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Ð. À. Êîâàëåâ è äð.
Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç âûçûâàþò TP53-çàâèñèìóþ èíäóêöèþ

ð21/Waf1 — îäèí èç îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà, è îäíà èç íàèáîëåå èçâåñò-
íûõ ìèøåíåé ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî â êà÷åñòâå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà áåëêà ÒÐ53. Â äàííîì
èññëåäîâàíèè ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè àêòèâàöèþ ýêñïðåññèè ãåíà ð21/Waf1 ïðè âîçäåéñòâèè áóòèðà-
òîì íàòðèÿ — îäíèì èç åñòåñòâåííûõ èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç. Äëÿ èçó÷åíèÿ çàâèñèìîñòè íàáëþäàåìîé
àêòèâàöèè ð21/waf1 îò íàëè÷èÿ â êëåòêå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî ÒÐ53 â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè çëîêà÷å-
ñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ÷åëîâåêà ñ ðàçëè÷íûì ìóòàöèîííûì ïðîôèëåì ÒÐ53: êàê ýêñïðåñ-
ñèðóþùèå ÒÐ53 äèêîãî òèïà, òàê è ëèíèè, ýêñïðåññèðóþùèå ÒÐ53 ñ âûÿâëåííûìè ãåíåòè÷åñêèìè íàðó-
øåíèÿìè, â òîì ÷èñëå ñ ïîëíûì îòñóòñòâèåì ãåíà ÒÐ53. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè áó-
òèðàòà íàòðèÿ èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç ïðîäåìîíñòðèðîâàë çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ áåëêà
ð21/Waf1 êàê â êëåòêàõ äèêîãî òèïà ÒÐ53, òàê è â êëåòêàõ ñ ìóòàöèîííûìè çàìåíàìè â ãåíå ÒÐ53. Â òî
æå âðåìÿ èíäóêöèè áåëêà ð21/Waf1 íå íàáëþäàëîñü â êëåòêàõ ñ ïîëíîé äåëåöèåé ãåíà ÒÐ53. Ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå íà ôîíå âðåìåííîãî âûêëþ÷åíèÿ ãåíà ÒÐ53 ñ ïîìîùüþ êîðîòêèõ èíòåðôåðèðóþùèõ ìîëå-
êóë ÐÍÊ, óêàçûâàþò íà òî, ÷òî, èíäóêöèÿ áåëêà ð21/Waf1 â îòâåò íà âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîì äåàöåòè-
ëàç ÿâëÿåòñÿ ÒÐ53-çàâèñèìûì ñîáûòèåì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, áóòèðàò íàòðèÿ, ÒÐ53, ð21/Waf1, èíòåð-
ôåðåíöèÿ ÐÍÊ, ìóòàöèè ÒÐ53.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÑÄ — ÄÍÊ ñâÿçûâàþùèé äîìåí, NaBu — áóòèðàò íàòðèÿ, siÐÍÊ —
êîðîòêèå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ, ÁÓÄÐ — áðîìäåçîêñèóðèäèí.

Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ÒÐ53 ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì
êîìïîíåíòîì êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ðàçëè÷íûå ñòðåññî-
âûå ñèòóàöèè, òàêèå êàê ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, îíêîãåííàÿ
ñòèìóëÿöèÿ, ãîëîäàíèå, ãèïîêñèÿ è äð. (Vogelstein et al.,
2000; ×óìàêîâ, 2007). Åãî êðèòè÷åñêàÿ ðîëü â êàíöåðîãå-
íåçå ïîä÷åðêèâàåòñÿ òåì ôàêòîì, ÷òî áîëüøèíñòâî îïó-
õîëåé èìååò ìóòàöèîííûå èçìåíåíèÿ ÒÐ53 èëè ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé, çàâèñÿùèõ îò ÒÐ53 (Vogelstein et al., 2000; Vo-
usden, Prives, 2009). Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ÒÐ53 ñïîñîáåí
âûïîëíÿòü â êëåòêå ñàìûå ðàçíîîáðàçíûå ôóíêöèè, ó÷à-
ñòâóÿ íåïîñðåäñòâåííî â êà÷åñòâå àäàïòåðíîãî áåëêà è
êîìïîíåíòà ðÿäà àêòèâíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, íàèáî-
ëåå ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìîé àêòèâíîñòüþ ÒÐ53 íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü ñ÷èòàåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü ðåãóëèðîâàòü
òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, âûñòóïàÿ â êà÷åñòâå òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà (Raycroft et al., 1990; Liu, Chen, 2006).
Ðîëü ÒÐ53 â òðàíñêðèïöèè ðàçíîîáðàçíà è èìååò ìàññó
íþàíñîâ. Áåëîê ÒÐ53 óçíàåò ñïåöèôè÷åñêèå ýëåìåíòû
ÄÍÊ è âçàèìîäåéñòâóåò ñ íèìè çà ñ÷åò ñâîåãî öåíòðàëü-
íîãî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà (ÄÑÄ). Ïðè çàìå-
íàõ ïðàêòè÷åñêè ëþáîé àìèíîêèñëîòû ÄÑÄ âîçíèêàþò â

òîé èëè èíîé ñòåïåíè íàðóøåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ÒÐ53 ñ
ÄÍÊ-ýëåìåíòîì (Brosh, Rotter, 2009). Òåì íå ìåíåå íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü íåò äîñòàòî÷íûõ îñíîâàíèé ïîëàãàòü,
÷òî íàëè÷èå ìóòàöèé â ÄÑÄ ãåíà ÒÐ53 îäíîçíà÷íî ïðèâî-
äèò ê èíàêòèâàöèè ýòîãî îíêîñóïðåññîðà êàê òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà ïðè âîçäåéñòâèè íà îïóõîëåâûå êëåòêè
ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè ïðåïàðàòàìè, íå ÿâëÿþùèìèñÿ ïðÿ-
ìûìè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèìè àãåíòàìè.

Ê òàêèì ïðåïàðàòàì îòíîñÿòñÿ èíãèáèòîðû äåàöåòè-
ëàç (Yoo, Jones, 2006). Íåîäíîêðàòíî ïîêàçàíî, ÷òî èíãè-
áèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç âûçûâàþò îñòàíîâêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà, çàïóñêàþò ïðîãðàììó êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ è ïðèâîäÿò ê ãèáåëè êóëüòèâèðóåìûõ in vitro
ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê (Yoo, Jones, 2006; Áóêðååâà è äð.,
2009; Êîâàëåâ è äð., 2012). Ñóùåñòâóþò íåêîòîðûå óêàçà-
íèÿ íà ó÷àñòèå ÒÐ53 â ðåàëèçàöèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà
èçìåíåíèå îáùåãî óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ â êëåòêå (Con-
dorelli et al., 2007). Â òîì ÷èñëå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåé-
ñòâèè èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç, â ÷àñòíîñòè áóòèðàòà íàò-
ðèÿ (NaBu), áåëîê ÒÐ53 ïîäâåðãàåòñÿ àöåòèëèðîâàíèþ ïî
ëèçèíîâûì îñòàòêàì â ïîëîæåíèÿõ 320, 373 è 382 (Zhao
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et al., 2006; Brochier et al., 2013). Ïî äàííûì íåêîòîðûõ
èññëåäîâàòåëåé, ýòè ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè
àêòèâèðóþò áåëîê ÒÐ53, èíèöèèðóþò áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà è â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäÿò ê àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (Zhao et al., 2006; Oh
et al., 2012).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè îöåíêó çàâèñèìîñòè
èíäóêöèè áåëêà ð21/Waf1 îò àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà ÒÐ53 ïðè âîçäåéñòâèè NaBu íà êóëüòèâèðó-
åìûå in vitro çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåò-
êè ÷åëîâåêà ñ ðàçëè÷íûì ìóòàöèîííûì ïðîôèëåì ãåíà
ÒÐ53.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û, ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è -
ð î â à í è ÿ, î ö å í ê à â û æ è â à å ì î ñ ò è ê ë å ò î ê è à í à -
ë è ç ï à ð à ì å ò ð î â ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Ðàáîòà ïðî-
âåäåíà íà ïåðåâèâàåìûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà:
HeLa (àäåíîêàðöèíîìà øåéêè ìàòêè), MCF-7 (àäåíîêàð-
öèíîìà ìîëî÷íîé æåëåçû), HT-1080 (ôèáðîñàðêîìà),
ECV-304 (òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ, ïîëó-
÷åííûå èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ), ãëèî-
ìà-Ò è ãëèîìà-Â (ïåðâè÷íûå êóëüòóðû ãëèîìíûõ êëåòîê,
ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè), K-562 (õðîíè÷åñêàÿ
ìèåëîãåííàÿ ëåéêåìèÿ) è U-937 (ãèñòèîöèòàðíàÿ ëèìôî-
ìà). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12 (Áèîëîò,
Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), áåç àíòèáèîòè-
êîâ, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ñóñïåíçèîííûå êó-
ëüòóðû K-562 è U-937, ïîëó÷åííûå èç êîëëåêöèè Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ, êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, ýêñïðåññèè ãå-
íîâ TP53 è ð21/Waf1 à òàêæå ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèê-
ëà â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ äåàöåòèëàç â êó-
ëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè NaBu äî êîíå÷íîé êîíöåí-
òðàöèè 10 ìÌ. Ïî èñòå÷åíèè 24—96 ÷ êëåòêè ïåðåâîäèëè
â ñóñïåíçèþ ðàñòâîðîì Âåðñåíà/Òðèïñèíà è ëèáî ïðîâî-
äèëè êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ïðîëèôåðàöèè ïóòåì ïðÿ-
ìîãî ïîäñ÷åòà ÷èñëà êëåòîê ñ ïîìîùüþ ðó÷íîãî àâòîìà-
òè÷åñêîãî ñ÷åò÷èêà êëåòîê Scepter (Millipore, Ãåðìàíèÿ)
èëè ðåäêîãî ïîñåâà âî ôëàêîíû Êàððåëÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñïîñîáíîñòè äàâàòü êîëîíèè, ëèáî ëèçèðîâàëè äëÿ äàëü-
íåéøåãî èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ TP53 è ð21/Waf1 ìå-
òîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè èëè èììóíîáëîòà, ëèáî
àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðîìåòðèè
äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíûõ íàðóøåíèé â ïðîõîæäåíèè
êëåòî÷íîãî öèêëà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ äîëè êëåòîê, ïðîøåä-
øèõ ìèíèìóì îäèí ïîëíûé êëåòî÷íûé öèêë, ïðîâîäèëè
àíàëèç ñèíòåçà ÄÍÊ ïî âêëþ÷åíèþ áðîìäåçîêñèóðèäèíà
(ÁÓÄÐ) ïî ìåòîäèêå, îïóáëèêîâàííîé ðàíåå (Filatov et al.,
1998). Êëåòêè âûðàùèâàëè, êàê îïèñàíî âûøå, è èíêóáè-

ðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 2.5 ìÌ NaBu è(èëè) 10 % ÁÓÄÐ
(BD, ÑØÀ) â òå÷åíèå 24—48 ÷. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äî-
ëè êëåòîê, ðåïëèöèðóþùèõ ÄÍÊ, êëåòêè ïåðåâîäèëè â
ñóñïåíçèþ ðàñòâîðîì Âåðñåíà/Òðèïñèíà, îêðàøèâàëè
ñïåöèôè÷íûì äëÿ ÄÍÊ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Hoechst 33342 â ïðèñóòñòâèè íåèîííîãî äåòåðãåíòà Òðè-
òîíà Õ-100 (0.2 %) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷-
íîãî öèòîôëóîðèìåòðà. Ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ÁÓÄÐ-
ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (ÁÓÄÐ+), à òàêæå êîëè÷åñòâåí-
íóþ îöåíêó âûæèâàåìîñòè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè NaBu
îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å -
í î â Ò Ð 5 3 è ð 2 1 / W a f 1. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà
ð21/Waf1 ïðè âîçäåéñòâèè NaBu îöåíèâàëè ïî óðîâíþ
ìÐÍÊ ð21/Waf1 äî è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ â òå÷åíèå 24 ÷ èí-
ãèáèòîðîì äåàöåòèëàç. Äëÿ ýòîãî îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè
èç 2 ìëí êëåòîê ñ ïîìîùüþ íàáîðà Gene JETRNAPurifica-
tionKit (Thermo Scientific, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì ÄÍÊàçû-1
(Thermo Scientific, ÑØÀ) äëÿ äåãðàäàöèè ãåíîìíîé ÄÍÊ,
à îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íà-
áîðà «Ñèíòåç ïåðâîé öåïè êÄÍÊ» (Sileks, Ôèíëÿíäèÿ) è
îëèãî(äÒ) ïðàéìåðîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëàìè ïðî-
èçâîäèòåëåé. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ÿâëÿåòñÿ îäíî-
êðàòíûì òðèñîâûì áóôåðîì äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû (pH 8.6)
è ñîäåðæèò õëîðèä ìàãíèÿ (1 ììîëü/ë), Taq-ïîëèìåðàçó
(0.05 åä./ìêë) (Sileks, Ôèíëÿíäèÿ), 250 ìêìîëü/ë êàæäîãî
dNTP, 300 íìîëü/ë ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ,
300 íìîëü/ë ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî çîíäà (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ) è 2 ìêã êÄÍÊ. Êîíñòðóêöèè ïðàéìåðîâ è ôëóî-
ðåñöåíòíî ìå÷åííûõ çîíäîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà ð21/Waf1 ïðèâåäåíû â òàáë. 1. Ðåàêöèþ ïðîâîäè-
ëè â 50 ìêë ñìåñè íà äåòåêòèðóþùåì àìïëèôèêàòîðå
ÄÒ-322 â òå÷åíèå 45 öèêëîâ. Íà êàæäîì öèêëå äåíàòóðà-
öèþ äâóíèòåâîé ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ïðè 95 °C â òå÷åíèå
15 ñ, à îòæèã ïðàéìåðîâ è àìïëèôèêàöèþ — ïðè 60 °C â
òå÷åíèå 1 ìèí. Òðàíñêðèïöèîííûé óðîâåíü ãåíà ð21/Waf1
íîðìèðîâàëè íà òðàíñêðèïöèîííûé óðîâåíü ãåíà
GAPDH. Îïðåäåëåíèå ïîðîãîâûõ öèêëîâ è ðàñ÷åò îòíî-
ñèòåëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ óðîâíåé èññëåäóåìûõ ãå-
íîâ ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû RealTi-
me_PCRv7.3 (ÍÏÎ ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ, Ðîññèÿ).

Èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ p53 è p21/Waf1 îöåíèâà-
ëè òàêæå ïî óðîâíþ ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ ÒÐ53 è ð21/Waf1,
âûÿâëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ è èììîáèëèçîâàííûõ
íà PVDF ìåìáðàíå áåëêîâ èññëåäóåìûõ êëåòîê. Äëÿ ýòî-
ãî êëåòêè (1—2�106), èíêóáèðîâàííûå ñ NaBu, àí-
òè-Ð53—siÐÍÊ, ñî ñìåñüþ àíòè-Ð53—siÐÍÊ è NaBu, à
òàêæå êîíòðîëüíûå, ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà/Òðèïñè-
íà, äâàæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áó-
ôåðà (ÔÑÁ), ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê â êàæäîé ïðîáå
äëÿ äàëüíåéøåãî âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçêè äîðîæåê, èíêó-
áèðîâàëè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí ñ ëèçèðóþùèì áóôå-
ðîì (10 ìÌ Tris-HCl, pÍ 7.4, 0.1 % Triton X-100, 5 ìÌ
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Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûõ çîíäîâ
äëÿ èäåíòèôèêàöèè ýêñïðåññèè ãåíà p21/waf1

Ãåí Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð Çîíä (FAM-BHQ1)

p21/waf1 acagcagaggaagaccatgt ttagggcttcctcttggaga gtcttgtacccttgtgcctcgc

GAPDH catgggtgtgaaccatgagaa ggtcatgagtccttccacgat aacagcctcaagatcatcagcaatgcct



PMSF, 5 ìÌ MgCl2, 5 åä./ìë ÄÍÊàçû I è 20 ìÌ b-ìåðêàï-
òîýòàíîë), ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèçàòû êèïÿòèëè â
ñòàíäàðòíîì áóôåðå äëÿ íàíåñåíèÿ (0.25 Ì Tris, pÍ 6.8,
8 % SDS, 40%-íûé ãëèöåðèí, 20%-íûé b-ìåðêàïòîýòàíîë
è 0.2%-íûé áðîìôåíîëîâûé ñèíèé) â òå÷åíèå 5 ìèí.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â
10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0.1 %
SDS, ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà ìåìáðà-
íó PVDF. Ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíó âûìà÷èâàëè â ìåòà-
íîëå (10 ñ) è áåëêè îêðàøèâàëè èíêóáàöèåé â 0.1%-íîì
ðàñòâîðå Êóìàññè R â 30%-íîì ìåòàíîëå, ñîäåðæàùåì
10%-íóþ óêñóñíóþ êèñëîòó (1 ìèí) è äâàæäû ïðîìûâàëè
â 50%-íîì ìåòàíîëå (1 ìèí). Âèçóàëèçèðîâàííûå íà ìåì-
áðàíå áåëêè ïîçâîëÿþò îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà è
íàãðóçêó äîðîæåê. Ìåìáðàíó ïîëíîñòüþ âûñóøèâàëè äëÿ
ïîñëåäóþùåãî èììóíîäåòåêòèðîâàíèÿ áåç èíòåíñèâíîãî
ôîíà. Âèçóàëèçàöèþ áåëêîâ ÒÐ53, TP53-Ac è ð21/Waf1 íà
ìåìáðàíå îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë (mouse antiÐ53, mouse antiÐ53-Ac-382K, Sigma,
ÑØÀ; mouse antiÐ21, Upstate), èñïîëüçóÿ ìåòîä Ãîëóáîé
Cóõîé Âåñòåðí (Naryzhny, 2009). Â êà÷åñòâå äîïîëíèòå-
ëüíîãî êîíòðîëÿ âûðàâíèâàíèÿ íàãðóçêè äîðîæåê èñïî-
ëüçîâàëè ìåòîä Áðýäôîðä äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè
òîòàëüíîãî áåëêà â ëèçàòàõ èññëåäóåìûõ êëåòîê, ïðè ýòîì
êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà ñîñòàâëÿëî 20—40 ìêã íà äî-
ðîæêó è áûëî îäèíàêîâûì äëÿ êëåòîê êàæäîãî òèïà âíóò-
ðè îäíîãî îïûòà.

Ñ è ñ ò å ì à Ð Í Ê - è í ò å ð ô å ð å í ö è è ä ë ÿ ï î ä à â -
ë å í è ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í à Ò Ð 5 3. Ïîäàâëåíèå ýêñï-
ðåññèè ãåíà ÒÐ53 ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ òðàíñôåêöèè êî-
ðîòêèõ èíòåðôåðèðóþùèõ ìîëåêóë ÐÍÊ (àíòè-Ð53—
siÐÍÊ) ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â ïëàíøåòû, ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî êëåòîê ñîñòàâëÿëî ïðèáëèçèòåëüíî 104

íà ëóíêó. Òðàíñôåêöèþ àíòè-P53—siÐÍÊ (ON-TARGET-
plus SMARTpool, Dharmacon, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
100 íM â òðàíñôåêöèîííîì áóôåðå (Dharmacon, ÑØÀ)
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ëèïîôåêòàìèíà (Dharma-
con-FECT, ÑØÀ) ïî ìåòîäèêå, ïðåäëîæåííîé ôèðìîé-
ïðîèçâîäèòåëåì. Ñ ó÷åòîì âîçìîæíîé òîêñè÷íîñòè ëèïî-
ôåêòàìèíà â êàæäûé îïûò âêëþ÷àëè îòðèöàòåëüíûé êîí-
òðîëü òðàíñôåêöèè áåç siÐÍÊ. Äîáàâëåíèå NaBu ê òðàíñ-
ôèöèðîâàííûì àíòè-Ð53—siÐÍÊ è êîíòðîëüíûì êëåòêàì
îñóùåñòâëÿëè âî âðåìåíí *îì ïðîìåæóòêå, îïðåäåëÿåìîì
äëÿ êàæäîé ëèíèè êëåòîê îòäåëüíî è ñîîòâåòñòâóþùåì
ìàêñèìàëüíîìó ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè ãåíà ÒÐ53 â äàí-
íîì òèïå êëåòîê (24—72 ÷). Ïî èñòå÷åíèè 24 ÷ êîìáèíè-
ðîâàííîé èíêóáàöèè ñ NaBu è àíòè-Ð53—siÐÍÊ îïûòíûå
è êîíòðîëüíûå êëåòêè ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèþ ðàñòâî-
ðîì Âåðñåíà/Òðèïñèíà è ëèçèðîâàëè äëÿ äàëüíåéøåãî
àíàëèçà óðîâíÿ èññëåäóåìûõ áåëêîâ.

Â û ÿ â ë å í è å ì ó ò à ö è é â Ä Í Ê ñ â ÿ ç û â à þ ù å ì
ä î ì å í å ã å í à Ò Ð 5 3. ÄÍÊ èç çëîêà÷åñòâåííî òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê âûäåëÿëè ïî ìåòîäèêàì, îïèñàí-
íûì ðàíåå (Âîñòðþõèíà è äð., 2004). Êîíöåíòðàöèþ è êà-

÷åñòâî âûäåëåííîé ÄÍÊ êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ñïåêòðîôîòîìåòðà è ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçå. ÄÍÊ ÒÐ53
àìïëèôèöèðîâàëè â âèäå òðåõ ïåðåêðûâàþùèõñÿ ôðàã-
ìåíòîâ, çàõâàòûâàþùèõ ýêçîíû 5—9, ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà ïðàéìåðîâ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðûõ ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 2. ÏÖÐ ïðîâîäèëè â îáúåìå 50 ìêë ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðà äëÿ àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ ñ Taq-ïî-
ëèìåðàçîé (Promega, ÑØÀ) ïî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ. Ïðîäóêòû ÏÖÐ î÷èùàëè ýëåêòðîôîðåçîì â
àãàðîçíîì ãåëå è ñåêâåíèðîâàëè ñ òåõ æå ïðàéìåðîâ â
äâóõ íàïðàâëåíèÿõ.

Ðåçóëüòàòû

Ì ó ò à ö è î í í û é ï ð î ô è ë ü Ä Ñ Ä ã å í à Ò Ð 5 3 â
è ñ ñ ë å ä ó å ì û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ. Èññëåäîâàëè
ðÿä êëåòî÷íûõ ëèíèé íà íàëè÷èå ìóòàöèé â ÄÑÄ ãåíà
ÒÐ53. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî íåêîòîðûå èç íèõ (MCF-7,
HeLa è HT-1080) ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñòàíäàðòíûå êëå-
òî÷íûå ìîäåëè ñ îïèñàííûì êàê äèêèé òèï ñòàòóñîì
ÒÐ53 (IARCTP53 database, http:/www-p53.iarc.fr;
UMDP53 MutationsDatabase, http:/www.umd.be:2072/).
Îäíàêî, òàê êàê íåêîòîðûå àíàëèçèðóåìûå êëåòêè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïåðâè÷íûå îïóõîëåâûå êóëüòóðû ãëèàëü-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ECV-304 íå ïðåä-
ñòàâëåíà â áàçàõ îïèñàííûõ ìóòàöèé ÒÐ53, à âûøåóïîìÿ-
íóòûå ñòàíäàðòíûå êëåòî÷íûå ëèíèè âåäóòñÿ â
ëàáîðàòîðèè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ëåò, ÄÍÊ
êëåòîê âñåõ îïèñûâàåìûõ ëèíèé ñåêâåíèðîâàëè íà ïðîòÿ-
æåíèè ýêçîíîâ 5—9, êîäèðóþùèõ öåíòðàëüíûé äîìåí
ñâÿçûâàíèÿ áåëêà ÒÐ53 ñ ÄÍÊ, ñ öåëüþ âûÿâèòü âîçìîæ-
íûå ãåíåòè÷åñêèå íàðóøåíèÿ ÒÐ53. Â 60 % ñëó÷àåâ (3/5)
áûëè âûÿâëåíû ìóòàöèè ãåíà ÒÐ53 (òàáë. 3), ÷òî â öåëîì
ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåííûìè ðàíåå ðåçóëüòàòàìè äðó-
ãèõ àâòîðîâ ïî ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè ãåíåòè÷åñêèõ íàðó-

206 Ð. À. Êîâàëåâ è äð.

Ò à á ë è ö à 2

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ãåíà TP53

Ýêçîíû Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð
Äëèíà ôðàãìåíòà,

í. ï.

5—6 CTTGTGCCCTGACTTTCA CCCTACTGCTCACCTGGA 498

7 GAGCTGAGATCACGCCA CAAACACGCACCTCAAA 637

8—9 CAAGGGTGGTTGGGAGTA GCATTTTGAGTGTTAGACTGGA 462

Ò à á ë è ö à 3

Ìóòàöèè ÒÐ53 â çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ

Ëèíèÿ Ñòàòóñ ÒÐ53 Ýêçîí
Íóêëåîòèäíàÿ

(àìèíîêèñëîòíàÿ) çàìåíà

HT-1080 wtà 5—9 Íåò

MCF-7 mutá 8 797G_A (G266E)

HeLa wt 5—9 Íåò

ECV-304 mut 5 378C_G (Y126X)

Ãë-Ò mut 7 733G_A (G245S)

Ãë-Â delâ 5—9 Íåò

Ï ð è ì å ÷ à í è å. àwt — ãåí ÒÐ53 äèêîãî òèïà; ámut — ãåí ð53 ñ âû-
ÿâëåííîé ìóòàöèåé; âdel — äåëåöèÿ ôðàãìåíòà ÄÍÊ.



øåíèé ÒÐ53 (Petitjean et al., 2007). Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ
ëèíèè ãëèîìà-Â (ãë-Â) âûÿâèëè äåëåöèþ ÒÐ53 (òàáë. 3),
÷òî îïðåäåëÿëîñü ïî íåâîçìîæíîñòè àìïëèôèöèðîâàòü
íè îäèí èç ôðàãìåíòîâ ãåíà ÒÐ53, ïðè íàëè÷èè ïîëîæè-
òåëüíûõ êîíòðîëåé àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ ïî ëîêóñàì, êàð-
òèðîâàííûì íà äðóãèõ õðîìîñîìàõ (äàííûå íå ïðåäñòàâ-
ëåíû).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü è ï à ð à ì å ò -
ð û ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û õ
ê ë å ò î ê ÷ å ë î â å ê à ï ð è è ç ì å í å í è è î á ù å ã î
ó ð î â í ÿ à ö å ò è ë è ð î â à í è ÿ ñ ï î ì î ù ü þ N a B u.
Âëèÿíèå NaBu íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèé HT-1080,
MCF-7, ãë-Â, ãëèîìû-Ò (ãë-Ò), HeLa è ECV-304 îöåíèâà-
ëè ïî ÷èñëó æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, âûÿâëÿåìûõ ïîñëå
èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðîì â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìÌ â
òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïðîìåæóòêîâ âðåìåíè. Îáíàðóæåíî,
÷òî NaBu ñ ðàçíîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïîäàâëÿåò ïðîëèôå-
ðàöèþ çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷å-
ëîâåêà, à ïðè äëèòåëüíîé èíêóáàöèè ïðèâîäèò ê èõ ãèáå-
ëè. Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåíû äàííûå î âûæèâàåìîñòè
êëåòîê, èíêóáèðîâàííûõ ñ NaBu â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è
10 ìM â òå÷åíèå 72 ÷. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóò-
ñòâèè NaBu (5 ìÌ) âûæèâàåìîñòè êëåòîê ëèíèé HT-1080,
MCF-7, ãë-Â, ãë-Ò, HeLa è ECV-304 ñîñòàâèëè 8, 11, 24,
25, 32 è 50 % ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíò-
ðàöèè NaBu äî 10 ìÌ íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
æèçíåñïîñîáíîñòè èññëåäóåìûõ êëåòîê äî 0.03, 0.04, 3, 5,
7 è 11 % ñîîòâåòñòâåííî. Äàííûå ïî âëèÿíèþ NaBu íà
ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûå
ïðè îöåíêå âûæèâàåìîñòè, ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè,
ïîëó÷åííûìè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè (ðèñ. 1,
á—ã), èç êîòîðûõ âèäíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè â

îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè NaBu ñâÿçàíî ñ ïîÿâ-
ëåíèåì âûðàæåííîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå
ôàç G1/S. Òàê, íàïðèìåð, äëÿ ëèíèè ãë-Ò äîëÿ ÁÓÄÐ-ïîëî-
æèòåëüíûõ êëåòîê (ÁÓÄÐ+), ò. å. ïðîøåäøèõ â òå÷åíèå
48 ÷ ïîëíûé êëåòî÷íûé öèêë, ñîñòàâëÿåò îêîëî 55 % â îò-
ñóòñòâèè NaBu (ðèñ. 1, â) è çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà äî 9 %
ïðè äîáàâëåíèè NaBu â ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 1, ã). Îäíàêî ïîëó÷åííûå äàííûå î âûæèâàåìîñòè
êëåòîê èññëåäîâàííûõ ëèíèé, à òàêæå íàáëþäàåìûå âî
âñåõ òèïàõ êëåòîê áëîêè êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè âîçäåéñò-
âèè BuNa íå ïîçâîëÿþò ïðîñëåäèòü êàêóþ-ëèáî çàâèñè-
ìîñòü ýòèõ ïàðàìåòðîâ îò íàëè÷èÿ â êëåòêå áåëêà TP53
äèêîãî òèïà èëè ìóòàíòíîãî áåëêà. Òåì íå ìåíåå ýòè ðå-
çóëüòàòû íå èñêëþ÷àþò âîçìîæíîñòè ó÷àñòèÿ ÒÐ53, â òîì
÷èñëå è ñ ãåíåòè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè â ñîîòâåòñòâóþ-
ùåì ãåíå ÒÐ53, â àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, îòâåòñò-
âåííûõ çà áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà G1/S è ïîäàâëåíèå ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðîì ãèñòî-
íîâûõ äåàöåòèëàç NaBu.

Ó ð î â å í ü á å ë ê à Ò Ð 5 3 è å ã î à ê ò è â à ö è ÿ ê à ê
ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í î ã î ô à ê ò î ð à ï ð è î á ð à á î ò ê å
ê ë å ò î ê N a B u. Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè áåëêà ÒÐ53
ïðîâîäèëè â ëèçàòàõ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè
NaBu â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ. Âî âñåõ èññëåäîâàííûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ íàáëþäàëè èçìåíåíèå óðîâíÿ áåëêà
ÒÐ53, ïðè÷åì â áîëüøèíñòâå ëèíèé â ñòîðîíó åãî óìåíü-
øåíèÿ. Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîáëî-
òèíãà êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, èëëþñòðèðóþùèå èçìåíåíèÿ
óðîâíÿ áåëêà ÒÐ53 ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ NaBu â òå-
÷åíèå 24 ÷. Òàê êàê íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ÒÐ53
îòëè÷àåòñÿ îò ñèòóàöèè, îáû÷íî âîçíèêàþùåé ïðè îáðà-
áîòêå êëåòîê ïîâðåæäàþùèìè ÄÍÊ àãåíòàìè, ìû ïðîâå-

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç âûçûâàþò TP53-çàâèñèìóþ èíäóêöèþ 207

Ðèñ. 1. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü (à) è ïàðàìåòðû êëåòî÷íîãî öèêëà (á—ã) òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ïðè äåéñò-
âèè NaBu.

à — âûæèâàåìîñòü êëåòîê ëèíèé ÌÑF-7, ãëèîìû-Ò (ãë-Ò), ÍÒ-1080, ãëèîìû-Â (ãë-Â), ECV-304 è HeLa, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè NaBu â êîí-
öåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìÌ â òå÷åíèå 72 ÷; á—ã — ïàðàìåòðû öèêëà êëåòîê ëèíèè ãë-T, êóëüòèâèðóåìûõ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (á), ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ 10 % ÁÓÄÐ (â), ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè NaBu (2.5 ìÌ) è 10 % ÁÓÄÐ â òå÷åíèå 48 ÷ (ã). á—ã: ïî îñè àáñöèññ — íîìåð öèêëà
ñ÷åò÷èêà êëåòîê; ïî îñè îðäèíàò — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, îòí. åä. Ðàìêîé îòìå÷åíû ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ÁÓÐÄ-ïîëîæèòåëüíûì êëåò-

êàì (ÁÓÄÐ+).



ðèëè èçìåíåíèå óðîâíÿ áåëêà ÒÐ53 ïðè âîçäåéñòâèè íà
êëåòêè, íåñóùèå TP53 äèêîãî òèïà, èîíèçèðóþùèì èçëó-
÷åíèåì. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ äîçà îáëó÷åíèÿ ñîñòàâëÿ-
ëà 10 Ãð (137Cs) è âðåìÿ èíêóáàöèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ —
2 ÷. Âûáðàííûå óñëîâèÿ ñîîòâåòñòâóþò óñëîâèÿì, ïðèíÿ-
òûì â ëèòåðàòóðå (Kastan et al., 1991). Â êëåòêàõ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ äèêèé òèï ãåíà ÒÐ53, íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå
óðîâíÿ áåëêà ÒÐ53 ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èîíèçèðóþùåãî èç-
ëó÷åíèÿ (ðèñ. 2, á). Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè âîçìîæíîñòü êàê óâåëè÷åíèÿ, òàê è óìåíüøåíèÿ
óðîâíÿ áåëêà ÒÐ53 â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçîâàííîãî èí-
äóêòîðà åãî àêòèâíîñòè.

Ïîñêîëüêó NaBu ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç,
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü óâåëè÷åíèå óðîâíÿ àöåòèëèðîâàí-
íûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå è ÒÐ53, â êëåòêàõ, ïîäâåðãøèõñÿ
èíêóáàöèè ñ ýòèì ïðåïàðàòîì. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòå-
çû ìû èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê àöåòèëèðî-
âàííîìó ÒÐ53 ïî ëèçèíó â ïîëîæåíèè 382. Ðåçóëüòàòû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, â, äåìîíñòðèðóþò óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà àöåòèëèðîâàííîãî ÒÐ53 â êëåòêàõ, èíêóáèðî-
âàííûõ â ïðèñóòñòâèè NaBu. Èçâåñòíî, ÷òî íàðÿäó ñ äðó-
ãèìè ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè àöåòèëèðî-
âàíèå â Ñ-êîíöåâûõ ó÷àñòêàõ ÒÐ53 ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ïîçèòèâíîé ìîäóëÿöèè åãî àêòèâíîñòè (Marouco et al.,
2013). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî NaBu àêòèâèðóåò ÒÐ53.

Ðåçóëüòàòîì àêòèâíîñòè ÒÐ53 êàê ôàêòîðà òðàíñ-
êðèïöèè ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ-ìèøå-
íåé. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ àêòèâàöèè ÒÐ53 êàê òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà â îòâåò êëåòêè íà âîçäåéñòâèå èíãèáè-
òîðîì äåàöåòèëàç ìû ïðîâîäèëè îïðåäåëåíèå áåëêîâîãî
ïðîäóêòà îäíîé èç ìèøåíåé ÒÐ53, à èìåííî áåëêà
ð21/Waf1 (Nakamura, 2004). Âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, çà
èñêëþ÷åíèåì êëåòîê ëèíèè ãë-Â, â êîòîðîé ãåí ÒÐ53 äå-
ëåòèðîâàí, ýêñïðåññèÿ ð21/Waf1 êîíòðîëüíûõ êëåòîê íå
îïðåäåëÿëàñü èëè äåòåêòèðîâàëàñü íà áàçàëüíîì óðîâíå,
íî ïîÿâëÿëàñü ïîñëå èíêóáàöèè èññëåäóåìûõ êëåòîê ñ
NaBu â òå÷åíèå 24 ÷ (ðèñ. 3, à). Íàáëþäàåìîå óâåëè÷åíèå
óðîâíÿ áåëêà ð21/Waf1 íàïðÿìóþ ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé

òðàíñêðèïöèè ãåíà ð21/Waf1, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ðå-
çóëüòàòû ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ äàííî-
ãî ãåíà äî è ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè NaBu
(ðèñ. 3, á).

Äîïîëíèòåëüíûì äîêàçàòåëüñòâîì ñâÿçè àêòèâàöèè
îíêîñóïðåññîðà ÒÐ53 ñ èíäóêöèåé ýêñïðåññèè ãåíà
ð21/Waf1 â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ èíãèáè-
òîðà ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, ìîãóò ñëóæèòü ýêñïåðèìåí-
òû ïî íîêäàóíó ãåíà TP53. Äëÿ ðàçðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà
ìû èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, âðåìåííî
ïîäàâëÿÿ ýêñïðåññèþ ãåíà ÒÐ53 â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ è
ïðè ýòîì íàáëþäàÿ ýêñïðåññèþ ãåíà ð21/Waf1 ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ NaBu. Ââåäåíèå NaBu â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ àíòè-ÒÐ53—siÐÍÊ, è êîíò-
ðîëüíûõ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè âî âðåìåííîì ïðîìåæóòêå
(24—72 ÷), îïðåäåëÿåìîì äëÿ êàæäîé ëèíèè êëåòîê îòäå-
ëüíî è ñîîòâåòñòâóþùåì ìàêñèìàëüíîìó ïîäàâëåíèþ ýê-
ñïðåññèè ãåíà ð53 â äàííîì òèïå êëåòîê (ðèñ. 3, â, äîðîæ-
êà 2). Ïî èñòå÷åíèè 24 ÷ êîìáèíèðîâàííîé èíêóáàöèè ñ
NaBu è àíòè-Ð53—siÐÍÊ â îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ êëåò-
êàõ àíàëèçèðîâàëè óðîâåíü áåëêà ð21/Waf1 è åãî òðàíñ-
êðèïöèîííîãî àêòèâàòîðà ÒÐ53. Â ïîäàâëÿþùåì áîëü-
øèíñòâå èññëåäîâàííûõ êëåòîê ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ
ãåíà ð21/Waf1 íàáëþäàëè òîëüêî â êëåòêàõ, îáðàáîòàí-
íûõ NaBu â òå÷åíèå 24 ÷ (ðèñ. 3, â, äîðîæêà 3). Ïðè ýòîì íå
áûëî çàôèêñèðîâàíî ïîâûøåííîãî óðîâíÿ áåëêà ð21/Waf1
â êëåòêàõ ëèíèé HeLa, HT-1080, ECV-304 è ãë-Ò, èíêóáè-
ðîâàííûõ ñ NaBu íà ôîíå ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ÒÐ53 ñ
ïîìîùüþ ñèñòåìû ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè (ðèñ. 3, â, äî-
ðîæêà 4). Êëåòêè ëèíèè MCF-7, â êîòîðûõ íå óäàëîñü
çíà÷èòåëüíî ñíèçèòü óðîâåíü ÒÐ53 ïðè òðàíñôåêöèè àí-
òè-Ð53—siÐÍÊ, äåìîíñòðèðîâàëè ïîâûøåííûé óðîâåíü
áåëêà ð21/Waf1 êàê â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ òîëüêî
NaBu, òàê è â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ êîìáèíàöèåé NaBu
è àíòè-Ð53—siÐÍÊ, îäíàêî â ïîñëåäíèõ èíäóêöèÿ íåãà-
òèâíîãî ðåãóëÿòîðà êëåòî÷íîãî öèêëà ð21/Waf1 áûëà íå-
ñêîëüêî ñíèæåíà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Â öåëîì ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà ôîíå ïîäàâëå-
íèÿ ýêñïðåññèè ÒÐ53 ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè,
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Ðèñ. 2. Èììóíîäåòåêöèÿ áåëêà ÒÐ53 â ëèçàòàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ ëèíèé.

à — ëèíèè ÌÑF-7, ãëèîìû-Ò (ãë-Ò), ECV-304 è HeLa, êóëüòèâèðóåìûå ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ è â ïðèñóòñòâèè NaBu (10 ìÌ, 24 ÷); á — ëèíèÿ
HT-1080, êóëüòèâèðóåìàÿ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ èîíèçèðóþùèì èçëó÷åíèåì (10 Ãð), ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðè-
ñóòñòâèè NaBu (10 ìÌ, 24 ÷) è ïîñëå êîìáèíèðîâàííîãî âîçäåéñòâèÿ NaBu è g-îáëó÷åíèÿ; â — èììóíîáëîòèíã ëèçàòîâ êëåòîê ÌÑF-7 ñ àíòèòåëàìè,
óçíàþùèìè àöåòèëèðîâàííûå îñòàòêè ëèçèíà â ïîëîæåíèè 382 áåëêà ÒÐ53, äî (äîðîæêà 1) è ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè NaBu (10 ìÌ) â

òå÷åíèå 4 (äîðîæêà 2) è 24 (äîðîæêà 3) ÷.



ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü àêòèâàöèþ îíêîñóïðåññîðà
ÒÐ53 êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà â òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ èíãè-
áèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç NaBu. Äëÿ îäíîçíà÷-
íîãî ïîäòâåðæäåíèÿ ÒÐ53-çàâèñèìîé èíäóêöèè ð21/Waf1
ïðè îáðàáîòêå êëåòîê NaBu ìû èññëåäîâàëè ýêñïðåñ-
ñèþ ð21/Waf1 â êëåòêàõ ëèíèé K-562, U-937 è ãë-Â. Ëè-
íèè K-562 è U-937, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, îòíîñÿòñÿ
ê ëèíèÿì óñëîâíî ÒÐ53-null, ò. å. íå ýêñïðåññèðóþ-
ùèì ïîëíîðàçìåðíûé ôóíêöèîíàëüíûé áåëîê ÒÐ53
(http:/p53/free.fr). Ëèíèÿ ãë-Â, ïðîàíàëèçèðîâàííàÿ â ýòîé
ðàáîòå íà íàëè÷èå ìóòàöèé â ãåíå ÒÐ53, áûëà îõàðàêòåðè-
çîâàíà êàê èñòèííàÿ ÒÐ53-null íîâàÿ ïåðåâèâàåìàÿ êëå-
òî÷íàÿ ëèíèÿ ãëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Âî âñåõ èññëå-
äîâàííûõ êóëüòóðàõ, íå ýêñïðåññèðóþùèõ ÒÐ53, íå áûëî
îáíàðóæåíî èíäóêöèè ð21/Waf1 ïðè èíêóáàöèè êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè NaBu (ðèñ. 3, ã), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàâè-
ñèìîñòè òàêîé èíäóêöèè îò íàëè÷èÿ â êëåòêå ôóíêöèîíà-
ëüíîãî ÒÐ53.

Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíèå ãîäû, íàâåðíîå, íè îäèí äðóãîé áåëîê íå
èçó÷àëñÿ òàê èíòåíñèâíî, êàê ÒÐ53. Çà áîëåå ÷åì òðåòü
âåêà ñ ìîìåíòà åãî îòêðûòèÿ ÒÐ53 áûëî ïîñâÿùåíî áîëåå
40 000 íàó÷íûõ ðàáîò, è èõ ÷èñëî ïðîäîëæàåò ðàñòè. Ïî-
ðàçèòåëüíûì îáðàçîì ôóíêöèÿ ÒÐ53 îêàçûâàëàñü ñâÿçàí-
íîé ñ ìåõàíèçìàìè ðàñïîçíàâàíèÿ è ïðîâåäåíèÿ ñèãíàëîâ
âíóòðè êëåòêè, ðåïàðàöèè ãåíîìà, ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ
äåëåíèÿ è ãèáåëè, êîîðäèíàöèè ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñîâ è ðåãóëèðîâàíèè âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó êëåòêàìè,
ïðè÷åì ñâÿçè ïîääåðæèâàëèñü íà ìíîãèõ óðîâíÿõ, îáðà-
çóÿ åäèíóþ ðåãóëÿòîðíóþ ñåòü (Æåëòóõèí, ×óìàêîâ,
2010). Íà ðàííèõ ýòàïàõ èçó÷åíèÿ èíäóêöèè ÒÐ53 áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî àêòèâíîñòü ÒÐ53 ïîÿâëÿåòñÿ â îòâåò íà
ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Kastan et al., 1991; DiLeonardo et al.,
1994).

Îäíàêî ïðè äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ âûÿñíèëîñü,
÷òî ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî àëüòåðíàòèâíûõ ìåõàíèçìîâ
èíäóêöèè ÒÐ53 êàê â îòâåò íà ðàçëè÷íûå òèïû ãåíîòîêñè-

÷åñêèõ âîçäåéñòâèé, òàê è ïðè ñîñòîÿíèÿõ, íåïîñðåäñò-
âåííî íå âëèÿþùèõ íà ÄÍÊ (Æåëòóõèí, ×óìàêîâ, 2010).
Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç íå ÿâëÿþòñÿ ïðÿìû-
ìè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèìè àãåíòàìè. Èçâåñòíî, ÷òî NaBu
ñïîñîáåí âûçûâàòü îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîç
èëè óñêîðåííîå ñòàðåíèå â ðàçëè÷íûõ òèïàõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê in vitro (Romanov et al., 2010; Øòàì è äð., 2012;
Sossai, 2012). Êðîìå òîãî, â áîëüøèíñòâå ðàáîò, êàñàþ-
ùèõñÿ ìîëåêóëÿðíûõ àñïåêòîâ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ äå-
àöåòèëàç, ïîêàçàíà çíà÷èòåëüíàÿ èíäóêöèÿ ð21/Waf1 —
íàèáîëåå èçâåñòíîé òðàíñêðèïöèîííîé ìèøåíè ÒÐ53
(Rocchi et al., 2005; Romanov et al., 2010). Òåì íå ìåíåå
ðîëü ÒÐ53 â èíäóêöèè îñíîâíîãî ðåãóëÿòîðà áëîêîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà îñòàåòñÿ äî ñèõ ïîð äèñêóññèîííîé, à îêà-
çûâàåìûé èíãèáèòîðàìè äåàöåòèëàç àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íûé ýôôåêò íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÒÐ53 èëè ýòà ñâÿçü ïîëàãà-
åòñÿ êîñâåííîé.

Òàê, ðÿä ðàáîò äåìîíñòðèðóåò îòñóòñòâèå èçìåíåíèé
óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà ÒÐ53 ïðè âîçäåéñòâèè ðàçëè÷íû-
ìè èíãèáèòîðàìè äåàöåòèëàç, è ïîäîáíûå íàáëþäåíèÿ
ïðèâîäÿò àâòîðîâ ê âûâîäó î ìèíîðíîì èëè óçêîì òêà-
íåñïåöèôè÷íîì ó÷àñòèè áåëêà ÒÐ53 â êëåòî÷íîì îòâåòå
íà ýòîò êëàññ ïðîòèâîðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ (Condorelli
et al., 2007). Â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâóþò íåêîòîðûå óêàçà-
íèÿ íà ó÷àñòèå ÒÐ53 â ðåàëèçàöèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà
èçìåíåíèå îáùåãî óðîâíÿ àöåòèëèðîâàíèÿ â êëåòêå (Taki-
moto et al., 2005). Â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî èí-
ãèáèòîðû äåàöåòèëàç ïîääåðæèâàþò àöåòèëèðîâàíèå íå
òîëüêî ãèñòîíîâ, íî è íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå
áåëîê ÒÐ53 ïîäâåðãàåòñÿ àöåòèëèðîâàíèþ ïî ëèçèíîâûì
îñòàòêàì â ïîëîæåíèÿõ 320, 373 è 382 (Terui et al., 2003;
Bandyopadhyay et al., 2004). Òàêèå êîâàëåíòíûå ìîäèôè-
êàöèè â Ñ-êîíöåâûõ ó÷àñòêàõ ÒÐ53 ïðèâîäÿò ê íåéòðàëè-
çàöèè èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ Ñ-êîíöåâîãî ñåãìåíòà,
ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè ÒÐ53 è èçìåíåíèÿì åãî âíóòðè-
êëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè (Marouco et al., 2013). Êðîìå
òîãî, çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèé ÒÐ53 ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå
êàê åãî ñïîñîáíîñòè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êîàêòèâàòîðàìè
è êîðåïðåññîðàìè òðàíñêðèïöèîííîãî àïïàðàòà, òàê è
ïðåäïî÷òåíèé â ñâÿçûâàíèè ñ ÒÐ53-ðåñïîíñèâíûìè ýëå-
ìåíòàìè òåõ èëè èíûõ ãåíîâ (Marouco et al., 2013).
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Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ TP53 è p21/Waf1 â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ïðè âîçäåéñòâèè NaBu.

à — èììóíîäåòåêöèÿ áåëêîâ ÒÐ53 è ð21/Waf1 â ëèíèÿõ ãëèîìà-Ò (Ãë-ò) è ECV-304 äî (äîðîæêè 1, 3) è ïîñëå ââåäåíèÿ NaBu (10 ìÌ) â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó (äîðîæêè 2, 4). á — óâåëè÷åíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà ð21/Waf1 ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ëèíèè MCF-7 ñ NaBu â òå÷åíèå 24 ÷. Êèíåòè÷åñêèå êðè-
âûå àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ ãåíà ð21/Waf1 äî (êðèâàÿ 1) è ïîñëå (êðèâàÿ 2) âîçäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç (âåðõíÿÿ ïàíåëü). Îòíîøåíèå òðàíñêðèï-
öèîííûõ óðîâíåé ãåíîâ ð21/Waf1 è GAPDH â ïðèñóòñòâèè NaBu (íèæíÿÿ ïàíåëü). â — èììóíîáëîòèíã ëèíèè ÍÒ-1080 ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â íîð-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ (äîðîæêà 1), èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè àíòè-Ð53—siÐÍÊ (äîðîæêà 2), NaBu (10 ìÌ) (äîðîæêà 3) è èõ êîìáèíàöèè (äîðîæêà 4).
ã — èììóíîäåòåêöèÿ ÒÐ53 è ð21/Waf1 â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ ëèíèé U-937, K-562 è HeLa äî (äîðîæêè 1, 3, 5) è ïîñëå ââåäåíèÿ NaBu (10 ìÌ) â êóëüòó-

ðàëüíóþ ñðåäó (äîðîæêè 2, 4, 6).



Â ýòîé ðàáîòå íà ðÿäå êëåòî÷íûõ êóëüòóð ðàçëè÷íîãî
òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè àêòè-
âàöèþ ÒÐ53 ïðè âîçäåéñòâèè èíãèáèòîðîì äåàöåòèëàç —
NaBu. Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî, íåñìîòðÿ íà
íåèçìåííîñòü èëè äàæå íåêîòîðîå ïîíèæåíèå óðîâíÿ
ÒÐ53 â êëåòêàõ âñåõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé, NaBu àêòèâè-
ðóåò ÒÐ53 êàê òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ñïîñîáñòâóÿ
èíäóêöèè ð21/Waf1 — îäíîãî èç îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ
êëåòî÷íîãî öèêëà. Íàáëþäàåìîå àöåòèëèðîâàíèå áåëêà
ÒÐ53, âûçâàííîå ñíèæåíèåì óðîâíåì äåàöåòèëàç â êëåò-
êå, âåðîÿòíî, óâåëè÷èâàåò ñïîñîáíîñòü ÒÐ53 ñâÿçûâàòüñÿ
ñ ÄÍÊ è åãî òðàíñàêòèâàöèîííóþ àêòèâíîñòü. Áîëåå òîãî,
â ýòîé ðàáîòå èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû ÐÍÊ-èíòåðôåðåí-
öèè è êëåòî÷íûõ êóëüòóð, íå ýêñïðåññèðóþùèõ ÒÐ53, ïî-
çâîëèëî äîñòàòî÷íî óáåäèòåëüíî ïðîäåìîíñòðèðîâàòü
ÒÐ53-çàâèñèìóþ èíäóêöèþ ð21/Waf1 â êëåòêàõ, ïîäâåðã-
øèõñÿ âîçäåéñòâèþ NaBu. Âûÿâëåííàÿ àêòèâàöèÿ ÒÐ53
êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ïðè âîçäåéñòâèè NaBu â
èññëåäîâàííûõ êëåòêàõ, èìåþùèõ ìóòàöèè â ãåíå ÒÐ53,
âñòóïàåò â íåêîòîðîå ïðîòèâîðå÷èå ñ óñòîÿâøèìèñÿ ïî-
ëîæåíèÿìè î âîçìîæíîñòè òàêîé àêòèâàöèè â êëåòêàõ ñ
ãåíåòè÷åñêèìè íàðóøåíèÿìè â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåì äîìå-
íå ãåíà ÒÐ53 (Olivier et al., 2010). Ïî äàííûì Ìåæäóíà-
ðîäíîãî àãåíòñòâà èññëåäîâàíèÿ ðàêà (IARC), ñôîðìèðî-
âàâøåãî áàçó äàííûõ ìóòàöèé ãåíà ÒÐ53, ïðåîáëàäàþùàÿ
äîëÿ àáåððàöèé ÒÐ53 ïðåäñòàâëåíà ìèññåíñ-ìóòàöèÿìè
(75 %) â ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåì äîìåíå, ïðèâîäÿùèìè ê àìè-
íîêèñëîòíûì çàìåíàì â áåëêå ÒÐ53 è èíãèáèðîâàíèþ åãî
ñâÿçûâàíèÿ ñ ãåíàìè-ìèøåíÿìè (Petitjean et al., 2007).
Ïðåäñòàâëåííûå â ýòîé ðàáîòå äàííûå î ÒÐ53-çàâèñèìîé
èíäóêöèè ð21/Waf1 ïðè âîçäåéñòâèè NaBu ïðèâîäÿò ê çà-
êëþ÷åíèþ î âîçìîæíîñòè àêòèâíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
áåëêà ÒÐ53 äàæå â êëåòêàõ, íåñóùèõ ãåíåòè÷åñêèå íàðó-
øåíèÿ â ÄÑÄ ãåíà ÒÐ53.

Â èòîãå, îñíîâûâàÿñü íà ðåçóëüòàòàõ íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ, ìîæíî ãîâîðèòü, ÷òî NaBu, áóäó÷è èíãèáèòîðîì
äåàöåòèëàç, àêòèâèðóåò ÒÐ53 ÷åðåç àöåòèëèðîâàíèå ëèçè-
íîâûõ îñòàòêîâ, ïðè ýòîì íàëè÷èå ìóòàöèé â ÄÑÄ ÒÐ53
íå îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü ÒÐ53
êàê òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà.
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HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS CAUSE THE TP53-DEPENDENT INDUCTION

OF ð21/Waf1 IN TUMOR CELLS CARRYING MUTATIONS IN TP53

R. A. Kovalev,1 T. A. Shtam,1 D. V. Karelov,1, 2 V. S. Burdakov,1, 2
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p21/Waf1 protein is one of the main cell cycle arrest regulators and one of the most well-known transcripti-
onal targets of TP53 protein. Here, we demonstrated the activation of expression of the ð21/Waf1 gene when
the cells were treated to sodium butyrate (NaBu) — one of the natural inhibitors of deacetylase, and investiga-
ted whether this phenomenon depends on the presence of functionally active TP53 protein. We compared the
effect of the NaBu treatment on the human cell line with different TP53 mutation profile, including: wild-type
TP53, single nucleotide substitutions, and the complete absence of TP53 gene. NaBu activated the TP53 protein
via hyper acetylation at lysine residue K382, without significant changes in the level of protein expression.
Western blotting demonstrated that the addition of NaBu triggers a significant increase in the p21/Waf1 protein
level in both the TP53 wild-type cells and in the cells with single nucleotide substitutions in the domain respon-
sible for the binding of TP53 protein to DNA. At the same time, no the p21/Waf1 protein induction was obser-
ved in the cells with complete deletion of the TP53 gene. However, NaBu was not able to induce the p21/Waf1
production when the expression of TP53 was transiently knocked down by the p53 siRNA. Overall, our results
suggest that the NaBu-dependent induction of p21/Waf1 does require the presence of TP53 protein but unex-
pectedly it can occur regardless of mutational changes in the domain responsible for the TP53 binding to DNA.
One of the hypothetical explanations is that NaBu increases the level of TP53 acetylation, and the modified
protein is able to establish a new network of protein-protein interactions or trigger some conformational chan-
ges affecting the TP53-dependent transcriptional machinery even when its DNA binding ability is impaired.

K e y w o r d s: HDAC inhibitors, sodium butyrate, ÒÐ53, p21/Waf1/Cip1, RNA interference, ÒÐ53 muta-
tions.
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