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Âëèÿíèå àíòèáèîòèêà äîêñîðóáèöèíà íà ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà, èíôèöèðîâàííûå öèòîìåãàëîâèðóñîì

Ïðîòèâîðàêîâûé àíòèáèîòèê äîêñîðóáèöèí (ÄÎÊÑ) õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé òîêñè÷íîñòüþ, âûçû-
âàÿ îñëîæíåíèÿ â ðàáîòå æèçíåííî âàæíûõ îðãàíîâ. Äàííûõ î äåéñòâèè ÄÎÊÑ íà íîðìàëüíûå êëåòêè
îðãàíèçìà íåäîñòàòî÷íî. Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ÄÎÊÑ èíäóöèðóåò ãèáåëü ðàêîâûõ êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà,
îäíàêî ñâåäåíèÿ î ðîëè áåëêà ð73, ÷ëåíà ñåìåéñòâà îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà ð53, ïðàêòè÷åñêè îòñóòñò-
âóþò. Èçâåñòíî, ÷òî öèòîìåãàëîâèðóñ (ÖÌÂ) èíäóöèðóåò àíòèàïîïòîçíóþ ïðîãðàììó, ïîçâîëÿþùóþ
âèðóñó îñóùåñòâèòü ðåïëèêàöèþ ñâîåãî ãåíîìà äî ãèáåëè êëåòêè-ìèøåíè. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñî-
ñòîÿëà â èçó÷åíèè äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ íà íîðìàëüíûå êëåòêè, àíàëèçå ñïîñîáíîñòè àíòèàïîïòîçíîé ïðî-
ãðàììû, çàïóñêàåìîé ÖÌÂ, îêàçûâàòü âëèÿíèå íà òîêñè÷íîñòü ÄÎÊÑ è â îöåíêå ó÷àñòèÿ áåëêà ð73 è
åãî èçîôîðì â ðåãóëÿöèè ãèáåëè èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ. Ïîäñ÷åò êëåòîê â öèòî-
ëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ïîêàçàë, ÷òî â òå÷åíèå 24 ÷ ÄÎÊÑ âûçûâàåò ãèáåëü îêîëî 70 % ôèáðîáëàñòîâ
ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (ÔËÝ×) â êóëüòóðå in vitro, à ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè ÄÎÊÑ è ÖÌÂ ãèáåëü
êëåòîê óìåíüøàåòñÿ. Ìåòîäîì TUNEL îïðåäåëåíî, ÷òî êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ðàçðûâàìè ÄÍÊ ïðè äåéñò-
âèè ÄÎÊÑ ñíèæàåòñÿ ñ 5.2 äî 3.2 % (P < 0.05) ïðè âîçäåéñòâèè íà ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå êëåòêè. Àíà-
ëèç ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð âûÿâèë íàêîïëåíèå êëåòîê â ìèòîçå ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ, òîãäà êàê â èíôèöè-
ðîâàííûõ ÖÌÂ êëåòêàõ ïîäîáíîãî ÿâëåíèÿ íå íàáëþäàëè. Àíàëèç ìÐÍÊ äâóõ èçîôîðì áåëêà ð73
(ÒÀð73 è dNp73) ïîêàçàë, ÷òî â íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ýêñïðåññèÿ èçîôîðìû ÒÀð73 î÷åíü íèçêàÿ,
òîãäà êàê â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ ÔËÝ× óðîâåíü òðàíñêðèïöèè èçîôîðìû ÒÀð73 çíà÷èòåëüíî ïîâû-
øåí, è âïåðâûå îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ èçîôîðìû dNð73. Â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
ÄÎÊÑ, íå ïðîèñõîäèëî áëîêà ìèòîçà, íî íàáëþäàëàñü àêòèâàöèÿ êàñïàç 8, 9 è 3, êîòîðàÿ ñîïðîâîæäà-
ëàñü ãèáåëüþ êëåòîê, îäíàêî íå ñòîëü ìàññîâîé, êàê ïðè äåéñòâèè ÄÎÊÑ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿ-
þò çàêëþ÷èòü, ÷òî ÖÌÂ îñëàáëÿåò ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà íîðìàëüíûå êëåòêè. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èíäóêöèÿ ÒÀð73 è ïîÿâëåíèå óêîðî÷åííîé èçîôîðìû ð73 ñîçäàþò óñëîâèÿ äëÿ àòòåíóà-
öèè âëèÿíèÿ ÄÎÊÑ íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ãèáåëü íîðìàëüíûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîêñîðóáèöèí, ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà, öèòîìåãàëîâèðóñ, èçîôîðìû ÒÀð73 è
dNp73 áåëêà ð73.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÎÊÑ — äîêñîðóáèöèí, ÖÌÂ — öèòîìåãàëîâèðóñ, ÔËÝ× — ôèá-
ðîáëàñòû ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà.

ÄÎÊÑ — ïðîòèâîðàêîâûé àíòèáèîòèê, áîëåå 40 ëåò
ïðèìåíÿåìûé äëÿ ëå÷åíèÿ øèðîêîãî ñïåêòðà îíêîëîãè÷å-
ñêèõ çàáîëåâàíèé. Åãî ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì ÿâëÿ-
åòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ òîêñè÷íîñòü, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê
îñëîæíåíèÿì â ðàáîòå ñåðäöà è ïå÷åíè, ê ïîòåðå ñëóõà è
äðóãèì ïàòîëîãèÿì. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåäóòñÿ èíòåí-
ñèâíûå èññëåäîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà ïîèñê ñðåäñòâ,
ñíèæàþùèõ òîêñè÷íîñòü àíòèáèîòèêà è ïîâûøàþùèõ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê íåìó (Wang et al., 2014; Yu et al.,
2014), êîòîðûå ïîêà íå ïðèâåëè ê çíà÷èòåëüíûì óñïåõàì.
Îäíà èç ïðè÷èí ñîñòîèò â íåäîñòàòî÷íîé èçó÷åííîñòè
äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ íà íåîïóõîëåâûå êëåòêè â òêàíÿõ, îêðó-
æàþùèõ îïóõîëü, â ñåðäöå, ïå÷åíè è îðãàíèçìå â öåëîì.

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ àí-
òèáèîòèêà ïðèâåëî ê çàêëþ÷åíèþ î òîì, ÷òî ÄÎÊÑ èíäó-
öèðóåò ãèáåëü êëåòîê ïóòåì àïîïòîçà ñ ó÷àñòèåì áåëêà
ð53, îäíàêî èìåþùèåñÿ äàííûå ïðîòèâîðå÷èâû, à î ðîëè
äðóãèõ áåëêîâ ýòîãî ñåìåéñòâà â ÄÎÊÑ-èíäóöèðîâàííîì
àïîïòîçå ñâåäåíèÿ íåìíîãî÷èñëåííû (Minotti et al., 2004).
Â òî æå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê ð73 — ÷ëåí ñåìåéñòâà
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ áåëêîâ ð53 — ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ è ãèáåëè êëåòîê, èìååò íåñêîëüêî
èçîôîðì, êîòîðûå ìîãóò îêàçûâàòü êàê ïðîàïîïòîçíîå,
òàê è îíêîãåííîå äåéñòâèå. Èçâåñòíî, ÷òî ÖÌÂ ÷åëîâåêà,
ïîïàäàÿ â êëåòêó, èíäóöèðóåò àíòèàïîïòîçíóþ ïðîãðàì-
ìó, ïîçâîëÿþùóþ âèðóñó îñóùåñòâèòü ðåïëèêàöèþ ñâîå-
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ãî ãåíîìà äî ãèáåëè êëåòêè-ìèøåíè. Ïðåäñòàâëÿëî èíòå-
ðåñ âûÿñíèòü, ñïîñîáíà ëè àíòèàïîïòîçíàÿ ïðîãðàììà, çà-
ïóñêàåìàÿ ÖÌÂ, îêàçûâàòü âëèÿíèå íà òîêñè÷íîñòü
ÄÎÊÑ â îòíîøåíèè íîðìàëüíûõ êëåòîê — ôèáðîáëàñòîâ
÷åëîâåêà, à òàêæå êàêîâî ó÷àñòèå áåëêà ð73 è åãî èçîôîðì
â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ãèáåëè ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ â èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Îòâåòû íà ïîñòàâëåííûå âîïðî-
ñû äîïîëíÿò èìåþùèåñÿ ñâåäåíèÿ î ìåõàíèçìàõ äåéñòâèÿ
è òîêñè÷íîñòè ÄÎÊÑ, à òàêæå ïîìîãóò â ðàçðàáîòêå íî-
âûõ ñòðàòåãèé ëå÷åíèÿ îíêîçàáîëåâàíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè äèïëîèä-
íûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (ÔËÝ×),
ïîëó÷åííûå èç êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé Íàó÷íî-èñ-
ñëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà âèðóñîëîãèè èì. Ä. È. Èâà-
íîâñêîãî Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ (Ìîñêâà).
Êóëüòóðó êëåòîê âûðàùèâàëè íà ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæà-
ùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ),
2 ìÌ L-ãëóòàìèíà è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ).

Â è ð ó ñ. Èñïîëüçîâàëè ðåôåðåíñ-øòàìì ÖÌÂ AD
169, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûé ä-ðîì Ä. Ýìàíóýëü
(D. Emanuel, ÑØÀ). Âèðóñ ðàçìíîæàëè ïóòåì ïàññèðîâà-
íèÿ íà êóëüòóðå êëåòîê ÔËÝ×. Ôèáðîáëàñòû çàðàæàëè ñ
èíôåêöèîííîé ìíîæåñòâåííîñòüþ 3—5 ÁÎÅ/êë. Àäñîðá-
öèþ âèðóñà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, çàòåì
âèðóñîñîäåðæàùóþ æèäêîñòü îòìûâàëè è âíîñèëè ïîä-
äåðæèâàþùóþ ñðåäó — ÄÌÅÌ ñ 2 % ÝÒÑ.

Î á ð à á î ò ê à Ô Ë Ý × à í ò è á è î ò è ê î ì. Êëåòêè âû-
ñàæèâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû (Coster, ÑØÀ) èëè â
24-ëóíî÷íûå ïàíåëè (Corning, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
200 òûñ. êëåòîê íà 1 ìë ñðåäû è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
48 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. ÄÎÊÑ C27H29NO11

(Sigma, ÑØÀ) âíîñèëè â êóëüòóðó ÔËÝ× â êîíöåíòðàöèè
5 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè 8 èëè 24 ÷. Äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà
ÔËÝ× îöåíèâàëè â ðåàêöèÿõ, îïèñàííûõ íèæå.

Î á ð à á î ò ê à Ä Î Ê Ñ Ö Ì Â - è í ô è ö è ð î â à í í û õ
ê ë å ò î ê. Êëåòêè ÔËÝ× âûñàæèâàëè â êîíöåíòðàöèè
200 òûñ. êëåòîê â 1 ìë ñðåäû è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
24 ÷, êàê îïèñàíî âûøå. Çàòåì çàðàæàëè ÖÌÂ ñ èíôåêöè-
îííîé ìíîæåñòâåííîñòüþ 3—5 ÁÎÅ/êë. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå
çàðàæåíèÿ â êóëüòóðó èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê äîáàâëÿëè
ÄÎÊÑ â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè â òå÷å-
íèå ñëåäóþùèõ 24 ÷. Ïîñëå 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ
ÄÎÊÑ (÷åðåç 48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ ÖÌÂ) êëåòêè îòìûâà-
ëè è ïðîâîäèëè ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå êóëüòóðû ÔËÝ×
ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ, îïèñàííûõ íèæå.

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å Ä Î Ê Ñ îöåíèâà-
ëè ïóòåì ïîäñ÷åòà ÔËÝ× â êîíòðîëüíîé (áåç ÄÎÊÑ) è
îïûòíîé (îáðàáîòàííîé ÄÎÊÑ) ïîïóëÿöèÿõ. Äëÿ ýòîãî
êëåòêè âûñàæèâàëè â 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ñ ïîêðîâ-
íûìè ñòåêëàìè è äîáàâëÿëè ÄÎÊÑ â êîíöåíòðàöèè
5 ìêã/ìë. Ïîñëå 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè êëåòêè ïðîìûâàëè
0.1 Ì ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (ðÍ 7.4) (ÔÑÁ), çàòåì
ôèêñèðîâàëè àáñîëþòíûì ìåòàíîëîì 20 ìèí ïðè –20 °Ñ.
Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Êà-
ðà÷÷è (ÁîðèñÌ-Àâîãàäðî, Ðîññèÿ) è ïîäñ÷èòûâàëè ïîä
ìèêðîñêîïîì (AxioCamMRc 5, Zeizz, Ãåðìàíèÿ). Ïîäñ÷è-
òûâàëè êëåòêè íå ìåíåå ÷åì â 10 ïîëÿõ çðåíèÿ è ðåçóëüòà-
òû âûðàæàëè â êîëè÷åñòâå êëåòîê íà ïîëå çðåíèÿ ìèêðî-
ñêîïà (îê. 10�, îá. 40�). Äîëþ êëåòîê â îïûòíîé êóëüòó-
ðå âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèè.

Î á í à ð ó æ å í è å ì à ð ê å ð î â à ï î ï ò î ç à è à ó ò î -
ô à ã è è. Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ àïîïòîçà âûÿâëÿëè àêòèâè-
ðîâàííûå êàñïàçû 3, 8 è 9, â êà÷åñòâå ìàðêåðà àóòîôà-
ãèè — áåëîê LCP3A/B. Ïðîâîäèëè èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêèé àíàëèç â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè
in situ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë. Êëåòêè
ôèêñèðîâàëè îõëàæäåííûì ìåòàíîëîì, êàê óêàçàíî
âûøå, ïîñëå ïðîìûâêè ôèêñèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ ÔÑÁ
íà êëåòêè íàíîñèëè ðàñòâîð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë â
ÔÑÁ, ñîäåðæàùèé 1 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìè-
íà (Sigma, ÑØÀ). Èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ êàñïàç èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê êàñïàçå 3
(ab52293, Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è êàñïàçå 8 (ab4052,
Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50 è àíòèòåëà ê
êàñïàçå 9 (ab32539, Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäå-
íèè 1 : 100. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàðêåðà àóòîôàãèè èñïîëüçî-
âàëè àíòèòåëà ê áåëêó LC3A/B (ab58610, Abcam, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 50. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïåð-
âûìè àíòèòåëàìè êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ñî
âòîðûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Â êà÷å-
ñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðî-
õðîìîì ÔÈÒÖ (ab98502, Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ), â ðàç-
âåäåíèè 1 : 100. ßäðà êëåòîê îêðàøèâàëè ÄÍÊ-òðîïíûì
êðàñèòåëåì DAPI (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë. Ïðåïàðàòû ñ êëåòêàìè çàêëþ÷àëè â ìîâèîë
(Calbiochem, ÑØÀ) è ïðîñìàòðèâàëè â ôëóîðåñöåíòíîì
ìèêðîñêîïå (AxioCamMRc 5, Zeizz, Ãåðìàíèÿ, îê. 10�,
îá. 100�).

Â û ÿ â ë å í è å ô ð à ã ì å í ò è ð î â à í í î é Ä Í Ê. Äëÿ
îáíàðóæåíèÿ ðàçðûâîâ â ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ìåòîä
TUNEL. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ
íàáîðà ðåàãåíòîâ Dead End™ Colorimetric TUNEL System
(Promega, ÑØÀ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è Î Ò - Ï Ö Ð â ð å æ è ì å ð å -
à ë ü í î ã î â ð å ì å í è (T a q M a n). Îáùóþ ÐÍÊ (ïðèìåð-
íî èç 2 ìëí êëåòîê) âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Aurum
Total RNA Minikit (BioRad, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì ÄÍÊà-
çû I (BioRad, ÑØÀ) äëÿ äåãðàäàöèè ãåíîìíîé ÄÍÊ. Äëÿ
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû, ïðåä-
ñòàâëÿþùèå ñîáîé ñìåñü îëèãî-dT è ñëó÷àéíûõ ãåêñàìåðîâ,
è äðóãèå ðåàãåíòû èç íàáîðà iScriptcDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû è
çîíäû, ðàçðàáîòàííûå íàìè ðàíåå (Âîëíèöêèé è äð., 2012).

Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü (50 ìêë) ñîäåðæàëà îäíîêðàòíûé
áóôåð äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû (pH 8.6), 1 ìÌ õëîðèä Mg,
2.5 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ), 250 ìêÌ êàæ-
äîãî dNTP, 300 íÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ,
250 íÌ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî çîíäà (Ñèíòîë, Ðîñ-
ñèÿ) è 2 ìêë êÄÍÊ. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè íà äåòåêòèðóþ-
ùåì àìïëèôèêàòîðå CFX96 (BioRad, ÑØÀ). Äåíàòóðà-
öèþ äâóõíèòåâîé ÄÍÊ íà êàæäîì èç 45 öèêëîâ îñóùåñòâ-
ëÿëè ïðè 95 °C â òå÷åíèå 15 ñ, à îòæèã ïðàéìåðîâ è
äåòåêòèðîâàíèå — ïðè 60 °C â òå÷åíèå 1 ìèí. Îïðåäåëå-
íèå ïîðîãîâûõ öèêëîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ âñòðîåííîé
â ïðèáîð ïðîãðàììû CFXManager. Ðàñ÷åò îòíîñèòåëüíûõ
óðîâíåé ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôîðìóëû R = 2cqref-cq, ãäå
ñq è cqref — ïîðîãîâûå öèêëû äëÿ èñêîìîé è ðåôåðåíñ-
íîé êÄÍÊ ãåíà GAPDH. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñîîòíîøåíèÿ óðîâíåé èçîôîðì-ñïåöèôè÷åñêèõ ìÐÍÊ
ãåíà TP73 è íîðìèðîâî÷íîãî ãåíà GAPDH.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ð å ç ó ë ü ò à ò î â.
Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç ñ òðåõ-
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êðàòíûìè ïîâòîðàìè. Ïîäñ÷åò ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàí-
äàðòíûõ îøèáîê ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà
STATISTICA 6.0. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïî
t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè Ð < 0.05.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Ñðåäà ÄÌÅÌ ñ
10%-íîé ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêîé (ÝÒÑ),
L-ãëóòàìèíîì è ãåíòàìèöèíîì (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ);
ÄÎÊÑ C27H29NO11 (Sigma, ÑØÀ); ãåìàòîêñèëèí Êàðà÷÷è
(ÁîðèñÌ-Àâîãàäðî, Ðîññèÿ); ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà
ab52293, ab4052, ab32539 è ab58610 (Abcam, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ); êîçüè àíòèêðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå âòîðûå àí-
òèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîõðîìîì ÔÈÒÖ, —
ab98502; DAPI (Sigma, ÑØÀ); ìîâèîë (Calbiochem,
ÑØÀ); íàáîð ðåàãåíòîâ DeadEndTMColorimetricTUNEL-
System (Promega, ÑØÀ); íàáîð AurumTotalRNAMinikit
ñ ÄÍÊàçîé I (BioRad, ÑØÀ); íàáîð iScriptcDNASynthesis-
Kit (BioRad, ÑØÀ); áóôåð äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû, õëî-
ðèä ìàãíèÿ, Taq-ïîëèìåðàçà è dNTP (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ);
ïðàéìåðû è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûå çîíäû (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î å ä å é ñ ò â è å Ä Î Ê Ñ í à ô è á -
ð î á ë à ñ ò û ÷ å ë î â å ê à. Ïîäñ÷åò êëåòîê ÔËÝ× íà öèòî-
ëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ ïîêàçàë, ÷òî ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ ÷èñëî êëåòîê â êîíòðîëüíîé (íåèíôèöèðîâàííîé
è íå îáðàáîòàííîé ÄÎÊÑ) êóëüòóðå ñîñòàâëÿëî 112 � 11
íà ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà. Â ìîìåíò âíåñåíèÿ ÄÎÊÑ â
êóëüòóðó (÷åðåç 48 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ) ÷èñ-
ëî êëåòîê óâåëè÷èëîñü è ñîñòàâèëî 164 � 18 íà ïîëå çðå-
íèÿ. Çà ñëåäóþùèå 24 ÷ (72 ÷ ïîñëå ïîñàäêè) â êîíòðîëü-
íîé (íå îáðàáîòàííîé ÄÎÊÑ) êóëüòóðå ÷èñëî êëåòîê óâå-
ëè÷èëîñü è äîñòèãëî 193 � 16 íà ïîëå çðåíèÿ. Â òî æå
âðåìÿ â êóëüòóðå, îáðàáîòàííîé ÄÎÊÑ â òå÷åíèå 24 ÷, îò-
ìåòèëè ðåçêîå ñíèæåíèå ÷èñëà ôèáðîáëàñòîâ äî 48 � 5
íà ïîëå çðåíèÿ (P < 0.05) (ðèñ. 1; 2, à). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
îáðàáîòêà ÔËÝ× àíòèáèîòèêîì â òå÷åíèå 24 ÷ â êîíöåíò-
ðàöèè 5 ìêã/ìë âûçûâàåò ãèáåëü îêîëî 70 % êëåòîê, è
ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé òîêñè÷íîñòè ÄÎÊÑ â îòíîøå-
íèè ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñõîäíû
ñ ðåçóëüòàòàìè àâòîðîâ, êîòîðûå ïîêàçàëè öèòîòîêñè÷å-
ñêîå äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà äèôôåðåíöèðîâàííûå ôèáðîáëà-
ñòû ÷åëîâåêà (Êîæóõàðîâà è äð., 2012).

Ä å é ñ ò â è å Ä Î Ê Ñ í à ô è á ð î á ë à ñ ò û ÷ å ë î â å -
ê à , è í ô è ö è ð î â à í í û å Ö Ì Â. Äëÿ îöåíêè äåéñòâèÿ
ÖÌÂ êëåòêè ÔËÝ× ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðî-
âàíèÿ çàðàæàëè âèðóñîì è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå ñëåäó-
þùèõ 24 è 48 ÷ (48 è 72 ÷ ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê ñîîòâåò-
ñòâåííî). ×èñëî êëåòîê â ïðåïàðàòå ñíèçèëîñü ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíîé êóëüòóðîé è ñîñòàâèëî 99 � 10 è
79 � 13 íà ïîëå çðåíèÿ (â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå —
164 � 18 è 193 � 16 ñîîòâåòñòâåííî) (ðèñ. 1). Ãèáåëü êëå-
òîê â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííîé êóëüòóðå ñîñòàâèëà 40 % ÷å-
ðåç 24 ÷ èíôèöèðîâàíèÿ è 59 % ÷åðåç 48 ÷ ïî ñðàâíåíèþ ñ
íåçàðàæåííîé êóëüòóðîé. Ïðè âíåñåíèè ÄÎÊÑ â
ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííóþ êóëüòóðó ÔËÝ× ÷èñëî êëåòîê
÷åðåç 24 ÷ ñîñòàâèëî 70 � 15 íà ïîëå çðåíèÿ, ÷òî ïðàê-
òè÷åñêè íå îòëè÷àëîñü îò êîëè÷åñòâà êëåòîê â ÖÌÂ-èí-
ôèöèðîâàííîé êóëüòóðå áåç îáðàáîòêè ÄÎÊÑ è áûëî
â 1.5 ðàçà áîëüøå, ÷åì â íåçàðàæåííîé êóëüòóðå
ÔËÝ×, — 48 � 5 êëåòîê íà ïîëå çðåíèÿ (Ð < 0.05). Òàêèì
îáðàçîì, ÔËÝ×, èíôèöèðîâàííûå ÖÌÂ, ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàëè áîëüøóþ óñòîé÷èâîñòü ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåé-
ñòâèþ ÄÎÊÑ, ÷åì íåçàðàæåííûå êëåòêè. Ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî ðàçâèòèå ÖÌÂ-èíôåêöèè â ôèáðîáëàñòàõ
îñëàáëÿåò òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà ïîïóëÿöèþ
êëåòîê ÔËÝ×.

Â ë è ÿ í è å Ä Î Ê Ñ í à ï ð î ë è ô å ð à ö è þ ä è ï ë î -
è ä í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â ÷ å ë î â å ê à. Äëÿ èçó÷åíèÿ
âëèÿíèÿ ÄÎÊÑ íà ïðîëèôåðàöèþ èñïîëüçîâàëè ìîðôîëî-
ãè÷åñêèé êðèòåðèé — èäåíòèôèêàöèþ êëåòîê, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ìèòîçå, íà öèòîëîãè÷åñêîì ïðåïàðàòå è îöåíêó
èõ êîëè÷åñòâà. Ïîäñ÷åò ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð ïîñëå îêðàñ-
êè ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì êðàñèòåëåì DAPI ïîêàçàë, ÷òî â
ìîìåíò âíåñåíèÿ àíòèáèîòèêà ÔËÝ× íàõîäèëèñü â ñîñòî-
ÿíèè àêòèâíîãî äåëåíèÿ — äîëÿ êëåòîê â ôàçå Ì êëåòî÷-
íîãî öèêëà ñîñòàâèëà 15 � 3 ‰. ×åðåç 24 ÷ â êîíòðîëüíîé
(íå îáðàáîòàííîé àíòèáèîòèêîì) êóëüòóðå äîëÿ ìèòîçîâ
óìåíüøèëàñü ïî÷òè â 2 ðàçà, ñîñòàâèâ 8 � 2 ‰ (P < 0.05).
Ñíèæåíèå äîëè ìèòîòè÷åñêèõ êëåòîê ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì, ÷òî ÷àñòü êëåòîê ïðîøëà âñå ôàçû ìèòîçà è ðàçäåëè-
ëàñü, à îñòàâøèåñÿ êëåòêè çàìåäëèëè ìèòîòè÷åñêîå äåëå-
íèå è îñòàíîâèëèñü â ôàçàõ, ïðåäøåñòâóþùèõ ìèòîçó, â
ñâÿçè ñ äîñòèæåíèåì áîëüøåé ïëîòíîñòè ìîíîñëîÿ, òàê
êàê ÔËÝ× — íåîïóõîëåâûå êëåòêè, îáëàäàþùèå ñâîéñò-
âîì êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ äåëåíèÿ. Â êóëüòóðå, îáðà-
áîòàííîé ÄÎÊÑ, äîëÿ ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð ñîõðàíÿëàñü
íà âûñîêîì óðîâíå (18 � 2 ‰). Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÄÎÊÑ áëîêèðóåò êëåòêè â
ìèòîçå, è ýòî, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðîÿâëå-
íèé åãî öèòîñòàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ. Â ðÿäå ðàáîò, âûïîë-
íåííûõ ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ÄÍÊ, îòìå÷àëè,
÷òî ÄÎÊÑ áëîêèðóåò êëåòêè â ôàçàõ G2/M êëåòî÷íîãî
öèêëà (Cruet-Hennequart et al., 2012; Fan et al., 2014). Òàê
êàê ìåòîä íå ïîçâîëÿåò ðàçëè÷èòü ôàçû êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, ñîîòâåòñòâóþùèå óäâîåííîìó ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ (4N),
àâòîðû âûñêàçàëè ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ÷àñòü îáðà-
áîòàííûõ ÄÎÊÑ êëåòîê ìîæåò îñòàíàâëèâàòüñÿ íå â ôà-
çàõ G2/M, à ïåðåõîäèòü â ôàçó G1 ñ óäâîåííûì ñîäåðæà-
íèåì ÄÍÊ — òàê íàçûâàåìóþ ôàçó 4NG1, íå ïðîéäÿ ìè-
òîòè÷åñêîãî äåëåíèÿ (Bielak-Zmijewska et al., 2014).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî â óñëîâèÿõ íàøèõ îïûòîâ áîëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê
ÔËÝ× ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ îñòàíàâëèâàåòñÿ â ìèòîçå è
íå ïåðåõîäèò â ñòàäèþ G1. Àíàëèç ìèòîòè÷åñêèõ ôèãóð â
êëåòêàõ ÔËÝ×, èíôèöèðîâàííûõ ÖÌÂ, ïîêàçàë, ÷òî äîëÿ
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ìèòîçå, ñîñòàâèëà 5 � 1 ‰. Ïîñëå
äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ íà èíôèöèðîâàííûå êëåòêè ýòîò ïîêàçà-

262 Í. Å. Ôåäîðîâà è äð.

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ÄÎÊÑ íà ãèáåëü êëåòîê â íåèíôèöèðîâàííîé
(ÖÌÂ–) è èíôèöèðîâàííîé ÖÌÂ (ÖÌÂ+) êóëüòóðàõ ÔËÝ×.

Êëåòêè ÔËÝ× ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà çàðàæàëè ÖÌÂ. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå
çàðàæåíèÿ âíîñèëè ÄÎÊÑ è èíêóáèðîâàëè ïîñëåäóþùèå 24 ÷.



òåëü íå èçìåíèëñÿ — 6 � 2 ‰. Ýòî çíà÷åíèå â 3 ðàçà
íèæå, ÷åì ýòîò æå ïîêàçàòåëü äëÿ ïîïóëÿöèè íåèíôèöè-
ðîâàííûõ ÔËÝ×, îáðàáîòàííûõ ÄÎÊÑ (18 � 2 ‰). Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè âîçäåéñò-
âèè ÄÎÊÑ íà ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû ïðåä-
îòâðàùàåòñÿ áëîê ìèòîçà â îòëè÷èå îò ïîïóëÿöèè
íåçàðàæåííûõ ÔËÝ×, îáðàáîòàííûõ ýòèì àíòèáèîòèêîì.

Ï î â ð å æ ä å í è å Ä Í Ê. Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ïðî-
òèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîá-
íîñòü âûçûâàòü îäèíî÷íûå è äâîéíûå ðàçðûâû ÄÍÊ
(Burden, Osheroff, 1998; Tsang et al., 2003). Ïðåäñòàâëÿëî
èíòåðåñ âûÿñíèòü âëèÿíèå ÄÎÊÑ íà öåëîñòíîñòü ÄÍÊ â
ÔËÝ×. Äëÿ ýòîãî êîíòðîëüíûå (íåîáðàáîòàííûå) è îïûò-
íûå (îáðàáîòàííûå ÄÎÊÑ) êëåòêè èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ
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Ðèñ. 2. Äåéñòâèå ÄÎÊÑ (à, â) è ÖÌÂ (ä, æ) íà ÔËÝ× in vitro.

à — öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà ÔËÝ× ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ àíòèáèîòèêà â êóëüòóðó; á — êîíòðîëü, îêðàøèâàíèå ãåìàòîêñèëèíîì Êà-
ðà÷÷è; â — âèçóàëèçàöèÿ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ ìåòîäîì TUNEL â êëåòêàõ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ÄÎÊÑ; ã, à òàêæå å, ç — òå æå êëåòêè, îêðà-
øåííûå DAPI; ä — äåòåêöèÿ ñ ïîìîùüþ àíòèòåë àêòèâèðîâàííîé êàñïàçû 3 â êëåòêàõ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ ÖÌÂ; æ — äåòåêöèÿ ìàðêåðà àóòî-

ôàãèè LCP3A/B ñ ïîìîùüþ àíòèòåë â êëåòêàõ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ ÖÌÂ.



ìåòîäà TUNEL, ïîçâîëÿþùåãî îáíàðóæèòü ðàçðûâû â
ÄÍÊ. Íà ðèñ. 2, â ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ
ÔËÝ× ìåòîäîì TUNEL. Ïîäñ÷åò TUNEL-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê (ÔËÝ× ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ) ïîêàçàë,
÷òî â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå äîëÿ êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé
ÄÍÊ áûëà íåçíà÷èòåëüíîé — 0.5 � 0.3 %. Ïîñëå âëèÿíèÿ
ÄÎÊÑ äîëÿ êëåòîê ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ ðåçêî âîç-
ðîñëà, äîñòèãíóâ 5.2 � 0.8 %, ÷òî â 10 ðàç ïðåâûøàëî
ýòîò ïîêàçàòåëü â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå (Ð < 0.05). Ìîæ-
íî çàêëþ÷èòü, ÷òî îäíèì èç ìåõàíèçìîâ, ïðèâîäÿùèõ ê
çíà÷èòåëüíîìó öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÄÎÊÑ íà
ôèáðîáëàñòû, ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ðàçðûâîâ â ìîëåêóëå
ÄÍÊ. Ïîäîáíîå äåéñòâèå îòìå÷åíî ïðè âîçäåéñòâèè
ÄÎÊÑ è íà äðóãèå êëåòêè — ñêåëåòíûõ ìûøö (Yu et al.,
2014), ïå÷åíè (Wang et al., 2014) è ñåðäöà (Lian et al.,
2013).

Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà íà êëåòêè ÔËÝ×, çà-
ðàæåííûå ÖÌÂ, äîëÿ êëåòîê ñ âûÿâëåííûìè ðàçðûâàìè
ÄÍÊ óâåëè÷èëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, íå îáðàáî-
òàííûìè ÄÎÊÑ, è ñîñòàâèëà 3.2 � 0.7 ïðîòèâ 0.8 � 0.3 %
(P < 0.05). Îäíàêî â íåèíôèöèðîâàííîé ïîïóëÿöèè äîëÿ
êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÎÊÑ
óâåëè÷èëàñü áîëåå ÷åì â 10 ðàç, òîãäà êàê â èíôèöèðîâàí-
íîé ïîïóëÿöèè — â 4 ðàçà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçû-
âàþò, ÷òî â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ èíäóöèðóþò-
ñÿ ìåõàíèçìû, ïðåïÿòñòâóþùèå ðàçâèòèþ ïðîöåññîâ,
ïðèâîäÿùèõ ê ðàçðûâàì ÄÍÊ ïðè âîçäåéñòâèè ÄÎÊÑ.

Â û ÿ â ë å í è å ì à ð ê å ð î â à ï î ï ò î ç à è à ó ò î ô à -
ã è è. Ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè in situ íå óäàëîñü
âûÿâèòü â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå êëåòîê, ñîäåðæàùèõ àê-
òèâèðîâàííûå ôîðìû êàñïàç 3, 8 è 9, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ
ìàðêåðàìè ïðîãðàììèðóåìîé ãèáåëè êëåòîê. Ïîñëå îáðà-
áîòêè ÄÎÊÑ â òå÷åíèå 8 ÷ â íåçàðàæåííûõ êëåòêàõ êàñ-
ïàçó 3 âûÿâèëè â 47 � 8 % êëåòîê, à êàñïàç 8 è 9 îáíàðó-
æåíî íå áûëî. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè ÄÎÊÑ äîëÿ
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ àêòèâèðîâàííóþ êàñïàçó 3, óìåíü-
øèëàñü äî 7 � 1 %. Â òî æå âðåìÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ
êàñïàçû 8 è 9, â ïîïóëÿöèè îáíàðóæåíî íå áûëî. Îòñóòñò-
âèå êàñïàç 8 è 9, ó÷àñòâóþùèõ â èíèöèàöèè àïîïòîçà,
ìîæíî îáúÿñíèòü íåäîñòàòî÷íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ìå-
òîäà äåòåêöèè. Íå èñêëþ÷åíî òàêæå, ÷òî êàñïàçà 8 íå àê-
òèâèðóåòñÿ â êëåòêàõ ÔËÝ×, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî îòìå-
÷åíî ïðè èçó÷åíèè ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (S-type) â íåéðî-
áëàñòîìå (Bian et al., 2004). Âûÿâëåíèå àêòèâèðîâàííîé
ôîðìû ýôôåêòîðíîé êàñïàçû 3 (executioner) â ïîëîâèíå

êëåòîê ÔËÝ× ÷åðåç 8 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè àíòèáèîòèêîì
óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå êàñïàçîçàâèñèìûõ ïðîöåññîâ â ìàñ-
ñîâîé ãèáåëè ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà ê 24 ÷ ïîñëå âîçäåé-
ñòâèÿ ÄÎÊÑ. Ñíèæåíèå äîëè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ êàñïà-
çó 3, äî 7 %, ê ýòîìó ñðîêó, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ãèáåëüþ
òåõ êëåòîê, â êîòîðûõ êàñïàçà 3 àêòèâèðîâàëàñü íà áîëåå
ðàííèõ ñðîêàõ (8 ÷ âîçäåéñòâèÿ ÄÎÊÑ). Äðóãèì îáúÿñíå-
íèåì ìîæåò áûòü áîëåå ïîçäíÿÿ àêòèâàöèÿ àïîïòîçà â
îñòàâøèõñÿ êëåòêàõ èëè ìåíüøàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü èõ ê
äåéñòâèþ àíòèáèîòèêà.

Â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå ÔËÝ× ÄÎÊÑ äîáàâëÿëè
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ. Ê ýòîìó ìîìåíòó â çàðàæåí-
íûõ êëåòêàõ âûÿâèëè êàñïàçû 3, 8 è 9. Äîëÿ ïîëîæèòåëü-
íî îêðàøåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 49 � 5, 44 � 3 è
51 � 4 % ñîîòâåòñòâåííî. Â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 24 ÷
(48 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ) â çàðàæåííîé ïîïóëÿöèè
ÔËÝ×, íå îáðàáîòàííûõ ÄÎÊÑ, äîëÿ ïîëîæèòåëüíî
îêðàøåííûõ êëåòîê óâåëè÷èëàñü è äîñòèãëà 77 � 5,
60 � 4 è 78 � 6 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2, ä; 3). Ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ ÄÎÊÑ â òå÷åíèå 24 ÷ â èíôèöèðîâàííîé ïî-
ïóëÿöèè (48 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ) äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ
êàñïàçû 8 è 9, ñíèçèëàñü â 1.5 ðàçà, ñîñòàâèâ 29 � 5 è
35 � 3 % ñîîòâåòñòâåííî (Ð < 0.05). Äîëÿ êëåòîê, îêðà-
øåííûõ àíòèòåëàìè ê êàñïàçå 3, ñîñòàâèëà 58 � 4 % è
áûëà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì â èíôèöèðîâàííîé ïîïó-
ëÿöèè áåç äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ — 77 � 5 % (Ð < 0.05) (ðèñ. 3).
Ìîæíî êîíñòàòèðîâàòü, ÷òî êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ àêòèâè-
ðîâàííûìè êàñïàçàìè â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííîé ïîïóëÿ-
öèè ÔËÝ× çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè íà
ýòè êëåòêè ÄÎÊÑ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî è
ÖÌÂ, è ÄÎÊÑ èíäóöèðóþò àêòèâàöèþ êàñïàçîçàâèñèìî-
ãî àïîïòîçà. Â òî æå âðåìÿ íå èñêëþ÷åíî, ÷òî äèíàìèêà
àïîïòîçà ïðè ýòèõ âîçäåéñòâèÿõ ðàçëè÷àåòñÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíî, ÷òî ãèáåëü êëåòîê ìî-
æåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ, ñðåäè êîòîðûõ íàðÿäó ñ
àïîïòîçîì îòìå÷åíà àóòîôàãèÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâ-
ëÿëîñü èíòåðåñíûì âûÿñíèòü âêëàä ïðîöåññîâ àóòîôàãèè
â ãèáåëü êëåòîê ÔËÝ× ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ. Îïðåäåëå-
íèå ìàðêåðà àóòîôàãèè — áåëêà LCP3A/B — ìåòîäîì
èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà ïîêàçàëî, ÷òî êàê â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, òàê è â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
ÄÎÊÑ, äàííûé áåëîê ïðàêòè÷åñêè íå îáíàðóæèâàëñÿ.
Â èíôèöèðîâàííûõ ÖÌÂ ôèáðîáëàñòàõ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå
çàðàæåíèÿ äîëÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ àíòèòåëàìè ê áåëêó

264 Í. Å. Ôåäîðîâà è äð.

Ðèñ. 3. Îïðåäåëåíèå êàñïàç 9, 8 è 3 â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ áåç îáðàáîòêè ÄÎÊÑ è ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àíòè-
áèîòèêà.



LCP3A/B, íàõîäèëàñü íà óðîâíå êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèè
è íå ïðåâûøàëà 0.2 � 0.1 %. Îäíàêî ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èí-
ôèöèðîâàíèÿ ìàðêåð àóòîôàãèè âûÿâèëè óæå â 83 � 6 %
èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 2, æ). Äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà
èíôèöèðîâàííûå ÔËÝ× íå èçìåíèëî äîëþ LCP3A/B-ïî-
ëîæèòåëüíûõ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â ãèáåëè ÔËÝ× (íå èíôèöèðîâàííûõ ÖÌÂ)
ïîä âîçäåéñòâèåì ÄÎÊÑ â óñëîâèÿõ íàøèõ îïûòîâ ó÷àñò-
âóþò ïðîöåññû àïîïòîçà è íå âîâëå÷åíû ìåõàíèçìû àóòî-
ôàãèè ñ ó÷àñòèåì áåëêà LCP3A/B. Ðåçóëüòàòû îïóáëèêî-
âàííûõ ðàáîò îá ó÷àñòèè àóòîôàãèè â îòâåòå íà ÄÎÊÑ
ïðîòèâîðå÷èâû. Íàøè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòà-
ìè àâòîðîâ, íå îáíàðóæèâøèõ èçìåíåíèé â ýêñïðåññèè
ïÿòè èçó÷åííûõ èìè ìàðêåðîâ àóòîôàãèè â ñêåëåòíûõ

ìûøöàõ ìûøåé ïîä âîçäåéñòâèåì ÄÎÊÑ (Yu et al., 2014).
Äðóãèå àâòîðû íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
áåëêîâ, èíäóöèðóåìûõ ïðè àóòîôàãèè: ïðè âîçäåéñòâèè
ÄÎÊÑ íà êëåòêè îñòåîñàðêîìû U2OSandSaos-2 (Zhao
et al., 2014), ãåïàòîìû Hep3B (Chen et al., 2014) è íà êóëü-
òèâèðóåìûå êëåòêè ðàêà ÿè÷íèêà (Fong et al., 2012). Ðàñ-
õîæäåíèÿ äàííûõ ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû ðàçíûìè ïóòÿìè
îòâåòà êëåòîê íà äåéñòâèå ÄÎÊÑ in vitro è in vivo, ðàçíû-
ìè êëåòî÷íûìè ìîäåëÿìè è äàæå ðàçíûìè âèäàìè ïîäî-
ïûòíûõ æèâîòíûõ (Dirks-Naylor, 2013). ×òî êàñàåòñÿ âëè-
ÿíèÿ ÄÎÊÑ íà ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå ÔËÝ×, òî ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â óñëîâèÿõ íàøèõ îïûòîâ àíòèáèîòèê
íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà àóòîôàãèþ ÔËÝ×, îòìå÷åííóþ
â áîëüøèíñòâå çàðàæåííûõ êëåòîê íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ
èíôåêöèè.

È ç ì å í å í è å ó ð î â í ÿ ì Ð Í Ê ä ë ÿ è ç î ô î ð ì
á å ë ê à ð 7 3 â è í ô è ö è ð î â à í í û õ Ô Ë Ý ×. Èññëåäî-
âàíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà ÒÐ73 ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçà-
ëî ïðèñóòñòâèå â íåèíôèöèðîâàííîé êóëüòóðå ÔËÝ×
ìÐÍÊ äëÿ ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðìû áåëêà ÒÀð73. Îä-
íàêî óðîâíè òðàíñêðèïöèè áûëè íèçêèìè (10–4—10–5 îò
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ðåôåðåíñíîãî ãåíà) è êîëåáàíèÿ â
äèíàìèêå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 48 ÷ áûëè ñòàòèñòè-
÷åñêè íåçíà÷èìû (ðèñ. 4, à). Óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà
dNð73 âîîáùå íå îïðåäåëÿëàñü.

Â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííîé êóëüòóðå ÔËÝ× óæå ÷åðåç
8 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ïîëíîðàçìåð-
íîé èçîôîðìû ÒÀð73 ñóùåñòâåííî ïîâûøàëñÿ (ðèñ. 4, á).
Ê 24 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ óðîâåíü ÒÀð73 ïðåâûøàë óðî-
âåíü â êîíòðîëå â 15—20 ðàç. Âûñîêèé óðîâåíü ìÐÍÊ äëÿ
ÒÀð73 íàáëþäàëñÿ è íà ñëåäóþùèõ ñðîêàõ âïëîòü äî
48 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü ïîÿâ-
ëåíèå èçîôîðìû dNð73 â èíôèöèðîâàííûõ ÔËÝ×, íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ äëÿ ýòîé èçîôîðìû
(òðàíñêðèáèðóåìîé ñî âòîðîãî ïðîìîòîðà, ðàñïîëîæåí-
íîãî â àëüòåðíàòèâíîì òðåòüåì èíòðîíå) îòíîñèòåëüíî
íåáîëüøîé. Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè ãåíà ÒÐ73 è ïîÿâ-
ëåíèå èçîôîðìû dNð73 â ÖÌÂ èíôèöèðîâàííûõ íîð-
ìàëüíûõ (íåîïóõîëåâûõ) ÔËÝ×, íàñêîëüêî íàì èçâåñòíî,
ïîêàçàíû íàìè âïåðâûå.

Îáñóæäåíèå

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ, îáîáùåííûõ â
òàáëèöå, ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè
ÄÎÊÑ è ÖÌÂ óìåíüøàåòñÿ ãèáåëü êëåòîê ÔËÝ×, ñíèæà-
åòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ è íå íàáëþ-
äàåòñÿ áëîêà ìèòîçà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåçàðàæåííûìè
êëåòêàìè, îáðàáîòàííûìè ÄÎÊÑ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ÖÌÂ àòòåíóèðóåò ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå ÄÎÊÑ íà
íîðìàëüíûå êëåòêè. ÄÎÊÑ îêàçûâàåò ïðîòèâîîïóõîëåâîå
äåéñòâèå, ïîâðåæäàÿ ÄÍÊ ðàêîâîé êëåòêè. Â òî æå âðåìÿ
ãåíîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ÄÎÊÑ îêàçûâàåò òàêæå íà äðó-
ãèå êëåòêè îðãàíèçìà, â òîì ÷èñëå ñåðäöà, â òêàíè êîòîðî-
ãî èçìåíÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ 11 ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïî-
âðåæäåíèè ÄÍÊ è ðåïàðàöèè (Manjanatha et al., 2014).
Ñíÿòèå ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ íà íîðìàëü-
íûå êëåòêè îðãàíèçìà — âàæíàÿ çàäà÷à, ðåøåíèå êîòî-
ðîé çàâèñèò îò íàõîæäåíèÿ ôàêòîðîâ, êîòîðûå ïîçâîëèëè
áû ïðåäîòâðàòèòü ãèáåëü íîðìàëüíûõ êëåòîê, ñîõðàíèâ
ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü àíòèáèîòèêà. Íàïðàâ-
ëåíèå ïîèñêà òàêèõ ôàêòîðîâ ìîæåò áûòü íàéäåíî ïðè
èçó÷åíèè ÖÌÂ-èíôåêöèè è ïðîòèâîâèðóñíîãî îòâåòà
êëåòêè.

Âëèÿíèå àíòèáèîòèêà äîêñîðóáèöèíà íà ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà, èíôèöèðîâàííûå öèòîìåãàëîâèðóñîì 265

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà TP73 â êëåòêàõ ÔËÝ× íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ ÖÌÂ-èíôåêöèè.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷; ïî âåðòèêàëè — îòíîøå-
íèå óðîâíåé èçîôîðì-ñïåöèôè÷åñêèõ ìÐÍÊ ãåíà TP73 è ðåôåðåíñíîãî
ãåíà GAPDH. à — êîíòðîëüíûå êëåòêè, îòñ÷åò âðåìåíè íà÷èíàëè ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ; á — êëåòêè íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ïîñëå

çàðàæåíèÿ ÖÌÂ.



Èçâåñòíî, ÷òî íà ðàííèõ ñòàäèÿõ èíôåêöèè ÖÌÂ ñïî-
ñîáåí ïðåïÿòñòâîâàòü ðàçâèòèþ àïîïòîçà, ñîõðàíÿÿ æèç-
íåñïîñîáíîñòü êëåòîê äî îêîí÷àíèÿ ðåïëèêàòèâíîãî öèê-
ëà ñâîåãî ãåíîìà. Ïîêàçàíî, ÷òî ðÿä ãåíîâ ÖÌÂ ó÷àñòâó-
åò â ïðîòèâîäåéñòâèè àïîïòîçó, â òîì ÷èñëå UL36 (vICA),
êîòîðûé ïîäàâëÿåò àêòèâàöèþ ïðîêàñïàçû 8; UL37
(vMIA) — ìèòîõîíäðèàëüíûé èíãèáèòîð àïîïòîçà, êî-
òîðûé âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêîì Bax è ïðåäîòâðàùàåò
ïåðìåàáèëèçàöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû (Gold-
macher, 2005). Â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ ÖÌÂ, íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ íå ïðîèñõîäèò ðàçðûâîâ ÄÍÊ, âûÿâëÿåìûõ ìåòî-
äîì TUNEL (Chiou et al., 2001; Ôåäîðîâà è äð., 2008), à
òàêæå îáíàðóæåíû áåëêè, ñîõðàíÿþùèå öåëîñòíîñòü êëå-
òî÷íîé ÄÍÊ ïðè ÖÌÂ-èíôåêöèè (Fortunato, Spector,
1998). Îïóáëèêîâàíû äàííûå î òîì, ÷òî ïîä äåéñòâèåì
ÖÌÂ ïîâûøàåòñÿ óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê ðàçëè÷íûì ôàê-
òîðàì, èíäóöèðóþùèì àïîïòîç, â òîì ÷èñëå ê öèòîòîêñè-
÷åñêèì âåùåñòâàì, òàêèì êàê àêòèíîìèöèí Ä è öèñïëà-
òèí (Cinatl et al., 1998; Terrasson et al., 2005).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëå-
êàåò áåëîê ð73, ãåí êîòîðîãî èìååò çíà÷èòåëüíîå ñõîäñò-
âî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ïðîòîòèïíîãî îïóõîëåâîãî
ñóïðåññîðà — áåëêà ð53. Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ
áåëêà ð73 ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà C-
è N-êîíöåâûõ èçîôîðì êàê ðåçóëüòàò èñïîëüçîâàíèÿ àëü-
òåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà è àëüòåðíàòèâíîãî ïðîìîòîðà.
Î ðîëè èçîôîðì áåëêà ð73 ñâåäåíèé íåäîñòàòî÷íî, íî
äàííûå îá àíòàãîíèñòè÷åñêèõ ôóíêöèÿõ íåêîòîðûõ èçî-
ôîðì ïîçâîëèëè èññëåäîâàòåëÿì ïîñòàâèòü âîïðîñ: ÷åì
æå ÿâëÿåòñÿ ð73 — îïóõîëåâûì ñóïðåññîðîì èëè îíêîãå-
íîì (Stiewe, Pützer, 2002)? Ìàëî èçâåñòíî è îá ó÷àñòèè
èçîôîðì ð73 â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è ãèáåëè íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ.

Ìû èçìåðèëè óðîâíè ìÐÍÊ äâóõ èçîôîðì áåëêà
ð73 — ÒÀð73 è dNp73 — â ÔËÝ× è ïðîàíàëèçèðîâàëè
ýôôåêòèâíîñòü ïðîÿâëåíèÿ ìàðêåðîâ ïðîãðàììèðîâàí-
íîé ãèáåëè êëåòîê — àêòèâèðîâàííûõ êàñïàç. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü òðàíñêðèïöèè èçîôîð-
ìû ÒÀð73 â íåèíôèöèðîâàííûõ ÔËÝ× õîòÿ è íèçîê, íî
äîñòàòî÷åí äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà ïîä äåéñòâèåì ÄÎÊÑ.
Èçâåñòíî, ÷òî â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ òðàíñàêòèâè-
ðóþùàÿ ôóíêöèÿ áåëêà ð73 ïîâûøàåòñÿ â îñíîâíîì íå
÷åðåç àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè åãî ãåíà, à íà áåëêîâîì
óðîâíå ñ ïîìîùüþ ìíîãî÷èñëåííûõ ïîñòòðàíñëÿöèîí-

íûõ ìîäèôèêàöèé. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî èçîôîðìà
ÒÀð73 íåîáõîäèìà äëÿ êîíòàêòíîãî òîðìîæåíèÿ ðîñòà
êëåòîê (Beitzinger et al., 2008). Ðîëü áåëêà ÒÀð73 â ïðåä-
îòâðàùåíèè êîíòàêòíî-íåçàâèñèìîé ïðîëèôåðàöèè ñâÿ-
çàíà ñ åãî òðàíñêðèïöèîííîé ïðîãðàììîé (îòëè÷íîé îò
ð53), à èìåííî ñ íàõîäÿùèìèñÿ ïîä åãî êîíòðîëåì ìåìá-
ðàííûìè áåëêàìè FAM38B è KCNK1. Îòìå÷åííîå íåçíà-
÷èòåëüíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ äëÿ èçîôîðìû
ÒÀð73 ê 48 ÷ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ óæå íà÷àâøèìñÿ òîð-
ìîæåíèåì êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè (72 ÷ ïîñëå íà÷àëà
êóëüòèâèðîâàíèÿ).

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óðîâíåé ìÐÍÊ èçîôîðì áåëêà
ð73 ïîêàçàë, ÷òî â ÔËÝ×, èíôèöèðîâàííûõ ÖÌÂ, çíà÷è-
òåëüíî ïîâûøàåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ãåíà ÒÐ73, ïðè÷åì ñ
îáîèõ ïðîìîòîðîâ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ
ìÐÍÊ äëÿ èçîôîðìû ÒÀð73 â ýòîé ñèòóàöèè ÿâëÿåòñÿ
ïðîÿâëåíèåì ðåãóëÿòîðíîãî ìåõàíèçìà, ïðåäîòâðàùàþ-
ùåãî ïîÿâëåíèå àáåððàíòíûõ ìèòîçîâ è íåñòàáèëüíîñòè
ãåíîìà (Talos et al., 2007). Âîçìîæíî, ñ ýòèì ñâÿçàíî îò-
ñóòñòâèå íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ìèòîçå, íàáëþäàâøååñÿ
íàìè ïðè äåéñòâèè ÄÎÊÑ íà ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå
ÔËÝ×. Ïîÿâëåíèå óêîðî÷åííîé èçîôîðìû dNð73 ïðåä-
ñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ, òàê êàê ýòà èçîôîðìà, âçàèìî-
äåéñòâóÿ ñ ÒÀð73, èíãèáèðóåò åå òðàíñêðèïöèîííóþ àê-
òèâíîñòü, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü èíãèáèðóåò èíäóöèðîâàí-
íûé àïîïòîç. Âòîðîé ìåõàíèçì, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî ýòà
óêîðî÷åííàÿ èçîôîðìà áåëêà ð73 ìîæåò óâåëè÷èâàòü
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê ÄÎÊÑ, ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ íåäàâ-
íî îòêðûòîé íîâîé ôóíêöèåé áåëêà dNð73 (Wilhelm et al.,
2010). Ïîêàçàíî, ÷òî dNð73 ëîêàëèçóåòñÿ íåïîñðåäñòâåí-
íî íà ñàéòå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, âçàèìîäåéñòâóåò ñ ñåíñîð-
íûì áåëêîì 53ÂÐ1 è èíãèáèðóåò àêòèâàöèþ ÀÒÌ è ïî-
ñëåäóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå ð53, òàêèì îáðàçîì âëèÿÿ
è íà ð53-çàâèñèìûé àïîïòîç. Íàáëþäàåìàÿ íàìè àêòèâà-
öèÿ êàñïàç â áîëüøèíñòâå ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê
ñîïðîâîæäàëàñü ãèáåëüþ êëåòîê, îäíàêî íå ñòîëü ìàññî-
âîé, êàê ïðè äåéñòâèè ÄÎÊÑ (ñì. òàáëèöó). Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî â ìåõàíèçì ãèáåëè ÔËÝ× âêëþ÷àåòñÿ èí-
äóêöèÿ ýêñïðåññèè èçîôîðìû dNð73. Ïîÿâëåíèå óêîðî-
÷åííîé èçîôîðìû ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ àòòåíóàöèè
âëèÿíèÿ ÄÎÊÑ íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ãèáåëü êëåòîê.
Èçó÷åííàÿ êëåòî÷íàÿ ñèñòåìà îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâó ïî-
èñêà ôàêòîðîâ, ñíèæàþùèõ òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÄÎÊÑ
íà íîðìàëüíûå êëåòêè îðãàíèçìà.
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Âëèÿíèå ÄÎÊÑ íà ÔËÝ×, èíôèöèðîâàííûå è íåèíôèöèðîâàííûå ÖÌÂ

Êëåòêèà ×èñëî êëåòîê
â ïîëå çðåíèÿ

×èñëî
ìèòîçîâ, ‰

Äîëÿ TUNEL-
ïîëîæèòåëüíûõ

êëåòîê, %

Äîëÿ êëåòîê (%), ñîäåðæàùèõ

êàñïàçó 3 êàñïàçó 8 êàñïàçó 9 LC3A/B

ÖÌÂ –
ÄÎÊÑ –

193 � 16 8 � 2 0.5 � 0.3 0 0 0 0.2 � 0.1

ÖÌÂ +
ÄÎÊÑ –

79 � 13á 5 � 1 0.8 � 0.3 77 � 5á 60 � 4á 78 � 6á 83 � 6á

ÖÌÂ –
ÄÎÊÑ +

48 � 5á 18 � 2á 5.2 � 0.8á 7 � 1á 0 0 0

ÖÌÂ +
ÄÎÊÑ +

70 � 15á 6 � 2 3.2 � 0.7á 58 � 4á 29 � 5á 35 � 3á 79 � 8á

à Êëåòêè ÔËÝ× ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè çàðàæàëè ÖÌÂ. ×åðåç 24 ïîñëå çàðàæåíèÿ âíîñèëè ÄÎÊÑ è èíêóáèðîâàëè ñëåäóþùèå
24 ÷. Êîíòðîëüíûå êëåòêè (ÖÌÂ–ÄÎÊÑ–) àíàëèçèðîâàëè â êîíöå îïûòà (÷åðåç 72 ÷ ïîñëå ïîñàäêè). á Çíà÷åíèÿ, îòëè÷àþùèåñÿ îò
êîíòðîëüíûõ (ÖÌÂ–ÄÎÊÑ–) â êàæäîì ñòîëáöå (Ð < 0.05, êðèòåðèé Ñòüþäåíòà).
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The anticancer antibiotic doxorubicine (DOX) is highly toxic and induces functional complications in
vital organs. The effect of DOX on normal cells has not been examined in sufficient detail, and the search for
compounds reducing DOX toxicity did not lead to success so far. It has been suggested that DOX induces death
of cancer cells via p53-dependent apoptosis, however, the information regarding the role of ð73 protein, a mem-
ber of ð53 tumor suppressor family, is scanty. Cytomegalovirus (CMV) induces an antiapoptosis program that
allows its replication until death of the target cell. Our objectives were to examine the effect of DOX on normal
cells (human fibroblasts), analyze the ability of CMV-induced antiapoptosis program to reduce DOX toxicity,
and to evaluate the involvement of ð73 protein and its isoforms in the regulation of death of CMV-infected and
DOX-treated cells. Within a 24-h time period DOX caused death of about 70 % human embryonic lung fibro-
blasts (HELF) in cell culture, this parameter decreased significantly in CMV-infected DOX-treated HELF cells.
TUNEL has shown that the number of cells with DNA fragmentation decreases from 5.2 % under the effect of
DOX to 3.2 % (P < 0.05) after combined CMV-DOX treatment. Analysis of mitotic figures revealed that DOX
causes accumulation of mitotic cells, which was not observed in CMV-infected DOX-treated cells. PCR analy-
sis of mRNA of two ð73 protein isoforms (ÒÀð73 and dNp73) has shown that in uninfected cells the expression
of ÒÀð73 isoform was low, while in CMV-infected cells level of TAp73 was significant and expression of
dNð73 was demonstrated for the first time. Expression of TAp73 associated with lack of mitosis block. The ac-
tivation of caspases 8, 9 and 3 in CMV-infected cells was registered but cell death was not, however, as massive
as that caused by DOX. From these findings it can be concluded that CMV attenuates DOX-related damage to
normal cells. It can be suggested that induction of TAp73 and dNp73 isoforms provides conditions for reduc-
tion of DOX effect which leads to DNA damage and death of normal cells.

K e y w o r d s: doxorubicin, fibroblasts, cytomegalovirus, ÒÀð73, dNp73, ð73.
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