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Ó÷àñòèå òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ E2F1 è p73 â ôîðìèðîâàíèè ðåçèñòåíòíîñòè ê äîêñîðóáèöèíó...

Ëåéêîçíûå êëåòêè îò ðàçíûõ ïàöèåíòîâ ñ ãåìàòîëîãè÷åñêèìè çëîêà÷åñòâåííûìè çàáîëåâàíèÿìè
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ïðîòèâîðàêîâûì ïðåïàðàòàì, â òîì ÷èñëå ê äîêñîðóáèöèíó. Ðåçè-
ñòåíòíîñòü ê õèìèîòåðàïèè ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ, ñïîñîáñòâóåò âîçíèêíîâåíèþ ðåöèäèâîâ è
ìåòàñòàçîâ. Ïîïûòêè âëèÿíèÿ íà ðàçâèòèå ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè ïîêà íå ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëè áîëüøèõ óñïåõîâ in vivo. Àëüòåðíàòèâíûå ïîäõîäû ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ E2F1-ðåãóëÿ-
öèåé áåëêà ð73, èçîôîðìû êîòîðîãî ìîãóò îêàçûâàòü êàê ïðîîíêîãåííîå (DNp73), òàê è àíòèîíêîãåííîå
(ÒÀð73) äåéñòâèå. Íà E2F1/p73-ïóòü ìîæåò âëèÿòü öèòîìåãàëîâèðóñ ÷åëîâåêà, ÷àñòî îáíàðóæèâàåìûé â
îïóõîëÿõ, òàê êàê ñòðàòåãèÿ âèðóñíîãî ãåíîìà âêëþ÷àåò â ñåáÿ áëîê àïîïòîçà. Â ýòîé ðàáîòå ìû âïåðâûå
ïîêàçàëè, ÷òî â ðåçóëüòàòå çàðàæåíèÿ öèòîìåãàëîâèðóñîì â êëåòêàõ ìîíîöèòàðíîãî ëåéêîçà ÒÍÐ-1 çíà-
÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü E2F1 è èçìåíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèå èçîôîðì áåëêà ð73 â ñòîðîíó óêîðî÷åí-
íîé èçîôîðìû DNp73, ÷òî ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ ëåéêîçíûõ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáè-
öèíîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äîêñîðóáèöèí, öèòîìåãàëîâèðóñ, êëåòêè îñòðîãî ìîíîöèòàðíîãî ëåéêîçà
THP-1, E2F1, èçîôîðìû TAp73 è DNp73 áåëêà p73.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÄÎÊÑ — äîêñîðóáèöèí, ÌÊÀ — ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, THP-1 —
êëåòêè ìîíîöèòàðíîãî ëåéêîçà, ÖÌÂ — öèòîìåãàëîâèðóñ.

Ðåçèñòåíòíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê ê ïðîòèâîîïóõîëåâîé
òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ãëàâíûõ ïðè÷èí íåäîñòàòî÷íî
ýôôåêòèâíîãî ëå÷åíèÿ. Òàê, ïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû
ëå÷åíèÿ ëåéêåìèè øèðîêî èñïîëüçóåìûì ïðåïàðàòîì
ÄÎÊÑ îòìå÷åíû ëèøü ó 40 % ïàöèåíòîâ. Â îñíîâå ðåçè-
ñòåíòíîñòè íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ëåæàò ñëîæíûå ïðî-
öåññû, ìíîãèå èç êîòîðûõ ïîêà íå èññëåäîâàíû. Îäèí èç
ïóòåé âûÿñíåíèÿ êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ
óñòîé÷èâîñòè ñâÿçàí ñ èçó÷åíèåì ðîëè öèòîìåãàëîâèðóñ-
íîé èíôåêöèè â çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëÿõ, òàê êàê â ïî-
ñëåäíåå âðåìÿ íàêàïëèâàþòñÿ äàííûå îá îáíàðóæåíèè
áåëêîâ è ÄÍÊ öèòîìåãàëîâèðóñà (ÖÌÂ) â ìíîãî÷èñëåí-
íûõ îïóõîëÿõ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ìàðêåðû ÖÌÂ
âûÿâëåíû â àñòðîöèòîìàõ è íåéðîáëàñòîìàõ (Terrasson
et al., 2005), â áîëüøèíñòâå (> 90 %) ãëèîì (Söderberg-Na-
ucler, Johnsen, 2015) è â êîëîðåêòàëüíîì ðàêå (Chen, Chan,

2014). ÖÌÂ êîäèðóåò áåëêè, êîòîðûå âîçäåéñòâóþò íà
âíåøíèé è âíóòðåííèé ïóòè àêòèâàöèè àïîïòîçà ëèáî ÷å-
ðåç ïðÿìîå âçàèìîäåéñòâèå ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ìåäèà-
òîðàìè, ëèáî ÷åðåç âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ êëåòî÷íûõ
áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîâåäåíèå ñèãíàëîâ ñìåðòè. Îä-
íèì èç îñíîâíûõ äåòåðìèíàíòîâ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê õè-
ìèîòåðàïèè ÿâëÿåòñÿ áåëîê ð73 (Lunghi et al., 2009).

Áåëîê ð73 ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó îïóõîëåâûõ ñó-
ïðåññîðîâ ð53. Áåëêè ýòîãî ñåìåéñòâà ðàçäåëÿþò îáùóþ
ñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ, ÷òî ïîçâîëÿåò èì àêòèâèðî-
âàòü îäíè è òå æå ãåíû-ìèøåíè. Â êà÷åñòâå îáùèõ ñòðóê-
òóðíûõ ýëåìåíòîâ ìîæíî âûäåëèòü N-êîíöåâîé òðàíñàê-
òèâèðóþùèé (ÒÀ) äîìåí, ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí, êî-
òîðûé îòâåòñòâåí çà ñâÿçûâàíèå ñî ñïåöèôè÷åñêèìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè â ïðîìîòîðíûõ îáëàñòÿõ ãå-
íîâ-ìèøåíåé, è äîìåí, îòâåòñòâåííûé çà îëèãîìåðèçà-
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öèþ ìîíîìåðíûõ áåëêîâ. Îäíàêî âîïðåêè ñòðóêòóðíîìó
ñõîäñòâó áåëêîâ è ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ íàáëþäàåòñÿ
ïîðàçèòåëüíîå ôóíêöèîíàëüíîå ðàçëè÷èå. Òàê, ìóòàöèè â
ãåíå ð73 ÷ðåçâû÷àéíî ðåäêî âñòðå÷àþòñÿ â îïóõîëÿõ ó ÷å-
ëîâåêà (0.5 %). Áîëåå òîãî, âî ìíîãèõ îïóõîëÿõ íàáëþäà-
åòñÿ ñóïåðýêñïðåññèÿ íåìóòèðîâàííîãî áåëêà ð73.

Îáúÿñíåíèå ýòîãî ôåíîìåíà ëåæèò â ñëîæíîé ñòðóê-
òóðíîé îðãàíèçàöèè ãåíà ð73, ïîçâîëÿþùåé ýêñïðåññèþ
êàê îïóõîëü-ñóïðåññîðíûõ, òàê è îíêîãåííûõ èçîôîðì
áåëêà. Ìåõàíèçì èõ îáðàçîâàíèÿ ñâÿçàí ñ àëüòåðíàòèâ-
íûì ñïëàéñèðîâàíèåì 5R- è 3R-êîíöîâ ìÐÍÊ è èñïîëüçî-
âàíèåì àëüòåðíàòèâíûõ ïðîìîòîðîâ. Óêîðî÷åíèå áåëêà
íà N-êîíöå ïðèâîäèò ê ïîëíîìó èëè ÷àñòè÷íîìó îòñóò-
ñòâèþ òðàíñàêòèâèðóþùåãî äîìåíà. Ïîêàçàíî, ÷òî
DÒÀ-èçîôîðìû ìîãóò ïîäàâëÿòü òðàíñêðèïöèîííóþ àê-
òèâíîñòü êàê ÒÀp73 ñ ïîëíûì òðàíñàêòèâèðóþùèì äîìå-
íîì, òàê è åãî ãîìîëîãà p53, îáðàçóÿ ñ íèìè ãåòåðîòåòðà-
ìåðû, è ñóäüáà êëåòêè çàâèñèò îò ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ èçî-
ôîðì (Engelmann et al., 2015). Óêîðî÷åííûå èçîôîðìû,
òðàíñêðèáèðóåìûå ñî âòîðîãî ïðîìîòîðà (DNp73), íå
òîëüêî êîíòðîëèðóþò àêòèâíîñòü ð73 è ð53, íî è ñàìè íà-
õîäÿòñÿ ïîä èõ êîíòðîëåì. Ïðîìîòîð (P2) ñîäåðæèò
î÷åíü ýôôåêòèâíûé ýëåìåíò äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ð53/ð73, â
ðåçóëüòàòå êîòîðîãî èíäóöèðóåòñÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ ýòîãî
ïðîìîòîðà è ñîçäàåòñÿ ïåòëÿ îáðàòíîé ñâÿçè. Çàâèñèìàÿ
îò ð53/ð73 àêòèâàöèÿ P2-ïðîìîòîðà ïðîòèâîðå÷èëà áû
ïðîàïîïòîòè÷åñêîé ðîëè ýòèõ áåëêîâ â îòâåò íà ïîâðåæ-
äåíèÿ ÄÍÊ, åñëè áû îäíîâðåìåííî íå èíäóöèðîâàëàñü
áûñòðàÿ è ñåëåêòèâíàÿ äåãðàäàöèÿ DNp73-èçîôîðìû.

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ðàâíîâåñèå ìåæäó ñóïðåññîð-
íûìè è îíêîãåííûìè èçîôîðìàìè ìîæåò èçìåíÿòüñÿ ïðè
ÖÌÂ-èíôåêöèè ïî íåèçâåñòíîìó â íàñòîÿùèé ìîìåíò
ìåõàíèçìó. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ÖÌÂ-èíôåêöèè àêòèâèðó-
þòñÿ ìîëåêóëÿðíûå ïóòè, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ýêñïðåñ-
ñèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F1, êîòîðûé ìîæåò
îêàçûâàòü êàê àêòèâèðóþùåå, òàê è èíãèáèðóþùåå äåéñò-
âèå íà ð73 (Ozaki et al., 2009). Ïîëó÷åíèå äàííûõ î ñî-
îòíîøåíèè ïðî- è àíòèàïîïòîçíûõ ôàêòîðîâ â ÖÌÂ-èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ìîíîöèòàðíîãî ëåéêîçà ÒÍÐ-1,
îáðàáîòàííûõ ÄÎÊÑ, äîëæíî ïðîÿñíèòü ñâÿçü òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F1 ñ ðåãóëÿöèåé áåëêà ð73 è
ðîëü ýòèõ áåëêîâ â ìåõàíèçìå óñòîé÷èâîñòè çàðàæåííûõ
âèðóñîì îïóõîëåâûõ êëåòîê ê ïðîòèâîîïóõîëåâîìó àíòè-
áèîòèêó äîêñîðóáèöèíó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè ëèíèè ÒÍÐ-1 è ÔËÝ× (ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî
ýìáðèîíà ÷åëîâåêà) áûëè ïîëó÷åíû èç áàíêà êëåòî÷íûõ
êóëüòóð, à øòàìì ÖÌÂ AD169 èç Ãîñóäàðñòâåííîé êîë-
ëåêöèè âèðóñîâ ÍÈÖÝÌ èì. Í. Ô. Ãàìàëåè. Êëåòêè
ÒÍÐ-1 âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI 1640 ñ 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ), ÔËÝ× — â ñðåäå
DMEM c 10 % ÝÒÑ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Êëåòêè ÒÍÐ-1
çàðàæàëè ÖÌÂ (5 ÁÎÅ/êë.) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, îòìû-
âàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå. ×åðåç
4 ÷ â èíôèöèðîâàííûå è êîíòðîëüíûå (íåèíôèöèðîâàí-
íûå) êëåòêè ÒÍÐ-1 âíîñèëè 5 ìêã/ìë ÄÎÊÑ è èíêóáèðî-
âàëè åùå 20 ÷. Äåéñòâèå ÄÎÊÑ èçó÷àëè ïî âëèÿíèþ íà
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, êîòîðóþ îöåíèâàëè ìåòîäîì
èñêëþ÷åíèÿ âèòàëüíîãî êðàñèòåëÿ òðèïàíîâîãî ñèíåãî,
ïî âûÿâëåíèþ ôðàãìåíòèðîâàííîé êëåòî÷íîé ÄÍÊ in situ
ñ ïîìîùüþ íàáîðà Dead End™ Fluorometric TUNEL Sys-
tem (G3250, Promega) è ïî âûÿâëåíèþ àêòèâèðîâàííûõ

êàñïàç ñ ïîìîùüþ íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè in
situ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë. Äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ êàñïàç èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê êàñïàçå 3 (1 : 50,
ab52293, Abcam), êàñïàçå 8 (1 : 50, ab4052, Abcam) è ê
êàñïàçå 9 (1 : 100, ab32539, Abcam). Â êà÷åñòâå âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèâèäîâûå àíòèòåëà, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ÔÈÒÖ (1 : 100, ab98502, Abcam).

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è Î Ò - Ï Ö Ð. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ
âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà AurumTotalRNAMinikit
(BioRad, ÑØÀ). Äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçîâà-
ëè ðåàãåíòû iScriptcDNASynthesisKit (BioRad, ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ èçîôîðì â N-êîíöåâîé ÷àñòè ð73 èñïîëüçîâà-
ëè ïðàéìåðû è çîíäû, ðàçðàáîòàííûå íàìè ðàíåå (Âîë-
íèöêèé è äð., 2012). Ñ-êîíöåâûå èçîôîðìû âûÿâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ãíåçäîâîé ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê 10 è 14 ýêçî-
íàì.

Â û ÿ â ë å í è å á å ë ê î â ì å ò î ä î ì è ì ì ó í î á ë î -
ò è í ã à. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ èçìå-
ðÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðäà ñ èñïîëüçîâàíèåì êðàñèòåëÿ
áðèëëèàíòîâîãî ãîëóáîãî P (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå ýëåêò-
ðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå áåëêè ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (0.45 ìêì, Schleicher &
Schuell, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ èäåíòèôèêàöèè êëåòî÷íûõ áåë-
êîâ èñïîëüçîâàëè ÌÊÀ ê áåëêó p73a (1 : 200, sc-56194,
Santa Cruz Biotechnology) è E2F1 (1 : 1000, ab135251, Ab-
cam). Âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ñëóæèëè ïîëèêëîíàëüíûå
êðîëè÷üè àíòèìûøèíûå èììóíîãëîáóëèíû, ìå÷åííûå
ïåðîêñèäàçîé õðåíà (1 : 500, Ð02602, DAKO). Äëÿ óñèëå-
íèÿ ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè ClarityTM Western ECL Subst-
rate (170-5060, Bio-Rad, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðà-
áàòûâàëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû ImageJ (âåðñèÿ 1.45,
2011 ã.).

Ïîäñ÷åò ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíûõ îøèáîê
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà STATISTIKA 6.0.
Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþ-
äåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îáðàáîòêà íåçàðàæåííûõ ÒÍÐ-1 ÄÎÊÑ ïðèâîäèëà ê
ãèáåëè 79.8 � 7.5 % êëåòîê. Âíåñåíèå ÄÎÊÑ â èíôèöèðî-
âàííóþ êóëüòóðó ïðèâåëî ê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîìó
ñíèæåíèþ ãèáåëè êëåòîê (32.6 � 5.5 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ
íåèíôèöèðîâàííîé êóëüòóðîé, îáðàáîòàííîé ÄÎÊÑ
(Ð < 0.05). Â èíôèöèðîâàííîé êóëüòóðå ïîä äåéñòâèåì
ÄÎÊÑ ðàçðûâû ÄÍÊ íàáëþäàëè â 1.6 ðàçà ìåíüøåì êî-
ëè÷åñòâå êëåòîê, ÷åì ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ â íåçàðàæåí-
íîé êóëüòóðå (29.3 � 7.0 ïðîòèâ 48.3 � 4.5 %, Ð < 0.05).
Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë (ðèñ. 1), ÷òî â
êîíòðîëüíîé è èíôèöèðîâàííîé êóëüòóðàõ êîëè÷åñòâî
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ àêòèâèðîâàííûå ôîðìû êàñïàç 3, 8
è 9, áûëî íåçíà÷èòåëüíûì. Ïîñëå îáðàáîòêè ÄÎÊÑ êîëè-
÷åñòâî íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ êàñïàçû,
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëîñü. Ïðè âîçäåéñòâèè ÄÎÊÑ íà
èíôèöèðîâàííóþ ïîïóëÿöèþ ÒÍÐ-1 êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ
àêòèâèðîâàííûìè êàñïàçàìè ñíèæàëîñü ïðèáëèçèòåëüíî
â 3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåèíôèöèðîâàííûìè êëåòêàìè
(Ð < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, ïîñëå çàðàæåíèÿ ÖÌÂ â êëåò-
êàõ ÒÍÐ-1 ñíèæàþòñÿ ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÄÎÊÑ è
äîëÿ àïîïòîçíûõ êëåòîê.

Èññëåäîâàíèå òðàíñêðèïöèè ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïîêà-
çàëî, ÷òî â íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ÒÍÐ-1 íàáëþäà-
åòñÿ âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ãåíà ÒÐ73. Îòíîøåíèå óðîâíåé
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èçîôîðì-ñïåöèôè÷åñêèõ ìÐÍÊ ýòîãî è ðåôåðåíñíîãî
ãåíà GAPDH ñîñòàâèëî 3 � 10–2 è 1 � 10–2 äëÿ èçîôîðì
TAp73 è DNp73, ÷òî íà 3 ïîðÿäêà âûøå, ÷åì ýêñïðåññèÿ
ãåíà ÒÐ73 â íåîïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÔËÝ× (Fedorova et al.,
2015). Â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ÒÍÐ-1 íàáëþ-
äàëè íåçíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå óðîâíåé ìÐÍÊ äëÿ èçî-
ôîðì ÒÀð73 è DNp73 áåç âûðàæåííîé äèíàìèêè ïî õîäó
èíôåêöèè. Èäåíòèôèêàöèÿ ìÐÍÊ äëÿ èçîôîðì ñ èçìå-
íåííûì Ñ-êîíöîì ïîêàçàëà íàëè÷èå 4 òèïîâ ìÐÍÊ. Íàè-
áîëåå âûðàæåííîé îêàçàëàñü a-èçîôîðìà. Â ìåíüøåì êî-
ëè÷åñòâå ïðèñóòñòâîâàëà ìÐÍÊ äëÿ b-èçîôîðìû, à ýêñï-
ðåññèÿ èçîôîðì g è e áûëà åùå ñëàáåå.

Äëÿ èììóíîáëîòèíãà ìû èñïîëüçîâàëè ÌÊÀ èìåííî
ê èçîôîðìå àëüôà. Ýòî ïîçâîëÿëî èäåíòèôèöèðîâàòü áî-
ëåå êîðîòêóþ èçîôîðìó êàê DNp73. Äåéñòâèòåëüíî, íà
èììóíîáëîòàõ ëèçàòîâ íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê ÒÍÐ-1

áûëè âûÿâëåíû äâå ïîëîñû ïðèìåðíî ðàâíîé èíòåíñèâ-
íîñòè, ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå ñîîòâåòñòâóþùèå èçîôîð-
ìàì ÒÀð73àëüôà è DNð73àëüôà (ðèñ. 2). Â
èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ îòìå÷àëè ïîñòåïåííîå ñíèæå-
íèå óðîâíÿ áåëêà ÒÀð73 ïðè ñîõðàíåíèè êîëè÷åñòâà èçî-
ôîðìû DNp73. Îáðàáîòêà íåèíôèöèðîâàííûõ êëåòîê äî-
êñîðóáèöèíîì ïðèâîäèëà ê ÿâíîìó óâåëè÷åíèþ ýêñïðåñ-
ñèè áåëêà ÒÀð73 è èçìåíåíèþ áàëàíñà óêîðî÷åííîé è
ïîëíîðàçìåðíîé èçîôîðì â ïîëüçó ïîñëåäíåé. Ïðè îáðà-
áîòêå ÄÎÊÑ ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê áàëàíñ èçî-
ôîðì âîññòàíàâëèâàëñÿ çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ êîëè÷åñòâà èçî-
ôîðìû ÒÀp73àëüôà è óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà èçîôîðìû
DNp73. Îáðàáîòêà êëåòîê ÒÍÐ-1 ÄÎÊÑ è çàðàæåíèå
ÖÌÂ â îòäåëüíîñòè ïîâûøàëè óðîâåíü E2F1 â 2.5—1.8
ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Â òî æå âðåìÿ ïðè äåéñòâèè ÄÎÊÑ
íà ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûå îïóõîëåâûå êëåòêè ñîäåðæà-
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Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå êàñïàç 3, 8 è 9 â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ THP-1 áåç îáðàáîòêè ÄÎÊÑ è ÷åðåç 20 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àí-
òèáèîòèêà.

Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ïîêàçàòåëåé ìåæäó ãðóïïàìè (P < 0.05).

Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå èçîôîðì áåëêà p73 è áåëêà E2F1 ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà.

à — èçîôîðìû áåëêà p73 TAp73 è DNp73 â íåèíôèöèðîâàííûõ è èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ THP-1; ïðîáû âûðîâíåíû ïî îáùåìó êîëè÷åñòâó áåëêà.
á — èçîôîðìû áåëêà p73 â íåèíôèöèðîâàííûõ è èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÎÊÑ. â — áåëîê E2F1 â íåèíôèöèðîâàííûõ è èíôèöèðî-

âàííûõ êëåòêàõ THP-1 áåç âîçäåéñòâèÿ è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÎÊÑ.



íèå äàííîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà èçìåíÿëîñü çíà-
÷èòåëüíî ñèëüíåå, óâåëè÷èâàÿñü â 5 ðàç.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, âëèÿþ-
ùèõ íà äåéñòâèå ÄÎÊÑ â èíôèöèðîâàííûõ îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ ÒÍÐ-1, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èçó÷åíû äâà
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðà — E2F1 è ð73. Â êëåòêàõ
ÒÍÐ-1 èç óêîðî÷åííûõ èçîôîðì ìû èäåíòèôèöèðîâàëè
òîëüêî èçîôîðìó DNp73, òðàíñêðèáèðóåìóþ ñî âòîðîãî
ïðîìîòîðà, êîòîðûé íå ñòèìóëèðóåòñÿ E2F1. Â ñâÿçè ñ
ýòèì ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ àíàëèç âçàèìîäåéñòâèÿ ýòèõ
äâóõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ íà áåëêîâîì óðîâíå.
Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà èçîôîðìû DNp73 ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷åñêèì ôàêòî-
ðîì â îòâåòå èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê ÒÍÐ-1 íà äåéñòâèå
äîêñîðóáèöèíà. Ðåçèñòåíòíîñòü, àññîöèèðîâàííàÿ ñ âû-
ñîêèìè óðîâíÿìè DNp73 è E2F1, âîçìîæíî, îïîñðåäóåòñÿ
÷åðåç óäàëåíèå èíãèáèðóþùåãî âëèÿíèÿ miR205 íà ýêñï-
ðåññèþ Bcl2 è ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ êàññåòíûõ òðàíñïîðòå-
ðîâ (Alla et al., 2012). Áåëîê DNp73, èíãèáèðóÿ miR205,
ïðèâîäèò òàêæå ê íàêîïëåíèþ E2F1. E2F1 ïîâûøàåò
óñòîé÷èâîñòü ê èíäóöèðîâàííîìó àïîïòîçó ïîñðåäñòâîì
ïðÿìîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÒÀð73 è èíãèáèðîâàíèÿ åãî
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè ïðîìîòîðîâ
MDM2 è BAX. Ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèå êîëè÷åñòâà E2F1
èíäóöèðóþò äàæå äåãðàäàöèþ ÒÀð73 â ïðîòåàñîìîíåçà-
âèñèìîé ìàíåðå (Ozaki et al., 2009). Äàííûå, ïîëó÷åííûå
â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü âûáîðó ìîëå-
êóëÿðíûõ ìèøåíåé äëÿ ýôôåêòèâíîé òåðàïèè îïóõîëåé,
ñîäåðæàùèõ áåëêè è (èëè) ÄÍÊ ÖÌÂ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 17-04-00812).
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Leukemia cells taken from different patients with malignant hematologic diseases vary in their sensitivity
to anticancer drugs, doxorubicin (DOX) including. Chemotherapy resistance lowers the therapy efficiency and
promotes the development of metastases as well as tumor recurrence. The efforts to encourage multiple drug re-
sistance in vivo have not presented major achievements as yet. Alternative ways may be associated with E2F1
regulation of p73 protein whose isoforms can have both pro-oncogenic (DNp73) and anti-oncogenic (TAp73)
effect. The E2F1/p73 pathway may be influenced by human cytomegalovirus (CMV) that is often found in tu-
mors due to the fact that the viral genome strategy includes the apoptosis block. In our work, we are pioneers to
demonstrate that in monocytic leukemia cells of THP-1 line infected with CMV the level of E2F1 increases
considerably while p73 protein isoforms balance is shifted to the predominance of shortened isoform DNp73,
which favours leukemia cells survival after their treatment with DOX.

Key words: doxorubicin, cytomegalovirus, THP-1 cells of acute monocytic leukemia, E2F1, TAp73 and
DNp73 isoforms of p73 protein
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