
ÈÍÃÈÁÈÐÎÂÀÍÈÅ ÔÀÃÎÖÈÒÀÐÍÎÉ ÔÓÍÊÖÈÈ ÌÀÊÐÎÔÀÃÎÂ IN VITRO
ÄÈÌÅÐÍÎÉ ÔÎÐÌÎÉ ÐÈÁÎÍÓÊËÅÀÇÛ BACILLUS INTERMEDIUS

© Í. Â. Êàëà÷åâà,1 Î. À. Êîíîâàëîâà,2 Ä. Ñ. Íàëèìîâ,2 Ì. Õ. Ñàëàõîâ,2

Î. Í. Èëüèíñêàÿ,1 Á. Ì. Êóðèíåíêî1

Í. Â. Êàëà÷åâà, Î. À. Êîíîâàëîâà è äð.
Èíãèáèðîâàíèå ôàãîöèòàðíîé ôóíêöèè ìàêðîôàãîâ in vitro

1 Ëàáîðàòîðèÿ èíæåíåðíîé ýíçèìîëîãèè è 2 Êàôåäðà îïòèêè è íàíîôîòîíèêè
Êàçàíñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà;
ýëåêòðîííûé àäðåñ: nvkalacheva@yandex.ru

Èçó÷åíî âçàèìîäåéñòâèå «ñøèòîé» äèìåòèëñóáåðèìèäàòîì äèìåðíîé ôîðìû ÐÍÊàçû Bacillus inter-
medius, c ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôàãàìè êðûñû in vitro. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äèìåð ÐÍÊàçû â êîíöåíòðà-
öèè 0.5—40.0 ìêã/ìë ñíèæàåò ôàãîöèòàðíóþ ôóíêöèþ ìàêðîôàãîâ. Ýòî âûðàæàåòñÿ â èíãèáèðîâàíèè
ôàãîöèòîçà è ïîäàâëåíèè ñëèÿíèÿ ôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè â ìàêðîôàãàõ. Ìåòîäîì àòîìíî-ñèëîâîé ìèê-
ðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî äèìåð ÐÍÊàçû âûçûâàåò áîëåå ñèëüíîå, ÷åì ìîíîìåð, èçìåíåíèå ïîâåðõíîñòíîé
ñòðóêòóðû öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ìàêðîôàãà. Îáñóæäàåòñÿ ñâÿçü èçìåíåíèé ñâîéñòâ ìåìáðàíû
ñ èíãèáèðîâàíèåì ôàãîöèòàðíîé ôóíêöèè ìàêðîôàãà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèìåð, èíãèáèðîâàíèå, ìàêðîôàã, ÐÍÊàçà Bacillus intermedius, öèòîïëàçìàòè-
÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ôàãîöèòàðíàÿ ôóíêöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, ÀÑÌ — àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîï,
ÐÍÊàç Bi — ÐÍÊàçà Bacillus intermedius, ÕË — õåìèëþìèíåñöåíöèÿ.

Ìàêðîôàãè íàðÿäó ñ äðóãèìè èììóíîêîìïåòåíòíûìè
êëåòêàìè ðåàëèçóþò ñòðàòåãèþ ãîìåîñòàçà îðãàíèçìà.
Îäíàêî â ðÿäå ñëó÷àåâ ìåõàíèçì èõ ãîìåîñòàòè÷åñêîé
ôóíêöèè òðàíñôîðìèðóåòñÿ â êîìïîíåíò ïàòîôèçèîëîãè-
÷åñêîãî ìåõàíèçìà íåêîòîðûõ çàáîëåâàíèé. Ê èõ ÷èñëó
îòíîñÿòñÿ öèòîòîêñè÷åñêèå ðåàêöèè â îòíîøåíèè òêàíåé,
ñòàâøèõ ÷óæåðîäíûìè, õðîíè÷åñêèå âîñïàëèòåëüíûå
ïðîöåññû ïðè áàêòåðèàëüíûõ, ãðèáêîâûõ è ïðîòîçîéíûõ
èíôåêöèÿõ, ãðàíóëîìàòîç, ñèëèêîç è äð. Ïîäàâëåíèå ðåàê-
òèâíîñòè ìàêðîôàãîâ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê îäèí èç
îáùèõ ïîäõîäîâ â àíòèâîñïàëèòåëüíîé òåðàïèè ýòèõ ïà-
òîëîãèé. Ïîýòîìó âïîëíå îáîñíîâàíî ðàñøèðåíèå ñïåêò-
ðà ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòüþ
â îòíîøåíèè ìàêðîôàãîâ, êîòîðûå èãðàþò êëþ÷åâóþ
ðîëü â âûøåïåðå÷èñëåííûõ ïðîöåññàõ.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî íàòèâíûå (ìîíîìåðíûå)
ÐÍÊàçà À è ÐÍÊàçà Bacillus intermedius (ÐÍÊàçà Bi) â çà-
âèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ìîãóò ëèáî ñòèìóëèðîâàòü,
ëèáî ïîäàâëÿòü ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ìàêðîôàãîâ
(Êàëà÷åâà, Êóðèíåíêî, 2005). Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî ó äè-
ìåðíûõ ôîðì ÐÍÊàç öèòîòîêñè÷åñêèå ñâîéñòâà âûðàæå-
íû çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå, ÷åì ó ìîíîìåðíûõ (Libonati,
2004; Èëüèíñêàÿ, Ìàêàðîâ, 2005). Äåéñòâèå äèìåðîâ â îò-
íîøåíèè ìàêðîôàãîâ íå èññëåäîâàëîñü. Â ñâÿçè ñ ýòèì çà-
äà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — îöåíèòü ñòåïåíü èíãèáèðîâà-
íèÿ ôàãîöèòàðíîé ôóíêöèè ìàêðîôàãîâ in vitro äèìåðíîé
ôîðìîé ÐÍÊàçû Bi.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè
ãîìîãåííûé ïðåïàðàò ÐÍÊàçû Bi. Äèìåðíóþ ôîðìó
ÐÍÊàçû ïîëó÷àëè ïóòåì «ñøèâàíèÿ» ìîíîìåðîâ äèìå-
òèëñóáåðèìèäàòîì (Wang et al., 1976). Ñõåìà «ñøèâà-
íèÿ»:

2ÐÍÊàçà Bi—NH2+H2H+
ßC(OCH3)—(CH2)6—C(OCH3) =

= N+H2� ÐÍÊàçà Bi—NH—C(NH2)—(CH2)6—(NH2)C—

NH—ÐÍÊàçà Bi+ 2CH3OH.

Ê ïåðåìåøèâàåìîìó ðàñòâîðó, ñîäåðæàùåìó 100 ìã
ÐÍÊàçû â 10 ìë 0.1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðà,
pH 10.0, ïðè 25 °Ñ äîáàâëÿëè 10 ìã ãèäðîõëîðèäà äèìå-
òèëñóáåðèìèäàòà â òâåðäîì âèäå ïîðöèÿìè ïðèìåðíî ïî
2 ìã ñ èíòåðâàëàìè â 5 ìèí; pH ðàñòâîðà ïîääåðæèâàëè
äîáàâëåíèåì 0.1 Ì NaOH. ×åðåç 1 ÷ ðåàêöèþ îñòàíàâëè-
âàëè äîáàâëåíèåì 2 ìë 0.2 Ì àöåòàòà àììîíèÿ. Ôðàêöèè
ìîíî-, äè-, òðè- è ïîëèìåðà ðèáîíóêëåàçû âûäåëÿëè èç
ðåàêöèîííîé ñìåñè ãåëü-ôèëüòðàöèåé íà ñåôàäåêñå G-75
(êîëîíêà 1.2 � 90.0 ñì, ýëþåíò 0.02 Ì àììîíèé-àöåòàò-
íûé áóôåð, pH 4.5) è ëèîôèëèçèðîâàëè.

ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ îïðåäåëÿëè ïî ìå-
òîäó, îïèñàííîìó â ðàáîòå Ëåùèíñêîé ñ êîëëåãàìè
(1980). Ñóáñòðàòîì ñëóæèëà ñóììàðíàÿ äðîææåâàÿ ÐÍÊ
ïðîèçâîäñòâà ÑÊÒÁ ÁÀÂ (Íîâîñèáèðñê). Àêòèâíîñòü
ÐÍÊàçû Bi ñîñòàâëÿëà 1.6�106 åä./ìã. Óäåëüíàÿ àêòèâ-
íîñòü äèìåðà ÐÍÊàçû Bi ñíèæàëàñü â ñðåäíåì íà 44 % ïî
ñðàâíåíèþ ñ ìîíîìåðíîé ôîðìîé.
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Ðàáîòó ñ êðûñàìè ïðîâîäèëè ñ ñîáëþäåíèåì ïðèíöè-
ïîâ Õåëüñèíêñêîé äåêëàðàöèè î ãóìàííîì îòíîøåíèè ê
æèâîòíûì. Áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ çàáèâàëè äåêàïèòà-
öèåé ïîä ýôèðíûì íàðêîçîì. Ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè
âûäåëÿëè èç ïåðèòîíåàëüíîé æèäêîñòè ëàáîðàòîðíûõ æè-
âîòíûõ 10—12-íåäåëüíîãî âîçðàñòà, ââîäÿ èì â áðþø-
íóþ ïîëîñòü õîëîäíûé 0.9%-íûé ðàñòâîð NaCl. Êëåòêè
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà, ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå
Èãëà, ðàçâîäèëè äî êîíöåíòðàöèè 5.2�106 êë./ìë è êóëü-
òèâèðîâàëè íà ñòåêëàõ â ñðåäå Èãëà, pH 7.2, ñîäåðæàùåé
òåëÿ÷üþ ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó (15 %) è 100 åä./ìë
êàíàìèöèíà, ïðè 37 °Ñ.

Âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ íà ñëèÿíèå ôàãîñîì ñ ëèçîñîìà-
ìè â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ êðûñû ïðîâîäèëè ïî
îïèñàííîé ìåòîäèêå (Kielian, Cohn, 1980). Ñâåæèå ïåêàð-
ñêèå äðîææè Saccharomyces cerevisiae ñëóæèëè îáúåêòîì
ôàãîöèòîçà.

1-ñóòî÷íóþ ìîíîñëîéíóþ êóëüòóðó ìàêðîôàãîâ èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â ðàñòâîðå àêðèäè-
íîâîãî îðàíæåâîãî (ÀÎ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
5 ìêã/ìë ñðåäû áåç ñûâîðîòêè. Ïîñëå îòìûâêè êðàñèòåëÿ
ñðåäîé Èãëà êëåòêè îáðàáàòûâàëè ñóñïåíçèåé äðîææåé
(105 êë./ìë, 0.5 ìë íà ñòåêëî) â òå÷åíèå 30 ìèí. Äðîææè
ïðåäâàðèòåëüíî îïñîíèçèðîâàëè ñûâîðîòêîé êðîâè êðû-
ñû (Draper et al., 1979). Ñïóñòÿ 30 ìèí äðîææè, íå ïîãëî-
ùåííûå ìàêðîôàãàìè, îòìûâàëè ñðåäîé è ìàêðîôàãè áû-
ñòðî ïåðåíîñèëè â òåðìîñòàò ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 1.5—2.0 ÷
îöåíèâàëè ôàãîöèòîç äðîææåé ìàêðîôàãàìè â ëþìèíåñ-
öåíòíîì ìèêðîñêîïå. Ïðèñóòñòâèå îêðàøåííûõ ÀÎ
äðîææåâûõ ÷àñòèö âíóòðè êëåòîê óêàçûâàëî íà ñëèÿíèå
ôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè. Ôàãîñîìû, íå ñëèâøèåñÿ ñ ëèçî-
ñîìàìè, îòëè÷àëèñü îò ñëèâøèõñÿ íàëè÷èåì â íèõ íå
îêðàøåííûõ êðàñèòåëåì äðîææåâûõ ÷àñòèö. Â êàæäîì
ñëó÷àå îïðåäåëÿëè èíäåêñ ñëèÿíèÿ (â %) — äîëþ êëåòîê,
â êîòîðûõ ïðîèçîøëî ñëèÿíèå ôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè, îò
100 ôàãîöèòèðóþùèõ ìàêðîôàãîâ è èíäåêñ ôàãîöèòîçà
(â %) — äîëþ ôàãîöèòèðóþùèõ ìàêðîôàãîâ îò îáùåãî
÷èñëà ïðîñìîòðåííûõ êëåòîê (Draper et al., 1979).

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ïðåïàðàòîâ íà ïðîöåññ ñëèÿíèÿ
ôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè ìàêðîôàãè èíêóáèðîâàëè ñ ðàñòâî-
ðàìè ôåðìåíòîâ â ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ â ðî-
ñòîâîé ñðåäå áåç ñûâîðîòêè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °Ñ, ïîñëå
÷åãî îòìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà è îáðàáàòûâàëè ÀÎ è
ñóñïåíçèåé äðîææåé, êàê îïèñàíî âûøå. Îïûòû ñ êàæ-
äûì èññëåäóåìûì ïðåïàðàòîì ïîâòîðÿëè 5—6 ðàç.

Îáðàçîâàíèå ôàãîöèòàìè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè ëþìèíîëçàâèñèìîé õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè (ÕË), êàê îïèñàíî ðàíåå (Êàëà÷åâà è äð.,
2007). Â õîäå ðàáîòû èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü ñïîíòàí-
íîé è èíäóöèðîâàííîé ôàãîöèòîçîì ÕË ìàêðîôàãîâ.
Îáúåêòîì ôàãîöèòîçà ñëóæèëà óáèòàÿ íàãðåâàíèåì êóëü-
òóðà áàêòåðèé Serratia marcescens. Âðåìÿ èçìåðåíèÿ
ñïîíòàííîé ÕË ñîñòàâëÿëî 600 ñ, èíäóöèðîâàííîé —
1800 ñ. Â êà÷åñòâå ïîêàçàòåëÿ ñòåïåíè àêòèâàöèè ôàãîöè-
òîâ ïðèíèìàëè ñóììó ÕË-ñèãíàëà çà îïðåäåëåííûé ïðî-
ìåæóòîê âðåìåíè, êîòîðóþ âûðàæàëè â îòí. åä. ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Ïîäãîòîâêó îáðàçöîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ àòîìíî-ñèëî-
âûì ìèêðîñêîïîì (ÀÑÌ) ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðà-
çîì. Ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó ìàêðîôàãîâ ïîëó÷àëè èç êëåòîê
ïåðèòîíåàëüíîé æèäêîñòè, âçÿòîé îò áåëûõ áåñïîðîäíûõ
êðûñ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â
ñðåäå Ýðëà ïðè 37 °Ñ, ñîäåðæàùåé 20 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè òåëåíêà è 2 ìêã/ìë êàíàìèöèíà. ×åðåç 1 ñóò
ñðåäó, â êîòîðîé êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè, ñëèâàëè è êëåò-

êè ïðîìûâàëè ñðåäîé Ýðëà áåç ñûâîðîòêè 2 ðàçà. Çàòåì
äîáàâëÿëè ïðåïàðàò ôåðìåíòà, ðàñòâîðåííûé â ýòîé ñðå-
äå, â êîíöåíòðàöèè 15 ìêã/ìë. Èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ.
×åðåç 10 è 40 ìèí ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé ôåðìåíò, ñëèâà-
ëè, êëåòêè ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì, çàòåì
âîäîé è áûñòðî ñóøèëè â ñëàáîì òîêå âîçäóõà ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû âèçóàëèçèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ÀÑÌ.

Âèçóàëèçàöèþ ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí ìàêðîôàãîâ
ïðîâîäèëè íà âîçäóõå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïîëó-
êîíòàêòíîì ðåæèìå íà ÀÑÌ Solver P47H (ÇÀÎ ÍÒ-ÌÄÒ),
ñêàíåð 50 ìêì. Áûëè èñïîëüçîâàíû ñòàíäàðòíûå êðåìíèå-
âûå êàíòèëåâåðû NSG11 (ÇÀÎ ÍÒ-ÌÄÒ), ðàäèóñ êðèâèç-
íû îñòðèÿ êîòîðûõ áûë ìåíåå 10 íì. Ñêàíèðîâàíèå ïðî-
âîäèëè ñ ðàçðåøåíèåì 1024 � 1024 òî÷êè. Èñïîëüçîâàëè
3 ìåòîäèêè ñêàíèðîâàíèÿ: ïîñòîÿííîé àìïëèòóäû, ôàçî-
âîãî êîíòðàñòà è ñèãíàëà ðàññîãëàñîâàíèÿ. Ðàáî÷àÿ àìï-
ëèòóäà êîëåáàíèé êàíòèëåâåðà ñîñòàâëÿëà 30—50 íì.

Î ñâîéñòâàõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñóäèëè ïî èçìå-
íåíèþ àìïëèòóäû êîëåáàíèé êàíòèëåâåðà, çàâèñÿùåé îò
cèëû åãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ èíòàêòíûõ
ìàêðîôàãîâ è ìàêðîôàãîâ, îáðàáîòàííûõ ïðåïàðàòàìè
ôåðìåíòîâ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Âñå ýêñïåðèìåíòû
ñ êëåòî÷íîé êóëüòóðîé ìàêðîôàãîâ ïðîâîäèëè 5—6 ðàç è
ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìû Microsoft Excel äëÿ ÏÊ.

Ð å à ê ò è â û: ëþìèíîë, ãèäðîõëîðèä äèìåòèëñóáåðè-
ìèäàòà (Sigma, ÑØÀ); îñòàëüíûå ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííî-
ãî ïðîèçâîäñòâà ìàðêè «õ÷».

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äàííûå ïî âëèÿíèþ ìîíîìåðíîé è äèìåðíîé ôîðì
ÐÍÊàçû Bi íà ñïîíòàííóþ è èíäóöèðîâàííóþ õåìèëþìè-
íåñöåíöèþ ìàêðîôàãîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Íà ðèñ. 1
âèäíî, ÷òî ìîíîìåð ÐÍÊàçû Bi àêòèâèðóåò êàê ñïîíòàí-
íóþ, òàê è èíäóöèðîâàííóþ ÕË ìàêðîôàãîâ. Äèìåð â
ýòèõ êîíöåíòðàöèÿõ óñèëèâàåò ñïîíòàííóþ ÕË êëåòîê,
õîòÿ è â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ìîíîìåð, è èíãèáèðóåò èí-
äóöèðîâàííóþ. Èíäóöèðîâàííàÿ ÕË îòðàæàåò ñîñòîÿíèå
ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè ìàêðîôàãîâ è ñòåïåíü èõ ãî-
òîâíîñòè ê âûïîëíåíèþ ôóíêöèè ôàãîöèòîçà (Ìàÿíñêèé,
Ìàÿíñêèé, 1983). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äèìåð ÐÍÊàçû ýôôåêòèâíî
ïîäàâëÿåò àêòèâàöèþ ìåòàáîëèçìà, íåîáõîäèìóþ äëÿ âû-
ïîëíåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ôóíêöèé ìàêðîôàãîâ.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå âëèÿ-
íèÿ ìîíîìåðà è äèìåðà ÐÍÊàçû Bi íà îäèí èç ïîñëåäóþ-
ùèõ ýòàïîâ ôàãîöèòîçà — ñëèÿíèå ôàãîñîì ñ ëèçîñîìà-
ìè. Ñëèÿíèå ëèçîñîì ñ ôàãîñîìàìè ÿâëÿåòñÿ çàêëþ÷èòå-
ëüíûì ýòàïîì ýíäîöèòîçà (ôàãîöèòîçà). Îáðàçóþùèåñÿ
ïðè ýòîì ôàãîëèçîñîìû îñóùåñòâëÿþò äåãðàäàöèþ ñî-
äåðæàùèõñÿ â ýíäîñîìàõ ïîãëîùåííûõ ñòðóêòóð (ìèêðî-
îðãàíèçìîâ, âèðóñîâ è ìàêðîìîëåêóë).

Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî âëèÿíèþ ìîíî-
ìåðà è äèìåðà ÐÍÊàçû Bi íà ñëèÿíèå ëèçîñîì ñ ôàãîñîìà-
ìè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, à, ìîíîìåð ÐÍÊàçû â êîíöåíòðà-
öèè äî 20 ìêã/ìë ñòèìóëèðóåò ñëèÿíèå ôàãîñîì ñ ëèçîñî-
ìàìè. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
ïðîèñõîäèò íåçíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ýôôåêòà. Â îòëè-
÷èå îò ìîíîìåðà äèìåð èíãèáèðóåò ñëèÿíèå âî âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ïðè ýòîì ó ìàêðîôàãîâ ñíè-
æàåòñÿ è èíäåêñ ôàãîöèòîçà (ðèñ. 2, á).

488 Í. Â. Êàëà÷åâà, Î. À. Êîíîâàëîâà è äð.
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå äèìåðà ÐÍÊàçû Bi íà ñïîíòàííóþ (à) è èíäóöèðîâàííóþ ôàãîöèòîçîì áàêòåðèé (á) õåìèëþìèíåñöåíöèþ ìàêðî-
ôàãîâ.

à: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè (êîíòðîëü), 2 — ìîíîìåð ÐÍÊàçû Bi, 3 — äèìåð ÐÍÊàçû Bi. á: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè (êîíòðîëü), 2 — ìàêðîôàãè ñ äîáàâëåíè-
åì áàêòåðèé, 3 — ìîíîìåð ÐÍÊàçû Bi, 4 — äèìåð ÐÍÊàçû Bi. Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3: êîíöåíòðàöèÿ ïðåïàðàòîâ 15 ìêã/ìë, äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû äëÿ

ñðåäíèõ çíà÷åíèé ñîîòâåòñòâóþò óðîâíþ çíà÷èìîñòè P = 0.05. ×èñëî ýêñïåðèìåíòîâ â ñåðèè 6.

Ðèñ. 2. Èíäåêñ ñëèÿíèÿ ëèçîñîì ñ ôàãîñîìàìè (à) è èíäåêñ ôàãîöèòîçà (á) ïîñëå èíêóáàöèè ìàêðîôàãîâ ñ äèìåðíîé èëè ìîíîìåð-
íîé ôîðìîé ÐÍÊàçû Bi.

à: 1 — ìàêðîôàãè ñ äîáàâëåíèåì äðîææåé (êîíòðîëü), 2 — ìîíîìåð ÐÍÊàçû Bi, 3 — äèìåð ÐÍÊàçû Bi. á: 1 — ìàêðîôàãè ñ äîáàâëåíèåì äðîææåé (êîí-
òðîëü), 2 — ìîíîìåð ÐÍÊàçû Bi, 3 — äèìåð ÐÍÊàçû Bi.

Ðèñ. 3. Èçîáðàæåíèÿ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ìàêðîôàãà, ïîëó÷åííûå â ðåæèìå ñèãíàëà ðàññîãëàñîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ àòîìíî-ñèëî-
âîãî ìèêðîñêîïà.

à — êëåòî÷íàÿ ïîâåðõíîñòü èíòàêòíîãî ìàêðîôàãà; á, â — êëåòî÷íàÿ ïîâåðõíîñòü ìàêðîôàãà, îáðàáîòàííàÿ ìîíîìåðíîé ôîðìîé ÐÍÊàçû Bi â òå÷åíèå
10 (á) èëè 40 (â) ìèí; ã, ä — êëåòî÷íàÿ ïîâåðõíîñòü ìàêðîôàãà, îáðàáîòàííàÿ äèìåðíîé ôîðìîé ÐÍÊàçû Bi â òå÷åíèå 10 (ã) èëè 40 (ä) ìèí. Ðàçìåð êàä-

ðà 1 � 1 ìêì.



Ïî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, àêòèâàöèÿ ôàãî-
öèòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì âîçäåéñòâèÿ ñòèìóëèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ íà ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Ýòî ïðèâîäèò
ê àêòèâàöèè ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ ÍÀÄÍ (ÍÀÄÔÍ)-äå-
ãèäðîãåíàç, çàïóñêàþùèõ ñèñòåìó àêòèâàöèè îêèñëèòåëü-
íîãî ìåòàáîëèçìà ôàãîöèòà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ òàê íà-
çûâàåìûì ðåñïèðàòîðíûì âçðûâîì (Ìàÿíñêèé, Ìàÿí-
ñêèé, 1983). Èñõîäÿ èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî ÐÍÊàçû
àêòèâèðóþò ôàãîöèòû ïóòåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ èõ ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíîé. Îïóáëèêîâàííûå íàìè ðàíåå äàí-
íûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå îá ýëåêòðîñòàòè÷åñêîì ñâÿçû-
âàíèè ÐÍÊàç ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé ìàêðîôàãîâ
(Êàëà÷åâà è äð., 2007), õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ýòèìè ïðåä-
ñòàâëåíèÿìè.

Âèçóàëèçàöèÿ ìåìáðàí ñ ïîìîùüþ ÀÑÌ ïîçâîëèëà
ñðàâíèòü ïîâåðõíîñòíóþ ñòðóêòóðó ìåìáðàí ìàêðîôàãîâ
ïîñëå èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìîíîìåðîì è äèìåðîì ÐÍÊà-
çû Bi. Íà èçîáðàæåíèÿõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè äî (êîíò-
ðîëü, ðèñ. 3, à) è ïîñëå îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ ìîíîìåðîì
(ðèñ. 3, á, â) è äèìåðîì ÐÍÊàçû (ðèñ. 3, ã, ä) âèäíî, ÷òî
ïîñëå 10-ìèíóòíîé îáðàáîòêè êëåòîê èññëåäóåìûìè ïðå-
ïàðàòàìè âèä êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè. Èçìåíåíèÿ îñîáåííî ñè-
ëüíî âûðàæåíû â ñëó÷àå îáðàáîòêè êëåòîê äèìåðîì. ×å-
ðåç 40 ìèí ó îáðàçöîâ, îáðàáîòàííûõ ìîíîìåðíîé
ôîðìîé, âèä êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè âîññòàíàâëèâàåòñÿ,
ïðèáëèæàÿñü ê êîíòðîëüíîìó îáðàçöó. Ïîñëå îáðàáîòêè
äèìåðíîé ôîðìîé èçìåíåíèÿ, õîòÿ è â ìåíüøåé ñòåïåíè,
ñîõðàíÿþòñÿ.

Î ñâîéñòâàõ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñóäèëè ïî àìï-
ëèòóäå êîëåáàíèé êàíòèëåâåðà ÀÑÌ, êîòîðàÿ ñêà÷êîì ìå-
íÿåòñÿ íà ó÷àñòêàõ ìåìáðàíû êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ïðå-
ïàðàòàìè ÐÍÊàç, ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè.
Âèçóàëèçàöèÿ ìåìáðàí ìàêðîôàãîâ ìåòîäîì ÀÑÌ íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ïðÿìûì îòîáðàæåíèåì ïîâåðõíîñòíîé ñòðóêòóðû
êëåòîê. Ìàëåíüêàÿ àìïëèòóäà êîëåáàíèé êàíòèëåâåðà,
ïðè êîòîðîé ïðîâîäèëèñü ýêñïåðèìåíòû, äåëàåò ïîâåäå-
íèå êàíòèëåâåðà ñèëüíî çàâèñèìûì íå òîëüêî îò ðåëüåôà
ïîâåðõíîñòè ìàêðîôàãîâ, íî è îò ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ëîêàëüíûõ ó÷àñòêîâ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû.

Ïðè ïîïûòêå îáúÿñíèòü ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìû
èñõîäèëè èç èçâåñòíûõ ôàêòîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î
òîì, ÷òî áåëêîâûå ïîëèêàòèîíû, ñèíòåòè÷åñêèå ñîåäèíå-
íèÿ ïîëèêàòèîííîé ïðèðîäû, à òàêæå äâóõâàëåíòíûå êà-
òèîíû ìåòàëëîâ ñâÿçûâàþòñÿ ñ ìåìáðàíàìè çà ñ÷åò ýëåêò-
ðîñòàòè÷åñêèõ ñèë (Papahadjoupoulos, 1977; Êîðêèíà è
äð., 1985, 1987; Ïëàòý, Âàñèëüåâ, 1986; Àíòîíîâ è äð.,
1992). Ïðè ýòîì îíè îáðàçóþò «ñøèâêè» ýëåêòðîîòðèöà-
òåëüíûõ îáëàñòåé êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Êàê ñëåäñòâèå
ïðîèñõîäÿò óìåíüøåíèå ëàòåðàëüíîé ïîäâèæíîñòè ëèïè-
äîâ è ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ôàçîâûõ ïåðåõîäîâ ëèïè-
äîâ ìåìáðàíû èç ñîñòîÿíèÿ ãåëü â ñîñòîÿíèå æèäêèé êðè-
ñòàëë (Papahadjoupoulos, 1977; Àíòîíîâ è äð., 1992). Òà-
êèå èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ ìåìáðàíû ëåæàò â îñíîâå
óâåëè÷åíèÿ åå âÿçêîñòè (Papahadjoupoulos, 1977; Hauser,
Shipley, 1984; Margio, Sturtevant, 1987; Àíòîíîâ è äð.,
1992). Ñ óâåëè÷åíèåì âÿçêîñòè ìåìáðàíû íàðóøàåòñÿ
ôóíêöèîíèðîâàíèå ñåíñîðíûõ è òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ
êëåòêè, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ êëåòî÷íîãî ãîìåî-
ñòàçà (van der Heide, Poolman, 2000). Âàæíóþ ðîëü ïðè
àäñîðáöèîííîì ñïîñîáå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêîé èãðà-
þò êîíöåíòðàöèÿ, îñíîâíîñòü è ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ëè-
ãàíäîâ (Ïëàòý, Âàñèëüåâ, 1986). Ïîñêîëüêó ÐÍÊàçû ïðè
ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîëèêà-

òèîíû, ïîñëå èõ âîçäåéñòâèÿ íà ìåìáðàíó ìàêðîôàãà â
íåé ìîãóò ïðîèñõîäèòü èçìåíåíèÿ, àíàëîãè÷íûå âûøå-
îïèñàííûì. Òîãäà ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîæíî îáúÿñ-
íèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì. Íèçêèå êîíöåíòðàöèè íàòèâ-
íîé (ìîíîìåðíîé) ÐÍÊàçû íåçíà÷èòåëüíî èçìåíÿþò
ñòðóêòóðó ìåìáðàí, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ åå ñëàáûì ðàç-
äðàæåíèåì è ïðèâîäèò ê çàïóñêó ìåõàíèçìà àêòèâàöèè
ìàêðîôàãà. Â îòëè÷èå îò ìîíîìåðà äèìåð ÐÍÊàçû âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ áîëåå îáøèðíûìè ó÷àñòêàìè êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû, ñèëüíåå ìîäèôèöèðóåò åå ïîâåðõíîñòíóþ
ñòðóêòóðó è, âåðîÿòíî, âûçûâàåò îáðàçîâàíèå áîëåå îá-
øèðíûõ äîìåíîâ ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ, îáëàäàþùèõ ïî-
âûøåííîé ìèêðîâÿçêîñòüþ. Ïðè ýòîì, åñòåñòâåííî, ïðî-
èñõîäèò íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ æèçíåííî âàæíûõ
ñòðóêòóð êëåòêè, èíòåãðèðîâàííûõ â ìåìáðàíó, ÷òî, âåðî-
ÿòíî, è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ïîäàâëåíèÿ ôàãîöèòàðíîé
ôóíêöèè ìàêðîôàãà.

Òàêèì îáðàçîì, îñîáåííîñòüþ âçàèìîäåéñòâèÿ äè-
ìåðíîé ôîðìû ÐÍÊàçû Bi ñ ìàêðîôàãàìè ÿâëÿåòñÿ èíãè-
áèðîâàíèå èõ ôàãîöèòàðíîé ôóíêöèè, ÿâëÿþùåéñÿ îäíèì
èç ïîêàçàòåëåé èõ àêòèâàöèè. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ñâîéñòâó
îòêðûâàåòñÿ ïåðñïåêòèâà èñïîëüçîâàíèÿ äèìåðíîé ôîð-
ìû ÐÍÊàçû â àíòèâîñïàëèòåëüíîé òåðàïèè è äëÿ îñëàáëå-
íèÿ äåñòðóêòèâíûõ (öèòîòîêñè÷åñêèõ) ôàãîöèòçàâèñèìûõ
ðåàêöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òîâ ÐÍÏ.2.1.1.3222, ÃÊ 02.512.11.2050, ÃÊ
02.451.11.7019 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ
èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 07-04-01051). ÀÑÌ-èçìåðåíèÿ âû-
ïîëíåíû íà îáîðóäîâàíèè ÔÖÊÏ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé (Êàçàíü).
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INHIBITION OF FUNCTIONAL ACTIVITY OF MACROPHAGES

IN VITRO BY DIMER RNASE BACILLUS INTERMEDIUS
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The influence of cross-linked by dimethylsuberimidate dimeric RNAse from Bacillus intermedius on peri-
toneal rat macrophages has been investigated in vitro. It has been shown that dimeric RNase with concentrations
of 0.5—40.0 mg/ml decreases the functional activities of macrophages. This is manifested in the inhibition of
the phagocyte function of macrophages and suppression of the fusion of phagosomes with lysosomes. The chan-
ge in the cytoplasmatic membrane surface structure induced by the dimers, which is stronger than that induced
by monomers, has been demonstrated using atomic force microscopy. The role of membrane properties modifi-
cation in the inhibition effect of RNase dimers on the functional activities of macrophages is discussed.
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