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Введение. Эффективность химиотерапии определяется процентом опухолевых клеток, подвергшихся гибели,  
а также отсутствием рецидива опухоли. Ключевое влияние на эти процессы оказывает регулятор клеточного цикла 
белок р21, роль которого до сих пор неоднозначна.
Цель исследования – определить влияние уровня экспрессии гена белка р21 (CDKN1A) до и после воздействия  
на опухолевые клетки доксорубицином на эффективность терапии.
Материалы и методы. Для анализа распределения клеток по фазам клеточного цикла использовали проточную 
цитометрию, для оценки изменения активности фермента β-галактозидазы – иммуноцитохимическое окрашивание 
клеток. Изменение уровня белков определяли с помощью вестерн-блоттинга. Для визуализации колоний применя-
ли окрашивание клеток кристаллическим фиолетовым.
Результаты. Обнаружено, что гиперэкспрессия гена CDKN1A при воздействии на клетки доксорубицином приводит 
к снижению количества клеток, остановивших свое деление на стадии G2/M клеточного цикла, и к увеличению 
популяции клеток в стадии G1, что в дальнейшем, при условии отсутствия экспрессии этого гена, приводит к возоб-
новлению пролиферации. Результатом же отсутствия белка р21 при воздействии химиопрепаратом является зна-
чительное увеличение процента клеток в стадии G2/M с их последующей гибелью. Индукция экспрессии гена CDKN1A 
после прекращения воздействия доксорубицином или на протяжении всего эксперимента приводит к развитию 
стадии клеточного старения.
Заключение. Повышенная экспрессия гена CDKN1A во время воздействия на опухолевые клетки доксорубицином 
снижает эффективность последнего. Поддержание высокого уровня р21 после прекращения воздействия препара-
том способствует развитию фенотипа клеточного старения.
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Introduction. The effectiveness of chemotherapy is determined by the percentage of tumor cells killed and the absence 
of tumor recurrence. The cell cycle regulator p21 plays a key role in these processes, although its role remains unclear.
Aim. To determine the effect of CDKN1A expression before and after exposure of tumor cells to doxorubicin on therapeutic 
efficacy.
Materials and methods. Flow cytometry was used for analysis of cell distribution per cell cycle phases, immunocytochemical 
staining was used for β-galactosidase activity measurement. Change in protein expression was evaluated using Western 
blot. For colony visualization, the cells were stained with crystal violet.
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Results. It was found that overexpression of the p21 gene (CDKN1A) during cell exposure to doxorubicin reduces  
the number of cells that have stopped dividing in the G2/M phase of the cell cycle and increases their number in the G1 
phase. This, in the absence of CDKN1A expression, subsequently leads to resumption of proliferation. Conversely, the absence 
of p21 during chemotherapy exposure results in a significant increase in the percentage of cells in the G2/M phase, followed 
by their death. Induction of CDKN1A expression after removal of doxorubicin, or throughout the experiment, leads  
to the development of a cellular senescence stage.
Conclusion. Increased CDKN1A expression during cell exposure to doxorubicin reduces its effectiveness. Maintaining 
high p21 levels after removal of the drug promotes the development of a cellular senescence phenotype.
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Введение
Воздействие на опухолевые клетки низкими дозами 

химиопрепаратов приводит к формированию стадии 
покоя (tumor dormancy), характеризующейся останов-
кой клеточного цикла, необходимой для устранения 
повреждений в молекуле ДНК [1]. Данное состояние 
может быть транзиентным, с последующим возвратом 
клеток к делению. Также в дальнейшем оно может пе-
рейти в стадию клеточного старения, которая харак-
теризуется особенными транскрипционным и метабо-
лическим профилями и  является защитой клетки 
от гибели. Один из ключевых маркеров этой стадии – 
повышение уровня белка р21 в клетках [2–4]. Многие 
исследователи указывают на необходимость его нали-
чия как для развития, так и для поддержания клеточ-
ного старения [4–6]. Поскольку увеличение уровня 
р21 является своего рода защитой клетки от быстрой 
гибели (как происходит в случае применения высоких 
доз химиотерапии, при которых не наблюдается по-
вышения уровня р21), то отмена этого эффекта может 
способствовать развитию в клетках апоптоза.

В ряде работ показано, что результатом воздейст-
вия химиопрепаратом на  клетки с  нокаутом гена 
CDKN1A является их гибель, а не развитие фенотипа 
старения [7, 8]. Однако данные, полученные в ходе 
других исследований, продемонстрировали, что сни-
жение уровня р21 способствует возобновлению кле-
точной пролиферации после прекращения воздейст-
вия препаратом [9–11]. Определяющим фактором 
в выборе клеток между необратимым арестом клеточ-
ного цикла (старение), обратимой остановкой цикла 
и клеточной пролиферацией может быть динамика 
уровня белка р21 во время воздействия химиопрепа-
ратом и после его отмывки [12].

Мы использовали полученную нами модельную 
сублинию клеток А549 с нокаутом эндогенного р21 
и  введенным экзогенным р21 под  индуцибельным 
промотором и показали, что отсутствие экспрессии 
гена CDKN1A после снятия воздействия химиотерапии 
может играть двоякую роль – способствовать как кле-
точной гибели, так и возобновлению пролиферации. 
Продемонстрировано, что  выбор клетки зависит 

от уровня белка р21 на момент действия препарата – 
при гиперэкспрессии CDKN1A дальнейшее его «вы-
ключение» приводит к возобновлению деления, тогда 
как при отсутствии белка р21 – к гибели.

Материалы и методы
Создание конструкции и получение сублинии клеток 

на ее основе. Плазмидную конструкцию для индуци-
бельной экспрессии гена белка p21 (pCW-р21) полу-
чали способом, аналогичным описанному в работе 
A. I. Khamidullina и соавт. [13]. Открытую рамку счи-
тывания (ОРС) гена CDKN1A, кодирующего белок 
p21Cip1 (NM_000389.5), амплифицировали с приме-
нением полимеразы Phusion (Thermo Fisher Scientific, 
США), используя комплементарную ДНК, получен-
ную на основе матричной РНК с применением ревер-
тазы RevertAid (Thermo Fisher Scientific, США), выде-
ленной из клеток K562, обработанных иматинибом 
для индукции экспрессии гена CDKN1A. Амплифика-
цию проводили с помощью праймеров CDKN1A-forv 
(5’-attagctagcATGTCAGAACCGGCTGGGGA-3’) 
и CDKN1A-rev (5’-taatggatccTTAGGGCTTCCTCTTG
GAGAAGA-3’) c введенными сайтами распознавания 
эндонуклеаз рестрикции NheI и BamHI соответствен-
но. По  этим сайтам ОРС клонирована в  плазмиду 
pCW-Cas9-blast (Addgene #83481). ОРС секвенирова-
ли, чтобы убедиться в отсутствии ошибок, возникших 
при амплификации.

Трансфекцию плазмид dR8.2, VSV-G и pCW-р21 
в клетки 293Т проводили с помощью реагента липо-
фектамина 3000 (Thermo Fisher Scientific, США) со-
гласно протоколу производителя. Сбор лентивирус-
ных частиц осуществляли через 48 и  72 ч после 
трансфекции. Трансдукцию проводили в течение 24 ч 
с использованием полибрена (8 мкг/мл, Sigma-Aldrich, 
США). Селекцию клеток осуществляли в течение 5 сут 
с  помощью антибиотика бластицидина (8 мкг/мл, 
Sigma-Aldrich, США).

Клетки и препараты. Клетки HEK293Т, рака лег-
кого А549, а также полученную из них сублинию кле-
ток А549-р21-КО-tet культивировали в среде DMEM 
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10 % эмбриональ-
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ной телячьей сыворотки (BioWest, Франция), антибио
тика пенициллин/стрептомицин («ПанЭко», Россия) 
и глутамина («ПанЭко», Россия). Доксорубицин при-
обретали у  производителя HEXAL AG (Германия), 
доксициклин – у Sigma-Aldrich (США) и разводили 
в диметилсульфоксиде (10 мМ раствор).

Окраска клеток на определение изменения активно-
сти β-галактозидазы. Иммуноцитохимическое окра-
шивание клеток осуществляли с помощью коммерчес
кого набора (Cell Signaling Technology, Inc., США) 
согласно протоколу производителя. Развитие окраски, 
отражающее изменение активности фермента β-галак-
тозидазы, оценивали под микроскопом Nikon Eclipse 
Ti-S (Nikon, Япония) с объективом 20×.

Клеточный цикл. Клетки инкубировали в лизирую-
щем буфере (0,1  % цитрат натрия; 0,3  % NP-40;  
100 мкг/мл РНКазы А; 50 мкг/мл пропидия иодида) 
в течение 30 мин в темноте. Оценку распределения 
клеток по фазам клеточного цикла проводили на про-
точном цитофлуометре FACSCanto II (BD Biosciences, 
США). Результаты обрабатывали с помощью программы 
FlowJo_v10.8.1 (BD Biosciences, США). Количество про-
анализированных событий составило не менее 10 тыс.

Вестерн-блоттинг. Лизис клеток осуществляли 
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 30–40 мкг белка наносили 
в лунку (система Bio-Rad, США). Перенос белков осу-
ществляли на  мембрану PVDF (1620177; Bio-Rad, 
США). Мембрану инкубировали в 5 % нежирном су-
хом молоке (Bio-Rad, США) в течение 1 ч при комнат-
ной температуре. Инкубацию с первичными антите-
лами проводили в  течение ночи при  температуре  
+4 °С. Использовали следующие антитела: р21 (2947; 
Cell Signaling Technology, США), циклин D1 (AF0931; 
Affinity Biosciences, Китай), E2F1 (3742; Cell Signaling 
Technology, США), GAPDH (EM1028; ELK Biotechnology, 
Китай). После отмывки от  первичных антител  
мембрану обрабатывали вторичными антителами (ан-
ти-кролик (7074; Cell Signaling Technology, США) 
или анти-мышь (AS003; ABclonal, Китай)), конъюги-
рованными с  перксидазой хрена (HRP) в  течение  
40 мин при комнатной температуре. Визуализацию 
сигнала осуществляли с помощью хемилюминесцент-
ного HRP-субстрата (Clarity Western ECL Substrate, 
Bio-Rad, США) на хемилюминометре хемилюмино-
метре ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, США).

Окраска кристаллическим фиолетовым. Клетки отмы-
вали от среды и фиксировали в 4 % растворе парафор-
мальдегида. После отмывки к клеткам добавляли краси-
тель кристаллический фиолетовый (GoldBio, США).

Статистические данные. Данные представлены 
в виде среднего ± стандартное отклонение. Оценку 
различий между группами осуществляли с помощью 
непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Раз-
личия признавали значимыми при p ˂0,05.

Результаты
Получение линии А549-р21-КО-tet. Ранее нами бы-

ла получена сублиния клеток А549 с нокаутом по гену 
CDKN1A [14]. С помощью лентивирусной трансдукции 
в данную сублинию введена конструкция pCW-р21. 
Для элиминации клеток, не содержащих конструкцию, 
проведена селекция бластицидином. Сублинию назвали 
А549-р21-КО-tet. Оценка функциональности проведена 
с помощью вестерн-блот-анализа уровня белка р21 с ин-
дукцией доксициклином и без нее (рис. 1, а).

Снижение количества клеток, находящихся в инду-
цированном доксорубицином аресте клеточного цикла 
на стадии G2/M при гиперэкспрессии CDKN1A. С по-
мощью созданной нами клеточной сублинии А549 мы 
оценили влияние гиперэкспрессии и отсутствия экс-
прессии гена CDKN1A на формирование фенотипа 
клеток при воздействии на них низкой дозой доксору-
бицина (50 нМ). Для этого сформированы следующие 
экспериментальные группы:

• группа 1 – воздействие препаратом (24 ч) без ин-
дукции экспрессии CDKN1A на протяжении всего 
эксперимента (А549-р21-КО-tet-dox–/–);

• группа 2 – воздействие препаратом одновременно 
с индукцией CDKN1A (24 ч), но без последующей 
экспрессии CDKN1A на протяжении всего экспе-
римента (А549-р21-КО-tet-dox+/–);

• группа 3 – воздействие препаратом (24 ч) с после-
дующей индукцией экспрессии CDKN1A после 
отмывки от препарата до формирования колоний 
(А549-р21-КО-tet-dox–/+);

• группа 4 – воздействие препаратом с продолжаю-
щейся экспрессией CDKN1A после отмывки 
от препарата (А549-р21-КО-tet-dox+/+);

• группа 5 – родительская линия клеток А549  
с  эндогенной экспрессией CDKN1A (А549-dox)  
(см. рис. 1, б).
Анализ распределения клеток по фазам клеточно-

го цикла показал, что чем выше уровень белка р21 
на момент воздействия на клетки химиопрепаратом, 
тем больше клеток находится на стадии G1 и, соответ-
ственно, меньше в стадии G2/M через 24 ч (рис. 2, а, б). 
Так, при эндогенной экспрессии CDKN1A доля клеток 
в  фазе G1 составляет 9,7  %, в  фазе G2 – 59,4  %. 
При отсутствии этого гена в фазе G1 отмечается 2 % клеток, 
в фазе G2 – 67,3 %, а при гиперэкспрессии в фазе G1 – 
35,8 %, в фазе G2 – 42,1 %. Данная тенденция сохра-
няется и в последующие 72 ч (см. рис. 2, в, г). Отме-
тим, что через 72 ч в группе 2 значительно возрастает 
доля клеток в фазе S по сравнению с другими экспе-
риментальными группами, что указывает на подготов-
ку клеток к возобновлению клеточного деления. Кро-
ме того, в контрольной группе клеток при индукции 
экспрессии CDKN1A происходит снижение процен-
та клеток в фазе S клеточного цикла и повышение 
в фазе G1 (рис. 2).

Влияние р21 на формирование фенотипа старения. 
Ранее было показано, что р21 обеспечивает поддержа-
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Рис. 1. Результаты оценки индуцированной экспрессии гена CDKN1A и  схема постановки экспериментов: а – вестерн-блот-анализ уровня 
белка р21 в родительских клетках А549 и сублинии А549-р21-КО-tet с индукцией экспрессии гена CDKN1A с помощью доксициклина и без нее;  
б – протокол воздействия на клетки препаратами (доксорубицин и доксициклин). Doxy – доксициклин; dox – доксорубицин
Fig. 1. Results of evaluation of induced expression of the CDKN1A gene and scheme of the experiment: a – Western blot analysis of p21 protein levels in parental 
A549 cells and the A549-p21-KO-tet subline with and without doxycycline induction of p21 gene expression; б – the protocol for treating cells with the drugs 
(doxorubicin and doxycycline). Doxy – doxycycline; dox – doxorubicin

а
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A549-p

21-KO-te
t
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клеток / 
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Сolony stainingDox

24 ч / 24 h 24 ч / 24 h 14 дней / 14 days

б

ние стадии клеточного старения [5]. Полученные нами 
данные подтвердили, что клетки (А549 и А549-р21-КО-
tet) с эндогенной и экзогенной экспрессиями CDKN1A 
на протяжении всего эксперимента (группы 3–5) входят 
в индуцированную доксорубицином стадию старения 
(изменение активности β-галактозидазы – ключевой 
маркер данного фенотипа) (рис. 3). Однако в экспери-
ментальных группах, в которых не поддерживалась экс-
прессия CDKN1A на протяжении всего эксперимента 
(группы 1 и 2), мы не смогли обнаружить появление 
окраски, указывающей на изменение активности фер-
мента, что подтверждает необходимость экспрессии 
гена CDKN1A для развития и поддержания фенотипа 
старения.

Влияние р21 на способность клеток А549 к повтор-
ной пролиферации после отмывки от доксорубицина. 
Неблагоприятным последствием противоопухолевой 
терапии является способность отдельных клеток к воз-
обновлению пролиферации после ареста клеточного 
цикла, вызванного действием химиопрепарата [4, 
15–17]. Выше было отмечено, что в клетках, в которых 
наблюдалась экспрессия CDKN1A, формируется фено-
тип старения, индуцированный действием доксоруби-
цина. В данных экспериментальных группах отдельные 
клетки способны выйти из этой стадии и возобновить 
пролиферацию (рис. 4). Другая ситуация наблюдается 
в группах, в которых экспрессия CDKN1A отсутство-
вала либо с начала эксперимента (группа 1), либо после 

отмывки от препарата (группа 2). В первом случае от-
мечалась гибель опухолевых клеток. Небольшое число 
клеток возобновили пролиферацию после прекраще-
ния воздействия препаратом. Во втором случае не на-
блюдалось ни клеточной гибели, ни формирования 
стадии старения – практически все клетки возобно-
вили пролиферацию после отмывки от доксорубици-
на и доксициклина.

Влияние р21 на отдельные сигнальные пути. Повы-
шение уровня p21 является ключевым маркером ста-
дии старения. Результаты анализа количества этого 
белка подтвердили его увеличение под воздействием 
доксорубицина в  клетках А549 через 24 ч (рис. 5). 
В сублинии А549-р21-КО-tet в группе, где индукция 
гена р21 присутствовала одновременно с введением 
препарата, синергизма в повышении уровня р21 между 
доксорубицином и доксициклином не наблюдалось – 
уровень этого соответствовал таковому в контрольной 
группе с индукцией доксициклином. Результаты ана-
лиза уровня регулятора прогрессии клеточного цикла 
циклина D1 [18] продемонстрировали полное соответ-
ствие этого показателя количеству р21: отмечено его 
увеличение в тех же экспериментальных группах, в ко-
торых повышался р21 (см. рис. 5).

Ранее было показано, что снижение уровня экс-
прессии CDKN1A приводит к увеличению уровня бел-
ка E2F1 [19] – одного из ключевых регуляторов перехо-
да клеточного цикла из фазы G1 в фазу S [20]. В нашей 
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Рис. 3. Результаты оценки развития фенотипа клеточного старения с помощью анализа изменения активности β-галактозидазы. Клетки А549 
и А549-р21-КО-tet обрабатывали 50 нМ доксорубицином и доксициклином в течение 24 ч. Фиксацию и окраску клеток проводили на 9-е сутки 
от начала эксперимента. Развитие окраски оценивали на световом микроскопе, объектив 20×. К – контроль; dox – доксорубицин; А549-р21-КО-
tet-K–/– – контроль (без воздействия доксорубицином) к группе 1; А549-р21-КО-tet-K+/– – контроль к группе 2; А549-р21-КО-tet-K–/+ – конт-
роль группе 3; А549-р21-КО-tet-K+/+ – контроль к группе 4; А549-р21-КО-tet-dox–/– – группа 1; А549-р21-КО-tet-dox+/– – группа 2;  
А549-р21-КО-tet-dox–/+ – группа 3; А549-р21-КО-tet-dox+/+ – группа 4
Fig. 3. Results of evaluation of development of cell senescence phenotype using β-galactosidase activity analysis. Cells А549 and А549-р21-КО-tet were treated 
with 50 nM of doxorubicin and doxycycline for 24 h. Cell fixation and staining were performed on day 9 from the start of the experiment. Stain development was 
evaluated using an optical microscope, objective lens 20×. К – control; dox – doxorubicin; А549-р21-КО-tet-K–/– – control (with doxorubicin) for group 1; 
А549-р21-КО-tet-K+/– – control for group 2; А549-р21-КО-tet-K–/+ – control for group 3; А549-р21-КО-tet-K+/+ – control for group 4;  
А549-р21-КО-tet-dox–/– – group 1; А549-р21-КО-tet-dox+/– – group 2; А549-р21-КО-tet-dox–/+ – group 3; А549-р21-КО-tet-dox+/+ – group 4
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Рис. 4. Результаты анализа способности отдельных клеток к возоб-
новлению пролиферации после прекращения воздействия доксорубици-
ном: а – репрезентативные данные эксперимента. Внизу предсатвлены 
увеличенные поля (объектив 20×) для детальной визуализации пролифе-
рирующих и стареющих клеток; б – гистограмма, отражающее коли-
чество сформированных колоний (по 3 независимым экспериментам). 
Клетки обрабатывали препаратами (доксорубицин, доксициклин). 
Через 24 ч их пересевали в меньшей плотности для визуализации фор-
мирующихся колоний с добавлением доксициклина в соответствующие 
экспериментальные группы. Окраску проводили красителем кристал-
лическим фиолетовым через 14 сут (по мере развития сформированных 
колоний). Dox – доксорубицин; А549-р21-КО-tet-dox–/– – группа 1; 
А549-р21-КО-tet-dox+/– – группа 2; А549-р21-КО-tet-dox–/+ – группа 3; 
А549-р21-КО-tet-dox+/+ – группа 4
Fig. 4. Results of analysis of individual cell ability to resume proliferation after 
the end of doxorubicin treatment: а – representative data from the experiment. 
Below, magnified fields (objective lens 20×) for detailed visualization 
of proliferating and aging cells are presented; б – histogram reflecting the number 
of formed colonies (per 3 independent experiments). The cells were treated with 
the drugs (doxorubicin, doxycycline). After 24 h they were reseeded for colony 
visualization at lower density with addition of doxycycline in the corresponding 
experimental groups. Staining with crystal violet was done 14 days later (as 
the colonies were forming). Dox – doxorubicin; А549-р21-КО-tet-dox–/– – 
group 1; А549-р21-КО-tet-dox+/– – group 2; А549-р21-КО-tet-dox–/+ – 
group 3; А549-р21-КО-tet-dox+/+ – group 4
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работе также продемонстрировано, что  в  клетках 
А549-р21-КО-tet при отсутствии индукции р21 уро-
вень белка E2F1 значительно повышался. Результатом 
воздействия доксорубицином также является увели-
чение уровня E2F1 в  клетках с  экспрессией гена 
CDKN1A (эндогенного или экзогенного) по сравнению 
с соответствующими контролями (см. рис. 5), что со-
гласуется с данными проведенных ранее исследований 
[21, 22]. В клетках с отсутствием экспрессии CDKN1A 
применение доксорубицина не приводит к дальней-
шему повышению уровня E2F1.

Обсуждение
В настоящей работе мы показали, что р21 играет 

значимую роль в ответе опухолевых клеток на химио-
терапию. Его повышенная экспрессия во время воз-
действия на клетки доксорубицином ослабляла эф-
фект препарата – снижалось количество клеток, 
находящихся в блоке клеточного цикла в фазе G2/M, 
и увеличивалось число клеток в фазе G1. В то же вре-
мя отсутствие данного белка приводило к значимому 
увеличению процента клеток, остановивших клеточ-
ный цикл на стадии G2/M. Полученные данные со-
гласуются с результатами более ранних исследований, 

в которых указывается, что р21 является индуктором 
фазы G1 клеточного цикла [23, 24].

Как отмечалось ранее, р21 необходим для поддер-
жания стадии индуцированного старения [5]. Мы так-
же обнаружили, что клетки, в которых экспрессия 
CDKN1A наблюдалась на протяжении всего экспери-
мента, действительно способны к формированию фе-
нотипа клеточного старения. В группах, где р21 отсут-
ствовал либо с  начала, либо начиная со  2-х суток 
эксперимента, стадия старения не детектировалась 
и морфология клеток не изменялась.

Воздействие на опухолевые клетки низкими доза-
ми химиопрепаратов приводит к остановке клеточно-
го цикла, необходимой для репарации повреждений 
ДНК [25, 26]. Данное состояние может в дальнейшем 
перейти в стадию клеточного старения, являющуюся 
защитой клеток от гибели, или, в случае некритиче-
ского уровня повреждений, после устранения повре-
ждений клетки вернутся к делению. Результаты оценки 
способности клеток А549 к возобновлению пролифе-
рации после воздействия на них доксорубицином по-
казали, что гиперэкспрессия CDKN1A во время дейст-
вия препарата ослабляет его эффект и последующее 
«выключение» экспрессии этого гена (группа 2), 
что приводит к возобновлению клеточной пролифе-
рации (см. рис. 4). Однако отсутствие гиперэкспрес-
сии CDKN1A при введении доксорубицина, наоборот, 
усиливает его эффект, и в таком случае последующее 
«выключение» экспрессии этого гена не вызывает воз-
обновления деления, а благоприятствует клеточной 
гибели (группа 1). Поддержание экспрессии CDKN1A 
на протяжении всего эксперимента способствует пе-
реходу клеток в стадию старения, как было отмечено 
выше (группы 3–5). Полученные нами данные подтвер-
ждают результаты исследования C. H. Hsu и соавт., в хо-
де которого выявлено, что высокий уровень белка р21 
на момент воздействия химиопрепаратом и дальней-
шее его снижение после отмывки от препарата приводят 
к пролиферации клеток, а низкий уровень р21 при дейст-
вии ДНК-повреждающим агентом и последующее под-
держание его высокой экспрессии – к развитию ста-
дии старения [12].

Результатом повышенной экспрессии гена CDKN1A 
при воздействии на клетки химиопрепаратом является 
значительное увеличение уровня циклина D. Несмо-
тря на то что в большинстве работ отмечается обрат-
ная корреляция между этими белками [27–30], не-
сколько исследователей получили похожие с нами 
результаты [31–33]. J. Y. Chen и соавт. предложили 
модель, описывающую взаимосвязь уровней р21 и ци-
клина D1 и их влияние на выбор клетки между нео-
братимым арестом клеточного цикла (старение), обра-
тимой остановкой цикла и клеточной пролиферацией. 
Результатом высоких уровней обоих белков является 
старение; если уровень циклина D1 выше, чем р21, 
то клетка «выбирает» пролиферацию, а при низком уров-
не обоих белков наблюдается обратимая остановка 

Рис. 5. Результаты вестерн-блот-анализа уровней р21, циклина D1 
и E2F1 через 24 ч от начала эксперимента. Окраска клеток на GAPDH 
использовалась в  качестве контроля количества внесенных в  гель 
образцов. К – контроль; dox – доксорубицин; А549-р21-КО-tet-K– – 
контрольные клетки без воздействия доксорубицином и доксицикли-
ном; А549-р21-КО-tet-K+ – контрольные клетки без  воздействия 
доксорубицином, но  с  индукцией экспрессии р21; А549-р21-КО-tet-
dox– – клетки, подвергнутые воздействию только доксорубицином; 
А549-р21-КО-tet-dox+ – клетки, подвергнутые воздействию как доксо
рубицином, так и доксициклином
Fig. 5. Results of Western blot of p21, cyclin D and E2F1 protein levels 24 h 
after the  start of  the  experiment. For control of  the  number of  samples 
introduced into the gel, cell staining for GAPDH was used. К – control; dox – 
doxorubicin; А549-р21-КО-tet-K– – control cells without doxorubicin  
and doxycycline; А549-р21-КО-tet-K+ – control cells without doxorubicin 
and doxycycline but with induction of р21 expression; А549-р21-КО-tet-dox– – 
cells with doxorubicin only; А549-р21-КО-tet-dox+ – cells with both 
doxorubicin and doxycycline
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цикла (quiescence). Полученные нами данные в целом 
согласуются с предложенной моделью, за исключени-
ем данных по группе 1, в которой при постоянно низ-
ких уровнях р21 и циклина D1 клетки больше подвер-
гались гибели, чем  возобновляли пролиферацию 
после ареста цикла.

Результаты анализа уровня белка E2F1 – регулятора 
перехода клеточного цикла из стадии G1 в стадию S – 
показали его увеличение под действием доксорубици-
на, что согласуется с данными других работ [21, 34, 35]. 
Мы также обнаружили, что отсутствие экспрессии 
гена CDKN1A приводит к увеличению уровня E2F1; 
при воздействии препаратом дальнейшее повышение 
уровня этого белка не наблюдалось (см. рис. 5). Из-
вестно, что помимо участия в регуляции клеточного 
цикла, E2F1 также способен индуцировать апоптоз 
[34, 36]. Возможно, клеточная гибель, наблюдаемая 

в  группе 1, является E2F1-зависимой, что требует 
дальнейшей проверки.

Заключение
В нашей работе получена сублиния клеток с нока-

утом эндогенного CDKN1A и индуцибельной экспрес-
сией экзогенного CDKN1A. С использованием получен-
ной сублинии мы показали ассоциацию уровней белка 
р21 на момент воздействия на опухолевые клетки док-
сорубицином и после отмывки от препарата с эффек-
тивностью терапии. Высокий уровень белка р21 и его 
последующее снижение приводят к возобновлению 
клетками пролиферации. Результатом отсутствия белка 
на протяжении всего эксперимента является клеточная 
гибель, а поддержание высокого уровня экспрессии 
гена CDKN1A после прекращения воздействия доксо-
рубицином вызывает клеточное старение. 
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