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Белок p66shc, как и его изоформы р52shc и р46shc, является продуктом альтернативного сплайсинга гена
SHC. Изоформы р52shc и р46shc выполняют адапторные функции в сигнальном пути активации белка
Ras, тогда как р66shc принимает участие в регуляции уровня активных форм кислорода в клетке. Геном@
ный нокаут p66shc существенно увеличивает максимальную продолжительность жизни мышей. Белок
р66shc способен перемещаться в митохондрии и повышать внутриклеточный уровень активных форм кис@
лорода, однако механизм участия этого белка в сигнальных путях, регулирующих выживаемость клеток
под действием стресса, остается малоизученным. Белок р66shc вовлечен также в канцерогенез, повыше@
ние его уровня при раке толстого кишечника коррелирует с неблагоприятным прогнозом. В представлен@
ной работе мы использовали РНК@интерференцию с помощью лентивирусных конструкций, экспрессиру@
ющих короткие шпилечные РНК (shRNA), нацеленные на уникальный N@концевой CH2@домен р66shc.
Этот подход позволил специфически подавить синтез изоформы p66, но не p52 и p46, кодируемых геном
SHC1, в клетках RKO рака толстого кишечника. Клетки линии RKO с нокдауном p66shc оказались более
устойчивыми к окислительному стрессу, вызванному перекисью водорода и отсутствием сыворотки. В
этих же клетках наблюдалось значительное снижение фрагментации митохондрий, зависящей от накоп@
ления в них активных форм кислорода при окислительном стрессе. Полученные данные согласуются с ги@
потезой о том, что p66shc участвует в повышении уровня активных форм кислорода в митохондриях и спо@
собствует тем самым индукции апоптоза. 

Ключевые слова: p66shc, активные формы кислорода, митохондрии.

p66shc ACTION ON RESISTANCE OF COLON CARCINOMA RKO CELLS TO OXIDATIVE STRESS,
by E. R. Galimov1, 2, A. S. Sidorenko2, A. V. Tereshkova2, O. Y. Pletyushkina1, B. V. Chernyak1, P. M. Chumakov2, 3, 4*
(1Belozersky Institute of Physico@Chemical Biology, Moscow State University, Moscow 119991 Russia;
2Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow 119991 Russia; 3Novosibirsk
State University, Novosibirsk 630090 Russia; 4Lerner Research Institute, Cleveland 44195 ОН USA; *e@mail:
peter@chumakov.com). p66shc protein is an alternative transcript product of SHC1 gene. While two other
isoforms (р52shc and р46shc) have adaptor function in RAS signaling pathway, p66shc regulates reactive
oxygen species (ROS) level. P66shc genome knockout significantly extends lifespan in mice. Though
p66shc was determined to translocate into mitochondria and led to increase in intracellular ROS, the
mechanism by which the protein take part in signaling pathways that regulates resistance to cellular stress@
es remains poorly studied. P66shc has an important role in carcinogenesis and its increased expression
correlates with poor prognosis in colon cancer. In this work we have applied RNA interference using len@
tiviral constructions that express short hairpin RNA (shRNA) against N@terminal CH2 domain of p66shc
isoform. Using this approach p66 but not p52 and p46 SHC1 isoform expression was selectively suppressed
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; ГАФД – глицеральдегид!3!фосфат!дегидрогеназа; Grb2 – бе!
лок, связывающий рецепторы факторов роста; DCF!DA 2,7 – дихлордигидрофлуоресцеиндиацетат; e3b1 (eps8 SH3 domain!
binding protein) – сигнальный белок, связывающий SH3!домен белка eps8; eps8 – субстрат 8 тирозинкиназных рецепторов
фактора роста эпидермиса; MAPK – протеинкиназы, активируемые митогенами; MnSOD – Mn!зависимая супероксид!
дисмутаза; Rac1 – Ras!подобный субстрат 1 ботулотоксина C3; RAS – онкоген вируса саркомы крыс; REF!1 – редоксфак!
тор!1; Romo1 – белок!модулятор активных форм кислорода 1; shRNA (small hairpin RNA) – короткие РНК, образующие
шпильки; SOS1 (Son of Sevenless) – фактор обмена нуклеотидов.
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Белок р66shc – одна из трех изоформ, кодиру!
емых геном SHC1. Две другие изоформы, p52shc и
p46shc, служат адапторными белками, вовлечен!
ными в передачу сигналов от различных рецептор!
ных тирозинкиназ [1]. В частности, в комплексе с
адапторным белком Grb2 и фактором обмена нук!
леотидов SOS они участвуют в активации малой
GTPазы Ras и запуске MAP!киназного каскада. В
отличие от этих изоформ, p66shc, по!видимому,
не активирует, но, напротив, тормозит MAPK,
конкурируя с p52shc за связывание с Grb2 [2]. По!
мимо доменов, общих для всех продуктов гена
SHC1 (PTB, CH1 и SH2), белок p66shc содержит
уникальный N!концевой домен CH2, а также об!
щий с p52shc домен CB, связывающий цитохром
с. Эти домены не выполняют адапторных функ!
ций, но, как оказалось, необходимы для проокси!
дантного и апоптогенного действия p66shc [2, 3]. 

Геномный нокаут p66shc проводит к увеличе!
нию на 30% продолжительности жизни мышей,
большей устойчивости к окислительному стрессу,
вызванному прооксидантом паракватом, и к за!
щите от различных патологических состояний,
связанных с повышенным образованием актив!
ных форм кислорода (АФК) [4]. На модели эм!
бриональных фибробластов мышей с нокаутом
p66shc установлено, что этот белок необходим для
развития p53!зависимого апоптоза в ответ на об!
работку перекисью водорода [5]. Совокупность
данных, полученных на “нокаутных” мышах,
позволила предложить следующую схему участия
p66shc в выработке АФК и индукции апоптоза.
При развитии окислительного стресса цитоплаз!
матический p66shc перемещается в межмембран!
ное пространство митохондрий, где находится в
комплексе с белками TIM, TOM и mHSP70 [6]. За
счет СВ!домена p66shc взаимодействует с цито!
хромом с, что способствует переносу электрона на
молекулярный кислород, минуя цитохромоксида!
зу, и, в конечном счете, ведет к образованию пере!
киси водорода. Накопление АФК вызывает откры!
тие митохондриальных пор и индукцию апоптоза
[3]. Важную роль в функционировании p66shc иг!
рает фосфорилирование остатка Ser36, необходи!
мое для транспорта этого белка в митохондрии [7].

Белок р66shc может стимулировать образова!
ние АФК и вне митохондрий. В эмбриональных
фибробластах p66shc способствует высвобожде!
нию белка SOS из комплекса с Grb2 и его фосфо!
рилированию в комплексе с белками eps8 и e3b1

[8]. В результате SOS активирует малую GTPазу
Rac1, которая стимулирует образование АФК
NADPH!оксидазами плазматических мембран [9].
При этом митохондрии способны усиливать
Rac1!зависимое образование АФК [10, 11]. Воз!
можно, р66shc способствует координации обра!
зования АФК в митохондриях и на плазматиче!
ской мембране. Известно, что NOX4!изоформа
NADPH!оксидазы локализуется во внутрикле!
точных мембранах, в частности, в митохондриях
[12–14]. Активация митохондриальной NАDPH!
оксидазы также может быть связана с p66shc.

Совсем недавно появились данные о том, что
p66shc участвует в развитии окислительного стрес!
са, вызванного диаллилтрисульфидом, компонен!
том чеснока, обладающим противоопухолевой ак!
тивностью. p66shc способствует накоплению АФК
за счет снижения экспрессии ферритина H и повы!
шения количества свободного железа в клетке [15].

Прооксидантное действие p66shc может до!
полнительно определяться снижением актиокси!
дантной защиты клетки. Так, на культурах транс!
формированных клеток человека показано, что
снижение уровня p66shc приводит к усилению
синтеза антиоксидантных ферментов и факторов,
таких как глутатионпероксидаза (GPX1), Mn!за!
висимая супероксиддисмутаза (MnSOD) и фак!
тор REF!1 [16–18]. Однако в опытах на мышах in
vivo и эмбриональных фибробластах мыши in vitro
установлено, что p66shc не влияет на уровень ан!
тиоксидантных ферментов [3, 19–21]. Можно
предположить, что в нормальных и трансформи!
рованных клетках p66shc!зависимые сигнальные
пути могут различаться, либо существуют разли!
чия между клетками человека и мыши. В этой
связи необходимо отметить еще одно видимое
противоречие, а именно, способность p66shc за!
щищать некоторые трансформированные клетки
от апоптоза. На модели рака молочной железы
показано, что подавление синтеза p66shc усили!
вает цитотоксическое действие гипоксии. Выяс!
нилось, что повышенный при гипоксии уровень
p66shc способствует синтезу белков Notch!3 и
карбоангидразы IX, что характерно для фенотипа
устойчивости к гипоксии [22]. Возможно, подоб!
ные механизмы объясняют положительную кор!
реляцию между уровнем p66shc и неблагоприят!
ным прогнозом при злокачественных опухолях
толстой кишки [23]. Известно, что белок p53, ко!
торый определяет апоптогенные свойства p66shc,

in colon carcinoma RKO cells. RKO cells with p66shc knockdown have shown to be more resistant to oxidative
stress induced by hydrogen peroxide or serum starvation. Fragmentation of mitochondria that depends on mito@
chondrial ROS accumulation during oxidative stress was significantly decreased in this cells. The data obtained
are in agreement with hypothesis that p66shc participates in ROS accumulation in mitochondria and by this means
promotes induction of apoptosis. 

Keywords: p66shc, reactive oxygen species, mitochondria.
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мутирован в 40–60% случаев рака толстой кишки
[24–26]. Вероятно, по этой причине в опухолях тол!
стого кишечника не происходит негативной селек!
ции клеток, продуцирующих p66shc [27]. Повыше!
ние уровня p66shc, а также Rac1 и eps8 часто обнару!
живают и при раке пищевода. Имеются данные и о
том, что p66shc ассоциирован с ускоренной проли!
ферацией и злокачественной трансформацией в
модели эпителиальных клеток человека [28, 29].

В представленной работе с помощью РНК!ин!
терференции получена линия клеток RKO рака
толстой кишки, в которой стабильно и избира!
тельно подавлен синтез изоформы p66shc. Пока!
зано, что в данной модели p66shc ведет себя как
прооксидантный белок, способствующий гибели
клеток в условиях окислительного стресса. Полу!
ченная клеточная модель, а также интерфериру!
ющие лентивирусные конструкции могут исполь!
зоваться для дальнейшего изучения роли p66shc в
регуляции уровня АФК, контроле апоптоза и в
канцерогенезе. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Обратная транскрипция с последующей полиме@
разной цепной реакцией (ОТ@ПЦР). Суммарную
РНК выделяли из клеток RKO с помощью Trizol
(“Invitrogen”). кДНК cинтезировали с помощью
обратной транскриптазы SuperScript II (“Invitro!
gen”). Для получения кДНК p66shc проводили ПЦР
с праймерами: прямым – р66m!cf!dir 5'!CAC!
CTCTAGAATGGATCTTCTACCC, и обратным –
р66m!cf!rev 5'!TGAGATCTAACACTTTCCGATC!
CAC, которые содержали XbaI! и BglII!сайты. 

Лентивирусные конструкции. Лентивирусную
конструкцию, экспрессиирующую изоформу
p66shc, получали лигированием кДНК p66shc в
вектор pLCMV по XbaI! и BamHI!сайтам.

С целью специфического подавления изофор!
мы p66shc в лентивирусный вектор pLSLP встро!
или следующие олигонуклеотиды, представляю!
щие shRNA: 
shRNAp66!1 соответствует нуклеотидам 40–60 в
кДНК изоформы p66shc;
shRNAp66!1!sense: 

5'!catccgtCGGAATGAGTCTCTGTCATCG!
tcaagagCGATGACAGAGACTCATTCCGtttttg;

shRNA!p66!1!antisense:

5'!aattcaaaaaCGGAATGAGTCTCTGTCATCG!
ctcttgaCGATGACAGAGACTCATTCCGacg;

shRNA!p66!2 соответствует нуклеотидам 27–46 в
гене p66shc;
shRNA!p66!2!sense:

5'!catccgtGTACAATCCACTCCGGAATG!
tcaagagCATTCCGGAGTGGATTGTACtttttg;

shRNA!p66!2!antisense:

5'!aattcaaaaaGTACAATCCACTCCGGAATG!
ctcttgaCATTCCGGAGTGGATTGTACacg;

Контрольная shRNA!Con – представлена шпиль!
кой, содержащей случайную последовательность;
sh!Con!sense:

5'!gatccgtTTCTCCGAACGTGTCACGT!
tcaagagACGTGACACGTTCGGAGAAtttttg;

sh!Con!antisense:

5'!aattcaaaaaTTCTCCGAACGTGTCACGT!
ctcttgaACGTGACACGTTCGGAGAAacg.

Получение лентивирусных частиц, заражение и
селекция клеток. Лентивирусные конструкции
вводили с помощью липофекции (Lipofectamin
LTX, “Invitrogen”) в линию клеток 293T вместе с
упаковывающими плазмидами pCMV!deltaR8.2 и
pCMV!VSV!G. Через 24 ч собирали вирусные ча!
стицы и заражали ими клетки!мишени после до!
бавления 5 мкг/мл Polybrene (“Sigma”). Инфици!
рованные клетки отбирали на стандартной среде
с добавлением 1 мкг/мл пуромицина (“Sigma”). 

Измерение активных форм кислорода. За сутки
до исследования клетки рассаживали на шестилу!
ночный планшет по 80000 клеток на лунку. Клет!
ки обрабатывали 900–1200 мкМ перекиси водо!
рода в течение 3 ч или помещали в бессывороточ!
ную среду на 24 ч, после чего добавляли
флуоресцентный краситель DCF!DA (“Sigma”,
10 мкM) и инкубировали в течение 30 мин. После
окрашивания клетки снимали трипсином и ана!
лизировали на проточном флуориметре Beckman
Coulter Epix XL4 (“Beckman Coulter”). Флуорес!
ценцию возбуждали лазером с длиной волны,
равной 488 нм. Эмиссию измеряли при 535 нм.

Измерение выживаемости клеток. Клетки рас!
севали на 96!луночный планшет по 5000 клеток
на лунку. На следующий день добавляли от 600 до
1200 мкМ перекиси водорода, через сутки в лун!
ках заменяли среду (100 мкл) и добавляли 20 мкл
реактива Cell Titer Blue (“Promega”). Через 2 ч
флуоресцентный сигнал измеряли на плашечном
флуориметре. Флуоресценцию возбуждали при
λ = 544 нм, эмиссию измеряли при λ = 590 нм.

Окрашивание митохондрий и оценка степени
дробления митохондрий. Клетки рассевали на
35 мм чашки (по 80000 клеток). На следующий
день добавляли от 600 до 1200 мкМ перекиси во!
дорода и инкубировали в течение 20 ч. Клетки
окрашивали красителем Mitotracker Red (“Molec!
ular probes”, 100 нМ) в атмосфере с 5% СО2 в тече!
ние 15 мин при 37°С. Далее инкубировали в среде
без красителя в тех же условиях в течение 15 мин.
Клетки фотографировали на инвертированном
флуоресцентном микроскопе Leica DMI4000 B.
Содержание клеток с фрагментированными ми!
тохондриями определяли после анализа 200 кле!
ток в каждом опыте.



142

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 1  2012

ГАЛИМОВ и др.

Вестерн@блотинг. Клетки лизировали в буфере
M!PER (“Pierce”), содержащем ингибиторы про!
теаз Complete Mini (“Roche”). Белковые экстрак!
ты (10 мкг суммарного белка) анализировали с по!
мощью электрофореза в денатурирующем 12%!м
полиакриламидном геле (ПААГ). Для детекции
использовали антитела, узнающие все изоформы
белка, кодируемые геном SHC1 (610082, “BD Bio!
sciences”). С целью контроля нагрузки блот окра!
шивали антителами к ГАФД (sc!32233, “Santa
Cruz”). Денситометрический анализ вестерн!
блотов проведен с помощью программы Image J.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Чтобы получить клетки с генетическим нок!
дауном изоформы p66shc создали конструкции на

основе лентивирусного вектора pLSLP [30], экс!
прессирующие две различные короткие шпилеч!
ные РНК (shRNA), нацеленные на CH2!домен
p66shc. Для каждой лентивирусной конструкции
получены вирусные стоки, которыми заражали
клетки RKO рака толстой кишки. Фракцию кле!
ток с интегрированной конструкцией выделяли
путем селекции на среде с пуромицином. Степень
подавления изоформы p66shc определяли с помо!
щью Вестерн!блотинга. Как видно из рис. 1а,
экспрессия shRNAp66!1 приводила к снижению
уровня белка p66shc на 87% от исходного уровня,
а shRNAp66!2 – на 49%. Использованные антите!
ла выявляли также изоформы p52shc и p46shc.
При этом в клетках, экспрессирующих shRNA,
уровень этих белков не изменялся.

Влияние повышенного уровня p66shc оценива!
ли, вводя в клетки RKO лентивирусную конструк!
цию pLCMV!p66shc, в которой область, кодирую!
щая p66shc, находилась под контролем сильного
цитомегаловирусного промотора (CMV!промото!
ра). Контролем служил пустой вектор pLCMV. Ре!
зультаты Вестерн!анализа, представленные на
рис. 1б, указывают на повышение в 4.8 раза уровня
изоформы р66shc в клетках RKO/pLCMV!p66shc.
Отмечено также появление дополнительной по!
лосы, не соответствующей ни одной из изоформ.
Эта полоса образуется, вероятно, в результате ча!
стичной деградации рекомбинантной изоформы
p66shc в экстракте клеток.

В работах [3, 5, 8, 16, 31] на различных клеточ!
ных моделях показано, что изоформа p66shc
участвует в развитии окислительного стресса, ин!
дуцированного рядом факторов. Мы проверили
как влияет снижение или увеличение содержания
p66shc на внутриклеточный уровень АФК в ответ
на окислительную нагрузку в клетках RKO. Окис!
лительный стресс индуцировали с использовани!
ем обработки перекисью водорода. Подобная об!
работка, как показано ранее, сопровождается вы!
работкой АФК в митохондриях. Антиоксиданты
SkQ, направленные в митохондрии, предотвраща!
ют накопление АФК и последующий апоптоз кле!
ток, обработанных перекисью водорода [32–35].
При добавлении перекиси водорода в клетках
RKO наблюдалось медленное повышение уровня
эндогенных АФК (измеренное с помощью ре!
докс!чувствительного флуоресцентного индика!
тора DCF!DA методом проточной цитометрии),
которое достигало максимума за 2–3 ч (не показа!
но). В клетках c повышенным уровнем p66shc
усиливалась продукция эндогенных АФК, в то
время как в клетках с подавленным синтезом
p66shc образование эндогенных АФК было значи!
тельно снижено (рис. 2а, б). Аналогичные резуль!
таты получены на двух линиях клеток, экспрес!
сирующих shRNAр66!1 и shRNAр66!2. При по!
давлении изоформы p66shc достоверно снижался

а

б

Количество
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1 0.51 0.13

ГАФД

р66
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р46

sh!C shр66!2 shр66!1

V

1 4.8Количество
р66, отн.ед.

ГАФД

р66

р52

р46
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Рис. 1. Иммуноблотинг белков – продуктов гена
SHC1, в стабильных сублиниях клеток RKO. а – Клет!
ки, полученные с помощью лентивирусного введения
контрольной shRNA – shRNA!C и shRNA – против
CH2!домена p66shc – shRNAp66!1 и shRNAp66!2.
Содержание p66shc указано относительно контроль!
ной линии клеток, экспрессирующей shRNA!C. б –
Клетки, полученные с помощью лентивирусного вве!
дения конструкции, экспрессирующей p66. Содержа!
ние p66shc указано относительно контрольной линии
клеток, экспрессирующей пустой вектор pLCMV (V). 
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уровень АФК в клетках, не обработанных переки!
сью водорода (рис. 2б). 

Мы также оценили влияние изоформы p66shc
на клетки, культивируемые на среде без сыворот!
ки. Попадание клеток в бессывороточную среду
сопровождается окислительным стрессом, обу!
словленным выработкой эндогенных АФК, до
уровней, вызываемых обработкой перекисью во!
дорода, что может приводить к запуску внутрен!
него пути развития апоптоза [36–38]. Показано,
что по крайней мере часть АФК вырабатываются
в митохондриях, и они связаны с активностью
митохондриального белка Romo1 [39]. Подавле!
ние синтеза p66shc приводило к снижению на
26% уровня АФК в клетках, подвергнутых окис!
лительному стрессу, вызванному культивирова!
нием в среде без сыворотки (рис. 2в).

Одним из ранних маркеров окислительного
стресса считается фрагментация митохондрий . В
покое митохондрии имеют, как правило, вытяну!
тую форму и образуют разветвленную сеть [40].
Окислительный стресс, вызванный перекисью
водорода, приводит к фрагментации митохон!
дриальной сети в линии клеток RKO. Отмечено

последовательное набухание митохондрий и их
фрагментация, после чего митохондрии распада!
лись на множество шарообразных структур (рис. 3б,
отмечено стрелкой). Эти процессы наблюдались
при сублетальных дозах перекиси водорода, когда
гибель клеток не превышала 20–25% (рис. 4б).

В необработанных перекисью водорода клет!
ках, экспрессирующих либо контрольнyю shRNA,
либо shRNAр66, не отмечено изменений в мито!
хондриальной сети (рис. 3а, в). Фрагментация
митохондрий значительно реже наблюдалась в
клетках с подавленным синтезом изоформы
p66shc, которые обработали умеренной дозой пе!
рекиси водорода (до 800 мкM), чем в контроль!
ных клетках (рис. 4а). При повышении концен!
трации перекиси водорода до 1000 мкM число
клеток с фрагментированными митохондриями
резко возрастало, а защитный эффект нокдауна
p66shc пропадал. Возможно, в этих условиях ос!
новной причиной фрагментации митохондрий
служило не накопление АФК, а снижение мем!
бранного потенциала. Известно, что антиокси!
данты, направленные в митохондрии, предотвра!
щают фрагментацию митохондрий в клетках, об!
работанных перекисью водорода, значительно
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Рис. 2. р66shc действует как прооксидантный белок в клетках RKO. а – Уровень флуоресценции DCFDA в клетках, не
обработанных и обработанных перекисью водорода в указанных концентрациях в течение 3 ч. Клеткам с контрольным
вектором pLCMV соответствуют светлые столбцы, клеткам, сверхэкспрессирующим p66, – темные столбцы. б – Уро!
вень флуоресценции DCFDA в клетках, обработанных перекисью водорода в указанных концентрациях в течение 3 ч.
Клеткам с контрольной shRNA (sh!C) соответствуют светлые столбцы, клеткам, экспрессирующим shRNAp66!1, –
черные столбцы. в – Уровень флуоресценции DCFDA в клетках, культивируемых в бессывороточной среде в течение
24 ч. Клеткам с контрольной shRNA (sh!C) соответствуют светлые столбцы; клеткам, экспрессирующим shRNAp66!2, –
черные столбцы. Представлены средние значения интенсивности флуоресценции DCFDA, измеренные параллельно
в трех культурах клеток. Показаны значения стандартного отклонения; *p < 0.05, значимые различия между указанны!
ми группами определены с помощью парного T!теста. Данные воспроизведены в трех независимых опытах. 
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быстрее, чем в них накапливаются АФК, а затем
индуцируется апоптоз [35, 42]. Антиоксиданты,
направленные в митохондрии, так же как и нок!
даун p66shc, не защищали митохондрии, подверг!
нутые воздействию повышенных концентраций
перекиси водорода. Эти данные указывают на то,
что фрагментация митохондриальной сети при
окислительном стрессе зависит от накопления
АФК в митохондриях.

Ранее установили, что генный нокаут p66shc у
мышей приводит к повышению устойчивости кле!
ток к окислительному стрессу [3, 5, 43–45]. Мы по!
казали, что снижение уровня изоформы p66shc в
клетках RKO человека значительно повышает их
устойчивость к токсическому действию перекиси
водорода (рис. 5). Этот эффект согласуется со
снижением окислительного стресса, индуциро!
ванного перекисью водорода в клетках. Защит!
ный эффект нокдауна p66shc может быть связан с
активацией NF!kB, как это показано на клетках
пигментного эпителия сетчатки человека [16]. На

культурах клеток человека показано, что p66shc
может участвовать в запуске апоптоза как на p53!
зависимой, так и на p53!независимой модели
[46]. Молекулярные пути, приводящие к гибели
клеток RKO при окислительном стрессе, состав!
ляет предмет наших дальнейших исследований.

Таким образом, на основании анализа измене!
ний уровней эндогенных АФК, фрагментации
митохондрий и выживаемости клеток можно сде!
лать заключение, что изоформа p66shc действует
как прооксидантный белок, способствующий ги!
бели клеток рака толстой кишки при окислитель!
ном стрессе. Полученные данные подтверждают
предположение о том, что прооксидантное дей!
ствие изоформы p66shc связано с избыточной
продукцией АФК в митохондриях. Уровень белка
р66shc в клетках RKO может определять их устой!
чивость к окислительному стрессу, а также то по!
роговое значение, за которым следует запуск не!
обратимого каскада процессов апоптоза. Более
детальное понимание роли p66shc в физиологии
этих клеток может способствовать созданию эф!
фективных подходов к диагностике и терапии
злокачественных новообразований и, в частно!
сти, рака толстой кишки.

Авторы благодарны В.П. Скулачеву за полез!
ное обсуждение результатов и существенную по!
мощь в планировании экспериментов. 
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