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Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ñïëåíîöèòîâ êðûñ

Èññëåäîâàíèå áûëî ïðåäïðèíÿòî ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ öèòîòîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊÊ) íà àäãåçèîííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ãåïàòîì êðûñ è ìû-
øåé. Îäíà èç ïîñòàâëåííûõ íàìè çàäà÷ ñîñòîÿëà â ðàññìîòðåíèè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìîðôîìåò-
ðè÷åñêîãî àíàëèçà äëÿ îöåíêè îáùåé åñòåñòâåííîé öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýôôåêòîðíûõ êëåòîê
(ÝÊ) — ñïëåíîöèòîâ — ïî îòíîøåíèþ ê êóëüòèâèðóåìûì êëåòêàì-ìèøåíÿì (ÊÌ), êîòîðûå ôîðìèðóþò
êîíôëþýíòíûé ìîíîñëîé. Äëÿ èçó÷åíèÿ âîïðîñà î âíóòðèâèäîâîé ñïåöèôè÷íîñòè âî âçàèìîäåéñòâèè
ÅÊÊ ñ ÊÌ ïðè ïîñòàíîâêå öèòîòîêñè÷åñêèõ òåñòîâ ñ êàæäîé èç ãåïàòîì â êà÷åñòâå ÝÊ èñïîëüçîâàëèñü
ñïëåíîöèòû êðûñ è ìûøåé C3HA. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè äâóõ ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð êðûñèíûõ ãåïà-
òîì — ÍÒÑ è Çàéäåëà — ÿâëÿþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê öèòîëèçó, îïîñðåäîâàííîìó ñïëåíîöèòàìè êðûñ,
íî ïðîÿâëÿþò óñòîé÷èâîñòü ê ÅÊÊ ìûøåé. Ïðè ýòîì ìÿãêàÿ ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ êðûñû
0.5%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì (ÏÔ), áëîêèðóþùàÿ ýêçîöèòîç ïåðôîðèíà è ãðàíçèìîâ èç àçóðîôèëüíûõ
ãðàíóë ÝÊ, ïðèâîäèëà ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ èõ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè òîëüêî ïî îò-
íîøåíèþ ê êëåòêàì-ìèøåíÿì ãåïàòîìû Çàéäåëà è íå âëèÿëà íà ëèçèñ äðóãîé ìèøåíè — êëåòîê ÍÒÑ. Èç
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî ñïëåíîöèòû êðûñ îïîñðåäóþò ñâîè ëèòè÷åñêèå ôóíêöèè ïî îòíî-
øåíèþ ê òåñòèðóåìûì ëèíèÿì ÊÌ ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè: â ñëó÷àå ãåïàòîìû ÍÒÑ ýôôåêòîðû èíäóöèðóþò
ìåõàíèçì êëàññè÷åñêîãî àïîïòîçà ÷åðåç ëîêàëèçîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê «ðåöåïòîðû
ñìåðòè», òîãäà êàê êëåòêè ãåïàòîìû Çàéäåëà ïîäâåðãàþòñÿ «ëåòàëüíîìó óäàðó» ïðåèìóùåñòâåííî ïî-
ñðåäñòâîì ïåðôîðèí-ãðàíçèìíîãî ýêçîöèòîçà. Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå äîêàçûâàþò, ÷òî èñïîëüçîâàíèå
ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïðè ïðîâåäåíèè öèòîòîêñè÷åñêîãî òåñòà íà àäãåçèîííûõ êëåòî÷íûõ êóëüòó-
ðàõ ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü îáùèé öèòîëèòè÷åñêèé ïîòåíöèàë ÅÊÊ. Ìîíîñëîéíûå êëåòî÷íûå ëèíèè ìû-
øèíûõ ãåïàòîì — MH-22a è BWTG3 — â óñëîâèÿõ íàøåãî îïûòà ïðîÿâëÿþò ðåçèñòåíòíîñòü ê öèòîòîê-
ñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ìûøèíûõ ñïëåíîöèòîâ, íî ïðè ýòîì êëåòêè ãåïàòîìû MH-22a ïîäâåðãàþòñÿ ëèçèñó
ñïëåíîöèòàìè êðûñ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, ãåïàòîìà, åñòåñòâåííûå êèëëåðíûå êëåòêè, ëèìôîöèòû, ñïëåíîöèòû,
öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, ýôôåêòîðíûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊÃ — ãëàâíûé êîìïëåêñ ãèñòîñîâìåñòèìîñòè, ÅÊÊ — åñòåñòâåííûå
êèëëåðíûå êëåòêè, ÊÌ — êëåòêè-ìèøåíè, ÌÍÊ — ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè, ÏÔ — ïàðàôîðìàëüäåãèä,
ÑÏÊ — ñûâîðîòêà êðîâè ïëîäîâ êîðîâ, ÖÈ — öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ, ÝÊ — ýôôåêòîðíûå êëåòêè,
FAK — êèíàçà ôîêàëüíîé àäãåçèè, TNF — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëåé.

Îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ ìåõàíèçìîâ, îñóùåñòâëÿ-
þùèõ æèçíåîáåñïå÷åíèå îðãàíèçìà, ÿâëÿåòñÿ èììóííûé
íàäçîð, ãëàâíàÿ ôóíêöèÿ êîòîðîãî — ïîääåðæàíèå ãåíå-
òè÷åñêè çàêðåïëåííîãî ïîñòîÿíñòâà êëåòî÷íîãî ñîñòàâà
òêàíåé è ñîîòâåòñòâóþùåé ñõåìû áèîñèíòåòè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ (Ôåëü, 1987). Ñðåäè ïðîÿâëåíèé èììóííîãî íàäçî-
ðà ñóùåñòâåííîå ìåñòî çàíèìàåò ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ çà-
ùèòà, êîòîðàÿ ïîäðàçäåëÿåòñÿ íà íåñïåöèôè÷åñêèé åñòå-
ñòâåííûé èììóíèòåò è ïðèîáðåòåííûé ñïåöèôè÷åñêèé
(àäàïòèâíûé) ïðîòèâîîïóõîëåâûé èììóíèòåò (Lotzov *a,
1985). Îñíîâíûìè èñïîëíèòåëÿìè ôóíêöèé, ò. å. ýôôåê-
òîðíûìè êëåòêàìè åñòåñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè ÿâëÿþò-
ñÿ ÅÊÊ — áîëüøèå ãðàíóëÿðíûå ëèìôîöèòû, äëÿ êîòî-
ðûõ õàðàêòåðíî íàëè÷èå àçóðîôèëüíûõ ãðàíóë, ñâÿçàí-
íûõ ñ ìåìáðàíàìè è ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåêðåòîðíîìó
àïïàðàòó (Manara et al., 1985). Âðîæäåííàÿ ñïîñîáíîñòü

ÅÊÊ ê âûïîëíåíèþ ñâîèõ öèòîòîêñè÷åñêèõ ôóíêöèé íå
òðåáóåò àêòèâàöèè è ñåíñèáèëèçàöèè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò
ïðîÿâëåíèå èõ àêòèâíîñòè â ðàííèå ñðîêè (4—18 ÷) ïîñëå
íà÷àëà êîíòàêòà ñ ÊÌ è ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü ýòè
êëåòêè êàê «ïåðâóþ ëèíèþ îáîðîíû îðãàíèçìà» (Herber-
man, 1984).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîæíî ãîâîðèòü î ñóùåñòâîâàíèè
ïî êðàéíåé ìåðå äâóõ îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ ëèçèñà ÊÌ
ñâåæåâûäåëåííûìè íåàêòèâèðîâàííûìè («íàèâíûìè»)
ÅÊÊ (Smyth et al., 2005). Ï å ð â û é — ýòî Ca2+-çàâèñèìûé
ãðàíóëÿðíûé ýêçîöèòîç ñ âûõîäîì öèòîòîêñè÷åñêèõ áåë-
êîâ (ïåðôîðèíà è ãðàíçèìîâ) èç àçóðîôèëüíûõ ãðàíóë
(Shi et al., 1992). Ðåàêòèâíîñòü ïåðôîðèí-ãðàíçèìíîãî
(èëè íåêðîòè÷åñêîãî) ïóòè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
ÅÊÊ ðåãóëèðóåòñÿ èõ èíãèáèðóþùèìè è àêòèâèðóþùèìè
ðåöåïòîðàìè (Diefenbach, Raulet, 2001). Èíãèáèðóþùèå
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ðåöåïòîðû ÅÊÊ ïðîâîäÿò ÷åòêóþ äèñêðèìèíàöèþ ìåæäó
íîðìàëüíûìè è ïîòåíöèàëüíî âðåäíûìè äëÿ îðãàíèçìà
êëåòêàìè ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè íà èõ ïîâåðõíîñòè ìîëå-
êóë ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (ÃÊÃ) êëàñ-
ñà I — âçàèìîäåéñòâèå ñ íèìè ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü ÝÊ,
òîãäà êàê íèçêîå ñîäåðæàíèå èëè îòñóòñòâèå ìîëåêóë
ÃÊÃ êëàññà I àêòèâèðóåò ÅÊÊ (Kärre et al., 1986). Àêòèâè-
ðóþùèå ðåöåïòîðû (Ly49D, Ly49H, NKG2C, NKG2E,
KIR2DS, KIR3DS, NKp46, NKp44, NKp30, NKG2D è ïð.)
ÅÊÊ óçíàþò ñîîòâåòñòâóþùèå èì ëèãàíäû íà ïîâåðõíî-
ñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ÷òî ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ
êîíúþãàòîâ ñ ÊÌ è íàïðàâëåííîìó âûäåëåíèþ ïåðôîðè-
íà è ãðàíçèìîâ èç àçóðîôèëüíûõ ãðàíóë ÅÊÊ â îáðàçîâàâ-
øóþñÿ ñèíàïòè÷åñêóþ ùåëü (Rolstad et al., 2001; Trapani,
2001). Ïåðôîðèí (öèòîëèçèí) âñòðàèâàåòñÿ â ìåìáðàíó
ÊÌ, îáðàçóÿ òðàíñìåìáðàííûå ïîðû. Ãðàíçèìû ñîñòàâëÿ-
þò ñåìåéñòâî ñòðóêòóðíî-ðîäñòâåííûõ ñåðèíîâûõ ïðîòå-
àç ñ ðàçëè÷íîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, êîòîðûå ýê-
ñïðåññèðóþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî öèòîòîêñè÷åñêèìè Ò-ëèì-
ôîöèòàìè è ÅÊÊ. Ðàíåå ñ÷èòàëîñü, ÷òî îáðàçîâàíèå ïîð è
âûòåêàíèå ñîäåðæèìîãî èç ÊÌ ÿâëÿþòñÿ ïðèçíàêàìè èõ
íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè. Îäíàêî â ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå
ñôîðìèðîâàëîñü ïðåäñòàâëåíèå îá èíäóöèðîâàííîì ãðàí-
çèìàìè âàðèàíòå àïîïòîçà îïóõîëåâûõ êëåòîê (Smyth et
al., 2001). Ïîêàçàíî, ÷òî ãðàíçèì Â èãðàåò ðåøàþùóþ
ðîëü â èíäóêöèè àïîïòîçà ëèáî íåïîñðåäñòâåííî, ëèáî
÷åðåç àêòèâàöèþ ðàçëè÷íûõ ïðîêàñïàç, èíäóöèðóÿ òàêèì
îáðàçîì ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ ÊÌ äî îëèãîíóêëåîñîìàëü-
íûõ ôðàãìåíòîâ (Talanian et al., 1997). Ãðàíçèì À, ñêîðåå,
âûñòóïàåò â êà÷åñòâå ñèíåðãè÷åñêîãî êîìïîíåíòà äëÿ
ãðàíçèìà Â (Shresta et al., 1995) è â òî æå âðåìÿ èíäóöèðó-
åò êàñïàçîíåçàâèñèìóþ ãèáåëü êëåòîê, ãåíåðèðóÿ îäíîöå-
ïî÷å÷íûå íèòè ÄÍÊ. Îäíîíèòåâàÿ ÄÍÊ îáðàçóåòñÿ òàêæå
è â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ìûøèíîãî ãðàíçèìà Ñ. Âìåñòå ñ
òåì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî öèòîëèòè÷åñêîå äåéñòâèå ãðàí-
çèìà Ì, çíà÷èòåëüíîå ñîäåðæàíèå êîòîðîãî îáíàðóæåíî â
ÅÊÊ ÷åëîâåêà, ìûøè è êðûñû, íå ïðèâîäèò ê ôðàãìåíòà-
öèè ÄÍÊ (Kelly et al., 2004).

Â ò î ð î é ìåõàíèçì ëèçèñà ÊÌ, èñïîëüçóåìûé ÝÊ åñ-
òåñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòè îðãàíèçìà, íå çàâèñèò îò ïðè-
ñóòñòâèÿ â ñèñòåìå Ca2+ , îñóùåñòâëÿåòñÿ áåç îñâîáîæäå-
íèÿ èç ÅÊÊ öèòîòîêñè÷åñêèõ áåëêîâ è íå ïðèâîäèò ê ïî-
âðåæäåíèþ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ÊÌ. Ýòî
êëàññè÷åñêèé ìåõàíèçì àïîïòîçà, êîòîðûé çàïóñêàåòñÿ
âçàèìîäåéñòâèåì ëèãàíäîâ ñåìåéñòâà ôàêòîðà íåêðîçà
îïóõîëåé (TNF), ò. å. «ëèãàíäîâ ñìåðòè» ÅÊÊ, òàêèõ êàê
ìåìáðàííî-ñâÿçàííûå èëè ñåêðåòèðóåìûå ìîëåêóëû FasL
(CD95, Apo1), TNF-á, TRAIL (Apo2) è ïð., ñ òàê íàçûâàå-
ìûìè «ðåöåïòîðàìè» ñìåðòè — òðàíñìåìáðàííûìè áåë-
êàìè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ÊÌ, ïðèíàäëåæàùèìè ê
ñóïåðñåìåéñòâó ðåöåïòîðîâ TNF. Àêòèâàöèÿ ýòèõ ìîëå-
êóë ïðèâîäèò ê ëèãèðîâàíèþ èõ âíóòðèöèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèõ êîíñåðâàòèâíûõ «äîìåíîâ ñìåðòè» ñ îïðåäåëåííû-
ìè àäàïòåðíûìè ìîëåêóëàìè, ïîñëåäîâàòåëüíîé àêòèâà-
öèè êàñïàçíîãî ýíçèìàòè÷åñêîãî êàñêàäà è â êîíå÷íîì
ñ÷åòå ê êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà, ôðàãìåíòàöèè ÿäðà è ãè-
áåëè êëåòêè (Nagata, Golstein, 1995; Wiley et al., 1995; Ca-
ron et al., 1999). Óñòàíîâëåíî, ÷òî TNF-ëèãàíäû êîíñòèòó-
òèâíî ýêñïðåññèðóþòñÿ ÅÊÊ, âûäåëåííûìè èç ôðàêöèè
ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê (ÌÍÊ) ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
÷åëîâåêà (Kashii et al., 1999). Òàê, èç 11 èññëåäîâàííûõ
ïðåäñòàâèòåëåé ýòîãî ñóïåðñåìåéñòâà áîëüøèíñòâî, òàêèå
êàê TNF, LT-á, LT-â, FasL, CD27L, CD30L, OX40L è
TRAIL, áûëè íàéäåíû â íåàêòèâèðîâàííûõ ÅÊÊ êàê íà
óðîâíå ìÐÍÊ-òðàíñêðèïòîâ, òàê è íà ïîâåðõíîñòè èíòàêò-

íûõ èëè ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ÝÊ. Èìåííî ýòè «ëèãàíäû
ñìåðòè», âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåöåïòî-
ðàìè íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñîëèäíûõ îïóõîëåé, ðåçè-
ñòåíòíûõ ê ïåðôîðèíçàâèñèìîìó öèòîòîêñè÷åñêîìó äåé-
ñòâèþ ÅÊÊ, çàïóñêàþò òåðìèíàëüíûé ñèãíàë, âåäóùèé ê
àïîïòîçó ÊÌ. Òàê, åñëè ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííûé ïåðôî-
ðèí-ãðàíçèìíûé ïóòü ãèáåëè ïîêàçàí ãëàâíûì îáðàçîì â
îòíîøåíèè íåêîòîðûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ëåéêåìèè,
òàêèõ êàê K562 è Molt4, òî ïåðôîðèííåçàâèñèìûé ìåõà-
íèçì — â îòíîøåíèè êëåòîê ëåéêåìèè Daudi è 25 êëåòî÷-
íûõ ëèíèé, ïðîèñõîäÿùèõ îò êëåòîê ñîëèäíûõ îïóõîëåé
(Vujanovic et al., 1996). Ðåãóëÿöèÿ ïåðôîðèííåçàâèñèìîãî
öèòîòîêñè÷åñêîãî ïóòè èññëåäîâàíà íåäîñòàòî÷íî, îäíà-
êî ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå íà ïîâåðõíîñòè ÊÌ ìîëå-
êóë ÃÊÃ êëàññà I èíãèáèðóåò ðàçâèòèå àïîïòîçíîãî ïðî-
öåññà (Wallin et al., 2003).

Áåçóñëîâíî, ïðåäñòàâëåííàÿ çäåñü ñõåìà öèòîòîêñè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ ÅÊÊ íà îïóõîëåâûå êëåòêè çíà÷èòåëüíî
óïðîùåíà. ÅÊÊ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ, âûäåëåííûå èç ðàç-
íûõ îðãàíîâ è (èëè) íàõîäÿùèåñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèô-
ôåðåíöèðîâêè, ìîãóò èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ìåõàíèç-
ìû öèòîëèçà îïóõîëåâûõ êëåòîê. Íàïðèìåð, äëÿ ôåíîòè-
ïè÷åñêè íåçðåëûõ CD161+56– «íàèâíûõ» ÅÊÊ ÷åëîâåêà
õàðàêòåðíà TRAIL-çàâèñèìàÿ öèòîòîêñè÷íîñòü, òîãäà êàê
çðåëûå CD56+ ÅÊÊ èíäóöèðóþò FasL- èëè ïåðôîðèíîïîñ-
ðåäîâàííóþ ãèáåëü ÊÌ (Zamai et al., 1998). Ìîíîíóêëåàð-
íûå êëåòêè, èçîëèðîâàííûå èç ïå÷åíè ìûøåé C3H, ñî-
äåðæàò íåáîëüøóþ ñóáïîïóëÿöèþ (5.5 %) TRAIL-ýêñï-
ðåññèðóþùèõ êëåòîê, òîãäà êàê ñóáïîïóëÿöèè ÌÍÊ,
èçîëèðîâàííûå èç ñåëåçåíêè èëè ÅÊÊ, èçîëèðîâàííûå èç
êîñòíîãî ìîçãà èëè ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ ìûøåé, íå ýêñ-
ïðåññèðóþò TRAIL (Takeda et al., 2001). Îòìåòèì òàêæå
åùå îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííî-
ãî àïîïòîçà îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî 14-àìèíî-
êèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, íàçâàííàÿ TKD, ïîâåðõ-
íîñòíûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà HSP70 îáåñïå÷èâàåò íå
òîëüêî ñïåöèôè÷åñêîå óçíàâàíèå è ñâÿçûâàíèå ÅÊÊ ñ
ÊÌ, íî è ïîñòóïëåíèå ãðàíçèìà Â âíóòðü êëåòêè, çàïóñ-
êàÿ áåç ó÷àñòèÿ ïåðôîðèíà ãðàíçèì Â-îïîñðåäîâàííóþ
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü HSP70-ïîçèòèâíûõ îïóõîëåâûõ
êëåòîê (Multhoff et al., 1997, 1999; Multhoff, 2002; Gross et
al., 2003).

Äëÿ èçó÷åíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÅÊÊ íà ÊÌ
ðàçðàáîòàíû ðàçíîîáðàçíûå ìåòîäû è ïîäõîäû, îñíîâàí-
íûå íà ïðèìåíåíèè èçîòîïîâ è ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè,
ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê, êðàñèòåëåé, ôåðìåíòîâ, àíòèòåë è
ïð., ïîäîáðàíû óñëîâèÿ, ïîçâîëÿþùèå îöåíèâàòü êîëè÷å-
ñòâåííûå ïàðàìåòðû è òîíêèå ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ
êëåòîê (Numata et al., 1980; Neville, 1987; Chang et al.,
1993; Hussain et al., 1993; Hoves et al., 2003; Kasatori et al.,
2005). Íà ïðîòÿæåíèè ìíîãèõ ëåò àêòèâíîñòü ÅÊÊ ðàñ-
ñìàòðèâàëàñü êàê âàæíûé èíäèêàòîð ñïîñîáíîñòè îð-
ãàíèçìà áîðîòüñÿ ñ âèðóñíîé èíôåêöèåé èëè îïóõîëåâû-
ìè çàáîëåâàíèÿìè, äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ïðîâî-
äèìûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé, â ïðîãíîñòè÷åñêèõ
öåëÿõ è ò. ï. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòèõ çàäà÷ áûëè ðàçðàáîòàíû
ñòàíäàðòíûå è îòíîñèòåëüíî ïðîñòûå òåñòû äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì â êà÷åñòâå ìèøåíåé êëåòîê ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè
÷åëîâåêà K562, ìå÷åííûõ 51Cr, 125I-äåçîêñèóðèäèíîì,
3H-óðèäèíîì è ïð. Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ëèìôî-
öèòîâ îïðåäåëÿëè ïî âåëè÷èíå öèòîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà
(ÖÈ), õàðàêòåðèçóþùåãî äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê â ðåçóëü-
òàòå ëèòè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà íèõ âûäåëåííûõ èç ýô-
ôåêòîðîâ ïðåäñóùåñòâóþùèõ ìåäèàòîðîâ, ò. å. ïî êîëè-
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÷åñòâó îñâîáîäèâøåéñÿ èç êëåòîê ìåòêè (Wahlberg et al.,
2001).

Ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè âòîðî-
ãî ìåõàíèçìà ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííîé ãèáåëè ÊÌ, íå ñâÿ-
çàííîãî ñ ëèçèñîì èõ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ïðèâåëè
ê ðàçðàáîòêå èíûõ ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ îöåíèâàòü
äîëþ êëåòîê, ïîãèáøèõ ïóòåì êëàññè÷åñêîãî àïîïòîçà.
Òàê, JAM-òåñò îñíîâûâàåòñÿ íà ñïîñîáíîñòè ñòåêëîâîëî-
êîííûõ ôèëüòðîâ çàäåðæèâàòü èíòàêòíóþ ÄÍÊ îïóõîëå-
âûõ êëåòîê è ëåãêî ïðîïóñêàòü ôðàãìåíòèðîâàííóþ, ìå-
÷åííóþ 3H-òèìèäèíîì ÄÍÊ, îáðàçîâàâøóþñÿ â ðåçóëüòà-
òå àêòèâàöèè «ðåöåïòîðîâ ñìåðòè» ÊÌ ðàñòâîðèìûìè
èëè ìåìáðàííî-ñâÿçàííûìè «ëèãàíäàìè ñìåðòè» ÝÊ
(Matzinger, 1991; Hoves et al., 2003; Usharauli et al., 2006).
Òàêèå ìåòîäû, êàê ìèêðîöèòîòîêñè÷åñêèé àíàëèç (Wahl-
berg et al., 2001), ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç (Geldhof et al.,
2002) èëè àíàëèç «îòêðåïëåíèÿ àäãåçèâíûõ ìèøåíåé»
(Wang et al., 2004), áëèçêè ïî ñâîåé ñóòè è áàçèðóþòñÿ íà
ñïîñîáíîñòè àäãåçèâíûõ êëåòîê, ïîãèáàþùèõ â ðåçóëüòà-
òå ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííîãî àïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà, îò-
êðåïëÿòüñÿ îò ïëàñòèêà, íà êîòîðîì îíè áûëè ðàñïëàñòà-
íû. Îòêðåïèâøèåñÿ êëåòêè ìîãóò áûòü ëåãêî óäàëåíû
ïðîìûâêîé ëóíîê ïëàíøåòà è èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ äàëü-
íåéøåãî àíàëèçà, à êîëè÷åñòâî îñòàâøèõñÿ æèâûõ êëåòîê
îöåíèâàåòñÿ íåïîñðåäñòâåííî ïîä ìèêðîñêîïîì, êîëîðè-
ìåòðè÷åñêè èëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì.
Ýòè ìåòîäû õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ, ïðîñòîòîé è äîñòóïíîñòüþ, ïîñêîëüêó íå òðåáóþò
äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ è ðàäèîàêòèâíûõ èçîòî-
ïîâ.

Íàïðàâëåíèå íàøèõ èññëåäîâàíèé çàêëþ÷àåòñÿ â èçó-
÷åíèè òåõ èçìåíåíèé â ñîñòàâå ïîâåðõíîñòíîãî àïïàðàòà
îïóõîëåâûõ êëåòîê, êîòîðûå, ñ îäíîé ñòîðîíû, ôîðìèðó-
þò èõ çëîêà÷åñòâåííûé ôåíîòèï (âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâ-
íîñòü, ïîäâèæíîñòü, èíâàçèâíîñòü, ìåòàñòàòè÷åñêèé ïî-
òåíöèàë è ïð.), à ñ äðóãîé — îïðåäåëÿþò õàðàêòåð âçàè-
ìîäåéñòâèÿ åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ ñ ÊÌ. Çàäà÷à
íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â àïðîáàöèè ìîðôîìåòðè÷å-
ñêîãî àíàëèçà äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ÅÊÊ è èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ
ñïëåíîöèòîâ êðûñ è ìûøåé íà ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû
êëåòîê ãåïàòîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû ÊÌ êðûñèíîé ãåïàòîìû ÍÒÑ
è ìûøèíûõ ãåïàòîì MH-22a è BWTG3 ïîëó÷åíû èç Ðîñ-
ñèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Àäãåçèâíàÿ êóëüòóðà êëå-
òîê êðûñèíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà âûâåäåíà íàìè èç êëåòîê
àñöèòíîé îïóõîëè ïóòåì ìíîãîêðàòíûõ ïàññàæåé è îòáî-
ðà ïðèêðåïëÿþùèõñÿ ê ïëàñòèêó êëåòîê îò ôëîòèðóþùèõ
ìíîãîêëåòî÷íûõ ñôåðîèäîâ.

Â êà÷åñòâå ÝÊ èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèè íåôðàêöèîíè-
ðîâàííûõ ñïëåíîöèòîâ, ïîëó÷åííûå èç ñåëåçåíîê áåñïî-
ðîäíûõ êðûñ-ñàìöîâ è ìûøåé C3HA (ïèòîìíèê «Ðàïïî-
ëîâî» ÐÀÌÍ). Êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè îñâîáîæäàëè îò
ýðèòðîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ãèïîòîíè÷åñêîãî øîêà è ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòà-
âà: RPMI 1640 (MP Biomedicals, LLC), 10 % èíàêòèâèðî-
âàííîé (56 °Ñ, 30 ìèí) ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû
(ÑÏÊ) Sus-Biol (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), 20 ìÌ HE-
PES, pH 7.3—7.7 (MP Biomedicals, LLC), 80 ìêã/ìë ãåíòà-
ìèöèíà.

Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ïåðôîðèí-ãðàíçèìíîãî ïóòè ëèçè-
ñà ÊÌ ñïëåíîöèòû êðûñ ôèêñèðîâàëè 0.5%-íûì ÏÔ â
RPMI â òå÷åíèå 20 ìèí è çàòåì äâàæäû îòìûâàëè òîé æå
ñðåäîé. Êîëè÷åñòâî ÝÊ ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà,
îäíîâðåìåííî îöåíèâàÿ èõ æèçíåñïîñîáíîñòü ïî îêðàñêå
0.2%-íûì òðèïàíîâûì ñèíèì.

Îöåíêó öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ñïëåíîöèòîâ íà
ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû êëåòîê ãåïàòîì ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà (Geldhof et al., 2002),
ïîñòàíîâêó êîòîðîãî èçìåíèëè ñ ó÷åòîì íàøèõ çàäà÷ è
âîçìîæíîñòåé. Òàê, îïóõîëåâûå êëåòêè âûñåâàëè â ëóíêè
24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ ôèðìû Costar (ÑØÀ) èç ðàñ÷åòà
(40—70)�103 êë./ìë â ñðåäå DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñî-
äåðæàùåé 10 % ÑÏÊ è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, âûðàùè-
âàëè â òå÷åíèå 3—6 ñóò â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ äî
îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Çàòåì ÊÌ äâàæäû
ïðîìûâàëè ñðåäîé è ê íèì äîáàâëÿëè ñïëåíîöèòû â 1 ìë
ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäû òàê, ÷òî ñîîòíîøåíèå ýôôåêòîðîâ
ê ìèøåíÿì â îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñîñòàâëÿëî 1 : 1,
2 : 1, 4 : 1, 5 : 1, 10 : 1, 25 : 1 èëè 50 : 1. Êàæäûé âàðèàíò
îïûòà ïîâòîðÿëè 3—4 ðàçà. ×åðåç 4 èëè 24 ÷ ñîâìåñòíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñïëåíîöèòû è ïîãèáøèå, ò. å. îòêðåïèâ-
øèåñÿ îò ïëàñòèêà, îïóõîëåâûå êëåòêè óäàëÿëè ïðîìûâêîé
ëóíîê ñðåäîé. Îñòàâøèåñÿ ïðèêðåïëåííûå êëåòêè îêðàøè-
âàëè 0.2%-íûì R250 êóìàññè, ïðèãîòîâëåííûì íà ôèêñè-
ðóþùåì ðàñòâîðå (10 % óêñóñíîé êèñëîòû è 45 % ýòàíîëà
â äèñòèëëèðîâàííîé H2O), ïðîìûâàëè âîäîé, âûñóøèâàëè
ïëàíøåòû è ôîòîãðàôèðîâàëè ïðè ïîìîùè öèôðîâîãî ôî-
òîàïïàðàòà. Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû àíàëè-
çà èçîáðàæåíèé NIH (National Institutes of Health) öâåòíûå
ôîòîãðàôèè ïåðåâîäèëè â ÷åðíî-áåëûå è ðàññ÷èòûâàëè öè-
òîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ (ÖÈ), õàðàêòåðèçóþùèé äîëþ íåî-
êðàøåííûõ ó÷àñòêîâ â ïðåäåëàõ êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ, ò. å.
ó÷àñòêîâ, îáðàçîâàâøèõñÿ ïðåæäå âñåãî â ðåçóëüòàòå
ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííîãî ëèçèñà ÊÌ. Î öèòîòîêñè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ ñóäèëè ïî âåëè÷èíå ÖÈ.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ ñîïîñòàâëåíèÿ ñ ðåçóëüòà-
òàìè ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ïðîâåäåíî îïðåäåëåíèå
öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ êðûñû ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî 3H-óðèäè-
íîâîãî òåñòà Õàøèìîòî è Ñóäî (Ìàëûãèí è äð., 1984).
Êëåòêè êðûñèíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà âûðàùèâàëè â ëóí-
êàõ 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà äî ïîëó÷åíèÿ êîíôëþýíòíîãî
ìîíîñëîÿ, êàê îïèñàíî âûøå, çàòåì äâàæäû îòìûâàëè
ñðåäîé áåç ÑÏÊ è âíîñèëè ïî 0.4 ìë ñðåäû, ñîäåðæàùåé
5 ìêë/ìë 3H-óðèäèíà (37 ÌÁê/ìë; «Èçîòîï», Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). ÊÌ èíêóáèðîâàëè 1.5 ÷ â àòìîñôåðå 5 % CO2

ïðè 37 °Ñ è äâàæäû îòìûâàëè ñðåäîé. Çàòåì ê ÊÌ äîáàâ-
ëÿëè ñïëåíîöèòû, ñóñïåíäèðîâàííûå â ïîëíîé ðîñòîâîé
ñðåäå ñ 5 ìêã/ìë ÐÍÊàçû. Ñîîòíîøåíèå ÝÊ ê ÊÌ â ëóí-
êàõ ñîñòàâëÿëî ïðèìåðíî 25 : 1. Ïîñëå 24-÷àñîâîé èíêó-
áàöèè êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ëóíêàõ ìåõàíè÷åñêèì ïó-
òåì è êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïðîïóñêàëè ÷åðåç áóìàæíûå
ôèëüòðû ñ ïîìîùüþ âàêóóìíîãî íàñîñà. Ôèëüòðû ïîñëå-
äîâàòåëüíî ïðîìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì,
5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòîé è ñïèðòîì. Ðàäèîàê-
òèâíîñòü âûñóøåííûõ ôèëüòðîâ îïðåäåëÿëè, ïîìåùàÿ èõ
â âèàëû ñî ñöèíòèëëÿöèîííîé æèäêîñòüþ, â ñ÷åò÷èêå ðà-
äèîàêòèâíûõ èìïóëüñîâ LS8100 (Beckman). Ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñðåäíèå âåëè÷èíû èç 4 ïàðàëëåëüíûõ
îïðåäåëåíèé. Î öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöè-
òîâ ñóäèëè ïî ÖÈ, êîòîðûé ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
ÖÈ % = 100 (Ê – Ý) / Ê, ãäå Ê è Ý — ðàäèîàêòèâíîñòü
ÊÌ, èíêóáèðîâàííûõ áåç ñïëåíîöèòîâ (êîíòðîëü) è ñî
ñïëåíîöèòàìè (ýêñïåðèìåíò) ñîîòâåòñòâåííî.
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Ðåçóëüòàòû

Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íåôðàêöèîíèðîâàííûõ
ñïëåíîöèòîâ êðûñ è ìûøåé íà êëåòêè ìîíîñëîéíûõ êóëü-
òóð ãåïàòîì îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî
àíàëèçà. Äëÿ ýòîãî ÊÌ âûðàùèâàëè â ëóíêàõ ïëàíøåòà äî
ïîëó÷åíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ (îêîëî 3�105 êë. íà
ëóíêó), äîáàâëÿëè ñïëåíîöèòû è îá èõ öèòîòîêñè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ñóäèëè ÷åðåç îïðåäåëåííûé ïåðèîä âðåìåíè
ïî îñâîáîäèâøåéñÿ îò êëåòîê ïîâåðõíîñòè ëóíîê, ò. å. ïî
ó÷àñòêàì ëèçèñà ÊÌ. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî îò÷àñòè íåî-
êðàøåííûå ó÷àñòêè ìîãóò ÿâëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì íåäî-
ñòàòî÷íîé êîíôëþýíòíîñòè ìîíîñëîÿ è ñïîíòàííîé ãèáå-
ëè êëåòîê. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà öèôðîâàÿ ôîòîãðàôèÿ
ñ èçîáðàæåíèåì ïëàíøåòà ñ ôèêñèðîâàííûìè è îêðà-
øåííûìè êëåòêàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà ïîñëå 24-÷àñîâîé
èíêóáàöèè áåç ñïëåíîöèòîâ (êîíòðîëü) è â ïðèñóòñòâèè
ñïëåíîöèòîâ ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ 5 : 1 è 10 : 1.
Â êîíòðîëå îïóõîëåâûå êëåòêè îáðàçóþò 100%-íûé êîíô-
ëþýíòíûé ìîíîñëîé, êîòîðûé ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ñîîò-
íîøåíèÿ ÝÊ / ÊÌ ïîñòåïåííî íàðóøàåòñÿ, ôîðìèðóÿ îá-

øèðíûå ïÿòíà ëèçèñà ÊÌ. Ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîé
êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè öâåòíîå èçîáðàæåíèå ïëàíøåòà
ïðåîáðàçîâûâàëè â ÷åðíî-áåëîå, ïîçâîëÿþùåå ðàññ÷èòàòü
ÖÈ ñïëåíîöèòîâ ïî äîëå íåîêðàøåííûõ ó÷àñòêîâ.

Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ êðûñ â îò-
íîøåíèè êëåòîê ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð êðûñèíûõ ãåïàòîì
ÍÒÑ è Çàéäåëà îöåíèâàëè â 4- è 24-÷àñîâûõ òåñòàõ. Ñîîò-
íîøåíèÿ ýôôåêòîðîâ ê ìèøåíÿì ñîñòàâëÿëè 5 : 1, 10 : 1
è 25 : 1; ðåçóëüòàòû ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ
ïðåäñòàâëåíû ãðàôè÷åñêè íà ðèñ. 2. Îòìåòèì, ÷òî ÖÈ
êðûñèíûõ ñïëåíîöèòîâ â 4-÷àñîâîì òåñòå çíà÷èòåëüíî
âàðüèðîâàë (îñîáåííî äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ). Ïîñêî-
ëüêó ðàáîòà ïðîâîäèëàñü íà íåëèíåéíûõ æèâîòíûõ,
ïî-âèäèìîìó, ýòè êîëåáàíèÿ îòðàæàþò èíäèâèäóàëüíûå
îñîáåííîñòè êðûñ. Íî â öåëîì äëÿ îáåèõ ãåïàòîì ñóùåñò-
âóåò îáùàÿ òåíäåíöèÿ — ÖÈ ñïëåíîöèòîâ êðûñ âîçðàñòà-
åò ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ÝÊ / ÊÌ è ïðîäîë-
æèòåëüíîñòè êîíòàêòà êëåòîê. Ñëåäóåò îòìåòèòü áîëåå
âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ ê öèòî-
òîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ â îáîèõ âðåìåíí *ûõ èíòåðâà-
ëàõ âïëîòü äî 100 % èõ óäàëåíèÿ ñ ïîâåðõíîñòè ëóíîê
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Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ êðûñ â îòíîøåíèè êëåòîê ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû ãåïàòîìû Çàéäå-
ëà ñ ïîìîùüþ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà.

Àäãåçèâíóþ êóëüòóðó êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà âûðàùèâàëè â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ äî îáðàçîâàíèÿ êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ. Çàòåì êëåòêè ïðî-
ìûâàëè ñðåäîé DMEM è ïðîäîëæàëè èíêóáàöèþ êëåòîê-ìèøåíåé (ÊÌ) â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå áåç ýôôåêòîðíûõ êëåòîê (ÝÊ) — ñïëåíîöèòîâ (1, 4)
èëè ñ äîáàâëåíèåì ñïëåíîöèòîâ ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ 5 : 1 (2, 5) è 10 : 1 (3, 6). ×åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ïîãèáøèå êëåòêè óäàëÿëè, ëóíêè ïðîìûâàëè
è îñòàâøèåñÿ ïðèêðåïëåííûå (æèâûå) ÊÌ ôèêñèðîâàëè, îêðàøèâàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè (1—3 ). Ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû àíàëèçà èçîá-
ðàæåíèé öâåòíîé öèôðîâîé ôîòîñíèìîê ïëàíøåòà ïðåîáðàçîâûâàëè â ÷åðíî-áåëûé è ðàññ÷èòûâàëè öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ ïî äîëå ó÷àñòêîâ ëèçèñà

ÊÌ, èçìåðÿÿ íåîêðàøåííûå çîíû â ïðåäåëàõ êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ (4—6). Êàæäûé âàðèàíò ñîîòíîøåíèÿ ÝÊ / ÊÌ ïîâòîðÿëè 4 ðàçà.



ïðè 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè è ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ
10 : 1 è 25 : 1 (ðèñ. 2, á). Òàêàÿ ìàññîâàÿ ãèáåëü êëåòîê
ÍÒÑ, ïî-âèäèìîìó, îáúÿñíÿåòñÿ ñëèøêîì âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì ÝÊ â ñèñòåìå. Îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ëèçè-
ñà ýòèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñîçäàþòñÿ ïðè áîëåå íèçêèõ
ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ — 1 : 1, 2 : 1 è 4 : 1, ïðè êîòîðûõ
ÖÈ ñïëåíîöèòîâ ñîñòàâëÿåò 7.00, 9.17 è 37.13 % ñîîòâåò-
ñòâåííî (ðèñ. 3). Ñïëåíîöèòû êðûñû íàðÿäó ñ êðûñèíûìè
ãåïàòîìàìè îïîñðåäóþò ãèáåëü êëåòîê ìûøèíîé ãåïàòî-
ìû MH-22a, öèòîëèç êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò, íî

ïîñëå 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè ïðè ñîîòíîøåíèè ÝÊ / ÊÌ
25 : 1 ìîæåò äîñòèãàòü 81 %.

Èíàÿ ñèòóàöèÿ ñêëàäûâàåòñÿ ñ ìûøèíûìè ñïëåíîöè-
òàìè: ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû ìûøèíûõ ãåïàòîì MH-22a
è BWTG3, à òàêæå îáå êðûñèíûå ãåïàòîìû ïðîÿâëÿþò ðå-
çèñòåíòíîñòü â îòíîøåíèè ÅÊÊ â îáîèõ èíòåðâàëàõ âðå-
ìåíè è ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ âïëîòü äî 50 : 1.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü ìåõàíèçì, ïðèâîäÿùèé ê
ãèáåëè êëåòêè êðûñèíûõ ãåïàòîì ïðè èõ èíêóáàöèè ñ
êðûñèíûìè ÅÊÊ, ìû èñïîëüçîâàëè òàêîé ïîäõîä, êàê
ìÿãêàÿ ïðåäîáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ ÏÔ. Ïðè ýòîì ñîõðà-
íÿþòñÿ ñòðóêòóðà è ôóíêöèè ïîâåðõíîñòíûõ ðåöåïòîðîâ,
íî óòðà÷èâàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê ãðàíóëÿðíîìó ýêçîöèòîçó
è êàê ñëåäñòâèå èíãèáèðóåòñÿ ïåðôîðèí-ãðàíçèìíûé ìå-
õàíèçì ëèçèñà ÊÌ (Kim et al., 2003). Â íàøåé ðàáîòå ñïëå-
íîöèòû êðûñ áûëè ïðåäîáðàáîòàíû 0.5%-íûì ÏÔ â òå÷å-
íèå 20 ìèí è çàòåì äâàæäû îòìûòû ñðåäîé. Îêðàøèâàíèå
0.2%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî âûÿâëÿåò â
ñðåäíåì îêîëî 31 % íåæèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñðåäè ïðå-
äîáðàáîòàííûõ ÏÔ, òîãäà êàê ñðåäè èíòàêòíûõ ñïëåíîöè-
òîâ — íå áîëåå 1.5 %. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 4, à, 24-÷àñî-
âàÿ èíêóáàöèÿ èíòàêòíûõ ñïëåíîöèòîâ ñ êëåòêàìè ãåïàòî-
ìû Çàéäåëà ïðè ñîîòíîøåíèÿõ 10 : 1 è 25 : 1 ïðèâîäèò ê
ãèáåëè 84.8 è 99.3 % ÊÌ, à â ñëó÷àå ôèêñèðîâàííûõ ÏÔ
ñïëåíîöèòîâ ñ òåìè æå êëåòêàìè — 1.7 è 2.9 % ñîîòâåòñò-
âåííî. Ñîâñåì èíàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ ñ êëåòêàìè ãå-
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Ðèñ. 2. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ýôôåêòîðíûõ êëåòîê (ÝÊ) — ñïëåíîöèòîâ êðûñ íà êëåòêè-ìèøåíè (ÊÌ) ãåïàòîì Çàéäåëà (1) è
ÍÒÑ (2) ïðè ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ/ÊÌ è âðåìåíè èõ ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè.

Óâåëè÷åíèå ñîîòíîøåíèÿ ÝÊ/ÊÌ è âðåìåíè èíêóáàöèè ïðèâîäèò ê âîçðàñòàíèþ öèòîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ) ñïëåíîöèòîâ â îòíîøåíèè ÊÌ. à,
á — âðåìÿ ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè êëåòîê 4 è 24 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ëèçèñà êëåòîê-ìèøåíåé (ÊÌ) ìîíîñëîé-
íîé êóëüòóðû êðûñèíîé ãåïàòîìû ÍÒÑ ýôôåêòîðíûìè êëåòêà-
ìè (ÝÊ) — ñïëåíîöèòàìè êðûñ ïðè ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ

ÝÊ/ÊÌ.

ÊÌ èíêóáèðîâàëè 24 ÷ â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå áåç ñïëåíîöèòîâ (1) è ñî
ñïëåíîöèòàìè êðûñ ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ/ÊÌ 1 : 1 (2), 2 : 1 (3) è 4 : 1
(4). Ëèçèñ êëåòîê, ò. å. äîëÿ íåîêðàøåííûõ ó÷àñòêîâ, ìîíîñëîéíîé êó-
ëüòóðû êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ âîçðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì ñîîòíîøåíèÿ

ÝÊ / ÊÌ.



ïàòîìû ÍÒÑ, ëèçèñ êîòîðûõ ïðåäîáðàáîòàííûìè ÏÔ
ñïëåíîöèòàìè îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ èíòåíñèâíîñòüþ, ñâîéñò-
âåííîé èíòàêòíûì ñïëåíîöèòàì, è â 24-÷àñîâîì òåñòå ïðè
ñîîòíîøåíèÿõ ýôôåêòîðîâ ê ìèøåíÿì 10 : 1 è 25 : 1 äî-
ñòèãàåò 100 % (ðèñ. 4, á). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñïëåíîöèòû êðûñû îñóùåñòâëÿþò
ëèçèñ ýòèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçíûìè ïóòÿìè: â îòíî-
øåíèè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà — ïåðôîðèí-ãðàíçèì-
íûì, à â ñëó÷àå ãåïàòîìû ÍÒÑ — ïîñðåäñòâîì TNF-çàâè-
ñèìîãî àïîïòîçà.

Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ ñ àäãåçèâíûìè êëåòêàìè ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà, ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ãðàíóëÿðíîìó ýêçî-
öèòîçó, ïàðàëëåëüíî ñ ïðîâåäåíèåì ìîðôîëîãè÷åñêîãî
àíàëèçà è â òåõ æå óñëîâèÿõ ìû îïðåäåëÿëè öèòîòîêñè-
÷åñêóþ àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ êðûñ ñ ïîìîùüþ ñòàí-
äàðòíîãî ìîäèôèöèðîâàííîãî 3H-óðèäèíîâîãî òåñòà Õà-
øèìîòî è Ñóäî, øèðîêî èñïîëüçóåìîãî äëÿ îïðåäåëåíèÿ
öèòîòîêñè÷íîñòè ÅÊÊ íà êëåòêàõ, ëèçèñ êîòîðûõ îñóùå-
ñòâëÿåòñÿ ïåðôîðèí-ãðàíçèìíûì ïóòåì. Ñóäÿ ïî ïðåäâà-
ðèòåëüíûì äàííûì, ÖÈ ñïëåíîöèòîâ êðûñ â 24-÷àñîâîì
òåñòå ïðè ñîîòíîøåíèè ýôôåêòîðîâ ê ìèøåíÿì 25 : 1 ñî-
ñòàâëÿåò 19 %, ÷òî ñóùåñòâåííî íèæå ðåçóëüòàòîâ, ïîëó-
÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëÿþò
ñäåëàòü ñëåäóþùåå çàêëþ÷åíèå. Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíà-
ëèç ÿâëÿåòñÿ äîñòóïíûì, íàäåæíûì è äîñòîâåðíûì ìåòî-
äîì äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ
ïî îòíîøåíèþ ê ìîíîñëîéíûì êëåòî÷íûì ëèíèÿì è èçó÷å-
íèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÊÌ.
Ñâåæåâûäåëåííûå «íàèâíûå» ñïëåíîöèòû êðûñ îáëàäàþò
íåîáõîäèìûì ïîòåíöèàëîì äëÿ öèòîëèçà àäãåçèâíûõ êëå-
òîê ãåïàòîì è êðûñ, è ìûøåé, òîãäà êàê ëèòè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ ìûøèíûõ ñïëåíîöèòîâ íà òå æå ÊÌ â óñëîâèÿõ íàøèõ

ýêñïåðèìåíòîâ ìû íå îáíàðóæèëè. Íåàêòèâèðîâàííûå «íà-
èâíûå» ñïëåíîöèòû êðûñ íàðÿäó ñ ïåðôîðèí-ãðàíçèìíûì
ïóòåì öèòîëèçà ÊÌ ñïîñîáíû èíäóöèðîâàòü ìåõàíèçì
TNF-çàâèñèìîãî àïîïòîçà, ÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ýêñ-
ïðåññèè íà èõ ïîâåðõíîñòè TNF-ëèãàíäîâ. ÅÊÊ-îïîñðåäî-
âàííàÿ ãèáåëü êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðîèñõîäèò ïðåè-
ìóùåñòâåííî ïóòåì ãðàíóëÿðíîãî ýêçîöèòîçà, à êëåòîê ãå-
ïàòîìû ÍÒÑ — ïóòåì êëàññè÷åñêîãî àïîïòîçà, ò. å.
ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëÿåò îöåíèâàòü ñóììàð-
íûé öèòîòîêñè÷åñêèé ïîòåíöèàë ÝÊ.

Îáñóæäåíèå

Çà ïîñëåäíèå 10—15 ëåò ïðåäñòàâëåíèÿ î ìîëåêóëÿð-
íûõ ìåõàíèçìàõ âçàèìîäåéñòâèÿ ÝÊ ñèñòåìû åñòåñòâåí-
íîé ðåçèñòåíòíîñòè îðãàíèçìà ñ ÊÌ ïðèíöèïèàëüíî èç-
ìåíèëèñü. Îêàçàëîñü, ÷òî äëÿ èñïîëíåíèÿ ñâîèõ âðîæ-
äåííûõ ôóíêöèé ÅÊÊ íåäîñòàòî÷íî îòñóòñòâèÿ íà
ïîâåðõíîñòè àáåððàíòíûõ êëåòîê ìîëåêóë ÃÊÃ êëàññà I, à
òðåáóåòñÿ íàëè÷èå ëèãàíäîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ âçàèìíîå
óçíàâàíèå è ñâÿçûâàíèå ïàðû ýôôåêòîð—ìèøåíü è â êî-
íå÷íîì èòîãå îïîñðåäóþùèõ òîò èëè èíîé ïóòü ãèáåëè.

Âîïðîñ î ìåõàíèçìàõ ÅÊÊ-îïîñðåäîâàííîé ãèáåëè
êëåòîê ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ êàðöèíîì èçó÷åí íåäîñòàòî÷-
íî. Èçâåñòíî, ÷òî ãåïàòîöèòû â áîëüøåé ñòåïåíè ÷óâñòâè-
òåëüíû ê TNF-îïîñðåäîâàííîìó àïîïòîçó, ÷åì äðóãèå
êëåòêè îðãàíèçìà, à ñèñòåìà Fas/FasL âûïîëíÿåò ôèçèî-
ëîãè÷åñêóþ ðîëü â àïîïòîçå êëåòîê ïå÷åíè (Galle, Kramer,
1998; Feldmann, 2006). Áîëåçíè ïå÷åíè, è â ÷àñòíîñòè ãå-
ïàòîöåëëþëÿðíûå êàðöèíîìû, ïðèâîäÿò ê íàðóøåíèþ ðå-
ãóëÿöèè ýòîé ñèñòåìû. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü íîðìàëü-
íûì ãåïàòîöèòàì áîëüøèíñòâî êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîì
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ïðåäîáðàáîòêè ïàðàôîðìàëüäåãèäîì (ÏÔ) ýôôåêòîðíûõ êëåòîê (ÝÊ) — ñïëåíîöèòîâ êðûñ íà èõ öèòîòîêñè÷å-
ñêóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè êëåòîê-ìèøåíåé (ÊÌ).

Â ðåçóëüòàòå 24-÷àñîâîé ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè èíòàêòíûå ñïëåíîöèòû (2—4 ) àêòèâíî ëèçèðóþò êëåòêè êðûñèíûõ ãåïàòîì Çàéäåëà (à) è ÍÒÑ (á).
Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà ñïëåíîöèòîâ 0.5%-íûì ÏÔ èíãèáèðóåò ëèçèñ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà (à — 5, 6) è íå èçìåíÿåò öèòîòîêñè÷íîñòü ÝÊ â îò-
íîøåíèè êëåòîê ãåïàòîìû ÍÒÑ (á — 5, 6). Êîíòðîëü — êëåòêè ãåïàòîì, èíêóáèðîâàííûå áåç äîáàâëåíèÿ ÝÊ (1). Ñîîòíîøåíèÿ ÝÊ / ÊÌ ñîñòàâëÿþò

5 : 1 (2), 10 : 1 (3, 5) è 25 : 1 (4, 6).



âïîëíå óñòîé÷èâû ê TNF-îïîñðåäîâàííîìó àïîïòîçó, èí-
äóöèðîâàííîìó ëèáî ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê
«ðåöåïòîðàì ñìåðòè», ëèáî ðàñòâîðèìûìè «ëèãàíäàìè
ñìåðòè» (Yano et al., 1996). Ìåæäó òåì, ðåçèñòåíòíîñòü ê
TNF-îïîñðåäîâàííîìó àïîïòîçó ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñóùåñò-
âåííûì øàãîì íà ïóòè «óñêîëüçàíèÿ» òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê îò èììóííîãî íàäçîðà îðãàíèçìà. Â ëèòå-
ðàòóðå íàì âñòðåòèëîñü åäèíñòâåííîå èññëåäîâàíèå, íà-
ïðàâëåííîå íà âûÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ ÅÊÊ-ëèçèñà êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîì ÷åëîâåêà HepG2 è
Hep3B, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ Fas+ è Fas– ñîîòâåòñòâåííî (Kim
et al., 2004). ×åðåç 4 ÷ èíêóáàöèè ñ ôðàêöèåé ÅÊÊ ÷åëîâåêà
àâòîðû îòìå÷àþò îò÷åòëèâûå ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè
ñìåðòè áîëüøèíñòâà êëåòîê îáåèõ ëèíèé. Ïðè ïîñòàíîâêå
ñòàíäàðòíîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî òåñòà îêàçàëîñü, ÷òî îáå
êëåòî÷íûå ëèíèè àêòèâíî ëèçèðóþòñÿ ÅÊÊ-îïîñðåäîâàí-
íûì íåêðîòè÷åñêèì ïóòåì; â òî æå âðåìÿ, ïî äàííûì
JAM-òåñòà, îñíîâàííîãî íà îïðåäåëåíèè ñòåïåíè ôðàãìåí-
òàöèè ÄÍÊ, ÅÊÊ èíäóöèðóþò àïîïòîç â êëåòêàõ ãåïòîìû
Hep3B. Ìÿãêàÿ ôèêñàöèÿ ýôôåêòîðîâ ÏÔ íå îêàçûâàåò èí-
ãèáèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà îñâîáîæäåíèå 3H-òèìèäèíà ýòè-
ìè êëåòêàìè, ÷òî ïîçâîëèëî àâòîðàì ïðåäïîëîæèòü ñóùå-
ñòâîâàíèå ïåðôîðèííåçàâèñèìîãî àïîïòîòè÷åñêîãî ìåõà-
íèçìà ãèáåëè êëåòîê Hep3B è çàòåì ïîêàçàòü, ÷òî
âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ìåìáðàííûå
TNF-ëèãàíäû ÅÊÊ è ïîâåðõíîñòíûå TNF-ðåöåïòîðû ÊÌ
(â äàííîì ñëó÷àå — TRAIL/TRAIL-ðåöåïòîðû).

Â íàøåé ðàáîòå äëÿ èçó÷åíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî äåé-
ñòâèÿ ñïëåíîöèòîâ íà êëåòêè êðûñèíûõ è ìûøèíûõ ãåïà-
òîì èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèè ñâåæåâûäåëåííûõ íåôðàê-
öèîíèðîâàííûõ êëåòîê ñåëåçåíîê áåñïîðîäíûõ êðûñ è
ìûøåé C3HA, ò. å. íàðÿäó ñ ïîïóëÿöèåé ÅÊÊ, äîëÿ êîòî-
ðûõ â ýòîì îðãàíå ìûøåé ñîñòàâëÿåò 3—9 % îò âñåé ïî-
ïóëÿöèè ÌÍÊ (Harrington et al., 1997), ïðèñóòñòâóþò T-,
B-ëèìôîöèòû è ìàêðîôàãè, ôîðìèðóþùèå çàìåäëåííûé
àäàïòèâíûé (ñïåöèôè÷åñêèé) èììóííûé îòâåò. Ïîñêîëü-
êó àêòèâíîñòü ÅÊÊ îòíîñèòñÿ ê ñèñòåìå åñòåñòâåííîãî
(íåñïåöèôè÷åñêîãî) èììóíèòåòà, îíà ìîæåò áûòü çàôèê-
ñèðîâàíà â áëèæàéøèå ÷àñû ïîñëå êîíòàêòà ýôôåêòîðîâ ñ
àáåððàíòíûìè êëåòêàìè, êîãäà àêòèâíîñòü äðóãèõ ÝÊ åùå
íå îïðåäåëÿåòñÿ. Íàïðèìåð, ñðåäè ñóáïîïóëÿöèé ñâåæå-
âûäåëåííûõ ÌÍÊ ÷åëîâåêà òîëüêî ÅÊÊ èíäóöèðîâàëè
àïîïòîç êëåòîê êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû MCF-7, òîã-
äà êàê àêòèâíîñòü T-, B-êëåòîê è ìàêðîôàãîâ íå ðåãèñòðè-
ðîâàëàñü íè â 4-÷àñîâîì 51Cr-òåñòå, íè â 1-÷àñâîì 3H-òè-
ìèäèíîâîì àïîïòîçíîì òåñòå (Vujanovic et al., 1996). Òàê-
æå ÌÍÊ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè äîíîðîâ ïîñëå óäàëåíèÿ
èç èõ ñîñòàâà ÅÊÊ íå ïðîÿâëÿëè ñïîíòàííîé öèòîòîêñè÷-
íîñòè íè â îòíîøåíèè êëåòîê K562 â 4-÷àñîâîì 51Cr-òåñ-
òå, íè â îòíîøåíèè êëåòîê êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû
ÂÒ-20 â 24-÷àñîâîì ìèêðîöèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå (Wahl-
berg et al., 2001).

Âûáîð ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà äëÿ ïðîâåäåíèÿ
íàøåãî èññëåäîâàíèÿ äèêòîâàëñÿ ðÿäîì ïðè÷èí, ñðåäè êî-
òîðûõ âàæíîå çíà÷åíèå èìåë òîò ôàêò, ÷òî è â êëè-
íè÷åñêîé ïðàêòèêå, è â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàáîòå âàæíî
ó÷èòûâàòü âåñü ëèòè÷åñêèé ïîòåíöèë ÝÊ. Ïî äàííûì
Âàëáåðãà ñ ñîòðóäíèêàìè (Wahlberg et al., 2001), ìèêðî-
öèòîòîêñè÷åñêèé òåñò, îñíîâàííûé íà òåõ æå ïðèíöèïàõ,
÷òî è ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç, è âûïîëíåííûé íà àäãå-
çèâíûõ êëåòêàõ ÂÒ-20, óñòîé÷èâûõ ê ÅÊÊ-ëèçèñó â ñòàí-
äàðòíîì 51Cr-òåñòå, ôèêñèðóåò ñíèæåíèå ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áîëü-
íûõ óæå íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû; â òî
æå âðåìÿ ïðè ïðîâåäåíèè 51Cr-òåñòà íà êëåòêàõ K562 äî-

ñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ â óðîâíÿõ åñòåñòâåííîé öèòîòîê-
ñè÷íîñòè ìåæäó ýòèìè ïàöèåíòàìè è äîíîðàìè íå
îïðåäåëÿþòñÿ. Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàíåå ïðèìå-
íÿëñÿ àâòîðàìè ìåòîäà â ðàáîòå c ëèìôîêèíàêòèâèðîâàí-
íûìè êèëëåðíûìè êëåòêàìè è ìûøèíîé ìîíîñëîéíîé ëè-
íèåé ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê 10Ò½ (Geldhof et al.,
2002). Ïðèíöèï ìåòîäà îñíîâàí íà ñîâðåìåííûõ ïðåä-
ñòàâëåíèÿõ î ðîëè èíòåãðèíîâ â ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ, íåîá-
õîäèìûõ äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòîê, îò êîìïîíåíòîâ âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà â êëåòêó. Ðàçðóøåíèå êîíòàêòîâ ìåæäó
èíòåãðèíàìè è áåëêàìè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà âûçûâà-
åò ãèáåëü ýïèòåëèàëüíûõ è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóòåì
àïîïòîçà, èëè «àíîèêèñà» (àïîïòîçà àäãåçèîííûõ êëåòîê â
ðåçóëüòàòå ïîòåðè êîíòàêòà ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì).
Èíòåãðèíû êîíòàêòèðóþò ñ ëèãàíäàìè âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà â ìåñòàõ ôîêàëüíîé àäãåçèè, ãäå ñîñðåäîòî÷åíû
pp125-êèíàçà ôîêàëüíîé àäãåçèè (FAK) / cSrc-êîìïëåêñ,
Ras è Rho GTPàçû, àäàïòåðíûå áåëêè Cas/Crk, ó÷àñò-
âóþùèå â íà÷àëüíûõ ýòàïàõ ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ âíóòðè
êëåòêè (Guan, 1997). Ïðîâåäåíèå ñèãíàëà íà÷èíàåòñÿ ñî
ñâÿçûâàíèÿ èíòåãðèíîâîãî ðåöåïòîðà ñ ëèãàíäîì, ÷òî âå-
äåò ê àêòèâàöèè è àóòîôîñôîëèðîâàíèþ FAK ïî Tyr397.
Êàê îêàçàëîñü, ïðè÷èíà îòêðåïëåíèÿ àäãåçèîííûõ êëåòîê
îò êîìïîíåíòîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà çàêëþ÷àåòñÿ â
äåãðàäàöèè FAK àêòèâèðîâàííûìè êàñïàçàìè íà ðàííèõ
ýòàïàõ êëàññè÷åñêîãî àïîïòîçà: óæå ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ Fas-ëèãàíäà, TRAIL èëè äðóãèõ ôàêòîðîâ, èíäó-
öèðóþùèõ àïîïòîç, â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå îáíàðóæèâà-
þòñÿ ôðàãìåíòû FAK ñ ìîë. ìàññàìè 85 è 77 êÄà (Wen et
al., 1997). Ôðàãìåíòàöèÿ FAK ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, îïîñðåäîâàííûõ èíòåãðèíàìè, è îò-
êðåïëåíèþ êëåòîê îò ñóáñòðàòà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîð-
ôîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà àâòîðû ïðîâîäèëè ñîâìåñòíóþ
èíêóáàöèþ ëèìôîêèíàêòèâèðîâàííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê
ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè 10Ò½ â êóëüòóðàëü-
íûõ ÷àøêàõ 10 ñì2 ïðè ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ îò 0.75 : 1
äî 6 : 1 è ÷åðåç 2 ÷ îòìå÷àëè ãèáåëü ÊÌ è èõ îòêðåïëåíèå
îò ïëàñòèêà. Ïîñëå óäàëåíèÿ âñåõ ôëîòèðóþùèõ êëåòîê
ðàñ÷åò ÖÈ ÝÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðî-
ãðàììû àíàëèçà èçîáðàæåíèé è äëÿ ýòîãî îáñ÷èòûâàëè ïî-
ðÿäêà 10 ïîëåé çðåíèÿ ôèêñèðîâàííûõ è îêðàøåííûõ êëå-
òîê 10Ò½, íàáëþäàåìûõ ïîä ìèêðîñêîïîì. Ìû àäàïòèðîâà-
ëè ìåòîä ê íàøèì óñëîâèÿì è ðàáîòå ñ ÅÊÊ, à èìåííî ñî
ñïëåíîöèòàìè. Àäãåçèâíûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû âûðàùè-
âàëè â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ, ÷òî ïîçâîëÿåò íå òîëüêî
ðàáîòàòü ïðè áîëåå âûñîêèõ ñîîòíîøåíèÿõ ÝÊ / ÊÌ, íî è
àíàëèçèðîâàòü íåñêîëüêî ïàðàëëåëüíûõ ëóíîê. Êðîìå òîãî,
ìû ïðîâîäèëè öèôðîâóþ ñúåìêó ïëàíøåòà ñ ïîñëåäóþùåé
êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêîé áîëüøåé ÷àñòè îêðàøåííîãî
ìîíîñëîÿ, ÷òî ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå îáúåêòèâíûì ïîäõî-
äîì. Ê íåñîìíåííûì äîñòîèíñòâàì îïèñûâàåìîãî ìåòîäà
îòíîñÿòñÿ åãî ïðîñòîòà, äîñòóïíîñòü, îòñóòñòâèå íåîáõîäè-
ìîñòè â èñïîëüçîâàíèè ðàäèîàêòèâíûõ èçîòîïîâ èëè äîðî-
ãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ è óáåäèòåëüíàÿ íàãëÿäíîñòü.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ìîðôîìåòðè-
÷åñêèé àíàëèç ìîæåò áûòü ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàí äëÿ
îïðåäåëåíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ è èçó÷å-
íèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ ÝÊ íà ÊÌ, îñî-
áåííî â 24-÷àñîâûõ òåñòàõ, êîãäà àêòèâíîñòü ëèìôîöèòîâ
äîñòèãàåò áîëåå âûñîêèõ çíà÷åíèé è îòìå÷àåòñÿ ñòàáèëü-
íîñòü ðåçóëüòàòîâ. Äðóãèå àâòîðû òàêæå îòäàþò ïðåäïî÷-
òåíèå 24-÷àñîâîìó êîíòàêòó ÝÊ ñ ÊÌ, óêàçûâàÿ íà òî, ÷òî
â îòíîøåíèè ïðèêðåïëåííûõ ìèøåíåé àêòèâíîñòü ëèì-
ôîöèòîâ ãðàäóàëüíî íàðàñòàåò, äîñòèãàÿ ìàêñèìàëüíûõ
çíà÷åíèé ÷åðåç 24 ÷ (Wahlberg et al., 2001; Wang et al.,
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2004). Ìû îáíàðóæèëè âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
àäãåçèâíûõ ëèíèé êðûñèíûõ ãåïàòîì ÍÒÑ è Çàéäåëà ê
òîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ, íî ìåõàíèçìû öèòîëèçà
ÊÌ îêàçàëèñü ðàçëè÷íûìè: äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäå-
ëà — ïåðôîðèí-ãðàíçèìíûé, à äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû
ÍÒÑ — êëàññè÷åñêèé àïîïòîç. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíè-
ìàíèå ñëåäóþùèé ôàêò: ïðè ïîñòàíîâêå ñòàíäàðòíîãî
24-÷àñîâîãî 3H-óðèäèíîâîãî òåñòà ñ êëåòêàìè ãåïàòîìû
Çàéäåëà ïðè ñîîòíîøåíèè ÝÊ / ÊÌ 25 : 1 ÖÈ ñïëåíîöè-
òîâ ñîñòàâëÿåò îêîëî 19 %, òîãäà êàê ïî äàííûì ìîðôî-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà — 78 %, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ
âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ìåòîäîâ, îñíîâàííûõ íà àä-
ãåçèâíûõ ñâîéñòâàõ êëåòîê (Wang et al., 2004). Íàïðèìåð,
ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíîãî 51Cr-òåñòà äëÿ äîñòèæå-
íèÿ óðîâíÿ ëèçèñà ÊÌ, ñîïîñòàâèìîãî ñ äàííûìè ìîðôî-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà, ñîîòíîøåíèå ÝÊ / ÊÌ äîëæíî
áûòü óâåëè÷åíî â 5 ðàç (Geldhof et al., 2002).

Íà ôîíå êðûñèíûõ ñïëåíîöèòîâ, àêòèâíî ëèçèðóþ-
ùèõ ÊÌ, íåîæèäàííûìè îêàçàëèñü ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åí-
íûå ñî ñïëåíîöèòàìè ìûøåé C3HA: âñå òåñòèðóåìûå
íàìè êëåòêè ìûøèíûõ è êðûñèíûõ ãåïàòîì ïðîÿâèëè
óñòîé÷èâîñòü ïî îòíîøåíèþ ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñò-
âèþ ñïëåíîöèòîâ ìûøåé. Ìåõàíèçìû ðåçèñòåíòíîñòè
îïóõîëåâûõ êëåòîê ê ÅÊÊ-ëèçèñó èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî,
è íà ýòîò ñ÷åò ìîæíî âûñêàçàòü ëèøü íåêîòîðûå ñîîáðà-
æåíèÿ. Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, ÅÊÊ, âûäåëåííûå èç ðàç-
íûõ îðãàíîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ èëè íàõîäÿùèåñÿ íà
ðàçíûõ óðîâíÿõ äèôôåðåíöèðîâêè, èñïîëüçóþò ðàçëè÷-
íûå ìåõàíèçìû äëÿ öèòîëèçà ÊÌ. Íàïðèìåð, åñëè ÌÍÊ
èç ïå÷åíè ìûøåé Ñ3Í ñîäåðæàò íåáîëüøóþ ñóáïîïóëÿ-
öèþ (5.5 %) TRAIL-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòîê è ìîãóò èí-
äóöèðîâàòü àïîïòîç îïóõîëåâûõ êëåòîê, òî ñóáïîïóëÿöèè
ÌÍÊ, èçîëèðîâàííûå èç ñåëåçåíêè, íå ýêñïðåññèðóþò
TRAIL è ñîîòâåòñòâåííî èõ ó÷àñòèå â ýòîì ïðîöåññå íå-
âîçìîæíî (Takeda et al., 2001). Îòñóòñòâèå èíôîðìàöèè
îòíîñèòåëüíî ýêñïðåññèè ýòèõ «ëèãàíäîâ ñìåðòè» íà ïî-
âåðõíîñòè ðàçëè÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé ÅÊÊ êðûñ è ìûøåé
C3HA íå ïîçâîëÿåò íàì îäíîçíà÷íî òðàêòîâàòü ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû, íî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ñïëåíîöè-
òû êðûñ ýêñïðåññèðóþò TNF-ëèãàíäû, à ñïëåíîöèòû ìû-
øåé C3HA ïîäîáíî ìûøàì Ñ3Í èõ íå ñèíòåçèðóþò. Èí-
òåðåñíûå ïðåäñòàâëåíèÿ î ïðèðîäå ðåçèñòåíòíîñòè
îïóõîëåâûõ êëåòîê ñîäåðæàòñÿ â ñòàòüå Ñòèâåíñîíà ñ ñî-
òðóäíèêàìè (Stevenson et al., 1989), êîòîðûå îáíàðóæèëè
îáðàòíóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó ïîòåíöèàëîì êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà è èõ
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ.
Îïóõîëåâàÿ êëåòêà èìååò áîëåå íèçêèé òðàíñìåìáðàííûé
ïîòåíöèàë, ÷åì íîðìàëüíàÿ ïîêîÿùàÿñÿ êëåòêà, è âî âðå-
ìÿ ãåïàòîêàíöåðîãåíåçà ó êðûñ ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë
ãåïàòîöèòîâ ñíèæàåòñÿ îò –28 äî –15 ìÂ. Êëåòêè ñ íàèáî-
ëåå âûñîêèì ìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì îêàçàëèñü ïðàê-
òè÷åñêè ðåçèñòåíòíûìè ê ÅÊÊ-ëèçèñó. Âûñêàçûâàþòñÿ
ïðåäïîëîæåíèÿ î ðîëè èíãèáèðóþùèõ ìåõàíèçìîâ, íèç-
êèõ óðîâíÿõ ýêñïðåññèè ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè ÊÌ ê
àêòèâèðóþùèì ðåöåïòîðàì ÅÊÊ è ïð., îäíàêî îïðåäåëåí-
íîñòü â ýòîì âîïðîñå îòñóòñòâóåò (Romanski et al., 2005;
Hasenkamp et al., 2006).
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THE MORPHOMETRIC ANALYSIS OF CYTOTOXICAL ACTION OF RATS

AND MICE SPLENOCYTES AGAINST CONFLUENT MONOLAYER CELL LINES OF HEPATOMAS
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The present study was aimed to examine the possibility to use of the morphometric analysis for estimation
of the total natural cytotoxic activity of rat and mice C3HA splenocytes against the cultured target cells which
formed confluent monolayers. By means of this method we have revealed that two rat monolayer hepatoma cell
lines — HTC and Zajdela — were sensitive to cytolysis mediated by rat effector cells, but not splenocytes of
C3HA mice. The mild pretreatment with 0.5 % paraformaldehyde of the rat splenocytes produced a significant
decrease only in the cytotoxic activity against the target cells line Zajdela and don’t affect the lysis of the other
target HTC cells. These results suggest that the natural cytotoxic rat cells may mediate their lytic functions to-
ward tested target lines by different ways. In the case of HTC cells as the targets the effectors induce «death re-
ceptor»-mediated apoptosis, as to target cells Zajdela they deliver lethal hit by perforin-granzyme exocytosis
mechanism. The cultured cell monolayers of mice hepatoma — MH-22a and BWTG3 — cells showed under
conditions of our experiments the resistance to cytolysis by homological effector cells; however, the hepatoma
MH-22a cells were susceptible to killing mediated by rat cytotoxic splenocytes.

K e y w o r d s: apoptosis, hepatoma, natural killer cells, lymphocytes, splenocytes, cytotoxic activity, effec-
tor cells.
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