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Äåéñòâèå èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç èìàòèíèáà íà êëåòêè ãàñòðîèíòåñòèíàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ îïó-
õîëåé (ÃÈÑÒ) ïîâûøàåò èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà äîêñîðóáèöè-
íó è ýòîïîçèäó. Ýòîò ôåíîìåí îáóñëîâëåí ñïîñîáíîñòüþ òàðãåòíîãî ïðåïàðàòà ñíèæàòü óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè ðåêîìáèíàçû Rad51 â êëåòêàõ ÃÈÑÒ è ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿòü ïðîöåññû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáè-
íàöèè ÄÍÊ. Ðåçóëüòàòîì íåñîñòîÿòåëüíîñòè ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêàõ ÃÈÑÒ ïîä äåéñòâèåì
èìàòèíèáà ÿâëÿåòñÿ óñèëåíèå èõ ãèáåëè ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà ïîñëå èíäóêöèè â êëåòêàõ ÃÈÑÒ ïî-
âðåæäåíèé, âûçâàííûõ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà. Îïèñàííûé ýôôåêò ïðåïàðàòà íà-
áëþäàëñÿ êàê â ÷óâñòâèòåëüíûõ, òàê è â ðåçèñòåíòíûõ ê èìàòèíèáó êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ÃÈÑT, íî íå íà-
áëþäàëñÿ íà êëåòêàõ ëåéîìèîñàðêîì, êîòîðûå îñòàâàëèñü íå÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî äåéñòâèÿ èìàòèíèáà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ, Rad51, cåíñèòèçàöèÿ, àïîïòîç, èìàòèíèá, èíãè-
áèòîðû ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà, ãàñòðîèíòåñòèíàëüíûå ñòðîìàëüíûå îïóõîëè (ÃÈÑÒ).

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÈÑÒ — ãàñòðîèíòåñòèíàëüíûå ñòðîìàëüíûå îïóõîëè, ÈÌ — èìàòè-
íèá ìåçèëàò.

Îñíîâíûì ïàòîãåíåòè÷åñêèì ìåõàíèçìîì ðàçâèòèÿ
ãàñòðîèíòåñòèíàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ îïóõîëåé (ÃÈÑÒ)
ÿâëÿåòñÿ àêòèâèðóþùàÿ ìóòàöèÿ ãåíà òèðîçèíêèíàçíîãî
ðåöåïòîðà ñ-KIÒ, ðåçóëüòàòîì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿ-
öèÿ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ïðîëèôåðàöèè èíòåðñòè-
öèàëüíûõ êëåòîê Êàÿëà, â íîðìå ðåãóëèðóþùèõ ìîòîðè-
êó æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà. Ïîýòîìó èñïîëüçîâàíèå
èíãèáèòîðà òèðîçèíêèíàç èìàòèíèáà ìåçèëàòà (ÈÌ) ÿâ-
ëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì â òåðàïèè ïàöèåíòîâ ñ íåîïåðàáåëü-
íûìè, ðåöèäèâèðóþùèìè è (èëè) ìåòàñòàòè÷åñêèìè ôîð-
ìàìè çàáîëåâàíèÿ. Òåì íå ìåíåå ðàçâèòèå âòîðè÷íûõ ìó-
òàöèé â êëåòêàõ ÃÈÑÒ ïîä äåéñòâèåì äàííîãî òàðãåòíîãî
ïðåïàðàòà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåí-
òíîñòè ê äàííîìó ïðåïàðàòó â òå÷åíèå 2 ëåò ñ ìîìåíòà íà-
÷àëà ïðîâåäåíèÿ òàðãåòíîé òåðàïèè (Verweij et al., 2004;
Gramza et al., 2009). Ñóùåñòâóþùàÿ îáùåïðèíÿòàÿ êîí-
öåïöèÿ î õèìèîðåçèñòåíòíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÈÑÒ
â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîäâåðãàåòñÿ ñóùåñòâåííîìó ïåðå-
ñìîòðó. Íàïðèìåð, íàøè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â
êëåòêàõ ÃÈÑÒ ñîõðàíÿåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
íåêîòîðûì õèìèîïðåïàðàòàì, â ÷àñòíîñòè ê èíãèáèòîðó
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà ìèòàêñàíòðîíó (Boichuk
et al., 2014). Êðîìå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî äåéñòâèå
ÈÌ íà êëåòêè ÃÈÑÒ ñóùåñòâåííûì îáðàçîì âëèÿåò íà

óðîâåíü ýêñïðåññèè íåêîòîðûõ áåëêîâ (íàïðèìåð, ðåêîì-
áèíàçû Rad51), ó÷àñòâóþùèõ â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé
ÄÍÊ (Áîé÷óê è äð., 2015). Ñ ó÷åòîì õàðàêòåðà ïîâðåæäå-
íèé ÄÍÊ, âûçûâàåìûõ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðà-
çû II òèïà, ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàçû
Rad51 ïîä äåéñòâèåì ÈÌ ïîçâîëèëî ñäåëàòü ïðåäïîëî-
æåíèå î âîçìîæíîñòè ÈÌ-îïîñðåäîâàííîé ñåíñèòèçàöèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÈÑÒ ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òîïîèçî-
ìåðàçû II òèïà âñëåäñòâèå ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðî-
öåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå äàííûå î ñïîñîáíîñòè ÈÌ ïîäàâëÿòü ïðîöåññû ãîìî-
ëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ è âûçûâàòü ñåíñèòèçàöèþ
ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÃÈÑÒ, â òîì ÷èñëå ÈÌ-ðå-
çèñòåíòíûõ ê õèìèîïðåïàðàòàì, îòíîñÿùèõñÿ ê êëàññó
èíãèáèòîðîâ ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè êëåòî÷-
íûå ëèíèè ÃÈÑÒ, îáëàäàþùèå ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê
ÈÌ (ÃÈÑÒ882 è T-1) è ðåçèñòåíòíûå ê íåìó (ÃÈÑÒ430),
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå ïðîôåññîðàìè Äæîíàòàíîì
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Ôëåò÷åðîì (Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medi-
cal School, ÑØÀ) è Òàêàõèðî Òàõàãó÷è (Kochi University,
ßïîíèÿ). Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçî-
âàëè êëåòî÷íóþ ëèíèþ ëåéîìèîñàðêîìû SK-LMS-1
(ATCC, ÑØÀ), îòíîñÿùóþñÿ (êàê è êëåòêè ÃÈÑÒ) ê ãðóï-
ïå ñàðêîì ìÿãêèõ òêàíåé, èìåþùèõ ïðèçíàêè ãëàäêîìû-
øå÷íîé è íåéðîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòè êëåòêè â
îòëè÷èå îò êëåòîê ÃÈÑÒ íå èìåþò àêòèâèðóþùåé ìóòà-
öèè ãåíà c-KIT è, ñëåäîâàòåëüíî, íåâîñïðèèì÷èâû ê äåé-
ñòâèþ òàðãåòíîãî ïðåïàðàòà ÈÌ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37 °Ñ, 5 % ÑÎ2) â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå RPMI-1640 (ÏÀÍÝÊÎ, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone,
ÑØÀ), àíòèáèîòèêè (ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí) è
L-ãëóòàìèí (âñå ðåàãåíòû îò ÏÀÍÝÊÎ, Ðîññèÿ). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÈÌ, ëèáî õèìèîïðåïàðà-
òîâ äîêñîðóáèöèíà (Sigma, ÑØÀ) èëè ýòîïîçèäà (Calbi-
ochem, ÑØÀ), ëèáî ÈÌ (ïðåèíêóáàöèÿ êëåòîê â òå÷åíèå
12 ÷) â ñî÷åòàíèè ñ îäíèì èç âûøåóêàçàííûõ õèìèîïðå-
ïàðàòîâ. Ìàòî÷íûå (1000-êðàòíûå) ðàñòâîðû âûøåíàç-
âàííûõ ïðåïàðàòîâ ãîòîâèëè íà äèìåòèëñóëüôîêñèäå
(ÄÌÑÎ).

Ýêñïðåññèþ áåëêîâ, îòðàæàþùèõ ï î â ð å æ ä å í è å
Ä Í Ê, àêòèâàöèþ ïóòåé ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ è
ðàçâèòèå àïîïòîçà, îöåíèâàëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë.

Ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò ü ï ð î ö å ñ ñ î â ã î ì î ë î ã è ÷ -
í î é ð å ê î ì á è í à ö è è îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè (FACSCanto II, BD) ñ èñïîëüçîâàíèåì èíäè-
êàòîðíîé êëåòî÷íîé ëèíèè DR-U2-OS, cîäåðæàùåé èí-
òåãðèðîâàííóþ â ãåíîì êëåòîê ëèíèè U-2-OS åäèíè÷íóþ
êîïèþ ãåíà GFP, ïðèîáðåòàþùåãî ñâîþ ôóíêöèîíàëü-
íîñòü òîëüêî ïîñëå èíäóêöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ ïîñðåäñòâîì òðàíñôåêöèè â êëåòêè SceI-cîäåðæà-
ùåé ïëàçìèäû (Addgene, ÑØÀ) è ïîñëåäóþùåé ðåïàðà-
öèè äàííûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïî ìåõàíèçìó ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè. Ýòà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ðàíåå óñïåøíî íàìè
èñïîëüçîâàëàñü ïðè èçó÷åíèè ñïîñîáíîñòè íåêîòîðûõ
êëåòî÷íûõ áåëêîâ (íàïðèìåð, áåëêà PML è Rad51) âëèÿòü
íà ïðîöåññû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ (Boichuk
et al., 2011).

Òàêèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå èëè óìåíüøåíèå êîëè-
÷åñòâ GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ïîñëå èíäóêöèè â íèõ
SceI-èíäóöèðîâàííûõ ðàçðûâîâ ÿâëÿëîñü êðèòåðèåì óñè-
ëåíèÿ è îñëàáëåíèÿ ïðîöåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè ñîîòâåòñòâåííî.

Ä ë ÿ î ö å í ê è ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é ñ ï î ñ î á í î -
ñ ò è êëåòî÷íûå ëèíèè ÃÈÑÒ çàñåâàëè â ëóíêè ïëîñêî-
äîííîãî 96-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà (Ñostar,
ÑØÀ). Ïîñëå äîñòèæåíèÿ 70—80%-íîé êîíôëþýíòíîñòè
êëåòîê â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó âíîñèëè èëè ÈÌ, èëè õè-
ìèîïðåïàðàòû (äîêñîðóáèöèí èëè ýòîïîçèä), èëè ÈÌ â
ñî÷åòàíèè ñ îäíèì õèìèîïðåïàðàòîâ, âíîñèìûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíî ñ èíòåðâàëîì 12 ÷. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
(â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ è ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ õè-
ìèîïðåïàðàòîâ) â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè 37 °Ñ âî âëàæíîé àò-
ìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % CO2. Ïðîëèôåðàòèâíóþ ñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ÃÈÑÒ îïðåäåëÿëè ôîòîêîëîðèìåòðè÷å-
ñêè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà CellTiter 96(r) AQueous MTS
Reagent Powder (Promega, ÑØÀ) íà ïëàíøåòíîì àíàëèçà-
òîðå Multiscan FC (Thermo Scientific, ÑØÀ) ïðè äëèíå
âîëíû 492 íì. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðîâî-
äèëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà â ïðîãðàììå Mic-
rosoft Excel 2007.

Ðåçóëüòàòû

Ðåçóëüòàòû êîëîðèìåòðè÷åñêîãî MTS-òåñòà ïîêàçàëè
ñïîñîáíîñòü òàðãåòíîãî ïðåïàðàòà ÈÌ èíäóöèðîâàòü ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÈÑÒ ê èíãèáèòîðàì
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà äîêñîðóáèöèíó è ýòîïîçèäó.
Íàïðèìåð, ïðåèíêóáàöèÿ êëåòîê ÃÈÑÒ882 ñ ÈÌ (1 ìêÌ)
â òå÷åíèå 12 ÷ è ïîñëåäóþùåå âíåñåíèå â ñðåäó êëåòîê
ýòîïîçèäà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðèâîäèëà ê äî-
çîçàâèñèìîìó ñíèæåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè
îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïðåâûøàþùåé ýôôåêò êàæäîãî èç
ïðåïàðàòîâ, èñïîëüçîâàííûõ â îòäåëüíîñòè (ðèñ. 1). Ïðè-
ìå÷àòåëüíî, ÷òî ÈÌ òàêæå âûçûâàë ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ÃÈÑÒ882 ê äîêñîðóáèöèíó â íèçêèõ äîçàõ, íå îêà-
çûâàâøèõ ñàìîñòîÿòåëüíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
íà íàòèâíûå (íå ïðåäîáðàáîòàííûå ÈÌ) êëåòêè (ðèñ. 1,
â). Ýòà çàêîíîìåðíîñòü áûëà âûÿâëåíà è íà äðóãîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè ÃÈÑÒ, ÷óâñòâèòåëüíîé ê ÈÌ (Ò-1).

Èíãèáèòîðû ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà (íàïðèìåð,
äîêñîðóáèöèí) â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè äåéñòâèÿ èíäó-
öèðîâàëè îáðàçîâàíèå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â
êëåòêàõ ÃÈÑÒ882 è Ò-1, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî çíà÷è-
òåëüíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãèñòîíà 2A, ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîãî ïî îñòàòêàì ñåðèíà â ïîëîæåíèè 139
(g-H2AX) (ðèñ. 2). Ýòî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèëî ê àêòè-
âàöèè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ çà ñ÷åò
óâåëè÷åíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ÄÍÊ-çàâèñèìîé ïðîòå-
èíêèíàçû (ÄÍÊ-ÏÊ) è êèíàçû ÀÒÌ, ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ ïî îñòàòêàì ñåðèíà 2056 (ðÄÍÊ-ÏÊ-S2056) è 1981
(ðATM-S1981), à òàêæå ñîîòâåòñòâóþùèõ «òî÷åê ðåñò-
ðèêöèè», ðåãóëèðóþùèõ êëåòî÷íûé öèêë (áåëêà Ð53,
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî ñåðèíó-15 (ðÐ53-S15)). Àíàëî-
ãè÷íûå èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ ÃÈÑÒ íàáëþäàëè è ïðè èõ
èíêóáàöèè ñ ýòîïîçèäîì. Ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ
ÃÈÑÒ àêòèâèðîâàëè ïðîöåññû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè, ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ðåêîìáè-
íàçû Rad51 (ðèñ. 2). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â êëåòêàõ ÃÈÑÒ,
îáðàáîòàííûõ ÈÌ, ïðîèñõîäèëè àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ
(õîòÿ è ìåíåå âûðàæåííûå) óðîâíÿ ýêñïðåññèè g-H2AX,
pATM-S1981 è pP53-S15, ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàçû Rad51
çíà÷èòåëüíî ñíèæàëàñü, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá
îñëàáëåíèè ïðîöåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè â
êëåòêàõ ïîä äåéñòâèåì ÈÌ. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî óðîâåíü
ýêñïðåññèè Rad51 îñòàâàëñÿ ïî-ïðåæíåìó íèçêèì â êëåò-
êàõ ÃÈÑÒ, êóëüòèâèðîâàííûõ ñ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òî-
ïîèçîìåðàçû II íà ôîíå äåéñòâèÿ ÈÌ. Ïðè ýòîì âûñîêèå
óðîâíè ýêñïðåññèè g-H2AX è ðATM-S1981 â ýòèõ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ ñâèäåòåëüñòâîâàëè êàê î íàëè-
÷èè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, òàê è îá àêòèâàöèè ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé ðåïàðàöèè ýòèõ ïîâðåæäåíèé (ðèñ. 2).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî íèçêèå çíà÷å-
íèÿ êîëîðèìåòðè÷åñêîãî MTS-òåñòà, ñâèäåòåëüñòâóþùèå
î íèçêîé æèçíåñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÈÑÒ â
óñëîâèÿõ ñî÷åòàííîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ÈÌ è äî-
êñîðóáèöèíà (èëè ýòîïîçèäà), ìîãóò áûòü ñëåäñòâèåì íå-
ñîñòîÿòåëüíîñòè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé
ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûõ èíãèáèòîðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðà-
çû II, à ìîëåêóëÿðíûì ìåõàíèçìîì ýòîãî ôåíîìåíà — ïî-
äàâëåíèå â êëåòêàõ ïðîöåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíà-
öèè, îïîñðåäîâàííûõ Rad51, â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ÈÌ.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðàâîìî÷íîñòè äàííîé ãèïîòåçû
ìû èçó÷èëè ñïîñîáíîñòü ÈÌ ïîäàâëÿòü ïðîöåññû ãîìî-
ëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, çàïóñêàåìûå SceI-èíäóöèðóå-
ìûìè äâóõíèòåâûìè ðàçðûâàìè ÄÍÊ. Îêàçàëîñü, ÷òî
òðàíñôåêöèÿ ïëàçìèäû pCBA-SceI â «èíäèêàòîðíóþ»
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êëåòî÷íóþ ëèíèþ DR-U-2-OS èíäóöèðîâàëà äàííûé òèï
ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, ðåïàðèðóåìûé ïî ìåõàíèçìó ãîìîëî-
ãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. (ðèñ. 3, à, á). Â òî æå âðåìÿ ïðåäîáðàáîòêà
êëåòîê ÈÌ ïðèâîäèëà ïî÷òè ê 3-êðàòíîìó ñíèæåíèþ êî-
ëè÷åñòâà GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 3, ã), ÷òî ñëóæèò
äîêàçàòåëüñòâîì ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè
SceI-èíäóöèðóåìûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïî ìåõàíèçìó ãîìîëî-
ãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ïîä äåéñòâèåì ÈÌ.

Òàêèì îáðàçîì, îáíàðóæåííûé íàìè ôåíîìåí óñèëå-
íèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà èíãèáèòîðîâ ÄÍÊ-òîïîè-
çîìåðàçû II ïðåïàðàòîì ÈÌ â îòíîøåíèè êëåòîê ÃÈÑÒ
ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì èíãèáèðîâàíèÿ ðåïàðàòèâíûõ
ïðîöåññîâ, à èìåííî ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ,
ïîä âëèÿíèåì ÈÌ.

Ðåçóëüòàòîì ÈÌ-èíäóöèðîâàííîé íåñîñòîÿòåëüíîñòè
ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ÿâèëîñü óñèëå-
íèå ãèáåëè êëåòîê ÃÈÑÒ ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà ïîñëå
ïîñëåäóþùåãî âîçäåéñòâèÿ íà íèõ èíãèáèòîðîâ ÄÍÊ-òî-
ïîèçîìåðàçû II. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñòâîâàëî óâåëè÷åíèå
óðîâíåé ýêñïðåññèè ðàñùåïëåííûõ ôîðì ïîëè-ÀÄÔ(ðè-
áîçà)-ïîëèìåðàçû (ÏÀÐÏ) è êàñïàçû-3 íà ôîíå ñî÷åòàí-
íîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðàìè
êëåòîê ÃÈÑÒ882 è Ò-1, êóëüòèâèðîâàííûõ òîëüêî ñ ïðå-
ïàðàòîì ÈÌ èëè îäíèì èç èíãèáèòîðîâ ÄÍÊ-òîïîèçîìå-
ðàçû II (ðèñ. 4).

Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü ÈÌ âûçûâàòü ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÈÑÒ ê èñïîëüçîâàí-
íîé ãðóïïå õèìèîïðåïàðàòîâ áûëà òàêæå îáíàðóæåíà è
íà ÈÌ-ðåçèñòåíòíîé êëåòî÷íîé ëèíèè ÃÈÑÒ430 (ðèñ. 5).
Ýòî òàêæå ìîãëî ÿâëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì ñïîñîáíîñòè ÈÌ
ñíèæàòü â êëåòêàõ ÃÈÑÒ430 óðîâåíü ýêñïðåcñèè áåëêà

Rad51 (ðèñ. 6) è òåì ñàìûì âëèÿòü íà ýôôåêòèâíîñòü ïðî-
öåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ.

Â òî æå âðåìÿ ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê ëåéîìèîñàðêî-
ìû (ëèíèÿ SK-LMS-1) ÈÌ íå ïðèâîäèëà ê àíàëîãè÷íîìó
ýôôåêòó: óðîâåíü ýêñïðåññèè Rad51 íå èçìåíÿëñÿ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Êàê è ïðåäïîëàãàëîñü, îïóõîëå-
âûå êëåòêè ëèíèè SK-LMS-1 îñòàâàëèñü ðåçèñòåíòíûìè ê
äåéñòâèþ èíãèáèòîðîâ ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II, íåñìîòðÿ
íà ïðåäâàðèòåëüíîå äåéñòâèå ÈÌ (ðèñ. 7), ÷òî ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ïðîâåäåííûõ íàìè ðàíåå èññëåäîâà-
íèé, ïîêàçàâøèìè íåçíà÷èòåëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
îïóõîëåâûõ êëåòîê ëåéîìèîñàðêîìû SK-LMS-1 ê äîêñî-
ðóáöèíó (Boichuk et al., 2014).

Îáñóæäåíèå

Óñòîé÷èâîñòü ÃÈÑÒ ê äåéñòâèþ õèìèîïðåïàðàòîâ, à
òàêæå ðàçâèòèå âòîðè÷íîé ðåçèñòåíòíîñòè ÃÈÑÒ ê ïðåïà-
ðàòó ÈÌ ïîñëå íà÷àëà ïðîâåäåíèÿ òåðàïèè ÿâëÿþòñÿ ñòè-
ìóëîì äëÿ ïîèñêà íîâûõ ìîëåêóëÿðíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ
ìèøåíåé ÃÈÑÒ è ïîèñêà ïóòåé äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ê óæå èìåþùèìñÿ ëåêàðñò-
âåííûì ïðåïàðàòàì. Íàïðèìåð, èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåí-
íûå íàìè ðàíåå, ïîêàçàëè, ÷òî íåêîòîðûå êîìïîíåíòû
DREAM-êîìïëåêñà, ðåãóëèðóþùåãî àêòèâíîñòü ôàêòî-
ðîâ òðàíñêðèïöèè, à òàêæå êëåòî÷íîãî öèêëà, ìîãóò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå íîâûõ ïåðñïåêòèâíûõ ìîëå-
êóëÿðíûõ ìèøåíåé äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ÃÈÑÒ ê âîçäåéñòâèþ òàðãåòíûõ ïðåïàðàòîâ, íà-
ïðèìåð ÈÌ (Boichuk et al., 2013)

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè ïðåäñòàâëåíû íîâûå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûå äàííûå î òîì, ÷òî ïðåïàðàò ÈÌ ñïîñîáåí
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Ðèñ. 1. Öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü äîêñîðóáèöèíà (ÄÎÊÑ; à, â) è ýòîïîçèäà (ÝÒÎ; á, ã) â îòñóòñòâèå èìàòèíèáà ìåçèëàòà (ÈÌ,
1 ìêÌ) è íà ôîíå åãî äåéñòâèÿ íà êëåòêè ëèíèè ÃÈÑÒ882.

Äîçû: 0.25 (à) è 0.12 (â) ìêã/ìë ÄÎÊÑ, 40 (á) è 20 (ã) ìÌ ÝÒÎ. Ê — êîíòðîëü. Öèòîòîêñè÷íîñòü îïðåäåëÿëè ïî MTS-òåñòó. Çâåçäî÷êà óêàçûâàåò äîñòî-
âåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.05.



âûçûâàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ÃÈÑÒ ê èíãèáèòîðàì
ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II ýòîïîçèäó è äîêñîðóáèöèíó. Ïðè-
ìå÷àòåëüíî, ÷òî íèçêèå äîçû ýòèõ õèìèîïðåïàðàòîâ òàê-
æå îêàçàëèñü âåñüìà ýôôåêòèâíûìè íà ôîíå äåéñòâèÿ
ÈÌ â îòíîøåíèè êëåòîê ÃÈÑÒ (ðèñ. 1, â, ã). Èçó÷åíèå ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ýòîãî ôåíîìåíà ïîçâîëèëî íàì
âûÿâèòü ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ÈÌ-èíäóöèðîâàííîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ÃÈÑÒ ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òî-
ïîèçîìåðàçû II òèïà. Îáíàðóæåííûé ôåíîìåí ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåí ñïîñîáíîñòüþ ÈÌ èíãèáèðîâàòü ïðî-
öåññû ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ è, ñëåäîâàòåëü-
íî, íàðóøàòü ðåïàðàöèþ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ (íàïðèìåð,
îäíî- è äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ), âûçûâàåìûõ èíãèáèòî-
ðàìè ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II òèïà. Â ïîëüçó ñïðàâåäëèâî-
ñòè ýòîãî ïîëîæåíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò êàê çíà÷èòåëüíîå
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàçû Rad51 â êëåòêàõ
ÃÈÑÒ, ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ ÈÌ (ðèñ. 3), òàê è ïî÷-
òè 3-êðàòíîå ÈÌ-èíäóöèðîâàííîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà
GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàõ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðåïîðòåðíîé êëåòî÷íîé ëèíèè DR-U-2-OS (ðèñ. 4),
ñîäåðæàùåé èíòåãðèðîâàííóþ â êëåòî÷íûé ãåíîì êîïèþ
ãåíà GFP, «îáðåòàþùåãî» ñâîþ ôóíêöèîíàëüíîñòü òîëü-
êî ïîñëå ðåïàðàöèè SceI-èíäóöèðîâàíííûõ ðàçðûâîâ

ÄÍÊ ïî ìåõàíèçìó ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè (Pierce
et al., 1999).

Èçâåñòíî, ÷òî íåñîñòîÿòåëüíîñòü ïðîöåññîâ ðåïàðà-
öèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðåäïîñûëêîé äëÿ ïî-
ñëåäóþùåé àêòèâàöèè ïðîöåññîâ àïîïòîçà. Ýòîò ìåõà-
íèçì ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ïðîãðàììû, íàïðàâëåííîé íà ïîä-
äåðæàíèå ãåíåòè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, è ñ÷èòàåòñÿ îäíèì
èç ýôôåêòèâíûõ ìåõàíèçìîâ óñòðàíåíèÿ êëåòîê ñ ïîòåí-
öèàëüíî îïàñíûìè ìóòàöèÿìè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, öåëå-
íàïðàâëåííîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ðÿäà îòäåëüíûõ
áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå îäíîãî èç
ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé â èíäóêöèè õèìèî- è ðàäèî-
÷óâñòâèòåëüíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Golding et al.,
2012; Huntoon et al, 2013; Woods et al., 2013).

Ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñîãëàñóþòñÿ ñ îïè-
ñàííîé âûøå êîíöåïöèåé è ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðåèíêóáà-
öèÿ êëåòîê ÃÈÑÒ ñ ÈÌ èíãèáèðóåò ïðîöåññû ãîìîëîãè÷-
íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ, âñëåäñòâèå ÷åãî ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ, èíäóöèðîâàííûå õèìèîïðåïàðàòàìè, ñòàíîâÿòñÿ
íåðåïàðèðóåìûìè, à ýòî â ñâîþ î÷åðåäü èíäóöèðóåò çà-
ïóñê ïðîãðàììû àïîïòîçà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Îá ýòîì
ñâèäåòåëüñòâóåò ïîâûøåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ðàñùåï-
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Ðèñ. 2. Äîêñîðóáèöèí (ÄÎÊÑ) è èìàòèíèá (ÈÌ) èíäóöèðóþò èçìåíåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ
(ðÀÒÌ, ÀÒÌ, ðÄÍÊ-ÏÊ, ÄÍÊ-ÏÊ, ðKIT è ðÐ53) è ðåêîìáèíàçû Rad51 â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â

êëåòêàõ ÃÈÑÒ-Ò1 (à) è ÃÈÑÒ882 (á).

Çäåñü è íà ðèñ. 4: ìàðêåð èíäóêöèè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè g-H2AX. Ê — êîíòðîëü.
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Ðèñ. 3. Òî÷å÷íàÿ (dot-plot) ãèñòîãðàììà êëåòîê ëèíèè DR-U-2-OS.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ïàðàìåòð áîêîâîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (side scattering èëè SSC); ïî âåðòèêàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè GFP, îòðàæàþùàÿ
äîëþ GFP-ïîçèòèâíûõ êëåòîê (óêàçàíî â % è âûäåëåíî êâàäðàòîì). Êëåòêè ïîäâåðãàëè òðàíñôåêöèè SceI-ñîäåðæàùåé (á, ã) èëè êîíòðîëüíîé (à, â)

ïëàçìèäîé è ñïóñòÿ 12 ÷ êóëüòèâèðîâàëè ñ èìàòèíèáîì (ÈÌ) â òå÷åíèå 48 ÷ (á, â, ã).

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ðàñùåïëåííûõ ôîðì
ïîëè-ÀÄÔ(ðèáîçà)-ïîëèìåðàçû (ÏÀÐÏ) è êàñïàçû-3 â êëåòêàõ
ÃÈÑÒ-Ò1 ïîä äåéñòâèåì 0.12 ìêã/ìë ÄÎÊÑ èëè 20 ìÌ ÝÒÎ, à
òàêæå èõ êîìáèíàöèè ñ 1 ìêÌ ÈÌ (ïðåèíêóáàöèÿ ñ ÈÌ â òå÷å-

íèå 12 ÷).

Ê — êîíòðîëü.
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Ðèñ. 5. Öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÄÎÊÑ â êîíöåíòðàöèÿõ 0.25 (à) èëè 0.12 (â) ìêã/ìë, 20 (á) è 40 ìÌ (ã) ÝÒÎ è 1 ìêÌ ÈÌ ïî
îòíîøåíèþ ê êëåòêàì ÃÈÑÒ430.

Çâåçäî÷êà óêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ P < 0.05. Ê — êîíòðîëü.

Ðèñ. 6. Ýêñïðåññèÿ ðåêîìáèíàçû Rad51 â êëåòêàõ ÃÈÑÒ ðàçíûõ
ëèíèé è êëåòêàõ SK-LMS-1 äî è ïîñëå äåéñòâèÿ ÈÌ (1 ìêÌ) è

ÄÎÊÑ (0.25 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 24 è 48 ÷.

Ê — êîíòðîëü.



ëåííûõ ôîðì ïîëè-ÀÄÔ(ðèáîçà)-ïîëèìåðàçû (ÏÀÐÏ) è
êàñïàçû-3 íà ôîíå êîìáèíèðîâàííîãî âîçäåéñòâèÿ ïðåïà-
ðàòîâ íà êëåòêè ëèíèè ÃÈÑÒ882 è Ò-1 ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè ýòèõ æå ëèíèé, èíêóáèðîâàííûõ òîëüêî ñ ÈÌ
èëè ñ îäíèì èç õèìèîïðåïàðàòîâ (ðèñ. 5).

Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî ýôôåêò ÈÌ-èíäóöèðîâàííîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II
áûë òàêæå îáíàðóæåí â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ëè-
íèè ÃÈÑÒ430, ðåçèñòåíòíîé ê ÈÌ (ðèñ. 6), â òî âðåìÿ êàê
íà êëåòî÷íîé ëèíèè ëåéîìèîñàðêîìû SK-LMS-1 (êîíò-
ðîëü) àíàëîãè÷íîãî ýôôåêòà íå áûëî. Íåñìîòðÿ íà ðåçè-
ñòåíòíîñòü êëåòîê ÃÈÑÒ430 ê ÈÌ, ýòîò ïðåïàðàò îáëàäàë
íåçíà÷èòåëüíîé ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü èõ ïðîëèôåðà-
öèþ (< 15 %), íî ïðè ýòîì âûçûâàë ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ÃÈÑÒ430 ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II
(ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ÃÈÑÒ ê èíãèáèòîðàì ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II ïî-
ñðåäñòâîì ÈÌ-èíäóöèðîâàííîãî ñíèæåíèÿ àêòèâíîñòè
ïðîöåññîâ ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ÄÍÊ. Îáíàðó-
æåííûé íàìè ôåíîìåí èìååò âàæíîå íàó÷íî-ïðàêòè÷å-
ñêîå çíà÷åíèå, òàê êàê ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ íà êëåòêè ÃÈÑÒ
ñ óæå ðàçâèâøåéñÿ ðåçèñòåíòíîñòüþ ê ÈÌ. Ýòîò ôàêò îò-
êðûâàåò äîïîëíèòåëüíûå âîçìîæíîñòè äëÿ òåðàïèè áîëü-
íûõ ñ ÃÈÑÒ íà ôîíå óæå ðàçâèâøåéñÿ ðåçèñòåíòíîñòè
îïóõîëè ê ÈÌ. Íàøè ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñîãëà-
ñóþòñÿ ñ äàííûìè çàðóáåæíîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðû. Íà-
ïðèìåð, ñïîñîáíîñòü ÈÌ âûçûâàòü ñåíñèòèçàöèþ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê ê äîêñîðóáèöèíó è èíäóöèðîâàòü â äàëü-
íåéøåì èõ àïîïòîç in vitro áûëà ðàíåå ïîêàçàíà íà
îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñàðêîìû Þèíãà ñ ãèïåð-
ýêñïðåññèåé ñ-KIT (Gonzalez et al., 2004). Åäèíè÷íûå êëè-
íè÷åñêèå íàáëþäåíèÿ òàêæå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó

ÈÌ-èíäóöèðîâàííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÃÈÑÒ ê èíãèáè-
òîðàì ÄÍÊ-òîïîèçîìåðàçû II (íàïðèìåð, äîêñîðóáèöèíó)
ó áîëüíûõ ñ íåîïåðàáåëüíûìè, ìåòàñòàòè÷åñêèìè, à òàê-
æå ðåçèñòåíòíûìè ê ÈÌ ôîðìàìè ÃÈÑÒ (Maurel et al.,
2010).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00342) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ Êàôåäðû îáùåé ïàòîëîãèè è
Öåíòðà êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ Êàçàíñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåðñèòåòà.
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IMATINIB EFFECTIVELY INHIBITS HOMOLOGOUS RECOMBINATION

AND SENSITIZES GASTROINTESTINAL STROMAL TUMOR CELLS

TO THE TOPOISOMERASE TYPE II INHIBITORS

S. V. Boichuk,1, * A. R. Galembikova,1 E. V. Martinova,2 B. R. Ramazanov,1 A. Duensing3

1 Kazan State Medical University, Kazan, 420012, 2 Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, 420000,

and 3 University of Pittsburgh Cancer Institute, Pittsburgh, 15232, USA;

e-mail: boichuksergei@mail.ru

Imatinib mesylate (IM) sensitizes gastrointestinal stromal tumor (GISTs) cell lines to the topoisomerase ty-
pe II inhibitors — doxorubicin and etoposide. IM substantially inhibited the cellular viability and induced apop-
tosis of etoposide-treated GIST cells, whereas GIST cells showed lower etoposide cytotoxicity when treated
with etoposide alone. Similar effect was found in doxorubicin-treated GIST cells. These effects might be due
to the substantial down-regulation of Rad51 protein expression and inhibition of Rad51-mediated homologous
recombination DNA repair pathway. Of note, IM’s effect indicated above was observed in both imatinib-sensi-
tive (GIST882 and T-1) and resistant (GIST430) cell lines, and was not found in leiomyosarcoma SK-LMS-1
cell line.

K e y w o r d s: homologous recombination, Rad51, sensitization, apoptosis, imatinib, topoisomerase type II
inhibitors, gastrointestinal stromal tumors (GISTs).
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