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Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûì, â ñîñòàâ ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà åñòåñòâåííûõ
êèëëåðîâ (ÅÊ) ìûøåé âõîäèò ëàìèíèí, àíòèòåëà ê êîòîðîìó áëîêèðóþò ÅÊ-àêòèâíîñòü (ÅÊÀ) íåçàâèñè-
ìî îò ïðèñóòñòâèÿ êîìïëåìåíòà. Ïðåèíêóáàöèÿ ñïëåíîöèòîâ ìûøåé ñ àíòèëàìèíèíîâîé ñûâîðîòêîé
ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ ÅÊÀ ñïëåíîöèòîâ â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê-ìèøåíåé (ÊÌ), ïðè÷åì â îò-
íîøåíèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ãåïàòîìû êðûñû HTC íàáëþäàëîñü äâóêðàòíîå ñíèæåíèå ÅÊÀ, à â îò-
íîøåíèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ýðèòðîáëàñòîçà ÷åëîâåêà K562 — â 10 ðàç. Ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöè-
òîâ íîðìàëüíîé íåèììóííîé ñûâîðîòêîé íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ÅÊÀ. Ñîâñåì èíóþ êàðòèíó íàáëþ-
äàëè ïðè ïðåèíêóáàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ àíòèëàìèíèíîâîé ñûâîðîòêîé: ïðåäîáðàáîòêà ÊÌ K562
ïðèâîäèëà ê äâóêðàòíîìó óìåíüøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê ÅÊ-ëèçèñó, à ïðåäîáðàáîòêà ÊÌ
ÍÒÑ, íàîáîðîò, äåëàëà èõ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè (â 2 ðàçà) ê ÅÊ-ëèçèñó. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëå-
íèå áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ÊÌ ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì ñ àíòèëàìèíèíîâîé èììó-
íîñûâîðîòêîé îáíàðóæèëè ïðèñóòñòâèå ëàìèíèíà íà ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ êëåòîê HTC, èäåíòèôè-
öèðîâàííîãî ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè êàê ëàìèíèí-8/9, òîãäà êàê íà êëåòêàõ K562 ëàìèíèíà âûÿâ-
ëåíî íå áûëî. Ïðåèíêóáàöèÿ ñïëåíîöèòîâ ñ ëàìèíèíîì íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ÅÊÀ â îòíîøåíèè ê
ÊÌ K562 è HTC. Ïðåäîáðàáîòêà ëàìèíèíîì ÊÌ K562 è HTC ñíèæàëà ÅÊÀ äî íóëÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î íåñîìíåííîì ó÷àñòèè ëàìèíèíà è ðåöåïòîðîâ ê íåìó â öèòîëèçå ÊÌ ïîñðåäñò-
âîì ÅÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: åñòåñòâåííûå êèëëåðû, êàíöåðîãåíåç, ñïëåíîöèòû, ëàìèíèí, ðåöåïòîðû ê ëà-
ìèíèíó.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÅÊ — åñòåñòâåííûå êèëëåðû, ÅÊÀ — àêòèâíîñòü åñòåñòâåííûõ êèëëå-
ðîâ, ÊÌ — êëåòêè-ìèøåíè, ÊÝ — êëåòêè-ýôôåêòîðû.

Â ïîñëåäíèå ãîäû îïóáëèêîâàíî áîëüøîå êîëè÷åñò-
âî ðàáîò î ïðèðîäå ñòðóêòóð íà ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ
êëåòîê, ðàñïîçíàâàåìûõ êëåòêàìè èììóííîé ñèñòåìû, â
÷àñòíîñòè åñòåñòâåííûìè êèëëåðàìè (ÅÊ) (Takeda, Oku-
mura, 2004; Lanier, 2005). ÅÊ èãðàþò ðîëü ïåðâîé ëèíèè
çàùèòû îðãàíèçìà îò îïóõîëåâûõ, èíôèöèðîâàííûõ âè-
ðóñàìè è äðóãèõ àááåðàíòíûõ êëåòîê, íå íóæäàÿñü ïðè
ýòîì â êàêîé-ëèáî ñåíñèáèëèçàöèè. Îäíàêî äî ñèõ ïîð
îñòàåòñÿ íåäîñòàòî÷íî èññëåäîâàííûì âîïðîñ î ñòðîåíèè
ðàñïîçíàþùåãî ðåöåïòîðà ÅÊ. Îäíèì èç âîçìîæíûõ êîì-
ïîíåíòîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ ýòîãî ðåöåïòîðà, ÿâëÿåòñÿ
ëàìèíèí — ãëèêîïðîòåèí âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, òåñíî
àññîöèèðîâàííûé ñ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê
ïîñðåäñòâîì ìîëåêóë àäãåçèè — èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ è äðóãèõ ëàìèíèíñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, «îïóõîëåâûé» ëàìèíèí è åãî óãëåâîäíûå êîìïî-
íåíòû â îñîáåííîñòè ìîãóò îêàçàòüñÿ òîé ñòðóêòóðîé,
êîòîðàÿ ðàñïîçíàåòñÿ ÅÊ íà êëåòêàõ-ìèøåíÿõ (ÊÌ) (Lay-
bourn, 1989; Ìàíñêèõ, 2006).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ãåïàòîìû Çàé-
äåëà êðûñû ñèíòåçèðóþò ëàìèíèí, êîòîðûé ëîêàëèçóåòñÿ
íà âíåøíåé ìåìáðàíå ãåïàòîìíûõ êëåòîê è ìîæåò áûòü
âûÿâëåí êàê îïóõîëåàññîöèèðîâàííûé àíòèãåí (Òþðÿåâà
è äð., 2005à). Ëàìèíèí èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ïðî-
ëèôåðàöèè ãåïàòîöèòîâ, ñòàíîâëåíèè àðõèòåêòóðû ïå÷åíè
è åå âàñêóëÿðèçàöèè. Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ çäîðî-

âîé âçðîñëîé ïå÷åíè ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå áàçàëüíûõ ìåìá-
ðàí è ñîîòâåòñòâåííî ëàìèíèíà ìåæäó áåëêàìè ãåïàòîöè-
òîâ è êàïèëëÿðàìè (ñèíóñîèäàìè) ïå÷åíè, ÷òî äèêòóåòñÿ
íåîáõîäèìîñòüþ â áûñòðîì äâóíàïðàâëåííîì îáìåíå ìàê-
ðîìîëåêóë ìåæäó ïëàçìîé è ãåïàòîöèòàìè (Martinez-Her-
nandez, Amenta, 1993, 1995). Îäíàêî ïðè ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ ïðîöåññàõ â ïå÷åíè â ïåðèîä ýìáðèîíàëüíîãî, ðàí-
íåãî ïîñòýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ è ïðè ðåïàðàòèâíûõ
ñîáûòèÿõ ëàìèíèí îáíàðóæèâàåòñÿ (Kato et al., 1992; We-
wer et al., 1992; Martinez-Hernandez, Amenta, 1995; Amen-
ta, Harrison, 1998). Ãåïàòîêàíöåðîãåíåç òàêæå àññîöèè-
ðóåòñÿ ñ ñèíòåçîì ëàìèíèíà, êîòîðûé íàõîäÿò êàê â ïðå-
íåîïëàñòè÷åñêèõ óçåëêàõ, òàê è â óæå ñôîðìèðîâàâøèõñÿ
ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ îïóõîëÿõ (Albrechtsen et al., 1988;
Rescan et al., 1990). Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäèìîìó, îáåñïå-
÷èâàåòñÿ ìèêðîîêðóæåíèå, íåîáõîäèìîå êëåòêàì äëÿ ïðî-
ëèôåðàöèè è, âîçìîæíî, âûïîëíåíèÿ äðóãèõ ôóíêöèé,
ñâÿçàííûõ ñ èõ æèçíåäåÿòåëüíîñòüþ. Íåñîìíåííûé èíòå-
ðåñ ïðåäñòàâëÿåò ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå ïîÿâëåíèÿ ëà-
ìèíèíà êàê îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî àíòèãåíà íà ïî-
âåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ãåïàòîöåëëþëÿðíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ïðè îòñóòñòâèè åãî â íîðìàëüíûõ èíòàêòíûõ
ãåïàòîöèòàõ è ÿâëÿþùåãîñÿ îðãàíîñïåöèôè÷åñêèì äëÿ
ïî÷åê êðûñ (Òþðÿåâà è äð., 2005á).

Ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî âûÿñíåíèå
ó÷àñòèÿ ëàìèíèíà è ðåöåïòîðîâ ê íåìó â ðàñïîçíàâàíèè
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è ëèçèñå ÅÊ ãåïàòîìíûõ êëåòîê êðûñû. Îáúåêòàìè èññëå-
äîâàíèÿ áûëè âûáðàíû äâå êëåòî÷íûå ëèíèè, îäíà èç êî-
òîðûõ (ãåïàòîìà HTC êðûñû) èìåëà íà ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê ëàìèíèí, à äðóãàÿ (K562) — íåò.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Îïûòû ïðîâîäèëè íà ìûøàõ ëèíèè C3HA (ïèòîìíèê
«Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ). Êëåòî÷íûå êóëüòóðû ãåïàòîìû HTC
êðûñû è K562 ÷åëîâåêà ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîë-
ëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).

Àíòèëàìèíèíîâóþ èììóíîñûâîðîòêó ïîëó÷àëè ïó-
òåì èììóíèçàöèè êðîëèêîâ ïðåïàðàòîì ëàìèíèíà-1 (ëþ-
áåçíî ïðåäîñòàâëåííûì ïðîô. Ã. Ï. Ïèíàåâûì, Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ). Ëàìèíèí-1 áûë âûäåëåí èç Engelbreth-
Holm-Sworm (EHS) ñàðêîìû ìûøè (Palm, Furcht, 1983) è
ââåäåí êðîëèêàì â ñìåñè ñ àäúþâàíòîì Ôðåéíäà. Ôðàê-
öèþ èììóíîãëîáóëèíîâ G èç ïîëó÷åííîé èììóíîñûâî-
ðîòêè âûäåëÿëè ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà êî-
ëîíêå áåëîê À-àãàðîçà (Èâàíîâ, 1982; Òåðþêîâà, Èâàíîâ,
1993). Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé òàêèì æå îáðàçîì áûëà
î÷èùåíà ôðàêöèÿ IgG èç íîðìàëüíîé ñûâîðîòêè èíòàêò-
íîãî êðîëèêà. Â äàëüíåéøåì âñå ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû
àíòèòåë (ôðàêöèè IgG) áóäåì íàçûâàòü èììóíîñûâîðîò-
êàìè.

Ôðàêöèþ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû
Çàéäåëà è ãåïàòîöèòîâ êðûñ ïîëó÷àëè ïî ìåòîäó Õåôôíå-
ðà ñ ñîòðóäíèêàìè (Haeffner et al., 1980). Êîíöåíòðàöèþ
ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî áåëêà è áåëêà â ðàñòâîðå äåòåðãåí-
òà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ìàðêâåëëà ñ ñîòðóäíèêàìè
(Markwell et al., 1978).

Áåëêè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí áûëè ïîäâåðãíóòû
ýëåêòðîôîðåçó â 5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ)
â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (Laemmli, 1970).
Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èñïîëüçîâà-
ëè íàáîð ìàðêåðîâ (Sigma, ÑØÀ): ìèîçèí êðîëèêà —
205 êÄà, â-ãàëàêòîçó E. coli — 116, ôîñôîðèëàçó b — 97.4,
ñûâîðîòî÷íûé áû÷èé àëüáóìèí — 66, îâàëüáóìèí — 45,
è êàðáîàíãèäðàçó — 29 êÄà.

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ôîðåçà ãåëü ïåðåíîñèëè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó ñ ðàçìåðîì ïîð 0.45 ìêì (Amer-
sham, Øâåöèÿ) è îñóùåñòâëÿëè ïåðåíîñ áåëêîâ â òå÷åíèå
2 ÷ ïðè íàïðÿæåíèè 100—300 Â è ñèëå òîêà 500 ìÀ.
Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó îêðàøèâàëè Ïîíñî Ñ. Ìåñòà íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ íèòðîöåëëþëîçîé áëîêèðîâàëè 3%-íûì
ñóõèì ìîëîêîì íà 20 ìÌ Òðèñ-áóôåðå ñî 150 ìÌ NaCl,
pH 7. Äàëåå ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñ èììóíîñûâîðîò-
êîé, â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòè-
òåëà ïðîòèâ êðîëè÷üèõ IgG, êîíúþãèðîâàííûå ñî ùåëî÷-
íîé ôîñôàòàçîé (Sigma, ÑØÀ).

Áåëêîâûå ïîëîñû, ðàçäåëåííûå â 5%-íîì ÏÀÀÃ, áûëè
âèçóàëèçèðîâàíû îêðàøèâàíèåì Coomassie Brilliant Blue
R250, âûðåçàíû èç ãåëÿ è ïîäãîòîâëåíû äëÿ ìàññ-ñïåêò-
ðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà (Shevchenko et al., 1996), êîòî-
ðûé ïðîâîäèëè íà ìàññ-ñïåêòðîìåòðå MALDI TOF Bruker
reflex IV â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðåôëåêòðîíà. Ïîëó÷åííûå ïåïòèäíûå ñïåêòðû îáðà-
áàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîèñêîâîé áàçû SwissPROT
(http://prospector.ucsf.edu).

Êëåòêè-ýôôåêòîðû (ÊÝ) ïîëó÷àëè èç ñåëåçåíêè èí-
òàêòíûõ ìûøåé. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñóñïåíçèè ñïëåíî-
öèòîâ ñåëåçåíêó òùàòåëüíî èçìåëü÷àëè íîæíèöàìè, à çà-
òåì ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå Èãëà, ïðîïóñêàÿ ÷åðåç èãëû

óìåíüøàþùåãîñÿ äèàìåòðà. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôè-
ëüòðîâàëè ÷åðåç 2 ñëîÿ ìàðëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
200 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ýðèòðîöèòû èç îñàäêà êëåòîê óäà-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà. Äëÿ ýòîãî îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1.8 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, ÷å-
ðåç 20 ñ äîáàâëÿëè 0.2 ìë 10-êðàòíîãî ðàñòâîðà Õåíêñà è
1.8 ìë ñðåäû Èãëà äëÿ âûðàâíèâàíèÿ îñìîòè÷íîñòè ðàñ-
òâîðà. Çàòåì îïÿòü ôèëüòðîâàëè ÷åðåç 2 ñëîÿ ìàðëè è ñóñ-
ïåíçèþ ñïëåíîöèòîâ îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
200 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ñïëåíîöèòîâ
ðåñóñïåíäèðîâàëè â òàê íàçûâàåìîé ïîëíîé ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé RPMI-1640, 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè, èíàêòèâèðîâàííîé íàãðåâàíèåì, 20 ìÌ HEPES,
pH 7.3, 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è 5 ìêã/ìë ÐÍÊàçû. Ïîä-
ñ÷åò ñïëåíîöèòîâ â èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè ïðîâîäèëè â
êàìåðå Ãîðÿåâà.

Â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå â êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøå-
íåé (ÊÌ) èñïîëüçîâàëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòî÷íûå ëè-
íèè ýðèòðîáëàñòîçà ÷åëîâåêà K562 è ãåïàòîìû HTC êðû-
ñû. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ÊÝ èëè ÊÌ ïðåèíêóáèðîâàëè ñ
ëàìèíèíîì (30 ìêã ëàìèíèíà íà 5�105 êëåòîê â 1 ìë ñðå-
äû) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè äâàæäû îò-
ìûâàëè îò ëàìèíèíà è èñïîëüçîâàëè â öèòîòîêñè÷åñêîì
òåñòå. Ïðåäîáðàáîòêó ÊÌ è ÊÝ àíòèëàìèíèíîâîé èëè
íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
30 ìèí â êîíå÷íîì ðàçâåäåíèè 1 : 200. Çàòåì, êàê è â ñëó-
÷àå ñ ëàìèíèíîì, êëåòêè îòìûâàëè îò ñûâîðîòêè ïåðåä
ïðîâåäåíèåì äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ åñòåñòâåííîé êèëëåðíîé àêòèâíîñòè
ñïëåíîöèòîâ èñïîëüçîâàëè 3H-óðèäèíîâûé öèòîòîêñè÷å-
ñêèé òåñò (Hashimoto, Sudo, 1971) â ìîäèôèêàöèè Ðûêî-
âîé ñ ñîàâòîðàìè (1981). ÊÌ ìåòèëè 3H-óðèäèíîì (óäåëü-
íàÿ àêòèâíîñòü 999�106 Áê/ìîëü). Âî ôëàêîí, ñîäåðæàùèé
(2—3)�106 êëåòîê, äîáàâëÿëè 2�105 Áê èçîòîïà è èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí â ñðåäå
Èãëà è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå. Ïîñëå 2-÷àñî-
âîé èíêóáàöèè â ñðåäå áåç èçîòîïà êëåòêè âíîâü îòìûâà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí â ñðå-
äå Èãëà, ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ñðåäå, ïîäñ÷èòûâàëè
â êàìåðå Ãîðÿåâà è ðàçâîäèëè äî íóæíîé êîíöåíòðàöèè.

Êàæäûé âàðèàíò îïûòà âûïîëíÿëè â 3—6 ïîâòîðíî-
ñòÿõ â ïëàñòèêîâûõ 96-ëóíî÷íûõ êðóãëîäîííûõ ïëàíøå-
òàõ äëÿ èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé. Â êàæäóþ ëóíêó âíî-
ñèëè ïî 0.1 ìë ñóñïåíçèè ÊÝ (0.2�106 êëåòîê) è ïî 0.1 ìë
ñóñïåíçèè ìå÷åíûõ êëåòîê K562 èëè HTC (104 êëå-
òîê), ò. å. ñîîòíîøåíèå ýôôåêòîðîâ è ìèøåíåé ñîñòàâëÿëî
20 : 1. Â êîíòðîëüíûå ïðîáû âìåñòî ñïëåíîöèòîâ âíîñèëè
ïî 0.1 ìë ïîëíîé ñðåäû. Èíêóáàöèþ ïðîá ïðîâîäèëè â òå-
÷åíèå 18 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2.

Ïîñëå èíêóáàöèè ñîäåðæèìîå ëóíîê ïåðåíîñèëè íà
áóìàæíûå ôèëüòðû, ïðîìûâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî ôèçèî-
ëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì, 5%-íîé ÒÕÓ, 96%-íûì ýòàíîëîì
è âûñóøèâàëè. Ðàäèîàêòèâíîñòü èçìåðÿëè â ñöèíòèëëÿ-
öèîííîì ñ÷åò÷èêå LS8100 (Beckman). Óðîâåíü åñòåñòâåí-
íîé êèëëåðíîé àêòèâíîñòè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ öèòî-
òîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ), îòðàæàþùåãî äîëþ ïîãèá-
øèõ êëåòîê â ïðîöåíòàõ.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè ìåìáðàííî-ñâÿçàííîãî ëàìèíèíà,
àññîöèèðîâàííîãî ñ ãåïàòîöåëëþëÿðíûìè îïóõîëÿìè,
áûëà ïîëó÷åíà ñïåöèôè÷åñêàÿ èììóíîñûâîðîòêà ïóòåì
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èììóíèçàöèè êðîëèêîâ ïðåïàðàòàìè ëàìèíèíà-1, îõàðàê-
òåðèçîâàííàÿ íàìè ðàíåå (Òþðÿåâà è äð., 2005à). Ïîëó-
÷åííûå àíòèòåëà ðåàãèðîâàëè ñ ñóáúåäèíèöàìè ëàìèíè-
íà-1, à â ñîñòàâå ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ãåïàòîìû Çàé-
äåëà îáíàðóæèâàëè âçàèìîäåéñòâèå ñ áåëêîâîé ïîëîñîé
íà óðîâíå 200 êÄà, ñîîòâåòñòâóþùåé ñóáúåäèíèöàì ëà-
ìèíèíà (Òþðÿåâà è äð., 2005á).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü ó÷àñòèå ëàìèíèíà, àññîöèè-
ðîâàííîãî ñ êëåòêàìè ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ îïóõîëåé, ñ
îäíîé ñòîðîíû, è ðåöåïòîðîâ ê íåìó ó ÅÊ äëÿ ðàñïîçíàâà-
íèÿ è ëèçèñà îïóõîëåâûõ êëåòîê — ñ äðóãîé, íåîáõîäè-
ìî áûëî ïåðåéòè îò ïåðåâèâàåìîé îïóõîëè Çàéäåëà ê êëå-
òî÷íîé êóëüòóðå, ïîñêîëüêó àíàëèç öèòîòîêñè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì 3H-óðèäèíà (Hashimoto, Sudo,
1971) íà ìîäåëè ïåðåâèâàåìûõ è ñïîíòàííûõ îïóõîëåé
íåâîçìîæåí (êëåòêè òàêèõ îïóõîëåé ïî÷òè íå âêëþ÷àþò
èçîòîïíóþ ìåòêó 3H-óðèäèí). Äëÿ èçó÷åíèÿ áûëà âûáðà-
íà êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà äðóãîé ãåïàòîìû êðûñû — ãåïàòî-
ìû HTC. Â êà÷åñòâå êëåòîê, íå íåñóùèõ, ñóäÿ ïî ëèòåðà-
òóðíûì äàííûì, íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ëàìèíèíà, òåñòè-
ðîâàëè êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ýðèòðîáëàñòîçà ÷åëîâåêà
K562.

Ñðåäè áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïà-
òîìû HTC êðûñû ïîñëå èõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàç-
äåëåíèÿ è ïîñëåäóþùåãî èììóíîáëîòèíãà àíòèëàìèíè-
íîâàÿ ñûâîðîòêà, òàê æå êàê è ïðè èññëåäîâàíèè ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà (Òþðÿåâà è äð.,
2005à), äàëà èììóíîëîãè÷åñêóþ ðåàêöèþ ñ ìåìáðàííû-
ìè êîìïîíåíòàìè, ðàñïîëîæåííûìè â ðàéîíå ìîë. ìàññû
200 êÄà (ðèñ. 1). Â òî æå âðåìÿ ðåàêöèè àíòèëàìèíèíîâîé
ñûâîðîòêè ñ ïðåïàðàòîì ìåìáðàííûõ áåëêîâ êëåòîê K562
íå îáíàðóæèëè, ÷òî ïîäòâåðæäàåò îòñóòñòâèå ëàìèíèíà
íà ïîâåðõíîñòè ýòèõ êëåòîê.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äàííûõ èììóíîáëîòèíãà è ñðàâ-
íèòåëüíîãî àíàëèçà áåëêîâûõ ïîëîñ â ðàéîíå ôðàêöèé
200 êÄà ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäå-
ëà è ãåïàòîìû HTC áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä ìàññ-ñïåêò-
ðîìåòðèè. Ïðèìåðû ïîëó÷åííûõ MALDI-TOF ìàññ-ñïåêò-
ðîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Ñïåêòðû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (ÌÍ+) ïåïòèäîâ èçó÷àå-
ìîãî îïóõîëåàññîöèèðîâàííîãî ìåìáðàííîãî êîìïîíåíòà

ãåïàòîìû HTC è ãåïàòîìû Çàéäåëà î÷åíü ñõîæè, èç ÷åãî
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êëåòêè ãåïàòîöèòîâ õàðàêòåðè-
çóþòñÿ ïîÿâëåíèåì íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè (ïî ñðàâíåíèþ
ñ ãåïàòîöèòàìè êðûñû) îäíîãî è òîãî æå áåëêà.

Ìàññû ïåïòèäîâ áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè áåëêîâ â ïîèñêîâîé áàçå äàííûõ SwissPROT. Àíàëèç
ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëèë ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî, êàê è â
îáðàçöå ìåìáðàííûõ áåëêîâ â ðàéîíå 200 êÄà êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà, àíàëîãè÷íûé êîìïîíåíò ãåïàòîìû HTC
ñîäåðæèò ïåïòèäû á4-, â1-, â2- è ã1-öåïåé ëàìèíèíà
(òàáë. 1).

Íàäî îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ìåæâèäî-
âóþ ãîìîëîãèþ öåïåé ëàìèíèíà, ñóùåñòâóþò ïåïòèäû,
õàðàêòåðíûå èìåííî äëÿ äàííîãî âèäà æèâîòíîãî. Òàê,
ñðàâíåíèå ìàññ-ñïåêòðîâ òðèïòè÷åñêèõ ôðàãìåíòîâ â2-öå-
ïè ëàìèíèíà ìûøè è êðûñû îáíàðóæèëî íåêîòîðûå ðàç-
ëè÷èÿ. Íàïðèìåð, ïåïòèäû ñ ìîë. ìàññàìè (ÌÍ+) 968.49,
1001.53 è 1184.59 ïðèíàäëåæàò â2-öåïè ëàìèíèíà ìûøè,
íî íå êðûñû, à ïåïòèäû ñ ìîë. ìàññàìè (ÌÍ+) 974.51,
1063.48 è 1456.64 ïðèíàäëåæàò â2-öåïè ëàìèíèíà òîëü-
êî êðûñû. Ïîýòîìó ðÿä íåèäåíòèôèöèðîâàííûõ ïåïòèäîâ
ìîæåò ïðèíàäëåæàòü ñîîòâåòñòâóþùèì ñóáúåäèíèöàì ëà-
ìèíèíà íå ìûøè, à êðûñû, ìàññ-ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå äàí-
íûå äëÿ êîòîðîé îòñóòñòâóþò â áàçàõ äàííûõ. Òàêèì îá-
ðàçîì, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýòè äâå ãåïàòîöåëëþëÿðíûå
îïóõîëè èíäóöèðîâàíû ðàçíûìè êàíöåðîãåíàìè è ïî-ðàç-
íîìó êóëüòèâèðóþòñÿ, êëåòêè îáåèõ îïóõîëåé ñèíòåçèðó-
þò îäèí è òîò æå ìåìáðàííûé àíòèãåí — ëàìèíèíà-8/9.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé HTC è K562 ïîçâîëèëè âûáðàòü èõ îáúåêòàìè äëÿ âû-
ÿñíåíèÿ ó÷àñòèÿ ëàìèíèíà è ðåöåïòîðîâ ê íåìó â ðàñïî-
çíàâàíèè è ëèçèñå ÅÊ-êëåòêàìè îïóõîëåâûõ ÊÌ. Èññëå-
äîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòîòîêñè÷åñêîãî
òåñòà (Hashimoto, Sudo, 1971) ñ ïîìîùüþ àíòèëàìèíèíî-
âîé èììóíîñûâîðîòêè è ýíäîãåííîãî ëàìèíèíà-1. Èíêó-
áàöèÿ ñïëåíîöèòîâ ñ àíòèëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîò-
êîé ïðèâîäèëà ê ñóùåñòâåííîìó ñíèæåíèþ èõ àêòèâíîñ-
òè: â îòíîøåíèè êëåòîê HTC â 2.4 ðàçà, à êëåòîê K562 —
â 12.7 ðàçà, â òî âðåìÿ êàê ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ
íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà íå âëèÿëà íà èõ àêòèâ-
íîñòü â îòíîøåíèè îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (òàáë. 2).

Ñîâñåì èíóþ êàðòèíó íàáëþäàëè ïîñëå èíêóáàöèè
îïóõîëåâûõ ÊÌ ñ àíòèëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîò-
êîé. Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê K562 àíòèòåëàìè ïðèâîäèëà ê
óìåíüøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê ÅÊ-ëèçèñó
â 2.4 ðàçà. Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê HTC, íàïðîòèâ, äåëàëà
èõ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè è ÅÊÀ ñïëåíîöèòîâ óâåëè-
÷èâàëîñü â 2.4 ðàçà. Èíêóáèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ
íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà íå ïðèâîäèëà ê èçìåíå-
íèþ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÅÊ-ëèçèñó (òàáë. 2).

Ó÷àñòèå ðåöåïòîðîâ ê ëàìèíèíó â ðàñïîçíàâàíèè è
ëèçèñå îïóõîëåâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ áëî-
êèðîâàíèÿ äåòåðìèíàíò äàííûõ ðåöåïòîðîâ ëàìèíèíîì.
Ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ ëàìèíèíîì íå ïðèâîäèëà ê
èçìåíåíèþ èõ àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè êàê êëåòîê K562,
òàê è êëåòîê HTC. Ïðåäîáðàáîòêà ëàìèíèíîì îïóõîëåâûõ
êëåòîê K562 è HTC ñíèæàëà ÅÊÀ ñïëåíîöèòîâ äî íóëÿ
(òàáë. 3).

Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíûì êàíäèäàòîì â ñîñòàâ ðå-
öåïòîðà ÅÊ ìûøåé, ó÷àñòâóþùèì â ðàñïîçíàâàíèè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê, ÿâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ëàìèíèí, àíòè-
òåëà ê êîòîðîìó áëîêèðóþò ÅÊÀ âíå çàâèñèìîñòè îò
ïðèñóòñòâèÿ êîìïëåìåíòà. Íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ äëÿ
âûïîëíåíèÿ ôóíêöèé ÅÊ âàæíî íàëè÷èå «îòêðûòûõ» ðå-
öåïòîðîâ ê ëàìèíèíó, ïîñêîëüêó ïðåäîáðàáîòêà ëàìèíè-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ìåìáðàííûõ áåëêîâ
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, K562 è ãåïàòîìû HTC (à) è âûÿâëå-

íèå íà èììóíîáëîòå ñóáúåäèíèö ëàìèíèíà (á).

Äîðîæêè: 1 — ãåïàòîìà Çàéäåëà, 2 — K562, 3 — ãåïàòîìà HTC.



íîì îïóõîëåâûõ êëåòîê íåçàâèñèìî îò èõ ïðîèñõîæäåíèÿ
ïðèâîäèò ê ïîëíîé óòðàòå ïîñëåäíèìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ê ëèçèñó ÅÊ.

Îáñóæäåíèå

Åñòåñòâåííûå êèëëåðíûå êëåòêè áûëè îòêðûòû áîëåå
30 ëåò íàçàä è èíòåíñèâíî èçó÷àþòñÿ, îäíàêî äî ñèõ ïîð
íåò ÿñíîñòè â òîì, êàêèå ñòðóêòóðû ðàñïîçíàþòñÿ èìè íà

êëåòêàõ-ìèøåíÿõ (ÊÌ). Íàèìåíåå èññëåäîâàííûì îñòàåò-
ñÿ âîïðîñ è î ñòðîåíèè ðàñïîçíàþùåãî ðåöåïòîðà ÅÊ.

Ëàìèíèíû — ýòî ðàñòóùåå ñåìåéñòâî ãåòåðîòðèìåð-
íûõ ìóëüòèäîìåííûõ ãëèêîïðîòåèíîâ, ôîðìèðóþùèõ
âìåñòå ñ íåêîòîðûìè äðóãèìè ãëèêîïðîòåèíàìè è ïðî-
òåîãëèêàíàìè âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ — íåñòðóêòóðèðî-
âàííûé è ñòðóêòóðèðîâàííûé (áàçàëüíàÿ ìåìáðàíà). Áó-
äó÷è òêàíåñïåöèôè÷íûì êîìïîíåíòîì, ëàìèíèí íàõîäèò-
ñÿ â òåñíîì âçàèìîäåéñòâèè ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòîê
ïîñðåäñòâîì ðÿäà èíòåãðèíîâûõ è íåèíòåãðèíîâûõ ðå-
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Ðèñ. 2. Ìàññ-ñïåêòðû ïðîäóêòîâ òðèïñèíîëèçà áåëêîâûõ ïîëîñ, ðàñïîëàãàþùèõñÿ â ðàéîíå ìîë. ìàññû 200 êÄà, ïîñëå ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ìåìáðàííûõ áåëêîâ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà (à) è êëåòîê ãåïàòîìû HTC (á).

á4, â1, â2, ã1 — ïåïòèäû öåïåé ëàìèíèíà; çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû íåèäåíòèôèöèðîâàííûå ïåïòèäû.



öåïòîðîâ. Ëàìèíèíû ñèíòåçèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè òèïàìè
êëåòîê è ðåãóëèðóþò áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè êëåòêè, òà-
êèå êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà, àäãåçèÿ è õåìî-
òàêñèñ (Brown et al., 1994; Raghow, 1994). Íåêîòîðûå ôóí-
êöèè ìîãóò áûòü îáùèìè äëÿ âñåõ èçîôîðì ëàìèíèíà, íî
ñóùåñòâóþò è óíèêàëüíûå, ñïåöèôè÷íûå äëÿ êîíêðåòíîé
èçîôîðìû ôóíêöèè, çàâèñÿùèå îò òêàíè èëè îðãàíà, â êî-
òîðîì äàííûå èçîôîðìû ëàìèíèíà ïðîäóöèðóþòñÿ (Co-
lognato, Yurchenco, 2000; Patarroyo et al., 2002). Èçîôîð-
ìû ëàìèíèíà ìîãóò ðåãóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ, âû-
æèâàíèå, ýêñòðàâàñêóëÿðíóþ ìèãðàöèþ è äðóãèå âèäû
àêòèâíîñòè è ëèìôîèäíûõ êëåòîê (Virtanen et al., 2000;
Geberhiwot et al., 2001).

Íàëè÷èå ëàìèíèíîïîäîáíûõ êîìïîíåíòîâ íà êëåòî÷-
íîé ïîâåðõíîñòè ÅÊ ó ìûøåé, êðûñ è ÷åëîâåêà áûëî âû-
ÿâëåíî ðÿäîì àâòîðîâ â êîíöå 1980-õ ãîäîâ ìåòîäîì íå-
ïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êðîëè-
÷üèõ àíòèòåë ê ëàìèíèíó-1 (Hiserodt et al., 1985a; Schwarz
et al., 1988; Morrone et al., 1989). ÅÊ-êëåòêè èñïîëüçóþò

ýòè ëàìèíèíîïîäîáíûå ñòðóêòóðû äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ ÊÌ
(Laybourn et al., 1986; Schwarz, Heserodt, 1988). In vitro ëà-
ìèíèí-1 èíãèáèðóåò öèòîòîêñè÷íîñòü ÅÊ è ïðîëèôåðàöèþ
ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè è ïîâûøàåò ìèãðàöèþ ïîñëåäíèõ
(Geberhiwot et al., 2001). Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ëà-
ìèíèíó èíãèáèðóþò öèòîòîêñè÷íîñòü ÅÊ ê îïóõîëåâîé
êëåòî÷íîé ëèíèè K562, ïðè÷åì âçàèìîäåéñòâèå èíòåãðè-
íà è ëàìèíèíà âàæíî äëÿ íîðìàëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ÅÊ ñ ÊÌ (Lowdell et al., 1995). Îäíàêî èçîôîðìû ëàìè-
íèíà íà ïîâåðõíîñòè ÅÊ îñòàþòñÿ íåèçó÷åííûìè. Ìåòî-
äîì èììóíîïðåöèïèòàöèè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ëàìèíè-
íó íà ÅÊ áûëè âûÿâëåíû êîìïîíåíòû ñ ìîë. ìàññàìè 200
è 400 êÄà, îäíàêî èäåíòèôèêàöèÿ èõ íå ïðîâîäèëàñü
(Morrone et al., 1989). Íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ôàêòû
èíãèáèðîâàíèÿ ÅÊÀ áëîêèðîâàíèåì ëàìèíèíà íà ïîâåðõ-
íîñòè ýòèõ êëåòîê àíòèòåëàìè. Ïðè÷åì íàèáîëüøèé ýô-
ôåêò ïîäàâëåíèÿ ÅÊÀ âûðàæàåòñÿ ïî îòíîøåíèþ ê îïó-
õîëåâûì êëåòêàì, íå èìåþùèì íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
ëàìèíèíà (K562), íî íåñóùèõ, ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì ýêñïå-
ðèìåíòîâ ñ äîáàâëåíèåì ýêçîãåííîãî ëàìèíèíà-1, ðåöåï-
òîðû ê ëàìèíèíó è (èëè) ëàìèíèíñâÿçûâàþùèå áåëêè, êî-
òîðûå îêàçûâàþòñÿ â äàííîé ñèòóàöèè âàæíûì ôàêòîðîì
â îñóùåñòâëåíèè ýëèìèíàöèè òàêèõ «áåçëàìèíèíîâûõ»
îïóõîëåâûõ êëåòîê ÅÊ-êëåòêàìè.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, íàëè÷èå
ñîáñòâåííîãî ëàìèíèíà è (èëè) ñâÿçûâàíèå ýêçîãåííîãî
ëàìèíèíà çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûìè ÊÌ ÿâ-
ëÿþòñÿ ïðåïÿòñòâèåì äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ è ëèçèñà èõ ÅÊ.
«Ìàñêèðîâàíèå» ëàìèíèíà íà êëåòêàõ ãåïàòîìû HTC àí-
òèòåëàìè ïðèâîäèò ê äâóêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ñïîñîá-
íîñòè ÅÊ ëèçèðîâàòü èõ. Äîáàâëåíèå æå ýêçîãåííîãî îïó-
õîëåâîãî ëàìèíèíà, âûäåëåííîãî èç ñàðêîìû ìûøè EHS,
ê êëåòêàì K562 è HTC ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò ÅÊÀ. Òðóä-
íî îáúÿñíèìûì ôàêòîì ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèå ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ê ëèçèñó ÅÊ êëåòîê K562 ïîñëå îáðàáîòêè èõ
àíòèëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîòêîé. Âåäü ñîãëàñíî ëè-
òåðàòóðíûì è íàøèì äàííûì, ëàìèíèíà íà èõ ïîâåðõ-
íîñòè íåò. Îäíàêî íà êëåòêàõ K562 ïðèñóòñòâóåò ïåðëå-
êàí — ïðîòåîãëèêàí, èìåþùèé ïÿòü äîìåíîâ, ãîìîëîãè÷-
íûõ ëàìèíèíó (Grassel et al., 1995).

Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà ñâÿçü ìåæäó ïðèñóòñòâèåì íà
ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ðåöåïòîðîâ ê ëàìèíèíó è
èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ëèçèñó ÅÊ; áëîêèðîâàíèå äàííûõ
ðåöåïòîðîâ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
ÅÊ-ëèçèñó (Alino et al., 1989; Laybourn et al., 1989). Îáíà-
ðóæåíî, ÷òî îïóõîëåâûå êëåòêè, ÷óâñòâèòåëüíûå ê ÅÊ-ëè-
çèñó, ñâÿçûâàþò ëàìèíèí, èíäóöèðóþùèé èõ àãðåãà-
öèþ. Îïóõîëåâûå êëåòî÷íûå ëèíèè, íå ÷óâñòâèòåëüíûå ê
ÅÊ-ëèçèñó, ñâÿçûâàþò ëàìèíèí íàìíîãî õóæå è íå àãðå-
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Ò à á ë è ö à 1

Ðåçóëüòàòû ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
äâóõ ìåìáðàííûõ àíòèãåíîâ,

àññîöèèðîâàííûõ ñ ãåïàòîöåëëþëÿðíûìè îïóõîëÿìè

Íàçâàíèå áåëêà
ïî SwissProta

×èñëî íàéäåííûõ
òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ

Ïåðåêðûâàíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

áåëêà, %

ãåïàòîìà
Çàéäåëà

ãåïàòîìà
HTC

ãåïàòîìà
Çàéäåëà

ãåïàòîìà
HTC

Ëàìèíèí, öåïü b2
(êðûñà)

66 73 31 32

Ëàìèíèí, öåïü b2
(ìûøü)

62 71 31 31

Ëàìèíèí, öåïü b1
(ìûøü)

43 56 20 20

Ëàìèíèí, öåïü a4
(ìûøü)

54 66 28 26

Ëàìèíèí, öåïü g1
(ìûøü)

62 61 26 26

a Ïîèñêîâàÿ áàçà SwissPROT (http://prospector.ucsf.edu).

Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå àíòèëàìèíèíîâîé èììóíîñûâîðîòêè
íà àêòèâíîñòü åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ ìûøåé C3HA

â îòíîøåíèè êëåòîê-ìèøåíåé (ÊÌ) HTC è K562

Âàðèàíò îïûòà

Öèòîòîêñè÷åñêèé
èíäåêñ, %, x S x±

HTC K562

ÊÌ + ñïëåíîöèòû 23.2 ± 3.1 29.2 ± 2.5

ÊÌ + ñïëåíîöèòû, ïðåäîáðàáîòàí-
íûå íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé

23.5 ± 3.1 29.6 ± 3.6

ÊÌ + ñïëåíîöèòû, ïðåäîáðàáîòàí-
íûå àíòèëàìèíèíîâîé ñûâîðîòêîé

9.7 ± 3.3 2.3 ± 1.1

ÊÌ, ïðåäîáðàáîòàííûå íîðìàëüíîé
ñûâîðîòêîé + ñïëåíîöèòû

21.7 ± 2.2 29.5 ± 4.2

ÊÌ, ïðåäîáðàáîòàííûå àíòèëàìèíè-
íîâîé ñûâîðîòêîé + ñïëåíîöèòû

56.0 ± 3.4 12.3 ± 3.7

Ò à á ë è ö à 3

Âëèÿíèå ëàìèíèíà íà àêòèâíîñòü åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ
ìûøåé C3HA â îòíîøåíèè êëåòîê HTC è K562

Âàðèàíò îïûòà

Öèòîòîêñè÷åñêèé
èíäåêñ, %, x S x±

HTC K562

ÊÌ + ñïëåíîöèòû 23.2 ± 3.1 29.2 ± 2.5

ÊÌ + ñïëåíîöèòû, ïðåäîáðàáîòàí-
íûå ëàìèíèíîì

27.0 ± 4.1 21.7 ± 2.5

ÊÌ, ïðåäîáðàáîòàííûå ëàìèíè-
íîì + ñïëåíîöèòû

0 0



ãèðóþò (Hiscrodt et al., 1988). Îïóõîëåâûå êëåòêè, ÷óâñò-
âèòåëüíûå ê ÅÊ-ëèçèñó, ñâÿçûâàëè 125I-ìå÷åííûé ëàìè-
íèí çàâèñèìûì îò âðåìåíè è êîíöåíòðàöèè ñïîñîáîì è íå
ñâÿçûâàëè èñïîëüçîâàííûå â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ìå÷åíûå
ôèáðîíåêòèí è òèðåîãëîáóëèí (Hiserodt et al., 1985b).

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå ïîäòâåðäèëè ïðåäïîëî-
æåíèå ðÿäà èññëåäîâàòåëåé î òîì, ÷òî ðàñïîçíàâàíèå ÊÌ
ïîñðåäñòâîì ÅÊ ïðîèñõîäèò ñ ó÷àñòèåì ëàìèíèíà íà ïî-
âåðõíîñòè ÅÊ (â êà÷åñòâå ðàñïîçíàþùåãî ðåöåïòîðà) è
ðåöåïòîðîâ ê ëàìèíèíó íà ïîâåðõíîñòè ÊÌ (â êà÷åñòâå
ðàñïîçíàâàåìîé äåòåðìèíàíòû). Îäíàêî ïîëàãàþò, ÷òî
ñêîðåå âñåãî ëàìèíèíîïîäîáíûå ñòðóêòóðû íå ÿâëÿþò-
ñÿ óíèâåðñàëüíûìè ðàñïîçíàþùèìè ðåöåïòîðàìè ÅÊ
(Schwarz, Hiserodt, 1988). Âîçìîæíî, àäãåçèîííûå êîíòàê-
òû ñëóæàò äëÿ ÅÊ ñâîåîáðàçíûì êîäîì, íà îñíîâàíèè êî-
òîðîãî îíè ðàçëè÷àþò ÷óæåðîäíûå è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè. Ðàñïîçíàâàíèå êëåòîê ïî ïðèíöèïó àäãåçèîí-
íîãî êîäà ïîçâîëÿåò îáúÿñíèòü âðîæäåííóþ òîëåðàíòíîñòü
èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê íåñïåöèôè÷åñêîãî çâåíà ê
êëåòêàì ñîáñòâåííîãî îðãàíèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé, ïðîåêò 06-04-48586.
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RECOGNITION AND LYSIS BY NATURAL KILLERS OF TUMOR CELLS WITH PARTICIPATION

OF LAMININ

N. A. Filatova,* I. I. Tyuryaeva, V. A. Ivanov

Institute of Cytology, St. Petersburg; * e-mail: tda@peterlink.ru

According to the data obtained in the present work, the receptor complex of mouse natural killers (NK) in-
cludes laminin, antibody to which blocks EK-activity (NKA regardless of the presence of complement. Prein-
cubation of mouse splenocytes with anti-laminin serum led to a decrease in their NKA towards tumor cells-tar-
gets (CT), the NKA activity decreasing 2 times with respect to cultivated cells of rat hepatoma HTC, while
10 times — to cultivated cells of human erythroblastosis K562. Pretreatment of aplenocytes with noraml nonim-
mune serum did not lead to a change of NKA. Quite different was the pattern after the tumor cell preincubation
with anti-laminin serum: pretreatment of CT K562 led to a twofold decrease in sensitivity of these cells to
NK-lysis, whereas the pretreatment of CT K562, on the contrary, made them twice sensitive to NK-lysis. Elect-
rophoretic separation of protein of CT plasma membranes with subsequent immunoblotting with anti-laminin
immune serum revealed the presence of laminin on HTC cell plasma membrane, which was identified as laminin
8/9 by the mass-spectrometry method, while no laminin was detected on K562 cells. Preincubation of splenocy-
tes with laminin did nor affect NKA with respect to CT K562 and HTC. Pretreatment of CT K562 and HTC with
laminin decreased the NKA to zero. The obtained data allow suggesting a doubtless participation of laminin and
its receptors in CT cytolysis by NK.

K e y w o r d s: natural killers, carcinogenesis, splenocytes, kaminin, receptors to laminin.

A b b r e v i a t i o n s u s e d: NK — natural killers; NKA — natural killer activity; CT — cells-targets, CE —
cells-effectors.
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