîáðîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðà-
çîâàíèé, íî â õîäå êàíöåðîãåíåçà îíà ñóïðåññèðóåòñÿ
(Chondrogianni et al., 2003). Îäíàêî íàêîïëåííûå äàííûå
ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ñòàðåíèå â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ìîæíî
âíîâü ðåàêòèâèðîâàòü. Áîëåå òîãî, ðàêîâûå êëåòêè, ðåçè-
ñòåíòíûå ê âîçäåéñòâèþ ìíîãèõ öèòîñòàòèêîâ è îáëó÷å-
íèÿ, ìîãóò îñòàâàòüñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê èíäóêöèè ñòà-
ðåíèÿ (Øèòèêîâà è äð., 2011; Chitikova, 2014).

Â õîäå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ôîðìèðóåòñÿ áëîê êëå-
òî÷íîãî öèêëà, ÷òî ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè,
íàêîïëåíèþ áåëêà è àóòîôàãèè (Chondrogianni et al.,
2003). Ïîêàçàíî, ÷òî êèíàçà mTOR â ñîñòàâå êîìïëåêñà
mTORC1 êîíòðîëèðóåò íå òîëüêî ïðîöåññ ñòàðåíèÿ, íî è
àóòîôàãèþ (Egan et al., 2011). Êîìïëåêñ mTORC1 êîíòðî-
ëèðóåò ñèíòåç áåëêà ïóòåì ïðÿìîãî ôîñôîðèëèðèðîâàíèÿ
èíãèáèòîðà ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè eIF4E — áåë-
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êà 4E-BP1 è îïîñðåäîâàííîãî ÷åðåç êèíàçó p70S6K ðèáî-
ñîìàëüíîãî áåëêà S6. Èíèöèàöèþ àóòîôàãèè mTORC1
îñóùåñòâëÿåò ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû ULK1 ïî
Ser757 (Roach, 2011). Â ñâîþ î÷åðåäü êèíàçà ULK1 ôîñ-
ôîðèëèðóåò áåëîê beclin1 â ñîñòàâå êîìïëåêñà PI(3)KC3,
àêòèâàöèÿ êîòîðîãî íåîáõîäèìà äëÿ èíèöèàöèè àóòîôà-
ãèè (Nazarko, Zhong, 2013).

Èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàò íàòðèÿ
(NaBut) àêòèâèðóåò ïðîãðàììó êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â
êëåòêàõ ìíîãèõ îïóõîëåé (Rikiishi, 2011). Ðàíåå ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî NaBut àêòèâèðóåò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ â ýìáðè-
îíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûõ
îíêîãåíàìè E1A è cHa-Ras (Çóáîâà è äð., 2005).

Èçâåñòíî, ÷òî êîíñòèòóòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ îíêîãåíà
ras èíèöèèðóåò îäíîâðåìåííî è àïîïòîãåííûå, è àíòè-
àïîïòîãåííûå ñèãíàëû. Àïîïòîãåííûå ñèãíàëû îáóñëîâ-
ëåíû àêòèâàöèåé ñèãíàëüíîãî ïóòè Ras—Raf—ÌÀÐÊ—
E2F—p19ARF—p53 (Downward, 1998), òîãäà êàê àíòè-
àïîïòîãåííûå ñâÿçàíû ñî ñïîñîáíîñòüþ îäíîãî èç ýôôåê-
òîðîâ Ras — áåëêà c-Raf — ïðÿìî ôîñôîðèëèðîâàòü è
èíàêòèâèðîâàòü ïðîàïîïòîòè÷åñêèé áåëîê Bad (÷ëåí ñå-
ìåéñòâà Bcl-2). Äåéñòâèå äðóãîé ìèøåíè îíêîãåíà ras —
PI3K (ôîñôîèíîçèòîë-3-êèíàçû) — òàêæå ñâÿçàíî ñ åå àí-
òèàïîïòîòè÷åñêèì äåéñòâèåì, òàê êàê PI3K ñïîñîáíà àê-
òèâèðîâàòü ñåðèí-òðåîíèíîâóþ ïðîòåèíêèíàçó PKB/Akt,
êîòîðàÿ áëîêèðóåò àïîïòîç (Wang et al., 2014).

Ââåäåíèå â ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ôèáðîáëàñòîâ îäíî-
ãî îíêîãåíà ras íåäîñòàòî÷íî äëÿ îíêîãåííîé òðàíñôîð-
ìàöèè. Ýêñïðåññèÿ ras â òàêèõ êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ïîñòî-
ÿííîìó áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1è íàêîïëåíèþ
òóìîð-ñóïðåññîðíûõ áåëêîâ p53 è p16/Ink4, êîòîðûå íå-
ãàòèâíî êîíòðîëèðóþò ïðîõîæäåíèå êëåòêè ïî öèêëó.
Íàõîäÿñü â Ras-èíäóöèðîâàííîì G1-áëîêå êëåòî÷íîãî
öèêëà, òàêèå êëåòêè íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòü ìàðêåðû,
õàðàêòåðíûå äëÿ êëåòîê, ïðåòåðïåâàþùèõ ðåïëèêàòèâíîå
ñòàðåíèå, à ñàìî ÿâëåíèå ïîëó÷èëî íàçâàíèå óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ êëåòêè (Serrano et al., 1997).

Ââåäåíèå Å1Àad5 ñïîñîáíî ñíèìàòü áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà, âûçâàííûé ââåäåíèåì îíêîãåíà ras, íà ôîíå âûñî-
êîãî óðîâíÿ èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç
p16/Ink4â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà (Serrano et al., 1997).
Bcl-2 — íàèáîëåå ïîäðîáíî îïèñàííûé ÷ëåí ñåìåéñòâà
ïðî- è àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Ââåäåíèå â êëåòêó
ãåíà bcl-2 áëîêèðóåò â íåé âîçìîæíîñòü èíäóêöèè àïîï-
òîçà ïóòåì íàðóøåíèÿ îëèãîìåðèçàöèè ïðîàïîïòîòè÷å-
ñêèõ áåëêîâ Bax è Bak è, êàê ñëåäñòâèå, âûõîä öèòîõðî-
ìà ñ â öèòîïëàçìó ñ ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèåé êàñïàçíîãî
êàñêàäà (Dejean et al., 2006). Êðîìå àïîïòîçà Bcl-2 ñïîñî-
áåí áëîêèðîâàòü Beclin-çàâèñèìóþ àóòîôàãèþ, âçàèìî-
äåéñòâóÿ ñ Beclin 1 ÷åðåç BH3-äîìåí (Bcl-2 Homology 3)
(Marquez, Xu, 2012).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü èíäóê-
öèè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà ãèñòî-
íîâûõ äåàöåòèëàç (HDACi) áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut) íà
êëåòêè ëèíèè ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû, òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ñíà÷àëà îíêîãåíàìè E1A è cHa-Ras, à çà-
òåì îíêîãåíîì bcl-2 (êëåòêè ERasBcl). Èññëåäóåìàÿ ëè-
íèÿ, óñòîé÷èâàÿ ê èíäóêöèè àïîïòîçà, áûëà èñïîëüçîâàíà
ðàíåå äëÿ èçó÷åíèÿ çàêîíîìåðíîñòåé ïîäàâëåíèÿ àïîïòî-
çà è ðîëè ãåíà bcl-2 â ðåãóëÿöèè ñîáûòèé êëåòî÷íîãî öèê-
ëà è îòâåòà íà ïîâðåæäàþùèå âîçäåéñòâèÿ (Nelioudova et
al., 2004). Ïîýòîìó ìû â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè
åùå è ðîëü ãåíà bcl-2 â HDACi-îïîñðåäîâàííîé ðåàêòèâà-
öèè ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â ýòèõ æå êëåòêàõ
(ERasBcl). Ýôôåêòèâíîñòü àêòèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðå-

íèÿ îöåíèâàëè, ñðàâíèâàÿ ëèíèþ ERasBcl ñ ðîäèòåëüñêîé
ëèíèåé ERas. Äëÿ ýòîãî èññëåäîâàëè òàêèå îáùåïðèíÿ-
òûå ìàðêåðû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, êàê áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà, ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ñòåïåíü ãèïåðòðî-
ôèè êëåòîê, óðîâåíü íàêîïëåíèÿ áåëêà, à òàêæå àêòèâ-
íîñòü àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì â-ãàëàêòîçèäàçû
(SA-â-Gal). Àêòèâíîñòü êèíàçû mTOR â ñîñòàâå êîìïëåê-
ñà mTORÑ1 ïðè äåéñòâèè NaBut îöåíèâàëè ïî ôîñôîðè-
ëèðîâàíèþ åå ìèøåíåé — áåëêîâ S6, 4E-BP1 è ULK-1.
Äèíàìèêó àóòîôàãè÷åñêîãî ïðîöåññà àíàëèçèðîâàëè ïî
ïåðåõîäó ìàðêåðíîãî áåëêà LC3 èç ñâîáîäíîé öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêîé ôîðìû (LC3-I) â ñâÿçàííóþ ñ ìåìáðàíîé
àóòîôàãîñîì (LC3-II).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èñïîëüçîâàëè ïîñòîÿííóþ
ëèíèþ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû, òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1Aad5 è cHa-ras (ERas), è ëè-
íèþ, ïîëó÷åííóþ ïóòåì êàëüöèé-ôîñôàòíîãî ïåðåíîñà â
òðàíñôîðìàíòû ERas ãåíà bcl-2 ÷åëîâåêà (ERasBcl) (Ne-
lioudova et al., 2004). Èñõîäíàÿ ëèíèÿ ERas áûëà ïîëó÷åíà
èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû ïóòåì ââåäåíèÿ
ïàðû êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ: ðàííåãî E1A ðàéî-
íà àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷åëîâåêà è c-Ha-Ras ÷åëîâåêà ñ
ìóòàöèÿìè â 12-ì è 61-ì ïîëîæåíèÿõ, ÷òî ïîçâîëÿåò åìó
îñòàâàòüñÿ â ïîñòîÿííî àêòèâíîì ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿ-
íèè (Brown et al., 1990). Ââåäåíèå ýòîé ïàðû îíêîãåíîâ â
êëåòêè ãðûçóíîâ ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ñòàáèëüíî òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè, êîòîðûå îáëàäàþò,
êàê ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, âñåìè ïðèçíàêàìè òðàíñôîðìè-
ðîâàííîãî ôåíîòèïà è èìåþò âûñîêóþ îíêîãåííóþ àê-
òèâíîñòü, ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì ïî ïðèâèâàåìîñòè áåñòè-
ìóñíûì ìûøàì (Pospelova et al., 1999).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Ïðîöåññ àêòè-
âàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ âûçûâàëè èíãèáèòîðîì ãèñ-
òîíîâûõ äåàöåòèëàç NaBut â êîíöåíòðàöèè 4 ìM.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ðîñòà êëåòêè ðàññåâàëè íà
÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì ïî 3�104 êëåòîê íà 1 ÷àø-
êó. Êðèâûå ñòðîèëè íà îñíîâàíèè ïîäñ÷åòà (â òðåõ íåçàè-
âèñèìûõ ïîâòîðàõ) ÷èñëà êëåòîê ÷åðåç 24, 72 è 120 ÷ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ. Ñðåäíåå âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè Td
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òà ïîïóëÿöèè â ëîãàðèôìè÷åñêîé ñòàäèè ðîñòà, N0 è Nt —
÷èñëî êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî èñõîäíîå è ÷åðåç âðåìÿ t.

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 îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèï-
ñèíà è âåðñåíà (1 : 10), çàòåì îñàæäàëè 3 ìèí öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 350 g è ïðîìûâàëè TRIS-ñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì (TBS). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â TBS,
ñîäåðæàùåì 0.01 % ñàïîíèíà, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî âíîâü ïðîìûâàëè TBS è
îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍÊàçû À (0.1 ìã/ìë) â ïðèñóò-
ñòâèè éîäèäà ïðîïèäèÿ (40 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè
37 °C. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîìåòðå òèïà Odam (Bruc-
ker, Ôðàíöèÿ).

È ñ ñ ë å ä î â à í è å à ê ò è â í î ñ ò è S A-â-G a l. Êëåòêè
âûðàùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïðî-
ìûâàëè TBS è ôèêñèðîâàëè â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå â
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òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñèðîâàí-
íûå êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì TBS è èíêóáèðîâàëè 18 ÷
ïðè 37 °C â ðàñòâîðå äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè SA-â-Gal,
ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë 5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë-â-D-ãàëàê-
òîçèäà (X-Gal), 40 ìÌ áóôåðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ
êèñëîòó è ôîñôàò íàòðèÿ, pH 6.0, ïî 5 ìÌ êðàñíîé è æåë-
òîé êðîâÿíîé ñîëè, 150 ìÌ NaCl è 2 ìÌ MgCl2 (Dimri et
al., 1995). Àíàëèç è ôîòîãðàôèðîâàíèå ãîòîâûõ ïðåïàðà-
òîâ ïðîèçâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Leica â ïðîõîäÿùåì ñâåòå.

Ñ î ä å ð æ à í è å á å ë ê à â 1 ìëí êëåòîê îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì Áðåäôîðä (Bradford, 1976).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Áåëêè ðàçäåëÿëè ïî ìåòîäó
SDS-ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè (La-
emmli, 1970), ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðà-
íó è âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ìåòîäîì ECL (Amers-
ham). Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà: á-ôîñôî-S6,
á-ôîñôî-4E-BP1, á-GAPDH (Cell signaling technology,
ÑØÀ) è á-LC3 (MBL, ßïîíèÿ)

Ðåçóëüòàòû

Êàê ïîêàçûâàåò àíàëèç êðèâûõ êëåòî÷íîãî ðîñòà, Na-
But îêàçûâàåò àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå íà êëåòêè
îáåèõ ëèíèé (ðèñ. 1). Îäíàêî ñòåïåíü ïîäàâëåíèÿ ïðîëè-
ôåðàöèè ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àåòñÿ. ×åðåç 120 ÷ äåéñòâèÿ
NaBut ÷èñëî êëåòîê ëèíèè ERasBcl â 4.6 ðàçà íèæå, ÷åì â
êîíòðîëå, îäíàêî äëÿ ëèíèè ERas ýòî ðàçëè÷èå ñîñòàâëÿåò
55.5 ðàçà. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè â ïðè-
ñóòñòâèè NaBut â êëåòêàõ ERasBcl ïðîèñõîäèò â 12 ðàç
ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷åì â êëåòêàõ ðîäèòåëüñêîé ëèíèè ERas.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èí òàêîãî ðàçëè÷èÿ àíòèïðîëè-
ôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ NaBut ìû èññëåäîâàëè åãî ñïîñîá-
íîñòü áëîêèðîâàòü ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî öèêëó ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Àíàëèç äàííûõ (ðèñ. 2) ïîêà-
çûâàåò, ÷òî NaBut çàäåðæèâàåò êëåòêè ëèíèè ERasBcl íà
ãðàíèöå ôàçû G1. ×åðåç 120 ÷ äåéñòâèÿ NaBut äîëÿ êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå G1, â 1.3 ðàçà áîëüøå, ÷åì â êîí-
òðîëå. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ëèíèè ERas ïðè
äåéñòâèè NaBut íåñêîëüêî èíîé: ÷åðåç 120 ÷ äåéñòâèÿ Na-
But äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå G1, óâåëè÷èâàåòñÿ â
2.2 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, òîãäà êàê äîëÿ êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå G2, óìåíüøàåòñÿ â 1.7 ðàçà. Íà-
êîïëåíèå êëåòîê â ôàçå G1, îïèñàííîå âûøå, ïðîèñõîäèò
çà ñ÷åò ñîêðàùåíèÿ äîëè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçå S,
äëÿ îáåèõ èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Äëÿ ëèíèè

ERas äîëÿ êëåòîê â S-ôàçåïàäàåò ñ 44 äî 5 %, à äëÿ
ERasBcl — ñ 27 äî 6 %.

Áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà — íåîáõîäèìîå, íî åùå íå
äîñòàòî÷íîå óñëîâèå ïðîöåññà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Bla-
gosklonny, 2003).Åñëè, íàõîäÿñü â áëîêå, êëåòêà ïðîäîë-
æàåò ñèíòåçèðîâàòü áåëêè, ýòî íåèçáåæíî ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ áåëêà â êëåòêå è, êàê ñëåäñòâèå, ê
óâåëè÷åíèþ ðàçìåðîâ, ò. å. ê ãèïåðòîôèè, êîòîðàÿ ÿâëÿåò-
ñÿ îäíèì èç ìàðêåðîâ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ñâÿçè ìåæäó óâåëè÷åíèåì ðàçìåðîâ
êëåòêè è íàêîïëåíèåì áåëêà â ñëó÷àå çàäåðæêè ïðîõîæ-
äåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû
ïî îöåíêå ðàçìåðîâ êëåòêè â ïðîòîêå ìåòîäîì ïðÿìîãî
ñâåòîðàññåÿíèÿ è èçìåðåíèþ óäåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ áåë-
êà íà êëåòêó ïðè äåéñòâèè NaBut. Äàííûå ïðÿìîãî ñâåòî-
ðàññåÿíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè, îñòàíîâèâøèñü â öèêëå,
óâåëè÷èâàþòñÿ â îáúåìå. Â áîëüøåé ñòåïåíè ýòîò ïðî-
öåññ âûðàæåí â êëåòêàõ ERas, â ìåíüøåé ñòåïåíè —
â ERasBcl (ðèñ. 3).

Òàêèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå îáúåìà êëåòîê ñâÿçàíî ñ
íàêîïëåíèåì â íèõ áåëêà. ×åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ NaBut ñî-
äåðæàíèå áåëêà â êëåòêàõ ERasBcl óâåëè÷èâàåòñÿ â 2.9 ±
± 0.2 ðàçà, òîãäà êàê â êëåòêàõ ERas — â 6.3 ± 0.3 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 4).

Íàêîïëåíèå áåëêà â êëåòêå è ÿâëåíèå ãèïåðòðîôèè
ÿâëÿþòñÿ ïîêàçàòåëÿìè ñòàðåþùåé êëåòêè. Êëþ÷åâûì
ôàêòîðîì ðåãóëÿöèè áåëêîâîãî ñèíòåçà ÿâëÿåòñÿ êèíàçà
mTOR â ñîñòàâå êèíàçíîãî êîìïëåêñà mTORC1, ôîñôî-
ðèëèðóþùàÿ íèæåëåæàùèå ìèøåíè, òàêèå êàê ðèáîñîìà-
ëüíûé áåëîê S6 (îïîñðåäîâàííî, ÷åðåç êèíàçó p70S6K1) è
4E-BP1 (èíãèáèòîð ôàêòîðà èíèöèàöèè òðàíñëÿöèèe-
IF4E), âîâëå÷åííûå â ïðîöåññ òðàíñëÿöèè.

Äëÿ èçó÷åíèÿ âêëàäà êîìïëåêñà mTORC1 â ïðîöåññ
íàêîïëåíèÿ áåëêà â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè NaBut ìåòîäîì
Âåñòåðí-áëîòèíãà îöåíèâàëè àêòèâíîñòü êèíàçû mTOR
ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ åå ñóáñòðàòîâ — ðèáîñîìàëüíîãî
áåëêà S6 è èíãèáèòîðà 4E-BP1 (ðèñ. 5). Â êëåòêàõ ERasBcl,
êàê è â ëèíèè ERas, ïðè äåéñòâèè NaBut êîëè÷åñòâî ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîãî áåëêà S6 è 4E-BP1 óâåëè÷èâàëîñü. Ýòî
ãîâîðèò î òîì, ÷òî NaBut íå òîëüêî îñòàíàâëèâàåò ïðî-
õîæäåíèå êëåòîê ïî öèêëó, íî è âûçûâàåò äîïîëíèòåëü-
íóþ àêòèâàöèþ êîìïëåêñà mTORC1.

Ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå àêòèâíîñòè SA-â-Gal ïîêà-
çàëè, ÷òî àêòèâíîñòü SA-â-Gal â êëåòêàõ ERas ïîÿâëÿåòñÿ
óæå ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ NaBut è èíòåíñèôèöèðóåòñÿ äà-
ëåå (120 ÷) (ðèñ. 6). Â îòëè÷èå îò ERas â êëåòêàõ ERBcl
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ðîñòà óñòîé÷èâûõ (ERasBcl) è ÷óâñòâèòåëüíûõ (ERas) ê àïîïòîçó òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû â
êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut).
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê, óñòîé÷èâûõ (ERasBcl) è ÷óâñòâèòåëüíûõ ê àïîïòîçó (ERas), ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè äåéñò-
âèè NaBut.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, åä. ïëîèäíîñòè ñ; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Íà ãèñòîãðàììàõ óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%), íàõîäÿùèõñÿ â ðàç-
íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ðàçìåðà êëåòîê ïîñëå äåéñòâèÿ NaBut â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè.

×åðåç 120 ÷ êëåòêè ERasBcl óâåëè÷èâàþòñÿ â 2.1 ðàçà, à êëåòêè ERas — â 4.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå áåëêà â êëåòêàõ ïðè îáðàáîòêå NaBut â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè.

Ñîäåðæàíèå áåëêà ðàññ÷èòàíî íà 1 êëåòêó, â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ îíî ïðèíÿòî çà åäèíèöó.
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Ðèñ. 5. Äèíàìèêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìèøåíåé êîìïëåêñà mTORC1 — áåëêà S6 è 4E-BP1 ïðè äåéñòâèè NaBut.

×èñëà ïîä äîðîæêàìè — çíà÷åíèÿ îòí. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (D). Çíà÷åíèå D â êîíòðîëå ïðèíÿòî çà åäèíèöó. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëü-
çîâàëè áåëîê GAPDH.

Ðèñ. 6. Àêòèâíîñòü àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçû (SA-b-Gal, ñèíèé öâåò) â êëåòêàõ ëèíèé ERas è ERasBcl â
êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè NaBut.

Â êëåòêàõ ERasBcl àêòèâíîñòü SA-b-Gal íå âûÿâëÿåòñÿ, à â êëåòêàõ ERas ïðîÿâëÿåòñÿ ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ NaBu.



àêòèâíîñòü SA-â-Gal ïðè äåéñòâèè NaBut íå îòëè÷àåòñÿ
îò êîíòðîëÿ.

Ïîñêîëüêó ðàçâèòèå ïðîãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ
çàâèñèò îò àêòèâíîñòè mTORC1 è òåñíî ñâÿçàíî ñ ïðî-
ãðàììîé àóòîôàãèè (Kang et al., 2011; Rubinsztein et al.,
2011; Wang et al., 2012), ìû îöåíèâàëè óðîâåíü àóòîôàãèè
ïî ïåðåõîäó áåëêà LC3 èç ñâîáîäíîé öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ôîðìû (LC3-I) â ìåìáðàííî-ñâÿçàííóþ (LC3-II) íà
âíåøíåé ìåìáðàíå àóòîôàãîñîìû (ðèñ. 7). Íàìè áûë îá-
íàðóæåí áàçàëüíûé óðîâåíü àóòîôàãèè â êîíòðîëüíûõ,
íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ERas ïî ïðèñóòñòâèþ ôîðìû
LC3-II (ðèñ. 7). Äàííûå ëèòåðàòóðû òàêæå ïîäòâåðæäàþò
ñóùåñòâîâàíèå áàçàëüíîãî óðîâíÿ àóòîôàãèè â Ras-òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (Guo et al., 2011). Ïðè äåéñòâèè
NaBut íà êëåòêè ERas â òå÷åíèå 1—3 ñóò ýòîò óðîâåíü
ñíèæàëñÿ, à ÷åðåç 5 ñóò ïîäíèìàëñÿ âûøå êîíòðîëüíûõ
çíà÷åíèé. Â êëåòêàõ ERasBcl äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ
LC3-II ïðèíöèïèàëüíî èíàÿ: â êîíòðîëå è â òå÷åíèå 1 ñóò
äåéñòâèÿ NaBut LC3-II íå âûÿâëÿåòñÿ, íî îáíàðóæèâàåòñÿ
íà 3-è ñóò è ñóùåñòâåííî ïàäàåò íà 5-å (ðèñ. 7).

Îáñóæäåíèå

Èíäóêòîð ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ — NaBut — èíãèáè-
òîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç 1-ãî è 2-ãî êëàññîâ, êîòîðûé,
êàê óæå ïîêàçàíî, àêòèâèðóåò ïðîãðàììó êëåòî÷íîãî ñòà-
ðåíèÿ âî ìíîãèõ òèïàõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå â
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ îíêîãåíàìè cHa-Ras è E1A (Çóáîâà è äð., 2005; Riki-
ishi, 2011).

Îäíèì èç âàæíûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ
íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, ñâÿçàííûé ñ ñîõðà-
íåíèåì âûñîêîé ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê (òàê
íàçûâàåìûé ãèïåðìèòîãåííûé àðåñò), ïðè êîòîðîì ñòè-
ìóëÿöèÿ ìèòîãåíàìè íå ïðèâîäèò ê ïðîõîæäåíèþ êëåòîê
ïî öèêëó (Blagosklonny, 2003). Ñëåäñòâèåì ãèïåðìèòî-
ãåííîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà è ÿâëÿåòñÿ ïðîãðàììà
ñòàðåíèÿ, åñëè â óñëîâèÿõ ýòîãî áëîêà ñèíòåçèðóåòñÿ áî-

ëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêà, è êëåòêè íà÷èíàþò óâåëè÷èâàòü-
ñÿ â ðàçìåðàõ. Ýòî ïðèâîäèò ê ãèïåðòðîôèè, êîòîðàÿ
ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ñîáûòèé ïðîöåññà êëåòî÷íî-
ãî ñòàðåíèÿ (Blagosklonny, 2003).

Â óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîçó êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ
bcl-2, ãèïåðòðîôèÿ ðàçâèâàåòñÿ â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé
ñòåïåíè, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà ó íèõ
íå ìåíåå âûðàæåí. Êàê ìû îáíàðóæèëè, äîëÿ êëåòîê â
ôàçå G1 äîñòèãàåò 77.5 %, òîãäà êàê â ñëó÷àå ÷óâñòâèòåëü-
íûõ ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê èõ äîëÿ ñîñòàâëÿåò 85.5 %. Èí-
òåðåñíî, ÷òî ïðè ýòîì áëîê â ôàçå G2 íå âûÿâëÿåòñÿ íè â
÷óâñòâèòåëüíûõ, íè â óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîçó êëåòêàõ, à
ïðîöåññ íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ôàçå G1 èäåò çà ñ÷åò ñíèæå-
íèÿ äîëè ðåïëèöèðóþùèõñÿ êëåòîê (ðèñ. 2). Êàê ïîêàçàë
ðàñ÷åò, ïðè äåéñòâèè NaBut âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè
bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòîâ âîçðàñòàåò ñ 18
äî 42 ÷. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ñóùåñòâåííîãî çà-
ìåäëåíèÿ ñêîðîñòè ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê ïî öèêëó. Òàêèì
îáðàçîì, çàìåäëåíèå ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê ïî öèêëó ïðè
îòñóòñòâèè ïðèçíàêîâ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ îïðåäåëÿåòñÿ
ãèïåðýêñïðåññèåé bcl-2 â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ.

Â óñëîâèÿõ áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà è àêòèâèðîâàííî-
ãî áåëîê-ñèíòåòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòêà, êàê óæå áûëî
ñêàçàíî ðàíåå, íà÷èíàåò íàêàïëèâàòü áåëîê è óâåëè÷èâà-
åòñÿ â ðàçìåðàõ. Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî êîìïåíñàòîðíûõ
ìåõàíèçìîâ, ïîçâîëÿþùèõ êëåòêå ñïðàâëÿòüñÿ ñ èçáûòî÷-
íûì êîëè÷åñòâîì áåëêà. Íàïðèìåð, ñòàðåþùàÿ êëåòêà
ìîæåò íà÷àòü ñåêðåòèðîâàòü áåëêè (òàê íàçûâàåìûé ñåê-
ðåòîðíûé ôåíîòèï) (Coppé et al., 2010) ëèáî çàïóñêàòü
âíóòðèêëåòî÷íûå ìåõàíèçìû óòèëèçàöèè áåëêà — àêòè-
âèðîâàòü óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíóþ äåãðàäàöèþ èëè àóòî-
ôàãèþ (Vicencio et al., 2008). Îáùåïðèçíàííûì ìàðêåðîì
ïðîöåññà àóòîôàãèè ÿâëÿåòñÿ ïåðåõîä áåëêà LC3 èç ñâî-
áîäíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôîðìû â ìåìáðàííî-ñâÿçàí-
íóþ, ÷òî ïðîèñõîäèò ïðè ôîðìèðîâàíèè àóòîôàãîñîìû
(Tanida et al., 2008). Íå èñêëþ÷åíà è àêòèâàöèÿ â-ãàëàêòî-
çèäàçû ïðè íåôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ pH (6.0), òîãäà
êàê â íîðìå ãàëàêòîçèäàçà àêòèâíà ïðè pH 4.0 (Dimri et
al., 1995).
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Ðèñ. 7. Äèíàìèêà ïåðåõîäà ìàðêåðà àóòîôàãîñîì — áåëêà LC3 — èç ñâîáîäíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôîðìû â ìåìáðàííî-ñâÿçàí-
íóþ.

×èñëà ïîä äîðîæêàìè — çíà÷åíèÿ îòí. îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (D). Çíà÷åíèå D â êîíòðîëå ïðèíÿòî çà åäèíèöó. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëü-
çîâàëè áåëîê GAPDH. Â êëåòêàõ ERasBcl íàáëþäàåòñÿ òðàíçèåíòíûé ïåðåõîä LC3 èç ñâîáîäíîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ôîðìû (LC3-I) â ìåìáðàí-

íî-ñâÿçàííóþ (LC3-II) ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ NaBut, à â êëåòêàõ ERas ôîðìà LC3-II ïðèñóòñòâóåò êàê â êîíòðîëå, òàê è ïîñëå îáðàáîòêè NaBut.



Â ðÿäå ðàáîò áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àóòîôàãèÿ ÿâëÿåòñÿ
íåîáõîäèìûì êîìïîíåíòîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Kang et
al., 2011; Rubinsztein et al., 2011; Wang et al., 2012). Òàê,
ïðè Ras-èíäóöèðîâàííîì ñòàðåíèè àêòèâèðóþòñÿ ãåíû
ATG (òàêèå êàê ulk1, ulk2 è ulk3 — ãîìîëîãè ãåíà ATG1
äðîææåé ó ìëåêîïèòàþùèõ, ó÷àñòâóþùèå â ñòàäèè èíè-
öèàöèè àóòîôàãèè), LC3 — êîìïîíåíòà óòîôàãîñîìû, à
òàêæå áåëêè BNIP3 è BNIP3L, îòâåòñòâåííûå çà ìèãðà-
öèþ ìèòîõîíäðèé â àóòîôàãîñîìó (Hara et al., 2008;
Young et al., 2009). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
äëÿ Ras-èíäóöèðîâàííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòêå òðåáóåò-
ñÿ âêëþ÷åíèå àóòîôàãèè äëÿ ïîääåðæàíèÿ òðàíñôîðìè-
ðîâàííîãî ôåíîòèïà ïóòåì ðåãóëÿöèè ïðîöåññîâ ìåòàáî-
ëèçìà è æèçíåñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Guo et al.,
2011; Kim et al., 2011; Lock et al., 2011).

Öåïü àêòèâàöèè àóòîôàãèè, èìåþùàÿ ñâîèì íà÷àëîì
êèíàçó ULK1, êîíòðîëèðóåòñÿ êèíàçîé mTOR â ñîñòàâå
êîìïëåêñà mTORC 1 è êèíàçîé AMPK. Àêòèâíûé
mTORC1 îñóùåñòâëÿåò èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëèðîâà-
íèå ULK1, òîãäà êàê àêòèâíàÿ AMPK èíãèáèðóåò mTORC1
è àêòèâèðóåò ULK1. Àêòèâèðîâàííûé ULK1 èíèöèèðóåò
ðàçâèòèå ïðîöåññà àóòîôàãèè ÷åðåç êîìïëåêñ VPS34/Bec-
lin1 (Roach, 2011).

Â èññëåäóåìûõ íàìè ëèíèÿõ êëåòîê — êàê ÷óâñòâèòå-
ëüíîé, òàê è óñòîé÷èâîé ê àïîïòîçó (bcl-2-ýêñïðåññèðóþ-
ùåé) — êîìïëåêñ mTORÑ1 àêòèâèðîâàí è, ñëåäîâàòåëü-
íî, áåëîê-ñèíòåòè÷åñêèé àïïàðàò êëåòîê òàêæå àêòèâåí.
Ìû ýòî âèäèì ïî íàêîïëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì
ìèøåíåé mTORC1 — ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 è èíãè-
áèòîðà ôàêòîðà eIF4E èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè 4E-BP-1.
Òàêèì îáðàçîì, êîìïëåêñ mTORC1 àêòèâèðîâàí, è àóòî-
ôàãèÿ, ïîäêîíòðîëüíàÿ mTORC1, äîëæíà áûòü ïîäàâëå-
íà. Îäíàêî ïðè äåéñòâèè HDACi ìû íàáëþäàåì ïîäàâëå-
íèå àóòîôàãèè òîëüêî â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ bcl-2,
òîãäà êàê â êëåòêàõ ERas êàê ìîðôîëîãè÷åñêè (ïî ôîðìè-
ðîâàíèþ âåçèêóë), òàê è ïî íàêîïëåíèþ LC3-II è SA-â-Gal
íàáëþäàåòñÿ àóòîôàãèÿ. Ýòî ïðîòèâîðå÷èå, ñîãëàñíî îïè-
ñàííîé âûøå ñõåìå êîíòðîëÿ àóòîôàãèè, ìîæåò áûòü ñâÿ-
çàíî ñ îñîáîé ôóíêöèåé àóòîôàãèè â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ (Young et al., 2009).

Êîíòðîëü mTORC1 íàäULK1 â ïðîöåññå èíèöèàöèè
àóòîôàãèè ïîêàçàí â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ
êëåòîê áåç àìèíîêèñëîò. Äåôèöèò àìèíîêèñëîò ïðèâîäèë
ê ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè mTORÑ1, ñèíòåçà áåëêà è àêòè-
âàöèè àóòîôàãèè (Chen et al., 2014). Â ýòîì ñëó÷àå àóòî-
ôàãèÿ ÿâëÿåòñÿ ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûì, êîìïåíñà-
òîðíûì ìåõàíèçìîì, ïîìîãàþùèì êëåòêå â óñëîâèÿõ
ñòðåññà è äåôèöèòà àìèíîêèñëîò ïîïîëíèòü èõ çàïàñ çà
ñ÷åò äåãðàäàöèè êëåòî÷íûõ áåëêîâ.

Ïðè êëåòî÷íîì ñòàðåíèè, êîãäà ïðîèñõîäÿò îñòàíîâ-
êà êëåòêè â öèêëå è íàêîïëåíèå áåëêà, àóòîôàãèÿ íà ôîíå
ñòàðåíèÿ, âîçìîæíî, íàïðàâëåíà íå íà êîìïåíñàöèþ èñòî-
ùåííîãî ïóëà àìèíîêèñëîò â êëåòêå, à, íàîáîðîò, íà î÷èñò-
êó êëåòêè îò èçáûòî÷íîãî êîëè÷åñòâà áåëêîâ. Â ýòîì ñëó-
÷àå àóòîôàãèÿ äîëæíà àêòèâèðîâàòüñÿ íà ôîíå àêòèâíîãî
êîìïëåêñà mTORÑ1. Ïî-âèäèìîìó, â ýòîì ñëó÷àå ðàáîòà-
þò èíûå, mTOR-íåçàâèñèìûå ïóòè àêòèâàöèè àóòîôàãèè.

Ïîêàçàíî, ÷òî Bcl-2 ìîæåò áëîêèðîâàòü àóòîôàãè÷å-
ñêèé ïðîöåññ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ, âçàèìîäåéñòâóÿ ñî ñêýô-
ôîëä-áåëêîì ìàøèíû ðîñòà ôàãîôîðà — áåëêîì Âeclin1,
êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ïëàòôîðìîé àãðåãàöèè ìíîãèõ ñèãíàëü-
íûõ è ýôôåêòîðíûõ áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ àóòîôàãè÷åñêèì
ïðîöåññîì, â ÷àñòíîñòè ñ ïðîöåññîì ðîñòà ôàãîôîðà. Ïî-
ìèìî Beclin1 êëþ÷åâûìè áåëêàìè çäåñü ÿâëÿþòñÿ UVRAG,
Atg14, VPS15 èVPS34 — PI3-êèíàçà 3-ãî êëàññà. Âçàèìî-

äåéñòâèå Âeclin1 è Âcl-2 íàðóøàåò ñáîðêó ýòîãî êîìïëåê-
ñà, äåëàÿ íåâîçìîæíûì äàëüíåéøåå ðàçâèòèå àóòîôàãèè
(Pattingre et al., 2005; Marquez, Xu, 2012).

Bcl-2 è Âeclin1 — áåëêè, íåñóùèå äîìåí BH3 è âçàè-
ìîäåéñòâóþùèå äðóã ñ äðóãîì ÷åðåç ýòîò äîìåí. Êðîìå
òîãî, Âcl-2 è Âeclin1 èìåþò ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, êî-
òîðîå îñóùåñòâëÿþò áåëêè MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà, â ÷à-
ñòíîñòè êèíàçû JNK 1, 2 (Wei et al., 2008). Òàê êàê â èñ-
ñëåäóåìûõ ëèíèÿõ êëåòîê ïðèñóòñòâóåò êîíñòèòóòèâ-
íî-àêòèâíûé Ras, àêòèâèðóþùèé MAP-êèíàçíûé êàñêàä,
êîòîðûé îïîñðåäóåò èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå
Bcl-2 è Beclin1, ýòî äîëæíî ïðåïÿòñòâîâàòü èõ âçàèìîäåé-
ñòâèþ. Ñëåäñòâèåì ýòîãî ñîáûòèÿ äîëæíî áûòü ðàçâèòèå
àóòîôàãèè â bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ òðàíñôîðìàíòàõ,
èíèöèàöèþ êîòîðîé ìîæíî âèäåòü ïî èììóíîáëîòèíãó
LC3 àóòîôàãîñîì (ðèñ. 7). Ìû íàáëþäàåì òðàíçèåíòíûé
ïåðåõîä LC3-I â LC 3-II. Ýòî ÿâëåíèå êàê ðàç ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ âëèÿíèåì MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà íà âçàèìî-
äåéñòâèå Beclin1 è Bcl-2. Îäíàêî ïîëíîöåííàÿ àêòèâàöèè
ïðîöåññà àóòîôàãèè â bcl-2-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòêàõ íà
ôîíå ãèïåðòðîôèè îòñóòñòâóåò.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè îáíàðóæåíà íîâàÿ ðîëü Bcl-2 â
ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Bcl-2 ïðåïÿòñòâóåò
HDACi-èíäóöèðîâàííîé ðåàêòèâàöèè êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ãðûçóíîâ,
óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîçó (êëåòêàõ ERasBcl), âîçìîæíî â
ñâÿçè ñ òåì, ÷òî îí áëîêèðóåò ïðîãðàììó íå òîëüêî àïîï-
òîçà, íî è àóòîôàãèè. Ñîãëàñíî äàííûì ðÿäà àâòîðîâ, îíà
ìîæåò áûòü íåîáõîäèìà äëÿ óíè÷òîæåíèÿ ñóùåñòâóþ-
ùèõ áåëêîâ â êëåòêå, ñ òåì ÷òîáû çàòåì áîëåå òî÷íî è
êîððåêòíî óñòàíîâèòü íîâóþ ïðîãðàììó — â äàííîì ñëó-
÷àå ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ. Îäíàêî êîíêðåòíûå ìåõàíèçìû
ðîëè Bcl-2 â ýòîì ñëîæíîì ïðîöåññå íóæäàþòñÿ â äàëü-
íåéøåì èçó÷åíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû MÊÁ ÐÀÍ, Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 13-04-00552) è ïðîãðàììû
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
(1.38.247.2014).
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ANTIAPOPTOTIC GENE bcl-2 PREVENTS CELLULAR SENESCENCE PROGRAM

REACTIVATION INDUCED BY HISTONE DEACETYLASE INHIBITOR SODIUM BUTYRATE

IN E1A AND cHa-ras TRANSFORMED RAT FIBROBLASTS

S. A. Gordeev,1, 2, * T. V. Bykova,1, 2 S. G. Zubova,1 N. D. Aksenov,1 T. V. Pospelova1, 2

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, and 2 St. Petersburg State University; * e-mail: s.a.gordeev@hotmail.com

We have investigated the role of apoptosis resistance gene bcl-2 in the activation of cellular senescence
program induced by histone deacetylase inhibitor (HDACi) sodium butyrate (NaBut) in transformed rat fibrob-
lasts. This study was conducted in a resistant to apoptosis induction cell line of rat embryo fibroblasts transfor-
med by oncogenes E1A, cHa-ras and bcl-2 (ERasBcl). The parent cell line transformed with only E1A and
cHa-ras (ERas) was used as a control. It has been found that NaBut reduces proliferation rate of ERasBcl cells
significantly weaker than of ERas transformed cells, despite the fact that the G1 cell cycle arrest was observed
in both cell lines. After NaBut treatment, hypertrophy of the apoptosis resistant transformants ERasBcl also was
reduced compared to parent cell line ERas, due to less activation of mTORC1, which is known to control the
synthesis of protein and ribosome biogenesis. The degree of mTORC1 activation was assessed by its target pro-
teins phosphorylation: the ribosomal S6 protein and 4E-BP1 — inhibitor of translation initiation factor eIF4E.
Since cell senescence process may be associated with changes in autophagy regulation, we analyzed the dyna-
mics of one of the main autophagosome formation markers — protein LC3. The accumulation of lipid-bound
form LC3-II changes significantly in ERasBcl cells after NaBut treatment and has transient nature. The set of
analyzed cellular senescence markers suggests that a high level of apoptosis resistance gene bcl-2 expression
prevents the realization of tumor-suppressor senescence program induced by HDACi sodium butyrate treat-
ment.

K e y w o r d s: senescence, sodium butyrate, autophagy, bcl-2, HDACi.
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