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Ò. Â. Íîâîñåëîâà, Ä. À. ×åðåíêîâ è äð.
Âëèÿíèå ãåëäàíàìèöèíà íà ýêñïðåññèþ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ

Âëèÿíèå àíòèáèîòèêà ãåëäàíàìèöèíà (ÃÀ), èçâåñòíîãî èíãèáèòîðà àêòèâíîñòè áåëêà òåïëîâîãî øî-
êà 90 (Hsp90), íà ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ è ðàçíûõ Hsp èçó÷àëè â êóëüòèâèðóåìûõ
ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøåé-ñàìöîâ NMRI ñ èñïîëüçîâàíèåì Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ëèìôîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè ÃÀ íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè NF-êB, åãî ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû pNF-êB è áåëêà, ïîäàâëÿþùåãî åãî àê-
òèâíîñòü, IêB-á. Êðîìå òîãî, ïðèñóòñòâèå ÃÀ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê âûçûâàëî çàìåòíîå ñíèæå-
íèå êîëè÷åñòâà ïðîòåèíêèíàçû SAPK(JNK). Òàêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ñèñòåìû ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, âûçâàííàÿ
ÃÀ, äàëà îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü åãî ó÷àñòèå â ðàçâèòèè ñòðåññîâîãî îòâåòà æèâîòíûõ êëåòîê íà ïî-
âðåæäàþùåå âîçäåéñòâèå. Ýòî áûëî ïðîâåðåíî íà ìîäåëè êëåòî÷íîãî ñòðåññà, âûçâàííîãî âîçäåéñòâèåì
íà êëåòêè ñëàáîãî ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ. Äîêàçàíî, ÷òî Hsp90-ñâÿçûâàþùèé ïðåïàðàò ÃÀ in vitro â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè ñíèæàåò óðîâåíü ñòðåññîâîãî îòâåòà, âûçâàííîãî ëàçåðíûì èçëó÷åíèåì, óìåíüøàÿ ïðî-
äóêöèþ áåëêîâ Hsp70 è Hsp25 â îáëó÷åííûõ èçîëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ è â èõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóê-
òóðàõ. Ýòî îòêðûâàåò ïåðñïåêòèâó èñïîëüçîâàíèÿ ÃÀ ïðè ïðèìåíåíèè ðàçíûõ ñïîñîáîâ òåðàïèè, êîòî-
ðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ íåæåëàòåëüíûìè ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè, ñâÿçàííûìè ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì
ñòðåññîâîãî îòâåòà êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèìôîöèòû ìûøè, Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç, ãåëäàíàìèöèí, áåëêè òåïëîâîãî
øîêà, ñèãíàëüíûå áåëêè, NF-êB, pNF-êB, IêB-á, SAPK(JNK).

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ. ÃÀ — ãåëäàíàìèöèí, Hsp — áåëêè òåïëîâîãî øîêà, TNF — ôàêòîð íå-
êðîçà îïóõîëåé.

Ðîëü áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (Hsp) äëÿ ïîääåðæàíèÿ
ñòðóêòóðû è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áåëêîâ â óñëîâèÿõ êëå-
òî÷íîãî ñòðåññà, îïðåäåëÿåìàÿ èõ øàïåðîííîé àêòèâ-
íîñòüþ, õîðîøî èçâåñòíà (Beere, 2005). Ìîëåêóëÿðíûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó Hsp è ñèãíàëüíûìè áåëêàìè ÿâëÿ-
þòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî âàæíûìè äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ ñèñòåìû ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè â êëåòêå. Èçâå-
ñòíî, ÷òî äëÿ áåëêà Hsp90 ñóáñòðàòàìè ÿâëÿþòñÿ íåêîòî-
ðûå ñèãíàëüíûå áåëêè, òàêèå êàê òèðîçèíêèíàçû,
ðåöåïòîðû ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ, êèíàçà Raf1 è äð. (Craig
et al., 1994). Êðîìå òîãî, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îäèí èç
ìàæîðíûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà — Hsp70 — ïîäàâëÿåò
àêòèâíîñòü ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè NF-êB (Guzhova et al.,
1997; Ran et al., 2004), îñóùåñòâëÿÿ òàêèì îáðàçîì ñâîþ
çàùèòíóþ ôóíêöèþ ïðè àïîïòîçå. Äðóãèì ïðîÿâëåíèåì
àíòèàïîïòîçíîé àêòèâíîñòè Hsp70, ÿâëÿåòñÿ, î÷åâèäíî,
åãî ñïîñîáíîñòü ïîäàâëÿòü àêòèâíîñòü ñòðåññ-êèíàçû JNK
(Gabai et al., 1998). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, òåïëîâîé øîê ñïî-
ñîáåí àêòèâèðîâàòü JNK-êèíàçó, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê
èíòåíñèôèêàöèè ïðîãðàììû êëåòî÷íîé ãèáåëè (Gabai,
Sherman, 2002).

Íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî âñå âûøåîïèñàííûå
ýôôåêòû áûëè ïðîäåìîíñòðèðîâàíû íà òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòêàõ â óñëîâèÿõ òåïëîâîãî øîêà, êîòîðûé ÿâ-
ëÿëñÿ èíäóêòîðîì àïîïòîçà. Ìåæäó òåì î÷åíü ìàëî èçâå-

ñòíî î âçàèìíîé ðåãóëÿöèè ñåìåéñòâà áåëêîâ Hsp è ñèã-
íàëüíûõ áåëêîâ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ, ïðè÷åì êàê â
îáû÷íûõ óñëîâèÿõ, òàê è â óñëîâèÿõ ñòðåññà, íå îáÿçà-
òåëüíî ñâÿçàííîãî ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû. Ïîíÿòíî,
÷òî òàêèå ñâåäåíèÿ ìîãëè áû áûòü î÷åíü ïîëåçíûìè äëÿ
ðàçðàáîòêè ñòðàòåãèè ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé,
ïðè êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ ìàññîâîå ïîðàæåíèå êëåòîê è
êëåòî÷íûõ ñèñòåì, è òåðàïèÿ äîëæíà áûòü íàïðàâëåíà
ïðåæäå âñåãî íà ñíèæåíèå óðîâíÿ àïîïòîçà.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ìíîãèå èññëåäîâàòåëè ñòàëè ïðîÿâ-
ëÿòü èíòåðåñ ê ãåëäàíàìèöèíó (ÃÀ), ïðèíàäëåæàùåìó ê
êëàññó àíòèáèîòèêîâ, îáëàäàþùèõ àíòèðàêîâîé àêòèâíî-
ñòüþ (Supko et al., 1995), êîòîðûé âïåðâûå áûë îïèñàí êàê
èíãèáèòîð òèðîçèíêèíàçû (Marczin et al., 1993). Â äàëü-
íåéøåì áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ÃÀ, ñâÿçûâàÿñü ñ âûñîêîé
àôôèííîñòüþ ñ ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèì ñàéòîì áåëêà Hsp90,
ïîäàâëÿåò åãî àêòèâíîñòü (Chavany et al., 1996). Ìåæäó
òåì Hsp90 ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëÿðíûì øàïåðîíîì, êîòîðûé
ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ñëîæíûõ ïóòÿõ ñèãíàëüíîé òðàíñ-
äóêöèè. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñóáñòðàòàìè Hsp90, êî-
òîðûå íåïîñðåäñòâåííî çàâèñÿò îò åãî àêòèâíîñòè, ÿâëÿ-
þòñÿ ìóòàíòíûé p53 (Whitesell et al., 1997), êèíàçà Raf-1
(Schulte et al., 1997), îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà (Hu, Seeger,
1996) è íåêîòîðûå äðóãèå áåëêè. Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
Hsp90 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ñèãíàëüíûå áåëêè ïåðåõîäÿò
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â íåàêòèâíîå êîíôîðìàöèîííîå ñîñòîÿíèå, ÷òî âûçûâàåò
èõ ïðîòåîëèç è áûñòðóþ äåãðàäàöèþ (Takimoto, Diggikar,
2002). Î÷åâèäíî, ÷òî â ðåçóëüòàòå äåãðàäàöèè ñèãíàëü-
íûõ áåëêîâ êëåòêè òåðÿþò ñïîñîáíîñòü îòâå÷àòü íà âíåø-
íèé ñèãíàë.

Äî ñèõ ïîð íè÷åãî íå áûëî èçâåñòíî î âëèÿíèè ÃÀ íà
ôàêòîð òðàíñêðèïöèè NF-êB â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ, à òàê-
æå íà äðóãèå áåëêè, ìåòàáîëè÷åñêè ñâÿçàííûå ñ NF-êB
Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè L929sA ïîäàâëåíèå àêòèâ-
íîñòè Hsp90 ïðè îáðàáîòêå èõ ÃÀ ïðåäîòâðàùàåò àêòèâà-
öèþ NF-êB (Vanden Berghe et al., 2003). Â íîðìàëüíûõ
óñëîâèÿõ NF-êB ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèõ äèìåðîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ñóáúåäèíèöû Rel A
(p65) è p50, â êîìïëåêñå ñ áåëêîì-ñóïðåññîðîì IêB-á,
ïðåïÿòñòâóþùèì ïåðåíîñó ýòîãî ôàêòîðà â êëåòî÷íîå
ÿäðî (Luo et al., 2005). Àêòèâàöèÿ NF-êB ìîæåò áûòü âû-
çâàíà ìíîãèìè ôàêòîðàìè: ïðîâîñïàëèòåëüíûìè öèòîêè-
íàìè, âèðóñàìè, áàêòåðèàëüíûìè òîêñèíàìè, àêòèâíûìè
ôîðìàìè êèñëîðîäà è äð. Â ðåçóëüòàòå ñåðèè âíóòðèêëå-
òî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé ñïåöèôè÷åñêèå êèíàçû (IKK)
ôîñôîðèëèðóþò IêB-á, ÷òî âåäåò ê åãî áûñòðîìó ðàçðó-
øåíèþ â ïðîòåîñîìàõ (DiDonato et al., 1996). Îñâîáîæ-
äåííûé äèìåð Rel A—p50 òàêæå ïîäâåðãàåòñÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèþ ïðîòåèíêèíàçàìè, à çàòåì ïðîíèêàåò â ÿäðî,
ãäå îáåñïå÷èâàåò àêòèâàöèþ øèðîêîãî ñïåêòðà ãåíîâ, îò-
âåòñòâåííûõ çà ïðîäóêöèþ öèòîêèíîâ, õåìîêèíîâ, àäãå-
çèâíûõ ìîëåêóë è äðóãèõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ íîð-
ìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå âðîæäåííîãî è ïðèîáðåòåí-
íîãî èììóíèòåòà, êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà
(Zhang, Ghosh, 2000).

Â ïîñëåäíèå ãîäû áûëà óñòàíîâëåíà ôèçèîëîãè÷åñêàÿ
ðîëü ñòðåññàêòèâèðóåìîé ïðîòåèíêèíàçû SAPK(JNK), êî-
òîðàÿ àêòèâèðóåòñÿ ìíîãèìè òèïàìè ýêñòðàêëåòî÷íûõ
ñèãíàëîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî SAPK(JNK) ó÷àñòâóåò â ðàç-
ëè÷íûõ âíåêëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò
ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, òðàíñôîðìàöèþ è
àïîïòîç (Nishina et al., 2004).

Â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè Hsp90 ïðè îá-
ðàáîòêå êëåòîê ÃÀ ìîæíî áûëî îæèäàòü èçìåíåíèÿ ðîëè
íåêîòîðûõ áåëêîâ ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ó÷àñòâóþùèõ
â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà. Äåéñòâèòåëüíî,
íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà ÃÀ êëåòîê ëèíèè
L929sA ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ èõ îòâåòà íà öèòîòîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå TNF-á. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà
ýòèõ êëåòîê ÃÀ ïîìèìî èíãèáèðîâàíèÿ NF-êB ñíèæàåò
óðîâíè JNK, MAP-êèíàçû p38, ÷òî çàùèùàåò êëåòêè L929
îò àïîïòîçà, âûçâàííîãî TNF-á (Vanden Berghe et al.,
2003).

Ïîñêîëüêó èçâåñòíà ðîëü Hsp90, ñóáñòðàòàìè êîòîðî-
ãî ÿâëÿþòñÿ ñèãíàëüíûå áåëêè â ìåõàíèçìå ðàçâèòèÿ êëå-
òî÷íîãî ñòðåññà, ïðîáëåìà âëèÿíèÿ ÃÀ íà êëþ÷åâûå áåë-
êè ñèñòåìû ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè, à òàêæå íà óðîâåíü
ïðîäóêöèè áåëêîâ Hsp èç äðóãèõ ñåìåéñòâ ÿâëÿåòñÿ âåñü-
ìà àêòóàëüíîé. Îäíàêî ïî÷òè íåò ñâåäåíèé îá ýôôåêòàõ
ÃÀ, ñâÿçûâàþùåãî Hsp90, íà ðåãóëÿöèþ ñèñòåìû ñèã-
íàëüíîé òðàíñäóêöèè â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ æèâîòíûõ.
Ìåæäó òåì ñ ó÷åòîì ôàðìàêîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýòî-
ãî àíòèáèîòèêà íåîáõîäèìî âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ åãî
âëèÿíèÿ íà ìåòàáîëèçì êëåòêè, âêëþ÷àÿ ýôôåêòû ÃÀ íà
êëþ÷åâûå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî âûÿñíåíèå âëèÿíèÿ ÃÀ
íà ïðîäóêöèþ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, âêëþ÷àÿ NF-êB,
phNF-êB, IêB-á, JNK, à òàêæå íà ýêñïðåññèþ íåêîòîðûõ
Hsp â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ìûøåé. Êðîìå òîãî, èçó-
÷àëè ðàçâèòèå ñòðåññîâîãî îòâåòà êëåòêè â óñëîâèÿõ, êîã-

äà àêòèâíîñòü Hsp90 áûëà ïîäàâëåíà ÃÀ. Ñòðåññ
èíäóöèðîâàëè äåéñòâèåì íèçêîèíòåíñèâíîãî ëàçåðíîãî
èçëó÷åíèÿ (Novoselova et al., 2006).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è: ñðåäû DMEM è RPMI 1640, â-ìåð-
êàïòîýòàíîë, ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâîðîòêó, ãåëäà-
íàìèöèí, ðàñòâîð Áðåäôîðä (Sigma, ÑØÀ); ñèñòåìó ECL
(Amersham, Øâåöèÿ); àíòèòåëà ê ñèãíàëüíûì áåëêàì ôîñ-
ôî-NF-êB-àíòèòåëà (phospho-NF-êB p65 (Ser 536), 3031),
NF-êB-àíòèòåëà (NF-êB p65, 3034) è IêB-á-àíòèòåëà
(IêB-á, 9242), à òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ê ñèíòåòè÷åñêîìó ôîñôîïåïòèäó SAPK(JNK), ôîñôîðè-
ëèðîâàííîìó ïî Thr83/Tyr185 (Cell Signaling Technology,
ÑØÀ); àíòèòåëà ê áåëêàì òåïëîâîãî øîêà Hsp70 (Hsp72,
êëîí SPA-812, èíäóöèáåëüíàÿ ôîðìà), Hsp25 (Hsp25,
êëîí SPA-801), Hsp90 (Hsp90á, êëîí SPA-828), à òàêæå
êîçüè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà IgG ñ áèî-
òèíîì (StressGen Biotechnologies, Êàíàäà); ïîëèêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ê òóáóëèíó (USBiological, ÑØÀ) è êîìï-
ëåêñ, ñîäåðæàùèé ñòðåïòàâèäèí è ïåðîêñèäàçó õðåíà
(Sigma, ÑØÀ). Äëÿ âûäåëåíèÿ ñóáêëåòî÷íûõ îðãàíåëë
áûëè èñïîëüçîâàíû Qproteome Cell Compartments Kits
(Qiagen, Êàíàäà).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê.
Êëåòêè âûäåëÿëè èç ïîëîâîçðåëûõ ìûøåé-ñàìöîâ àóò-
áðåäíîãî ñòîêà NMRI ìàññîé 25—30 ã (ëèíèÿ áûëà ïîäà-
ðåíà Ôèëèàëó ÈÁÕ ÐÀÍ ôèðìîé Charles River Laboratori-
es). Æèâîòíûõ çàáèâàëè ñ ïîìîùüþ öåðâèêàëüíîé äèñ-
ëîêàöèè øåéíûõ ïîçâîíêîâ. Âñå äàëüíåéøèå ïðîöåäóðû
ïðîâîäèëè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ. Ñåëåçåíêó îñòîðîæíî
ãîìîãåíèçèðîâàëè â ñòåêëÿííîì ãîìîãåíèçàòîðå, êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 3500 îá/ìèí â òå÷å-
íèå 5 ìèí. Ïîñëå èçáèðàòåëüíîãî ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ
ñ èñïîëüçîâàíèåì èçîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà 0.85%-íîãî
õëîðèñòîãî àììîíèÿ ëèìôîöèòû òðèæäû îòìûâàëè áîëü-
øèìè îáúåìàìè ñðåäû DMEM. Ïîäñ÷åò êëåòîê ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êàìåðû Ãîðÿåâà ïîñëå îêðà-
øèâàíèÿ êëåòîê ñìåñüþ 0.1%-íîãî òðèïàíîâîãî ñèíåãî è
0.1%-íîãî ýîçèíà (1 : 1). Êëåòêè (2.5�106 êë./ìë) ñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 0.02 % ãåí-
òàìèöèíà, 1 % L-ãëóòàìèíà, 5�10–5 Ì â-ìåðêàïòîýòà-
íîëàè 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. ÃÀ
(1 ìêã/ìë) äîáàâëÿëè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è êóëüòèâèðî-
âàëè êëåòêè â òå÷åíèå 6 ÷. Îáëó÷åíèå êëåòîê ëàçåðíûì
ñâåòîì ïðîâîäèëè ñðàçó ïîñëå îêîí÷àíèÿ èõ ïðåèí-
êóáàöèè ñ ÃÀ. Óñëîâèÿ îáëó÷åíèÿ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ãåëèé-íåîíîâîãî ëàçåðà ËÃÍ-111 (äëèíà âîëíû
632.8 íì, ïëîòíîñòü ìîùíîñòè 0.2 ìÂò/ñì2) îïèñàíû ðà-
íåå. Èñïîëüçîâàëè ÷åòûðå äîçû îáëó÷åíèÿ êëåòîê ëàçåð-
íûì ñâåòîì: 10–3, 6�10–3, 12�10–3 è 36�10–2 Äæ/ñì2. Êëåò-
êè îáëó÷àëè â òå÷åíèå 5, 30, 60 è 180 ñ ñîîòâåòñòâåííî.
Ýòè äîçû â òûñÿ÷è ðàç íèæå ðåêîìåíäóåìûõ òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ äîç è íå ñïîñîáíû âûçâàòü ñêîëüêî-íèáóäü çàìåòíîå
ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè îñàæäàëè, ïðîìûâàëè
ñðåäîé RPMI 1640 è ñóñïåíäèðîâàëè â ýòîé ñðåäå â êîëè-
÷åñòâå 20�106 êë./ìë äëÿ îïðåäåëåíèÿ áåëêîâ.

Â û ä å ë å í è å ñ û â î ð î ò ê è. Êðîâü ñîáèðàëè â ïðî-
áèðêè âî âðåìÿ äåêàïèòàöèè æèâîòíûõ. Îáðàçöû êðîâè
âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 3—5 ÷ ïðè 4 °Ñ, öåíòðèôóãèðîâà-
ëè ïðè 2000 îá/ìèí è îòáèðàëè ñóïåðíàòàíòû.
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D s - N a - P A A G - 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 ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Laemmli, 1970).
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ 20�10–6 ëèìôîöèòîâ ëèçèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâóêîâîãî äåçèíòåãðàòîðà íà ëüäó
ïðè ïîñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè â òå÷åíèå 2 ìèí. Ìåìáðà-
íû êëåòîê îñàæäàëè è êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà öèòî-
çîëÿ îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäèêå Áðýäôîðä (Bradford, 1976) ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðà Áðåäôîðä. Áåëîê îñàæäàëè â
àöåòîíå, ñîëþáèëèçèðîâàëè, îáðàçöû êèïÿòèëè â òå÷åíèå
5 ìèí è õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåë-
êà â îáðàçöàõ ñîñòàâëÿëà 1 ìã/ìë, îáðàçöû íàíîñèëè ïî
10 ìêë â êàæäóþ ëóíêó.

Áåëêè îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â
15%-íîì ÏÀÀÃ ïðè íàïðÿæåíèè � 60 Â â êîíöåíòðèðóþ-
ùåì ãåëå è �100 Â — â ðàçðåøàþùåì. Äëÿ ýëåêòðîôîðå-
çà èñïîëüçîâàëè Tris-ãëèöèíîâûé áóôåð (25 ìÌ Tris-HCl,
0.1 % SDS è 250 ìÌ Gly, pH 8.3). Ñïåöèôè÷íîñòü àíàëèçà
ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà. Ïåðåíîñ áåëêîâ
ñ ãåëÿ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó îñóùåñòâëÿëè
â êàìåðå äëÿ òðàíñáëîòà, çàïîëíåííîé Tris-ãëèöèíî-
âûì áóôåðîì äëÿ ïåðåíîñà (47.9 ìÌ Tris-HCl, 0.1 % SDS,
38.6 ìÌ Gly è 20 % ìåòàíîëà, pH 7.4), â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
150 ìÀ. Çàòåì ôèëüòð ñ ïåðåíåñåííûìè áåëêàìè ïîìå-
ùàëè íà íî÷ü â áëîêèðóþùèé áóôåð (10 ìÌ Na-ôîñôàò-
íûé áóôåð, pH 7.4, ñîäåðæàùèé 5 % ñóõîãî ìîëîêà è
0.05 % Tween 20) ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå áëîêèðîâêè íàíîñèëè
àíòèòåëà ê êàæäîìó èç èññëåäóåìûõ áåëêîâ ìûøè:
NF-êB, Phospho-NF-êB, IêB-á è SAPK(JNK). Îïðåäåëå-
íèå áåëêîâ Hsp òàêæå ïðîâîäèëè ìåòîäîì èììóíîáëî-
òèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì êðîëè÷üèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ê êàæäîìó èç èññëåäóåìûõ áåëêîâ: Hsp70, Hsp25 è
Hsp90. Äëÿ âûäåëåíèÿ ñóáêëåòî÷íûõ îðãàíåëë èñïîëüçî-
âàëè ñòàíäàðòíûå íàáîðû (Qproteome Cell Compartment
Kits). Ïðèíöèï âûäåëåíèÿ îòäåëüíûõ ôðàêöèé îñíîâàí
íà èñïîëüçîâàíèè ÷åòûðåõ ýêñòðàãèðóþùèõ áóôåðîâ,
êîòîðûå ïîçâîëÿëè ïîñëåäîâàòåëüíî âûäåëèòü ÷åòûðå
ôðàêöèè — öèòîçîëü, ìåìáðàíû, ÿäåðíûå áåëêè è áåëêè
öèòîñêåëåòà. Ìåìáðàííàÿ ôðàêöèÿ âêëþ÷àëà â ñåáÿ âñå
ìåìáðàíû, êðîìå ÿäåðíûõ, — ïëàçìàòè÷åñêèå, ìèòî-
õîíäðèàëüíûå, ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, êîìï-
ëåêñà Ãîëüäæè è äð.

Ìåìáðàíó ïîñëå ïåðåíîñà èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå
àíòèòåë 1 ÷ ïðè 37 °Ñ ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè è
ïîìåùàëè íà 1 ÷ ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ â ðàñòâîð àíòèâèäî-
âûõ àíòèòåë IgG, êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì (êîçüè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà ñ áèîòèíîì,
1 : 5000 â ôîñôàòíîì áóôåðå) è çàòåì ñ êîìïëåêñîì, ñî-
äåðæàùèì ñòðåïòàâèäèí è ïåðîêñèäàçó õðåíà, 1 : 3000 â
Na-ôîñôàòíîì áóôåðå, 10 ìÌ. Êàæäûé ýòàï ñîïðîâîæ-
äàëñÿ ìíîãîêðàòíûì ïðîìûâàíèåì ïëàñòèíû Na-ôîñôàò-
íûì áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 0.05 % Tween 20.

Äëÿ ïðîÿâëåíèÿ áåëêîâûõ ïîëîñ èñïîëüçîâàëè ñèñòå-
ìó ECL. Ñðàâíèâàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïîëîñ
ñîîòâåòñòâóþùèõ èññëåäóåìûõ áåëêîâ, îöåíèâàëè îòíî-
ñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå áåëêîâ â îáðàçöàõ. Êîíòðîëü çà-
ãðóçêè áåëêà (loading control) ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê òóáóëèíó. Êîëè÷åñòâåííóþ
îöåíêó áåëêîâûõ ïîëîñ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Qapa.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ í î ñ ò ü Ã À. Ïîñêîëüêó â ïðåäûäóùèõ
ðàáîòàõ áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå ÃÀ òîëüêî íà òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå êëåòêè, íåò ñâåäåíèé î åãî òîêñè÷íîñòè â
îòíîøåíèè íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòîâ ìûøè. Äëÿ âûÿñíå-
íèÿ òîêñè÷íîñòè ýòîãî àíòèáèîòèêà â ñóñïåíçèè êóëüòè-
âèðîâàííûõ â òå÷åíèå 6 ÷ ëèìôîöèòîâ ïîäñ÷èòûâàëè êî-
ëè÷åñòâî æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê. Ðåçóëüòàòû ïîäñ÷åòà
êëåòîê â 10 îáðàçöàõ äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ ïîêàçàëè, ÷òî
ïîñëå 6-÷àñîâîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ëèìôîöèòîâ â ïðèñóò-
ñòâèè 1 ìêã/ìë ÃÀ äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
9.6 ± 0.8 %, òîãäà êàê êóëüòèâèðîâàíèå ëèìôîöèòîâ â òåõ
æå óñëîâèÿõ áåç äîáàâëåíèÿ ÃÀ âûçûâàëî ãèáåëü
6.8 ± 0.5 % êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ïðèñóòñòâèå ÃÀ â ñðå-
äå êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðèâîäèò ê ìàññîâîé ãèáåëè êëå-
òîê â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ëèìôîöèòîâ.

Â ë è ÿ í è å Ã À í à ï ð î ä ó ê ö è þ ñ è ã í à ë ü í û õ
á å ë ê î â â è ç î ë è ð î â à í í û õ ë è ì ô î ö è ò à õ. Èññëåäî-
âàëè NF-êB, phNF-êB, IêB-á è SAPK(JNK). Íà ðèñ. 1 ïðè-
âåäåíû ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ôàêòîðà òðàíñ-
êðèïöèè NF-êB è åãî ñóáúåäèíèö â èçîëèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòàõ ìûøè, êóëüòèâèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè ÃÀ.
Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàíèå èììóíîáëîòèíãà
ñ àíòèòåëàìè ê NF-êB ïîêàçàëî, ÷òî ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê
êëåòêàì ÃÀ óðîâåíü NF-êB ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ÃÀ èí-
ãèáèðóåò ýêñïðåññèþ NF-êB â íîðìàëüíûõ æèâîòíûõ
êëåòêàõ. Èíòåðåñíî, ÷òî â äðóãèõ ðàáîòàõ, â êîòîðûõ îáú-
åêòàìè èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ðàçíûå ëèíèè òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê, áûëè ïîëó÷åíû àíàëîãè÷íûå ðåçóëü-
òàòû. Òàê, â îäíîé èç ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî in vitro ÃÀ ïî-
äàâëÿë àêòèâàöèþ NF-êB â êëåòêàõ ëåãî÷íîãî ýïèòåëèÿ
÷åëîâåêà (Vanden Berghe et al., 2003). Êðîìå òîãî, â ýòîé
æå ðàáîòå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîä âëèÿíèåì ÃÀ â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ëèíèè L929 òàêæå ñíèæàëñÿ óðî-
âåíü ýòîãî ñèãíàëüíîãî áåëêà.

Äàëåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî êîëè÷åñòâî áåëêà
phNF-êB, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìîé
NF-êB, òàêæå çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè ÃÀ
ê ëèìôîöèòàì in vitro (ðèñ. 1). Ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà áåë-
êà, ñïîñîáíîãî èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ, âûçûâà-
þùèõ ïîâðåæäåíèå èëè ãèáåëü êëåòîê, óêàçûâàåò íà àíòè-
àïîïòîçíóþ àêòèâíîñòü ÃÀ. Äîáàâëåíèå ÃÀ ê êëåòêàì
òàêæå ïðèâîäèò ê ðåçêîìó óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà IêB-á
â ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøè, êàê ýòî áûëî ïîêàçàíî
äëÿ öåëîãî êîìïëåêñà NF-êB è äëÿ åãî àêòèâèðîâàííîé
ôîðìû, phNF-êB (ðèñ. 1). Èçâåñòíî, ÷òî îòñîåäèíÿÿñü îò
phNF-êB, áåëîê IêB-á ðàçðóøàåòñÿ â ïðîòåîñîìàõ, ÷òî
ñïîñîáñòâóåò áûñòðîìó ïåðåìåùåíèþ phNF-êB â ÿäðî,
ïîñëå ÷åãî ïðîèñõîäèò òðàíñêðèïöèÿ îïðåäåëåííûõ ãåíîâ
â îòâåò íà ïîâðåæäàþùèå ñèãíàëû.

Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâëåíèå ÃÀ ê ëèìôîöèòàì
in vitro ðåçêî ñíèæàåò êîëè÷åñòâî SAPK(JNK) â êëåòêàõ.
Ýòè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè, îáíàðóæåííûìè
íà êëåòêàõ ëèíèè L929. Àâòîðû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî îáðà-
áîòêà êëåòîê L929 ÃÀ ïðèâîäèò ê óãíåòåíèþ óðîâíÿ ïðî-
òåèíêèíàçû SAPK(JNK) (Malhotra et al., 2001).

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî îáíàðóæå-
íî èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÃÀ íà ïðîäóêöèþ áåëêà
NF-êB è ñâÿçàííûõ ñ íèì áåëêîâ, à òàêæå íà ïðîäóêöèþ
SAPK(JNK) â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ìûøè è ïîëó÷åíû
äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ÃÀ ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü ìóëü-
òèìåðíîãî ïðîòåàñîìíîãî êîìïëåêñà.

Âëèÿíèå ãåëäàíàìèöèíà íà ýêñïðåññèþ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ 631
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ãåëäàíàìèöèíà (ÃÀ) íà êîëè÷åñòâî áåëêîâ NF-êB (à) phNF-êB (á), IêB-á (â) è ïðîòåèíêèíàçû SAPK(JNK) (ã) â
ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøåé.

Ïîêàçàíû ôîòîãðàôèè ìåìáðàí ïîñëå èììóíîáëîòèíãà. Äîðîæêó äëÿ êàæäîãî áåëêà: 1 — êîíòðîëü, 2 — ëèìôîöèòû, êóëüòèâèðîâàííûå â ïðèñóòñò-
âèè 1 ìêã/ìë ÃÀ. Êîíòðîëü çàãðóçêè áåëêîâ (loading control) ïðåäñòàâëåí íà êàæäîé èç ÷åòûðåõ ïàíåëåé (à)—(ã) âíèçó.

Ðèñ. 2. Ïðîäóêöèÿ Hsp70 â ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøåé.

à, á — öåëûå êëåòêè; â—ä — ñîîòâåòñòâåííî öèòîçîëü, ìåìáðàíû è öèòîñêåëåò. à: 1 — êîíòðîëü; 2—5 — ýêñïîçèöèÿ ëàçåðíûì ñâåòîì â òå÷åíèå 5, 30,
60 èëè 180 ñîîòâåòñòâåííî; 6 — ðåêîìáèíàòíûé Hsp70. á: 1 — êîíòðîëü, 2 — ÃÀ, 3—6 — ñîâìåñòíî ÃÀ è ëàçåðíîå èçëó÷åíèå â òå÷åíèå 5, 30, 60 èëè

180 ñ ñîîòâåòñòâåííî. â—ä: 1 — êîíòðîëü, 2 — ÃÀ, 3 — ÃÀ è ëàçåð (60 ñ), 4 — ëàçåð (60 ñ). Èììóíîáëîòû ñ àíòèòåëàìè ê Hsp70.

Ðèñ. 3. Ïðîäóêöèÿ Hsp25 â ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøåé.

à — öåëûå êëåòêè, á—ã — ñîîòâåòñòâåííî öèòîçîëü, ìåìáðàíû è öèòîñêåëåò. à: 1 — êîíòðîëü, 2 — ÃÀ, 3—5 — ýêñïîçèöèÿ ëàçåðíûì ñâåòîì â òå÷åíèå
5, 30 èëè 60 ñ ñîîòâåòñòâåííî, 6 — ðåêîìáèíàíòíûé Hsp25. á—ã: 1 — êîíòðîëü, 2 — ÃÀ, 3 — ÃÀ ñîâìåñòíî ñ ëàçåðíûì îáëó÷åíèåì (60 ñ), 4 — ëàçåð

(60 ñ). Èììóíîáëîòû ñ àíòèòåëàìè ê Hsp25.



Ïîñêîëüêó â êëåòêå èìååòñÿ òàêàÿ ìîùíàÿ ñèñòåìà çà-
ùèòû êëåòêè îò ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé, êàê ñåìåé-
ñòâî áåëêîâ Hsp, áûëî öåëåñîîáðàçíî âûÿñíèòü âëèÿíèå
ýòîãî àíòèáèîòèêà íà ïðîäóêöèþ íåêîòîðûõ Hsp, âêëþ-
÷àÿ è Hsp90, àêòèâíîñòü êîòîðîãî ïîäàâëÿåòñÿ ÃÀ. Ýòà ðà-
áîòà áûëà ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì òîé æå áèîëîãè÷å-
ñêîé ìîäåëè (ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ìûøè), ïðè÷åì â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êàê ïîêîÿùèåñÿ êëåòêè, òàê è
ëèìôîöèòû, ïîäâåðãíóòûå âîçäåéñòâèþ íèçêîèíòåíñèâ-
íîãî ëàçåðíîãî ñâåòà.

Â ë è ÿ í è å Ã À í à ï ð î ä ó ê ö è þ H s p â è ç î ë è ð î -
â à í í û õ ë è ì ô î ö è ò à õ ì û ø å é. Èññëåäîâàëè âëèÿíèå
ÃÀ íà ïðîäóêöèþ Hsp èç ðàçíûõ ñåìåéñòâ — Hsp70,
Hsp25 è Hsp90 — â íîðìå è ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè ðàç-
íûõ äîç íèçêîèíòåíñèâíîãî ëàçåðíîãî ñâåòà. Ïðè ýòîì èç-
ìåðÿëè êîëè÷åñòâî ýòèõ áåëêîâ â öåëûõ êëåòêàõ è â îò-
äåëüíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ ëèìôîöèòîâ (äëÿ
Hsp70 è Hsp25). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî âñå èñïîëüçîâàííûå
â ðàáîòå äîçû ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ îòíîñÿòñÿ ê äèàïàçîíó
ñâåðõñëàáûõ äîç, êîòîðûå íå ìîãëè âûçâàòü ñêîëüêî-íè-
áóäü çàìåòíîå ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ñðåäû, â êîòîðîé
êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè. Ôîòîãðàôèè ìåìáðàí ïîñëå èììó-
íîáëîòèíãà ïîìåùåíû íà ðèñ. 2—4, ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ
îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà Hsp ïðèâåäåíû â òàáëèöå.

Ï ð î ä ó ê ö è ÿ H s p 7 0. Íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå òåïëî-
âûõ ýôôåêòîâ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ, â îáëó÷åííûõ êëåò-
êàõ íàáëþäàëè ïîâûøåíèå ïðîäóêöèè Hsp70, îñîáåííî
çíà÷èòåëüíîå ïîñëå ýêñïîçèöèè êëåòîê â òå÷åíèå 180 ñ,
ïðèìåðíî äî 350 % îò êîíòðîëÿ (ðèñ. 2, à; ñì. òàáëèöó).
Ýòî íåñîìíåííî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòðåññîâîì îòâåòå
êëåòîê ïðè èõ îáëó÷åíèè in vitro ñëàáûì ëàçåðíûì ñâå-
òîì. Èíòåðåñíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñ ÃÀ
â òå÷åíèå 6 ÷ òàêæå âûçûâàëà ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ
Hsp70 (ðèñ. 2, á). Ýòî ñîâïàäàåò ñ èìåþùèìèñÿ ñâåäåíèÿ-
ìè î òîì, ÷òî ÃÀ èíäóöèðóåò ïðîäóêöèþ Hsp70 (Conde et
al., 2007). Â òîì ñëó÷àå, êîãäà êëåòêè ïåðåä îáëó÷åíèåì
áûëè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàíû ÃÀ, ýôôåêòû ëàçåðíîãî
îáëó÷åíèÿ áûëè â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ìîäèôèöèðîâà-
íû, îñîáåííî ïðè ýêñïîçèöèè êëåòîê â òå÷åíèå 5 èëè 60 ñ.

Ïðè ýòîì åñëè îáðàáîòêà íåîáëó÷åííûõ êëåòîê ÃÀ óñèëè-
âàëà ïðîäóêöèþ Hsp70, òî â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ àíòè-
áèîòèê ñíèæàë óðîâåíü ýêñïðåññèè Hsp70 ïðàêòè÷åñêè äî
íîðìàëüíîãî óðîâíÿ (ðèñ. 2, á; ñì. òàáëèöó). Âàæíî îòìå-
òèòü, ÷òî òàêàÿ çàêîíîìåðíîñòü èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
Hsp70 ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ÃÀ áûëà õàðàêòåðíà äëÿ áåë-
êà öèòîïëàçìû è öèòîñêåëåòà, êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 2, â, ä,
à òàêæå â òàáëèöå. Äåéñòâèòåëüíî, ÃÀ ïîâûøàë êîëè÷åñò-
âî Hsp â öèòîçîëå è â öèòîñêåëåòå êîíòðîëüíûõ ëèìôîöè-
òîâ â 3—4 ðàçà, íî ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà ÃÀ îáëó-
÷åííûõ êëåòîê ïðèâîäèëà, íàïðîòèâ, ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
Hsp70 â ýòèõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ. Ñòîèò ïîä÷åðêíóòü,
÷òî ðàíåå íå áûëî èçâåñòíî î ïðèñóòñòâèè áåëêîâ òåïëî-
âîãî øîêà â öèòîñêåëåòå ëèìôîöèòîâ.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýôôåêòû ëàçåðíîãî îáëó÷åíèÿ
íà öåëûõ êëåòêàõ è íà âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ íå
áûëè ïîëíîñòüþ ñèììåòðè÷íûìè. Òàê, èç âñåõ èññëåäî-
âàííûõ ñòðóêòóð îáëó÷åíèå â òå÷åíèå 60 ñ âûçûâàëî óâå-
ëè÷åíèå êîëè÷åñòâà Hsp70 òîëüêî â ñòðóêòóðàõ öèòîñêå-
ëåòà (ðèñ. 2, ä; ñì. òàáëèöó).

Âëèÿíèå ãåëäàíàìèöèíà íà ýêñïðåññèþ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ 633

Ðèñ. 4. Ïðîäóêöèÿ Hsp90 â ëèìôîöèòàõ ñåëåçåíêè ìûøåé.

à: 1 — êîíòðîëü, 2—5 — ýêñïîçèöèÿ ëàçåðíûì ñâåòîì â òå÷åíèå 5, 30, 60
èëè 180 ñ ñîîòâåòñòâåííî, 6 — ðåêîìáèíàòíûé Hsp90-á. á: 1 — êîíòðîëü,
2 — ÃÀ, 3—6 — ÃÀ ñîâìåñòíî ñ ëàçåðíûì èçëó÷åíèåì â òå÷åíèå 5, 30, 60

èëè 180 ñ ñîîòâåòñòâåííî.

Êîëè÷åñòâî áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà â ëèìôîöèòàõ ïðè èõ îáëó÷åíèè ëàçåðíûì ñâåòîì, îáðàáîòêå ãåëäàíàìèöèíîì (ÃÀ),
à òàêæå ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ýòèõ ôàêòîðîâ

Hsp è åãî
ëîêàëèçàöèÿ

Âðåìÿ îáëó÷åíèÿ, ñ ÃÀ + îáëó÷åíèå

êîíòðîëü 5 30 60 180 êîíòðîëü ÃÀ ÃÀ + 5 ñ ÃÀ + 30 ñ ÃÀ + 60 ñ ÃÀ + 180 ñ

Hsp70:

öåëûå êëåòêè 100 � 18 251 � 30à 224 � 29à 221 � 30à 348 � 39à 63 � 7 100 � 11à 75 � 9á 116 � 23 65 � 11á 112 � 17

öèòîïëàçìà 27 � 3 25 � 4 100 � 17à 68 � 8

ìåìáðàíà 41 � 5 47 � 7 100 � 23à 110 � 14

öèòîñêåëåò 22 � 4 48 � 8à 100 � 15à 74 � 9á

Hsp25:

öåëûå êëåòêè 100 � 11 195 � 28à 120 � 16 100 � 13 70 � 9á 108 � 16 65 � 7á

öèòîïëàçìà 51 � 6 100 � 15à 100 � 16à 74 � 8á

ìåìáðàíà 17 � 3 126 � 17à 100 � 14à 74 � 5á

öèòîñêåëåò 93 � 13 381 � 58à 100 � 18à 302 � 61á

Hsp90:
öåëûå êëåòêè 100 � 12 83 � 12 62 � 8à 108 � 14 54 � 7à 73 � 11 100 � 9 99 � 15 105 � 13 130 � 12á 165 � 18á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ äàííûõ äåíñèòîìåòðèè èç 3—4 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ðàññ÷èòàííûå â % îò çíà÷åíèé â
êîíòðîëå èëè îáðàçöîâ, îáðàáîòàííûõ ÃÀ. Êîíòðîëü — èíòàêòíûå êëåòêè; äëèòåëüíîñòü îáëó÷åíèÿ âûðàæåíà â ñ. Äëÿ âñåõ áåëêîâ, îïðåäåëÿåìûõ â
öåëûõ êëåòêàõ, â ïðàâîé è ëåâîé êîëîíêàõ ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû ðàçíûõ ñåðèé ýêñïåðèìåíòîâ ñî ñâîèìè êîíòðîëüíûìè çíà÷åíèÿìè. Äëÿ Hsp70 è Hsp25
âî âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè îäíîâðåìåííî. à Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ ïðè p < 0.05. á Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò
êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÃÀ, ïðè p < 0.05.



Ï ð î ä ó ê ö è ÿ H s p 2 5. Èçìåðåíèå ïðîäóêöèè Hsp25,
îòíîñÿùåãîñÿ ê ñåìåéñòâó ìàëûõ Hsp, ïîêàçàëî, ÷òî ýêñ-
ïîçèöèÿ â òå÷åíèå 60 ñ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
áåëêà êàê â öåëûõ êëåòêàõ, òàê è âî âñåõ ñóáêëåòî÷íûõ
ñòðóêòóðàõ (ðèñ. 3, à; ñì. òàáëèöó). Îáðàáîòêà ÃÀ íå
âûçûâàëà çíà÷èòåëüíîãî èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà Hsp25
â öåëîé êëåòêå, íî â ìåìáðàíå è öèòîïëàçìå êëåòîê êîëè-
÷åñòâî ýòîãî áåëêà áûëî äîñòîâåðíî óâåëè÷åíî ïîñëå èí-
êóáàöèè íåîáëó÷åííûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÃÀ. Â òîì
ñëó÷àå, êîãäà ïîñëå îáðàáîòêè ÃÀ êëåòêè ïîäâåðãàëèñü
âîçäåéñòâèþ íèçêîèíòåíñèâíîãî ëàçåðíîãî ñâåòà, ïðèñóò-
ñòâèå ÃÀ ïðåäîòâðàùàëî àêòèâàöèþ ñèíòåçà Hsp25, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî êîëè÷åñòâî Hsp25 óìåíüøàëîñü âî âñåõ
ñòðóêòóðàõ ëèìôîöèòîâ, çà èñêëþ÷åíèåì öèòîñêåëåòà
(ðèñ. 3, ã; ñì. òàáëèöó).

Ï ð î ä ó ê ö è ÿ H s p 9 0. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ ïîêàçà-
íû íà ðèñ. 4. Îöåíêà êîëè÷åñòâà áåëêà Hsp90 â êëåòêàõ,
îáëó÷åííûõ ëàçåðíûì ñâåòîì, ïîêàçàëà, ÷òî â îòëè÷èå îò
Hsp70 ëàçåðíûé ñâåò íå èíäóöèðóåò ñèíòåçà ýòîãî áåëêà.
Áîëåå òîãî, îòìå÷åíà òåíäåíöèÿ ê ñíèæåíèþ ïðîäóêöèè
Hsp90 ïðè ëàçåðíîì îáëó÷åíèè (ðèñ. 4, à; ñì. òàáëèöó).
Îáðàáîòêà íåîáëó÷åííûõ êëåòîê ÃÀ ïðèâîäèò, êàê íè ïà-
ðàäîêñàëüíî, ê óâåëè÷åíèþ åãî ïðîäóêöèè â ëèìôîöèòàõ
(ðèñ. 4, á). Ïî-âèäèìîìó, ÃÀ èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü
Hsp90, íî íå óãíåòàåò íîâîîáðàçîâàíèÿ ýòîãî áåëêà, ÷òî,
âîçìîæíî, óêàçûâàåò íà êîìïåíñàòîðíûé ìåõàíèçì ñèí-
òåçà Hsp90 â ýòèõ óñëîâèÿõ.

Âëèÿíèå ÃÀ íà ïðîäóêöèþ Hsp90 â îáëó÷åííûõ êëåò-
êàõ íîñèò áîëåå ñëîæíûé õàðàêòåð. Òàê, íå èçìåíÿÿ óðîâ-
íÿ ïðîäóêöèè Hsp â êëåòêàõ, îáëó÷åííûõ ñðàâíèòåëüíî íå-
áîëüøèìè äîçàìè (ýêñïîçèöèè â òå÷åíèå 5 è 30 ñ), ÃÀ óâå-
ëè÷èâàåò ïðîäóêöèþ ýòîãî áåëêà â ëèìôîöèòàõ ïîñëå èõ
ýêñïîçèöèè â òå÷åíèå 60 è îñîáåííî 180 ñ (ðèñ. 4, á).

Òàêèì îáðàçîì, ñðåäè èññëåäîâàííûõ áåëêîâ Hsp ïðè
âîçäåéñòâèè íèçêîèíòåíñèâíîãî ëàçåðíîãî ñâåòà èíäóöè-
ðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ Hsp70 è Hsp25, íî íå Hsp90. Íà ïåðâûé
âçãëÿä ýòî ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî Hsp90 íå ó÷àñòâóåò â îòâå-
òå êëåòêè íà ñëàáîå ëàçåðíîå èçëó÷åíèå. Îäíàêî ïðè ïî-
äàâëåíèè àêòèâíîñòè Hsp90 ÃÀ ñèíòåç ýòîãî áåëêà â êëåò-
êå óâåëè÷èâàåòñÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ êëåòîê ëàçåðíûì ñâå-
òîì, ïðè÷åì ýòîò ýôôåêò ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñðàâíèòåëüíî áîëåå âûñîêèõ äîç íèçêîèíòåíñèâíîãî èç-
ëó÷åíèÿ (12�10–3 è 3.6�10–2 Äæ/ñì2).

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî â íîð-
ìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ìûøåé, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðè-
ñóòñòâèè ÃÀ, ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå êî-
ëè÷åñòâà NF-êB, åãî ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû pNF-êB è
áåëêà, ïîäàâëÿþùåãî åãî àêòèâíîñòü, IêB-á. Êðîìå òîãî,
ïðèñóòñòâèå ÃÀ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê âûçû-
âàëî çàìåòíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ïðîòåèíêèíàçû
SAPK(JNK). Ïîëó÷åíû äîêàçàòåëüñòâà âëèÿíèÿ ÃÀ íà ðàç-
âèòèå ñòðåññîâîãî îòâåòà æèâîòíûõ êëåòîê â îòâåò íà âîç-
äåéñòâèå íèçêîèíòåíñèâíîãî ëàçåðíîãî ñâåòà, êîòîðîå îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ïóòåì ðåãóëÿöèè óðîâíÿ ïðîäóêöèè áåëêîâ
Hsp70, Hsp25 è Hsp90 â èçîëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ è â èõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ. Ýòî óêàçûâàåò íà âîçìîæ-
íîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ÃÀ è åãî íåòîêñè÷íûõ ïðîèçâîäíûõ
ïðè òåðàïèè ðÿäà çàáîëåâàíèé, ñîïðÿæåííûõ ñ âûñîêèì
óðîâíåì àïîïòîçà â êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ, ïðè÷åì ìèøåíüþ
ýòèõ ïðåïàðàòîâ ìîãóò ñëóæèòü êîðîòêîæèâóùèå ðåãóëÿ-
òîðíûå áåëêè ïðîòåîñîìíîãî êàñêàäà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ ÍØ-2092.2006.4 è ïðîãðàììû ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ôóíäàìåíòàëüíûå íàóêè — ìåäèöèíå».
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EFFECT OF GELDANAMYCIN ON THE EXPRESSION OF SIGNAL PROTEINS

AND HEAT SHOCK PROTEINS IN NORMAL MICE LYMPHOCYTES

T. V. Novoselova, D. A. Cherenkov, M. O. Khrenov, O. V. Glushkova, S. M. Lunin, E. G. Novoselova,1 E. E. Fesenko

Institute of Cell Biophysics RAS, Pushchino 142290, Moscow Region;
1 e-mail: elenanov_06@mail.ru

The effects of geldanamycin, which is known as inhibitor of heat shock protein 90 activities, on expression
of several signal and heat shock proteins were studied by Western blot analysis in cultivated spleen lymphocytes
isolated from male NMRI mice. It has been revealed that cultivating the cells with geldanamycin resulted in dec-
rease in transcription factor NF-êB amount, as well as decrease in its phosphorylated form, pNF-êB, and lowe-
ring in its suppressor, IêB-á. Besides, cells cultivated with geldanamycin demonstrated significant decrease in
the amount of protein kinase SAPK(JNK). The modifications in signal pathways, which had been induced by
geldanamycin, pointed to direct influence of the antibiotics on cellular stress response to damaging impact. This
assumption was examined with the model of cellular stress response induced by low-level laser radiation. It was
proved that Hsp90-binding drug, geldanamycin, significantly decreased in vitro stress response to laser light via
lowering the production of heat shock proteins, Hsp70 and Hsp25, both in irradiated lymphocytes and in theirs
intracellular structures. These findings show the prospect for using of geldanamycin in various therapies that are
compromised with objectionable side effects manifested as heightened stress response in immune cells.

K e y w o r d s: mice lymphocytes, Western blot analysis, geldanamycin, heat shock proteins, signal prote-
ins, NF-êB, pNF-êB, IêB-á, SAPK(JNK).
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