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Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ áûë îáíàðóæåí ýôôåêò IFNg íà òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà EGF è çà-
âèñèìîñòü ýòîãî ýôôåêòà îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà (Burova et al., 2007; Ãîí÷àð è äð., 2008). Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ IFNg íà ðîñò è âûæèâàåìîñòü òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê ýïèòåëèàëüíîé ïðèðîäû ëèíèé À431, HeLa è HEK293, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ðàçëè÷íûå
êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðà EGF. Óñòàíîâèëè, ÷òî êëåòêè ÍÅK293 óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ IFNg, òîãäà êàê À431
è HeLa â ýòèõ óñëîâèÿõ çàìåäëÿþò ðîñò è ãèáíóò. Èíãèáèðîâàíèå êëåòî÷íîãî ðîñòà îïðåäåëÿëè ïðÿìûì
ïîäñ÷åòîì êëåòîê è ìåòîäîì ÌÒÒ. Ãèáåëü êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî îêðàøèâàíèþ èîäèäîì ïðîïèäèÿ íå-
ïåðìåàáèëèçîâàííûõ êëåòîê. Ðàçíèöó â ãèáåëè èññëåäîâàííûõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè IFNg ìû ñâÿçûâàåì
ñ ðàçëè÷íûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF â ýòèõ êëåòêàõ. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ïîêàçàëè, ÷òî IFNg âûçûâàåò èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ôàçàì öèêëà, íî íå ïðèâîäèò ê
âîçíèêíîâåíèþ áëîêîâ. Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ îá àêòèâàöèè êàñïàçû 3 â IFNg-ñòèìóëèðîâàííûõ
êëåòêàõ À431 ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî èõ ãèáåëü ïðîèñõîäèò àïîïòîòè÷åñêèì ïóòåì ñ ó÷àñòèåì êàñïàçû 3.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: IFNg, ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, àïîïòîç, êëåòî÷íûé öèêë,
À431, HeLa.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, IFNg — èíòåðôåðîí ãàììà,
PI — èîäèä ïðîïèäèÿ, ÌÒÒ — thyazolyl blue tetrazolium bromide.

Èíòåðôåðîí ãàììà (IFNg) ñïîñîáåí ýôôåêòèâíî èíãè-
áèðîâàòü ðîñò ðÿäà ìîäåëüíûõ îïóõîëåé (Ferrantini, Belar-
delli, 2000; Pang et al., 2005), à òàêæå êëåòîê ðàçëè÷íûõ
òèïîâ, âêëþ÷àÿ ïåðâè÷íûå ãåïàòîöèòû (Wen et al., 1997;
Ruiz-Ruiz et al., 2000; McCullough et al., 2007). Àíòèïðî-
ëèôåðàòèâíûé ýôôåêò IFNg òêàíåñïåöèôè÷åí è çàâèñèò
îò òèïà êëåòîê.

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ íà ëèíèÿõ êëåòîê ýïè-
òåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (À431, HeLa è HEK293)
áûëî ïîëó÷åíî äîêàçàòåëüñòâî çàâèñèìîñòè ïðîöåññà
IFNg-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF îò
óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè (Burova et al., 2007; Ãîí÷àð è äð.,
2008). Êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431,
ýêñïðåññèðóþùèå áîëåå 2.5 ìëí ìîëåêóë ðåöåïòîðà EGF
íà êëåòêó, äåìîíñòðèðîâàëè IFNg-çàâèñèìóþ òðàíñàêòè-
âàöèþ ðåöåïòîðà EGF. Â ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ äðóãîé ïðèðîäû — HeLa (ðàêà øåéêè ìàòêè),
èìåþùèõ îêîëî 50 òûñ. ìîëåêóë ðåöåïòîðà íà êëåòêó,
òàêæå íàáëþäàëè IFNg-èíäóöèðîâàííóþ òðàíñàêòèâàöèþ
ðåöåïòîðà EGF, íî áîëåå ñëàáóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêà-
ìè À431. Íàïðîòèâ, â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷êè ýìá-
ðèîíà ÷åëîâåêà ÍÅK293, èìåþùèõ ìåíåå 10 òûñ. ìîëåêóë
ðåöåïòîðà EGF íà êëåòêó, òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà íå
îáíàðóæèëè. Òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF áûëà ðàí-
íèì îòâåòîì íà äåéñòâèå IFNg (÷åðåç 1—3 ìèí) è èìåëà
âðåìåííûé õàðàêòåð. Áèîëîãè÷åñêèé ýôôåêò IFNg, íàïðî-
òèâ, îáû÷íî ïðîÿâëÿåòñÿ ÷åðåç íåñêîëüêî ñóòîê âîçäåéñò-
âèÿ. Ïðè ýòîì îñòàåòñÿ íåèçó÷åííûì âîïðîñ î ñòåïåíè

êîððåëÿöèè âûæèâàåìîñòè êëåòîê â îòâåò íà äåéñòâèå
IFNg è êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðà EGF.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû: íà êëåòêàõ À431, HeLa è
HEK293 ïðîâåðèòü ïðåäïîëîæåíèå î çàâèñèìîñòè àíòè-
ïðîëèôåðàòèâíîãî äåéñòâèÿ IFNg îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðà EGF, à òàêæå ïîïûòàòüñÿ îïðåäåëèòü ìåõàíèçì
ðåàëèçàöèè ýòîãî äåéñòâèÿ. Â òàêîì ñðàâíèòåëüíîì àñ-
ïåêòå èññëåäîâàíèÿ äî ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëèñü, õîòÿ èçâå-
ñòíû äàííûå îá àíòèïðîëèôåðàòèâíîì äåéñòâèè IFNg íà
êëåòêè À431 è HeLa (Chin et al., 1997).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè êëåò-
êè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè A431 è ýì-
áðèîíàëüíûå êëåòêè ïî÷êè ÷åëîâåêà ëèíèè HEK293, ïî-
ëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
HeLa (ýïèòåëèé ðàêà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà) áûëè ïîëó-
÷åíû èç äâóõ èñòî÷íèêîâ — èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè
êëåòî÷íûõ êóëüòóð (äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
ïî ìåòîäó ÌÒÒ) è îò ä-ðà Shuh Narumiya (Kyoto Universi-
ty, ßïîíèÿ), êîòîðûå èñïîëüçîâàëè âî âñåõ îñòàëüíûõ òåñ-
òàõ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), ñîäåðæàùåé ãëóòàìèí, 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êðîâè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà.
Äëÿ êðèâîé ðîñòà êëåòêè ñåÿëè íà 12-ëóíî÷íóþ ïëàòó
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(Nunc, Äàíèÿ), ñíèìàëè ñìåñüþ ðàñòâîðîâ Âåðñåíà è
òðèïñèíà (7 : 3) ÷åðåç êàæäûå 24 ÷ â òå÷åíèå 4 ñóò. Äëÿ
êàæäîé òî÷êè áðàëè ïî 3 ëóíêè.

Â û ÿ â ë å í è å à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å ò î ê. Êëåòêè,
îòêðåïèâøèåñÿ îò ïëàñòèêà è ñíÿòûå ñ ïëàñòèêà ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ Âåðñåíà è õèìîïñèíà, îáúåäèíÿëè è ïîìåùàëè
íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå ïî-
ëèëèçèíîì (Sigma, ÑØÀ). Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì
ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà, îêðàøèâàëè ôëóîðîõðîìîì
DAPI (4R,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë) è çàêëþ÷àëè â ñðå-
äó, ñîäåðæàùóþ ïðîïèëãàëàò, êîòîðûé ïðåäîõðàíÿåò
ôëóîðîõðîì îò âûãîðàíèÿ. Äëÿ àíàëèçà ïðåïàðàòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìèêðîñêîï Axioscope (Zeiss,
Ãåðìàíèÿ). Ôëóîðåñöåíöèþ DAPI âîçáóæäàëè ñâåòîì ñ
äëèíîé âîëíû 280 íì. Â êàæäîì ïðåïàðàòå ïîäñ÷èòûâàëè
íå ìåíåå 500 êëåòîê.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷-
í î ã î ö è ê ë à îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè. Ïåðåä èçìåðåíèåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â
PBS, ñîäåðæàùåì 0.02 % ñàïîíèíà, çàòåì òðèæäû îòìû-
âàëè îò ñàïîíèíà ïðè ïîìîùè PBS è èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â PBS, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë
èîäèäà ïðîïèäèÿ (PI) è 250 ìêã/ìë ðèáîíóêëåàçû. Êîëè-
÷åñòâî «ìåðòâûõ» êëåòîê îöåíèâàëè ïî îêðàøèâàíèþ
èîäèäîì ïðîïèäèÿ íåïåðìåàáèëèçîâàííûõ êëåòîê. Àíà-
ëèç êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà è êîëè÷åñòâî
«ìåðòâûõ êëåòîê» ïðîâîäèëè íà äâóõëàçåðíîì ïðîòî÷íîì
öèòîìåòðå ATC 3000 (Brucker, Ãåðìàíèÿ). Â êàæäîì ýêñ-
ïåðèìåíòå îöåíèâàëè íå ìåíåå 20 òûñ. êëåòîê. Äàííûå
ïîëó÷åíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû ModFit 2.0.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê, âûðàùåííûõ íà
96-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ (Nunc, Äàíèÿ), îöåíèâàëè êàæäûå
24 ÷ â òå÷åíèå 4 ñóò; äëÿ ýòîãî êëåòêè íà ïëàòå èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 2 ÷ â ïðèñóòñòâèè 50 ìêë ðàñòâîðà ÌÒÒ
(thiazolyl blue tetrazolium bromide, 0.715 ìã/ìë) (Sigma,
ÑØÀ) â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ ñûâîðîòêîé â ÑÎ2-èíêóáàòîðå.
Ïîñëå èíêóáàöèè ñðåäó çàìåíÿëè íà äèìåòèëñóëüôîêñèä
(ÄÌÑÎ) è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà ïðè
570 íì íà ïðèáîðå UNIPLAN («Ïèêîí», Ðîññèÿ). Â êàæ-
äîì îïûòå èñïîëüçîâàëè 5 ïîâòîðîâ äëÿ êàæäîé òî÷êè.
Ñðåäíåå çíà÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íîðìàëèçîâàëè ê
ñðåäíåìó çíà÷åíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ëóíîê â ìî-
ìåíò ïåðåä äîáàâëåíèåì IFNg.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò î ò à ë ü í û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è-
ç à ò î â. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè êëåòîê ñ IFNg âñå
äàëüíåéøèå ïðîöåäóðû ïðîâîäèëè ïðè 4 °Ñ. Êëåòêè ïðî-
ìûâàëè 3 ðàçà ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 5 ìÌ NaF è
1 ìÌ Na3VO4. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òîòàëüíîãî ëèçàòà èñ-
ïîëüçîâàëè ëèçèðóþùèé áóôåð, ñîäåðæàùèé 50 ìÌ
Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5), 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ
NaF, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà,
àïðîòèíèíà è ïåïñòàòèíà, 10 % ãëèöåðèíà è 1 % Òðèòîíà
X-100. Ïðèãîòîâëåíèå êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ýëåêòðîôîðåç â
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ýëåêòðîïåðåíîñ íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó, èììóíîîêðàøèâàíèå áåëêîâ è èõ äå-
òåêöèþ ïðè ïîìîùè ìåòîäà ECL ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Áóðîâà è äð., 2003).

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ àêòèâíîé
(ðàñùåïëåííîé ïî Asp175) êàñïàçû 3 (Cell Signaling Tech-
nology, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000. Â êà÷åñòâå âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà, GAR-HRP (Cell Signaling Technolo-
gy, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 10 000.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè ïðîèç-
âîäñòâà «Âåêòîí» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ðåêîìáèíàíòíûé
IFNg ÷åëîâåêà è ïðî÷èå ðåàêòèâû (Sigma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðàííèõ ðàáîòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äåéñòâèå IFNg
íà êëåòêè À431 ïðèâîäèò ê ìîðôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíè-
ÿì è ãèáåëè êëåòîê (Chang et al., 1987), ÷òî ñâÿçûâàëîñü ñ
ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà EGF è óñêîðåíèåì
òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê (Bernstein et al.,
1988). Ãèáåëü êëåòîê HeLa òàêæå íàáëþäàëàñü ïðè îáðà-
áîòêå IFNg (Lizard et al., 1996; Chin et al., 1997). Ìû ïðî-
âåëè ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ðîñòà êëåòîê À431,
HeLa è HEK293 (ñ ðàçíîé ýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà EGF)
ïðè äåéñòâèè IFNg â òå÷åíèå 3 ñóò ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ
ïîäõîäîâ: ïðÿìîãî ïîäñ÷åòà êëåòîê (äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðè-
âîé ðîñòà) è ÌÒÒ-àíàëèçà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöåíèòü
÷èñëî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ïî èõ ñóììàðíîé ìèòîõîí-
äðèàëüíîé äåãèäðîãåíàçíîé àêòèâíîñòè. Îáà èñïîëüçî-
âàííûõ ìåòîäà äàëè îäèíàêîâûå ðåçóëüòàòû.

Ïî äàííûì ÌÒÒ-àíàëèçà, IFNg â êîíöåíòðàöèè
100 íã/ìë íå âûçûâàë èçìåíåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîé àêòèâ-
íîñòè â êëåòêàõ HEK293 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(ðèñ. 1, á), ñëåäîâàòåëüíî, íå èçìåíÿëîñü ÷èñëî æèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê. Ïîäñ÷åò êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
IFNg êëåòêè ïðîëèôåðèðîâàëè òàê æå, êàê êîíòðîëüíûå,
ïðè ýòîì ÷èñëî èõ ïðàêòè÷åñêè íå óìåíüøàëîñü (ðèñ. 1, à).
Òàêèì îáðàçîì, ïðè îáðàáîòêå IFNg êëåòêè ÍÅK293 íå çà-
ìåäëÿþò ðîñò, à íàîáîðîò, äåìîíñòðèðóþò óñòîé÷èâîñòü ê
äåéñòâèþ IFNg è ïðîäîëæàþò ïðîëèôåðèðîâàòü.

Ïðè èíêóáàöèè êëåòîê À431 ñ IFNg íàáëþäàåòñÿ çíà-
÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ÷èñëà êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîí-
òðîëåì (ðèñ. 1, à), ïðè÷åì óìåíüøåíèå ïðèðîñòà ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê (â 2.5 ðàçà) äîñòèãàåò ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ
÷åðåç 72 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè. Ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñ-
òà, IFNg ÷åðåç 72 ÷ âûçûâàåò òàêæå è ñàìîå ñèëüíîå
óìåíüøåíèå ñóììàðíîé ìèòîõîíäðèàëüíîé àêòèâíîñòè â
êëåòêàõ À431 (ðèñ. 1, á).

Ó êëåòîê HeLa ìû îòìå÷àëè çàìåäëåíèå ðîñòà ïðè
äåéñòâèè IFNg, íî ýôôåêò áûë âûðàæåí íåìíîãî ñëàáåå,
÷åì ó êëåòîê À431. Ïðè ñðàâíåíèè êðèâûõ ðîñòà êëåòîê
À431 è HeLa âèäíî, ÷òî ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáà-
öèè ñ IFNg ÷èñëî êëåòîê HeLa óìåíüøèëîñü òîëüêî â
1.9 ðàçà (ïðîòèâ 2.5 ðàçà äëÿ À431) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì (ðèñ. 1, à). Ìåòîä ÌÒÒ âûÿâèë óìåíüøåíèå ñóì-
ìàðíîé ìèòîõîíäðèàëüíîé àêòèâíîñòè â êëåòêàõ HeLa ïî-
ñëå îáðàáîòêè IFNg, êîòîðîå áûëî íàèáîëåå çàìåòíûì ÷å-
ðåç 72 ÷ (ðèñ. 1, á), íî ìåíåå âûðàæåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ
À431. Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì äåéñòâèè IFNg îñòà-
åòñÿ ãîðàçäî áîëüøå æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê HeLa, ÷åì
À431. Â îáùåì, íàáëþäàåìîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà
êëåòîê è äàííûå ÌÒÒ íàâîäÿò íà ìûñëü î òîì, ÷òî èíãè-
áèðîâàíèå ðîñòà êëåòîê À431 è HeLa, âûçûâàåìîå IFNg,
ñâÿçàíî ñ èõ ãèáåëüþ.

Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè àíàëèçèðîâà-
ëè äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè IFNg, êîòîðóþ
îïðåäåëÿëè ïî âêëþ÷åíèþ PI â íåïåðìåàáèëèçîâàííûå
êëåòêè. Äåéñòâèå IFNg â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êëåòîê À431, îêðàøåííûõ PI:
÷èñëî òàêèõ êëåòîê âîçðîñëî â 4 ðàçà ÷åðåç 72 ÷ äåéñòâèÿ
IFNg ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 2, à). Äîïîëíèòåëü-
íîå ïîäòâåðæäåíèå ýòîãî ïîëó÷èëè èç àíàëèçà ðàñïðåäå-
ëåíèÿ êëåòîê À431 ïî êëåòî÷íîìó öèêëó (ðèñ. 3) ïðè äåé-
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ñòâèè IFNg â òå÷åíèå 3 ñóò. Ïðè ýòîì íàáëþäàëè óâåëè-
÷åíèå äîëè êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ
â ñóá-G1. Êàê áóäåò ïîêàçàíî íèæå, òàêîå íàêîïëåíèå ñâÿ-
çàíî ñ èíäóêöèåé àïîïòîçà. Â êëåòêàõ HEK293, â ïðîòè-
âîïîëîæíîñòü À431, ïðè äåéñòâèè IFNg (10 íã/ìë) äîëÿ
ïîãèáøèõ êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëàñü â òå÷åíèå
âñåãî ñðîêà èíêóáàöèè (ðèñ. 2, à). Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëü-
òàòû ÌÒÒ-àíàëèçà è ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñî-
ãëàñóþòñÿ: IFNg-çàâèñèìàÿ ãèáåëü íàáëþäàëàñü â êëåòêàõ

À431 è îòñóòñòâîâàëà â HEK293. Î÷åâèäíî, ÷òî âûðàæåí-
íîñòü áèîëîãè÷åñêîãî ýôôåêòà IFNg êîððåëèðóåò ñ
êîëè÷åñòâîì ðåöåïòîðà EGF â ýòèõ êëåòêàõ. Ïîäòâåðæäå-
íèåì ýòîãî âûâîäà ÿâëÿåòñÿ îïèñàííîå â ëèòåðàòóðå îò-
ñóòñòâèå IFNg-èíäóöèðóåìîé ãèáåëè êëåòîê U1752, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà EGF
(Lombardero et al., 1992).

Óñèëåííàÿ ãèáåëü êëåòîê ïðîèñõîäèëà ïðè óâåëè-
÷åíèè êîíöåíòðàöèè IFNg, ÷òî áûëî îæèäàåìûì ðåçóëü-

Âëèÿíèå èíòåðôåðîíà g íà ðåãóëÿöèþ ðîñòà êëåòîê 979

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå IFNã íà ðîñò êëåòîê ëèíèé A431, HeLa è HEK293.

Ðîñò êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðÿìûì ïîäñ÷åòîì (à) èëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà ÌÒÒ (á): à — êëåòêè A431 è HEK293 îáðàáàòûâàëè 10 íã/ìë IFNã, à êëåòêè
HeLa — 100 íã/ìë IFNã â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; Ê — êîíòðîëüíûå (íåîáðàáîòàííûå) êëåòêè; á — âñå êëåòî÷íûå ëèíèè îáðàáàòûâàëè 100 íã/ìë IFNã è â

óêàçàííûå ñðîêè äîáàâëÿëè ðåàãåíò ÌÒÒ.

Ðèñ. 2. Ãèáåëü êëåòîê, èíäóöèðîâàííàÿ IFNã.

à — êëåòêè ëèíèé A431 è HEK293 îáðàáàòûâàëè 10 íã/ìë IFNã â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; á — êëåòêè ëèíèé A431 è HeLa îáðàáàòûâàëè 100 íã/ìë IFNã â
òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; Ê — êîíòðîëüíûå êëåòêè. Äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ïî âêëþ÷åíèþ èîäèäà

ïðîïèäèÿ â íåïåðìåàáèëèçîâàííûå êëåòêè.



òàòîì: ïîñëå äåéñòâèÿ IFNg â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë
äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê À431 óâåëè÷èëàñü â 7.5 ðàçà, à êëå-
òîê HeLa — â 12 ðàç (ðèñ. 2, á). Îòìåòèì ïîâûøåííóþ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòèõ êëåòîê HeLa ê IFNg. Äëÿ äàí-
íîé ëèíèè êëåòîê HeLa, ïðåäîñòàâëåííîé ÿïîíñêèìè êîë-
ëåãàìè, õàðàêòåðíû âûðàæåííîå òîðìîæåíèå ðîñòà, êàê è
äëÿ êëåòîê À431 (ðèñ. 1, à), è óñèëåííàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïîñëåäíèìè êëåòî÷íàÿ ãèáåëü (ðèñ. 2, á; 3). Êëåòêè HeLa
èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð, íàïðî-
òèâ, äåìîíñòðèðîâàëè á*îëüøóþ óñòîé÷èâîñòü ê äåéñò-
âèþ IFNg, êàê âèäíî íà ðèñ. 1, á, æèçíåñïîñîáíîñòü îá-

ðàáîòàííûõ êëåòîê ñíèæàëàñü íå ñòîëü ñèëüíî, êàê â
À431.

Ìåõàíèçìîì ñóììàðíîãî àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî äåé-
ñòâèÿ ìîæåò áûòü ãèáåëü êëåòîê è (èëè) òîðìîæåíèå
ïðîõîæäåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3,
îáðàáîòêà IFNg âûçûâàåò èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèè
êëåòîê À431 ïî öèêëó ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè
êëåòêàìè. Îòìåòèì, ÷òî äåéñòâèå IFNg íå ïðèâîäèò ê
áëîêàì êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G1/S èëè G2/M.
Íàïðîòèâ, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ óâåëè÷è-
âàåòñÿ äîëÿ êëåòîê â ôàçå S, ãäå ïðîèñõîäèò ñèíòåç ÄÍÊ
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå IFNã íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ëèíèé A431, HeLa è HEK293 ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèè.

Êëåòêè A431 è HEK293 êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 10 íã/ìë IFNã â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; êëåòêè HeLa êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 100 íã/ìë
IFNã â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; Ê — êîíòðîëüíûå êëåòêè. Íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíû äîëè äèïëîèäíûõ êëåòîê â ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå

äîëÿ ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê â ñóá-G1. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå îäíîãî ðåïðåçåíòàòèâíîãî ýêñïåðèìåíòà èç òðåõ íåçàâèñèìûõ.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ÿäåð êëåòîê è àêòèâàöèÿ êàñïàçû 3 â êëåòêàõ A431 ïðè äåéñòâèè IFNã.

Êîíòðîëüíûå êëåòêè (à) è îáðàáîòàííûå IFNã â òå÷åíèå 72 ÷ (á) îêðàøèâàëè DAPI. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â ÿäðàõ êëåòîê íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axioscope (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), îá. 40�. â — èììóíîáëîò; êëåòêè îáðàáàòûâàëè 10 íã/ìë IFNã â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷; Ê—
êîíòðîëüíûå êëåòêè. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ àïîïòîçà èñïîëüçîâàëè òîòàëüíûé ëèçàò êëåòîê SV480, îáðàáîòàííûõ öèñïëàòèíîì (cisp-
latin) â òå÷åíèå 4 ÷. Àêòèâíóþ (ðàñùåïëåííóþ ïî Asp175) êàñïàçó 3 â òîòàëüíûõ ëèçàòàõ êëåòîê âûÿâëÿëè, èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ïðîòèâ àêòèâíîé êàñïà-

çû 3. Ñòðåëêàìè óêàçàíî ïîëîæåíèå àêòèâíîé êàñïàçû.



(47 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 36 % â êîíòðîëå). Äàëåå, ÷åðåç 48
è 72 ÷ ïðîèñõîäèò ïåðåðàñïðåäåëåíèå êëåòîê À431 èç
ôàçû S â ôàçû G0/G1 êëåòî÷íîãî öèêëà, îäíàêî ÷åðåç 72 ÷
êîëè÷åñòâî êëåòîê â ôàçå S òàêæå îñòàåòñÿ ïîâû-
øåííûì ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ. Ïðè ýòîì ìû íàá-
ëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê ñ ãèïîäèï-
ëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ: â ñóá-G1 ÷åðåç 72 ÷ áûëî
34 % êëåòîê, îáðàáîòàííûõ IFNg, ïðîòèâ 8 % â êîíòðîëå.
Íà îñíîâàíèè ýòèõ ôàêòîâ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îä-
íîâðåìåííî ñ ãèáåëüþ êëåòîê ïðîèñõîäèò óñêîðåíèå äâè-
æåíèÿ ïî öèêëó òåõ êëåòîê, êîòîðûå èçáåãàþò ãèáåëè.
Èíòåðåñíî, ÷òî EGF äåéñòâóåò íà êëåòêè À431 ïî-äðó-
ãîìó: íàðÿäó ñ àïîïòîçîì íàáëþäàåòñÿ çàìåäëåíèå ïðî-
õîæäåíèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó (Grudinkin et al., 2007).
Ñóììèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî ìåõàíèçìîì îáùåãî àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî ýôôåê-
òà IFNg â êëåòêàõ À431 ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ãèáåëè êëå-
òîê.

Â êëåòêàõ ÍÅK293, êàê è ïðåäïîëàãàëîñü, ïðè âîçäåé-
ñòâèè IFNg íå ïðîèñõîäèëî àáñîëþòíî íèêàêèõ èçìåíå-
íèé â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ôàçàì öèêëà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 3).

Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ HeLa ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àëñÿ îò îïèñàííûõ âûøå êëå-
òî÷íûõ ëèíèé. Ãëàâíûì îáðàçîì îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìà-
íèå óñèëèâàþùàÿñÿ ãèáåëü êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
IFNg: â ñóá-G1 ÷åðåç 72 ÷ íàõîäèòñÿ 46 % ãèïîäèïëîèä-
íûõ êëåòîê (ðèñ. 3). Ïðè ýòîì äîëÿ êëåòîê â ôàçå S â òå÷å-
íèå 2 ñóò îñòàâàëàñü íåèçìåííîé (â îòëè÷èå îò À431), è
òîëüêî ê 3-ì ñóò, êîãäà ïðîèçîøëè ìàêñèìàëüíûå èçìåíå-
íèÿ â ðàñïðåäåëåíèè ïî ôàçàì öèêëà, ýòà äîëÿ óâåëè÷è-
ëàñü íà 10 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïèê G2/M ÷åðåç
72 ÷ ïðàêòè÷åñêè íå äåòåêòèðîâàëñÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, ðå-
çóëüòàòîì äåéñòâèÿ IFNg ÿâëÿåòñÿ óñêîðåííîå ðàçðóøå-
íèå êëåòîê HeLa ñ îäíîâðåìåííûì âûõîäîì èõ èç öèêëà è
íàêîïëåíèåì â ñóá-G1.

Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé ôîðìîé êëåòî÷íîé ãèáå-
ëè, èíäóöèðóåìîé ëèãàíäàìè êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ, ÿâ-
ëÿåòñÿ àïîïòîç (Strasser et al., 2000). Íà ñëåäóþùåì ýòàïå
ðàáîòû âûÿñíÿëè, ïðîÿâëÿåò ëè IFNg-èíäóöèðóåìàÿ ãè-
áåëü êëåòîê À431 ïðèçíàêè àïîïòîçà, ê êîòîðûì îòíîñÿò-
ñÿ óìåíüøåíèå ðàçìåðà êëåòîê, îêðóãëåíèå âñëåäñòâèå
ïîòåðè êîíòàêòîâ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, êîíäåíñà-
öèÿ õðîìàòèíà, ôðàãìåíòàöèÿ ÿäðà è ðàñùåïëåíèå ìíî-
ãèõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ. Âàæíóþ ðîëü â àïîïòîçå èãðàþò
êàñïàçû (cysteine-dependent aspartate specific protease) (Ri-
edl, Shi, 2004; Best, 2008). ×òîáû ïðîäåìîíñòðèðîâàòü
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê À431, èñïîëüçîâàëè äâà
ïîäõîäà: îêðàñêó êëåòîê, îáðàáîòàííûõ IFNg, ïðè ïîìî-
ùè DAPI è àíàëèç èììóíîáëîòà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòè-
òåë íà àêòèâíóþ êàñïàçó 3.

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê À431 áûëî çàìå-
÷åíî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì äåéñòâèè IFNg êëåòêè îêðóãëÿ-
þòñÿ, òåðÿÿ ïðè ýòîì õàðàêòåðíóþ ýïèòåëèàëüíóþ ìîðôî-
ëîãèþ, è îòêðåïëÿþòñÿ îò ïîäëîæêè. Îêðàñêà ÄÍÊ êëå-
òîê (êàê ïðèêðåïëåííûõ, òàê è îòêðåïèâøèõñÿ) ñ
ïîìîùüþ DAPI ïîçâîëèëà îáíàðóæèòü àïîïòîòè÷åñêèå
êëåòêè ñ ÿäðàìè, ñîäåðæàùèìè ôðàãìåíòû êîíäåíñèðî-
âàííîãî õðîìàòèíà (ðèñ. 4, à, á). Íàïîìíèì, ïðè àíàëèçå
êëåòî÷íîãî öèêëà ìû íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷å-
íèå äîëè ãèïîäèïëîèäíûõ êëåòîê â ñóá-G1 ïðè äåéñòâèè
IFNg (ðèñ. 3), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ,
ñîïðîâîæäàþùåéñÿ ôðàãìåíòàöèåé ÄÍÊ. Òåì íå ìåíåå
ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ïèê ñóá-G1 íå ÿâëÿåòñÿ ðåøàþ-
ùèì äîêàçàòåëüñòâîì àïîïòîçà.

Äàëåå ìû èññëåäîâàëè IFNg-èíäóöèðîâàííóþ àêòèâà-
öèþ êàñïàçû 3 â êëåòêàõ À431. Íà ðèñ. 4, â âèäíî, ÷òî àê-
òèâíàÿ (ðàñùåïëåííàÿ) êàñïàçà 3 äåòåêòèðóåòñÿ â èììó-
íîáëîòå íà÷èíàÿ ñ 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ IFNg. Â êà÷åñò-
âå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ àïîïòîçà èñïîëüçîâàëè
êëåòêè SV480, îáðàáîòàííûå öèñïëàòèíîì â òå÷åíèå 4 ÷.
Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êîíå÷íûì ðåçóëüòàòîì äåéñòâèÿ
IFNg íà êëåòêè À431 ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ àïîïòîçà. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî íàðÿäó ñ êàñïàçîé 3 IFNg-èíäóöèðîâàí-
íûé àïîïòîç â êëåòêàõ À431 îïîñðåäóåòñÿ àêòèâíîñòüþ
êàñïàçû 1 (Chin et al., 1997). Íàøè äàííûå óãëóáëÿþò ïî-
íèìàíèå àïîïòîòè÷åñêîãî ìåõàíèçìà ãèáåëè êëåòîê À431
è ñëóæàò äîêàçàòåëüñòâîì àïîïòîòè÷åñêîé ïðèðîäû àíòè-
ïðîëèôåðàòèâíîãî ýôôåêòà IFNg.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01186-à), ïðîãðàììû ÌÊÁ ïðåçèäèóìà ÐÀÍ è
ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà ¹ 02.740.11.0094.
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INTERFERON g-MEDIATED GROWTH REGULATION OF EPITELIAL CELLS
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Interferon gamma (IFNã) is known to inhibit proliferation of certain transformed cell lines. Recently, we
have demonstrated the transactivation of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in response to IFNã (Bu-
rova et al., 2007) and provided direct evidence for the dependence of IFNã-induced EGFR transactivation upon
EGFR expression level in epithelial cells (Gonchar et al., 2008). This study examines an antiproliferative effect
of IFNã on human epithelial cells lines A431 and HeLa which express high levels of EGFR, as well as HEK293,
which expresses low levels of EGFR. We characterized the IFNã-induced changes in these cells by studying cell
growth, the cell cycle and induction of apoptosis. The response to IFNã differed in the tested cell lines: cell
growth was inhibited in both A431 and HeLa cells, but not in HEK293 cells, as shown by cell counts and MTT.
The cell cycle phases analyzed by flow cytometry were disturbed in A431 and HeLa cells in response to IFNã.

In contrast, IFNã treatment did not alter distribution by cell cycle phases in HEK293. Our results indicate that
IFNã exhibit an antiproliferative effect depending on the increased expression of EGFR in A431 and HeLa cells.
Further, it was demonstrated that IFNã induced the caspase 3 activation in A431 cells, suggesting an involve-
ment of active caspase 3 in IFNã-induced apoptosis.

K e y w o r d s: IFNã, epidermal growth factor receptor, apoptosis, cell cycle, A431, HeLa.
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