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Введение. применение химиопрепаратов в низких концентрациях в связи с токсичностью их высоких доз приводит 
к развитию в опухолевых клетках фенотипа клеточного старения, характеризующегося остановкой прогрессии 
клеточного цикла и отсутствием деления, а также изменениями в транскрипционном и метаболическом профилях 
клеток. Негативным последствием этого фенотипа является приобретение отдельными клетками способности к вы-
ходу из нее и возврату к повторной пролиферации.
Цель исследования – оценить влияние длительности воздействия химиопрепаратом на способность клеток опухо-
ли НСТ116 к выходу из стадии индуцированного старения.
Материалы и методы. Фенотип старения определяли с помощью анализа изменения активности β-галактозидазы, 
а также оценки распределения клеток по фазам цикла и уровня белков методом вестерн-блоттинга. колонии окра-
шивали кристаллическим фиолетовым.
Результаты. Выявлено, что продолжительность инкубации клеток НСТ116 с низкой дозой доксорубицина влияет 
на их способность к возврату к повторной пролиферации: увеличение времени инкубации при одинаковой дозе 
препарата снижает колониеобразование. Длительность воздействия доксорубицином не изменяет процесс форми-
рования фенотипа старения, что было подтверждено нами при анализе различных маркеров данной стадии (изме-
нение активности β-галактозидазы, распределение клеток по фазам цикла, уровни белков р21 и p-γН2АХ). Однако 
наблюдается замедление развития ответа клеток на повреждения ДНк, вызванные доксорубицином, в клетках, 
подвергнутых более продолжительной инкубации с ним (повышение активности β-галактозидазы, формирование 
полиплоидных клеток).
Заключение. Длительность воздействия доксорубицином на клетки рака НСТ116 влияет на долгосрочные послед-
ствия, снижая способность «стареющих» клеток к выходу из стадии старения при удлинении времени инкубации 
с препаратом.
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Introduction. Due to the toxicity of high doses of chemotherapy, low concentrations used in cancer treatment leads 
to the development of senescence phenotype in tumor cells, characterized by a block in the cell cycle progression and 
the absence of division; changes in the transcriptional and metabolic profile of cells. A negative consequence of this 
stage is acquisition of individual cells the ability to escape from senescence and return to re-proliferation. 
Aim. To estimate the effect of the duration of drug treatment of HCT116 tumor cells on their ability to escape from 
therapy induced senescence.
Materials and methods. The senescence phenotype was confirmed by the analysis of β-galactosidase activity; cell cycle 
analysis; estimation of protein levels by western blotting. Colonies were stained with crystal violet dye.
Results. In our study, we showed that the duration of HCT116 cells incubation with low-dose doxorubicin affects their 
ability to return to re-proliferation – increasing the treatment time using same drug dose reduces the process of colony 
formation. The duration of doxorubicin treatment does not affect the formation of the senescence phenotype, which 
was confirmed by analyzing different markers of this stage (changes in β-galactosidase activity, cell cycle analysis, as-
sessment of p21 and γH2AX protein levels). However, there is a delay in the development of cellular response to DNA 
damage caused by doxorubicin in cells exposed to prolong treatment protocol (increase in β-galactosidase activity, 
formation of polyploid cells).
Conclusion. The duration of doxorubicin treatment of HCT116 cancer cells affects long-term consequences, reducing 
the ability of senescent cells to escape this stage when the incubation time with the drug is extended.
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ВВЕДЕНИЕ
Применение высоких доз химиотерапевтических 

препаратов при лечении злокачественных новообра-
зований сопровождается развитием неблагоприятных 
для организма побочных эффектов, вплоть до леталь-
ного исхода [1]. Снижение частоты их возникновения 
и степени достигается за счет уменьшения доз препа-
ратов, применения коротких интервальных курсов 
терапии и т. п. [2, 3]. Однако невысокие концентрации 
веществ приводят к формированию в опухолевых 
клетках фенотипа клеточного старения, характеризу-
ющегося отсутствием их пролиферации [4]. Установ-
ление стадии старения не является благоприятным 
исходом терапии, поскольку отдельные опухолевые 
клетки способны к выходу из нее и к возврату к по-
вторной пролиферации, что вызывает рецидив опухо-
ли [5].

Фенотип индуцированного терапией клеточного 
старения имеет характерные особенности [6]. Его раз-
витие сопровождается повышением уровней белков 
р21 и р16, являющихся негативными регуляторами 
прогрессии клеточного цикла, вследствие чего проис-
ходит его остановка на стадии G1 или G2 / M [7]. Из-
меняются размер и морфология клеток, повышается 
активность фермента β-галактозидазы, формируется 
секреторный фенотип. «Стареющая» клетка имеет 
особые транскрипционный и метаболический профи-
ли. Изменения, происходящие в клетке, направлены 
на устранение повреждений ДНК, вызванных дейст-
вием химиопрепарата, и на поддержание ее жизнеспо-
собности [4, 8].

В исследованиях с использованием модельных 
клеточных линий, находящихся в стадии индуциро-
ванного терапией старения, применяют разные схемы 

индукции данной стадии, в частности различающиеся 
по времени инкубации с химиопрепаратом [9, 10]. 
В одних работах применяют короткое воздействие 
лекарственного средства (до 24 ч) [10, 11], тогда как 
в других – длительную инкубацию тех же клеток 
в присутствии препарата (от 3 до 7 дней, в зависимости 
от типа клеток) [9, 12]. В обоих случаях в клетках фор-
мируется фенотип старения. Однако остается непо-
нятным влияние продолжительности воздействия 
химиопрепарата на долгосрочные последствия этой 
стадии, такие как степень развития секреторного фе-
нотипа и опосредуемых им паракринных эффектов, 
способность отдельных клеток к повторной проли-
ферации после окончания действия лекарственного 
средства и др. Режимы (непрерывный режим, пульс-
терапия, вариации длительности интервалов между 
воздействиями) и дозы препаратов во многом опреде-
ляют эффективность химиотерапии [13]. Предлагают-
ся математические модели, которые учитывают раз-
ные параметры, определяющие успех терапии [14]. 
Выявлено, что при одних схемах воздействия доксо-
рубицином клетки были способны к возобновлению 
пролиферации в долгосрочной перспективе, тогда 
как при других – нет [15].

Для выявления различий в развитии негативных 
долгосрочных последствий применения короткого 
и длительного воздействий химиотерапии на модель-
ные культуры опухолевых клеток проведена оценка 
влияния продолжительности инкубации на способ-
ность отдельных клеток к выходу из стадии старения 
и формированию колоний. На клетках колоректаль-
ного рака НСТ116 мы показали, что при коротком 
протоколе воздействия (24 ч) на них доксорубицином 
колониеобразующая способность «стареющих» клеток 
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была значительно выше, чем у тех же культур, прошед-
ших более длительную инкубацию с данным химио-
препаратом. При этом в обоих случаях клетки при-
обретали фенотип старения, о чем свидетельствует 
наличие характерных для этой стадии признаков. Дан-
ные результаты указывают на то, что, несмотря на 
приобретение старения, процесс перепрограммирова-
ния транскрипции определенных генов, сопровож-
дающий стадию старения, может различаться в клетках, 
подвергнутых разным по длительности воздействия 
протоколам.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клетки и препарат. Клетки колоректального рака 

НСТ116 культивировали в среде DMEM (С455п, 
«ПанЭко», Россия) с добавлением 10 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (S1810, Biowest, Южная Амери-
ка), антибиотика пенициллин / стрептомицин («ПанЭко», 
Россия) и глутамина («ПанЭко», Россия). Доксоруби-
цин (Sigma, США) разводили в дистиллированной 
воде для получения 10 мM стокового раствора.

Окраска клеток для определения активности 
β-галактозидазы (SA-β-Gal и С12FDG). Иммуноцито-
химическую окраску клеток проводили с использова-
нием коммерческого набора (Cell Signaling, США) 
согласно протоколу производителя. Развитие окраски, 
отражающее активность β-галактозидазы, оценивали 
под микроскопом Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония; 
объектив 20×). Для анализа активности β-галактозидазы 
с помощью проточной цитофлуориметрии клетки 
НСТ116, предварительно обработанные 300 мкМ хло-
рохина (Sigma, США) в течение 30 мин, окрашивали 
флуоресцентным красителем С12FDG (ThermoFisher 
Scientific, США) (2 ч в СО

2
-инкубаторе). Анализ флуо-

ресценции проводили в канале FITC на проточном 
цитофлуориметре (BD FACSAria™ III, BD Biosciences, 
США).

Клеточный цикл. Распределение клеток по фазам 
клеточного цикла проводили с помощью проточного 
цитофлуориметра. Клетки предварительно инкуби-
ровали в буфере (0,1 % цитрат натрия; 0,3 % NP-40; 
100 мкг / мл РНКазы А; 50 мкг / мл пропидия иодида) в те-
чение 30 мин. Анализ результатов проводили с помощью 
программы FlowJo_v10.8.1 (BD Biosciences, США).

Вестерн-блоттинг. Клетки НСТ116 лизировали 
в буфере RIPA (150 мM хлорида натрия; 1 % NP-40; 
0,5 % дезоксихолата натрия; 0,1 % SDS; 50 мM TRIS; 
рН 8,0). Для проведения электрофореза белков в по-
лиакриламидном геле в лунку вносили 20 мкг белка. 
Белки переносили на мембрану PVDF (1620177, Bio-
Rad, США). Для предотвращения неспецифического 
связывания антител мембрану инкубировали в 5 % не-
жирном молоке (Bio-Rad, США) в течение часа. Мем-
брану окрашивали следующими антителами: р21 
(2947, Cell Signaling, США), PARP1 (A18303, Abclonal, 
Китай), cleaved PARP1 (5625, Cell Signaling, США), 
фосфо-γН2АХ (9718, Cell Signaling, США), β-актин 

(AC026, Abclonal, Китай). Инкубацию проводили в те-
чение ночи при температуре +4 oС. После отмывки 
от первичных антител мембрану обрабатывали вторич-
ными антителами (анти-кролик), конъюгированными 
с перксидазой хрена (HRP) (7074, Cell Signaling, США) 
в течение 40 мин при комнатной температуре. Детек-
цию сигнала осуществляли с помощью хемилюминес-
центного HRP-субстрата (Clarity Western ECL 
Substrate, Bio-Rad, США) на хемилюминометре (Im-
ageQuant LAS 4000, GE Healthcare, США).

Окраска кристаллическим фиолетовым. Клетки 
фиксировали 4 % раствором параформальдегида (Sigma, 
США) в течение 10 мин. После отмывки к ним добав-
ляли кристаллический фиолетовый. Краситель отмы-
вали дистиллированной водой.

Анализ колониеобразующей способности клеток. 
После инкубации с доксорубицином клетки НСТ116 
рассеивали для анализа колониеобразующей способ-
ности по 10 000 клеток на лунку 6-луночного планше-
та (SPL Lifesciences, Корея) в трех повторах. Далее 
проводили окраску колоний с помощью кристалличе-
ского фиолетового (см. выше).

Статистический анализ. Оценку различий между 
выборками определяли с помощью непараметриче-
ского U-критерия Манна–Уитни. Различия считали 
значимыми при p ˂0,05.

РЕЗУЛЬТАТы
Низкие дозы химиопрепаратов, в отличие от вы-

соких, не вызывают в обработанных ими опухолевых 
клетках апоптоз, а приводят к становлению в них ста-
дии клеточного старения [4, 16]. Для разных типов 
опухоли показаны определенные дозы препаратов, 
воздействие которыми индуцирует данный фенотип. 
Так, для клеток НСТ116 100–200 нM доксорубицина 
приводят к формированию стадии старения [17, 18].

Мы воздействовали на клетки колоректального 
рака НСТ116 200 нМ доксорубицина в течение 24 ч 
(короткая инкубация) и 72 ч (длительная инкубация). 
Схема эксперимента представлена на рис. 1.

Для подтверждения установления в клетках фено-
типа клеточного старения мы провели иммуноцитохи-
мическую окраску клеток, чтобы определить активность 
β-галактозидазы (рис. 2, а). На 9-е сутки от начала экс-
перимента увеличение активности фермента наблюда-
лось в обоих экспериментальных протоколах воздейст-
вия. Данные результаты подтверждены с помощью 
проточной цитофлуометрии с применением флуорес-
центного красителя С12FDG, который также исполь-
зуется для детекции активности β-галактозидазы [19]. 
Кроме того, мы проследили динамику развития окра-
ски и обнаружили, что при применении короткого 
протокола инкубации активность фермента начинала 
увеличиваться на 3-и сутки от начала эксперимента 
(анализ через 72 ч), тогда как при длительном воздей-
ствии доксорубицина она проявлялась на 5-е сутки 
(анализ через 5 сут) (рис. 2, б).
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Рис. 1. Схема эксперимента. Вверху показан короткий протокол инкубации с доксорубицином (DOX), внизу – длительный. Началом эксперимен-
та считали день внесения препарата в культуральную среду с клетками. CV – кристаллический фиолетовый
Fig. 1. Experimental design. The top shows a short incubation protocol with doxorubicin (DOX), the bottom – a long one. The day the drug was added to the 
culture medium was considered as the beginning of the experiment. CV – crystal violet dye

Рис. 2. Оценка активности β-галактозидазы в клетках НСТ116, обработанных 200 нМ доксорубицина (DOX) в течение 24 и 72 ч, с помощью 
иммуноцитохимического окрашивания клеток (а) и метода проточной цитофлуометрии с применением флуоресцентного красителя С12FDG (б): 
а – фиксацию и окраску клеток выполняли на 9-е сутки от начала эксперимента. Развитие окраски оценивали на световом микроскопе (объек-
тив 20×); б – анализ активности β-галактозидазы проводили через 72 ч и 5 сут от начала эксперимента. Контроль – контрольные, не обрабо-
танные доксорубицином клетки в логарифмической фазе роста. Вследствие остановки деления клеток под действием доксорубицина их плотность 
не увеличивалась со временем, что позволяет использовать вышеуказанный контроль
Fig. 2. Estimation of β-galactosidase activity in HCT116 cells treated with 200 nM doxorubicin (DOX) for 24 and 72 h with immunocytochemical (а) and flow 
cytometry using the fluorescent dye C12FDG methods (б): а – cells were fixed and stained on the 9th day from the start of the experiment. Color development 
was assessed using a light microscope (objective 20×); б – analysis of β-galactosidase activity was carried out 72 h and 5 days from the beginning of the ex-
periment. Control – doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density did 
not increase over time, which allows to use the above control
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Характерным признаком стадии старения являет-
ся прекращение деления клеток [20]. Анализ распре-
деления клеток НСТ116 по фазам клеточного цикла 
показал остановку его прогрессии на стадии G2 / M (4n), 
что отмечается уже через 24 ч инкубации с препаратом 
(рис. 3). На 3-и сутки от начала эксперимента наблю-
далось повышение доли полиплоидных клеток (˃4n) 
в группе, подвергнутой короткому протоколу воздей-
ствия (см. рис. 3). При 72-часовой инкубации с пре-

паратом количество полиплоидов возросло на 5-е сут-
ки, но их было меньше по сравнению с 24-часовой 
обработкой. Таким образом, мы наблюдаем, что дина-
мика развития ответа клеток, подвергнутых короткому 
воздействию доксорубицина, «опережает» таковую 
в клетках, обработанных препаратом в течение 72 ч.

В клетках НСТ116 отсутствует экспрессия гена 
CDKN2A (белок р16), поэтому оценка развития фе-
нотипа старения проводилась с помощью анализа из-

Рис. 3. Анализ распределения клеток НСТ116, подвергнутых короткой и длительной инкубациям с доксорубицином (DOX), по фазам клеточного 
цикла. Оценку проводили через 24, 72 ч и 5 сут от начала эксперимента: а – репрезентативные результаты одного из трех повторов; б – гисто-
грамма, отражающая распределение клеток по фазам клеточного цикла. Сравнительная оценка доли полиплоидов (*) и клеток в стадии G2 / M (#) 
в экспериментальных группах по сравнению с контролем (p <0,01), а также количества полиплоидов (**) и клеток в стадии G2 / M (##) между 
двумя экспериментальными группами (24- и 72-часовое воздействие) (p <0,01) на 3-и сутки от начала эксперимента. Различия считались ста-
тистически значимыми при p <0,01. Контроль – контрольные, не обработанные доксорубицином клетки в логарифмической фазе роста. Вслед-
ствие остановки деления клеток под действием доксорубицина, их плотность не увеличивалась со временем, что позволяет использовать выше-
указанный контроль
Fig. 3. Cell cycle analysis of HCT116 cells subjected to short and long incubation with doxorubicin. The assessment was carried out 24 h, 72 hours and 5 days 
from the start of the experiment: a – a representative result from one of three biological replicates is shown; б – histogram reflecting the distribution of cells 
according to the phases of the cell cycle. Comparative assessment of the proportion of polyploids (*) and cells in the G2 / M stage in the experimental groups 
compared with the control (p <0.01), as well as the number of polyploids (**) and cells in the G2 / M stage (##) between two experimental groups (24- and 72-hour 
exposure) (p <0.01) on the 3rd day from the beginning of the experiment. The differences were considered statistically significant at p <0.01. Control – 
doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density did not increase over time, 
which allows to use the above control
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менения уровня белка р21 [21]. Уже через сутки от на-
чала воздействия доксорубицином происходит 
повышение уровней данного белка и фосфорилирова-
ния γН2АХ, что является характерным признаком фе-
нотипа клеточного старения (рис. 4). Мы не смогли 
детектировать наличие расщепленной формы PARP1, 
что указывает на отсутствие апоптоза. Полученные 
данные подтверждают, что используемая доза доксо-
рубицина и протоколы воздействия приводят именно 
к старению, в отличие от высоких концентраций пре-
парата (1 мкМ доксорубицина), в результате примене-
ния которых не наблюдается изменений в уровне бел-
ка р21 и возрастает количество расщепленной формы 
PARP1, т. е. развивается апоптоз. Кроме того, через 
24 ч после воздействия повышалось количество цик-

лина В1, что соответствует увеличению фракции кле-
ток, находящихся в фазе G2 / M (см. рис. 4). При ко-
ротком протоколе воздействия через 72 ч уровень 
этого белка был выше такового в клетках, подвергну-
тых 72-часовой обработке доксорубицином, но в обеих 
группах его количество оказалось немного больше, чем 
в конт рольной группе.

Мы проследили динамику изменения уровня ана-
лизируемых белков и обнаружили снижение количе-
ства р21 и фосфо-γН2АХ в клетках НСТ116, подверг-
нутых длительному воздействию, что согласно данным 
литературы может указывать на начало развития в них 
апоптоза [22]. При коротком воздействии доксоруби-
цином уровень этих белков не изменялся.

Анализ динамики уровня циклина В1 показал его 
снижение в обеих экспериментальных группах 
до контрольных значений на 5-е сутки эксперимента, 
что соответствует преобладанию доли полиплоидных 
клеток в данную временную точку (см. рис. 3, 4). По-
лученные результаты согласуются с данными других 
исследований, указывающими на корреляцию между 
снижением уровня циклина В1 и развитием процесса 
полиплоидизации в клетках, находящихся в стадии 
индуцированного ДНК-повреждающими соединени-
ями старения [23].

Эффективность противоопухолевой терапии опре-
деляется отсутствием рецидива опухоли [24]. В стадии 
клеточного старения происходит остановка пролифе-
рации клеток, однако исследования указывают на спо-
собность отдельных «стареющих» клеток к выходу 
из этой стадии и возврату к повторному делению. 
Окраска НСТ116 на 14-е сутки от начала воздействия 
доксорубицином показала отсутствие у клеток, под-
вергнутых 72-часовой инкубации с ним, способности 
к выходу из индуцированного этим препаратом старе-
ния. При 24-часовой обработке доксорубицином через 
2 нед были обнаружены колонии клеток, вернувшихся 
к повторной пролиферации (рис. 5, а). В данном экс-
перименте клетки не пересевали после снятия воздей-
ствия препаратом. Оценка колониеобразующей спо-
собности «стареющих» клеток, посеянных после 
отмывки от доксорубицина по 10 000 клеток на лунку, 
подтвердила данный результат: наблюдалось много 
колоний при короткой и их отсутствие (или единич-
ные колонии) при длительной инкубации с доксору-
бицином (рис. 5, б). Результаты нашего исследования 
согласуются с данными недавнего эксперимента, про-
веденного на клетках рака молочной железы MCF7 
[25], которые также указывают на зависимость способ-
ности клеток к преодолению стадии старения от про-
должительности воздействия химиопрепаратом в низ-
ких дозах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы изучили длительность воз-

действия низкой дозой доксорубицина на способность 
клеток к возврату к повторной пролиферации через 

Рис. 4. Результаты анализа с помощью вестерн-блоттинга уровня 
белков γH2AX, р21, Parp1, cleaved Parp1 (cl. Parp1), cyclin B1 (cycB1) 
в клетках НСТ116, обработанных 200 нМ доксорубицина в течение  
24 и 72 ч, через 24, 72 ч и 5 сут от начала эксперимента. Окраска кле-
ток на β-актин использовалась в качестве контроля нанесения образ-
цов. Контроль – контрольные, не обработанные доксорубицином клетки 
в логарифмической фазе роста. Вследствие остановки деления клеток 
под действием препарата их плотность не увеличивалась со временем, 
что позволяет использовать вышеуказанный контроль
Fig. 4. The results of the Western blot analysis of protein levels γH2AX, p21, 
Parp1, cleaved Parp1 (cl. Parp1), cyclin B1 (cycB1) in HCT116 cells treated 
with 200 nM doxorubicin for 24 and 72 h. The analysis was carried out 24, 72 h 
and 5 days from the start of the experiment. Beta actin was used as a loading 
control. Control – doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. 
Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density 
did not increase over time, which allows to use the above control
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некоторое время после прекращения действия препа-
рата. Использовались 2 протокола инкубации с 200 нМ: 
24-часовой (короткий) и 72-часовой (длительный). 
Клетки приобретали фенотип старения в обоих случа-
ях, что было подтверждено анализом специфических 
маркеров данной стадии (оценка активности β-галак-
тозидазы, распределения клеток по фазам клеточного 
цикла, уровней белка р21 и фосфорилированной фор-
мы гистона γН2АХ). Однако долгосрочные последст-
вия применения разных протоколов показали значи-
тельные различия в поведении клеток. В результате 
24-часовой обработки клеток доксорубицином обра-
зовалось множество колоний, что указывает на прио-
бретение «стареющими» клетками из данной экспери-
ментальной группы способности к возврату к пов- 

торной пролиферации. Мы не обнаружили подобный 
эффект при применении длительного протокола. Ав-
торы других исследований также указывают на разли-
чия в ответе клеток на длительность воздействия хи-
миопрепаратом [26].

Динамика ответа клеток на доксорубицин также 
различалась между двумя исследуемыми группами. 
Так, в ходе анализа распределения клеток по фазам 
клеточного цикла мы обнаружили, что формирование 
полиплоидов при коротком протоколе инкубации 
происходит на 3-и сутки от начала эксперимента, тог-
да как при 72-часовом воздействии – на 5-е сутки, т. е. 
и в первом, и во втором случае приблизительно через 
2 сут после удаления доксорубицина из культуральной 
среды. Похожая динамика наблюдается и в отно шении 
активности β-галактозидазы (см. рис. 2, в и 3). Про-
цесс полиплоидизации является своего рода приспо-
собительным механизмом, направленным на сохране-
ние выживаемости клеток, подвергнутых стрессовому 
воздействию [27, 28]. По данным некоторых исследо-
ваний, результатом деполиплоидизации является воз-
врат «стареющих» клеток к повторной пролиферации 
[29, 30]. В настоящей работе мы показали, что только 
клетки, подвергнутые короткому протоколу воздейст-
вия, были способны к процессу колониеобразования, 
несмотря на то, что формирование полиплоидов на-
блюдалось в обеих экспериментальных группах (с раз-
ницей по времени появления).

Формирование полиплоидных клеток обратно 
коррелирует с динамикой уровня циклина В1. Мы на-
блюдали повышение его количества через 24 и 72 ч 
от начала воздействия, что соответствовало преобла-
данию клеток в фазе G2 / M, и снижение уровня этого 
белка на 5-е сутки эксперимента, что сопровожда-
лось значительным увеличением доли полиплоидов 
(см. рис. 3). Данные результаты согласуются с другим 
исследованием, в котором также отмечалось наличие 
негативной корреляции между уровнем циклина В1 
и долей полиплоидов при распределении клеток 
по фазам цикла [23].

Таким образом, мы показали, что, несмотря на уста-
новление фенотипа старения в клетках, подвергнутых 
разному по продолжительности воздействию одина-
ковой (низкой) дозой доксорубицина (200 нМ), они 
имеют различные долгосрочные последствия пребы-
вания в этой стадии. Способность к выходу из нее 
и возврату к повторной пролиферации преобладает 
у клеток, прошедших короткую инкубацию с препа-
ратом. Разная динамика развития ответа может указы-
вать на различия в степени повреждения / скорости 
репарации ДНК (уровень гистона γН2АХ), активации 
определенных сигнальных путей, что, несомненно, 
требует проведения дальнейших исследований.

ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, способность отдельных клеток, 

находящихся в стадии индуцированного низкой дозой 

Рис. 5. Анализ способности клеток НСТ116, подвергнутых короткой 
и длительной инкубациям с доксорубицином, к выходу из стадии кле-
точного старения. Клетки подвергали 24- и 72-часовому воздействию 
и окрашивали кристаллическим фиолетовым через 10–14 сут от на-
чала эксперимента (по мере развития сформированных колоний, без пе-
ресева) (а). Оценка колониеобразующей способности клеток через  
3 сут после начала эксперимента (б, слева). Клетки рассевали на ко-
лонии по 10 000 клеток на лунку 6-луночного планшета в обеих экспе-
риментальных группах. Окраску проводили кристаллическим фиоле-
товым через 10–14 сут (по мере развития сформированных колоний). 
Гистограмма, отображающая количество сформировавшихся колоний 
на лунку 6-луночного планшета (n = 6) через 10–14 сут после воздей-
ствия на клетки доксорубицином (24 и 72 ч) (б, справа)
Fig. 5. Analysis of the ability of HCT116 cells subjected to short and long 
incubation with doxorubicin to escape from senescence. Сells were treated 
with doxorubicin for 24 and 72 h and stained with crystal violet 10–14 days 
from the start of the experiment (as the colonies develop, without subculture) 
(a). Assessment of the colony-forming ability of cells – 3 days after the start 
of the experiment, the cells were seeded into colonies of 10,000 cells per well 
of 6-well plate in both experimental groups (б, left). Staining was carried out 
with crystal violet dye after 10–14 days (as the colonies develop) (б, right) 
Histogram shows the number of colonies per well of 6-well plate (n = 6) 
in 10–14 days after doxorubicin treatment (24 and 72 h)
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доксорубицина старения, к выходу из этой стадии за-
висит от продолжительности воздействия. Наблюда-
ется значительное преобладание повторно делящихся 
клеток в группе, подвергнутой короткому протоколу 
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инкубации. Используемые протоколы воздействия 
приводят к становлению фенотипа клеточного старе-
ния, однако динамика ответа на вызванные поврежде-
ния ДНК различается между двумя группами.
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