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Áóòèðàò íàòðèÿ óñèëèâàåò àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé àêòèíîìèöèíà Ä

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (ÈÃÄ) âûçûâàþò íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå
G1 è ñòàðåíèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ E1A + Ras. Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ìîäóëèðîâàíèå áó-
òèðàòîì íàòðèÿ (NaBut) àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ñèíòåçà ÐÍÊ àêòèíîìèöèíà Ä
(ÀÌÄ). Ïîêàçàíî, ÷òî NaBut óñèëèâàåò öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ (<8 íÌ).
Îäíàêî ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÀÌÄ NaBut, íàîáîðîò, íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê E1A + Ras. Ïðè íèçêîé êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ NaBut ðåçêî ñíèæàåò êëîíîãåííóþ ñïîñîá-
íîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê îäíîâðåìåííî ñ óâåëè÷åíèåì èõ ãèáåëè. Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ êëå-
òî÷íîé ãèáåëè, èíäóöèðîâàííîé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ è NaBut, ïîêàçàëî,
÷òî ïðè ñîâìåñòíîé îáðàáîòêå àêòèâèðîâàëñÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêèé òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ð53 è ïî-
äàâëÿëàñü àêòèâíîñòü àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî ôàêòîðà NF-kB. Òàêèì îáðàçîì, NaBut óñèëèâàåò öèòîòîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ íà îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, óâåëè÷èâàÿ èõ
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ïîäáîðå îïòèìàëüíûõ
ñî÷åòàíèé ÀÌÄ è ÈÃÄ â êîìáèíèðîâàííîé òåðàïèè îïóõîëåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, àêòèíîìèöèí Ä, àïîïòîç, òðàíñôîðìèðî-
âàííûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÌÄ — àêòèíîìèöèí Ä, ÈÃÄ — èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç,
NaBut — áóòèðàò íàòðèÿ.

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (ÈÃÄ) èíäóöè-
ðóþò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, àïîïòîç è äèôôåðåíöèðîâ-
êó îïóõîëåâûõ êëåòîê, îñòàâëÿÿ îòíîñèòåëüíî íåòðîíó-
òûìè íîðìàëüíûå êëåòêè (Schrump, 2009). Â ñâÿçè ñ ýòèì
ÈÃÄ îòíîñÿòñÿ ê âåùåñòâàì, èìåþùèì ïåðñïåêòèâû äëÿ
èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ïðîòèâîðàêîâûõ ïðåïàðàòîâ.
Èçíà÷àëüíî ïðîòèâîðàêîâóþ àêòèâíîñòü ÈÃÄ ñâÿçûâàëè
â îñíîâíîì ñ ìîäóëèðîâàíèåì òðàíñêðèïöèè ðÿäà âàæ-
íûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ ãåíîâ (Chiba et al., 2004). Ñîîòâåò-
ñòâåííî èñïîëüçîâàíèå ÈÃÄ ñîâìåñòíî ñ àãåíòàìè, êîòî-
ðûå âûçûâàþò ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèè ãåíîâ èëè ñèí-
òåçà áåëêà, ìîæåò óñèëèâàòü äåéñòâèå ÈÃÄ. Èçâåñòíî, ÷òî
îáðàáîòêà êëåòîê ÈÃÄ â ñî÷åòàíèè ñ èíãèáèòîðàìè êèíà-
çû mTOR, ðåãóëèðóþùåé áåëêîâûé ñèíòåç, ïðèâîäèò ê
ñèíåðãè÷åñêîìó ýôôåêòó â îòíîøåíèè ïîäàâëåíèÿ ïðî-
ëèôåðàöèè (Patel et al., 2007; Pospelova et al., 2012; Dong
et al., 2013; Beagle et al., 2015). Òàêæå äëÿ ÈÃÄ òðèõîñòà-
òèíà À (TSA) ïîêàçàíî, ÷òî àêòèíîìèöèí Ä (ÀÌÄ) îòìå-
íÿåò TSA-èíäóöèðîâàííóþ çàäåðæêó â ôàçå G2 êëåòî÷íî-
ãî öèêëà êëåòîê HeLa (Noh et al., 2009), ÷òî óêàçûâàåò íà
òðàíñêðèïöèîííóþ çàâèñèìîñòü âêëàäà ÈÃÄ â ýòîò ïðî-
öåññ. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ÈÃÄ, óñèëèâàÿ àöåòè-
ëèðîâàíèå êîðîâûõ ãèñòîíîâ, âûçûâàþò ðåëàêñàöèþ õðî-
ìàòèíà, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èõ äåéñòâèå òàêæå
ïðèâåäåò ê ðàñøèðåíèþ îáëàñòåé äëÿ ñâÿçûâàíèÿ èíãè-

áèòîðà òðàíñêðèïöèè ÀÌÄ, îáëåã÷àÿ åãî öèòîòîêñè÷å-
ñêîå âîçäåéñòâèå.

ÀÌÄ — öèòîñòàòè÷åñêèé ïðåïàðàò èç ãðóïïû ïðîòè-
âîîïóõîëåâûõ àíòèáèîòèêîâ, ïîäãðóïïû àêòèíîìèöèíîâ,
ñèíòåçèðóåìûé áàêòåðèåé Streptomyces parvallum, êîòî-
ðûé ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðóåò ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè
ÐÍÊ ýóêàðèîò, îáðàçóÿ ñòàáèëüíûå êîìïëåêñû ñ äâîéíîé
öåïî÷êîé ÄÍÊ ÷åðåç äåçîêñèãóàíîçèíîâûå îñòàòêè, è
ñèíòåç ÐÍÊ, áëîêèðóÿ ýëîíãàöèþ öåïåé ÐÍÊ (Sobell,
1985). Èñïîëüçîâàíèå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ
(>800 íÌ) îãðàíè÷åíî åãî âûñîêîé òîêñè÷íîñòüþ âñëåä-
ñòâèå ïîëíîãî áëîêà òðàíñêðèïöèè. Îäíàêî â íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ (10—100 íM) îí óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ ð53
è íå î÷åíü òîêñè÷åí (Choong et al., 2009; Van Leeuwen
et al., 2011). Êðîìå òîãî, â íèçêîé êîíöåíòðàöèè (2 íÌ)
ÀÌÄ âûçûâàåò ðèáîñîìàëüíûé ñòðåññ, âåäóùèé ê ñíè-
æåíèþ àêòèâíîñòè èíãèáèòîðà ð53, áåëêà MDM2 (Mouse
double minute 2), ÷òî òàêæå âåäåò ê ñòàáèëèçàöèè è àêòè-
âàöèè ð53. Ñîîòâåòñòâåííî èñïîëüçîâàíèå íèçêèõ êîí-
öåíòðàöèé ÀÌÄ â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè õèìèîòåðàïåâ-
òè÷åñêèìè àãåíòàìè ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ïîä-
õîäîì â ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñîâìåñòíîå âëèÿíèå
ÀÌÄ è áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut) íà ïðîëèôåðàöèþ êëå-
òîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-Ras.
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Èçâåñòíî, ÷òî NaBut èíäóöèðóåò áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà
íà ñòàäèè G1 è ñòàðåíèå â E1A + Ras-òðàíñôîðìàíòàõ
(Abramova et al., 2006). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ìîæíî
îæèäàòü óñèëåíèå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÀÌÄ ïðè
ñîâìåñòíîé îáðàáîòêå ñ NaBut. Îêàçàëîñü, ÷òî NaBut óñè-
ëèâàåò öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé
ÀÌÄ çà ñ÷åò àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ð53
è èíãèáèðîâàíèÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî êîìïëåêñà NF-kB.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
ëèíèè ñòàáèëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ïîëó÷åí-
íûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ïóòåì ïåðå-
íîñà ïàðû êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ Å1À è cHa-ras
(ëèíèÿ E1A + Ras; Pospelova et al., 1999). Êëåòêè îáðàáà-
òûâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ NaBut (4 ìÌ) èëè ÀÌÄ (Sigma-Al-
drich, ÑØÀ).

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 àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè. Êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS
(ðÍ 7.2), ïåðìåàáèëèçîâûâàëè ñàïîíèíîì â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 0.01 % â òå÷åíèå 30 ìèí è ìíîãîêðàòíî îò-
ìûâàëè îò ñàïîíèíà ðàñòâîðîì PBS. Çàòåì êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÐÍÊàçû À (100 ìêã/ìë) è èîäèäà
ïðîïèäèÿ (10 ìêã/ìë) 15 ìèí ïðè 37 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì
àíàëèçîì íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Coulter Epicks
XL (Bechman, ÑØÀ).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â PBS, ñî-
äåðæàùåì 1 % NP-40, 0.5 % äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 %
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS), èíãèáèòîðû ïðîòåàç,
ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ EGTA è
10 ìÌ ôòîðèäà íàòðèÿ) è 1 ìÌ PMSF. Áåëêè ðàçäåëÿëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 8—12%-íîì ÏÀÀÃ è ïåðåíîñèëè
íà ìåìáðàíó PVDF (Immobilon, ÑØÀ). Ìåìáðàíû ñî ñâÿ-
çàííûìè íà íèõ áåëêàìè ïðîìûâàëè â TBST (áóôåð TBS
ñ 0.5 % Tween 20), èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ â 5%-íîì
îáåçæèðåííîì ìîëîêå, ïðèãîòîâëåííîì íà TBST. Ïîñëå
ýòîãî ìåìáðàíû â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðîâàëè â TBST,
ñîäåðæàùåì 1 % BSA è ñîîòâåòñòâóþùèå ñïåöèôè÷åñêèå
àíòèòåëà, ïðè 8 °Ñ. Çàòåì ìåìáðàíû îòìûâàëè â TBST è
èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â TBST
ñ 5%-íûì ìîëîêîì, ñîäåðæàùèì âòîðè÷íûå àíòèòåëà,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ).
Áåëêè íà ìåìáðàíàõ âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè (Thermo Sci., ÑØÀ) è ýêñïîíèðîâàëè ñ
ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ: cleaved
Caspase-3 (Asp175) (Antibody #9661); phospho-p53 (Ser15)
(Antibody #9284); p53 (1C12) (Mouse mAb #2524), Gapdh
(14C10) (Cell Signaling, ÑØÀ).

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ðàññåâàëè íà 96-ëó-
íî÷íûå ïëàíøåòû â êîëè÷åñòâå 2�103 êëåòîê íà ÿ÷åéêó è
êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èëè áåç ñîîòâåòñòâóþùèõ
èíãèáèòîðîâ â òå÷åíèå 24 ÷. Êëåòêè â ëóíêàõ ñóñïåíäèðî-
âàëè â áóôåðå PBS, ñîäåðæàùåì ðåàãåíò ÌÒÒ (3-(4,5-äè-
ìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-òåòðàçîëèóì áðîìèä)
(Sigma, ÑØÀ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.5 ìã/ìë, è èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå.
Çà ýòî âðåìÿ â ìèòîõîíäðèÿõ æèâûõ êëåòîê â ðåçóëüòàòå
êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ âåùåñòâî ÌÒÒ, èìåþùåå æåëòóþ
îêðàñêó, âîññòàíàâëèâàëîñü äî ôîðìàçàíà, èìåþùåãî ôè-
îëåòîâóþ îêðàñêó. Ëèçèðîâàëè êëåòêè äîáàâëåíèåì

1.5 îáúåìà 100%-íîãî ÄÌÑÎ è èíêóáèðîâàëè 10 ìèí íà
îðáèòàëüíîì øåéêåðå. Êîëè÷åñòâî îáðàçîâàâøåãîñÿ ôîð-
ìàçàíà îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè äëèíå
âîëíû 570 íì íà Multiscan-EX (Labsystems, ÑØÀ).

À ê ò è â í î ñ ò ü ê à ñ ï à ç i n v i t r o îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ñóáñòðàòîâ. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè íà ÷àøêàõ îáðàáàòûâàëè àãåíòàìè, ïîñëå
÷åãî ñíèìàëè ñ ÷àøåê ðàñòâîðîì òðèïñèíà—âåðñåíà è
ëèçèðîâàëè 20 ìèí ïðè 4 °C â ëèçèñíîì áóôåðå (10 ìÌ
HEPES-HCl, pH 7.4, 0.5 % IGEPAL (îá./îá.), 0.1 % CHAPS
è 5 ìÌ DTT). Çàòåì 50 ìêã êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ñìåøèâà-
ëè ñ ðåàêöèîííûì áóôåðîì (10 ìÌ HEPES-HCl, pH 7.4,
0.1 % CHAPS è 1 ìÌ DTT) áåç ñóáñòðàòà (äî êîíå÷íîãî
îáúåìà 300 ìêë), äîáàâëÿëè ðàâíûé îáúåì ðåàêöèîííîãî
áóôåðà ñ 40 ìêM ôëóîðîãåííîãî ñóáñòðàòà AcDEVD-
AMC è èíêóáèðîâàëè ïðîáû â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °C.
Ôëóîðåñöåíöèþ ðàñùåïëåííîãî ñóáñòðàòà îïðåäåëÿëè
ïðè äëèíå âîëíû 380 íì íà ôëóîðèìåòðå GloMax-Multi
(Promega, ÑØÀ). Ïîëó÷åíèå êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è àíàëèç
êàñïàçíîé àêòèâíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîðèìåòðè÷å-
ñêîãî ñóáñòðàòà ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Abramova
et al., 2010). Èçìåíåíèå îêðàøèâàíèÿ ïðè ðàçðåçàíèè ñî-
îòâåòñòâóþùåãî êîëîðèìåòðè÷åñêîãî ñóáñòðàòà îöåíèâà-
ëè ïðè äëèíå âîëíû 405 íì íà ìèêðîïëàíøåòíîì ðèäåðå
Multiscan-EX (Labsystems, ÑØÀ).

Â ð å ì å í í û å ò ð à í ñ ô å ê ö è è è à í à ë è ç ë þ ö è -
ô å ð à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è. E1A + Ras-êëåòêè òðàíñôè-
öèðîâàëè ðåïîðòåðíûìè ïëàçìèäàìè, èñïîëüçóÿ ðåàãåíò
Lipofectamine-2000 (Invitrogen, ÑØÀ), ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè
ëþöèôåðàçíûé ðåïîðòåðíûé âåêòîð, ñîäåðæàùèé 13 êî-
ïèé ð53-ñâÿçûâàþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (pG13-luc),
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûé ä-ðîì Bert Vogelstein (plasmid
# 16442, Addgene, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Â êà÷åñòâå âíóòðåí-
íåãî êîíòðîëÿ òðàíñôåêöèè èñïîëüçîâàëè ýêñïðåññèþ ðå-
íèëëû. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè îáðàáàòûâà-
ëè ñîîòâåòñòâóþùèìè àãåíòàìè. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå òðàíñ-
ôåêöèè êëåòêè ñíèìàëè è ïðîöåññèðîâàëè ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâ-
íîñòè ëþöèôåðàçû. Ëþöèôåðàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿ-
ëè íà ëþìèíîìåòðå TD-20/20 (Turner Designs, ÑØÀ).
Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè íå ìåíåå òðåõ ðàç.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ê ë î í è ð î â à í è ÿ (êëîíîãåí-
íóþ ñïîñîáíîñòü) êëåòîê ïîñëå äåéñòâèÿ àãåíòîâ îïðåäå-
ëÿëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè ôîðìèðîâàòü êëîíû ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè íà îáû÷íîé ñðåäå íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ.
Êëåòêè E1A + Ras îáðàáàòûâàëè ÀÌÄ èëè NaBut â òå÷å-
íèå 24 ÷. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè, òðèïñèíèçèðîâàëè
è ïåðåñåâàëè â îäèíàêîâîé ïëîòíîñòè 200 êëåòîê íà ÷àø-
êó Ïåòðè (30 ìì2). ×åðåç 10—14 ñóò êëåòêè ôèêñèðîâàëè â
100%-íîì ìåòàíîëå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå è îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â 0.1%-íîì òðèïàíî-
âîì ñèíåì (Sigma, ÑØÀ). ×èñëî îêðàøåííûõ êîëîíèé
ïîäñ÷èòûâàëè è ñðàâíèâàëè ñ íåîáðàáîòàííûì êîíòðîëåì.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî èç òðåõ íåçàâè-
ñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ðàçëè÷èÿ ñðåäíèõ îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ t-òåñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïðîäóêòà
Sigmaplot (Systat software, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ñ î â ì å ñ ò í î ã î ä å é ñ ò â è ÿ À Ì Ä è
N a B u t (À Ì Ä + N a B u t) í à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü
ê ë å ò î ê E 1 A + R a s. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âîçìîæíîñòè ñåí-
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ñèáèëèçàöèè NaBut îíêîãåí-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê E1A + Ras ê äåéñòâèþ ÀÌÄ èññëåäîâàëè âëèÿíèå
ÀÌÄ è ÀÌÄ + NaBut íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Êëåò-
êè îáðàáàòûâàëè àãåíòàìè ïî îòäåëüíîñòè èëè ñîâìåñòíî
â òå÷åíèå 24 ÷, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî æèçíå-
ñïîñîáíûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ òåñòà ÌÒÒ. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî íèçêèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ (< 20 íÌ) ñíèæàþò æèç-
íåñïîñîáíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1, à,
âåðõíÿÿ ïàíåëü), ïðè÷åì ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè
(äî 20 íÌ) àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå ÀÌÄ óâåëè-
÷èâàåòñÿ. Èñïîëüçîâàíèå ÀÌÄ â áîëåå âûñîêèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ (� 30 íÌ) óæå íå ïðèâîäèò ê äàëüíåéøåìó ñíè-
æåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
(ðèñ. 1, à, íèæíÿÿ ïàíåëü). Êðèâûå ðîñòà òàêæå äåìîíñò-
ðèðóþò ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè ñîâìåñòíîì
äåéñòâèè NaBut è ÀÌÄ â íèçêîé êîíöåíòðàöèè (1 íÌ)
(ðèñ. 1, á). Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðå-
çóëüòàòàìè ×åí è ñîàâòîðîâ (Chen et al., 2014), êîòîðûå
òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ HEK 293 àíòèïðîëèôåðà-
òèâíîå äåéñòâèå ÀÌÄ ðàñòåò ñ ïîâûøåíèåì êîíöåíòðà-
öèè â ïðåäåëàõ äî 10 íÌ. Îäíàêî äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ ( 30 íÌ) íå ïðèâîäèëî áîëåå ê ñíè-
æåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê.

Â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ ñåíñèáèëèçè-
ðóþùåå äåéñòâèå NaBut ðàçëè÷àëîñü. Òàê, ïðè îáðàáîòêå
ÀÌÄ (íå áîëåå 4 íÌ) + NaBut æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ äåéñòâèåì îäíîãî ÀÌÄ. Îäíà-
êî ïðè äåéñòâèè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ
(> 8 íÌ) ñîâìåñòíî ñ NaBut íàáëþäàåòñÿ äàæå íåçíà÷è-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ìîíîòåðàïèåé ÀÌÄ. Èíûìè ñëîâàìè, NaBut

ñíèæàåò àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå âûñîêèõ êîíöåí-
òðàöèé ÀÌÄ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ.

Òàêèì îáðàçîì, ñåíñèáèëèçàöèÿ òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê NaBut ê àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ
ÀÌÄ çàâèñèò îò èñïîëüçóåìîé êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ.

À í à ë è ç à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê î é ã è á å ë è ê ë å ò î ê
ï ð è ä å é ñ ò â è è À Ì Ä + N a B u t. Äëÿ äàëüíåéøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ìû èñïîëüçîâàëè êîíöåíòðàöèþ ÀÌÄ îêîëî
2 íÌ, ïîñêîëüêó ñî÷åòàííîå äåéñòâèå 2 íÌ ÀÌÄ è 4 ìÌ
NaBut ïðèâîäèëî ê íàèáîëüøåìó ñèíåðãè÷åñêîìó ýôôåêòó
ïîäàâëåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê (ðèñ. 1, á). Ìû àíàëèçèðîâàëè ìåõàíèçìû ñíèæåíèÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ + NaBut. Èñ-
ñëåäîâàíèå ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî òåðàïèÿ íèçêèìè äîçàìè
ÀÌÄ ñ äîáàâëåíèåì NaBut ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñïîñîá-
íîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê îáðàçîâûâàòü êëîíû
ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, ïîäâåðãíóòûìè ìîíîòåðàïèè.
Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ äî 4 íÌ ïðèâîäèëî ê
òîìó, ÷òî ÷èñëî êëîíîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïîñëå îáðàáîòêè
ÀÌÄ + NaBut, ôàêòè÷åñêè íå îòëè÷àëîñü îò ÷èñëà êëîíîâ
ïðè ìîíîòåðàïèè (ðèñ. 2). Àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü îïðå-
äåëÿëè ïî óâåëè÷åíèþ äîëè êëåòîê ñ ñóáäèïëîèäíûì ñî-
äåðæàíèåì ÄÍÊ (ñóá-G1), õàðàêòåðíûì äëÿ êëåòîê, ïîãè-
áàþùèõ ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ
àãåíòîâ ïîêàçàë, ÷òî íè NaBut, íè ÀÌÄ â íèçêèõ êîíöåí-
òðàöèÿõ çà 24 ÷ íå âûçûâàþò óâåëè÷åíèÿ äîëè êëåòîê ñ
ñóáäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ (ðèñ. 3, à). Ïðè ýòîì
âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ î÷åíü òîêñè÷íû è âûçûâàþò
ìàññîâóþ ãèáåëü êëåòîê E1A + Ras ïîñëå îáðàáîòêè â òå-
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Ðèñ. 1. Àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå àêòèíîìèöèíà Ä (ÀÌÄ) â ïðèñóòñòâèè áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut) è áåç íåãî.

à — ÌÒÒ-òåñò æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ â òå÷åíèå 24 ÷ ÀÌÄ â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ áåç NaBut (ñâåòëûå ñòîëáèêè)
ëèáî ñ äîáàâëåíèåì 4 ìÌ NaBut (òåìíûå ñòîëáèêè). Ïî âåðòèêàëè — îòíîñèòåëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, èçìåðåííàÿ ïðè 570 íì. Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî èç íå ìåíåå òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, P < 0.01. Çäåñü è íà ðèñ. 2—6 âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíûå îøèáêè
ñðåäíèõ. á — êðèâûå ðîñòà êëåòîê E1A + Ras ïðè îòñóòñòâèè äîáàâîê (êðèâàÿ 1), â ïðèñóòñòâèè 4 ìÌ NaBut (êðèâàÿ 2), 1 íÌ ÀÌÄ (êðèâàÿ 3) èëè ïðè

ñî÷åòàíèè 1 íÌ ÀÌÄ + 4 ìÌ NaBut (êðèâàÿ 4).



÷åíèå 24 ÷. Ïðè îáðàáîòêå êëåòîê 2 íÌ ÀÌÄ + 4 ìÌ Na-
But â òå÷åíèå 24 ÷ íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ñóáäèïëîèäíî-
ãî ïèêà íà FACS-äèàãðàììå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ ðåçóëüòàòîì äåéñòâèÿ îäíîãî ÀÌÄ. Îäíàêî
äîëÿ ãèáíóùèõ êëåòîê ñíèæàëàñü ïðè èñïîëüçîâàíèè Na-
But â êîìáèíàöèè ñ âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ÀÌÄ ïî
ñðàâíåíèþ ñ ìîíîòåðàïèåé 20 íÌ ÀÌÄ (ðèñ. 3, à).

Óñèëåíèå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê E1A + Ras
ïðè äåéñòâèè íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ + NaBut ïîä-
òâåðæäàåòñÿ äàííûìè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ
ÄÍÊ â àãàðîçíîì ãåëå. ÀÌÄ â íèçêîé êîíöåíòðàöèè íå
âûçûâàåò ìåæíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Îäíàêî
äåéñòâèå ÀÌÄ + NaBut ïðèâîäèëî ê ìåæíóêëåîñîìíîé
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ (ðèñ. 3, á).

À í à ë è ç à ê ò è â í î ñ ò è ê à ñ ï à ç ï ð è ä å é ñ ò â è è
À Ì Ä + N a B u t. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé
ãèáåëè, èíäóöèðîâàííîé äåéñòâèåì ÀÌÄ + NaBut, ìû
èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü êàñïàç, âîâëå÷åííûõ â êàñêàä ïå-

ðåäà÷è àïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà. Àíàëèçèðîâàëè
àêòèâíîñòü êàñïàçû-3 — öåíòðàëüíîãî ìåäèàòîðà àïîïòî-
òè÷åñêîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà. Ðåçóëüòàòû èììóíîáëî-
òèíãà ïîêàçàëè, ÷òî òîëüêî ïðè ñîâìåñòíîé îáðàáîòêå
òðàíñôîðìàíòîâ ÀÌÄ + NaBut â òå÷åíèå 24 ÷ ïðîèñõîäèò
ïîÿâëåíèå àêòèâíîé ðàñùåïëåííîé ôîðìû êàñïàçû-3
(ðèñ. 4, à). Ñîîòâåòñòâåííî íè NaBut, íè ÀÌÄ ïî îòäåëü-
íîñòè íå âûçûâàþò ðàçðåçàíèÿ êàñïàçû-3. Àêòèâíîñòü
êàñïàç îïðåäåëÿëè in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ñóáñòðàòîâ. Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè êàñïàçû-3 òàêæå
ïîêàçàëî, ÷òî òîëüêî äåéñòâèå ÀÌÄ + NaBut âûçûâàåò åå
àêòèâàöèþ. Ïðè ýòîì ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî àêòèâíîñòü
êàñïàçû-9 äîñòîâåðíî íå ìåíÿåòñÿ êàê ïðè ìîíîòåðàïèè,
òàê è ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ + NaBut â òå÷åíèå 24 ÷ (ðèñ. 4,
á). Àêòèâíîñòü êàñïàçû-8 óâåëè÷èâàåòñÿ êàê ïðè ðàçäåëü-
íîì, òàê è ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè àãåíòîâ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ íåîáðàáîòàííûìè êëåòêàìè.

Òàêæå ìû îöåíèëè àêòèâíîñòü êëþ÷åâîãî ôàêòîðà êà-
ñêàäà ïåðåäà÷è àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà NF-kÂ.
Êëåòêè E1A + Ras òðàíñôèöèðîâàëè ðåïîðòåðíûì âåêòî-
ðîì pGL3-luc, êîäèðóþùèì ãåí ëþöèôåðàçû, ïîä êîíò-
ðîëåì NF-kÂ-ðåãóëèðóåìîãî ïðîìîòîðà. Àíàëèç ýêñïðåñ-
ñèè ëþöèôåðàçû ïîêàçàë, ÷òî àêòèâíîñòü NF-kÂ-ðåãóëè-
ðóåìîãî ïðîìîòîðà èíäóöèðóåòñÿ êàê ÀÌÄ, òàê è NaBut
(ðèñ. 5). Îäíàêî ïðè èõ ñîâìåñòíîì äåéñòâèè íàáëþäàëè
ïðîòèâîïîëîæíûé ðåçóëüòàò. Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåí-
íûõ íà ðèñ. 5, âèäíî, ÷òî äåéñòâèå ÀÌÄ + NaBut ïðèâî-
äèò ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè NF-kÂ-çàâèñèìîãî ïðîìîòî-
ðà äî óðîâíÿ íèæå áàçàëüíîãî. Ýòî, âîçìîæíî, óêàçûâàåò
íà îñëàáëåíèå ìåõàíèçìîâ çàùèòû îò àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÀÌÄ è NaBut.

À ê ò è â í î ñ ò ü à í ò è à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê î ã î ô à ê ò î -
ð à ð 5 3 ï ð è ä å é ñ ò â è è À Ì Ä + N a B u t. Ìû èññëåäî-
âàëè àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ð53 — îä-
íîãî èç êëþ÷åâûõ ðåãóëÿòîðîâ àïîïòîçà â êëåòêàõ è ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ
îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà ð53 îäèíàêîâî óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðè äåéñòâèè êàê ÀÌÄ, òàê è ÀÌÄ + NaBut (ðèñ. 6, à).
Îäíàêî ñîäåðæàíèå àêòèâíîé, ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî
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Ðèñ. 2. Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê E1A + Ras â ïðè-
ñóòñòâèè ÀÌÄ ñ äîáàâëåíèåì 4 ìÌ NaBut (òåìíûå ñòîëáèêè)

è áåç íèõ (ñâåòûå ñòîëáèêè).

Íà ãèñòîãðàììå ïðåäñòàâëåíî îòíîñèòåëüíîå ÷èñëî êëîíîâ, ãäå çà åäè-
íèöó ïðèíÿòî êîëè÷åñòâî êëîíîâ â êîíòðîëå áåç îáðàáîòêè.

Ðèñ. 3. Ïðèçíàêè àïîïòîçà â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ÀÌÄ â íèçêîé êîíöåíòðàöèè è NaBut.

à — ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ äîëþ êëåòîê, èìåþùèõ ñóáäèïëîèäíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, ïî ðåçóëüòàòàì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, ïîñëå îáðà-
áîòêè ÀÌÄ â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ áåç NaBut (ñâåòëûå ñòîëáèêè) èëè ñ åãî äîáàâëåíèåì (òåìíûå ñòîëáèêè), P < 0.001. á — ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîå ðàçäåëåíèå õðîìîñîìíîé ÄÍÊ èç êëåòîê E1A + Ras áåç îáðàáîòêè (Êîíòðîëü) ëèáî îáðàáîòàííûõ 4 ìÌ NaBut (NaBut), 2 íÌ ÀÌÄ (ÀÌÄ) èëè èõ
ñî÷åòàíèåì (ÀÌÄ + NaBut) â òå÷åíèå 24 ÷. Ì — ìàðêåð GeneRuler(tm) 1kb DNA Ladder. Öèôðû ñïðàâà — ìîëåêóëÿðíûå ìàññû (ò. ï. î.) ñîîòâåòñòâó-

þùèõ ïîëîñ.



îñòàòêó Ser15, ôîðìû áåëêà ð53 íå ìåíÿåòñÿ ïðè ëþáîì
âàðèàíòå âîçäåéñòâèÿ.

Ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÀÌÄ è NaBut íà àêòèâíîñòü
ð53-çàâèñèìîãî ïðîìîòîðà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè E1A + Ras
òðàíñôèöèðîâàëè ðåïîðòåðíûì âåêòîðîì, êîäèðóþùèì
ëþöèôåðàçó, ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà, ñîäåðæàùåãî
13 êàíîíè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëÿ ñâÿçûâàíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ð53. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè îá-
ðàáàòûâàëè ÀÌÄ èëè ÀÌÄ + NaBut â òå÷åíèå 24 ÷, ëèçè-
ðîâàëè è èçìåðÿëè àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû â ëèçàòàõ.
Äàííûå ëþöèôåðàçíîãî àíàëèçà ïîêàçûâàþò, ÷òî ÀÌÄ â
íèçêîé êîíöåíòðàöèè íå àêòèâèðóåò ð53-çàâèñèìûé ïðî-
ìîòîð (ðèñ. 6, á). Îäíàêî àêòèâíîñòü ð53-Luc âîçðàñòàëà â
íåñêîëüêî ðàç ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ + NaBut. Ýòî îáúÿñíÿ-
åòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ñïîñîáíîñòüþ NaBut àêòèâèðîâàòü
ð53 â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras áëàãîäàðÿ àöåòèëèðîâà-
íèþ, ÷òî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå (Igotti Abramova et al.,
2014). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî àêòèâàöèÿ ð53-Luc ïðè ñîâìå-
ñòíîì äåéñòâèè ÀÌÄ è NaBut ïðîèñõîäèò èíòåíñèâíåå,
÷åì ïðè äåéñòâèè îäíîãî NaBut. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, óêà-
çûâàåò íà âêëàä ð53 â ðåàëèçàöèþ ïðîãðàììû êëåòî÷íîé
ãèáåëè, èíäóöèðîâàííîé äåéñòâèåì ÀÌÄ + NaBut.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñåíñèáèëèçàöèþ
ÈÃÄ NaBut òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras ê äåéñòâèþ öèòî-
òîêñè÷åñêîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî àãåíòà ÀÌÄ. Ìû ïî-
êàçûâàåì, ÷òî NaBut óñèëèâàë öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ, ñíèæàÿ, îäíàêî, àíòèïðîëè-
ôåðàòèâíîå äåéñòâèå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ. Òàê,
âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ (> 10 íÌ) âûçûâàþò àïîï-
òîç â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ E1A + Ras (ðèñ. 3),
òîãäà êàê NaBut, íàîáîðîò, ñëåãêà óâåëè÷èâàåò æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê, îáðàáîòàííûõ âûñîêèìè äîçàìè ÀÌÄ
(ðèñ. 1). Äëèòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ PI3K-çàâèñèìûõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé, â òîì ÷èñëå PKB/Akt è p70S6K, ïðåäîòâðàùà-
åò àïîïòîç, èíäóöèðóåìûé ÀÌÄ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ (Shim et al., 2004; Yamada et al., 2004). Ðàíåå íàìè
ïîêàçàíî, ÷òî NaBut àêòèâèðóåò ñèãíàëüíûé ïóòü PI3K/Àkt
â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras (Abramova et al., 2006), ïîý-

òîìó ñíèæåíèå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèé ÀÌÄ â ñî÷åòàíèè ñ NaBut ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíî NaBut-çàâèñèìîé àêòèâàöèåé PI3K/Àkt.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ñôîêóñèðîâàëè ñâîå âíèìàíèå íà
ôàêòå ñåíñèáèëèçàöèè NaBut òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê ê äåéñòâèþ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ÀÌÄ è èñïîëüçîâà-
ëè ÀÌÄ â êîíöåíòðàöèè 2 íÌ, ïîñêîëüêó äåéñòâèå ÀÌÄ
(2 íÌ) + NaBut ïðèâîäèëî ê íàèáîëüøåìó ïîäàâëåíèþ
æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1).
Ïîêàçàíî, ÷òî æèçíåñïîñîáíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ñíèæàåòñÿ âäâîå ïðè èñïîëüçîâàíèè ÀÌÄ
(2 íÌ) + NaBut, ïðè ýòîì äàííàÿ êîìáèíàöèÿ íå ÿâëÿåòñÿ
òîêñè÷íîé äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê (Choong et al., 2009).
Ìîíîòåðàïèÿ ÀÌÄ (2 íÌ) ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà ïðî-
ëèôåðàöèþ òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras (ðèñ. 1). ÀÌÄ
ïî-ðàçíîìó âëèÿë íà àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå ðàç-
ëè÷íûõ öèòîòîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ è â ðàçíûõ ëèíèÿõ êëå-
òîê. Èçâåñòíû ïðèìåðû êàê ïîëîæèòåëüíîãî, òàê è îòðè-
öàòåëüíîãî âëèÿíèÿ ÀÌÄ íà èíäóêöèþ àïîïòîçà. Â íåêî-
òîðûõ ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ êëåòîê (CMK-7 è U-937, HeLa
S3 è Colo320) ÀÌÄ óñèëèâàë àïîïòîç, èíäóöèðîâàííûé

Áóòèðàò íàòðèÿ óñèëèâàåò àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé àêòèíîìèöèíà Ä 759

Ðèñ. 4. Àêòèâíîñòü êàñïàç ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ è NaBut â êëåòêàõ E1A + Ras.

à — èììóíîáëîòèíã ëèçàòîâ êëåòîê E1A + Ras ñ àíòèòåëàìè ê ðàñùåïëåííîé êàñïàçå-3 áåç îáðàáîòêè (äîðîæêà 1), îáðàáîòàííûõ 4 ìÌ NaBut (äî-
ðîæêà 2), 2 íÌ ÀÌÄ (äîðîæêà 3) èëè èõ êîìáèíàöèåé â òå÷åíèå 24 ÷ (äîðîæêà 4). á — èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè êàñïàçû-3 (ñâåòëûå ñòîëáèêè), êàñïà-
çû-9 (òåìíûå ñòîëáèêè) è êàñïàçû-8 (÷åðíûå ñòîëáèêè) ïðè äåéñòâèè èññëåäóåìûõ àãåíòîâ. Àêòèâíîñòü êàñïàç â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèíÿòà çà

åäèíèöó (Êîíòðîëü). Àêòèâíîñòü â îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèâåäåíà îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ.

Ðèñ. 5. Àêòèâíîñòü NF-kB ïðè äåéñòâèè 2 íÌ ÀÌÄ è(èëè) Na-
But â êëåòêàõ E1A + Ras.

Èçìåíåíèÿ îòíîñèòåëüíîé àêòèâíîñòè ðåïîðòåðà 3*kB-luc ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà, ñîäåðæàùåãî êîíñåíñóñíûé ñàéò îáëàñòè ñâÿçûâàíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà NF-kB, ïîñëå òðàíñôåêöèè â êëåòêè
E1A + Ras ïðè äåéñòâèè èññëåäóåìûõ àãåíòîâ. Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû
â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèíÿòà çà åäèíèöó (Êîíòðîëü). Àêòèâíîñòè

â îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ.



àãåíòàìè, íàðóøàþùèìè öèòîñêåëåò (êîëöåìèä è öèòî-
õîëàçèí Ä), îäíàêî â äðóãèõ ëèíèÿõ îí íå îêàçûâàë ïî-
äîáíîãî äåéñòâèÿ (Shang et al., 2001). Â êëåòêàõ K562
ÀÌÄ òàêæå óâåëè÷èâàë öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå èíãè-
áèòîðà òîïîèçîìåðàçû II ïî ìåõàíèçìó, îòëè÷íîìó îò
àïîïòîçà (Qing et al., 2003). Â êëåòêàõ ñ äåôåêòîì áèîñèí-
òåçà ïóðèíîâ ÀÌÄ ñíèæàë óðîâåíü àïîïòîòè÷åñêîé ãèáå-
ëè, èíäóöèðîâàííûé àìèíîïòåðèíîì — èíãèáèòîðîì äå-
ãèäðîôîëàòðåäóêòàçû, ÷òî óêàçûâàåò íà íåîáõîäèìîñòü
àêòèâíîãî ñèíòåçà ÐÍÊ äëÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
àìèíîïòåðèíà (Chung et al., 2001). Âñòðàèâàÿñü ìåæäó íè-
òÿìè ÄÍÊ, ÀÌÄ èíãèáèðóåò òîïîèçîìåðàçó, óâåëè÷èâàÿ
íàêîïëåíèå ðàçðûâîâ ÄÍÊ (Ross, Bradley, 1981; Liu et al.,
1991; Yu, Tseng, 1992). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî NaBut
ïðîäëåâàåò èíäóöèðîâàííîå îáëó÷åíèåì èëè ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùèìè àãåíòàìè ôîñôîðèëèðîâàííîå ñîñòîÿíèå
ãèñòîíà Í2ÀÕ, ÿâëÿþùååñÿ ìàðêåðîì äâóõíèòåâûõ ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ (Abramova et al., 2011). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
ýòî ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå ïîäàâëåíèÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ.
Â ñëó÷àå äåéñòâèÿ ÀÌÄ + NaBut, âîçìîæíî, òàêæå èìåþò
ìåñòî ÈÃÄ-çàâèñèìîå ïîäàâëåíèå ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ïî-
âðåæäåííîé äåéñòâèåì ÀÌÄ, è àêòèâàöèÿ ìåõàíèçìîâ
ýëèìèíàöèè êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ.

Â õîäå èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ñåíñèáè-
ëèçàöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ê ìàëûì äîçàì
ÀÌÄ ïðè ñîâìåñòíîì èñïîëüçîâàíèè ñ NaBut àíàëèçèðî-
âàëè àêòèâíîñòü îïóõîëåâîãî ñóïðåññîðà ð53. Ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî ÀÌÄ è ÀÌÄ + NaBut ïðèâîäèëè ê íàêîïëåíèþ
ð53, íå èçìåíÿÿ ñòàòóñà åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (ðèñ. 6, à).
Ôîñôîðèëèðîâàíèå ð53 îïðåäåëåííî ñïîñîáñòâóåò ñòà-
áèëèçàöèè ð53 ïðè íåêîòîðûõ óñëîâèÿõ ÷åðåç ïðåäîòâðà-
ùåíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ð53 ñ óáèêâèòèíëèãàçîé MDM2
(Shieh et al., 1997). Îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî N-êîíöåâîå ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ñòà-
áèëèçàöèè ð53, èíäóöèðîâàííîé ïîâðåæäåíèåì ÄÍÊ, â
÷àñòíîñòè â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÌÄ (Ashcroft et al., 1999).
Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ìåõàíèçì ñòàáèëèçàöèè ð53 ïðè äåé-
ñòâèè ÀÌÄ îòëè÷àåòñÿ îò ìåõàíèçìà ñòàáèëèçàöèè, èí-
äóöèðîâàííîãî äðóãèìè àãåíòàìè ñòðåññà, è íå îáóñëîâ-
ëåí ôîñôîðèëèðîâàíèåì ð53 (Ashcroft et al., 1999; Blat-
tner et al., 1999; Choong et al., 2009). Ãèïîêñèÿ è

èíãèáèòîð òîïîèçîìåðàçû êàìïòîòåöèí âûçûâàëè ñòàáè-
ëèçàöèþ ð53 ÷åðåç åãî ôîñôîðèëèðîâàíèå, òîãäà êàê íà-
êîïëåíèå ð53, èíäóöèðîâàííîå 5 íÌ ÀÌÄ, íå
ñîïðîâîæäàëîñü ôîñôîðèëèðîâàíèåì ð53 ïî îñòàòêàì
Ser15 è Ser20 êàê â íîðìàëüíûõ (MRC-5), òàê è â îïóõî-
ëåâûõ êëåòêàõ (RKO, MCF-7 è U2OS) (Ashcroft et al.,
2000). Ïðîèñõîäèëî ýòî çà ñ÷åò èíäóöèðîâàííîé ÀÌÄ ðå-
ëîêàëèçàöèè MDM2 è ð53 â ðàçëè÷íûå îáëàñòè ÿäðà, ÷òî
ïðåäîòâðàùàëî èëè ñíèæàëî âîçìîæíîñòü èõ âçàèìîäåéñò-
âèÿ. Ýòîò ìåõàíèçì ñõîäåí ñî ñòàáèëèçàöèåé íåôîñôîðè-
ëèðîâàííîãî ð53 ÷åðåç ñåêâåñòðèðîâàíèå MDM2 â ÿä-
ðûøêàõ áëàãîäàðÿ åãî âçàèìîäåéñòâèþ ñ ARF (Tao, Levine,
1999; Weber et al., 1999). Â êîíöåíòðàöèè 1 íÌ ÀÌÄ âû-
çûâàë íàêîïëåíèå ð53, íå ñîïðîâîæäàþùååñÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèåì ïî Ser15, â êëåòêàõ HCT116 (Choong et al.,
2009). Îäíàêî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ äî 10 íÌ
ïðèâîäèëî ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ ð53 (Choong et al., 2009).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñòàáèëèçàöèÿ ð53, èíäóöèðî-
âàííàÿ 2 íÌ ÀÌÄ, íå ñîïðîâîæäàëàñü ïîâûøåíèåì
òðàíñàêòèâèðóþùåé ñïîñîáíîñòè ð53 â òðàíñôîðìàíòàõ
E1A + Ras (ðèñ. 6, á). Îäíàêî ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
ÀÌÄ è NaBut íàáëþäàëè ñóïåðàêòèâàöèþ ð53. Ðàíåå ×åí
è ñîàâòîðû (Chen et al., 2014) ïîêàçàëè, ÷òî â ëèíèè 293
ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ïî÷êè ÷åëîâåêà ÀÌÄ (10 íÌ)
ïðèâîäèë ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ ð53 è àêòèâèðîâàë
ð53-çàâèñèìûå ïðîìîòîðû â àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ, íî íå áîëåå ÷åì â 2 ðàçà. Â ñâîþ î÷åðåäü íàøè äàí-
íûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî çíà÷èòåëüíî áîëüøàÿ àêòèâàöèÿ
ð53 äîñòèãàåòñÿ ïðè ñîâìåñòíîì èñïîëüçîâàíèè ìåíüøåé
êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ (2 íÌ) è NaBut (ðèñ. 6, á). Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû èìåþò áîëüøîå çíà÷åíèå, ïîñêîëüêó ñíè-
æåíèå êîíöåíòðàöèè ÀÌÄ â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ åãî â
ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè ïîçâîëèò óìåíüøèòü ïîòåí-
öèàëüíûé âðåä äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê. Òàê, ×óíã è ñîàâ-
òîðû (Choong et al., 2009) ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
êëåòî÷íîãî öèêëà íèçêèìè êîíöåíòðàöèÿìè ÀÌÄ (1 íÌ)
ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì è íåòîêñè÷íûì äëÿ íîðìàëüíûõ êëå-
òîê (ýïèäåðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû ÷åëîâåêà).

ÀÌÄ-çàâèñèìàÿ èíäóêöèÿ ð53 îáóñëîâëåíà êèíàçîé
PKB/Akt (Chen et al., 2014). Êàê ÀÌÄ, òàê è NaBut àêòè-
âèðóþò ñèãíàëüíûé ïóòü PI3K/Akt (Abramova et al., 2006;
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Ðèñ. 6. Àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ð53 ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ è(èëè) NaBut â êëåòêàõ E1A + Ras.

à — èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê Ser15-ð53 (âåðõíÿÿ ïàíåëü) è òîòàëüíîìó ð53 (ñðåäíÿÿ ïàíåëü) ýêñòðàêòîâ êëåòîê E1A + Ras áåç îáðàáîòêè (äîðîæ-
êà 1) ëèáî îáðàáîòàííûõ 4 ìÌ NaBut (äîðîæêà 2), 2.5 ìêM ýòîïîçèäîì â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ (äîðîæêà 3), 2 íÌ ÀÌÄ (äîðîæêà 4)
èëè êîìáèíàöèåé ÀÌÄ+NaBut (äîðîæêà 5) â òå÷åíèå 24 ÷. á — âëèÿíèå ÀÌÄ èëè ÀÌÄ + NaBut íà àêòèâíîñòü ð53-ðåãóëèðóåìûõ ïðîìîòîðîâ. Èçìå-
íåíèÿ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû, ýêñïðåññèðóåìîé ñ ðåïîðòåðíîãî âåêòîðà pG13-luc, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà ð53, ïðè äåéñòâèè èññëåäóåìûõ àãåíòîâ. Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèíÿòà çà åäèíèöó (Êîíòðîëü). Àêòèâ-

íîñòü â îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïðèâåäåíà îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ.



Chen et al., 2014). Âîçìîæíî, ñèíåðãåòè÷åñêèé ýôôåêò àê-
òèâàöèè êèíàçû Akt/PKB ïðè äåéñòâèè ÀÌÄ + NaBut è
îáóñëîâëèâàåò ñóïåðèíäóêöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà ð53. Ïîêàçàííàÿ àêòèâàöèÿ ð53 èìååò áîëüøîå çíà-
÷åíèå. Ìíîãèìè àâòîðàìè ïðåäëàãàåòñÿ ñòðàòåãèÿ çàùè-
òû íîðìàëüíûõ êëåòîê îò öèòîòîêñè÷íîñòè õèìèîòåðà-
ïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ âî âðåìÿ ëå÷åíèÿ ðàêà, êîòîðàÿ
ïîäðàçóìåâàåò èñïîëüçîâàíèå èíäóêöèè ð53 äëÿ çàùèòû
íîðìàëüíûõ êëåòîê (Blagosklonny, Pardee, 2001; Blago-
sklonny, 2002; Blagosklonny, Darzynkiewicz, 2002; Keyo-
marsi, Pardee, 2003).

Áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò íàøè íîâûå äàííûå
îá èíãèáèðîâàíèè àêòèâíîñòè àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî
òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà NF-kB ïðè äåéñòâèè
ÀÌÄ + NaBut. ÀÌÄ èëè èíãèáèòîð áåëêîâîãî ñèíòåçà
öèêëîãåêñèìèä âûçûâàëè ñóïåðèíäóêöèþ òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà NF-kB (Newton et al., 1996), ÷òî îáóñëîâ-
ëåíî ïîäàâëåíèåì ñèíòåçà de novo ôàêòîðà IkBa, ÿâëÿþ-
ùåãîñÿ èíãèáèòîðîì NF-kB. Îäíàêî ñóùåñòâóþò è äðó-
ãèå äàííûå î ðåãóëÿöèè ôàêòîðà NF-kB ÀÌÄ. Òàê, â
ïàíêðåàòè÷åñêèõ ðàêîâûõ êëåòêàõ ñ âûñîêèì êîíñòèòó-
òèâíûì óðîâíåì NF-kB ÀÌÄ ïîâûøàë CD95-çàâèñèìûé
àïîïòîç, ñíèæàÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àêòèâíîñòü NF-kB
(Glazyrin et al., 2002). Ýòè äàííûå ãîâîðÿò î íåîäíî-
çíà÷íîé ðîëè ÀÌÄ â ðåãóëÿöèè NF-kB. Äëÿ ÈÃÄ òàêæå
ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü NF-kB (Kim et al.,
2006; Abramova et al., 2010). Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû
ÈÃÄ-çàâèñèìîé àêòèâàöèè NF-kB âêëþ÷àþò â ñåáÿ, â ÷à-
ñòíîñòè, àöåòèëèðîâàíèå ñàìèõ ñóáúåäèíèö òðàíñêðèï-
öèîííîãî êîìïëåêñà NF-kB, à òàêæå èíãèáèðîâàíèå áåë-
êîâ, ïîäàâëÿþùèõ àêòèâíîñòü NF-kB, äëÿ ÷åãî òàêæå íå-
îáõîäèì ñèíòåç de novo (Kim et al., 2006). Ïîëó÷åííûå
íàìè íîâûå äàííûå î ñóïðåññèè àêòèâíîñòè NF-kB ïðè
äåéñòâèè ÀÌÄ + NaBut, âîçìîæíî, îáúÿñíÿþòñÿ ïîäàâ-
ëåíèåì ñèíòåçà íîâûõ ôàêòîðîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ
ÈÃÄ-çàâèñèìîé àêòèâàöèè NF-kB, âñëåäñòâèå ÀÌÄ-çà-
âèñèìîãî èíãèáèðîâàíèÿ òðàíñêðèïöèè.

Âîçìîæíî è èíîå îáúÿñíåíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-
òîâ. Äëÿ ð53 è NF-kB ïîêàçàí âçàèìíûé ôóíêöèîíàëü-
íûé àíòàãîíèçì çà ñ÷åò êîíêóðåíöèè çà CBP è ð300 (Ravi
et al., 1998; Webster, Perkins, 1999; Culmsee et al., 2003; Hu-
ang et al., 2007), âñëåäñòâèå ÷åãî èíäóêöèÿ ð53 ïðèâîäèò ê
ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè NF-kB. Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå ÀÌÄ
è NaBut àêòèâèðóåò ð53 â êëåòêàõ E1A + Ras (ðèñ. 6), ÷òî
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí ïîêàçàííîãî íàìè èíãèáèðîâà-
íèÿ àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî êîìïëåêñà NF-kB.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ÈÃÄ NaBut ñåíñèáèëèçèðóåò îíêîãåíòðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè ê äåéñòâèþ íèçêèõ äîç ÀÌÄ. Ïðè÷åì êîíöåí-
òðàöèÿ ÀÌÄ ìîæåò áûòü ñèëüíî ñíèæåíà äëÿ äîñòèæå-
íèÿ ýêâèâàëåíòíîãî ðåçóëüòàòà, åñëè èñïîëüçîâàòü åãî ñî-
âìåñòíî ñ NaBut. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû èìåþò
áîëüøîå çíà÷åíèå ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ êîìïëåêñíîé
òåðàïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÀÌÄ è ÈÃÄ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðî-
åêò 14-50-00068; ïîääåðæàíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé, ðàñïðå-
äåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, âðåìåííûå
òðàíñôåêöèè, àíàëèç ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè, àíàëèç
ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (ïðîåêò 1.38.247.2014;
îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, èììóíîáëîòèíã áåë-
êîâ è àíàëèç àêòèâíîñòè êàñïàç).
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SODIUM BUTYRATE ENHANCES THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF

HIGH CONCENTRATIONS OF ACTINOMYCIN D
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In the present article we have studied the combined effect of actinomycin D (AMD) with HDI sodium bu-
tyrate (NaBut) on proliferation of transformed cells. It has been shown that NaBut increased the cytotoxic effect
of low concentrations of AMD (8 nM). However, the viability of the cells transformed with E1A + Ras
was slightly increased under the joint action of high concentrations of AMD and NaBut. Simultaneous action of
NaBut and low concentration of AMD sharply reduced the clonogenic survival of transformed cells, in parallel
with increased apoptotic cell death.The study of the mechanisms of cell death induced by the combined action
of NaBut and low concentrations of AMD showed that the joint treatment resulted in activation of proapoptotic
transcription factor p53 and the suppression of the activity of anti-apoptotic factor NF-kB. Thus, NaBut increa-
sed cytotoxic effect of low concentrations of AMD in oncogene-transformed cells under the joint action, increa-
sing their apoptotic death. These results can be used in the selection of the correct dosage of drugs for the effec-
tive combined anti-cancer therapy using HDIs and AMD.

K e y w o r d s: histone deacetylase inhibitors, actinomycin D, apoptosis, transformed cells.
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