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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âûÿñíÿëè, âëèÿåò ëè îðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê 3T3-SV40 íà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊÊ). Èñ-
ñëåäîâàëè âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòà N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è äåïîëèìåðèçàòîðà àêòèíà ëàòðóíêóëèíà B
íà îáà ïàðàìåòðà êëåòîê. Èç ýêñïåðèìåíòîâ ïî äåéñòâèþ àíòèîêñèäàíòà NAC íà êëåòêè ñëåäóåò, ÷òî ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ ñîõðàíÿåòñÿ ïðè ðàçîáðàííûõ ìèêðîôèëàìåíòàõ, íî
èñ÷åçàåò ïðè ïîÿâëåíèè õîðîøî âûðàæåííûõ àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Îäíàêî ÷åì áîëåå ðàçðóøåíû ìèêðî-
ôèëàìåíòû â ïðèñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà, òåì ìåíüøå (ïðîòèâîïîëîæíî äåéñòâèþ NAC) ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ. Ýòè äàííûå ãîâîðÿò îá îòñóòñòâèè ïðÿìîé çàâèñè-
ìîñòè îòíîøåíèé ìåæäó êëåòêàìè 3T3-SV40 è ÅÊÊ îò öåëîñòíîñòè ñòðóêòóð ìèêðîôèëàìåíòîâ, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò ñäåëàííûé íàìè ðàíåå âûâîä (Gamaley et al., 2006). Óìåíüøåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê
ê äåéñòâèþ ÅÊÊ ïàðàëëåëüíî ñ èçìåíåíèåì ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ êàê
ëàòðóíêóëèíà, òàê è NAC ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè ïîâåðõíîñòè êëåòîê, â ðåçóëüòàòå ÷åãî èíàêòè-
âèðóþòñÿ (èëè èñ÷åçàþò) ìîëåêóëû, ñëóæàùèå àêòèâèðóþùèì ñèãíàëîì äëÿ ÅÊÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, åñòåñòâåííûå êèëëåðû, ëàòðóíêóëèí B, òðàíñôîðìèðî-
âàííûå ôèáðîáëàñòû 3T3-SV40, öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ, N-àöåòèëöèñòåèí.

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ìû ïîêàçàëè, ÷òî N-àöåòèëöè-
ñòåèí (NAC), ïðåäøåñòâåííèê ñèíòåçà ãëóòàòèîíà â êëåò-
êå, ìîæåò ìîäèôèöèðîâàòü àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â íîð-
ìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðîâàííèõ ôèáðîáëàñòàõ. Ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòà
òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû 3T3-SV40 âðåìåííî
ïðèîáðåòàþò ìîðôîëîãè÷åñêèå ÷åðòû íîðìàëüíûõ êëåòîê
(«ïñåâäîíîðìàëüíûé ôåíîòèï»), ò. å. õîðîøî îðãàíèçî-
âàííûå àêòèíîâûå ñòðóêòóðû, ñâîéñòâåííûå íîðìàëüíûì
êëåòêàì 3T3, íî îòñóòñòâóþùèå ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê 3T3-SV40 (Åôðåìîâà è äð., 2004; Ãàìàëåé è äð.,
2006). Ïàðàëëåëüíî ñ ïðèîáðåòåíèåì ñòðåññ-ôèáðèëë
êëåòêè ïðèîáðåòàþò è íåêîòîðûå ôóíêöèîíàëüíûå ÷åðòû
íîðìàëüíûõ êëåòîê, à èìåííî íå èíâàçèðóþòñÿ áàêòåðèÿ-
ìè (Ãàìàëåé è äð., 2006; Gamaley et al., 2006) è íå óçíàþò-
ñÿ åñòåñòâåííûìè êèëëåðíûìè êëåòêàìè (ÅÊÊ) (Ôèëàòî-
âà è äð., 2006), êàê è íîðìàëüíûå êëåòêè 3T3. Ýòè ýôôåê-
òû ñòàâÿò âîïðîñ î ðîëè îðãàíèçàöèè (ðåîðãàíèçàöèè)
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê-ìèøåíåé (3T3-SV40) â èõ
âçàèìîäåéñòâèè ñ êëåòêàìè-ýôôåêòîðàìè (ÅÊÊ).

ÅÊÊ — ýòî íåñåíñèáèëèçèðîâàííûå áîëüøèå ãðàíó-
ëÿðíûå ëèìôîöèòû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ öèòîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ ïðîòèâ øèðîêîãî ñïåêòðà êëåòîê-ìèøå-
íåé — îïóõîëåâûõ, çàðàæåííûõ âèðóñàìè è íåêîòîðûõ
íîðìàëüíûõ. Ïðèðîäà ñòðóêòóð, êîòîðûå ÅÊÊ ðàñïîçíà-
þò íà êëåòêàõ-ìèøåíÿõ, äî ñèõ ïîð íåÿñíà. Äàííûå èç ëè-
òåðàòóðû ãîâîðÿò îá îáÿçàòåëüíîì ó÷àñòèè ðÿäà áåëêîâ
öèòîñêåëåòà ÅÊÊ (àêòèíà, ìèîçèíà è òóáóëèíà) â èõ âçàè-
ìîäåéñòâèè ñ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè è â ðåàëèçàöèè ìåõà-
íèçìà ëèòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ýôôåêòîðîâ (Radosevi *c et al.,

1994, 1995; Malorni et al., 2003; Stebbins et al., 2003; Gis-
mondi et al., 2004). Íî ëèøü â åäèíè÷íûõ ðàáîòàõ ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ çíà÷åíèå ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà êëåòîê-ìèøåíåé
äëÿ èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÅÊÊ (Radosevi *c et al., 1994).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, èñïîëüçóÿ ðàçðàáîòàííóþ íàìè
ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ìîäåëü, ìû ïîïûòàëèñü âûÿñíèòü,
âëèÿåò ëè îðãàíèçàöèÿ àêòèâíîãî öèòîñêåëåòà òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3-SV40 íà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ èëè îáíàðóæåííàÿ íàìè êîð-
ðåëÿöèÿ ìåæäó ýòèìè ïîêàçàòåëÿìè (Ôèëàòîâà è äð.,
2006) ëèøü ñîïóòñòâóåò òåì èçìåíåíèÿì (íî íå âëèÿåò íà
íèõ), êîòîðûå âûçûâàåò äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà. Äëÿ ýòî-
ãî ìû âûçûâàëè ðåîðãàíèçàöèþ (äåïîëèìåðèçàöèþ) àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ 3T3-SV40 ñ ïîìîùüþ ëàò-
ðóíêóëèíà B è âûÿñíÿëè, êàê ïðè ýòîì ìåíÿåòñÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ. Äåéñòâèå
ëàòðóíêóëèíà B ñðàâíèâàëè ñ äåéñòâèåì NAC. Ëàòðóíêó-
ëèíû — ýòî êëàññ ñîåäèíåíèé, âûäåëÿåìûõ èç ìîðñêèõ
ãóáîê Latrunculia magnifica, êîòîðûå äåïîëèìåðèçóþò àê-
òèí, ðàçðóøàÿ ìèêðîôèëàìåíòû è èçìåíÿÿ ìîðôîëîãèþ
êëåòêè, íî íå âëèÿþò ïðè ýòîì íà ñòðóêòóðó ìèêðîòðóáî-
÷åê (Spector et al., 1983, 1989; El Sayed et al., 2006).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê à ì è - ì è ø å í ÿ ì è ñëóæèëè ýìáðèîíàëüíûå
ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè Balb/3T3 (êëåòêè 3T3),
òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì SV40 (êëåòêè 3T3-SV40).
Ïàðàëëåëüíî ðÿä ýêñïåðèìåíòîâ ïðîâîäèëè è íà êëåòêàõ
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3T3. Êëåòêè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Äåïîëèìå-
ðèçàòîð àêòèíà ëàòðóíêóëèí B èëè NAC (Sigma, ÑØÀ)
ââîäèëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê äî íåîáõîäèìîé
êîíöåíòðàöèè íà 2 (ëàòðóíêóëèí B) èëè 2—24 (NAC) ÷.
Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ, íå ñîäåðæàùóþ àãåíòà,
è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè åùå 24 ÷. Ëàòðóíêó-
ëèí B èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ îò 200 íÌ äî
1 ìêÌ, NAC — îò 0.2 äî 10 ìÌ.

Ê ë å ò ê è - ý ô ô å ê ò î ð û (ÅÊÊ) âûäåëÿëè èç ñåëåçåí-
êè èíòàêòíûõ ìûøåé-ñàìöîâ ëèíèè C3HA, ìàññîé
18—20 ã, ïîëó÷åííûõ èç ïèòîìíèêà «Ðàïïîëîâî» ÐÀÍ.
Èç ñåëåçåíêè ãîòîâèëè êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè, îñâîáîæ-
äåííûå îò ýðèòðîöèòîâ ñ ïîìîùüþ îñìîòè÷åñêîãî øîêà
ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Ìàëûãèí, Àïðåëèêîâà,
1982), è ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà êîëè÷åñòâî ÿäðî-
ñîäåðæàùèõ êëåòîê — ñïëåíîöèòîâ.

Å ñ ò å ñ ò â å í í ó þ ê è ë ë å ð í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü
ñ ï ë å í î ö è ò î â (êëåòîê-ýôôåêòîðîâ) îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ 3H-óðèäèíîâîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî òåñòà (Hashimo-
to, Sudo, 1971) â ìîäèôèêàöèè Ðûêîâîé ñ ñîòðóäíèêàìè
(1981). Êëåòêè-ìèøåíè ìåòèëè 3H-óðèäèíîì (Ðàäèåâûé
èíñòèòóò, Ìîñêâà), äîáàâëÿÿ åãî â ñðåäó îäíîâðåìåííî ñ
ëàòðóíêóëèíîì èëè NAC, ïîñëå ÷åãî êëåòêè îòìûâàëè îò
îñòàòêîâ 3H-óðèäèíà è ëàòðóíêóëèíà. Ñîîòíîøåíèå ýô-
ôåêòîðîâ è ìèøåíåé ñîñòàâëÿëî 20 : 1. Óðîâåíü åñòåñò-
âåííîé êèëëåðíîé àêòèâíîñòè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ öè-
òîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ), îòðàæàþùåãî äîëþ ïîãèá-
øèõ êëåòîê-ìèøåíåé â %. Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
ÅÊÊ îïðåäåëÿëè â îòñóòñòâèè ëàòðóíêóëèíà èëè NAC.

Äëÿ â è ç ó à ë è ç à ö è è à ê ò è í î â û õ ý ë å ì å í ò î â öè-
òîñêåëåòà êëåòêè îòìûâàëè îò ñðåäû ôîñôàòíî-ñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëèíà â òå÷åíèå 10 ìèí, îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì
ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå 10 ìèí è îêðàøèâàëè
ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè 37 °Ñ. Ìèêðîñêîïèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ
ïðîèçâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Axioscop, âîçáóæäàÿ è ðåãè-
ñòðèðóÿ ôëóîðåñöåíöèþ ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí ñîîòâåò-
ñòâåííî 540 è 590 íì. Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 100� è
îêóëÿð 15�.

Èçìåíåíèÿ ñòðóêòóð àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè êëåòîê-ìèøåíåé ê äåéñòâèþ ÅÊÊ îöåíèâàëè
ñðàçó ïîñëå äåéñòâèÿ ëàòðóíêóëèíà B èëè NAC è ÷åðåç
20—24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ àãåíòà èç ñðåäû êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Ïîñëå âñåõ îïûòîâ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè îêðàøèâàòüñÿ òðèïàíîâûì ñè-
íèì.

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1, á ïîêàçàíà ñòðóêòóðà àêòèíîâîãî öèòîñêå-
ëåòà êëåòîê 3T3-SV40. Âèäíî, ÷òî ýòè êëåòêè, êàê è äðó-
ãèå òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, íå èìåþò ñòîëü îò÷åò-
ëèâî âûðàæåííûõ ñòðåññ-ôèáðèëë, êîòîðûå õàðàêòåðíû
äëÿ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (íàïðèìåð, 3T3) è êëåòîê
äðóãèõ òèïîâ. Ïðèñóòñòâèå â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå-
÷åíèå 2 ÷ ëàòðóíêóëèíà B âûçûâàåò ïîñòåïåííóþ ðàçáîð-
êó àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê.
Ýôôåêò ìèíèìàëåí ïðè êîíöåíòðàöèè ëàòðóíêóëèíà
200 íÌ è ìàêñèìàëåí ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ, ïðè êîòî-
ðîé ìèêðîôèëàìåíòû ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ðàçáèðàþò-

ñÿ, ñàìè êëåòêè îêðóãëÿþòñÿ; íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ âèä-
íû ñêîïëåíèÿ àìîðôíîãî àêòèíà (ðèñ. 1, à, â, ä). Ñòåïåíü
èçìåíåíèé â ðàçíûõ êëåòêàõ ìîæåò áûòü ðàçëè÷íîé, íî
ñîâîêóïíîñòü íàáëþäåíèé ïîçâîëÿåò óòâåðæäàòü, ÷òî
á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ïðåòåðïåâàåò èçìåíåíèÿ, ïîêàçàí-
íûå íà ðèñ. 1. Â êîíöåíòðàöèè ìåíüøå 200 íÌ ëàòðóíêó-
ëèí B íå âûçûâàåò âèäèìûõ èçìåíåíèé ôîðìû êëåòîê è
îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (íå èëëþñòðèðóåò-
ñÿ). Äåéñòâèå àãåíòà îáðàòèìî. Ïîñëå óäàëåíèÿ ëàòðóíêó-
ëèíà èç ñðåäû ìèêðîôèëàìåíòû âîññòàíàâëèâàþòñÿ, ïðè-
÷åì, êàê è â ñëó÷àå ñ àíòèîêñèäàíòîì NAC (Åôðåìîâà è
äð., 2004; Gamaley et al., 2006), â ïðîöåññå âîññòàíîâëåíèÿ
êëåòêè ìîðôîëîãè÷åñêè îòëè÷àþòñÿ îò êîíòðîëüíûõ è
ïðèîáðåòàþò óòîëùåííûå è õîðîøî âûðàæåííûå ñòðåññ-
ôèáðèëëû (ðèñ. 1, ã, å).

Äàëåå îêàçàëîñü, ÷òî âëèÿíèþ ëàòðóíêóëèíà B ïîä-
âåðæåíà è ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷å-
ñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ. Îíà óìåíüøàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì
êîíöåíòðàöèè àãåíòà (òàáë. 1), è ýòî ïðîèñõîäèò ïàðàë-
ëåëüíî ñ ðàçáîðêîé àêòèíîâûõ ñòðóêòóð. Ïîñëå äåéñòâèÿ
ëàòðóíêóëèíà â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçàåò è âåëè÷èíà
èõ ÖÈ óìåíüøàåòñÿ äî 2.3 % (ïðîòèâ 26.6 % â êîíòðîëå).
Ó íå÷óâñòâèòåëüíûõ ê äåéñòâèþ ÅÊÊ íîðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ 3T3 âåëè÷èíà ÖÈ êîëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ
0—5 % (Ôèëàòîâà è äð., 2006). ×åðåç 1 ñóò ïîñëå óäàëå-
íèÿ ëàòðóíêóëèíà çàìåíîé ñðåäû ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê ê ÅÊÊ âîçâðàùàåòñÿ, ïðè÷åì òåì áûñòðåå, ÷åì ìåíü-
øå áûëà êîíöåíòðàöèÿ àãåíòà. Îäíàêî ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå
2-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ 1 ìêÌ ëàòðóíêóëèíà, êîãäà
ñòðåññ-ôèáðèëëû óæå âîññòàíîâèëèñü, ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê-ìèøåíåé ê ÅÊÊ îñòàåòñÿ âñå åùå íà î÷åíü íèçêîì
óðîâíå, íåçíà÷èòåëüíî îòëè÷àþùåìñÿ îò íîðìàëüíûõ
êëåòîê 3T3 (òàáë. 1). Ýêñïåðèìåíòû ñ óäàëåíèåì ëàòðóí-
êóëèíà ïîêàçûâàþò, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ðàçðóøåííîãî
öèòîñêåëåòà (ðèñ. 1, ã, å) ïðîèñõîäèò ãîðàçäî áûñòðåå,
÷åì âîññòàíîâëåíèå èñõîäíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê
äåéñòâèþ ÅÊÊ (òàáë. 1).

Èññëåäóÿ ðàíåå âëèÿíèå NAC íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ, ìû îãðà-
íè÷èëèñü îäíîé êîíöåíòðàöèåé NAC (10 ìÌ) è îäíèì
ñðîêîì åãî äåéñòâèÿ (24 ÷) (Ôèëàòîâà è äð., 2006). Âûáîð
áûë ïðîäèêòîâàí èññëåäîâàíèÿìè âëèÿíèÿ ýòîãî àíòèîê-
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Ò à á ë è ö à 1

Åñòåñòâåííàÿ êèëëåðíàÿ àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ
ìûøåé C3HA ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì 3T3-SV40,

îáðàáîòàííûì â òå÷åíèå 2 ÷ ëàòðóíêóëèíîì B (ËB)

Êîíöåíòðàöèÿ ËB,
íÌ

ÖÈ, %, x sx±

÷åðåç 2 ÷
äåéñòâèÿ

÷åðåç 24 ÷ ïîñëå
îòìûâêè îò ËB

0 (êîíòðîëü) 26.6 � 1.5

200 15.5 � 1.7 20.5 � 2.4

500 5.0 � 2.3 11.5 � 2.6

1000 2.3 � 0.9 7.0 � 1.9

0 (êîíòðîëü) äëÿ 3T3balb 2.2 � 0.6

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çäåñü è â òàáë. 2 ñîîòíîøåíèå êëåòîê-ýôôåêòîðîâ è
êëåòîê-ìèøåíåé 20 : 1. Äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ öè-
òîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ) èç 12—30 èçìåðåíèé â òðåõ ýêñïåðèìåí-
òàõ. Çíà÷åíèÿ ÖÈ äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê 3T3 (òàáë. 1) äàíû äëÿ ñðàâ-
íåíèÿ.



ñèäàíòà èìåííî â òàêîé êîíöåíòðàöèè íà ðàçëè÷íûå ïîêà-
çàòåëè àêòèâíîñòè êëåòîê 3T3-SV40 — ïðîëèôåðàöèþ
(Ãàìàëåé è äð., 2003), ñîäåðæàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëî-
ðîäà è âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà è ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè (Ãàìàëåé è äð., 2006; Ga-
maley et al., 2006). Äëÿ êîððåêòíîãî ñðàâíåíèÿ âëèÿíèÿ
NAC è ëàòðóíêóëèíà íà çàâèñèìîñòü ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ îò ðåîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåðèëè âëèÿíèå
NAC â ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ è ïðè ðàçíîì âðåìåíè åãî
äåéñòâèÿ íà êëåòêè. Óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè NAC äî
2 ìÌ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåò ñòåïåíü ðàçðóøåíèÿ àêòè-
íîâûõ ñòðóêòóð â áîëüøåé ÷àñòè êëåòîê, è îíè (êàê è ôîð-
ìà êëåòîê) ïî÷òè íå îòëè÷àþòñÿ îò êîíòðîëüíûõ (ðèñ. 2).
Îäíàêî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ NAC êëåòêè èìåþò õî-
ðîøî âûðàæåííûå ñòðåññ-ôèáðèëëû (ðèñ. 2, â). Ýòî ãîâî-
ðèò î òîì, ÷òî äåçîðãàíèçàöèÿ ìèêðîôèëàìåíòîâ â ïðè-
ñóòñòâèè NAC è ïîÿâëåíèå õîðîøî âûðàæåííûõ àêòèíî-
âûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ 3T3-SV40 ïîñëå îáðàáîòêè èõ
NAC — ïðîöåññû, ìåæäó ñîáîé ïðÿìî íå ñâÿçàííûå.

Êàê çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè NAC ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ? Ñàìî ïðèñóòñòâèå NAC íåçàâèñè-
ìî îò êîíöåíòðàöèè (0.2—10 ìÌ) è âðåìåíè (2—24 ÷)
ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåò ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê 3T3-SV40
ê äåéñòâèþ ÅÊÊ. Èõ ÖÈ îñòàåòñÿ â ïðåäåëàõ 30 %. Îäíàêî
ñòåïåíü óìåíüøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ëèòè÷å-
ñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ àíòèîêñè-
äàíòà çàâèñèò íå ñòîëüêî îò åãî êîíöåíòðàöèè, ñêîëüêî îò
âðåìåíè ïðåäâàðèòåëüíîãî äåéñòâèÿ NAC. Òàê, óìåíüøå-
íèå êîíöåíòðàöèè NAC îò 10 äî 2 ìÌ íè÷åãî íå ìåíÿåò:
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ àíòèîêñèäàíòà èç ñðåäû
ïî-ïðåæíåìó âîçíèêàåò óñòîé÷èâîñòü êëåòîê 3T3-SV40 ê
ÅÊÊ è èõ ÖÈ ðàâåí 4 % (ïðîòèâ 29 % â êîíòðîëå). Òîëüêî
ñàìàÿ íèçêàÿ èç èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöèé NAC —
0.2 ìÌ — íå ìåíÿåò ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê äåéñòâèþ
ÅÊÊ â òåõ æå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ.

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî, êàê çàâèñèò îò âðåìåíè äåéñòâèÿ
NAC (2—20 ÷) ïîñëåäóþùàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
ê äåéñòâèþ ÅÊÊ. Âèäíî, ÷òî ïîòåðÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê òåì áîëüøå, ÷åì äîëüøå áûëî åãî äåéñòâèå. Ïðè
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ 3T3-SV40 ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ (á, â, ä) è
ïîñëåäóþùåãî óäàëåíèÿ èç íåå (ã, å) ëàòðóíêóëèíà B.

à, â, ä — ÷åðåç 2 ÷ äåéñòâèÿ ëàòðóíêóëèíà B â êîíöåíòðàöèè ñîîòâåòñòâåííî 200, 500 íÌ èëè 1 ìêÌ; á — êîíòðîëü; ã, å — ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ èç
ñðåäû ëàòðóíêóëèíà B â êîíöåíòðàöèè 500 íÌ èëè 1 ìêÌ ñîîòâåòñòâåííî. Çäåñü è íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ôëóîðåñöåíòíûå ìèêðîôîòîãðàôèè àêòèíà,

îêðàøåííîãî ðîäàìèíîì—ôàëëîèäèíîì. Îá. H1 100�.



äåéñòâèè NAC íå ïðîèñõîäèò áûñòðîé ïåðåñòðîéêè àêòè-
íîâîãî öèòîñêåëåòà, êàê ýòî íàáëþäàåòñÿ ïðè äåéñòâèè
ëàòðóíêóëèíà èëè, íàïðèìåð, öèòîõàëàçèíà D (íå èëëþñò-
ðèðóåòñÿ); çàìåòíàÿ ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ
3T3-SV40 íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 5 ÷ äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòà
(Åôðåìîâà è äð., 2004).

×òîáû ïîíÿòü, íàñêîëüêî âàæíà èìåííî âîññòàíàâëè-
âàþùàÿ àêòèâíîñòü NAC íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè, ìû ñðàâ-
íèëè åãî äåéñòâèå ñ äåéñòâèåì ïëîõî ïðîíèêàþùåãî â
êëåòêè ãëóòàòèîíà, ïðåäøåñòâåííèêîì êîòîðîãî â êëåòêå
ÿâëÿåòñÿ NAC. Èñïûòûâàëè äåéñòâèå âîññòàíîâëåííîãî
(GSH) è îêèñëåííîãî (GSSG) ãëóòàòèîíà. Äåéñòâèå GSH
íà àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â êëåòêàõ 3T3-SV40 ïîäîáíî
äåéñòâèþ NAC (Åôðåìîâà è äð., 2004). ×òî êàñàåòñÿ èçìå-
íåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ, òî ïîêà-
çàíî, ÷òî GSH (10 ìÌ) ìåíÿåò åå òàê æå, êàê è NAC, è â

òîé æå êîíöåíòðàöèè, à GSSG íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà ýòîò
ïàðàìåòð êëåòîê íå îêàçûâàåò (òàáë. 2).

Èòàê, ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ äåéñòâèÿ ëàòðóíêó-
ëèíà B íà àêòèíîâûé öèòîñêåëåò â êëåòêàõ 3T3-SV40
(ðèñ. 1) ïîçâîëÿåò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî ÷åì áî-
ëåå ðàçðóøåíû ìèêðîôèëàìåíòû, òåì ìåíüøå ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ
ÅÊÊ. Èç äàííûõ ïî äåéñòâèþ àíòèîêñèäàíòà NAC íà ìèê-
ðîôèëàìåíòû ýòèõ æå êëåòîê ñëåäóåò ïðîòèâîïîëîæíûé
âûâîä: ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ
EKK ñîõðàíÿåòñÿ ïðè ðàçîáðàííûõ ìèêðîôèëàìåíòàõ, íî
èñ÷åçàåò ïðè ïîÿâëåíèè õîðîøî âûðàæåííûõ àêòèíîâûõ
ñòðóêòóð. Ýòè âûâîäû ãîâîðÿò, ñêîðåå, îá îòñóòñòâèè ïðÿ-
ìûõ îòíîøåíèé ìåæäó öåëîñòíîñòüþ ñòðóêòóð ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ â ïðèñóòñòâèè NAC èëè ïîñëå åãî óäàëåíèÿ è
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ êëåòîê 3T3-SV40 ê ÅÊÊ.
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ìûøèíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ 3T3-SV40, îêðàøåííîãî ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (á) è ïîñëåäóþùåãî óäàëåíèÿ èç íåå (â) N-àöåòèë-

öèñòåèíà (NAC) â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ.

à — êîíòðîëü, á — ÷åðåç 20 ÷ äåéñòâèÿ NAC, â — ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå óäàëå-
íèÿ èç ñðåäû NAC.

Ðèñ. 3. ×óâñòâèòåëüíîñòü ôèáðîáëàñòîâ 3T3-SV40 ê ëèòè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊÊ) â çàâè-
ñèìîñòè îò âðåìåíè ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè 10 ìÌ NAC.

Ôèáðîáëàñòû êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè NAC â òå÷åíèå 2—20 ÷, ïî-
ñëå ÷åãî ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ, íå ñîäåðæàùóþ NAC, è ÷åðåç 24 ÷
îöåíèâàëè óñòîé÷èâîñòü êëåòîê (ÖÈ) ê ÅÊÊ. ÖÈ — öèòîòîêñè÷åñêèé èí-

äåêñ, Ê — êîíòðîëü.

Ò à á ë è ö à 2

Åñòåñòâåííàÿ êèëëåðíàÿ àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ
ìûøåé C3HA ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì 3T3-SV40,

îáðàáîòàííûì âîññòàíîâëåííûì (GSH) èëè
îêèñëåííûì (GSSG) ãëóòàòèîíîì

Àãåíò, 10 ìÌ

ÖÈ, %, x sx±

÷åðåç 20 ÷
äåéñòâèÿ

÷åðåç 24 ÷ ïîñëå
îòìûâêè

0 (êîíòðîëü) 34.1 � 3.0

GSH 35.8 � 3.4 4.1 � 1.3

GSSGà 33.3 � 3.2 35.8 � 2.8

NACá 29.2 � 3.0 3.9 � 1.2

à Îêèñëåííûé ãëóòàòèîí. á Ïðèâîäèòñÿ äëÿ ñðàâíåíèÿ.



Îáñóæäåíèå

Èòàê, ìû ñðàâíèâàëè äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà NAC è
äåïîëèìåðèçàòîðà àêòèíà ëàòðóíêóëèíà B íà òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå êëåòêè 3T3-SV40, ïûòàÿñü ïîíÿòü, ñâÿçàíû
ëè ïðÿìî ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê ïðè äåéñò-
âèè NAC (ò. å. ïîòåðÿ èìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ëèòè÷åñêî-
ìó äåéñòâèþ ÅÊÊ) ñ îðãàíèçàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà â êëåòêàõ. Ñîïîñòàâëåíèå èçìåíåíèé îðãàíèçàöèè àê-
òèíîâûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ è èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÅÊÊ
ïðè äåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà B ãîâîðèò î áûñòðîì (â òå÷å-
íèå 2 ÷) ðàçðóøàþùåì àêòèíîâûå ìèêðîôèëàìåíòû äåé-
ñòâèè àãåíòà è ïàðàëëåëüíîì óìåíüøåíèè è äàæå èñ÷åç-
íîâåíèè (â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè àãåíòà) ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê ê ÅÊÊ. Îäíàêî âîññòàíîâëåíèå
öèòîñêåëåòà ïîñëå äåéñòâèÿ àãåíòà ïî âðåìåíè îïåðåæàåò
âîññòàíîâëåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÅÊÊ.

Àíàëèç çàâèñèìîñòè òåõ æå ïàðàìåòðîâ êëåòîê îò
êîíöåíòðàöèè è âðåìåíè äåéñòâèÿ NAC ãîâîðèò î áîëåå
ìíîãîñòóïåí÷àòîì äåéñòâèè ýòîãî àãåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ
ëàòðóíêóëèíîì B. Äåçîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåí-
òîâ ïðè äåéñòâèè NAC (èëè GSH) íå âëèÿåò íà ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê ê ÅÊÊ. Îòñðî÷åííûå âî âðåìåíè ôóíê-
öèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ NAC, èõ
íåçàâèñèìîñòü îò äåçîðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà ãîâîðÿò î òîì, ÷òî èçìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê 3T3-SV40 ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîò-
êè èõ àíòèîêñèäàíòîì ñâÿçàíî ñ êàêèìè-òî ìîëåêóëÿðíû-
ìè ñîáûòèÿìè, òðåáóþùèìè äëèòåëüíîãî âðåìåíè äëÿ
ðåàëèçàöèè íà ôóíêöèîíàëüíîì óðîâíå. Èçìåíåíèå îðãà-
íèçàöèè àêòèíà â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè è ïîñëå äåéñòâèÿ
NAC, ïî-âèäèìîìó, ëèøü äîïîëíÿåò öåïü ìîëåêóëÿðíûõ
èçìåíåíèé, âûçâàííûõ åãî äåéñòâèåì.

Ñîïîñòàâëåíèå êàðòèí èçìåíåíèÿ àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà ïîñëå äåéñòâèé ëàòðóíêóëèíà è NAC (â ïðîöåññå
îòìûâêè) ïîêàçûâàåò íåêîòîðîå ñõîäñòâî èõ äåéñòâèÿ, à
èìåííî: äåçîðãàíèçîâàííûé ñòîëü ðàçíûìè àãåíòàìè àê-
òèíîâûé öèòîñêåëåò íà ïóòè âîçâðàòà ê èñõîäíîìó ñîñòî-
ÿíèþ ïðèîáðåòàåò âðåìåííî ÷åðòû íîðìàëüíûõ êëåòîê —
îò÷åòëèâî âûðàæåííûå ìèêðîôèëàìåíòû, îòñóòñòâóþùèå
ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Çàâèñèò ëè ýòîò ôàêò îò ïðèðîäû
àãåíòà, äåçîðãàíèçóþùåãî àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, èëè îò
ñâîéñòâ ñàìèõ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñêàçàòü ñåé÷àñ
íåëüçÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìèøåíüþ äåéñòâèÿ
NAC âñå-òàêè ìîæåò áûòü âíóòðèêëåòî÷íûé àêòèí, ïîñêî-
ëüêó îí èìååò îñòàòêè ìåòèîíèíà (Milzani et al., 2000) è
Cys-374 (Dalle-Donne et al., 1999), äîñòóïíûå îêèñëåíèþ
(è âîññòàíîâëåíèþ). Íî ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, àêòèí íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ïåðâîé ìèøåíüþ äåéñòâèÿ NAC, õîòÿ îí è ó÷àñòâó-
åò â òåõ ìîëåêóëÿðíûõ èçìåíåíèÿõ, êîòîðûå â êîíå÷íîì
èòîãå ïðèâîäÿò ê ïîòåðå òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ.

Àíòèîêñèäàíò NAC, ÿâëÿÿñü èñòî÷íèêîì ñóëüôãèä-
ðèëüíûõ ãðóïï, ñäâèãàåò îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëü-
íûé áàëàíñ êëåòêè â ñòîðîíó àíòèîêñèäàíòîâ, ãëàâíûì
îáðàçîì âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà — îñíîâíîãî âîñ-
ñòàíàâëèâàþùåãî êîìïîíåíòà êëåòêè (Spolarics, Wu,
1997; ñì. îáçîð: Zaffarulah et al., 2003). Èçìåíåíèÿ ñîäåð-
æàíèÿ ãëóòàòèîíà ðåãèñòðèðóþòñÿ íå ðàíåå ÷åì ÷åðåç 4 ÷,
÷òî, âîçìîæíî, è îáúÿñíÿåò âðåìÿ íàñòóïëåíèÿ äåçîðãà-
íèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ, íî íå îáúÿñ-
íÿåò èçìåíåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê, êî-
òîðîå ïðîèñõîäèò òîãäà, êîãäà ñîäåðæàíèå ãëóòàòèîíà
óæå âåðíóëîñü ê êîíòðîëüíîìó çíà÷åíèþ (Gamaley et al.,
2006). Êðîìå èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðåäîêñ-áàëàí-

ñà è çàâèñèìîé îò íåãî àêòèâíîñòè ðÿäà ñèãíàëüíûõ áåë-
êîâ (Zaffarulah et al., 2003) NAC (êàê è GSH) ìîæåò ñ
ñàìîãî íà÷àëà ñâîåãî äåéñòâèÿ âîññòàíàâëèâàòü äîñòóï-
íûå åìó ìîëåêóëû ïðÿìî íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè è ìîëå-
êóëû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ÷òî âåäåò ê äàëüíåéøèì
ìîëåêóëÿðíûì ïåðåñòðîéêàì è èçìåíåíèþ ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè êëåòêè. Â ïîëüçó òàêîé âîçìîæíîñòè ñâè-
äåòåëüñòâóåò îòñóòñòâèå àíàëîãè÷íûõ èçìåíåíèé ïðè
äåéñòâèè GSSG. Íåîáõîäèìîñòü äëèòåëüíîãî äåéñòâèÿ
NAC äëÿ ïîòåðè êëåòêàìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ
ÅÊÊ (ðèñ. 3) ãîâîðèò î òîì, ÷òî äåéñòâèå NAC ìîæåò åùå
è èíäóöèðîâàòü ñèíòåç è ïîÿâëåíèå íà ïîâåðõíîñòè êëåò-
êè ìîëåêóë áåëêà, îòñóòñòâóþùèõ ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê.

×òî êàñàåòñÿ ëàòðóíêóëèíà B, òî êàêèå-ëèáî ìèøåíè
åãî äåéñòâèÿ â êëåòêå, êðîìå àêòèíîâûõ ñòðóêòóð, èç äàí-
íûõ ëèòåðàòóðû íàì íåèçâåñòíû (Spector et al., 1983,
1989; Yarmola et al., 2000; El Sayed et al., 2006).

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, îñíîâîé óçíàâàíèÿ
ÅÊÊ êëåòîê-ìèøåíåé ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå ñïåöèàëüíûõ ðå-
öåïòîðîâ ó ÅÊÊ (îáùåå íàçâàíèå — ðåöåïòîðû åñòåñòâåí-
íîé öèòîòîêñè÷íîñòè), äëÿ êîòîðûõ íà ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê-ìèøåíåé èìåþòñÿ ëèãàíäû ðàçëè÷íîãî òèïà (ñì. îá-
çîðû: Moretta, Moretta, 2004; Takeda, Okumura, 2004).
Íàëè÷èå òàêèõ ìîëåêóë ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì ê èíàêòèâàöèè
(èíãèáèðîâàíèþ) ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊ. Ïðîöåññ
êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè èëè âèðóñíûå èíôåêöèè ïðè-
âîäÿò ê óòðàòå èëè íåäîñòàòî÷íîé ýêñïðåññèè ýòèõ ëèãàí-
äîâ, ÷òî äåëàåò êëåòêó-ìèøåíü äîñòóïíîé äëÿ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ ÅÊÊ è ïîñëåäóþùåãî ëèçèñà (Long, Rajagopalan,
2002; Moretta, Moretta, 2004). Ïðè îáðàçîâàíèè êîíòàêòà
(èììóííîãî ñèíàïñà) ìåæäó êëåòêîé-ìèøåíüþ è ÅÊÊ
ïðîèñõîäèò ðåîðãàíèçàöèÿ ïîâåðõíîñòè ÅÊÊ ñ îáÿçàòåëü-
íûì ó÷àñòèåì áåëêîâ öèòîñêåëåòà ÅÊÊ (Radosevi *c et al.,
1994, 1995; Malorni et al., 2003; Stebbins et al., 2003; Gis-
mondi et al ., 2004). Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü è íàëè÷èå
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëåêóë íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê-ìèøå-
íåé, ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè êîíòàêòà ñ ÅÊÊ. Òàêèìè
ìîëåêóëàìè ìîãóò áûòü àäãåçèîííûå ìîëåêóëû, ïðèíàä-
ëåæàùèå ê ñåìåéñòâó èíòåãðèíîâ è ó÷àñòâóþùèå â îáðà-
çîâàíèè êîíòàêòà (èììóííîãî ñèíàïñà) ìåæäó êëåò-
êîé-ìèøåíüþ è ÅÊÊ (Malorni et al., 1993; Gabriel, Kinder-
mann, 1998; Montoya et al., 2002; Poggi, Zocchi, 2006).
Íàðóøåíèå ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðû è ïëîòíîñòè ýòîãî
êîíòàêòà ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé èçìåíåíèÿ ëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ÅÊÊ. Â îáçîðíîé ðàáîòå Çóáîâîé è Îêóëîâà
(2001) âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî àäãåçèîííûå
êîíòàêòû ñëóæàò äëÿ ìàêðîôàãîâ (êëåòîê ïåðâîé ëèíèè
èììóííîé çàùèòû) ñâîåîáðàçíûì êîäîì, íà îñíîâàíèè
êîòîðîãî îíè ðàñïîçíàþò ÷óæåðîäíûå è òðàíñôîðìèðî-
âàííûå êëåòêè. Âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëû, âîçíèêàþùèå
ïðè èçìåíåíèè àäãåçèè êëåòîê, ìîãóò áûòü ïðè÷èíîé èç-
ìåíåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê anoikis (ðàçíîâèäíî-
ñòè àïîïòîçà) (Bharadwaj et al., 2004; Valentijn et al., 2004).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëþ÷åâûìè ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëà-
ìè â ýòîì ñëó÷àå ìîãóò áûòü àêòèíñâÿçûâàþùèå áåëêè, â
÷àñòíîñòè òðîïîìèîçèí, îò êîòîðîãî çàâèñèò äåçîðãàíèçà-
öèÿ (ñòàáèëèçàöèÿ) àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Bharadwaj
et al., 2004).

Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ àêòèíà èëè àêòèíñâÿçûâàþ-
ùèå áåëêè ìîäåëèðóþò êëåòî÷íóþ ïîâåðõíîñòü ñ åå ðå-
öåïòîðàìè, âçàèìîäåéñòâèÿ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì è
ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Èçìåíåíèå õàðàêòåðà àä-
ãåçèîííûõ êîíòàêòîâ ÅÊÊ ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòêè-ìèøå-
íè ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé èçìåíåíèÿ êèëëåðíîé àêòèâíî-
ñòè ýôôåêòîðîâ. Ñïîñîáíîñòü ëàòðóíêóëèíà B è NAC
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(ñòîëü ðàçíûõ ïî ìåõàíèçìó äåéñòâèÿ) óìåíüøàòü ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ, ñ îäíîé ñòîðîíû,
ïîäòâåðæäàåò òó íåÿñíîñòü, êîòîðàÿ ñóùåñòâóåò â ëèòåðà-
òóðå îòíîñèòåëüíî ëèãàíäîâ óçíàâàíèÿ ÅÊÊ íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê-ìèøåíåé è ñâÿçè èõ ñî ñòðóêòóðàìè öèòî-
ñêåëåòà (Radosevi *c et al., 1994; Poggi, Zocchi, 2006), à ñ
äðóãîé — ñâèäåòåëüñòâóåò îá èíàêòèâàöèè (èëè èñ÷åç-
íîâåíèè) ìîëåêóë, ÿâëÿþùèõñÿ àêòèâèðóþùèì ñèãíà-
ëîì äëÿ ÅÊÊ. Ïîèñê òàêèõ ìîëåêóë — íàøà äàëüíåéøàÿ
çàäà÷à.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Ñ. Þ. Õàéòëèíîé çà ó÷àñòèå â
îáñóæäåíèè ðàáîòû è Å. À. Âàõðîìîâîé çà ïîìîùü â åå
îôîðìëåíèè.
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REORGANIZATION OF ACTIN CYTOSKELETON IN 3T3-SV40 CELLS
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N. A. Filatova, K. M. Kirpichnikova, I. A. Gamaley1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: igamaley@mail.cytspb.rssi.ru

The present work was aimed to examine whether the actin reorganization of 3T3-SV40 cells influences the-
ir sensitivity to natural killer (NK) cells activity. The effects of N-acetylcystein (NAC) and latrunculin B, actin
depolimerizator, on both cellular parameters were studied. Experiments with NAC demonstrated that 3T3-SV40
sensitivity to NK cells activity remained unchanged under the disordered microfilaments but decreased upon the
appearance of structured stress-fibres. The data on latrunculin B action resulted in the opposite conclusion: the
more microfilaments disorganization in the presence of latrunculin B the lesser 3T3-SV40 sensitivity to lysis by
NK cells. These facts suggest that relations between microfilament integrity in 3T3-SV40 cells and their sensiti-
vity to NK cells are rather independent. The latter confirms our previous conclusion (Gamaley et al., 2006).
Decrease in 3T3-SV40 sensitivity to NK cells activity accompanied by actin reorganization resulted from both
latrunculin B and NAC action suggests changes in cellular surface, which ultimately lead to inactivation (or
loss) of the molecules being activating signals to NK cells.

K e y w o r d s: actin cytoskeleton, cytotoxicity index, latrunculin B, N-acetylcysteine, natural killers, trans-
formed fibroblasts 3T3-SV40.
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