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Èññëåäîâàíû ôóíêöèîíàëüíûå îñîáåííîñòè ñïîíòàííî òðàíñôîðìèðîâàííîé ýíäîòåëèàëüíîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè ÷åëîâåêà ECV304 ñ öåëüþ îöåíêè åå àäåêâàòíîñòè â êà÷åñòâå ýíäîòåëèàëüíîé êëåòî÷íîé
ìîäåëè ïðè èçó÷åíèè àíãèîãåíåçà è ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè. Ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè ýòîé ëèíèè îò ïðèñóòñòâèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
ïðèâîäèò ê áëîêèðîâàíèþ êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷òî íå ñâîéñòâåííî îïóõîëåâûì êëåòî÷-
íûì ëèíèÿì. Íèçêèå äîçû â-÷àñòèö, èñïóñêàåìûõ ïðè ðàñïàäå [3H]-òèìèäèíà, áëîêèðîâàëè ïðîëèôåðà-
öèþ ýòèõ êëåòîê â G2/M-ôàçå äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì. Èíêóáèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå ñ 3H2O ïðèâîäèëî
ê ïðåèìóùåñòâåííîé àêêóìóëÿöèè êëåòîê â S-ôàçå ïðè ðàâíûõ óäåëüíûõ àêòèâíîñòÿõ òðèòèÿ. Ñâåðî÷íàÿ
òî÷êà G1/S îòñóòñòâóåò, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàëè÷èåì äåëåöèè õðîìîñîìû 9 â ëîêóñå p21. Ðàçëè÷íàÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü â-÷àñòèö òðèòèÿ â ñîñòàâå ìîëåêóëû âîäû èëè â ñîñòàâå òèìèäèíà äåìîíñòðèðóåò, ÷òî â
îñíîâå ðàçëè÷íûõ ÷åê-ïîèíòîâ ëåæàò ðàçíûå ìåõàíèçìû. Â êëåòêàõ ECV304 ðåãèñòðèðîâàëñÿ îòíîñè-
òåëüíî íèçêèé óðîâåíü NO, ïðîäóöèðóåìûé êîíñòèòóòèâíîé ôîðìîé ýíäîòåëèàëüíîé NO-ñèíòàçû, êîòî-
ðûé íå ìîäèôèöèðîâàëñÿ èíãèáèòîðàìè èíäóöèáåëüíîé NO-ñèíòàçû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿ-
þò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêè íàøåé ëèíèè ECV304 ñîõðàíèëè ñâîéñòâà èñõîäíîé, ñïîíòàííî òðàíñôîð-
ìèðîâàííîé, êëåòî÷íîé ëèíèè, ïîëó÷åííîé èç ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïîâèííîé âåíû ÷åëîâåêà
(HUVEC), è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé
ñâîéñòâ ñîñóäèñòîãî ýíäîòåëèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ECV304, ïðîëèôåðàöèÿ, â-÷àñòèöû, áëîêè G1, S/G2 è G2/M, ïðîòî÷íàÿ öèòî-
ìåòðèÿ, ðàäèîìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: DAF-2 DA — 4,5-äèàìèíîôëóîðåñöåèí äèàöåòàò, D-NAME — ù-íè-
òðî-D-àðãèíèíà ìåòèëîâûé ýôèð, L-NAME — ù-N-íèòðî-L-àðãèíèíà ìåòèëîâûé ýôèð.

Ìîðôîëîãè÷åñêèå, èììóíîõèìè÷åñêèå è ãåíåòè÷å-
ñêèå èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûå íà ëèíèè ECV304, îáåñ-
ïå÷èëè ýòîé ëèíèè ïðàâî íà èñïîëüçîâàíèå åå â êà÷åñòâå
ìîäåëüíîé ñèñòåìû äëÿ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé
àíãèîãåíåçà in vitro è ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè (Hughes,
1996; Suda et al., 2002). Îäíàêî â ïîñëåäíåå âðåìÿ ðÿä àâ-
òîðîâ (Brown et al., 2000; Drexler et al., 2002) ïîäâåðãàåò
ñîìíåíèþ ïðèíàäëåæíîñòü ýòîé ëèíèè ê ýíäîòåëèàëüíîé,
ïîñêîëüêó èìè áûëà ïîêàçàíà åå ãåíåòè÷åñêàÿ èäåíòè÷-
íîñòü ñ êëåòî÷íîé ëèíèåé ðàêà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ T24.
Êðîìå òîãî, ïî èõ äàííûì, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ëèíèé
ECV304 è T24, èçìåðåííàÿ ïî èíêîðïîðàöèè [3H]-òèìè-
äèíà (0.04 ÌÁê/ìë) â ÄÍÊ, íå çàâèñåëà îò íàëè÷èÿ ñûâî-
ðîòêè â îòëè÷èå îò ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê àîðòû áûêà.
Èçâåñòíî, ÷òî ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè â îòñóòñòâèå
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé îïó-
õîëåâûõ êëåòîê (Hanahan, Weinberg, 2000). Ôàðìàêîëîãè-
÷åñêèé è áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ
âûÿâèë ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ECV304 è ïåðâè÷-

íûìè êóëüòóðàìè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Èçâåñòíà âàæ-
íîñòü ðåöåïòîðîâ P2Y äëÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê,
ïîñêîëüêó ýòè ðåöåïòîðû ñâÿçàíû ñ ïðîäóêöèåé NO.
Â êëåòêàõ ECV304 ïðîÿâëÿëàñü äîâîëüíî âûñîêàÿ àêòèâ-
íîñòü NO-ñèíòàçû, îöåíåííàÿ ïî êîíâåðñèè [3H]-àðãèíè-
íà (0.024 ÌÁê/ìë) â [3H]-öèòðóëèí, êîòîðàÿ èíãèáèðîâà-
ëàñü L-NAME (ù-N-íèòðî-L-àðãèíèíà ìåòèëîâûì ýôè-
ðîì) è ñòèìóëèðîâàëàñü àíòàãîíèñòîì ðåöåïòîðîâ P2Y.
Àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðîâ P2Y íå èíäóöèðîâàëà ñèíòåç ïðî-
ñòàãëàíäèíà â êëåòêàõ ECV304.

Â ïåðâîé ÷àñòè èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâà-
íèÿ õðîìîñîì íà G-äèñêè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàðèîòèï
èññëåäóåìîé íàìè ëèíèè ECV304 îòëè÷àåòñÿ îò êàðèîòè-
ïà êëåòîê ëèíèè T24 (Harding et al., 2002) êàê ïî ìîäàëü-
íîìó ÷èñëó õðîìîñîì, òàê è ïî ñîñòàâó ñòðóêòóðíûõ ïå-
ðåñòðîåê õðîìîñîì (ßðöåâà è äð., 2008).

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íûõ îñîáåííîñòåé êëåòî÷íîé ëèíèè ECV304 â íîðìå è
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ â-÷àñòèö, èñïóñêàåìûõ ïðè ðàñïàäå
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òðèòèÿ, â êîíöåíòðàöèÿõ, îáû÷íî èñïîëüçóåìûõ äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà, à òàêæå èçìåðåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ NO è âîçìîæíîñòè åãî ìîäèôè-
êàöèè ñïåöèôè÷åñêèìè è íåñïåöèôè÷åñêèìè èíãèáèòîðà-
ìè NO-ñèíòàçû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è è õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å.
Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ÷åëîâåêà ëèíèè ECV304 (Èíñòè-
òóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ Êàððå-
ëÿ íà ñðåäå Èãëà ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè. Â êà÷åñòâå àíòèáèîòèêà èñïîëüçîâàëè ãåíòàìè-
öèí.

Ð à ä è î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Äëÿ ðàäèîìåòðè÷å-
ñêîé îöåíêè ïðîëèôåðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê èñ-
ïîëüçîâàëè [3H-ìåòèë]-òèìèäèí è òðèòèåâóþ âîäó 3H2O
(Èçîòîï ÔÃÓÏ, Ðîññèÿ). Êîíå÷íàÿ ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ èçîòîïà â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñîñòàâëÿëà
0.066 ÌÁê/ìë êàê äëÿ òèìèäèíà, òàê è äëÿ òðèòèåâîé
âîäû. Ïðîáû ÄÍÊ èç ëèçèðîâàííûõ êëåòîê (�104) ïåðå-
âîäèëè íà íèòðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû. Ïîñëå âûñóøèâà-
íèÿ ôèëüòðû ïîìåùàëè â òîëóîëüíûé ñöèíòèëëÿöèîííûé
ðàñòâîð äëÿ ðàäèîìåòðèè [3H]-òèìèäèíà è â äèîêñàíîâûé
ðàñòâîð äëÿ ðàäèîìåòðèè 3H2O è ïðîñ÷èòûâàëè â ñ÷åò÷è-
êå Beckman-LS5801.

Ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîâîäèëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå, ñîçäàííîì â ãðóïïå ðàäèîáèîëîãèè è
ìåäèöèíû Ïåòåðáóðãñêîãî èíñòèòóòà ÿäåðíîé ôèçèêè
ÐÀÍ (Stepanov et al., 1996). Îêðàøèâàíèå æèâûõ êëåòîê
ïðîâîäèëè â 0.1%-íîì ðàñòâîðå áðîìèñòîãî ýòèäèÿ çà
15 ìèí äî àíàëèçà íà öèòîìåòðå áåç ïîñëåäóþùåé îòìûâ-
êè êðàñèòåëÿ. Àíàëèç ãèñòîãðàìì (ïðîöåíòíîå ñîîòíîøå-
íèå êëåòîê ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ê îáùåìó ÷èñ-
ëó ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû (ñîçäàííîé ñîòðóäíèêîì Ïå-
òåðáóðãñêîãî èíñòèòóòà ÿäåðíîé ôèçèêè ÐÀÍ Í. Â. Êëî-
ïîâûì), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìîé
ïðîãðàììû (Dean, 1982). Â êàæäîì ñëó÷àå àíàëèçèðîâàëè
íå ìåíåå 20 òûñ. êëåòîê.

È ç ì å í å í è ÿ â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î ó ð î â í ÿ N O
î ï ð å ä å ë ÿ ë è ï î è ç ì å í å í è þ è í ò å í ñ è â í î ñ ò è
ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è ê ë å ò î ê. Äëÿ ýòîé öåëè èñïîëüçîâàëè
ôëóîðåñöèðóþùèé êðàñèòåëü 4,5-äèàìèíîôëóîðåñöåèí
äèàöåòàò (DAF-2 DA) (Sigma, ÑØÀ), êîòîðûé ëåãêî ïðî-
íèêàåò â êëåòêó, ãäå ïîä äåéñòâèåì êëåòî÷íûõ ýñòåðàç
ãèäðîëèçóþòñÿ åãî ýôèðíûå ñâÿçè, ãåíåðèðóÿ ïðè ýòîì
îòíîñèòåëüíî íåôëóîðåñöåíòíûé è ìåìáðàíîíåïðîíèöàå-
ìûé DAF-2. Â êëåòêàõ DAF-2 ðåàãèðóåò áûñòðî è íåîáðà-
òèìî ñ NO êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìûì îáðàçîì è ïðî-
äóöèðóåò âûñîêîôëóîðåñöåíòíûé òðèàçîëôëóîðåñöåèí
DAF-2 T (ëexcit = 480 íì; ëemis = 510 íì), êîòîðûé îáðàçóåò-
ñÿ òîëüêî â ïðèñóòñòâèè NO. Äðóãèå êèñëîðîäñîäåðæà-
ùèå ñîåäèíåíèÿ àçîòà (ONOO–, NO
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, H2O2) íå ðåàãèðóþò ñ DAF-2 (Na-

gano, 1999). Ñïåöèôè÷íîñòü è âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
òàêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èíäèêàòîðà äåëàþò âîçìîæíûì
àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ NO â ðåàëüíîì âðåìåíè
æèçíè êëåòêè. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëÿ ñîñòàâ-
ëÿëà 5 ìêÌ, âðåìÿ èíêóáàöèè ñ êðàñèòåëåì ïðè 37 °Ñ —
30 ìèí.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê è í ã è á è ò î ð à ì è N O - ñ è í -
ò à ç û. Â êà÷åñòâå íåñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà NO-ñèí-

òàçû èñïîëüçîâàëè L-NAME (ù-N-íèòðî-L-àðãèíèíà ìå-
òèëîâûé ýôèð), à òàêæå åãî íåàêòèâíûé èçîìåð D-NAME
(ù-N-íèòðî-D-àðãèíèíà ìåòèëîâûé ýôèð), ñèíòåçèðîâàí-
íûå â Ëàáîðàòîðèè îðãàíè÷åñêîãî ñèíòåçà Ïåòåðáóðãñêî-
ãî èíñòèòóòà ÿäåðíîé ôèçèêè (ÏÈßÔ ÐÀÍ). Â êà÷åñòâå
ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà èíäóöèáåëüíîé NO-ñèíòàçû
èñïîëüçîâàëè àìèíîãóàíèäèí (Ferak, Ãåðìàíèÿ). Èíãèáè-
òîðû ðàçâîäèëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå íåïîñðåäñòâåííî ïå-
ðåä èñïîëüçîâàíèåì äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.07 ìÌ.
Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè êëåòîê â ñðåäå ñ èíãèáè-
òîðàìè ñîñòàâëÿëà 2 ÷.

Ðåçóëüòàòû

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèíèè ECV304 áûëà çàðåãèñò-
ðèðîâàíà âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ðàçëè÷íûì
òèïàì ñûâîðîòêè. Ñìåíà îäíîé ïàðòèè ñûâîðîòêè (Áèî-
ëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ) íà äðóãóþ (ÏàíÝêî, Ìîñê-
âà, Ðîññèÿ) ïðèâîäèëà ê âñïëåñêó àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
êëåòîê â òå÷åíèå ïåðâûõ òðåõ ïàññàæåé. Çàìåíà ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè (Áèîëîò) íà îáû÷íóþ ñûâîðîòêó
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (òîé æå ôèðìû) èçìåíèëà àäãå-
çèâíûå ñâîéñòâà êëåòîê: ñ ìîíîñëîÿ ëåã÷å âñòðÿõèâàëèñü
ìèòîòè÷åñêèå êëåòêè, à ñàì ìîíîñëîé áûñòðåå ñíèìàëñÿ
ðàñòâîðîì Âåðñåíà. Îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè â ñðåäå ïðèâî-
äèëî ê èíãèáèðîâàíèþ ïðîëèôåðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê è îñòàíîâêå â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 1).
Ïðè ýòîì èíêóáàöèÿ êëåòîê â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè â òå÷å-
íèå 48 ÷ íå èíäóöèðîâàëà àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê
(îòñóòñòâèå íà öèòîìåòðè÷åñêèõ ãèñòîãðàììàõ êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ìåíüøå ÷åì 2 ñ). Îñòà-
íîâêà êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà áûëà îáðàòè-
ìîé, ïîñêîëüêó çàìåíà ãîëîäíîé ñðåäû íà ïîëíóþ ïðèâî-
äèëà ê âêëþ÷åíèþ ìå÷åíîãî ïðåäøåñòâåííèêà [3H]-òèìè-
äèíà â ÄÍÊ êëåòîê (ðèñ. 2). Ïðè èíêóáàöèè êëåòîê â
ñðåäå áåç ñûâîðîòêè èíêîðïîðàöèÿ ìå÷åíîãî ïðåäøåñò-
âåííèêà â ÄÍÊ íå ðåãèñòðèðîâàëàñü. Ïîñëå äîáàâëåíèÿ
ñûâîðîòêè â ñðåäó íàáëþäàëîñü ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå
ðàäèîàêòèâíîñòè ê 28 ÷; ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
êëåòêè îñòàíîâèëèñü â G1-ôàçå, à íå íà ãðàíèöå G1/S.

Ïîñêîëüêó ñ û â î ð î ò î ÷ í î å ã î ë î ä à í è å ïðèâîäèò
ê âûñîêîé ñòåïåíè ñèíõðîíèçàöèè ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè
â G1-ôàçå, ìû ïîïûòàëèñü èññëåäîâàòü êèíåòèêó ïðîõîæ-
äåíèÿ êëåòêàìè ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå 48 ÷ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, îöåíèâàÿ ðàñïðåäåëå-
íèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â òå÷åíèå 33 ÷ ïîñëå ñìå-
íû ñðåäû áåç ñûâîðîòêè íà ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé. Àíàëèç
öèòîìåòðè÷åñêèõ ãèñòîãðàìì ïðèâåäåí â òàáë. 1. Â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 10 ÷ ïîñëå ñìåíû áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû íà
ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé ÷àñòü êëåòîê, çàäåðæàííûõ ñûâîðî-
òî÷íûì ãîëîäàíèåì â G2-ôàçå, ïåðåõîäèò â G1-ôàçó, ñíè-
æàåòñÿ äîëÿ êëåòîê ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ 4ñ è óâåëè÷èâàåò-
ñÿ äîëÿ êëåòîê ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ 2ñ. ×åðåç 13 ÷ ïîñëå
èíêóáàöèè â ïîëíîé ñðåäå íà÷èíàåò óâåëè÷èâàòüñÿ äîëÿ
êëåòîê ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ áîëüøå 2ñ è ìåíüøå 4ñ,
óñëîâíî îáîçíà÷àåìûõ êàê êëåòêè ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ 3ñ:
ýòî êëåòêè â S-ôàçå. Óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê ñ ñîäåðæà-
íèåì ÄÍÊ 3ñ ïðîèñõîäèò äî 26 ÷ ïîñëå ñìåíû ñðåäû. ×å-
ðåç 26—28 ÷ ðåãèñòðèðóåòñÿ ìàêñèìàëüíàÿ äîëÿ êëåòîê ñ
ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ 4ñ (ïèê G2-ôàçû). ×åðåç 31 ÷ íàáëþäà-
åòñÿ óâåëè÷åíèå êëåòîê â G1. Ïðèìåðíî ïîëîâèíà (47 %)
âñåé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ëèáî òàê è íå âûõîäèò èç G1,
ëèáî íàõîäèòñÿ â G0, ëèáî ìåäëåííåå ïðîäâèãàåòñÿ ïî
ñòàäèÿì êëåòî÷íîãî öèêëà.
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Ìû ïîïûòàëèñü îöåíèòü äîëþ êëåòîê, ïðîøåäøèõ
ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ ïîñëå çàìåíû ñðåäû áåç ñûâîðîòêè íà
ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé, èíêóáèðóÿ èõ â ñðåäå ñ [3H]-òèìèäè-
íîì (0.066 ÌÁê/ìë) íà ïðîòÿæåíèè âñåãî èññëåäóåìîãî
ïåðèîäà. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè êëåòîê â áåññû-

âîðîòî÷íîé ñðåäå óìåíüøèëè ñ 48 äî 18 ÷. Íà ïðîòÿæåíèè
32 ÷ ìû ôèêñèðîâàëè ïî îäíîìó ôëàêîíó Êàððåëÿ ÷åðåç
êàæäûå 2 ÷. ×àñòü êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè (104) îñàæäàëè íà
ôèëüòðàõ, êîòîðûå çàòåì ïîìåùàëè â òîëóîëüíûé ñöèí-
òèëëÿòîð, è èçìåðÿëè àêòèâíîñòü [3H]-òèìèäèíà íà ñ÷åò-
÷èêå. Îñòàâøóþñÿ ÷àñòü ñóñïåíçèè îêðàøèâàëè áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.
Ðåçóëüòàòû öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â òå÷åíèå 32 ÷ ïîñëå ñìåíû
ñðåäû áåç ñûâîðîòêè íà ñðåäó ñ [3H]-òèìèäèíîì ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 2. Èíêóáàöèÿ êëåòîê â ñðåäå áåç ñûâî-
ðîòêè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå êëåòîê â
G1-ôàçå (82 % âñåé ïîïóëÿöèè).

Êàê è â ïðåäûäóùåì ýêñïåðèìåíòå, ìàêñèìàëüíîå
ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â G1-ôàçå íàñòóïàåò ÷åðåç 26 ÷, ÷òî
ïîçâîëÿåò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î 26-÷àñîâîé ïðîäîë-
æèòåëüíîñòè ãåíåðàöèîííîãî öèêëà ýòîé ëèíèè. Îäíàêî â
äàííîì ýêñïåðèìåíòå ÷åðåç 26 ÷ èíêóáàöèè â ïîëíîé ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå äîëÿ êëåòîê â G1-ôàçå ñîñòàâëÿåò âñåãî
20 % îò âñåé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè, à íå 47 %, êàê â ïðå-
äûäóùåì ýêñïåðèìåíòå. Ñêîðåå âñåãî, ýòî îáóñëîâëåíî
ñíèæåíèåì ïðîäîëæèòåëüíîñòè èíêóáàöèè êëåòîê â áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé ñðåäå ñ 48 äî 18 ÷. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èí-
êóáàöèè êëåòîê â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, ïî-âèäèìîìó,
îïðåäåëÿåò ïðîëèôåðàòèâíûé ïóë â ýòîé ëèíèè êëåòîê,
÷òî åùå ðàç ïîä÷åðêèâàåò êàê åå çàâèñèìîñòü îò ñûâîðîò-
êè, òàê è áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè â G1-ôàçå. Äîëÿ
êëåòîê â S-ôàçå ðàñòåò íà÷èíàÿ ñ 8 ÷ (13 %), äîñòèãàÿ ìàê-
ñèìóìà ÷åðåç 20—22—24—÷ (31—24—19 %, è ÷åðåç
26—28 ÷ ñíèæàåòñÿ (15—10 %). Äîëÿ êëåòîê â G2-ôàçå íà-
÷èíàåò ðàñòè ñ 18 ÷ (27 %) è âñå âðåìÿ ðàñòåò, äîñòèãàÿ
ìàêñèìóìà 62 % ê 30 ÷, íî è ÷åðåç 31 è 32 ÷ äîëÿ êëåòîê
îñòàåòñÿ î÷åíü âûñîêîé (47 %). Î÷åâèäíà àêêóìóëÿöèÿ
êëåòîê â G2 -ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðîâåäåííûé ïàðàë-

578 Í. ß. Ãèëüÿíî, Å. Ã. Ñåìåíîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè èõ â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ñû-
âîðîòêè.

Ïî îñè àáñöèññ — ôëóîðåñöåíöèÿ, óñë. åä.; ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî êëåòîê.

Ðèñ. 2. [3H]-àêòèâíîñòü ÄÍÊ êëåòîê ïîñëå ñìåíû áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäû íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêó.

Ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ ïîñëå ñìåíû ñðåäû, ÷; ïî âåðòèêàëè —
[3H]-àêòèâíîñòü, èìï/ìèí (ñîîòâåòñòâóåò ÷èñëó ðåãèñòðèðóåìûõ àêòîâ
ðàñïàäà 3H çà 1 ìèí 104 êëåòîê). Âðåìÿ âêëþ÷åíèÿ [3H]-òèìèäèíà 1 ÷.



ëåëüíî ðàäèîìåòðè÷åñêèé àíàëèç êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè
ïîäòâåðäèë àêêóìóëÿöèþ êëåòîê â G2-ôàçå êëåòî÷íîãî
öèêëà. Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî èíêîðïîðàöèÿ [3H]-òèìèäèíà
â ÄÍÊ êëåòîê, ñòèìóëèðîâàííûõ ê ïðîëèôåðàöèè çàìå-
íîé ñðåäû áåç ñûâîðîòêè íà ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé, ïîñòå-
ïåííî óâåëè÷èâàåòñÿ è âûõîäèò íà ïëàòî ÷åðåç 22 ÷, ñî-
õðàíÿÿñü íà ýòîì óðîâíå íà ïðîòÿæåíèè ïîñëåäóþùèõ
10 ÷.

Ìû ñíèçèëè êîíöåíòðàöèþ [3H]-òèìèäèíà
0.066 ÌÁê/ìë âäâîå (0.033 ÌÁê/ìë) è ïî÷òè íà ïîðÿäîê
(0.008 ÌÁê/ìë), îñòàâèâ íåèçìåííîé ïðîäîëæèòåëüíîñòü
îáðàáîòêè è òàêèì îáðàçîì ïîïûòàëèñü îöåíèòü äîçîâóþ
çàâèñèìîñòü çàäåðæêè êëåòîê â G2-ôàçå. Ðåçóëüòàòû àíà-
ëèçà ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4, à, ãäå âèäíî, ÷òî âñå èññëå-
äóåìûå êîíöåíòðàöèè [3H]-òèìèäèíà èíäóöèðîâàëè íà-
êîïëåíèå êëåòîê â G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà.

Èçâåñòíî, ÷òî [3H]-òèìèäèí èíêîðïîðèðóåòñÿ â ÄÍÊ
êëåòîê è â-÷àñòèöû, èñïóñêàåìûå ïðè ðàñïàäå òðèòèÿ,
âîçíèêàþò íåïîñðåäñòâåííî â ÷óâñòâèòåëüíîé ìèøåíè
(ÄÍÊ). Ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì ñðàâíèòü ýôôåêòèâ-
íîñòü â-÷àñòèö, èñïóñêàåìûõ ïðè ðàñïàäå òðèòèÿ â ñîñòà-
âå [3H]-òèìèäèíà, è â ñîñòàâå òðèòèåâîé âîäû, ïîñêîëüêó
ïðè èñïîëüçîâàíèè 3H2O òðèòèé ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí
âíóòðè êëåòî÷íîãî îáúåìà, õîòÿ è âíå ÷óâñòâèòåëüíîé ìè-
øåíè, íî â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò íåå. Àêòèâ-
íîñòü, ñðîêè è ïðîäîëæèòåëüíîñòü îáðàáîòêè êëåòîê 3H2O
è [3H]-òèìèäèíîì áûëè ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íûìè. Êëåò-
êè, ñèíõðîíèçèðîâàííûå â G1-ôàçå ïîñðåäñòâîì èíêóáè-
ðîâàíèÿ â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, ñòèìóëèðîâàëèñü ê ïðîëè-
ôåðàöèè äîáàâëåíèåì ñûâîðîòêè ñ 3H2O â êîíöåíòðàöèÿõ
0.008, 0.016, 0.033 è 0.066 ÌÁê/ìë. ×åðåç 28 ÷ êëåòêè ñíè-
ìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà. Îäíó ÷àñòü êëåòî÷íîé ñóñïåí-
çèè àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå, à äðóãóþ —
íà ñöèíòèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå äëÿ îïðåäåëåíèÿ âêëþ÷å-
íèÿ òðèòèÿ â ÄÍÊ. Ðåçóëüòàòû ðàäèîìåòðè÷åñêîãî àíàëè-
çà íå çàðåãèñòðèðîâàëè âêëþ÷åíèÿ òðèòèÿ â ÄÍÊ êëåòîê,
èíêóáèðîâàííûõ â ñðåäå ñ 3H2O. Öèòîìåòðè÷åñêàÿ îöåíêà
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè âûÿâèëà äîçîçàâèñèìóþ àêêóìóëÿ-
öèþ êëåòîê â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 4, á). Ñ óâå-

ëè÷åíèåì äîëè êëåòîê â S-ôàçå ñíèæàëàñü äîëÿ êëåòîê
êàê â G1-, òàê è â G2-ôàçå. Ïðè ýòîì ñíèæåíèå äîëè êëåòîê
â G1-ôàçå áûëî áîëåå ñóùåñòâåííûì, ÷åì â G2-ôàçå. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 3H2O 0.066 ÌÁê/ìë íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå
â 2 ðàçà äîëè êëåòîê ñ ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ 2ñ.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å à ê ò è â í î ñ ò è N O - ñ è í ò à ç û. Îä-
íèì èç äîâîäîâ â ïîëüçó òîãî, ÷òî ëèíèÿ ECV304 íå ýí-
äîòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, à îáëàäàåò ñâîéñòâàìè
îïóõîëåâûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, áûë îòíîñèòåëüíî
âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè NO-ñèíòàçû (NOS), ñâîéñò-
âåííûé èíäóöèáåëüíîé ôîðìå ýòîãî ôåðìåíòà. Ñ ïî-
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Ò à á ë è ö à 1

Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â òå÷åíèå ïåðâûõ 33 ÷ ïîñëå ñìåíû áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû
íà ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé

Ôàçà
öèêëà

Âðåìÿ, ÷

1 4 8 10 13 16 18 20 22 24 26 28 30 31 32 33

G1 (2c) 72 82 86 85 78 76 59 61 57 53 47 55 56 57 62 64

S (3c) 5 5 5 6 11 14 18 15 17 20 20 14 15 14 18 19

G2 (4c) 23 13 9 9 11 10 23 24 26 27 33 31 29 29 20 17

Ò à á ë è ö à 2

Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â òå÷åíèå 32 ÷ ïîñëå ñìåíû ñðåäû áåç ñûâîðîòêè íà ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêó è [3H]-òèìèäèí (0.066 ÌÁê/ìë)

Ôàçà
öèêëà

Âðåìÿ, ÷

1 4 8 10 18 20 22 24 26 28 30 31 32

G1 (2c) 82 86 75 75 47 36 30 28 28 28 32 32 34

S (3c) 9 7 13 13 26 31 24 19 15 13 6 9 9

G2 (4c) 9 7 12 12 27 34 46 53 57 59 62 59 57

Ðèñ. 3. Êèíåòèêà âêëþ÷åíèÿ [3H]-òèìèäèíà â ÄÍÊ ïîñëå ñìåíû
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêó.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè êëåòîê ñ [3H]-òèìè-
äèíîì, ÷; ïî âåðòèêàëè — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî èíäèêàòîðà NO DAF-2 DA ìû
ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî
óðîâíÿ NO â êëåòêàõ ECV304 è HeLa. Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâ-
ëåíû ðåçóëüòàòû öèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ïîñëå èõ èíêóáàöèè ñ äâóìÿ
èíãèáèòîðàìè àêòèâíîñòè NO-ñèíòàçû — àìèíîãóàíèäè-
íîì (ñïåöèôè÷åñêèì äëÿ èíäóöèáåëüíîé èçîôîðìû ôåð-
ìåíòà) è L-NAME (íåñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì). Êàê

âèäíî èç ãèñòîãðàììû, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
êëåòîê êàðöèíîìû ÷åëîâåêà HeLa áûëà âûøå, ÷åì êëåòîê
ECV304 (ðèñ. 5, à). Ôëóîðåñöåíöèÿ ñîîòâåòñòâóåò óðîâíþ
NO, ïîñêîëüêó òðèàçîëüíàÿ ôîðìà îáðàçóåòñÿ òîëüêî ïî-
ñëå âçàèìîäåéñòâèÿ äèàìèíîôëóîðåñöåèíà ñ NO. Â òåõ æå
êëåòêàõ, íî èíêóáèðîâàííûõ áåç êðàñèòåëÿ, ñèãíàëû ôëó-
îðåñöåíöèè íå ðåãèñòðèðîâàëèñü. Îáðàáîòêà êëåòîê HeLa
àìèíîãóàíèäèíîì è L-NAME ñóùåñòâåííî ñíèæàëà èõ

580 Í. ß. Ãèëüÿíî, Å. Ã. Ñåìåíîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ (ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà) â êîíòðîëå (Ê, øòðèõîâûå ëèíèè) è ÷åðåç 28 ÷ èí-
êóáàöèè èõ ñ [3H]-òèìèäèíîì (à) èëè ñ 3H2O (á) ïðè âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè èçîòîïà 3H (0.008, 0.016, 0.033 èëè

0.066 ÌÁê/ìë, ñïëîøíûå ëèíèè).

Ïî îñè àáñöèññ — ôëóîðåñöåíöèÿ, óñë. åä.; ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî êëåòîê.



ôëóîðåñöåíöèþ (ðèñ. 5, á). Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè êëåòîê ECV304 íå ñíèæàëàñü ïîñëå èõ èíêóáà-
öèè ñ L-NAME (ðèñ. 5, â).

Îáñóæäåíèå

Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðÿäå
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ïîý-
òîìó èíôîðìàöèÿ î ñâîéñòâàõ è ôóíêöèÿõ ñîñóäèñòîãî
ýíäîòåëèÿ ÷ðåçâû÷àéíî âàæíà êàê äëÿ äèàãíîñòèêè çàáî-
ëåâàíèé, òàê è äëÿ ðàçðàáîòêè òåðàïåâòè÷åñêèõ ñòðàòåãèé.
Èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ìîäåëè èññëåäîâàíèÿ ïåðåâè-
âàåìûõ èììîðòàëèçèðîâàííûõ ëèíèé èç ýíäîòåëèÿ ñîñó-
äîâ ÷åëîâåêà ñóùåñòâåííî ðàñøèðÿåò ýòè âîçìîæíîñòè.
Îäíàêî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê òðåáóåò ñïåöèàëüíûõ ïè-
òàòåëüíûõ ñðåä è ñûâîðîòêè, è, íåñìîòðÿ íà èõ ñòàíäàðòè-
çàöèþ, ïî÷òè âñåãäà ñóùåñòâóþò íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ
ìåæäó ïàðòèÿìè äàæå îäíîé è òîé æå ôèðìû. Ýòè ðàçëè-
÷èÿ î÷åíü ñóùåñòâåííû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êàê ïåðâè÷-
íûõ êóëüòóð, òàê è äëÿ èììîðòàëèçèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé è â ìåíüøåé ñòåïåíè — äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé, ïîñêîëüêó ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè â îòñóòñò-
âèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ÿâëÿåòñÿ îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé
îïóõîëåâûõ êëåòîê (Hanahan, Weinberg, 2000). Ïðîëèôå-
ðàöèÿ èññëåäóåìîé íàìè êëåòî÷íîé ëèíèè, èçìåðåííàÿ ïî
èíêîðïîðàöèè [3H]-òèìèäèíà â ÄÍÊ è ðàñïðåäåëåíèþ
êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ, ÿâíî çàâèñåëà îò íàëè÷èÿ
ñûâîðîòêè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðèâîäèëî ê áëîêèðîâàíèþ êëåòîê â
G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì ÿâëÿëàñü ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü èíêóáàöèè êëåòîê â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå: ÷åì
äîëüøå èíêóáàöèÿ, òåì áîëüøå ëàã-ïåðèîä äî âñòóïëåíèÿ
êëåòîê â ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ è òåì ìåíüøàÿ äîëÿ êëåòîê
âûõîäèò èç G1-áëîêà. Âîçìîæíî, ÷òî ïîñëå ïðîäîëæèòåëü-
íîé èíêóáàöèè êëåòîê â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè ÷àñòü êëåòîê
ïåðåõîäèò â ôàçó G0, è áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè ïðî-
èñõîäèò â G0/G1-ôàçå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî 48-÷àñîâàÿ
èíêóáàöèÿ êëåòîê â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè íå èíäóöèðîâàëà
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê. Ïðè ýòîì çàìåíà ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè îäíîé ôèðìû íà òàêîâóþ äðóãîé ôèð-
ìû èëè çàìåíà ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè íà ñûâîðîòêó
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðèâîäèëà ê ïîÿâëåíèþ àïîïòî-
òè÷åñêè ãèáíóùèõ êëåòîê â òå÷åíèå 3 ïàññàæåé. Ýòî, ñêî-
ðåå âñåãî, ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ýíäîòåëèÿ ê èçìåíåíèÿì ñûâîðîòî÷íûõ ôàêòîðîâ â ñðåäå,
÷åì ê èõ îòñóòñòâèþ. Âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ôàêòî-
ðàì ñðåäû îáóñëîâëåíà, ïî-âèäèìîìó, ôèçèîëîãè÷åñêîé
(«áàðüåðíîé») ôóíêöèåé ýíäîòåëèÿ. Êðîìå òîãî, äëÿ ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîêàçàíî, ÷òî ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäà-
íèå èíäóöèðóåò îñâîáîæäåíèå ðàñòâîðèìîãî ìåäèàòîðà
èëè ìåäèàòîðîâ, êîòîðûå îïðåäåëÿþò ðåçèñòåíòíîñòü ê
àïîïòîçàì (Raymond et al., 2002). Âîçìîæíî òàêæå, ÷òî
ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå
áûëà íåäîñòàòî÷íîé äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà. Òàêèì îáðà-
çîì, äëÿ èññëåäóåìîé íàìè êëåòî÷íîé ëèíèè õàðàêòåðíà
çàâèñèìîñòü ïðîëèôåðàöèè îò ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè â
îòëè÷èå îò ëèíèè ECV304 äðóãèõ àâòîðîâ (Brown et al.,
2000).

Èçìåíåíèå ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ êëåòîê ÿâëÿåò-
ñÿ îäíîé èç ïåðâûõ êëåòî÷íûõ ðåàêöèé â îòâåò íà äåéñò-
âèå ôàêòîðîâ êàê ôèçè÷åñêîé, òàê è õèìè÷åñêîé ïðèðîäû.
Äëÿ îöåíêè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè øèðîêî ïðèìåíÿåò-
ñÿ ðàäèîìåòðè÷åñêèé ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åíûõ

ëèáî [3H]-, ëèáî [14C]-ïðåäøåñòâåííèêîâ ÄÍÊ èëè ÐÍÊ.
Ðàíåå ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî íèçêèå êîíöåíòðàöèè èçîòîïà
áåçîïàñíû, ïîñêîëüêó êîíöåíòðàöèè ìå÷åíîãî [3H]-òèìè-
äèíà, îáû÷íî èñïîëüçóåìûå äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåòàáîëè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè (îò 20 äî 400 ÌÁê/ìë), íå èíäóöèðóþò

Õàðàêòåðèñòèêà ýíäîòåëèàëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè ÷åëîâåêà ECV304. II 581

Ðèñ. 5. Ñïåêòðû çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè, îáóñëîâëåííîé òðèà-
çîëôëóîðåñöåèíîì (DAF-2 T), îáðàçîâàâøèìñÿ ÷åðåç 15 ìèí

èíêóáàöèè êëåòîê ñ 0.5 ìêã/ìë DAF-2 DA.

Ïî îñè àáñöèññ — ôëóîðåñöåíöèÿ, óñë. åä. ( ëîãàðèôìè÷åñêèé ìàñøòàá);
ïî îñè îðäèíàò — ÷èñëî êëåòîê. à — ñðàâíèòåëüíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ êëå-
òîê ECV304 è HeLa; á — âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ NO-ñèíòàçû (àìèíîãóà-
íèäèíà, L-NAME) íà ôëóîðåñöåíöèþ êëåòîê HeLa; â — âëèÿíèå èíãèáè-
òîðà NO-ñèíòàçû L-NAME è åãî íåàêòèâíîãî èçîìåðà D-NAME íà ôëóî-

ðåñöåíöèþ êëåòîê ECV304.



çàìåòíîé ãèáåëè êëåòîê. Îäíàêî ïîÿâèëñÿ öåëûé ðÿä èñ-
ñëåäîâàíèé, â êîòîðûõ ïîêàçàíî, ÷òî èíêîðïîðèðîâàííûå
â êëåòêó íèçêîýíåðãåòè÷åñêèå èñòî÷íèêè â-÷àñòèö âûçû-
âàþò ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ (Solary et al., 1992), ýêñïðåññèþ
áåëêà p53 (Dover et al., 1994; Yeargin, Haas, 1995), íàðóøå-
íèÿ â ïðîäâèæåíèè êëåòîê ïî öèêëó è àïîïòîç (Yanokura
et al., 2000; Hu et al., 2001, 2002). Ìû èñïîëüçîâàëè êîí-
öåíòðàöèþ [3H]-òèìèäèíà (0.066 ÌÁê/ìë) äëÿ îöåíêè
ïðîëèôåðàòèâíûõ îñîáåííîñòåé êëåòîê ECV304 è îáíà-
ðóæèëè ñóùåñòâåííûå íàðóøåíèÿ ïðîãðåññèè êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà.

Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ñîñòàâà êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè ïîêàçàë, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ [3H]-òèìèäèíîì ïðè-
âîäèò ê àêêóìóëÿöèè êëåòîê â G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà.
Ðàäèîìåòðè÷åñêèé àíàëèç êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ïîäòâåð-
äèë áëîêèðîâàíèå êëåòîê â G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Àê-
êóìóëÿöèÿ êëåòîê â G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà íîñèëà äî-
çîçàâèñèìûé õàðàêòåð, ÷òî åùå ðàç ïîä÷åðêèâàåò íåîäíî-
çíà÷íîñòü âûâîäîâ î ïðîëèôåðàòèâíûõ îñîáåííîñòÿõ
êëåòîê ECV304, ñäåëàííûõ íà îñíîâàíèè òîëüêî ðàäèî-
ìåòðè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ñàì ôàêò áëîêèðîâàíèÿ êëå-
òîê â G2-ôàçå ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýòà êëåòî÷íàÿ
ëèíèÿ ñîõðàíèëà ñèñòåìó êîíòðîëÿ çà ïðîãðåññèåé êëåòîê
ïî öèêëó, íå ñâîéñòâåííóþ îïóõîëåâûì êëåòêàì.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáëó÷åíèå êëåòîê
ECV304 â-÷àñòèöàìè ïðèâîäèò ê äîçîçàâèñèìîìó èíãè-
áèðîâàíèþ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ïîâûøåíèþ óðîâ-
íÿ õðîìîñîìíûõ ïîâðåæäåíèé. Î÷åâèäíî, ÷òî ïîâðåæ-
äåíèÿ íàñëåäñòâåííûõ ñòðóêòóð êëåòêè â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè è îïðåäåëÿþò áëîêèðîâàíèå ïðîãðåññèè ýíäîòå-
ëèîöèòîâ â G2-ôàçå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî âûñîêàÿ ãåíî-
òîêñè÷íîñòü â-÷àñòèö îáóñëîâëåíà â ïåðâóþ î÷åðåäü òåì,
÷òî [3H]-òèìèäèí èíêîðïîðèðóåòñÿ â ÄÍÊ êëåòîê è â-÷àñ-
òèöû, èñïóñêàåìûå ïðè ðàñïàäå òðèòèÿ, âîçíèêàþò íåïî-
ñðåäñòâåííî â ÷óâñòâèòåëüíîé ìèøåíè (ÄÍÊ) (Ãèëüÿíî è
äð., 2007à). Íà ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëî-
âåêà òàêæå ïîêàçàíà ñâÿçü ìåæäó çàäåðæêîé êëåòîê â
G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåïàðàöèåé õðîìîñîìíûõ ïî-
âðåæäåíèé (Durante et al., 1999). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èí-
êîðïîðèðîâàííûå èñòî÷íèêè â-èçëó÷åíèÿ ìîãóò ãëîáàëü-
íî ìåíÿòü êëåòî÷íûå îòâåòû, èçìåíÿÿ êëåòî÷íûé öèêë,
ìåòàáîëè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ñèãíàëüíóþ òðàíñäóêöèþ è
ðåäîêñíûé ñòàòóñ (Marko et al., 2003).

Ïðè ñðàâíåíèè ýôôåêòèâíîñòè èíêîðïîðèðîâàííîãî
èñòî÷íèêà â-èçëó÷åíèÿ [3H]-òèìèäèíà è â-÷àñòèö, èñïó-
ñêàåìûõ ïðè ðàñïàäå òðèòèÿ â ñîñòàâå 3H2O, ìû îáíàðó-
æèëè, ÷òî èíêóáèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå ñ 3H2O ïðèâîäè-
ëî ê àêêóìóëÿöèè êëåòîê â S-ôàçå. Íàêîïëåíèå êëåòîê â
S-ôàçå íîñèëî êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìûé õàðàêòåð è
ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì äîëè êëåòîê êàê â G1-, òàê è â
G2-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â
G1-ôàçå ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê 3H2O
íå íàðóøàëà ïåðåõîäà êëåòîê èç G1- â S-ôàçó, â òî âðåìÿ
êàê ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â G2-ôàçå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê 3H2O íàðóøàëà ïåðåõîä êëå-
òîê èç S-ôàçû â G2-ôàçó. Ïðîâåäåííûé íàìè ðàíåå ðàäèî-
ìåòðè÷åñêèé àíàëèç òàêæå ïîêàçàë, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòîê â ñðåäå ñ 3H2O ïðèâîäèò ê äîçîçàâèñèìîìó ñíèæå-
íèþ âêëþ÷åíèÿ ìå÷åíîãî òèìèäèíà (Ãèëüÿíî è äð.,
2007á).

Òàêèì îáðàçîì, èçó÷àåìàÿ íàìè êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ èìå-
åò åùå îäíó ñâåðî÷íóþ òî÷êó â S-ôàçå, êîòîðàÿ èíäóöèðó-
åòñÿ íèçêèìè äîçàìè íåèíêîðïîðèðîâàííîãî èñòî÷íèêà
â-÷àñòèö (3H2O), ïðè÷åì îáðàáîòêà êëåòîê â-÷àñòèöàìè
íåçàâèñèìî îò ïîëîæåíèÿ èñòî÷íèêà, êàê è ñûâîðîòî÷íîå

ãîëîäàíèå, íå áëîêèðóåò ïåðåõîäà êëåòîê èç G1 - â S-ôàçó.
Àêêóìóëÿöèÿ êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ ìîæåò áûòü îáó-
ñëîâëåíà ðÿäîì ïðè÷èí, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæàò ðàçëè÷-
íûå ìåõàíèçìû: ýòî è êîëëèçèè ðåïëèêàòèâíûõ ôåðìåí-
òîâ ñ ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê
áëîêèðîâàíèþ ðåïëèêàòèâíîé âèëêè, è íàðóøåíèå ñèã-
íàëüíîé òðàíñäóêöèè.

Ïîêàçàíî, ÷òî èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå èíäóöèðóåò
ïîòåðþ áåëêà Cdc25A, ïðåäîòâðàùàÿ äåôîñôîðèëèðîâà-
íèå Cdk2, ÷òî ïðèâîäèò ê áëîêèðîâàíèþ ðåïëèêàöèè
ÄÍÊ. Ôîñôàòàçà Cdc25A àêòèâèðóåò öèêëèíçàâèñèìóþ
êèíàçó 2 (Cdk2), íåîáõîäèìóþ äëÿ ñèíòåçà ÄÍÊ, íî ñòà-
íîâèòñÿ äåãðàäèðîâàííîé èç-çà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ èëè çà-
òîðìîæåííîé ðåïëèêàöèè (Falck et al., 2002; Sorensen et al.,
2003). Îöåíêà ìåõàíèçìîâ àêêóìóëÿöèè êëåòîê â S-ôàçå,
èíäóöèðîâàííîé â-÷àñòèöàìè, èñïóñêàåìûìè òðèòèåì â
ñîñòàâå ìîëåêóëû âîäû, òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé. Öåëüþ æå íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî âûÿâëåíèå ñïîñîá-
íîñòè äàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè îòâå÷àòü íà íåáëàãîïðèÿò-
íûå âîçäåéñòâèÿ. Öèòîìåòðè÷åñêàÿ è ðàäèîìåòðè÷åñêàÿ
îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíûõ õàðàêòåðèñòèê ëèíèè ECV304
âûÿâèëè âîçìîæíîñòü ìîäèôèêàöèè ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïðîöåññà êàê ìèíèìóì â òðåõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà (G1,
S è G2/M). Ñâåðî÷íàÿ òî÷êà G1/S îòñóòñòâóåò, ÷òî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ íàëè÷èåì äåëåöèè õðîìîñîìû 9 â ëîêóñå p21 è íà-
øèì ïðåäïîëîæåíèåì îá îòñóòñòâèè ãåíà INK4A/ARF è
ñóïðåññîðíûõ áåëêîâ p16INK4A è p14ARF.

Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ ïðè îêèñëå-
íèè àçîòà àìèíîãðóïïû ãóàíèäèíîâîãî ôðàãìåíòà L-àðãè-
íèíà îáðàçóåòñÿ L-öèòðóëèí + NO. Ýòà ðåàêöèÿ ïðîòåêàåò
ïðè ó÷àñòèè êàê êîíñòèòóòèâíûõ (cNOS), òàê è èíäóöèáå-
ëüíîé (iNOS) èçîôîðì NO-ñèíòàçû (Moncada et al., 1991).
Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî âñå èçîôîðìû NO-ñèíòàç èìåþò ñõîä-
íóþ ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, êîëè÷åñòâî NO, ãåíåðè-
ðóåìîãî íà êëåòêó cNOS èçîôîðìàìè, íèæå, ÷åì iNOS, è
ïðîäîëæèòåëüíîñòü ãåíåðàöèè NO êîðî÷å (Mink, Mitchell,
1998). Èíäóöèáåëüíàÿ NO-ñèíòàçà ýêñïðåññèðóåòñÿ â
êëåòêàõ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êàê îïðåäåëåííûõ öèòîêèíîâ,
òàê è ðÿäà äðóãèõ àãåíòîâ, â òîì ÷èñëå è íèçêèõ äîç èîíè-
çèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ. Âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ýòî-
ãî ôåðìåíòà ïðåäñòàâëåí â ðÿäå îïóõîëåâûõ êëåòîê (Ìå-
íüøèêîâà è äð., 2000). Äîëÿ êëåòîê ýíäîòåëèàëüíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ, ýêñïðåññèðóþùèõ îäíó èç êîíñòèòóòèâíûõ
ôîðì NO-ñèíòàçû — ýíäîòåëèàëüíóþ (eNOS), õàðàêòåðåí
íèçêèé óðîâåíü ãåíåðàöèè NO. Ïðîâåäåííûå íàìè èçìå-
ðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ NO ïîêàçàëè, ÷òî èññëå-
äóåìàÿ íàìè êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ïðîäóöèðóåò çíà÷èòåëüíî
áîëåå íèçêèé óðîâåíü NO, ÷åì êëåòêè êàðöèíîìû ÷åëîâå-
êà ëèíèè HeLa, êîòîðûé íå ìîäèôèöèðîâàëñÿ L-NAME.
Â êëåòêàõ HeLa è àìèíîãóàíèäèí, è L-NAME ñóùåñòâåí-
íî ñíèæàëè óðîâåíü NO. Àìèíîãóàíèäèí ÿâëÿåòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì àêòèâíîñòè iNOS, òîãäà êàê îòíî-
ñèòåëüíî ñïåöèôè÷íîñòè äåéñòâèÿ L-NAME äàííûå ïðî-
òèâîðå÷èâû. Ïîêàçàíî, ÷òî îí ìîæåò èíãèáèðîâàòü
àêòèâíîñòü âñåõ òðåõ èçîôîðì NO-ñèíòàçû (Furfine et al.,
1997). Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé äåéñòâèÿ èíãèáè-
òîðà L-NAME îòëè÷àþòñÿ îò ðåçóëüòàòîâ äðóãèõ àâòîðîâ
(Brown et al., 2000); ýòî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ðÿäîì
ïðè÷èí, â òîì ÷èñëå è èñïîëüçóåìûìè ìåòîäàìè.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè,
÷òî êëåòêè íàøåé ëèíèè ECV304 îòëè÷àþòñÿ îò êëåòîê
ðàêà ìî÷åâîãî ïóçûðÿ T24 êàê ïî êàðèîòèïè÷åñêèì, òàê è
ïî íåêîòîðûì ôóíêöèîíàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì. Â ïåð-
âîé ÷àñòè íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâàíèÿ
õðîìîñîì íà G-äèñêè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàðèîòèï èññëå-
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äóåìîé íàìè ëèíèè ECV304 îòëè÷àåòñÿ îò êàðèîòèïà êëå-
òîê ëèíèè T24 (Harding et al., 2002) êàê ïî ìîäàëüíîìó
÷èñëó õðîìîñîì, òàê è ïî ñîñòàâó ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðî-
åê õðîìîñîì (ßðöåâà, Ôåäîðöåâà, 2008). Åå êàðèîòèï õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ ìíîæåñòâåííûìè ïåðåñòðîéêàìè õðîìî-
ñîì, ñðåäè êîòîðûõ âûÿâëåíà ïàðíàÿ äåëåòèðîâàííàÿ õðî-
ìîñîìà del(9)(p21). Â ëîêóñå 9p21 ëîêàëèçîâàí ãåí
INK4A/ARF (Roussel, 1999), êîòîðûé â êëåòêàõ èññëåäóå-
ìîé íàìè ëèíèè ìîæåò îòñóòñòâîâàòü â ðåçóëüòàòå äåëå-
öèè. Ïðîäóêòû ýòîãî ãåíà — ñóïðåññîðíûå áåëêè p16INK4A

è p14ARF. Îáà áåëêà ñâÿçàíû ñ áëîêèðîâàíèåì ïðîëèôåðà-
öèè è íàðóøåíèåì ïåðåõîäà êëåòîê èç G1- â S-ôàçó êëå-
òî÷íîãî öèêëà.

Âî âòîðîé ÷àñòè ïîêàçàíî, ÷òî ïðîëèôåðàòèâíûé ïóë
ýòîé ëèíèè çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ:
îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðèâîäèò ê
áëîêèðîâàíèþ êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷òî íå
ñâîéñòâåííî îïóõîëåâûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì. Ïîä âîçäåé-
ñòâèåì íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ ôèçè÷åñêîé ïðèðîäû
â-÷àñòèöû, èñïóñêàåìûå ïðè ðàñïàäå òðèòèÿ, â ýòîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè âêëþ÷àþòñÿ ñèãíàëüíûå ñèñòåìû, áëîêè-
ðóþùèå ïðîãðåññèþ êëåòîê ïî öèêëó, ÷òî òàêæå íå ñâîé-
ñòâåííî îïóõîëåâûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì. Â êëåòêàõ
ECV304 ðåãèñòðèðîâàëñÿ îòíîñèòåëüíî íèçêèé óðîâåíü
NO, ïðîäóöèðóåìûé êîíñòèòóòèâíîé ôîðìîé ýíäîòåëè-
àëüíîé NO-ñèíòàçû, êîòîðûé íå ìîäèôèöèðîâàëñÿ èíãè-
áèòîðàìè èíäóöèáåëüíîé NO-ñèíòàçû. Èñõîäÿ èç âûøå-
èçëîæåííîãî ìû ïîëàãàåì, ÷òî êëåòêè íàøåé ëèíèè
ECV304 ñîõðàíèëè ñâîéñòâà èñõîäíîé, ñïîíòàííî òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîé, êëåòî÷íîé ëèíèè, ïîëó÷åííîé èç ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê ïóïîâèííîé âåíû ÷åëîâåêà (HUVEC) è
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìîäåëüíîé ñèñòåìû
äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé ñâîéñòâ ñîñóäèñòîãî ýíäî-
òåëèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Å. Ã. Áèêèíååâîé è
Ñ. È. Ñòåïàíîâó çà òåõíè÷åñêîå ñîäåéñòâèå â ïðîâåäå-
íèè èññëåäîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-49261).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãèëüÿíî Í. ß., Êîíåâåãà Ë. Â., Ñòåïàíîâ Ñ. È., Ñåìåíî-
âà Å. Ã., Íîñêèí Ë. À. 2007à. Áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà â êóëüòóðå â- è ã-èçëó÷åíèåì îò
èíêîðïîðèðîâàííûõ è âíåøíèõ èñòî÷íèêîâ. G2-áëîê, èíäóöè-
ðîâàííûé â-÷àñòèöàìè 3H-òèìèäèíà è ã-êâàíòàìè 137Cs. Ðàäèà-
öèîííàÿ áèîëîãèÿ. 47 : 108—116.

Ãèëüÿíî Í. ß., Êîíåâåãà Ë. Â., Ñòåïàíîâ Ñ. È., Ñåìåíî-
âà Å. Ã., Íîñêèí Ë. À. 2007á. Áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà â êóëüòóðå â-èçëó÷åíèåì îò èí-
êîðïîðèðîâàííûõ è âíåøíèõ èñòî÷íèêîâ. S-áëîê, èíäóöèðî-
âàííûé â1-÷àñòèöàìè 3H2O. Ðàäèàöèîííàÿ áèîëîãèÿ.
Ðàäèîýêîëîãèÿ. 47 : 151—157.

Ìåíüùèêîâà Å. Á., Çåíêîâ Í. Ê., Ðåóòîâ Â. Ï. 2000. Îêñèä
àçîòà è NO-ñèíòàçû â îðãàíèçìå ìëåêîïèòàþùèõ ïðè ðàç-
ëè÷íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèÿõ. Áèîõèìèÿ. 65 : 485—503.

ßðöåâà Í. Ì., Ôåäîðöåâà Ð. Ô. 2008. Õàðàêòåðèñòèêà ñïîí-
òàííî òðàíñôîðìèðîâàííîé ýíäîòåëèàëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè
÷åëîâåêà ECV304. I. Ìíîæåñòâåííûå õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîé-
êè â êëåòêàõ ECV304. Öèòîëîãèÿ. 50 (7) : 000—000.

Brown J., Reading S. J., Jones S., Fitchett C. J., Howl J., Mar-
tin A., Longland C. L., Michelangeli F., Dubrova Y. E., Brown C. A.
2000. Critical evaluation of ECV304 as a human endothelial cell

model defined by genetic analysis and functional responses: a com-
parison with the human bladder cancer derived epithelial cell line
T24/83. Lab. Invest. 80 : 37—45.

Dean P. N., Cray J. W., Dolbeare F. A. 1982. The analysis and
interpretation of DNA distributions measured by flow cytometry.
Cytometry. 3 : 188—195.

Dover R., Jayaram Y., Patel K. et al. 1994. p53 expression in
cultured cells following radioisotope labeling. J. Cell Sci.
107 : 1181—1184.

Drexler H. G., Quentmeier H., Dirks W. G., Mac Leod R. A.
2002. Bladder carcinoma cell line ECV304 is not a model system
for epithelial cells. In Vitro Cell Develop. Biol. Anim. 38 : 185—
186.

Durante M., Furusawa Y., Majima H. et al. 1999. Associati-
on between G2-phase block and repair of radiation-induced chromo-
some fragments in human lymphocytes. Radiat. Res. 151 : 670—
676.

Falck J., Petrini J. H., Williams B. R., Lukas J., Bartek J.
2002. The DNA damage-dependent intra-S phase checkpoint is re-
gulated by parallel pathways. Nat. Genet. 30 : 290—294.

Furfine E. S., Carbine K., Bunker S., Tanoury G., Harmon M.,
Laubach V., Sherman P. 1997. Potent inhibition of human neuronal
nitric oxide synthase by N(G)-nitro-L-arginine methyl ester results
from contaminating N(G)-nitro-L-arginine. Life Sci. 60 : 1803—
1809.

Hanahan D., Weinberg R. A. 2000. The hallmarks of cancer.
Cell. 100 : 57—70.

Harding M. A., Arden K. C., Gildea J. W., Gildea J. J., Perl-
man E. J., Viars C., Theodorescu D. 2002. Functional genomic
comparison of lineage-related human bladder cancer cell lines with
differing tumorigenic and metastatic potentials by spectral karyoty-
ping, comparative genomic hybridization, and a novel method posi-
tional expression profiling. Cancer Res. 61 : 6981—6989.

Hu V. W., Heikka D. S., Dieffenbach P. B. 2001. Metabolic ra-
diolabeling: experimental tool or Trojan horse? (35)S-Methionine
induces DNA fragmentation and p53-dependent ROS production.
FASEB J. 15 : 1562—1568.

Hu V., Black G., Torres-Duarte A. et al. 2002. 3H-thymidine
is a defective tool with which to measure rates of DNA synthesis.
FASEB J. 16 : 1456—1457.

Hughes S. E. 1996. Functional characterization of the sponta-
neously transformed human umbilical vein endothelial cell line
ECV304; use in an in vitro model of angiogenesis. Exp. Cell Res.
225 : 171—185.

Marko N., Dieffendach P., Yan G. et al. 2003. Does metabolic
radiolabeling stimulate the stress response? Gene expression profi-
ling reveals differential cellular responses to internal beta vs. exter-
nal gamma radiation. FASEB J. 17 : 1470—1486.

Moncada S., Palmer R. M. J., Higgs E. A. 1991. Nitric oxide:
physiology, pathophysiology and pharmacology. Pharmacol. Rev.
43 : 109—142.

Nagano T. 1999. Practical methods for detection of nitric oxi-
de. Luminescence. 14 : 283—290.

Raymond M. A., Vigneault N., Luyckx V., Heber M. J. 2002.
Paracrine repercussions of preconditioning on angiogenesis and
apoptosis of endothelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. :
261—269.

Roussel M. F. 1999. The INK4 family of cell cycle inhibitors
in cancer. Oncogene. 18 : 5311—5317.

Solary E., Bertrand R., Jenkins J. et al. 1992. Radiolabeling of
DNA can induce its fragmentation in HL-60 human promyelocytic
leukemic cells. Exp. Cell Res. 203 : 495—498.

Sorensen C. S., Syljuasen R. G., Falck J., Schroeder T., Ronns-
trand L., Khanna K. K., Zhou B. B. 2003. Chk1 regulates the S pha-
se checkpoint by coupling the physiological turnover and ionizing
radiation-induced accelerated proteolysis of Cdc25A. Cancer Cell.
3 : 247—258.

Stepanov S. I., Konyshev V. N., Kotlovanova L. V. et al. 1996.
Karyotyping of individual cells with flow cytometry. Cytometry.
23 : 279—283.

Suda K., Rothen-Rutishauser B., Gunthert M., Wunderli-Allen-
spach H. 2002. Phenotypic characterization of human umbilical

Õàðàêòåðèñòèêà ýíäîòåëèàëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè ÷åëîâåêà ECV304. II 583



vein epithelial (ECV304) and urinary carcinoma (T24) cells: endot-
helial versus epithelial features. In Vitro Cell Develop. Biol. Anim.
38 : 185—186.

Wink D. A., Mitchell J. B. 1998. Chemical biology of nitric
oxide: insights into regulatory, cytotoxic, and cytoprotective mec-
hanisms of nitric oxide. Free Radic. Biol. Med. 25 : 434—456.

Yanokura M., Takase K., Yamamoto K. et al. 2000. Cell death
and cell-cycle arrest induced by incorporation of [3H]thymidine
into haemopoietic cell lines. Int. J. Radiat. Biol. 76 : 295—303.

Yeargin J., Haas M. 1995. Elevated levels of wild-type p53 in-
duced by radiolabeling of cells leads to apoptosis or sustained
growth arrest. Curr. Biol. 5 : 423—431.

Ïîñòóïèëà 9 I 2008

CHARACTERISTICS OF THE SPONTANEOUSLY TRANSFORMED HUMAN ENDOTHELIAL

CELL LINE ECV304. II. FUNCTIONAL RESPONSES OF THE ECV304 CELLS
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Functional responses of the spontaneously transformed human endothelial cell line ECV304 were studied
in order to asses its applicability as an endothelial cell model for studying angiogenesis and signal transduction.
The dependence of proliferation activity of this line on the presence of growth factor was shown. The absent se-
rum in culture medium resulted in blocking of cells in G1-phase of a cell cycle which is not typical for tumor cell
lines. Low doses of beta particles emitted during [3H]thymidine decay resulted in blocking the proliferation of
these cells in G2M-phase in a dose-dependent manner. Incubation of the cells with another source of beta partic-
les, 3H2O, under condition of equal specific activities of tritium resulted in preferable accumulation of the cells
in S-phase. The different efficiency of beta particles of tritium as a part of 3H2O molecule or thymidine demonst-
rates that various mechanisms are responsible for various check points. The check point of G1/S is absent and
that complies with the presence of deletion of chromosome 9 in locus p21. The level of NO produced by consti-
tutive form of NO-synthase in ECV304 cells was relatively low and not modified by inducible NO-synthase in-
hibitors. The data obtained suggest that ECV304 line cells retained the properties of the initial spontaneously
transformed cell line obtained from human umbilical vein (HUVEC) as well as they can be used as a model sys-
tem for further studies of the properties of vascular endothelial.

K e y w o r d s: ECV304, proliferation, G1, S/G2, G2/M, beta particles, flow cytometry.
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