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53 И BCL-2 В ФОРМИРОВАНИИ 
ФОСАРКОМЫ RLS МЫШЕЙ 
СТВИЮ ЦИКЛОФОСФАНА 

ÂÈ Ò‚ˇÁ˚ ‡˛Ú ‚ ˜‡ÒÚÌÓÒÚË Ò Ì‡рÛ¯ÂÌËˇÏË ˝ÍÒÔрÂÒ-
Âı‡ÌËÁÏ˚ ‡ÔÓÔÚÓÁ‡ (р53, bcl-2) ËÎË ‚ Úр‡ÌÒÔÓрÚ 

, mdr1b). ¬ р‡·ÓÚÂ ÔрÓ‚Â‰ÂÌÓ Òр‡‚ÌÂÌËÂ ÛрÓ‚Ìˇ 
Ï Œ“-œ÷— ‚ ÍÎÂÚÍ‡ı ÔÂр‚Ë˜Ì˚ı ÍÛÎ¸ÚÛр ÓÔÛıÓÎÂÈ, 
Ï˚¯ÂÈ. ŒÔÛıÓÎ¸ LS ˜Û‚ÒÚ‚ËÚÂÎ¸Ì‡ Í ‡ÔÓÔÚÓ„ÂÌÌÓÏÛ 
Á ÓÔÛıÓÎË LS ÔÛÚÂÏ Ô‡ÒÒËрÓ‚‡ÌËˇ Ì‡ ÌËÁÍËı ÍÓÌ-
˜ÂÒÍÓÏÛ ‰ÂÈÒÚ‚Ë˛ ‚˚ÒÓÍËı ÍÓÌˆÂÌÚр‡ˆËÈ ˆËÍÎÓ-
ÌË˛ ÍÎÂÚÍ‡ÏË ÓÔÛıÓ  LS ı‡р‡Í рÌ˚ ÔÓ‚˚¯ÂÌÌ˚Â 
Â ñ mdr1a Ë р53. ¬ÒÂ ˝ÚÓ Ò‚Ë‰ÂÚÂÎ¸ÒÚ‚ÛÂÚ Ó ÁÌ‡-
Î¸, ÍÓÚÓр‡ˇ ÔÓÁ‚ÓÎˇÂÚ ÂÈ ‡‰‡ÔÚËрÓ‚‡Ú¸Òˇ Í ËÁÏÂ-
‚ÂÌÌÓÈ ÎÂÍ‡рÒÚ‚ÂÌÌÓÈ ÛÒÚÓÈ˜Ë‚ÓÒÚË. “‡ÍËÏ Ó·р‡-
ÓÚÓрÓÈ ÌÂ ÒÔÓÒÓ·ÒÚ‚Ó‚‡ÎÓ ·˚ ÔÓˇ‚ÎÂÌË˛ ÓÔÛıÓÎÂ-
ÔрÓÒÓÏ ˜рÂÁ‚˚˜‡ÈÌÓÈ ‚‡ÊÌÓÒÚË. 
ÓÈ˜Ë‚ÓÒÚ¸, ÎËÏÙÓÒ‡рÍÓÏ‡ Ï˚¯ÂÈ, ˆËÍÎÓÙÓÒÙ‡Ì; 

рого коррелирует с приобретением опухо-
левыми клетками фенотипа множественной 
лекарственной устойчивости [3]. 

С другой стороны, эффективность тера-
певтического действия ряда противорако-
вых препаратов зависит от способности 
этих веществ запускать в чувствительных 
опухолевых клетках апоптоз [4] и, следова-
тельно, какие-либо нарушения механизмов 
апо
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 Î˛˜Â‚˚Â ÒÎÓ‚‡: ÏÌÓÊÂÒÚ‚ÂÌÌ‡ˇ ÎÂÍ‡рÒÚ‚ÂÌÌ‡ˇ 
„ÂÌ˚ mdr1a, mdr1b, p53, bcl-2. 

Лекарственная устойчивость является 
значительным препятствием на пути ус-
пешного лечения злокач ственных новооб-
разований. Исследования последних лет 
показали, что молекулярные механизмы 
лекарственной устойчивости разнообразны: 
она может определяться включением меха-
низмов, характеризующих разные этапы 
осуществления токсического действия хи-
миопрепарата на клетку – от ограничения 
накоплен я вещества внутри клетки до от-
мены программы гибели клетки, индуци-
руемой веществом [1]. 

Снижение накопления цитотоксического 
препарата в клетке может быть результатом 
увеличения скорости его выведения. Глав-
ную роль в этом процессе отводят транс-
мембранному белку Р-гликопротеину, кото-
рый функционирует как энергозависимый 
насос, способный выводить из клетки ши-
рокий спектр цитотоксических веществ [2]. 

 
r1, увеличени

птоза в малигнизированных клетках мо-
гут повлечь за собой устойчивость к хими-
опрепаратам. К наиболее часто встречаю-
щимся нарушениям относят изменение 
уровня экспрессии гена онкосупрессора 
р53 и антиапоптотического гена bcl-2 [5; 6]. 

В нашем распоряжении ест две переви-
ваемые лимфосаркомы LS и RLS мышей, 
которые характеризуются оппози

ительностью к терапе
ю циклофосфана: опу
сокочувствительной, а RLS – резистент-

ной. Причем терапевтический эффект цик-
лофосфана на клетки опухоли LS опосреду- 

Ë˜ÂÒÍ‡ˇ ÏÂ‰ËˆËÌ‡. 2006. “ÓÏ 4, ‚˚ÔÛÒÍ 1. 
Õ. ¿. œÓÔÓ‚‡
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м суммарной клеточной РНК, 
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сразу 
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% полиакриламидном 
гел -
розном геле для bcl-2 и p53. Гель окрашива-
ли бромистым этидием, фотографировали в 
ультрафиолетовом свете с последующей 

ометрией (Gel-Pro 
еделения уровня экс-

нием пакета 

я запуском в них апоптоза [7]. Субштамм 
RLS был получен из LS путем многократ-
ных внутримышечных перевивок рецидивов 
этой опухоли, возникающих после воздей-
ствия цикло

шении дозы. Подобное приобретение ус-
тойчивости противоопухол ым препара-
там после курса химиотерапии широко 
распространено

Целью работы являлось сравнение уров-
ня экспрессии генов mdr1a, mdr1b, p53  
и bcl-2, способных приводить к формирова-
нию фенотипа множест
ной устойчивости, в двух субштаммах лим-
фосаркомы LS и RLS мышей. 

Материал и методы 

Определение активности противоопухо-
левых препаратов in vivo. В опытах исполь-
зованы четырехмесячные самцы мыши ли-
нии CBA / Lac (CBA), полученные 
в виварии Института цитологии и генетики 
СО РАН. Их содержали группами по 
8 особей одного пола в пластиковых боксах 
при естественном режиме освещения
еспечивали им свободный доступ к воде 

и пище. В работе использовали перевивае-
мые субштаммы LS и RLS лимфосаркомы 
мышей, которые поддерживаются в асцит-
ной форме. Оценку активности противо-
опухолевых препаратов проводили на внут-
римышечных трансплантатах опухолей. На 
10-й день после прививки опухоли живот-

м однократно внутривенно вводили цик-
лофосфан (циклофосфамид; «Биохимик», 
Россия) в дозе 150 мг/кг или адриабластин 
(адриамицин; «Pharmacia & Upjohn», Ита-
лия) в дозе 16 мг/кг. Противоопухолевую 
активность препаратов оценивали по тор-
можению роста опухоли (ТРО), определяе-
мому на 6-й де

 следующей формуле: 

 Мк и Мэ – средние значения массы опу- ком
ли у контрольных и экспериментальных 

пьютерной денсит
Analyzer 4.0). Для опр

тных соответственно. 
Первичные культуры клеток LS и RLS 

получали из асцитных форм соответствую-
щих опухолей. Клетки культивировали при 
температуре 37 °С в атмосфере 5 % CO2. 
Использовали среду для культивирования 
IMD

прессии мРНК интегральную оптическую 
плотность (ИОП) полос, соответствующих 
ген-специфическим ПЦР продуктам, нор-
мировали на ИОП β-актин специфического 
продукта. 

Статистическую обработку полученных 
M («Sigma», США), содержащую 10 % данных проводили с использова

бриональную бычью сыворотку и 1 % 
раствор антибиотиков. 

Чувствительность клеток пе
культур LS и RLS к цитостатикам (винбла-
стин, цитарабин и доксорубицин) определя-
ли с помощью МТТ теста [9]. Оптическую 
плотность образцов определяли при длине 
волны 570 нм на многоканальном спектро-
фотометре MicroPlate Reader («ThermoLab-
systems», Финляндия). 

Уровень экспрессии мРНК генов опре-
деляли методом обратной транскрипции – 
полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР). 
Для этого из клеток культивируемых линий 
LS и RLS выделяли суммарную РНК [10]. 
Далее проводили синтез кДНК в буфере с 
использование

домизированного праймера и обратной 
транскриптазы M-MLV (ИХБФМ СО РАН, 
Новосибирск) при 37 °С в течение одно-
го часа. Полученные образцы кДНК 

 использовали для проведения ПЦР. 
ПЦР проводили на амплификаторе Hy-

baid OMN-E («Hybaid», Англия) в буфере 
с использованием кДНК, полученной с сум-
марной клеточной РНК, термостабильной 
ДНК-полимеразы Thermus aquatiqus 
(ИХБФМ СО РАН, Новосибирск) и ген-
специфичных праймеров (ИХБФМ СО 
РАН, Новосибирск), последовательность 
которых приведена в табл. 1. Праймеры к  
β-актину добавляли в реакционную смесь, 
содержащую праймеры к исследуемому ге-
ну, после 5-го цикла ПЦР. Всего было про-
ведено 28 (для генов mdr1a и mdr1b) и 31 
(для генов bcl-2 и p53) циклов амплифика-
ции при следующих условиях: денатура-
ция – 95 °С, 1 мин; отжиг – 57 °С, 1 мин; 
синтез – 72 °С, 1 мин. 

Продукты ПЦР разделяли с помощью 
электрофореза в 8 

е для генов mdr1a и mdr1b и в 2 % ага
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Таблица 1. Последовательность ген-специфичных праймеров,  
использованных для проведения ПЦР 

Ген П
прямого пра а 

а получаемого 
продукта ПЦР (п. н.) 

оследовательность  
ймера 

Последовательность  
обратного праймер

Длин

mdr1a 5’gcaggttggctagacaggttgt3’ 5’gagcgccactccatggataa3’ 69 
mdr1b 5’ctgctgttggcgtatttggg3’ 5’tggcagaatactggcttctgct3’ 121 
β-актин*  5’agccatgtacgtagccatcca3’ 5’tctccggagtccatcacaatg3’ 81 
bcl-2 5’tcgcagagatgtccagtcagc3’ 5’catcccagcctccgttatcc3’ 255 
p53 5’gaaccgccgacctatccttac3’ 5’gtttgggctttcctccttgat3’ 412 
β-актин** 5’ctctccctcacgccatcct3’ 5’tccgcctagaagcacttgc3’ 625 

Прим  опреде-
ления уровня

программ

. ение роста 
оп  

м
во

под действием возрастающих доз цикло-
фосфана in vivo, приобрела устойчивость 

 

 

образом, мы видим изменение уровней экс-
прессии всех исследуемых генов в клетках 

 
мР

в

нек

промежуточных эффекторов осуществления 
этого механизма апоптоза являются мито-

рых 
длежащие 

ечание: Праймеры к β-актину, использованные в реакционной смеси при проведении ПЦР для
 экспрессии мРНК генов: * – mdr1a или mdr1b; ** – bcl-2 или p53. 

 Statistica: различия между груп-
пами оценивали с помощью однофакторно-
го дисперсионного анализа (ANOVA). Раз-
личия считали достоверными при р < 0,05. 

Результаты исследования 
и обсуждение 

Оценка активности химиопрепаратов 
in vivo, проведенная на внутримышечных 
трансплантатах опухолей, показала, что по-
сле внутривенного введения 150 мг/кг цик-

Анализ методом ОТ-ПЦР выявил, что
все исследуемые гены (mdr1a, mdr1b, p53 
и bcl-2) экспрессируются как в клетках ис-
ходного субштамма лимфосаркомы LS, так 
и в клетках резистентной опухоли RLS 
(рис. 1, А). Однако уровни экспрессии этих 
генов существенно отличаются: экспрессия 
мРНК гена mdr1b в 2,5, а bcl-2 – в 6,7 раза 
выше в клетках линии RLS по сравнению 
с клетками линии LS; в то время как экс-
прессия мРНК генов mdr1a и p53 ниже в 4,0

лофосфана мышам, лимфосаркома LS пол-
ностью регрессировала Тормож

и 2,0 раза соответственно (рис. 1, Б). Таким 

ухоли LS в этом случае составило 100 %, 
тогда как введение такой же дозы цикло-
фосфана животным затормаживало разви-
тие лимфосаркомы RLS только на 42 %. 
Однако лимфосаркома LS оказалась менее 
чувствительной к противоопухолевому ан-
тибиотику адриабластину: его введение 
приводило к торможению роста опухоли на 
83 %; ТРО после введения адрибластина 
для опухоли RLS составило 51 %. 

Исследование чувствительности клеток 
первичных культур LS и RLS к цитостати-
кам, широко используемы  в противорако-
й химиотерапии, и определение дозы пре-

паратов, вызывающих гибель 50 % клеток 
(IC50) при инкубации с препаратами в тече-
ние 2-х суток, проведенное с помощью 
МТТ-теста, показало, что IC50 винбластина 
в 1,48, докосорубицина – в 2,86 и цитараби-
на – в 1,59 раза больше для клеток линии 
RLS по сравнению с клетками исходного 
субштамма лимфосаркомы LS (табл. 2). Та-
ким образом, RLS, прошедшая селек цию 

лимфосаркомы RLS по сравнению 
с клетками исходной лимфосаркомы LS. 

Полученные различия по экспрессии

in vivo к адриабластину, а также к винбла- хондрии, во внешнюю мембрану кото
стину, доксорубицину и цитарабину in vitro. встраиваются белки-каналы, прина

НК генов bcl-2 и p53 представляются за-
кономерными. Исходя из представления, 
что опухоль представляет собой гетероген-
ную популяцию клеток, очевидно, что по-
сле воздействия низких доз химиопрепарата 
преимущество получат те клетки, которые 
способны избежать цитотоксического эф-
фекта. При попадании в организм опухоле-
носителя циклофосфан, как и многие другие 
лекарст енные препараты, подвергается 
метаболическим изменениям, протекающим 
преимущественно в клетках печени, а также 

оторых опухолей и приводящих к обра-
зованию фосфорамид мустарда [11]. По-
следний является активным алкилирующим 
агентом и способен приводить к образова-
нию поперечных связей в молекуле ДНК. 
Такое повреждение ДНК приводит к акти-
вации р53 и запуску апоптоза по так назы-
ваемому внутреннему пути [12]. Одним из 
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Рис. 1. Уровни экспрессии мРН

в клетках первичны

А – электрофоретический анализ продуктов ОТ-
и mdr1b) и  в 2 % агарозном геле (bcl-2 и p53) с последу
использован в качестве внутреннего контроля. М – марк
Fermentas, Литва, m – маркер длины фрагментов ДНК G

Б – количественная обработка результатов ОТ-ПЦ
линии LS) 

Таблица 2. Чувствительность кл
к цитостатикам (оп

К ге
х ку

ПЦ
ющ
ер 
ene
Р (*

ето
ред

но 2в mdr1a, mdr1b, p53 и bcl-   
льтур LS и RLS: 

Р в 8 % нативном полиакриламидном геле (mdr1a 
им окрашиванием бромистым этидием, ген β-актина 
длины фрагментов ДНК pBR322 DNA / BsuRI (HaeIII), 
RulerTM 50bp DNA Ladder (Fermentas, Литва); 
* – р < 0,01, *** – p < 0,001 по сравнению с клетками 

к первичных культур LS и RLS  
еление IC50) (нМ) 

IC50Линия Винбластин Доксорубицин Цитарабин 
LS 4,2 ± 0,4 81,9 ± 6,6 397,0 ± 10,6 
RLS 6,2 ± 0,5* 234,4 ± 11,2*** 632,0 ± 6,9*** 

Примечание: IC50 – концентрация препарата, при ко
по сравнению с клетками первичной культуры LS. 

к проапоптотическим членам семейства Bcl-2. 
В результате этих событий из-за обводне-
ния матрикса происходит разрыв внешней 
мембраны митохондрий и выход в цито-
плазму цитохрома С. Цитохром С, соединя-
ясь с фактором Apaf-1, с

то

пособен активиро-
вать и торая, 

сли считать, что 
им

родукт которого пре-
пя

в
н

нено с точки зрения увеличения 
вы

рой погибает 50% клеток; * – р < 0,05, *** – р < 0,001 

гена bcl-2, белковый п

нициирующую каспазу 9, ко
в свою очередь, активирует эффекторные 
каспазы, приводя к осуществлению процес-
са апоптоза в клетке [13]. Е

енно такой механизм работает на самом 
деле, то в отборе под влиянием циклофос-
фана будут выигрывать те клетки, у кото-
рых снижена экспрессия гена p53, воспри-
нимающего повреждения ДНК и / или по-
вышена экспрессия антиапоптотического 

тствует образованию каналов в мембране 
митохондрий, а следовательно, препятству-
ет и запуску апоптоза. 

Что касается уровней экспрессии генов 
mdr1a и mdr1b в клетках опухолей LS 
и RLS, то здесь не се представляется оче-
видным. Извест о, что для белкового про-
дукта этих генов – Р-гликопротеина – цик-
лофосфан и его метаболиты не являются 
специфическими субстратами [14], поэтому 
увеличение уровня экспрессии гена mdr1b 
в клетках лимфосаркомы RLS не может 
быть объяс

ведения цитотоксических веществ 
из клетки. 
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Повышенны
mdr1a объясняет относите
вост ток лим твию
адри тина in входит
в о сп ко
протеина субст ре
с н тс
в , а для ещ
меньшая ув ати
к трат как
in 

пр кодируемого 
ген ко в этом случае под дав-
лением циклофосфана будут получать пре-
им т к

оторыми 
ис

я

этому выбор 
ов химиотерапии, приме-
спо -
х кл -
нной лекарственной ус-
авляется звычайно 
для экспериментальной, 
ой медицин

уры 

 лекарственной ус-
той

й уровень экспрессии гена 
льную устойчи-

меняющимся условиям. По
адекватных метод

ь кле
аблас

фосаркомы LS к дейс
vivo (адриабластин 

 
 

нение которых не 
лению опухолевы

 числ ецифических для Р-гли - нотипом множестве
ратов) [14]. Однако эксп с- тойчивости, предст

ия этого ге а в клетках RLS снижае я важным не только 
 4 раза  этой опухоли характерна е но и для клиническ

 ч
ам – субс

ствительность к цитост -
ам Р-гликопротеина  Список литерат

vivo, так и in vitro. 
Для того чтобы объяснить полученные 1. Ставровская А. А. Клеточные меха-

низмы множественнойданные, необходимо предположить, что: 
1) циклофосфан или, по крайней мере, 

его метаболиты, все же являются субстра-
том для Р-гликопротеина (пусть 
с невысокой степенью специфичности), 
ичем для Р-гликопротеина, 
ом mdr1b. Толь

ущество е клетки, у оторых повышен 
уровень экспрессии этого гена; 

2) Р-гликопротеин, кодируемый геном 
mdr1b, вносит гораздо больший вклад 
в возникновение множественной лекарст-
венной устойчивости лимфосаркомы RLS, 
чем кодируемый геном mdr1a (при других 
условиях исходный субштамм опухоли LS 
должен не отличаться или даже быть менее 
чувствительным к цитостатикам – субстра-
там Р-гликопротенина, чего на самом деле 
мы не наблюдаем). То, что Р-глико-
протеины, кодируемые разными генами 
(mdr1a и mdr1b) отличаются по специфич-
ности к субстратам, описано нек
следователями [15]. А то, что циклофос-

фан или его метаболиты являются субстра-
тами для Р-гликопротеина, требует даль-
нейшего исследования. 

Заключение 

Анализ изменения профил  экспрессии 
генов в клетках лимфосаркомы RLS по 
сравнению с клетками исходного субштам-
ма LS показал, что появлению резистентно-
сти к химиопрепаратам как in vivo, так и in 
vitro способствует, по крайней мере, повы-
шение экспрессии генов mdr1b и bcl-2, 
а также снижение экспрессии гена р53. Все 
это свидетельствует о значительной гетеро-
генности клеток, составляющих опухоль, 
которая позволяет ей адаптироваться к из-

собствовало бы появ
еток, обладающих фе

чре

ы. 
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Implication mdr1a, mdr1b, p53and bcl-2 genes 
in resistance of mice lymphosarcoma RLS to therapeutic effect of cyclophosphamide 

Molecular mechani ssociated with the al-
teration in the expression of gene nsporter proteins (mdr1a, mdr1b) 
or 

concen-
trat

shown that RLS tumor is characterized by high level of expression of the mdr1b and bcl-
2 genes and  So we can 
conclude that ility to adapt 
to variable injurious condition e. Thus, the choice of ade-
qua is very important. 

s: multidrug resistance, mice lymphosarcoma, cyclophosphamide; , p53,  
genes. 

sms of drug resistance were shown to be diverse. It can be a
s coding family of transmembrane tra

proteins involving in the execution of apoptosis (p53, bcl-2). In this work we compare expression 
of the mdr1a, mdr1b, p53 and bcl-2 genes in the cells of tumor primary cultures that were obtained from 
transplantable mice lymphosarcomas LS and RLS. LS tumor displays high sensitivity to therapeutic effect 
of cyclophosphamide. Lymphosarcoma RLS was derived from lymphosarcoma LS by passing at low 

ion of cyclophosphamide in mice. This tumor displays resistance to high dose of cyclophosphamide. 
We have 

low expression level of mdr1a and p53 genes as compared with LS tumor.
population of tumor cells is very heterogeneous, that resulting in tumor possib

s and to acquire multidrug resistance phenotyp
te therapy 
Keyworld mdr1a, mdr1b

bcl-2 
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