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Ðàáîòà ïîñâÿùåíà àíàëèçó ðîëè áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ (ðàôòîâ) â ðåàëèçà-
öèè êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ åñòåñòâåííîãî èììóíèòåòà è ïðîòèâîîïóõîëåâîé çàùèòû. Èññëåäîâàëè ëèòè-
÷åñêîå äåéñòâèå åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊÊ) â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà è ñî-
ñòîÿíèÿ ëèïèäíûõ ðàôòîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Â äàííîé ðàáîòå
ìèøåíÿìè ÿâëÿëèñü êëåòêè ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562. Äëÿ ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèí (ÌáÖÄ) — öèêëè÷åñêèé îëèãîñàõàðèä, èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþ-
ùèé ñòåðîëû. Ñíèæåíèå óðîâíÿ õîëåñòåðèíà ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÌáÖÄ ïîäòâåðæäàëè ýíçèìàòè-
÷åñêèì ìåòîäîì. Ñ ïîìîùüþ 3Í-óðèäèíîâîãî òåñòà îöåíèâàëè àêòèâíîñòü ÅÊÊ (ñïëåíîöèòîâ ìûøè) â
îòíîøåíèè êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê K562 â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ, â òîì ÷èñëå ïîñëå èõ èíêóáàöèè ñ
ÌáÖÄ èëè àëüôà-öèêëîäåêñòðèíîì (àÖÄ) — ñòðóêòóðíûì àíàëîãîì ÌáÖÄ, íå ñâÿçûâàþùèì ñòåðîëû.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ K562
(ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ â êîíöåíòðàöèè 2.5 èëè 5 ìÌ) ïðèâîäèò ê ïîëíîé óòðàòå èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ. Ñêîðåå âñåãî, ýòî îáóñëîâëåíî íàðóøåíèåì ñòðóêòóðû ëèïèäíûõ ðàôòîâ,
öåëîñòíîñòü êîòîðûõ êðèòè÷åñêè çàâèñèò îò óðîâíÿ ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà. Ñäåëàííûå çàêëþ÷åíèÿ
ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ïî âèçóàëèçàöèè èçìåíåíèé êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ïîëó÷åííûìè ïðè ôëóîðåñ-
öåíòíîì ìå÷åíèè ãàíãëèîçèäà GM1 — ìàðêåðà áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, åñòåñòâåííûå êèëëåðû, õîëåñòåðèí, ëèïèäíûå ðàô-
òû, êëåòêè K562, ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèí, àëüôà-öèêëîäåêñòðèí.

Êàê èçâåñòíî, àêòèâíîñòü ëèìôîöèòîâ, íàçûâàåìûõ
åñòåñòâåííûìè êèëëåðàìè, â îòíîøåíèè òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðâóþ ëèíèþ ïðîòè-
âîîïóõîëåâîé çàùèòû íà óðîâíå îðãàíèçìà. Ëèòè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü ÅÊÊ îòíîñèòñÿ ê âàæíåéøèì ïîêàçàòåëÿì èì-
ìóííîãî ñòàòóñà îðãàíèçìà è îïðåäåëÿåòñÿ îñîáåííîñòÿ-
ìè âçàèìîäåéñòâèÿ êèëëåðíûõ êëåòîê (ýôôåêòîðîâ) ñ
òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè-ìèøåíÿìè. Ìîëåêóëÿð-
íûå ìåõàíèçìû ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ÿâëÿþòñÿ â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé. Ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî öèòîòîêñè÷íîñòü ÅÊÊ íå îãðàíè÷åíà
ãëàâíûì êîìïëåêñîì ãèñòîñîâìåñòèìîñòè (non-MHC-res-
tricted cytotoxicity) è íå çàâèñèò îò àíòèòåë è êîìïëåìåí-
òà, ïîýòîìó êëåòêè-êèëëåðû ìîãóò ëèçèðîâàòü áåç ïðåäâà-
ðèòåëüíîé ñåíñèáèëèçàöèè ñèíãåííûå, àëëîãåííûå è êñå-
íîãåííûå êëåòêè-ìèøåíè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëåå äåòàëüíî èçó÷åíû ìåìáðàí-
íûå ñòðóêòóðû ëèìôîöèòîâ-ýôôåêòîðîâ, ïðåäëîæåíû
ôóíêöèîíàëüíûå ñõåìû, âåäóùóþ ðîëü â êîòîðûõ âûïîë-
íÿþò àêòèâèðóþùèå è èíãèáèðóþùèå ðåöåïòîðû ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ÅÊÊ (Lanier, 2005). Çíà÷èòåëüíî
ìåíåå ïîíÿòíû ìîëåêóëÿðíàÿ ïðèðîäà è îðãàíèçàöèÿ ïî-
âåðõíîñòíûõ ëèãàíäîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê-ìè-
øåíåé, òàêæå îïðåäåëÿþùèõ èõ ðàñïîçíàâàíèå è ëèçèñ, è
â êîíå÷íîì ñ÷åòå ýôôåêòèâíîñòü ðàáîòû ñèñòåìû åñòåñò-

âåííîãî èììóíèòåòà. Ñðåäè ïðåäïîëàãàåìûõ ìèøåíåé íà
ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ñëåäóåò âûäåëèòü
äâå ãðóïïû ìåìáðàííûõ ìîëåêóë: âî-ïåðâûõ, ãàíãëèîçè-
äû — ãëèêîçèëèðîâàííûå ñôèíãîëèïèäû, âêëþ÷àþùèå â
ñåáÿ îäèí îñòàòîê ñèàëîâîé êèñëîòû èëè áîëåå, âî-âòî-
ðûõ, ãëèêîçèë-ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-çàÿêîðåííûå áåëêè
(GPI-anchored proteins). Ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå íåêîòî-
ðûõ ãàíãëèîçèäîâ (GM1, GM2 è GM3) õàðàêòåðíî äëÿ
ìíîãèõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå äëÿ êëå-
òîê ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 (Ando et al., 1987; Do-
ugall et al., 1987). Ðåçóëüòàòû èììóíîëîãè÷åñêèõ èññëåäî-
âàíèé óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ
ýêñïðåññèðóåòñÿ ìîëåêóëÿðíûé ìàðêåð CD48 (Brown et
al., 1998; Latchman et al., 1998). Ýòîò ëèãàíä êëåòî÷íîé ïî-
âåðõíîñòè, îòíîñÿùèéñÿ ê òèïè÷íûì GPI-ñâÿçàííûì áåë-
êàì, ñïåöèôè÷åñêè ðàñïîçíàåòñÿ àêòèâèðóþùèì ðåöåïòî-
ðîì 2Â4 (ÑD244) åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (Watzl,
Long, 2003). Ñîîáùàåòñÿ òàêæå, ÷òî èìåííî GPI-çàÿêî-
ðåííàÿ (GPI-anchored) ôîðìà CD59 â ìåìáðàíå êëå-
òîê-ìèøåíåé (K562 è U937) ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ èõ
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ ÅÊÊ (Omidvar et al., 2006).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ðåöåïòîðîâ êèë-
ëåðíûõ êëåòîê ñ ìàðêåðîì CD59 ñóùåñòâåííà åãî àññîöè-
àöèÿ ñ ëèïèäíûìè ðàôòàìè (lipid rafts) â ìåìáðàíå êëå-
òîê-ìèøåíåé.
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Èçâåñòíî, ÷òî â íàòèâíûõ êëåòêàõ ãàíãëèîçèäû è
GPI-ñâÿçàííûå áåëêè ÿâëÿþòñÿ îáÿçàòåëüíûìè êîìïîíåí-
òàìè ëèïèäíûõ ðàôòîâ — ìåìáðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ,
õàðàêòåðèçóþùèõñÿ ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì õîëåñòå-
ðèíà, ñôèíãîëèïèäîâ è íàñûùåííûõ æèðíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ (Harder, Simons, 1999; Brown, London, 2000; Pike,
2003, 2009). Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì,
ðàôòû èìåþò âàæíîå çíà÷åíèå äëÿ ôóíêöèé êëåòêè è ïðî-
öåññîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà. Ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ
ïîñëåäíåãî äåñÿòèëåòèÿ äåìîíñòðèðóþò, ÷òî öåëîñòíîñòü
ëèïèäíûõ ðàôòîâ íåîáõîäèìà äëÿ ðàáîòû áîëüøèíñòâà
ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ (ñì. îáçîðû: Brown, 2006; Pike,
2009). Áîëåå òîãî, èìåííî äèíàìèêà ðàôòîâ è åå èçìåíå-
íèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îäíî èç êëþ÷åâûõ çâåíüåâ â ðåà-
ëèçàöèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ ñ ó÷àñòèåì öèòîñêåëåòà
(Chichili, Rodgers, 2009). Ðÿä äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî àññîöèàöèÿ ñ ðàôòàìè ìîæåò áûòü ðåøàþùèì
ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì àêòèâíîñòü èíòåãðàëüíûõ ìåì-
áðàííûõ áåëêîâ. Íåîäíîêðàòíî ïîêàçàíî ó÷àñòèå ëèïèä-
íûõ ðàôòîâ â ôîðìèðîâàíèè è ñòðóêòóðå ðåöåïòîðíûõ
êîìïëåêñîâ â Ò- è Â-ëèìôîöèòàõ (Katagiri et al., 2001; Pi-
erce, 2002), à òàêæå â åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòêàõ
(Lou et al., 2000; Riteau et al., 2003; Watzl, Long, 2003; Kon-
dadasula et al., 2008). Â òî æå âðåìÿ çíà÷èòåëüíî ìåíüøå
âíèìàíèÿ óäåëÿåòñÿ âòîðîìó ó÷àñòíèêó èììóííûõ âçàè-
ìîîòíîøåíèé, à èìåííî êëåòêàì-ìèøåíÿì. Ïîýòîìó ìû
îáðàòèëèñü ê èçó÷åíèþ ðîëè ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà è
ðàôòîâ â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ÿâëÿþùèõñÿ ïî-
òåíöèàëüíûìè ìèøåíÿìè ëèìôîöèòîâ, â òîì ÷èñëå åñòå-
ñòâåííûõ êèëëåðîâ.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èññëåäîâà-
íèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 ê
ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ ïðè ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè
ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà, ò. å. ïðè íàðóøåíèè öåëîñòíî-
ñòè ëèïèäíûõ ðàôòîâ â êëåòêàõ-ìèøåíÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è ìèåëîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562, ïîëó-
÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èí-
ñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì 10 % èíàêòèâèðîâàííîé ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöè-
íà. Êëåòêè K562 èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøå-
íåé â öèòîòîêñè÷åñêîì òåñòå.

Ê ë å ò ê à ì è - ý ô ô å ê ò î ð à ì è ñëóæèëè ñïëåíîöèòû
èíòàêòíûõ ìûøåé ëèíèè Ñ3ÍÀ (èç ïèòîìíèêà «Ðàïïîëî-
âî» ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ñóñïåíçèþ ñïëåíîöèòîâ
îñâîáîæäàëè îò ýðèòðîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ãèïîòîíè÷åñêî-
ãî øîêà (Ôèëàòîâà è äð., 2008á). Êàê ïîêàçàíî ðàíåå, ñðå-
äè ñïëåíîöèòîâ ÅÊÊ ñîñòàâëÿþò îêîëî 5—15 % (Mattes et
al., 1979; Bowlin et al., 1990), èõ íàëè÷èå è ôóíêöèîíàëü-
íàÿ àêòèâíîñòü ïîäòâåðæäåíû â èññëåäîâàíèÿõ öèòîòîê-
ñè÷íîñòè.

3Í-ó ð è ä è í î â û é ö è ò î ò î ê ñ è ÷ å ñ ê è é ò å ñ ò
(Hashimoto, Sudo, 1971) â íàøåé ìîäèôèêàöèè (Ôèëàòîâà
è äð., 2008á) èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ åñòåñòâåííîé
êèëëåðíîé àêòèâíîñòè ñïëåíîöèòîâ ìûøåé. Êëåòêè K562
(ìèøåíè) ìåòèëè 3Í-óðèäèíîì (óä. àêò. 999Áê/ìîëü). Íà
2—3 ìëí êëåòîê äîáàâëÿëè 2�105 Áê èçîòîïà è èíêóáèðî-
âàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷. Äàëåå êëåòêè äâóêðàòíî îò-
ìûâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí,
ïîñëå ÷åãî ðåñóñïåíäèðîâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå,

ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà è ðàçâîäèëè äî íóæíîé
êîíöåíòðàöèè â ñðåäå RPMI-1640 áåç ñûâîðîòêè, ñîäåð-
æàùåé 20 ìÌ HEPES, ðÍ 7.3, 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è
5 ìêã/ìë ÐÍÊàçû. Ñîîòíîøåíèå ýôôåêòîðíûõ êëåòîê è
êëåòîê-ìèøåíåé â ïðîáàõ ñîñòàâëÿëî 20 : 1. Ïðîáû èíêó-
áèðîâàëè â ïëàñòèêîâûõ 96-ëóíî÷íûõ êðóãëîäîííûõ
ïëàíøåòàõ â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 %
ÑÎ2, ïîñëå ÷åãî ñîäåðæèìîå ëóíîê ïåðåíîñèëè íà áóìàæ-
íûå ôèëüòðû, ïðîìûâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî ôèçèîëîãè÷å-
ñêèì ðàñòâîðîì, 5%-íîé ÒÕÓ è 96%-íûì ýòàíîëîì. Ðà-
äèîàêòèâíîñòü èçìåðÿëè â ñöèíòèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå
LS6500 (Beckman). Óðîâåíü ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ öèòîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ),
îòðàæàþùåãî äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê â ïðîöåíòàõ:

ÖÈ % = (1 – Ni / No)�100, ãäå Ni è No — ÷èñëî èìïóëü-
ñîâ â ïðèñóòñòâèè (Ni) è â îòñóòñòâèå (No) êëåòîê-ýôôåê-
òîðîâ (ñïëåíîöèòîâ).

Ä ë ÿ ÷ à ñ ò è ÷ í î é ý ê ñ ò ð à ê ö è è õîëåñòåðèíà èñ-
ïîëüçîâàëè àêöåïòîð ñòåðîëîâ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèí
(ÌáÖÄ) (Christian et al., 1997; Zidovetzki, Levitan, 2007).
Êëåòêè K562 èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÌáÖÄ â êîí-
öåíòðàöèè 0.5—5 ìÌ â òå÷åíèå 15—60 ìèí ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â ñðåäå RPMI-1640 áåç ñûâîðîòêè. Ïà-
ðàëëåëüíî â òåõ æå ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè îáðàáàòûâà-
ëè àëüôà-öèêëîäåêñòðèíîì (àÖÄ) — íåàêòèâíûì àíàëî-
ãîì, íå ñâÿçûâàþùèì ñòåðîëû. Êîíòðîëüíûìè ÿâëÿëèñü
êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå â òåõ æå óñëîâèÿõ áåç äîáàâëå-
íèÿ ðåàãåíòîâ. Ïîñëå îòìûâêè ðåàãåíòà äâóêðàòíûì öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 200 g êëåòêè îñòàâ-
ëÿëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è èñïîëüçîâàëè â öèòîòî-
êñè÷åñêîì òåñòå, à òàêæå äëÿ âûäåëåíèÿ ìåìáðàí.
Âûæèâàåìîñòü êëåòîê ïîñëå ðàçëè÷íûõ îáðàáîòîê îöåíè-
âàëè ïî îêðàñêå òðèïàíîâûì ñèíèì.

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ õ î ë å ñ ò å ð è í à â ìåìáðàíàõ
êëåòîê K562 â êîíòðîëå è ïîñëå åãî ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè
(5 ìÌ ÌáÖÄ, 30 ìèí) îïðåäåëÿëè êîëîðèìåòðè÷åñêèì
ýíçèìàòè÷åñêèì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåà-
ãåíòîâ Ñholesterol «E-D» (Vital Diagnostics, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Ïðèíöèï ìåòîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî èìåþùèéñÿ â
ïðîáå õîëåñòåðèí îêèñëÿåòñÿ ïîä äåéñòâèåì õîëåñòåðî-
ëîêñèäàçû ñ îáðàçîâàíèåì ýêâèìîëÿðíîãî êîëè÷åñòâà ïå-
ðåêèñè âîäîðîäà. Ýôèðû õîëåñòåðèíà, âîçìîæíî ïðèñóò-
ñòâóþùèå â ïðîáå, ãèäðîëèçîâàëèñü õîëåñòåðîëýñòåðàçîé
äî ñâîáîäíîãî õîëåñòåðèíà. Óðîâåíü ïåðåêèñè îïðåäåëÿ-
ëè ïî îáðàçîâàíèþ îêðàøåííûõ ïðîäóêòîâ íà îñíîâå ðå-
àêöèè Òðèíäåðà, îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ôîòîìåòðè÷åñêè
ïðè äëèíå âîëíû 500 íì. Ìåìáðàííóþ ôðàêöèþ ïîëó÷à-
ëè ïî ìåòîäó Õåôôíåðà (Haeffner et al., 1980), êîíöåíòðà-
öèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ëîóðè.

Ä ë ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î ì å ÷ å í è ÿ ã à í ã ë è î-
ç è ä à GM1 èñïîëüçîâàëè êîíúþãàò áåòà-ñóáúåäèíè-
öû õîëåðíîãî òîêñèíà ñ êðàñèòåëåì FITC (FITC-CTX, Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ). Äëÿ îêðàñêè êëåòêè âûñåâàëè íà
ïîêðîâíûå ñòåêëà, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå L-ïîëè-
ëèçèíîì (1 ìã/ìë). Ïîñëå îòìûâêè ñðåäû ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðîì (PBS) êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ðàñò-
âîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà, ïðîìûâàëè PBS è èíêóáèðî-
âàëè â ïðèñóòñòâèè êðàñèòåëÿ FITC-CTX (2.5 ìêã/ìë) â
òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ðàáî÷èé ðàñòâîð êðàñèòåëÿ ãîòî-
âèëè èç ìàòî÷íîãî (0.1 ìã/ìë) ïóòåì ðàçâåäåíèÿ â PBS íå-
ïîñðåäñòâåííî ïåðåä íà÷àëîì ýêñïåðèìåíòà. Äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ èçîáðàæåíèé èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé ìèê-
ðîñêîï Carl Zeiss IM35, âîçáóæäàÿ è ðåãèñòðèðóÿ
ôëóîðåñöåíöèþ ïðè äëèíàõ âîëí 488 è 520 íì ñîîòâåòñò-
âåííî.

984 Í. À. Ôèëàòîâà, Â. È. ×óáèíñêèé-Íàäåæäèí è äð.



Ðåçóëüòàòû

Îñíîâíîé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä, èñïîëüçóåìûé
â äàííîé ðàáîòå, — ýòî ñîïîñòàâëåíèå ôóíêöèé êëåòîê â
íîðìå è ïðè ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè ìåìáðàííîãî õîëåñòå-
ðèíà, ò. å. â óñëîâèÿõ äåñòðóêöèè ëèïèäíûõ ðàôòîâ. Íàè-
áîëåå àäåêâàòíûì ìåòîäîì ìîäèôèêàöèè ñòåðîëüíîãî ñî-
ñòàâà ìåìáðàí ÿâëÿåòñÿ êðàòêîâðåìåííàÿ èíêóáàöèÿ êëå-
òîê â ïðèñóòñòâèè áåòà-öèêëîäåêñòðèíîâ. Ñóùåñòâåííîé
ìåòîäè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ òàêèõ ýêñïåðèìåíòîâ ÿâëÿ-
þòñÿ îáðàáîòêà è äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â
ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, ïîñêîëüêó îíà ñîäåðæèò çíà÷èòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî ëèïîïðîòåèäîâ. Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû
ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíà
(ÌáÖÄ) íà óðîâåíü õîëåñòåðèíà è ðàñïðåäåëåíèå ìàðêåðà
ëèïèäíûõ ðàôòîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê
K562.

Â òàáë. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ óðîâ-
íÿ õîëåñòåðèíà â ïðåïàðàòàõ ìåìáðàíàõ ôðàêöèé êëåòîê
K562 äî è ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ (5 ìÌ, 30 ìèí). Ïî íà-
øèì äàííûì, ñîäåðæàíèå õîëåñòåðèíà â êîíòðîëå ñîñ-
òàâëÿëî îêîëî 0.35 ïèêîìîëåé íà êëåòêó, ÷òî ñîîòâåòñòâó-
åò èìåþùèìñÿ â ëèòåðàòóðå îöåíêàì äëÿ êëåòîê K562
(Mannechez et al., 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáàöèÿ êëåòîê
â òå÷åíèå 30 ìèí ñ 5 ìÌ ÌáÖÄ ïðèâîäèëà ê ñíèæåíèþ
óðîâíÿ õîëåñòåðèíà íà 67—70 %, ÷òî òàêæå ñîãëàñóåòñÿ ñ
äàííûìè ëèòåðàòóðû äëÿ êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ (Zido-
vetzki, Levitan, 2007).

Äëÿ îöåíêè ñîñòîÿíèÿ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è ëè-
ïèäíûõ ðàôòîâ â ìåìáðàíå êëåòîê K562 ïðîâåäåíû ýêñïå-
ðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì íåòîêñè÷íîé áåòà-ñóáúåäèíè-
öû õîëåðíîãî òîêñèíà, êîíúþãèðîâàííîé ñ ôëóîðåñöåíò-
íûì êðàñèòåëåì (FITC-CTB; ðèñ. 1). Èçâåñòíî, ÷òî
áåòà-ñóáúåäèíèöà õîëåðíîãî òîêñèíà (CTB) èçáèðàòåëüíî
ñâÿçûâàåòñÿ ñ ãàíãëèîçèäîì GM1 (Kuziemko et al., 1996).
Ýòîò ãëèêîñôèíãîëèïèä, óãëåâîäíàÿ ÷àñòü êîòîðîãî
âêëþ÷àåò â ñåáÿ îäèí îñòàòîê ñèàëîâîé êèñëîòû, ñ÷èòàåò-
ñÿ ìàðêåðîì ëèïèäíûõ ðàôòîâ. Ñîãëàñíî èñïîëüçóåìîìó
ïðîòîêîëó, ôèêñèðîâàííûå (áåç ïåðìåàáèëèçàöèè) êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ñ FITC-CTB ïðè 4 °Ñ, ÷òî èñêëþ÷àëî èí-
òåðíàëèçàöèþ îáðàçóþùåãîñÿ íà ìåìáðàíå êîìïëåêñà áå-
òà-ñóáúåäèíèöû ñ GM1. Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíû èçîáðàæåíèÿ
êëåòîê, ìå÷åííûõ FITC-CTB, â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ è
ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ. Ýêñòðàêöèÿ õîëåñòåðèíà ïðèâî-
äèëà ê ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ìåòêè è ñíèæåíèþ ñóììàðíîé

èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè,
îòðàæàåò íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè ðàôòîâ â ìåìáðàíå êëå-
òîê K562. Èçìåíåíèÿ õàðàêòåðà è èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè íàáëþäàëè òîëüêî ïîñëå äåéñòâèÿ ÌáÖÄ, íî
íå ïîñëå èíêóáàöèè ñ àÖÄ — öèêëè÷åñêèì îëèãîñàõàðè-
äîì, íå âëèÿþùèì íà óðîâåíü õîëåñòåðèíà. Ñóùåñòâåí-
íîå ñíèæåíèå ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòåëÿ ñ ìåìáðàíîé ìîäè-
ôèöèðîâàííûõ ÌáÖÄ êëåòîê ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ íàðóøå-
íèåì êëàñòåðèçàöèè GM1. Êàê ïîêàçàíî ðàíåå, äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ õîëåðíîãî òîêñèíà ñ ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåò-
êîé (ìèøåíüþ) íåîáõîäèìî âçàèìîäåéñòâèå áåòà-ñóáúå-
äèíèöû îäíîâðåìåííî ñ ïÿòüþ ìîëåêóëàìè GM1 â ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (Lencer, Tsai, 2003).

Â ïðîöåññå ïîäáîðà óñëîâèé äëÿ îïðåäåëåíèÿ öè-
òîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÅÊÊ áûëî îöåíåíî, êàê âëèÿåò
îáðàáîòêà ÌáÖÄ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê K562 ïðè
âàðüèðîâàíèè ñðîêîâ èíêóáàöèè è êîíöåíòðàöèè ðåàãåí-
òà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 30 èëè 60
ìèí â ñðåäå RPMI áåç ñûâîðîòêè â ïðèñóòñòâèè 2.5 èëè
5 ìÌ ÌáÖÄ óðîâåíü ñïîíòàííîé ãèáåëè êëåòîê íå îòëè-
÷àëñÿ ñóùåñòâåííî îò êîíòðîëÿ. Ýòè óñëîâèÿ îáðàáîòêè
èñïîëüçîâàëè â îñíîâíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî îïðåäåëåíèþ
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ.

Â ïðåäøåñòâóþùèõ ðàáîòàõ äåéñòâèå ýôôåêòîðîâ íà
êëåòêè-ìèøåíè âñåãäà îöåíèâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè-
ÿõ — â ïðèñóòñòâèè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ (Ôèëàòîâà è äð., 2006, 2008á). Ïî-
ýòîìó âîçíèê âîïðîñ: êàê ïîâëèÿåò ïåðåâîä êóëüòóðû â
ñðåäó áåç ñûâîðîòêè íà êèëëåðíóþ àêòèâíîñòü ñïëåíîöè-
òîâ ìûøåé? Â ñïåöèàëüíîé ñåðèè îïûòîâ áûëî ïîêàçàíî,
÷òî çíà÷åíèÿ ÖÈ äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê K562 â îòñóòñò-
âèå è â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè íå ðàçëè÷àëèñü è áûëè

×óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ 985

Ò à á ë è ö à 1

Ñîäåðæàíèå ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ K562
äî (êîíòðîëü) è ïîñëå èíêóáàöèè

ñ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíîì (ÌáÖÄ, 5 ìÌ, 30 ìèí)

Âàðèàíò îïûòà
Ñîäåðæàíèå õîëåñòåðèíà

ìã íà 1 ìã áåëêà ìîëü/êëåòêà

Êîíòðîëü 0.74 3.5�10–14

Îáðàáîòêà ÌáÖÄ 0.24 1.2�10–14

Ðèñ. 1. Ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ãàíãëèîçèäà GM1 (ìàðêåðà ëèïèäíûõ ðàôòîâ â êëåòî÷íîé ìåìáðàíå) ñ ïîìîùüþ FITC-CTB.

Êëåòêè K562 äî (êîíòðîëü, à) è ïîñëå (á) èíêóáàöèè ñ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíîì (5 ìÌ, 60 ìèí). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



áëèçêè ê äàííûì, ïîëó÷åííûì ðàíåå äëÿ òîé æå ñèñòåìû
ýôôåêòîð—ìèøåíü (òàáë. 2).

Îáíàðóæåíî, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê-ìèøåíåé
õîëåñòåðèíñâÿçûâàþùèì ðåàãåíòîì (ÌáÖÄ) â ñðåäå áåç
ñûâîðîòêè ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê-ìèøåíåé ðåçêî
óìåíüøàëàñü, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè ýôôåêò
áûë íåçíà÷èòåëåí (òàáë. 2). Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ýôôåêò
ÌáÖÄ ñâÿçàí ñî ñíèæåíèåì óðîâíÿ õîëåñòåðèíà; ïðèñóò-
ñòâèå ñûâîðîòêè, êàê è îæèäàëîñü, íèâåëèðóåò äåéñòâèå
ðåàãåíòà. Ïðèâåäåííûå äàííûå (ñì. òàáë. 1, 2), à òàêæå
îöåíêà âûæèâàåìîñòè êëåòîê ïîñëóæèëè îáîñíîâàíèåì
äëÿ ñëåäóþùèõ ñåðèé îïûòîâ ïî èññëåäîâàíèþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê K562 ê äåéñòâèþ ÅÊÊ.

Íà ðèñ. 2 îáîáùåíû ðåçóëüòàòû öèòîòîêñè÷åñêèõ òåñ-
òîâ ïîñëå ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ îáðàáîòêè êëåòîê K562
ÌáÖÄ èëè àÖÄ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, èíêóáèðî-
âàííûå â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè (áåç äîáàâëåíèÿ ðåàãåíòîâ).
Ïîñëå èíêóáàöèè ñ 0.5 ìÌ ÌáÖÄ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ íå èçìåíÿëàñü. Îáðàáîòêà êëåòîê
ÌáÖÄ â êîíöåíòðàöèè 2.5 èëè 5 ìÌ ïðèâîäèëà ê çíà÷è-

òåëüíîìó (íà 85—95 %) ñíèæåíèþ ÖÈ. Ýôôåêòû áûëè
áëèçêè äëÿ âðåìåíè èíêóáàöèè 30 èëè 60 ìèí, ïðè÷åì â
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 2.5—5 ìÌ ìû íå îòìå÷àëè äîçî-
çàâèñèìîñòè âëèÿíèÿ ðåàãåíòà. Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïî-
ñëå ÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà êëåòêè K562 óòðà-
÷èâàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ.
Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàþò ñðàâíèòåëüíûå äàííûå ïî òåñ-
òèðîâàíèþ âëèÿíèÿ àÖÄ íà àêòèâíîñòü åñòåñòâåííûõ êèë-
ëåðîâ (ýôôåêòîðîâ) â îòíîøåíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê-ìèøåíåé (ðèñ. 2). Êàê âèäíî, îáðàáîòêà êëåòîê
K562 àÖÄ â êîíöåíòðàöèè 2.5 èëè 5 ìÌ íå îêàçûâàëà ñó-
ùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü ÅÊÊ. Çíà÷åíèÿ ÖÈ
ïîñëå èíêóáàöèè ñ àÖÄ ñîñòàâëÿëè îêîëî 20 %, ÷òî áëèç-
êî ê êîíòðîëüíîìó óðîâíþ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëíàÿ ïîòå-
ðÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ ÅÊÊ ïðîèñõîäèò ïîñëå
èíêóáàöèè êëåòîê K562 (ìèøåíåé) â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè
ñ ÌáÖÄ, õîëåñòåðîëñâÿçûâàþùèì àãåíòîì, íî íå ñ àÖÄ,
ñòðóêòóðíûì àíàëîãîì ÌáÖÄ, íå ñâÿçûâàþùèì ñòåðîëû.

Îáñóæäåíèå

Èòàê, íàìè îáíàðóæåíî, ÷òî ëèòè÷åñêîå äåéñòâèå åñ-
òåñòâåííûõ êèëëåðîâ êðèòè÷åñêè çàâèñèò îò ñîäåðæàíèÿ
õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ ýðèòðîëåéêåìèè K562, êîòîðûå
ñëóæèëè â êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøåíåé â öèòîòîêñè÷åñêîì
òåñòå. Ñîïîñòàâëåíèå ýôôåêòîâ öèêëîäåêñòðèíîâ äîêàçû-
âàåò, ÷òî óòðàòà ÷óâñòâèòåëüíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê-ìèøåíåé îáóñëîâëåíà èìåííî ñíèæåíèåì óðîâíÿ
(÷àñòè÷íîé ýêñòðàêöèåé) ìåìáðàííîãî õîëåñòåðèíà.

Äî íåäàâíåãî âðåìåíè õîëåñòåðèí â ñîñòàâå êëåòî÷-
íûõ ìåìáðàí ðàññìàòðèâàëñÿ òîëüêî êàê ôàêòîð, îïðåäå-
ëÿþùèé âÿçêîýëàñòè÷íûå ñâîéñòâà ëèïèäíîãî áèñëîÿ.
Â ðàìêàõ ýòèõ òðàäèöèîííûõ ïðåäñòàâëåíèé èíòåðïðåòè-
ðîâàòü ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûå áûëî áû
äîâîëüíî ñëîæíî. Ìîæíî áûëî áû ïîñòóëèðîâàòü âîç-
ìîæíûå èçìåíåíèÿ ïîäâèæíîñòè ìåìáðàííûõ áåëêîâ â
çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ ñòåðîëîâ. Îäíàêî ïîêàçàíî, ÷òî â
îòëè÷èå îò ìîäåëüíûõ ñèñòåì äîìèíèðóþùóþ ðîëü â äè-
íàìèêå êëåòî÷íûõ ìåìáðàí è ïîäâèæíîñòè èíòåãðàëüíûõ
áåëêîâ èãðàþò âçàèìîñâÿçè ñî ñòðóêòóðàìè êîðòèêàëüíî-
ãî öèòîñêåëåòà (Kwik et al., 2003; Chichili, Rodgers, 2009).
Èìåþùèåñÿ äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýêñòðàêöèÿ õî-
ëåñòåðèíà ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ, à íå ê ïîíèæåíèþ (êàê
ýòî îæèäàëîñü äëÿ ëèïèäíîãî áèñëîÿ) æåñòêîñòè ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ýíäîòåëèÿ (Byfield et al., 2004)
è ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 (Morachevskaya et al.,
2007). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàáëþäàåìûå ýôôåêòû îáó-
ñëîâëåíû ïåðåñòðîéêàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, èíèöè-
èðîâàííûìè äåñòðóêöèåé ðàôòîâ — áîãàòûõ õîëåñòåðè-
íîì ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ.

Êàê íàì ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáî-
òû íàõîäÿò ëîãè÷íîå îáúÿñíåíèå íà îñíîâå ñîâðåìåííûõ
ïðåäñòàâëåíèé î ëàòåðàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí (Brown, London, 2000; Brown, 2006; Pike, 2009).
Ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäè÷åñêèì ïðèåìîì äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ðîëè ëèïèäíûõ ìèêðîäîìåíîâ (ðàôòîâ, êàâåîë) â ðàç-
ëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïðîöåññàõ ÿâëÿåòñÿ ñíèæåíèå ñîäåð-
æàíèÿ õîëåñòåðèíà â êëåòêàõ, ò. å. ýêñïåðèìåíòû â óñëî-
âèÿõ äåñòðóêöèè ðàôòîâ (ñì.: Zidovetzki, Levitan, 2007;
Ñóäàðèêîâà è äð., 2009; Pike, 2009). Òàêîé ïîäõîä áûë ðå-
àëèçîâàí è â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ, íàïðàâëåííûõ íà âû-
ÿñíåíèå ïðèðîäû ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê è â êîíå÷íîì ñ÷åòå ìîëåêóëÿðíûõ îñíîâ
ñèñòåìû åñòåñòâåííîãî èììóíèòåòà. Ïîëó÷åííûå äàííûå
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Àêòèâíîñòü åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ
â îòíîøåíèè êëåòîê K562 äî (êîíòðîëü)

è ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÌáÖÄ (5 ìÌ, 30 ìèí)
â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè

Âàðèàíò îïûòà
ÖÈ%

áåç ñûâîðîòêè 10 % ñûâîðîòêè

Êîíòðîëü 24.7 � 3.9 22.8 � 3.3

Îáðàáîòêà ÌáÖÄ 2.9 � 0.7 18.0 � 4.3

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÖÈ% — öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ; n = 12 â êàæäîì
âàðèàíòå ýêñïåðèìåíòà.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê K562, îáðàáîòàí-
íûõ ìåòèë-áåòà-öèêëîäåêñòðèíîì (ÌáÖÄ) èëè àëüôà-öèêëî-
äåêñòðèíîì (àÖÄ), ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèë-

ëåðîâ.

1 — êîíòðîëü; 2—4 — 30-ìèíóòíàÿ èíêóáàöèÿ ñ ÌáÖÄ â êîíöåíòðàöèÿõ
0.5 (2), 2.5 (3) è 5.0 (4) ìÌ; 5, 6 — 60 ìèí ÌáÖÄ â êîíöåíòðàöèÿõ 2.5 (5) è

5.0 (6) ìÌ; 7, 8 — 30 ìèí àÖÄ â êîíöåíòðàöèÿõ 2.5 (7) è 5.0 (8) ìÌ.



ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî öåëîñòíîñòü ëèïèä-
íûõ ðàôòîâ â ìåìáðàíå èíòàêòíûõ êëåòîê-ìèøåíåé —
ýòî íåîáõîäèìîå óñëîâèå äëÿ èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÅÊÊ
(êëåòêàìè-ýôôåêòîðàìè). Íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ðàôòîâ â
êëåòêàõ-ìèøåíÿõ ñ ïîíèæåííûì óðîâíåì õîëåñòåðèíà
(ïîñëå îáðàáîòêè ÌáÖÄ), ïî-âèäèìîìó, ñîïðîâîæäàþòñÿ
òàêèìè èçìåíåíèÿìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, êîòîðûå
ïðèâîäÿò ê óòðàòå èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ ÅÊÊ.

Îá èçìåíåíèè ïîâåðõíîñòè êëåòîê K562 è ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèè ìàðêåðà ðàôòîâ — ãàíãëèîçèäà GM1 — ïîñëå
ýêñòðàêöèè õîëåñòåðèíà ñâèäåòåëüñòâóþò è äàííûå ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 1). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âîç-
ìîæíîñòè âèçóàëèçàöèè ðàôòîâ, ðàçìåðû êîòîðûõ, êàê
ïðàâèëî, íå ïðåâûøàþò äåñÿòêîâ íàíîìåòðîâ, âåñüìà
îãðàíè÷åííû (Henderson et al., 2005). Îêðàøèâàíèå ãàíã-
ëèîçèäà GM1 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóáúåäèíèöû õîëåðíîãî
òîêñèíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íåìíîãèõ ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ õîòÿ áû êîñâåííî ñóäèòü î äèíàìèêå ðàôòîâ â êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàíàõ. Ñóùåñòâóþò äàííûå, ñâèäåòåëüñòâó-
þùèå î òîì, ÷òî äåñòðóêöèÿ èëè ìîäèôèêàöèÿ ëèïèäíûõ
ìèêðîäîìåíîâ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ëàòåðàëüíîé äèô-
ôóçèè ãàíãëèîçèäà GM1 (Bang et al., 2005), ÷òî ìîæåò
ïðèâîäèòü ê îáíàðóæåííûì èçìåíåíèÿì ôëóîðåñöåíöèè.
Êðîìå òîãî, âûñêàçûâàëèñü ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîì
âûõîäå ãàíãëèîçèäà GM1 èç ìåìáðàíû âñëåäñòâèå ýêñò-
ðàêöèè õîëåñòåðèíà ïðè äåéñòâèè ÌáÖÄ (Lai et al., 2008).

Áóäó÷è ãëèêîñôèíãîëèïèäàìè, GM1, êàê è äðóãèå
ãàíãëèîçèäû, ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûìè êîìïîíåíòàìè ëèïèä-
íûõ ðàôòîâ â íàòèâíûõ êëåòêàõ (Sonnino et al., 2006).
Â ñâÿçè ñ ýòèì ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ãàíãëèîçèäû äîñòà-
òî÷íî äàâíî ïðèâëåêàëè âíèìàíèå èììóíîëîãîâ êàê âû-
ñîêîàôôèííûå ìåìáðàííûå ìîëåêóëû, âîçìîæíî âûïîë-
íÿþùèå ìàðêåðíûå ôóíêöèè (ñì., íàïðèìåð: Äÿòëîâèö-
êàÿ, 1998). Íàøè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèåì î
ãàíãëèîçèäàõ êàê âåðîÿòíûõ ìèøåíåâûõ äåòåðìèíàíòàõ â
ñîñòàâå ðàôòîâ íà ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ðàíåå
ñîîáùàëîñü î âîçìîæíîé ðîëè GM2 è ïîâûøåííîì óðîâ-
íå ãàíãëèîçèäîâ â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ ëèíèè K562
(Ando et al., 1987; Dougall et al., 1987). Åñòü îñíîâàíèÿ
ñ÷èòàòü, ÷òî ãàíãëèîçèäû âûïîëíÿþò òàêæå ôóíêöèþ ìè-
øåíåé äëÿ ðÿäà âèðóñíûõ è áàêòåðèàëüíûõ ïàòîãåíîâ, èí-
âàçèÿ êîòîðûõ â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè ìîæåò çàâèñåòü
îò óðîâíÿ õîëåñòåðèíà è îðãàíèçàöèè ðàôòîâ â ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíå (Lai et al., 2008).

Àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû î äðóãèõ ïðåäïîëàãàåìûõ
ëèãàíäàõ, ðàñïîçíàâàåìûõ ÅÊÊ, ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü, ÷òî
íàèáîëåå âåðîÿòíûå êàíäèäàòû ãëèêîïðîòåèäíîé ïðèðî-
äû îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå ãëèêîçèë-ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-
ñâÿçàííûõ áåëêîâ (GPI-anchored proteins). Êàê ïðàâèëî,
GPI-çàÿêîðåííûå áåëêè îáíàðóæèâàþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî
â ñîñòàâå áîãàòûõ õîëåñòåðèíîì è ñôèíãîëèïèäàìè ìåì-
áðàííûõ ìèêðîäîìåíîâ — ðàôòîâ (Brown, 2006; Pike,
2009). Âîîáùå, èññëåäîâàíèÿ GPI-ñâÿçàííûõ áåëêîâ ðàç-
âèâàëèñü â òåñíîé ñâÿçè ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè î ëèïèäíûõ
ðàôòàõ è òàê íàçûâàåìûõ äåòåðãåíò-óñòîé÷èâûõ ìåìáðà-
íàõ (detergent-resistant membranes, DRM) (Brown, Rose,
1992; Brown, London, 2000; Pike, 2003). Ïîýòîìó òåì áî-
ëåå èíòåðåñíû äàííûå î òîì, ÷òî ïîòåíöèàëüíûå ìîëåêó-
ëÿðíûå ìèøåíè íà ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê —
CD48 è CD59 — ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé GPI-ñâÿçàííûå áåë-
êè, àêòèâíîñòü êîòîðûõ, ïî-âèäèìîìó, ðåàëèçóåòñÿ òîëü-
êî â ñîñòàâå ðàôòîâ (Watzl, Long, 2003; Omidvar et al.,
2006). Íàøè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ èññëåäîâàíèÿìè
ôóíêöèîíàëüíîé ýêñïðåññèè ÑD59 â êëåòêàõ K562 è U937
(Omidvar et al., 2006); öèòèðóåìàÿ ðàáîòà — îäíà èç åäè-

íè÷íûõ çà ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå, àäðåñîâàííûõ èçó÷å-
íèþ ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ëèãàíäîâ íà
ïîâåðõíîñòè êëåòîê-ìèøåíåé. Îáîáùàÿ ëèòåðàòóðíûå è
ñîáñòâåííûå äàííûå, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê K562 ê äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëå-
ðîâ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâè-
åì CD59 ñ ðåöåïòîðàìè ÅÊÊ è ïîýòîìó çàâèñèò îò öåëî-
ñòíîñòè ëèïèäíûõ ðàôòîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå.

Ñëåäóåò óïîìÿíóòü äîñòàòî÷íî ðàñïðîñòðàíåííóþ
òî÷êó çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé íà ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê-ìèøåíåé íåò óíèâåðñàëüíûõ ìîëåêóëÿðíûõ äåòåðìè-
íàíò, ðàñïîçíàâàåìûõ âñåìè êëîíàìè ÅÊÊ (Trinchieri,
1989). Â ýòîì ñëó÷àå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÅÊÊ òàê-
æå ìîãëî áû çàâèñåòü îò ñòðóêòóðû ðàôòîâ, âûïîëíÿþ-
ùèõ ôóíêöèþ ñêàôôîëäà âî ìíîãèõ ñèãíàëüíûõ ïðîöåñ-
ñàõ è, âîçìîæíî, îáåñïå÷èâàþùèõ êîëîêîëèçàöèþ íèçêî-
àôôèííûõ ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Â ñâÿçè ñ
ýòèì çàñëóæèâàþò âíèìàíèÿ ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæ-
íîé ðîëè ìîëåêóë àäãåçèè è ðåöåïòîðîâ ê áåëêàì âíåêëå-
òî÷íîãî ìàòðèêñà â îáåñïå÷åíèè èììóííîãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ êëåòîê-ìèøåíåé è ýôôåêòîðîâ (Takeda, Okumura,
2004). Òàê, ñîîáùàåòñÿ î ïðèñóòñòâèè ðåöåïòîðîâ ê ëàìè-
íèíó íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê K562 è èõ íåîáõîäèìîì ó÷à-
ñòèè â öèòîëèçå ÅÊÊ (Ôèëàòîâà è äð., 2008á). Ïîêàçàíî
òàêæå, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ê äåéñòâèþ ÅÊÊ çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ìàòðèê-
ñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç (Ôèëàòîâà è äð., 2009). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, èçâåñòíû ðåçóëüòàòû ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäî-
âàíèé, êîòîðûå óêàçûâàþò íà ðîëü ðàôòîâ â ïðîöåññàõ àä-
ãåçèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðíûõ
êîìïëåêñîâ (Leitinger, Hoggl, 2002).

Â òî âðåìÿ êàê âîïðîñ î ïðèðîäå ìåìáðàííûõ ëèãàí-
äîâ îñòàåòñÿ îòêðûòûì, èìååòñÿ öåëûé ðÿä äàííûõ, ñâè-
äåòåëüñòâóþùèõ î ìîäóëèðóþùåì âëèÿíèè ðàçëè÷íûõ
ôàêòîðîâ íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ. Òàê, ñíèæåíèå öèòî-
òîêñè÷íîñòè íàáëþäàëîñü ïðè äîñòàòî÷íî ðàçíîðîäíûõ
âîçäåéñòâèÿõ, â òîì ÷èñëå ðàçáîðêå àêòèíîâîãî öèòî-
ñêåëåòà, îáðàáîòêå ðàçëè÷íûìè àíòèîêñèäàíòàìè (Ôèëà-
òîâà è äð., 2006, 2008à, 2009). Ñðàâíåíèå è îáíàðóæåííîå
ñõîäñòâî ýôôåêòîâ, îäíàêî, íå ïîçâîëÿþò ñóäèòü î ìåìá-
ðàííûõ ìåõàíèçìàõ, êîòîðûå îñòàþòñÿ íåÿñíûìè. Âîç-
ìîæíî, ðàññìàòðèâàåìûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü ðàöèî-
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SENSITIVITY TO LYSIS BY NATURAL KILLERS DEPENDS ON THE INTEGRITY OF LIPID RAFTS

IN PLASMA MEMBRANE OF TRANSFORMED CELLS

N. A. Filatova, V. I. Chubinskij-Nadezhdin, V. A. Ivanov, E. A. Morachevskaya1

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: elenmo@mail.cytspb.rssi.ru

The present work focused on the role of cholesterol-rich membrane microdomains (rafts) in cellular mecha-
nisms of innate immunity and anticancer defence. The lytic effect of natural killers (NK) was examined in de-
pendence on cholesterol content in transformed target cells. In the current study, K562 human erythroleukaemia
cells were the targets. K562 cells were treated with methyl-beta-cyclodextrin (MbCD) to deplete membrane cho-
lesterol that was verified by enzymatic method. With the use of 3H-uridine test, NK (mouse splenocytes) cytoto-
xity was estimated under various conditions, specifically, after incubation of K562 cells with MbCD or inactive
analog alpha-cyclodextrin. The data obtained show that cholesterol-depleting treatment (2.5 or 5 mM MbCD) of
target cells results in full loss of their sensitivity to NK lysis. The effect is likely to be due to disintegrity of lipid
rafts that is critically dependent on the level of membrane cholesterol. Visualization of cell surface changes by
fluorescent labeling of ganglioside GM1 confirmed our conclusions.

K e y w o r d s: plasma membrane, natural killers, cholesterol, lipid rafts, human leukaemia K562 cells, met-
hyl-beta-cyclodextrin, alpha-cyclodextrin.
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