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НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ АКТИВАТОРЫ р53 – ВЛИЯНИЕ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 
И СЕКРЕЦИЮ ЦИТОКИНОВ 

Е.А. Змиевская, Р.М. Саярова, А.Х. Валиуллина, Э.Р. Булатов 

Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия 

р53 известен как онкосупрессорный белок и транскрипционный фактор, играющий ключевую 
роль в защите клетки против рака. В ответ на различные виды клеточного стресса активация р53 может 
привести как к остановке клеточного цикла, так и к индукции апоптоза. Е3убиквитин-лигаза MDM2, нега-
тивный регулятор белка р53, путем убиквитинирования способствует его протеасомальной деградации. 
Широко известен низкомолекулярный ингибитор MDM2 — Nutlin-3a, способный блокировать действие 
MDM2, таким образом, активируя р53. Целью нашего исследования являлось определение влияния сти-
муляторов иммунного ответа (форбол-12-миристат-13-ацетата, фитогемагглютинина, конканавалина А и 
липополисахарида) в комбинации с Nutlin-3a на р53-зависимые процессы неспецифической активации 
мононуклеарных клеток периферической крови человека (МКПК). Материалы и методы: Выделение 
МКПК проводилось по методу осаждения на градиенте фиколла, клетки инкубировались в присутствии 
стимуляторов и Nutlin-3a в течении суток. Затем методами ОТ-ПЦР в реальном времени и ИФА (Вектор-
бест) проводилось определение уровня экспрессии и секреции ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИФН-гамма, ФНО-
альфа. В результате обнаружено, что добавление высокоселективного активатора р53 (Nutlin-3a) к не-
специфически активированным МКПК приводит к выраженному изменению уровня экспрессии и секре-
ции основных регуляторных цитокинов, аналогично действуя и при отсутствии активации. Во всех случа-
ях явно прослеживается тенденция к повышению экспрессии генов и секреции цитокинов вне зависимо-
сти от их функциональной роли в иммунном ответе. Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-34-00702. 

Ключевые слова: p53, иммунный ответ, Nutlin-3a, регуляция иммунного ответа. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМОВ ВОССТАНОВЛЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ  
АКТИВНОСТИ р53 С МУТАЦИЕЙ Y220C ПРИ ПОМОЩИ НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ  
СТАБИЛИЗАТОРОВ 

Р.М. Саярова, Р.Н. Мингалеева, Р.Р. Хадиуллина, А. Хамад, В.В. Часов, Р.Ф. Хайруллин, Р.Р. Мифтахова, 
А.А. Ризванов, Э.Р. Булатов 

Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия 

Онкосупрессорный белок р53 мутирован примерно в 50% случаев опухолевых заболеваний чело-
века. Онкогенная миссенс-мутация Y220C является девятой наиболее распространенной для р53 и встре-
чается в 100 тысячах случаев регистрируемых опухолевых заболеваний ежегодно. Подобная мутация 
приводит к частичной денатурации третичной структуры р53, нарушая его транскрипционную актив-
ность. Однако, восстановить функциональную активность р53(Y220C) мутанта в опухолевых клетках воз-
можно с помощью селективных низкомолекулярных реактиваторов. В рамках данного проекта в колла-
борации с научным коллективом из университета Саутгемптона (Великобритания) было разработано 
низкомолекулярное соединение MB725, на данный момент представляющее собой самый активный 
стабилизатор p53(Y220C) мутанта из всех известных. Для исследования восстановления утраченной 
функциональной активности р53(Y220C) мутанта в опухолевых клетках посредством воздействия селек-
тивных низкомолекулярных реактиваторов мы используем современные междисциплинарыне методы и 
подходы, включая органический синтез, методы структурной, клеточной и молекулярной биологии. Кле-
точная линия p53-/- MCF7 и мутантная p53(Y220C) линия были получены с помощью технологии редак-
тирования генома CRISPR/Cas9. Цитотоксичный эффект исследуемых веществ был оценен методом коло-
риметрического MTS-теста. Кроме этого, была определена аффинность взаимодействия (Kd) МВ725 и его 
аналогов с рекомбинантным белком p53 и p53(Y220C) мутантом методом поверхностного плазмонного 
резонанса. Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 
18-34-00702. 

Ключевые слова: низкомолекулярные реактиваторы, р53, онкология, мутация. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЕ АКТИВАТОРОВ р53 НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ  
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 

Ю.В. Игнатьев, Р.М. Саярова, А.А. Ризванов, Э.Р. Булатов 

Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия 

Транскрипционный фактор р53 представляет собой онкосупрессорный белок, который активиру-
ется в ответ на различные типы клеточного стресса и является ключевым в защите клетки против рака. 
При этом p53 регулирует экспрессию генов, белковые продукты которых приводят к остановке клеточно-
го цикла, старению или апоптозу. В большинстве опухолей наблюдается инактивация p53, одной из при-
чин которой может быть сверхэкспрессия негативных регуляторов p53 – к примеру, Е3 убиквитин-лигазы 
MDM2. В норме, при отсутствии клеточного стресса, происходит убиквитинирование p53 с последующей 
протеосомальной деградацией. Активную роль при этом играет белок MDM2, сверхэкспрессия которого 
нарушает процесс р53-опосредованной клеточной гибели опухолевых клеток. Применение селективных 
низкомолекулярных ингибиторов белок-белкового взаимодействия р53-MDM2, блокирующих MDM2, 
позволяет повысить уровень р53 в клетке и активировать его транскрипционные функции. Целью данно-
го проекта является изучение биологических свойств комплекса на основе химического каркаса основа-
ний Шиффа изатина с медью(II), представляющих собой ингибиторы взаимодействия р53-MDM2. Для 
определения жизнеспособности опухолевых клеток линии аденокарциномы молочной железы MCF-7 с 
p53 дикого типа и нокаутной линии MCF-7(p53-/-) был использован колориметрический MTS-тест и био-
сенсорный клеточный анализатор xCELLigence (ACEA Biosciences, США) для анализа пролиферативной 
активности клеток в режиме реального времени. Количественный анализ изменения уровня экспрессии 
р53-зависимых генов PUMA, MDM2, CDKN1A(p21) и белка р53 в опухолевых клетках под воздействием 
исследуемого вещества проводился методом ОТ-ПЦР в реальном времени и иммунноблотинга соответ-
ственно. Также была проведена оценка уровня апоптоза в опухолевых клетках под воздействием инги-
битора MDM2 с помощью проточной флуориметрии. В результате было показано, что комплекс основа-
ния Шиффа изатина с медью с большей селективностью действует на клетки с р53 дикого типа, приводя 
к его активации, что подтверждает предполагаемый механизм действия в качестве ингибитора MDM2. 
Исследуемое вещество оказывает цитотоксическое действие, вызывая апоптоз опухолевых клеток. Ис-
следование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта №18-34-00702. 

Ключевые слова: активаторы, р53, онкология, MDM2. 
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