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Êëåòî÷íûé îòâåò íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ îñíîâàí íà àêòèâàöèè áåëêîâîãî ôàêòîðà HIF-1 (hypo-
xia-inducible factor), ñîñòîÿùèé èç äâóõ ñóáúåäèíèö — á è â. HIF-1á ýêñïðåññèðóåòñÿ ïîñòîÿííî, íî â
óñëîâèÿõ íîðìîêñèè áëàãîäàðÿ ãèäðîêñèëèðîâàíèþ îïðåäåëåííûõ ñàéòîâ áåëêà ïðîèñõîäèò åãî äåãðàäà-
öèÿ. Ïðè ãèïîêñèè ãèäðîêñèëèðîâàíèå çàáëîêèðîâàíî, HIF-1á ôîðìèðóåò äèìåðû ñ HIF-1â è âûñòóïàåò
êàê òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð äëÿ ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ îáåñïå÷èâàþò ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ïðî-
öåññû. Ìîëåêóëÿðíûé øàïåðîí Hsp70 çàùèùàåò íåéðîíàëüíûå êëåòêè îò ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà, îäíà-
êî ìåõàíèçì åãî çàùèòíîãî äåéñòâèÿ îñòàâàëñÿ íåèçó÷åííûì. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, êàê Hsp70 çàùèùà-
åò êëåòêè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, íà îñíîâå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû SK-N-SH ìû ñîçäàëè êëåòî÷íóþ ëè-
íèþ, ñîäåðæàùóþ ãåí hsp70 ïîä èíäóöèðóåìûì ïðîìîòîðîì, SK-N-SH-hsp. Êëåòêè ýòîé ëèíèè
îêàçàëèñü áîëåå óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ CoCl2, èìèòèðóþùåãî â íàøèõ îïûòàõ äåéñòâèå ãèïîêñèè.
Âðåìÿ æèçíè HIF-1á áûëî óâåëè÷åíî â ýòèõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè ðîäèòåëüñêîé ëèíèè áëà-
ãîäàðÿ òîìó, ÷òî â òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè Hsp70 áûë ñâÿçàí ñ HIF-1á. Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, Hsp70
âìåøèâàåòñÿ â ñèãíàëüíûå ïóòè îòâåòà êëåòêè íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ íà óðîâíå ðåãóëÿöèè ñòàáèëüíî-
ñòè HIF-1á.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãèïîêñèÿ, HIF-1á, øàïåðîí, Hsp70.

Ïðè íàðóøåíèè ìåõàíèçìîâ ïîñòóïëåíèÿ êèñëîðîäà â
îðãàíèçì, åãî òðàíñïîðòèðîâêè è èñïîëüçîâàíèÿ â òêàíÿõ
ðàçâèâàåòñÿ êèñëîðîäíîå ãîëîäàíèå — ãèïîêñèÿ. Ãèïîê-
ñèÿ (èøåìèÿ) âûçûâàåò ãèáåëü êëåòîê (÷àùå âñåãî ïî ñõå-
ìå àïîïòîçà) è ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì ôàêòîðîì, ïîðàæàþ-
ùèì ñåðäöå è ãîëîâíîé ìîçã.

Ãèïîêñèÿ àêòèâèðóåò íàáîð ãåíîâ, êîòîðûå îáåñïå÷è-
âàþò àäàïòàöèþ êëåòîê è òêàíåé ê íèçêîìó ñîäåðæàíèþ
êèñëîðîäà. Êëåòî÷íûé îòâåò íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ
îñíîâàí íà àêòèâàöèè áåëêà HIF-1 (hypoxia-inducible fac-
tor), ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ ãåòåðîäèìåðíîãî
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, êîòîðûé â óñëîâèÿõ ãèïîê-
ñèè îòâå÷àåò çà ýêñïðåññèþ ãåíà ýðèòðîïîýòèíà è åùå
ïðèáëèçèòåëüíî 60 ãåíîâ, ïðîäóêòû êîòîðûõ ó÷àñòâóþò â
òàêèõ ïðîöåññàõ, êàê âûæèâàíèå êëåòîê, ïðîëèôåðàöèÿ,
àïîïòîç è àíãèîãåíåç (Semenza, 2003). HIF-1 ñîñòîèò èç
äâóõ ñóáúåäèíèö — HIF-1á (120 êÄà) è HIF-1â
(91—94 êÄà) — è àêòèâåí òîëüêî òîãäà, êîãäà íàõîäèòñÿ â
ãåòåðîäèìåðíîì ñîñòîÿíèè. Îáà áåëêà äîñòàòî÷íî êîí-
ñåðâàòèâíû, è ñõîäñòâî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè HIF-1 ÷åëî-
âåêà, ìûøè è êðûñû ñîñòàâëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî 90 %
(Dery et al., 2005). Îáà áåëêà èìåþò ñàéò ÿäåðíîé ëîêàëè-
çàöèè (NLS) è ìîòèâ basic helix-loop-helix (bHLH), õàðàê-
òåðíûé äëÿ ìíîãèõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è îòâå-
÷àþùèé çà îëèãîìåðèçàöèþ. Åùå îäíèì îáùèì ìîòèâîì
äëÿ îáîèõ HIF-1 ÿâëÿåòñÿ äîìåí Per-ARNT-Sim (PAS).
Êðîìå òîãî, ó HIF-1á èìååòñÿ äîïîëíèòåëüíàÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü, êîòîðîé íåò ó HIF-1â, — oxygen-dependent de-
gradation domain (ODD), áëàãîäàðÿ êîòîðîìó â óñëîâèÿõ
íîðìîêñèè ïðîèñõîäèò áûñòðàÿ äåãðàäàöèÿ HIF-1á (Hu-

ang et al., 1998). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî è òðàíñêðèïöèÿ, è
òðàíñëÿöèÿ HIF-1á èäóò îäèíàêîâî â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè è
íîðìîêñèè, îäíàêî â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè âðåìÿ ïîëóæèç-
íè ôàêòîðà ñîñòàâëÿåò ìåíåå 5 ìèí. Êîãäà óðîâåíü êèñëî-
ðîäà íàõîäèòñÿ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðåäåëàõ, ñïåöèôè÷å-
ñêèå ñàéòû HIF-1á ïîäâåðãàþòñÿ ãèäðîêñèëèðîâàíèþ, è â
òàêîé ôîðìå HIF-1á óçíàåòñÿ ïðîäóêòîì ãåíà von Hippel
Lindau (pVHL) è óáèêâèòèí-ëèãàçîé Å3. Ïðîèñõîäÿò
óáèêâèòèíèëèðîâàíèå HIF-1á è åãî ïðîòåàñîìíàÿ äåãðà-
äàöèÿ. Ïðè ãèïîêñèè ãèäðîêñèëèðîâàíèå HIF-1á áëîêèðî-
âàíî, ÷òî ïîçâîëÿåò áåëêó ñîõðàíÿòüñÿ â ñòàáèëüíîé ôîð-
ìå è ôîðìèðîâàòü äèìåðû ñ HIF-1â. Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî
HIF-1á ìîæåò àêòèâèðîâàòüñÿ íå òîëüêî ïîä äåéñòâèåì
ãèïîêñèè, åãî àêòèâàòîðàìè ìîãóò áûòü CoCl2 è âåùåñòâà,
îáðàçóþùèå õåëàòíûå ñîåäèíåíèÿ ñ èîíàìè æåëåçà (Dery
et al., 2005).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîÿâèëèñü äàííûå î ðîëè áåëêîâ
òåïëîâîãî øîêà (Hsp) â ñòàáèëèçàöèè HIF-1á. Hsp èíäó-
öèðóþòñÿ â êëåòêàõ âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ â îòâåò íà
äåéñòâèå ìíîãî÷èñëåííûõ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, òàêèõ
êàê òåïëîâîé øîê, ãèïîêñèÿ, èøåìèÿ, ìåòàáîëè÷åñêèå íà-
ðóøåíèÿ, âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ è âîçäåéñòâèÿ ôàðìàêîëî-
ãè÷åñêèõ àãåíòîâ (Brown, 1990; Nowak et al., 1993). Ãåíû
ýòèõ áåëêîâ àêòèâèðóþòñÿ íå òîëüêî â óñëîâèÿõ ñòðåññà,
íî è â õîäå îñíîâíûõ ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé æèçíåäåÿòåëü-
íîñòè, ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è àïîïòîçà (Mo-
rimoto et al., 1997; Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2000). Hsp ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå âî âñåõ ïðîöåññàõ æèçíåäåÿòåëüíîñòè òêà-
íåé è îðãàíîâ. Hsp70 ñïîñîáåí çàùèùàòü êëåòêè îò
îãðîìíîãî êîëè÷åñòâà òîêñè÷åñêèõ è ñòðåññîâûõ ôàêòî-
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ðîâ; îí òàêæå îáëàäàåò ñâîéñòâîì ñòàáèëèçèðîâàòü àêòè-
íîâûé öèòîñêëåò â óñëîâèÿõ îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà.
Ïî-âèäèìîìó, áîëüøèíñòâî ýòèõ ôóíêöèé Hsp ñâÿçàíî ñ
øàïåðîííîé àêòèâíîñòüþ, ò. å. ñ èõ ñïîñîáíîñòüþ óçíà-
âàòü ïîâðåæäåííûå èëè âíîâü ñèíòåçèðîâàííûå ïîëèïåï-
òèäû è âûïðàâëÿòü èõ ñòðóêòóðó ÀÒÔ-îïîñðåäîâàííûì
îáðàçîì èëè óäàëÿòü íå ïîääàþùèåñÿ èñïðàâëåíèþ áåëêè
÷åðåç ïðîòåàñîìíûé àïïàðàò. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îäèí
èç øàïåðîíîâ, áåëîê Hsp90, ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ äîìå-
íîì PAS Â-ôàêòîðà è ñòàáèëèçèðîâàòü åãî (Katschinski et
al., 2004). Äðóãîé êëåòî÷íûé øàïåðîí, Hsp70, óçíàåò èíîé
ñòðóêòóðíûé ìîòèâ ìîëåêóëû HIF-1á, òàê íàçûâàåìûé
äîìåí êèñëîðîäçàâèñèìîé äåãðàäàöèè (ODD) (Zhou et al.,
2004). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðîëü ýòèõ ìåæáåëêîâûõ
âçàèìîäåéñòâèé íåÿñíà; ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îíè íåîáõî-
äèìû äëÿ ñòàáèëèçàöèè HIF-1á â óñëîâèÿõ íîðìîêñèè.
Â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ïî êðàéíåé ìåðå îäèí èç øàïåðîíîâ
(Hsp90) âûòåñíÿåòñÿ èç êîìïëåêñà ñ HIF-1á áåëêîì
ARNT, êîòîðûé â òå÷åíèå 20—30 ìèí ãèïîêñèè ïðåäî-
õðàíÿåò ñòðóêòóðó ôàêòîðà îò ïðèöåëüíîãî ïðîòåîëèçà
(Katschinski et al., 2004). Äëÿ îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, êàêî-
âà ðîëü øàïåðîíà Hsp70 â ïðîöåññå ãèïîêñèè, ìû ïðåä-
ïðèíÿëè èññëåäîâàíèå, â êîòîðîì èñïîëüçîâàëè ñïåöèà-
ëüíî ñêîíñòðóèðîâàííóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ ñ èíäóöè-
áåëüíîé ýêñïðåññèåé øàïåðîíà. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò
ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó òîãî, ÷òî Hsp70 ñïîñîáåí óâåëè-
÷èâàòü âðåìÿ æèçíè ôàêòîðà HIF-1á â óñëîâèÿõ äî è ïî-
ñëå ãèïîêñèè è, òàêèì îáðàçîì, íåîáõîäèì êëåòêàì äëÿ
íàäëåæàùåé ðåàêöèè íà ëèøåíèå êèñëîðîäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH, ïîëó-
÷åííûå îò ïðîô. Ì. ×èòàìà (Âåëèêîáðèòàíèÿ), êóëüòèâè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2 íà ïèòàòåëüíîé
ñðåäå ÄÌÅÌ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 50 ìêã/ìë
ãåíòàìèöèíà è 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà (ÏàíÝêî, Ìîñêâà). Ïîñòîÿííûå ëîãàðèôìè÷åñêèé
ðîñò è ïëîòíîñòü êëåòîê (2�105—3105) è ïîääåðæèâàëèñü
ïîñðåäñòâîì èõ ïåðåñåâà ÷åðåç êàæäûå 2—3 ñóò. Äèíàìè-
êó êëåòî÷íîãî ðîñòà îöåíèâàëè ïóòåì ïîäñ÷åòà êëåòîê â
êàìåðå Íüþáàóýðà. Êëåòêè êîòðàíñôèöèðîâàëè äâóìÿ
ïëàçìèäàìè (â ñîîòíîøåíèè 10 : 1), îäíà èç êîòîðûõ,
pZ-hsp70, ñîäåðæàëà ãåí hsp70, à äðóãàÿ, pZem, — ãåí
óñòîé÷èâîñòè ê ãåíèöèòèíó. Îáå ïëàçìèäû áûëè ïîëó÷å-
íû îò ä-ðà Ìàðüè ßàòòåëà (Danish Cancer Society). Ïðîöå-
äóðó òðàíñôåêöèè îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Li-
pofectamin Plus (Invitrogen, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêî-
ìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïëàçìèäû pZ-hsp70
(900 íã) è pZem (100 íã) ñìåøèâàëè â 470 ìêë ÄÌÅÌ
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) è èíêóáèðîâàëè ñ 7.5 ìêë ðåàêòèâ Plus
15 ìèí, ïîñëå ÷åãî îáúåäèíÿëè ñ 3.75 ìêë ðåàêòèâà Lipo-
fectamin, ðàçâåäåííîãî â 1020 ìêë ñðåäû ÄÌÅÌ, è òùà-
òåëüíî ïåðåìåøèâàëè. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü òàêæå èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí. Êëåòêè SK-N-SH, ïîñåÿííûå íà-
êàíóíå ñ ïëîòíîñòüþ 2�104 êë./ìë â ÷àøêè Ïåòðè (35 ìì),
îòìûâàëè îò ñûâîðîòêè è àíòèáèîòèêîâ è äîáàâëÿëè
1.5 ìë ñìåñè ÄÍÊ è ðåàêòèâîâ Lipofectamin è Plus. Êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ñ ïëàçìèäàìè â òå÷åíèå 4 ÷, ïîñëå ÷åãî â
÷àøêó äîáàâëÿëè 1.5 ìë ñðåäû ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 20 %
ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè è ãåíòàìèöèí (100 ìêã/ìë). Ïî ïðî-
øåñòâèè 48 ÷ ñðåäó ìåíÿëè íà ñâåæóþ è âíîñèëè ãåíèöè-
òèí (G418) â êîíöåíòðàöèè 800 ìêã/ìë. ×åðåç 2 íåä êëîíû
îòáèðàëè, ïåðåñåâàëè â ëóíêè 24-ëóíî÷íîé ïëàòû è íàðà-

ùèâàëè â ïðèñóòñòâèè 100 ìêã/ìë G418. Ïîñëå èíäóêöèè
ãåíà hsp70 ñ ïîìîùüþ 100 ìêÌ ZnSO4 ïðîäóêöèþ áåëêà â
êëîíàõ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà.

È í ä ó ê ö è ÿ ã è ï î ê ñ è è. Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì,
â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo è in vitro äåéñòâèå ãèïîêñèè ìî-
äåëèðóåòñÿ õëîðèäîì êîáàëüòà (Salnikow et al., 2000; Dery
et al., 2005). Ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ ìîäåëèðîâàëè äîáàâ-
ëåíèåì â ñðåäó CoCl2 â êîíöåíòðàöèè 0.75—3.00 ìÌ.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü êëåòîê îöåíèâàëè äâóìÿ ñïî-
ñîáàìè — ñ ïîìîùüþ îêðàñêè òðèïàíîâûì ñèíèì è ñ ïî-
ìîùüþ ðåàêöèè Ìîñìàííà (Mosmann, 1983). Â ïåðâîì
ñëó÷àå êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñìåñüþ ðàñòâîðîâ
Òðèïñèíà è Âåðñåíà (1 : 1), ñîáèðàëè è ñìåøèâàëè ñ
0.4%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî â ñîîòíîøåíèè
1 : 1. Çàòåì ñóñïåíçèþ ïîìåùàëè â êàìåðó Íüþáàóýðà è
ïîäñ÷èòûâàëè æèâûå è ìåðòâûå êëåòêè.

Äëÿ ðåàêöèè Ìîñìàííà êîíòðîëüíûå êëåòêè SK-N-SH
è êëåòêè ñ èíäóöèáåëüíûì hsp70 (1Ñ5) âûñåâàëè â ëóíêè
96-ëóíî÷íîé ïëàòû â êîíöåíòðàöèè 5 òûñ. íà 100 ìêë â
ñðåäå ñ ñûâîðîòêîé. Êëåòêè èíäóöèðîâàëè ê ýêñïðåññèè
Hsp70 è äîáàâëÿëè â ñðåäó CoCl2 íà îïðåäåëåííîå âðåìÿ,
ïîñëå ÷åãî ñðåäó çàìåíÿëè íà áåññûâîðîòî÷íóþ. Çàòåì â
ëóíêè äîáàâëÿëè 10 ìêë ðàñòâîðà ÌÒÒ (50 ìã/ìë íà PBS)
è îñòàâëÿëè íà 4 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì â êàæäóþ ëóíêó äî-
áàâëÿëè 100 ìêë ñìåñè èçîïðàïàíîëà è 0.04 í. HCl è òùà-
òåëüíî ïåðåìåøèâàëè ñîäåðæèìîå ëóíîê äî ïîëíîãî ðàñ-
òâîðåíèÿ êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëå-
òîê ðàññ÷èòûâàëè â àáñîëþòíûõ âåëè÷èíàõ êàê ðàçíîñòü
ìåæäó îïòè÷åñêèìè ïëîòíîñòÿìè ëóíîê ïðè 570 è
630 íÌ, èçìåðåííûìè íà àâòîìàòè÷åñêîì ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå Ïèêîí (Ðîññèÿ) äëÿ 96-ëóíî÷íûõ ïëàò.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Äëÿ àíàëèçà êëåòêè âû-
ñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà â 24-ëóíî÷íîé ïëàòå â êîí-
öåíòðàöèè 1.5�104 â 0.5 ìë ñðåäû. Ïîñëå ïîñàäêè êëåòîê
ïðîâîäèëè èíäóêöèþ ýêñïðåññèè Hsp70 ñ ïîìîùüþ
75 ìêÌ ZnSO4. Ñïóñòÿ 18 ÷, êîãäà äîñòèãàëñÿ ìàêñèìàëü-
íûé óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ áåëêà òåïëîâîãî øîêà, ê êëåòêàì
äîáàâëÿëè 0.75 ìÌ CoCl2 è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå óêà-
çàííîãî âðåìåíè. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëè-
íîì â PBS â òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì ê êëåòêàì äîáàâëÿëè
õîëîäíûé ìåòàíîë è îñòàâëÿëè íà 5 ìèí ïðè –20 °Ñ. Çà-
òåì ñòåêëà ïðîìûâàëè â PBS è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
15 ìèí â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè (äëÿ áëîêè-
ðîâêè ñàéòîâ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ), ïîñëå ÷åãî
èíêóáèðîâàëè èõ â òå÷åíèå 1 ÷ â ðàñòâîðå ïåðâè÷íûõ àíòè-
òåë. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè â PBS. Êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå âòîðè÷íûõ àíòèòåë, êîíúþãèðî-
âàííûõ ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé Cy2 èëè Cy3 (Jackson
Immunoreseach Lab. Inc., Âåëèêîáðèòàíèÿ), â òå÷åíèå 1 ÷,
ïîñëå ÷åãî ñíîâà ïðîâîäèëè îòìûâêó PBS. ßäåðíûé õðî-
ìàòèí îêðàøèâàëè ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ DAPI. Ïîñëå
ôèêñàöèè íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ ñ ïîìîùüþ ìîíòèðóþ-
ùåãî ðàñòâîðà DAKO (DAKO, Äàíèÿ) ïðåïàðàòû èññëåäî-
âàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Axioskop ïðè
40-êðàòíîì óâåëè÷åíèè è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
öèôðîâîé êàìåðû Panasonic, ïðèêðåïëåííîé ê ìèêðîñêîïó.
Äëÿ îáðàáîòêè ôîòîãðàôè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé èñïîëü-
çîâàëè êîìïüþòåðíóþ ïðîãðàììó Adobe Photoshop 7.0.

Ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ àíàëèçà äè-
íàìèêè íàêîïëåíèÿ HIF-1á, à òàêæå ëîêàëèçàöèè Hsp70 è
HIF-1á ôèêñèðîâàííûå ïðåïàðàòû èññëåäîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà (Leica, Ãåðìàíèÿ).
Äëÿ ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèÿ èñïîëüçîâàëè äâà ëàçåðà,
âîçáóæäàþùèõ ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè Cy2 (HIF-1á)
è Cy3 (Hsp70), íà äëèíàõ âîëí 488 (çåëåíûé ñâåò) è 543
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(êðàñíûé ñâåò) íì ñîîòâåòñòâåííî. Èçîáðàæåíèå ñòðîèëè
ïóòåì ïîñëîéíîãî ñêàíèðîâàíèÿ, ÷åðåäóÿ äâà ëàçåðà â
êàæäîì îòäåëüíîì ñëîå. Âñå ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ ñî-
õðàíÿëè â ïàìÿòè êîìïüþòåðà è ïî íèì âîññîçäàâàëè êàð-
òèíó ñðåçà. Çàòåì â èíòåðåñóþùåì íàñ ñëîå ïðîâîäèëè
íàëîæåíèå èçîáðàæåíèé îò äâóõ ëàçåðîâ. Ïîëó÷åííûå
èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû LCM
Browser.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ áåëêîâûõ ïðîá êëåòêè ñîáèðàëè, îòäåëÿÿ èõ îò
ñóáñòðàòà ñìåñüþ ðàñòâîðîâ Òðèïñèíà è Âåðñåíà (1 : 1),
òðèæäû ïðîìûâàëè â 10 ìë õîëîäíîãî PBS, öåíòðèôóãè-
ðóÿ ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ê êëåòî÷íîìó îñàäêó äî-
áàâëÿëè 100 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà, ñîñòîÿùåãî èç
20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, 150 ìÌ NaCl, 0.5 % Òðèòîíà
X-100, 2 ìÌ EDTA è 1 ìÌ PMSF . Ýêñòðàêòû öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè 8000 g â òå÷åíèå 10 ìèí, îòáèðàëè ñóïåðíà-
òàíò è èçìåðÿëè â íåì êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà ïî ìå-
òîäó Áðåäôîðä (Bradford, 1976). Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå
ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ëàýììëè (Laem-
mli, 1970). Ïîñëå ïåðåíåñåíèÿ áåëêîâ ñ ãåëÿ íà íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó åå èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê Hsp70, ïîëó÷åííûìè â íà-
øåé ëàáîðàòîðèè (êëîí 3B5, òèòð 1 : 2000), è ñ
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà (IgG)
ìûøè, ìå÷åííûìè ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ).
Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïåðîêñèäàçíîé ðåàêöèè èñïîëüçîâàëè
ìåòîäèêó óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL).

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ ÿ ä å ð í û õ ý ê ñ ò ð à ê -
ò î â ñ à í ò è ò å ë à ì è ê H I F - 1 á. Äëÿ àíàëèçà ñîäåðæà-
íèÿ áåëêà HIF-1á â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ ãèïîêñèè, ãî-
òîâèëè ÿäåðíûå ýêñòðàêòû ïî ñëåäóþùåé ñõåìå. Êëåòêè,
èíäóöèðîâàííûå ê ýêñïðåññèè Hsp70 75 ìêÌ ZnSO4, ïîä-
âåðãàëè äåéñòâèþ 0.75 ìÌ CoCl2 â òå÷åíèå 8 èëè 12 ÷, ñî-
áèðàëè è ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS 2 ðàçà. Ê ñóõîìó êëå-
òî÷íîìó îñàäêó äîáàâëÿëè 400 ìêë áóôåðà, ñîäåðæàùåãî
10 ìÌ HEPES, pH 7.9, 10 ìÌ KCl, 0.1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.1 ìÌ
ÝÃÒÀ, 1 ìÌ ÄÒÒ è 1 ìÌ ÔÌÑÔ, è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó
â òå÷åíèå 20 ìèí. Äîáàâëÿëè Nonidet P-40 äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 0.6 % è öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ñ ïðè
14 000 îá/ìèí. Ñóïåðíàòàíò (öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ ôðàê-
öèþ) îòáèðàëè, à îñàäîê äâàæäû ïðîìûâàëè 10 ìÌ HEPES.
Ê îñàäêó äîáàâëÿëè 50 ìêë áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 20 ìÌ
HEPES, pH 7.9, 0.4 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ ÝÃÒÀ,
1 ìÌ ÄÒÒ è 1 ìÌ ÔÌÑÔ. Ýêñòðàêöèþ ÿäåðíûõ áåëêîâ
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí íà ëüäó ïðè ïîñòîÿííîì ïî-
êà÷èâàíèè. Çàòåì ñîäåðæèìîå ïðîáèðîê öåíòðèôóãèðîâà-
ëè 10 ìèí ïðè 14 000 îá/ìèí è ñóïåðíàòàíò (ÿäåðíàÿ
ôðàêöèÿ) îòáèðàëè â îòäåëüíûå ïðîáèðêè (Dignam et al.,
1983). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà èçìåðÿëè ïî ìåòîäó Áðåä-
ôîðä (Bradford, 1976).

Äëÿ òåñòà èììóíîïðåöèïèòàöèè èñïîëüçîâàëè ÿäåð-
íûå ýêñòðàêòû êëåòîê ñ ñîäåðæàíèåì îáùåãî áåëêà 1 ìã.
Îáúåì èññëåäóåìûõ ïðîá äîâîäèëè äî 500 ìêë ðàñòâîðîì
ÒÑÁ (20 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, è 150 ìÌ NaCl). Ê ñìåñè
äîáàâëÿëè 3 ìêë áåëêà G, èììîáèëèçîâàííîãî íà ãåëå ñå-
ôàðîçû (Pharmacia, Øâåöèÿ), à òàêæå 3 ìêë ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ê áåëêó HIF-1á (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ).
Èíêóáàöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè ïîñòîÿííîì
ïåðåìåøèâàíèè. Ïîñëå 3-êðàòíîé îòìûâêè ãåëÿ ñ ïî-
ìîùüþ ÒÑÁ ê îñàäêó äîáàâëÿëè áóôåð äëÿ ýëåêòðîôîðåçà
è äàëåå ïðîâîäèëè àíàëèç îáðàçîâàâøåãîñÿ êîìïëåêñà ìå-
òîäîì èììóíîáëîòèíãà ñ êðîëè÷üèìè ïîëèêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ïðîòèâ Hsp70, ðàíåå ïîëó÷åííûìè â íàøåé
ëàáîðàòîðèè.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïîëó÷åííûõ ðåçó-
ëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-òåñòà Ñòüþäåíòà
(P < 0.05). Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñðåäíåãî è åãî ñòàíäàðòíîé îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ î ç ä à í è å ê ë å ò î ÷ í î é ë è í è è í å é ð î á ë à ñ ò î -
ì û ÷ å ë î â å ê à S K - N - S H ñ è í ä ó ö è á å ë ü í î é ý ê ñ ï -
ð å ñ ñ è å é H s p 7 0. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè Hsp70 â çàùèòå
êëåòîê íåéðîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íàìè áûëà âûáðà-
íà ëèíèÿ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH. Áàçà-
ëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè Hsp70 â SK-N-SH êðàéíå íå-
âûñîê è ïðàêòè÷åñêè íå äåòåêòèðóåòñÿ â èììóíîáëîòèíãå,
ïîýòîìó äàííàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ áûëà èäåàëüíûì êàíäè-
äàòîì íà ñîçäàíèå êëåòîê ñ èíäóöèáåëüíîé ýêñïðåññèåé
ãåíà hsp70.

Êëåòêè SK-N-SH òðàíñôèöèðîâàëè, êàê îïèñàíî â
ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà», è ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ñòà-
áèëüíîé ëèíèè èíäóöèðîâàëè ýêñïðåññèþ Hsp70 ñ ïî-
ìîùüþ ñîëè öèíêà (ZnSO4). Íà ðèñ. 1, à ïîêàçàíî, ÷òî ýê-
ñïðåññèÿ Hsp70 ïðîèñõîäèò çàâèñèìûì îò êîíöåíòðàöèè
ZnSO4 îáðàçîì, óðîâåíü Hsp70 äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷å-
ðåç 18 ÷ ïîñëå èíäóêöèè ZnSO4, à çàòåì ïëàâíî ïîíèæàåò-
ñÿ, íî îñòàåòñÿ çíà÷èìûì â òå÷åíèå 72 ÷ (ðèñ. 1, á). Ïî-
ñêîëüêó ïðè êîíöåíòðàöèè ZnSO4 150 ìêÌ ÷àñòü (äî
50 %) êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïîãèáàëà, íåñìîòðÿ íà çíà÷è-
òåëüíîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ Hsp70, â äàëüíåéøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ áûëè èñïîëüçîâàíû áîëåå óìåðåííûå êîíöåíòðà-
öèè ðåàãåíòà (75 è 100 ìêÌ), íå âëèÿâøèå íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê. Âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ íàêîïëåíèÿ
çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà Hsp70, áûëî îïðåäåëåíî êàê
18 ÷, è â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ZnSO4 äîáàâëÿëè
êëåòêàì çà 18 ÷ äî èíäóêöèè ãèïîêñèè.

Êëåòêè ñ èíäóöèðóåìîé ýêñïðåññèåé Hsp70 (â äàëü-
íåéøåì SK-N-SH-hsp70) îêàçàëèñü çíà÷èòåëüíî áîëåå
óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ ãèïîêñèè, âûçûâàåìîé CoCl2, â
òî âðåìÿ êàê èñõîäíûå êëåòêè SK-N-SH-wt äîçîçàâèñèìî
ðåàãèðîâàëè íà CoCl2: ÷åì âûøå êîíöåíòðàöèÿ àãåíòà òåì
ìåíüøåå êîëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëîñü ïî òåñòó
Ìîñìàííà (ðèñ. 1, á).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè äðîáíûõ êîíöåíòðàöèé ZnSO4 (75
è 100 ìêÌ), ïðè êîòîðûõ óðîâåíü ýêñïðåññèè Hsp70 â
êëåòêàõ SK-N-SH-hsp70 ðàçëè÷àåòñÿ ïðèìåðíî â 1.5 ðàçà,
ïðè ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè CoCl2 (3 ìÌ) äîëÿ ìåðò-
âûõ êëåòîê, îöåíèâàåìàÿ ïî îêðàøèâàíèþ òðèïàíîâûì
ñèíèì, ïîíèæàëàñü ñ 95.4 ± 2.0 % â êîíòðîëå äî 62.8 ±
0.52 % ïðè ïðèìåíåíèè 75 ìêÌ ZnSO4 è äî 54.0 ± 0.1 %
ïðè 100 ìêÌ àãåíòà. Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåíèå óðîâíÿ
Hsp70 ïðèâîäèëî ê çàùèòå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû
SK-N-SH îò äåéñòâèÿ ôàêòîðà, ñòèìóëèðóþùåãî ãè-
ïîêñèþ.

Ñ ò à á è ë è ç à ö è ÿ H I F - 1 á ï ð è ã è ï î ê ñ è è â ê ë å ò -
ê à õ S K - N - S H ñ ï î â û ø å í í î é ý ê ñ ï ð å ñ ñ è å é
Hsp70. Â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè HIF-1á îáðàçóåò àêòèâíûé
äèìåð ñ â-ñóáúåäèíèöåé HIF-1 è íà÷èíàåò èãðàòü ðîëü
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà, çàïóñêàÿ òðàíñêðèïöèþ ãå-
íîâ îòâåòà íà ãèïîêñèþ. Èñïîëüçóÿ ìåòîä èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèè, ìû ïîêàçàëè, ÷òî â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè, èíäó-
öèðóåìîé äåéñòâèåì CoCl2, â êëåòêàõ SK-N-SH ïðîèñõî-
äÿò ñòàáèëèçàöèÿ HIF-1á è åãî íàêîïëåíèå â ÿäðå
(ðèñ. 2, à). Ðàíåå ÿäåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ HIF-1á áûëà õîðî-
øî ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñ ïîìîùüþ òðåõìåðíîãî àíàëèçà
(Berchner-Pfannschmidt, 2004). Ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé
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ìèêðîñêîïèè ìû îöåíèëè ðîëü íàêîïëåíèÿ Hsp70 â ñòà-
áèëèçàöèè HIF-1á. Äëÿ áîëåå ïîäðîáíîãî àíàëèçà äèíà-
ìèêè íàêîïëåíèÿ HIF-1á è âëèÿíèÿ Hsp70 íà ýòîò ïðîöåññ
ìû èññëåäîâàëè ðàçíûå âðåìåíí*ûå òî÷êè ïîñëå äåéñòâèÿ
CoCl2 (4, 6, 8, 10, 12 è 18 ÷). Íà ðèñ. 3, á âèäíî, ÷òî â êëåò-
êàõ ñ èíäóöèðîâàííûì Hsp70 áåëîê HIF-1á ïîÿâëÿåòñÿ
ðàíüøå (ñïóñòÿ 4 ÷), ÷åì â ðîäèòåëüñêîé ëèíèè, è èñ÷åçà-
åò ïîçæå. Â òî÷êå 18 ÷ HIF-1á åùå ïðèñóòñòâóåò â ÿäðàõ

êëåòîê SK-N-SH-hsp70, òîãäà êàê â SK-N-SH-wt îí óæå
ïðàêòè÷åñêè èñ÷åçàåò. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ãîâîðèòü î
ñïîñîáíîñòè Hsp70 óâåëè÷èâàòü ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèç-
íè ñòàáèëüíîé ôîðìû HIF-1á â êëåòêàõ, ïîäâåðãíóòûõ ãè-
ïîêñèè.

Â ç à è ì î ä å é ñ ò â è å ì å æ ä ó H s p 7 0 è H I F - 1 á â
ê ë å ò ê à õ í å é ð î á ë à ñ ò î ì û. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ Hsp70 è HIF-1á íàìè áûë ïðîâåäåí òåñò êîèììó-
íîïðåöèïèòàöèè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê
HIF-1á â ÿäåðíûõ ýêñòðàêòàõ êëåòîê SK-N-SH-wt è
SK-N-SH-hsp70, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ 0.75 ìÌ CoCl2 â
òå÷åíèå 12 ÷. Ïîñëåäóþùèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 8.5%-íîì ÏÀÀÃ è èììóíîáëîòèíãà
ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê Hsp70. Êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 3, à, HIF-1á êîèììóíîïðåöèïèòèðóåòñÿ ñ Hsp70.
Ïðÿìîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó Hsp70 è HIF-1á íàáëþäà-
ëîñü â òî÷êå 12 ÷ â êëåòêàõ SK-N-SH-hsp70, î ÷åì ñâèäå-
òåëüñòâóåò ïîÿâëåíèå Hsp70 â èììóíîïðåöèïèòàòå. Hsp70
ïðèñóòñòâóåò òàêæå â íå ñâÿçàâøåéñÿ ñ èììóíîàôôèííûì
ãåëåì ôðàêöèè. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçáûòî÷íîì êî-
ëè÷åñòâå Hsp70 â ýêñòðàêòàõ êëåòîê SK-N-SH-hsp70.

Äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà âçàèìîäåéñòâèÿ äâóõ èçó÷à-
åìûõ áåëêîâ íàìè áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
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Ðèñ. 1. Ïîâûøåíèå óðîâíÿ Hsp70 çàùèùàåò êëåòêè íåéðîáëà-
ñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH îò ìîäåëèðóþùåãî ãèïîêñèþ äåéñò-

âèÿ õëîðèäà êîáàëüòà.

Êëåòêè SK-N-SH òðàíñôèöèðîâàëè ãåíîì hsp70 ïîä êîíòðîëåì ìåòàëëî-
òèåíèíîâîãî ïðîìîòîðà, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».
à — ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé ëèíèè SK-N-SH-hsp70 êëåòêè îáðàáà-
òûâàëè ñóëüôàòîì öèíêà â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 24 ÷, ïî-
ñëå ÷åãî ãîòîâèëè ýëåêòðîôîðåçíûå ïðîáû è èñïîëüçîâàëè èõ äëÿ èììó-
íîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Hsp70. á — êëåòêè SK-N-SH-hsp70 èí-
êóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 75 ìêÌ ZnSO4 â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè,
ïîñëå ÷åãî òàêæå èññëåäîâàëè èõ ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà. â — êëåò-
êè SK-N-SH-hsp70, îáðàáîòàííûå 75 ìêÌ ZnSO4 â òå÷åíèå 18 ÷, è ðîäè-
òåëüñêèå êëåòêè SK-N-SH-wt èíêóáèðîâàëè ñ õëîðèäîì êîáàëüòà â óêà-
çàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 24 ÷; æèçíåñïîñîáíîñòü îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà Ìîñìàííà. ã — êëåòêè SK-N-SH-hsp70 îáðàáàòûâàëè
ZnSO4 â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ÷åðåç 18 ÷ äîáàâëÿëè 3 ìÌ CoCl2, ÷å-
ðåç 24 ÷ ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî ìåðòâûõ êëåòîê ïî îêðàñêå òðèïàíîâûì ñè-

íèì.

Ðèñ. 2. Hsp70 ñòàáèëèçèðóåò HIF-1á â óñëîâèÿõ, ìîäåëèðóþùèõ ãèïîêñèþ.

à — êëåòêè SK-N-SH-wt èíêóáèðîâàëè ñ 3.0 ìÌ CoCl2 â òå÷åíèå 6 ÷, ïîñëå ÷åãî èõ êðàñèëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ HIF-1á è âòîðûìè àíòèòåëàìè, ìå÷åí-
íûìè Cy2; ÿäðà êëåòîê âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè DAPI. á — êëåòêè SK-N-SH-hsp70 îáðàáàòûâàëè 75 ìêÌ ZnSO4, ÷åðåç 18 ÷ äîáàâëÿëè

3 ìÌ CoCl2. ×åðåç óêàçàííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè êëåòêè ôèêñèðîâàëè è êðàñèëè àíòèòåëàìè ê HIF-1á; ââåðõó — âðåìÿ, ÷.



â êëåòêàõ SK-N-SH-hsp70 Hsp70 è HIF-1á â ÿäðå êîëîêà-
ëèçóþòñÿ â ÿäðàõ êëåòîê, ïðè÷åì êîëîêàëèçàöèÿ âûðàæå-
íà íàèáîëåå ÿðêî â 1-å ÷ ïîñëå èíäóêöèè ãèïîêñèè (÷åðåç
4, 6 è 8 ÷), çàòåì ñòàíîâèòñÿ ìåíåå çàìåòíîé, îäíàêî, êàê
áûëî ïîêàçàíî íà ðèñ. 2, á, HIF-1á ïðîäîëæàåò íàõîäèòü-
ñÿ â ÿäðàõ è ñïóñòÿ 18 ÷. Ïî-âèäèìîìó, äàæå íåçíà÷èòåëü-
íûõ êîëè÷åñòâ Hsp70, êîòîðûå îñòàþòñÿ â ÿäðå ñïóñòÿ 10,
12 è 18 ÷ ïîñëå ãèïîêñè÷åñêîãî ñòðåññà, äîñòàòî÷íî, ÷òî-
áû ïîääåðæèâàòü ñòàáèëüíîñòü HIF-1á.

Òàêèì îáðàçîì, äàííûå êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè
ïîäòâåðäèëè ðåçóëüòàòû êîèììóíîïðåöèïèòàöèè è ïîêà-
çàëè, ÷òî â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè ìåæäó Hsp70 è HIF-1á â
êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà ïðîèñõîäèò ôèçè÷åñêîå
âçàèìîäåéñòâèå.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ïðÿìîå âçàèìîäåéñòâèå Hsp70
è HIF-1á áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî òîëüêî îäíîé ãðóï-
ïîé èññëåäîâàòåëåé, ðàáîòàâøåé íà êëåòêàõ êàðöèíîìû
ïî÷åê. Àâòîðàì óäàëîñü êàðòèðîâàòü ñàéò, ïî êîòîðîìó
âçàèìîäåéñòâóþò ýòè äâà áåëêà. Îêàçàëîñü, ÷òî Hsp70
ñâÿçûâàåòñÿ ñ HIF-1á â ODD-äîìåíå (Zhou et al., 2004).

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî Hsp70 ñïîñîáåí çàùèùàòü êëåòêè
íåéðîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îò ãèáåëè â óñëîâèÿõ ãè-
ïîêñèè, âûçâàííîé äåéñòâèåì õèìè÷åñêîãî àãåíòà —
CoCl2. Íåéðîïðîòåêòîðíàÿ ðîëü Hsp70 â óñëîâèÿõ ãèïîê-
ñèè (èøåìèè) áûëà ïîêàçàíà â èññëåäîâàíèÿõ íà æèâîò-
íûõ (Plumier et al., 1997; Yanari et al., 1999) è íà êëåòî÷-
íûõ ìîäåëÿõ (Papadopoulos et al., 1996; Suzuki et al., 1998.
2000). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè Hsp70 â êëåòêàõ ìîçãà (â àñòðîöèòàõ) çàùèùàåò èõ îò
ãèáåëè, âûçâàííîé êèñëîðîäíûì ãîëîäàíèåì (Papadopou-
los et al., 1996).

Â íàøåé áîëåå ðàííåé ðàáîòå íà ïåðåæèâàþùèõ ñðå-
çàõ ìîçãà áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñïîñîáíîñòü î÷è-
ùåííîãî ïðåïàðàòà Hsp70 çàùèùàòü íåéðîíû, ó÷àñòâóþ-
ùèå â ãëóòàìàòåðãè÷åñêîé ñèíàïòè÷åñêîé ïåðåäà÷å â îáî-
íÿòåëüíîé êîðå ìîçãà êðûñ, îò ðàçðóøàþùåãî
âîçäåéñòâèÿ òÿæåëîé àíîêñèè (Ìîêðóøèí, 2004). Òåì íå
ìåíåå äî ñèõ ïîð íåÿñíî, êàêîâ ìåõàíèçì çàùèòíîãî äåé-
ñòâèÿ Hsp70. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå î ñïîñîáíîñòè Hsp70 óñèëèâàòü æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê íåéðîáëàñòîìû â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè è ôàêò
âçàèìîäåéñòâèÿ Hsp70 è HIF-1á, èãðàþùåãî ïåðâîñòåïåí-
íóþ ðîëü â êëåòî÷íîì îòâåòå íà ãèïîêñèþ, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî Hsp70 âìåøèâàåòñÿ â ñèãíàëüíûå ïóòè îò-
âåòà êëåòêè íà ãèïîêñè÷åñêèé ñòðåññ íà óðîâíå ðåãóëÿöèè
ñòàáèëüíîñòè HIF-1á.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîä-
òâåðæäàþò çíà÷èìîñòü øàïåðîíà Hsp70 äëÿ ñòàáèëèçàöèè
ñèñòåìû ðåàêöèè êëåòîê íà èøåìèþ; ïî-âèäèìîìó, ýòîò
ìåõàíèçì ëåæèò â îñíîâå çàùèòíîé àêòèâíîñòè áåëêà, òàê
óáåäèòåëüíî ïîêàçàííîãî â ìîäåëÿõ in vitro è in vivo èí-
ôàðêòà ìèîêàðäà è èøåìè÷åñêîãî êðèçà â òêàíÿõ ìîçãà
(Plumier et al., 1997; Yenari et al., 1999).

Àâòîðû âûðàæàþò ïðèçíàòåëüíîñòü ä-ðó Ìàðüå
ßàòåëëà (Danish Cancer Society, Äàíèÿ) çà ïðåäîñòàâëåí-
íûå ïëàçìèäû pZ -hsp70 è pZem è ä-ðó Ëîðåíöó Ïåëëåí-
ãåðó (Karolinska Institute, Øâåöèÿ) çà àíòèòåëà ê HIF-1á.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è Ìèíè-
ñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè (Ãîñóäàðñòâåííûé êîíò-
ðàêò ¹ 02.512.11.2046, ëîò «Ãåíîìíûå è ïîñòãåíîìíûå
òåõíîëîãèè ñîçäàíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ», øèôð
«2007-2-1.2-05-01-323»).
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Ðèñ. 3. Hsp70 ñ HIF-1á â óñëîâèÿõ, ìîäåëèðóþùèõ ãèïîêñèþ.

à — êëåòêè SK-N-SH-hsp70 ñòèìóëèðîâàëè ê ýêñïðåññèè Hsp70 75 ìêÌ
ZnSO4, ïîñëå ÷åãî ìîäåëèðîâàëè óñëîâèÿ ãèïîêñèè ñ ïîìîùüþ 0.75 ìÌ
CoCl2 â òå÷åíèå 12 ÷, ÿäåðíûé ëèçàò è ëèçàò ÿäåð ðîäèòåëüñêèõ êëåòîê
SK-N-SH-wt, òàêæå îáðàáîòàííûõ CoCl2, èììóíîïðåöèïèòèðîâàëè ñ àí-
òèòåëàìè ïðîòèâ HIF-1á, èììóíîïðåöèïèòàò èññëåäîâàëè â òåñòå èììó-
íîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Hsp70; ÍÔ — ôðàêöèÿ áåëêîâ, íå ñâÿ-
çàâøèõñÿ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ HIF-1á. á — êëåòêè SK-N-SH-hsp70 îáðà-
áàòûâàëè òàê æå, êàê â à, è ÷åðåç óêàçàííûå (öèôðû ñëåâà, ÷) ïðîìåæóòêè
âðåìåíè êðàñèëè àíòèòåëàìè ê HIF-1á (çåëåíûå) è ê Hsp70 (êðàñíûå);
Merge — ðåçóëüòàò êîìïüþòåðíîãî íàëîæåíèÿ îáðàçîâ â ïðîãðàììå LSM
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MOLECULAR CHAPERONE HSP70 PROTECTS NEUROBLASTOMA SK-N-SH CELLS
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Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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HIF-1á is synthesized constutively, however under normoxia it is specifically degraded. Hypoxia blocks
the factor degradation, and it activates the transcription of genes whose products control multiple cellular pro-
cesses. Hsp70 molecular chaperone is known to protect neural cells from the deleterious effects of hypoxic
stress, though the mechanism of this action remains elusive. To understand how Hsp70 protects cells affected by
hard hypoxia the model cell line was constructed based on human neuroblastoma SK-N-SH cells and over-exp-
ressing the chaperone when treated by zinc salt. The cells were shown to be resistant to the treatment by CoCl2

imitating in the experiments the reaction to hypoxia. Life span of HIF-1á was elevated in these cells as compa-
red with parental line due to the fact that Hsp70 formed long-time complex with HIF-1á. The data show that
Hsp70 interferes with signaling pathways of cellular response to hypoxic stress at the level of regulation of
HIF-1á stability.
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