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ВЫВОДЫ
1. Тромботические эмболы лёгочной ар-

терии имеют морфологические признаки 
контракции (наличие изменённых эритро-
цитов характерной формы и перераспре-
деление фибрина в область периферии), 
свидетельствующие о прижизненном сжа-
тии первичных тромбов и/или тромбоэмбо-
лов, что может являться патогенетическим 
механизмом регуляции кровотока в очаге 
тромботической окклюзии сосуда.

2. Отсутствие морфологических призна-
ков контракции эмболов может быть или 
результатом нарушения контракции при 
жизни, или следствием посмертных изме-
нений по типу аутолиза.
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Роль белков О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы 
и р53 в ответе клеток нейробластомы на воздействие 

алкилирующего агента темозоломида
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Реферат
Цель. Изучить роль белка р53 и О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы в чувствительности клеток нейро-
бластомы к действию темозоломида.
Методы. Исследование проводили на клеточной линии нейробластомы SK.N.SH, культивируемой в среде 
DMEM с добавлением эмбриональной телячьей сыворотки и антибиотиков пенициллина-стрептомицина в стан-
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дартных условиях (37 °C и 5% СО2). Клетки инкубировали с алкилирующим агентом темозоломидом в течение 
48–72 ч. В ряде случаев осуществляли преинкубацию клеток в течение 2 ч с О6-бензилгуанином (ингибитором 
О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы) или нутлином-3а (реактиватором р53). Пролиферативную активность 
оценивали с помощью системы многопараметрического анализа клеточных культур (RTCA iCELLigence), а так-
же колориметрического MTS-теста. Экспрессию белков определяли методом иммуноблоттинга с использова-
нием соответствующих моноклональных антител.
Результаты. Реактивация белка р53 приводила к значительному снижению скорости пролиферации клеток ли-
нии SK.N.SH. Цитотоксический эффект данного препарата более выражен по сравнению с темозоломидом, счи-
тающимся препаратом выбора при проведении химиотерапии пациентам с мультиформной глиобластомой и 
нейробластомой. Ингибирование О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы также приводило к усилению ци-
тотоксического эффекта темозоломида, тем не менее, цитотоксический эффект химиопрепарата был менее вы-
раженным по сравнению с действием темозоломида на фоне реактивации белка р53.
Вывод. Для оценки чувствительности клеток нейробластомы к действию алкилирующего препарата темозо-
ломида функциональное состояние белка р53 в опухолевых клетках служит более важным прогностическим 
критерием по сравнению с уровнем экспрессии О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы; кроме того, реакти-
вация белка р53 приводит к снижению скорости пролиферации клеток нейробластомы линии SK.N.SH и их ги-
бели по механизму апоптоза.
Ключевые слова: р53, О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза, нейробластома, темозоломид, апоптоз.

Role of O6-methylguanine-DNA methyltransferase and p53 in response of neuroblastoma cells to an 
alkylating agent temozolomide
R.R. Khusnutdinov, S.V. Boychuk 
Kazan State Medical University, Kazan, Russia
Aim. To study the role of p53 and O6-methylguanine-DNA methyltransferase in sensitivity of neuroblastoma cells to 
temozolomide.
Methods. The study was performed on SK.N.SH neuroblastoma cell line cultured in DMEM medium supplemented 
with fetal bovine serum and antibiotics penicillin-streptomycin in the standard conditions (37°C and 5% СО2). The cells 
were cultured with an alkylating agent temozolomide for 48–72 h. For particular experiments, cells were pre-cultured 
for 2 hours with O6-benzylguanine (a competitive inhibitor of O6-methylguanine-DNA methyltransferase) or nutlin-3a 
(reactivator of p53). Proliferative activity was evaluated by using a system of multiparametric analysis of cell cultures 
(RTCA iCELLigence) as well as MTS-based colorimetric assay. Protein expression was measured by Western blotting 
by using the corresponding monoclonal antibodies.
Results. Reactivation of p53 protein substantially inhibited proliferation rate of SK.N.SH cells. Cytotoxic effect of a 
medication was more significant compared to temozolomide considered as an agent of choice for chemotherapy for 
patients with glioblastoma multiform or neuroblastoma. Inhibition of O6-methylguanine-DNA methyltransferase also 
enhanced the cytotoxic effect of temozolomide, however, cytotoxic effect of a chemotherapeutic agent was less expressed 
compared to temozolomide, along with p53 reactivation.
Conclusion. Functional state of p53 protein in tumor cells is a more important prognostic marker of neuroblastoma cells’ 
sensitivity to an alkylating agent temozolomide compared to O6-methylguanine-DNA methyltransferase expression; in 
addition, reactivation of p53 protein induces the decrease of proliferation rate of neuroblastoma SK.N.SH cells and their 
death via apoptosis.
Keywords: p53, O-6-methylguanine-DNA methyltransferase, neuroblastoma, temozolomide, apoptosis.

Нейробластомы — разновидность сόлид-
ных злокачественных новообразований, воз-
никающих из эмбриональных нейро бластов 
симпатической нервной системы. Это наи-
более частая экстракраниальная солидная 
бластома, встречающаяся у детей, составля-
ющая до 14% всех новообразований детско-
го возраста [1]. Агрессивный характер роста 
опухоли и её резистентность к большинству 
современных химиопрепаратов — главные 
факторы, определяющие неблагоприятный 
прогноз заболевания. Выживаемость детей 
с тяжёлой формой нейробластомы составля-
ет всего 34%, несмотря на применение агрес-
сивных форм лечения [2].

Темозоломид (ТМЗ) — алкилирующий 
агент, представляющий собой липофильное 

пролекарство. Служит препаратом выбора 
для проведения химиотерапии пациентам 
с некоторыми типами злокачественных но-
вообразований, например мультиформной 
глиобластомой, а также нейробластомой. 
Это обусловлено, в частности, способ-
ностью препарата проходить через гема-
тоэнцефалический барьер и индуцировать 
повреждения (алкилирование) молекул де-
зоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), 
в результате чего происходит образование 
одно- и двунитевых разрывов, приводя-
щих в конечном счёте к запуску программы 
апоптоза и/или клеточного старения в опу-
холевых клетках [3].

Внедрение данного препарата в прак-
тическую онкологию позволило улучшить 
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прогноз заболевания и повысить медиа-
ну выживаемости у пациентов с мульти-
формной глиобластомой. К примеру, было 
показано, что медиана выживаемости для 
пациентов, в отношении которых применя-
ли лучевую терапию в сочетании с ТМЗ, со-
ставляла 15 мес, в то время как без лечения 
данный показатель обычно не превышает 
5–6 мес [4, 5]. Аналогичным образом были 
получены данные, подтверждающие высо-
кую эффективность использования ТМЗ 
у пациентов с рецидивирующими и реф-
рактерными формами нейробластом [6, 7].

Тем не менее, неоднородность от-
вета вышеуказанных злокачественных 
новообразований на воздействие данно-
го алкилирующего агента, обусловлен-
ная отсутствием чётко обозначенных 
молекулярных диагностических маркё-
ров, определяющих чувствительность/ре-
зистентность вышеназванных опухолей 
в ответ на проведение химиотерапии ТМЗ, 
продолжает оставаться актуальной пробле-
мой как для экспериментальной, так и для 
практической онкологии.

В настоящее время существует не-
сколько точек зрения о формировании мо-
лекулярных механизмов резистентности 
нейробластом к действию ТМЗ. Одним 
из наиболее общепризнанных является 
уровень экспрессии в опухоли фермента 
О6-метилгуанин-ДНК-метилтранферазы 
(MGMT), способной перемещать ТМЗ-ин-
дуцированный алкильный радикал с гуа-
нина на остаток цистеина в своём активном 
центре, тем самым обеспечивая эффектив-
ную репарацию вышеуказанных повреж-
дений ДНК [8]. Тем не менее, результаты 
исследований последних лет показали от-
сутствие выраженной корреляции между 
уровнем экспрессии MGMT в опухолевых 
клетках и их ответом на воздействие алки-
лирующих агентов, в частности ТМЗ [9].

Другой фактор, способный оказать вли-
яние на формирование резистентности опу-
холевых клеток к ТМЗ, — функциональная 
активность системы репарации ошибоч-
но спаренных нуклеотидов ДНК (MMR-
mismatch repair), включающей целый спектр 
белков, в первую очередь MSH2 и MSH6. 
Данная система репарации повреждений 
ДНК имеет большое значение для поддер-
жания контроля «правильности» процессов 
репликации ДНК и активации соответ-
ствующих сигнальных путей при повреж-
дении ДНК. В исследованиях некоторых 
авторов была обнаружена корреляционная 

 зависимость между нарушениями в дан-
ной системе репарации повреждений ДНК 
и повышением устойчивости клеток глио-
бластом к воздействию ТМЗ [10].

Кроме того, важным диагностическим 
маркёром, способным, на наш взгляд, опре-
делять характер ответа опухолевых клеток 
на воздействие ТМЗ, служит функциональ-
ная активность гена-онкосупрессора ТР53. 
Белок р53, кодируемый одноимённым ге-
ном, является ключевым регулятором 
множества клеточных процессов, в чис-
ле которых апоптоз, активация так назы-
ваемых «чек-пойнтов» и остановка клеток 
в одной из фаз клеточного цикла, клеточ-
ное старение [11]. К примеру, у пациентов 
с мультиформной глиобластомой мутации 
данного онкосупрессора бывают достаточ-
но частой находкой и обнаруживаются бо-
лее чем у трети пациентов [12], что, на наш 
взгляд, может являться фактором, опреде-
ляющим гетерогенность ответа пациентов 
с данным заболеванием на проведение хи-
миотерапии ТМЗ.

Целью нашего исследования было опре-
деление прогностической значимости 
уровней экспрессии и функционального 
состояния всех вышеуказанных факторов 
(МGMT, элементов системы MMR и функ-
ционального состояния белка р53) в ответе 
опухолевых клеток нейробластомы на воз-
действие алкилирующого агента ТМЗ.

Исследования проведены на клеточной 
линии SK.N.SH (ATCC, США). Клетки куль-
тивировали в стандартных условиях (37 °C 
и 5% СО2) в культуральной среде DMEM 
(ПанЭко) с добавлением эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco) и антибиоти-
ков пенициллина-стрептомицина (Sigma). 
Клетки подвергали воздействию алкилиру-
ющого агента ТМЗ (Sigma) в отдельности, 
а также в комбинации со специфическим 
ингибитором MGMT — О6-бензилгуани-
ном (Sigma) и реактиватором р53 — нутли-
ном-3а (Sigma) в концентрациях 30 и 10 мкМ 
соответственно.

Уровень экспрессии белков определя-
ли методом вестерн-блоттинга. Клеточные 
экстракты получали посредством лизи-
са клеток в радиоиммунопреципитацион-
ном буфере с добавлением ингибиторов 
протеаз и фосфатаз. Образцы (30 мкг) раз-
деляли в 7,5 и 12% полиакриламидных ге-
лях и переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану посредством влажного транс-
фера. Инкубацию с первичными монокло-
нальными антителами к белку р53 (общей 
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и фосфорилированной формах; Santa Cruz 
Biotechnology), MGMT (Abcam), MSH2, 
MSH6 и маркёру апоптоза (расщеплён-
ной форме каспазы-3; Cell Signaling) про-
водили при 4 °C в течение 16 ч. Вторичные 
антитела, конъюгированные с пероксида-
зой (Santa Cruz Biotechnology), добавляли 
в концентрации 1:1000, после чего мембра-
ны инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре и визуализировали 
с посредством хемилюминесценции (Vilber 
Lourmat).

Для оценки жизнеспособности клетки 
засевали в 96-луночный планшет в концен-
трации 3,2×104 в лунку и через 24 ч под-
вергали инкубации с вышеуказанными 
соединениями в отдельности, а также в ком-
бинации с химиопрепаратом ТМЗ. Спустя 
48–72 ч культивирования клеток  проводили 

колориметрический MTS-тест с использо-
ванием реагента CellTiter 96® AQueous 
MTS Reagent Powder (Promega) на план-
шетном анализаторе Multiscan FC (Thermo 
Scientific).

Пролиферативную активность опухоле-
вых клеток оценивали с помощью системы 
многопараметрического анализа клеточ-
ных культур RTCA iCELLigence (ACEA, 
Biosciences). Для этого клетки в концентра-
ции 5×104 засевали в 8-луночные планшеты 
и подвергали дальнейшему анализу.

На начальном этапе нашего исследова ния 
была проанализирована пролиферативная 
активность опухолевых клеток в условиях 
инкубации с вышеуказанными препаратами 
в отдельности, а также при их комбиниро-
ванном использовании. Ожидаемо ТМЗ ока-
зывал умеренный  ингибирующий  эффект 

Рис. 1. Пролиферативная активность клеток в условиях преинкубации в течение 
2 ч с О6-бензилгуанином (О6BG; А) и нутилином (NTL; Б) и последующим добав-
лением темозоломида (TMZ) в концентрации 200 мкМ

А

Б
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в  отношении роста опухолевых клеток 
(рис. 1). Примечательно, что ингибирова-
ние MGMT при помощи О6-бензилгуанина 
приводило к усилению эффекта ТМЗ, при 
этом сам O6-BG ингибирующего эффек-
та на пролиферативную активность опу-
холевых клеток не оказывал (см. рис. 1, А). 
Было обнаружено значительное подавле-
ние скорости пролиферации опухолевых 
клеток в условиях реактивации белка-он-
косупрессора р53 с помощью нутлина-3а 
(см. рис. 1, Б).

Результаты колориметрического MTS- 
теста подтвердили значительное усиление 
гибели клеток нейробластомы в условиях ре-
активации белка р53. Также было  показано 

Рис. 2. Цитотоксичность алкилирующего аген-
та темозоломида (TMZ) в отдельности и в соче-
тании с ингибитором О6-метилгуанин-ДНК-ме-
тилтранферазы (О6-бензилгуанином — O6BG) 
и реактиватором р53 (нутилином — NTL)

Рис. 3. Уровни экспрессии белка О6-метилгуа-
нин-ДНК-метилтранферазы (MGMT), р53 и его 
фосфорилированной формы (pP53Ser15), бел-
ков системы MMR (MSH2 и MSH6), расщеплён-
ной формы каспазы-3 (сl.casp3) в условиях ин-
кубации с темозоломидом (TMZ), нутлином-3а 
(NTL), О6-бензилгуанином (O6BG), а также их 
комбинацией в течение 72 ч

усиление цитотоксического эффекта ТМЗ 
в отношении клеток нейробластомы на фоне 
предварительного ингибирования активно-
сти MGMT в опухолевых клетках (рис. 2).

Следующим этапом исследования было 
изучение уровней экспрессии вышеука-
занных факторов в опухолевых клетках. 
Результаты иммуноблоттинга выявили зна-
чительное увеличение уровня экспрессии 
общей формы белка р53, что коррелирова-
ло с уменьшением скорости пролиферации 
клеток (рис. 3). Экспрессия белков MGMT, 
MSH2 и MSH6, напротив, уменьшалась.

Примечательно, что при воздействии хи-
миопрепарата ТМЗ в отдельности и, особен-
но, на фоне комбинированного воздействия 
данного химиопрепарата и ингибито-
ра MGMT происходила выраженная акти-
вация белка р53, о чём свидетельствовало 
повышение уровня экспрессии фосфори-
лированной формы данного белка. При 
этом различия в уровнях экспрессии выше-
указанных факторов не были обусловлены 
различной «белковой нагрузкой» в иссле-
дуемых лизатах опухолевых клеток, что 
подтверждалось одинаковым уровнем экс-
прессии белка актина во всех исследован-
ных образцах.

Важно отметить, что нами также было 
обнаружено значительное усиление гибе-
ли опухолевых клеток по механизму апо-
птоза в условиях реактивации белка р53  
и/или ингибирования MGMT при наличии 
повреждений ДНК, индуцированных ТМЗ. 
Об этом свидетельствовало усиление уров-
ня экспрессии расщеплённой формы каспа-
зы-3, служащей общепризнанным маркёром 
гибели клеток по механизму апоптоза. При 
этом максимальное усиление гибели клеток 
происходило в условиях комбинированного 
воздействия химиопрепарата и реактивато-
ра белка р53 (см. рис. 3).

Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о высокой цитотоксической актив-
ности нутлина-3а в отношении опухолевых 
клеток нейробластомы линии SK.N.SH. 
Важно отметить, что цитотоксический эф-
фект данного препарата был более выражен 
по сравнению с эффектом алкилирующего 
агента ТМЗ, рассматриваемого в настоящее 
время в качестве «золотого стандарта» при 
проведении химиотерапии больным с не-
которыми типами злокачественных ново-
образований нервной системы, в частности 
мультиформной глиобластомой. Более того, 
нами было обнаружено усиление гибели 
опухолевых клеток по механизму апоптоза 
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в условиях комбинированного воздействия 
вышеуказанных препаратов.

Известно, что основным механизмом 
действия нутлина-3а является реактива-
ция р53, что в условиях повреждений ДНК 
может приводить к остановке клеточно-
го цикла в фазах G1 и G2. Это, по мнению 
некоторых авторов, может оказывать ци-
топротективное действие на нетрансформи-
рованные клетки при проведении химио- и 
радиотерапии [13–15]. При этом одним из 
механизмов, регулирующих продвижение 
клеток по фазам клеточного цикла, счита-
ется активация ингибитора пан-циклин-за-
висимой киназы р21 [16].

Кроме того, некоторыми исследователя-
ми в опухолевых клетках глиобластом при 
воздействии ТМЗ были обнаружены при-
знаки активации программы клеточного 
старения, о чём, в частности, свидетель-
ствовал высокий уровень экспрессии β-га-
лактозидазы, служащей общепризнанным 
маркёром данного процесса. По мнению 
большинства исследователей, остановка 
клеточного цикла и реализация программы 
клеточного старения в условиях реактива-
ции белка р53 являются наиболее вероят-
ными по сравнению с запуском программы 
апоптоза [17–18].

Тем не менее, результаты наших иссле-
дований показывают отсутствие морфо-
логических признаков, характерных для 
клеточного старения, в клетках, подвер-
гнутых воздействию алкилирующего аген-
та ТМЗ как в отдельности, так и в условиях 
реактивации белка р53. Более того, усиле-
ние уровня экспрессии расщеплённой фор-
мы каспазы-3 свидетельствует об обратном: 
запуск программируемой клеточной гибе-
ли является преобладающим процессом 
по сравнению с остановкой процессов кле-
точного деления и старения. Подобные 
различия могут быть обусловлены моле-
кулярно-фенотипическими особенностями 
различных клеточных линий глио- и нейро-
бластом, используемых различными иссле-
довательскими группами.

В настоящем исследовании была исполь-
зована клеточная линия SK.N.SH, которая 
имеет «дикий» тип р53 и MGMT, что, на 
наш взгляд, позволило наиболее корректно 
оценить влияние данных факторов в отно-
шении чувствительности опухолевых кле-
ток к алкилирующему соединению ТМЗ.

Таким образом, в результате прове-
дённых исследований были  получены 
данные о том, что опухолевые клетки 

 нейробластомы линии SK.N.SH в малой 
степени чувствительны к воздействию 
ТМЗ. При этом преинкубация клеток со 
специфическим ингибитором белка MGMT 
приводила к усилению эффекта химиопре-
парата. Важно отметить, что наиболее вы-
раженное подавление роста опухолевых 
клеток происходило в условиях реактива-
ции белка р53, при которых клетки прак-
тически теряли свою пролиферативную 
активность. Нами также было отмечено 
значительное снижение уровня экспрессии 
белка МGMT в данных экспериментальных 
условиях, что может свидетельствовать об 
отрицательной обратной связи между дан-
ными факторами.

ВЫВОД
Основным выводом, полученным в ре-

зультате проведённых исследований, сле-
дует считать получение доказательств 
о преобладающей роли оценки функци-
онального статуса белка р53 в качестве 
предиктора ответа опухолевых клеток ней-
робластом на воздействие алкилирующе-
го агента темозоломида. В свою очередь 
уровень экспрессии и функциональную 
активность фермента О6-метилгуанин- 
ДНК-метилтранферазы следует расцени-
вать как менее значимые параметры для 
оценки восприимчивости нейробластом 
к действию темозоломида.
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Морфологическая характеристика заживления 
ишемизированной экспериментальной раны после 

применения ауто- и гетерофибробластов  
и дермального эквивалента
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Реферат
Цель. Изучить морфологическое строение, коллагенообразование и ангиогенез в биоптатах новообразованно-
го эпидермиса и дермы на 19-е сутки их восстановления в экспериментальной ишемизированной ране после 
введения ауто- и гетерофибробластов, а также после трансплантации дермального эквивалента с гетерофибро-
бластами.
Методы. Исследование выполнено на 28 белых половозрелых мышах линии С57/В1 в возрасте до 1 года. Вокруг 
и в дно хирургической экспериментальной кожной раны в лопаточной области вводили 0,4 мл взвеси фибро-
бластов и дермальный эквивалент в количестве 1,33 млн клеток. Биоптат заливали в парафин, окрашивали ге-
матоксилином и эозином и по Вейгерту–Ван-Гизону.
Результаты. Наиболее существенно на регенераторный гистогенез влияет введение аутофибробластов, когда 
фиксируется наибольшая толщина эпидермиса, наиболее активны ангиогенез и коллагенообразование. Вместе 
с тем, самым дифференцированным эпидермис становится после трансплантации в рану дермального эквива-
лента с гетерофибробластами.
Вывод. Благоприятное воздействие дермального эквивалента с гетерофибробластами отличается от  воздействия 
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