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Â. À. Ïëåñêà÷, È. Â. Êîæóõàðîâà è äð.
Ðîñòìîäóëèðóþùåå è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïåïòèäà èç ãåìîëèìôû ëè÷èíîê ìóõè

Ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü ïåïòèäà àëëîôåðîí (ÀÔ) èç ãåìîëèìôû ëè÷èíîê ìóõè Ñalliphora
vicina, ñîñòîÿùåãî èç 13 àìèíîêèñëîò, èçó÷àëè â ìàññîâûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ëèíèé K562, J-96, P388D1,
3T3-SV40 è MH22a è ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ëèíèè Ð388D1. Ðîñòìîäóëèðóþùåå è öèòîòîêñè÷åñêîå
äåéñòâèå ïåïòèäà â êîíöåíòðàöèÿõ îò 10–5 äî 250 ìêã/ìë ñðàâíèâàëè ñ äåéñòâèåì èçâåñòíûõ öèòîñòàòè-
êîâ — öèòîçàðà è äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ), à òàêæå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, ñîçäàííûõ íà îñíîâå ïåïòèäà ÀÔ è
öèòîçàðà (öèòàëà) èëè ÄÐ (äîêñàëà). Ïðè âîçäåéñòâèè ÀÔ â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–3 ìêã/ìë ïðîëèôåðà-
òèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê âñåõ ëèíèé, çà èñêëþ÷åíèåì ëèíèè 3Ò3-SV40, âîçðàñòàëà â 1.2—1.4 ðàçà, â òî
âðåìÿ êàê ïåïòèä â êîíöåíòðàöèè íå ìåíåå ÷åì 10 ìêã/ìë ïîäàâëÿë ïðîëèôåðàöèþ. Íàïðàâëåííîñòü è
âåëè÷èíà ðîñòìîäóëèðóþùåãî ýôôåêòà çàâèñåëè îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ ÀÔ è âàðüèðîâàëè
äëÿ ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ïåïòèä íå âëèÿë íà æèçíåñïîñîáíîñòü âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, êðîìå êëå-
òîê ëèíèè Ð388D1, ãèáåëü êîòîðûõ ðåãèñòðèðîâàëè ÷åðåç 96 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ ÀÔ â êîíöåíò-
ðàöèè 100 ìêã/ìë. Íàèáîëåå âûðàæåííóþ ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâíîñòü (â îñíîâíîì ðîñòèíãèáèðóþ-
ùóþ) ïðîÿâëÿëè öèòîçàð è ÄÐ. Äëÿ ãèáðèäíûõ ìîëåêóë â áîëüøèíñòâå îïûòîâ áûëà õàðàêòåðíà ïðîìå-
æóòî÷íàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåïòèäîì è öèòîñòàòèêàìè àíòèîïóõîëåâàÿ àêòèâíîñòü. Èñêëþ÷åíèåì
ÿâëÿåòñÿ áîëåå âûñîêàÿ, ÷åì ó öèòîçàðà, öèòîòîêñè÷íîñòü öèòàëà â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë äëÿ êëåòîê
ëèíèè P388D1. Ðåçóëüòàòû îïûòîâ ïî êëîíèðîâàíèþ êëåòîê â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ òåñòèðóåìûå ïðåïà-
ðàòû, ïîäòâåðäèëè äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàññîâûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Ïîêàçàíî òàê-
æå, ÷òî ÀÔ áûñòðî ïðîíèêàåò â êëåòêè ëèíèè J-96 è ïðåèìóùåñòâåííî ëîêàëèçóåòñÿ â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ è
ïåðèíóêëåàðíîé îáëàñòè öèòîïëàçìû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåïòèä, êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ, öèòîòîêñè÷íîñòü, ðîñòìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔ — àëëîôåðîí, ÄÐ — äîêñîðóáèöèí.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè â òîé èëè èíîé ñòåïåíè îõà-
ðàêòåðèçîâàíî ñâûøå 2 ìëí ïåïòèäîâ ðàçëè÷íîé âèäîâîé
è òêàíåâîé ïðèíàäëåæíîñòè (Sidhu, Weiss, 2002; Wang,
Wang, 2004). ×àñòü èç íèõ ñèíòåçèðîâàíà in vitro íà îñíî-
âå ÄÍÊ-êîäèðóåìîé ïåïòèäíîé áèáëèîòåêè, â òî âðåìÿ
êàê äðóãèå ïåïòèäû áûëè âûäåëåíû èç áåëêîâ è ïðåäñòàâ-
ëÿþò ñîáîé ôðàãìåíòû áåëêîâûõ ìîëåêóë (Lowman et al.,
1998; Miezeijewski, MacColl, 2003; Ingham et al., 2004;
Kaga et al., 2007). Ïåïòèäíûå ìîëåêóëû ïðîÿâëÿþò ðàçíî-
îáðàçíóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, âêëþ÷àÿ ñïîñîá-
íîñòü ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàííî âëèÿòü íà ïðîëèôåðàöèþ
è æèçíåñïîñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ê ïåïòèäàì ñ àí-
òèîïóõîëåâûì äåéñòâèåì îòíîñÿòñÿ, â ÷àñòíîñòè, äåôèí-
ñèíû è äåôèíñèíîïîäîáíûå ìîëåêóëû, êîòîðûå âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ êîìïîíåíòàìè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû,
÷òî ïðèâîäèò ê áûñòðîé ãèáåëè êëåòîê (Cruciani et al.,
1991; Harwig et al., 1995; Ïëåñêà÷ è äð., 2000). Ê íåäîñòàò-
êàì ïðåäñòàâèòåëåé ýòîé ãðóïïû ìîæíî îòíåñòè íèçêóþ
èçáèðàòåëüíîñòü öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ è áëîêè-
ðîâàíèå àêòèâíîñòè äåôåíñèíîâ áåëêîâûìè ôàêòîðàìè
ñûâîðîòêè êðîâè (Peck et al., 1993; Papo et al., 2004). Ïî-

ñêîëüêó ïåðâûé èç óêàçàííûõ íåäîñòàòêîâ õàðàêòåðåí è
äëÿ ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè÷åñêîé îíêîëîãèè öèòîñòàòè-
êîâ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñòàåòñÿ àêòóàëüíûì ïîèñê íîâûõ
àíòèîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ, â òîì ÷èñëå ïðåïàðàòîâ, êî-
òîðûå ìîãóò óâåëè÷èâàòü èçáèðàòåëüíîñòü è ýôôåêòèâ-
íîñòü äåéñòâèÿ èçâåñòíûõ îíêîëèòèêîâ. Ñóäÿ ïî èìåþ-
ùåéñÿ èíôîðìàöèè, â ÷èñëî òàêèõ àäúþâàíòíòûõ ïðåïà-
ðàòîâ ìîãóò âõîäèòü è íåêîòîðûå èç ïðîâåðåííûõ
ïåïòèäîâ (Ãåðàñèìîâà è äð., 1995; Leushner et al., 2003;
Miezeijewski, MacColl, 2003; Papo et al., 2004). Â ñâÿçè ñ
âûøåñêàçàííûì è î÷åâèäíûì äåôèöèòîì ñâåäåíèé î ñïî-
ñîáíîñòè ïåïòèäîâ íàñåêîìûõ îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ïðî-
ëèôåðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ íàìè áûë âûäåëåí ïåïòèä, êîòî-
ðîìó ïðèñâîèëè íàçâàíèå àëëîôåðîí (ÀÔ). ÀÔ, ñîäåðæà-
ùèé 13 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, âûäåëÿëè èç òåõ ôðàê-
öèé ãåìîëèìôû èíôèöèðîâàííûõ óáèòûìè áàêòåðèÿìè
ëè÷èíîê ìóõè Ñalliphora vicina, êîòîðûå ïðîÿâëÿëè ìàê-
ñèìàëüíóþ ñïîñîáíîñòü ê óñèëåíèþ ëèçèðóþùåé àêòèâ-
íîñòè åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê (Ñhernysh et al.,
2002).
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Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ïðîâåðêå
ðîñòìîäóëèðóþùåãî è öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÀÔ â
ìàññîâûõ êóëüòóðàõ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ìûøè
è ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïîäðîáíûå ñâåäåíèÿ î âûäåëåíèè, î÷èñòêå è ñèíòåçå
ÀÔ ïðèâåäåíû ðàíåå (Chernysh et al., 2002). Ïîìèìî ïåï-
òèäà ÀÔ â ðàáîòå îöåíèâàëè áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü
öèòîçàðà è äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ), à òàêæå ãèáðèäíûõ ìîëå-
êóë, ïîëó÷åííûõ êîíúþãàöèåé ÀÔ ñ öèòîçàðîì (öèòàëà)
èëè ñ ÄÐ (äîêñàëà). Ãèáðèäíûå ìîëåêóëû áûëè ñèíòåçè-
ðîâàíû Ñ. Â. Íèêîëàåâûì íà êàôåäðå õèìèè ïðèðîäíûõ
ñîåäèíåíèé õèìè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî
ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèîííûå è ìî-
íîñëîéíûå ïîñòîÿííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ìûøè è ÷åëîâå-
êà, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòèêîâîé ïîñóäå ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Êëåòêè ñóñïåí-
çèîííûõ ëèíèé ìûøèíîé ëèìôîèäíîé íåîïëàçìû
Ð388D1 è ýðèòðîèäíîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 êóëüòè-
âèðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640, äîïîëíåííîé 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà, ãëóòàìèíîì è ãåíòàìèöèíîì,
è ïåðåñåâàëè ìåõàíè÷åñêèì ñïîñîáîì äâàæäû â íåäåëþ â
ñîîòíîøåíèè 1 : 3 èëè 1 : 4. Êëåòêè ìîíîñëîéíûõ, ïðè-
êðåïëÿþùèõñÿ ê ïëàñòèêó ëèíèé ìîíîöèòàðíîé ëåéêåìèè
÷åëîâåêà J-96, ìûøèíîé ãåïàòîêàðöèíîìû MH22a è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ âèðóñîì îáåçüÿíû ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè 3Ò3-SV40 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåð-
æàùåé òå æå äîáàâêè, ÷òî è ñðåäà RPMI 1640. Ýòè êëåòî÷-
íûå ëèíèè ïåðåñåâàëè 1—2 ðàçà â íåäåëþ â ñîîòíîøåíèè
1 : 3 ñ ïîìîùüþ ñìåñè ðàâíûõ îáúåìîâ 0.25%-íîãî òðèï-
ñèíà è 0.02%-íîãî ÝÄÒÀ.

Ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòî÷-
íûå êóëüòóðû, íàõîäÿùèåñÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñ-
òà. Ñóñïåíçèè êëåòîê ïîëó÷àëè ïðÿìûì ïèïåòèðîâàíèåì
èëè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ñìåñüþ òðèïñèíà ñ
ÝÄÒÀ. Ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
300 g è êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 5—10 ìèí êëå-
òî÷íûå îñàäêè ñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå Õåíêñà
(ðH 7.0), ïîâòîðíî îñàæäàëè ïðè âûøåóêàçàííûõ óñëîâè-
ÿõ è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1—2 ìë ïîëíîé ñðåäû. Ïîñëå
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè êëåòîê ñ ïîìîùüþ ãåìîöèòî-
ìåòðà êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè ðàçáàâëÿëè ïîëíîé ñðåäîé äî
íåîáõîäèìîé èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ ñîñòàâëÿ-
ëà 1�104 êë./ìë äëÿ ìîíîñëîéíûõ ëèíèé è 2.5�104 êë./ìë
äëÿ ñóñïåíçèîííûõ ëèíèé. Ïðè ïîñòàíîâêå îïûòîâ â ëóí-
êè 24-ëóíî÷íûõ ïàíåëåé âíîñèëè ïî 2 ìë, à â ëóíêè
96-ëóíî÷íûõ ïàíåëåé — ïî 0.2 ìë êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé.

Íàâåñêè òåñòèðóåìûõ ïðåïàðàòîâ ðàñòâîðÿëè â ñðåäå
áåç ñûâîðîòêè è ñòåðèëèçîâàëè ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç íè-
òðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû ñ äèàìåòðîì ïîð 0.22 ìêì (Mil-
lipore, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ìàòî÷íûå ðàñòâîðû ïîñëå-
äîâàòåëüíî ðàçáàâëÿëè ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè äî íåîá-
õîäèìûõ ðàáî÷èõ êîíöåíòðàöèé. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå êëåòîê-ìèøåíåé ñóñïåíçèîííûõ è ìîíîñëîéíûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðåïàðàòû äîáàâëÿëè â ëóíêè (0.02 ìë
ðàñòâîðà ïðåïàðàòà íà ëóíêó) ñðàçó è ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå
ïîñåâà êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî. Èíêóáàöèîííóþ ñðåäó â
òå÷åíèå îïûòîâ íå ìåíÿëè. ×èñëî êëåòîê â ëóíêàõ îïðåäå-
ëÿëè êàæäûå 24 ÷ ñ ïîìîùüþ ãåìîöèòîìåòðà. Ïðè ïîä-
ñ÷åòå êîëè÷åñòâà êëåòîê äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè ïðå-
ïàðàòà â îäíîì îïûòå èñïîëüçîâàëè íå ìåíåå òðåõ ïàðàë-

ëåëüíûõ ëóíîê. Äëÿ îöåíêè äîëè ïîãèáøèõ êëåòîê àëèê-
âîòó êàæäîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè îáüåìîì 100 ìêë ñìå-
øèâàëè ñ ðàâíûì îáüåìîì 0.4%-íîãî ðàñòâîðà òðèïàíî-
âîãî ñèíåãî. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ è ìåðòâûõ
(îêðàøåííûõ) êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â ãåìîöèòîìåòðå ÷å-
ðåç 10 ìèí ïîñëå íà÷àëà èõ èíêóáàöèè ñ êðàñèòåëåì.

Âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ íà ýôôåêòèâîñòü êëîíèðîâàíèÿ
êëåòîê ïðîâåðÿëè äëÿ êëåòîê ëèíèè Ð388D1. Ñ ýòîé öåëüþ
â ëóíêè 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ âûñåâàëè ïî 50 êëåòîê â
2 ìë ïîëíîé ñðåäû. Ñðàçó ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â ëóíêè äî-
áàâëÿëè ïî 200 ìêë ðàñòâîðà ïðîâåðÿåìîãî ïðåïàðàòà. Êî-
ëè÷åñòâî êëîíîâ (êîëîíèé, ñîäåðæàùèõ íå ìåíåå 50 êëå-
òîê) ïîäñ÷èòûâàëè ÷åðåç 10—12 ñóò ïîñëå íà÷àëà îïûòà.
Äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà èñïîëüçîâàëè 6—8 ïà-
ðàëëåëüíûõ ëóíîê.

Äëÿ îöåíêè ïðîíèêíîâåíèÿ ïåïòèäà â êëåòêè è åãî
âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè èñïîëüçîâàëè êîìïëåêñû
ÀÔ—áèîòèí è ôëóîðåñöåèí—àâèäèí. Ñ ýòîé öåëüþ êëåò-
êè âûñåâàëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, êóëüòèâèðîâàëè äî
ñóáìîíîñëîéíîé ïëîòíîñòè è çàìåíÿëè ñòàðóþ ñðåäó íà
ñâåæóþ, ñîäåðæàùóþ áèîòèíèëèðîâàííûé ÀÔ. Êîíöåíò-
ðàöèÿ ïåïòèäà ñîñòàâëÿëà 1 ìêã íà 1 ìë êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû. Ñïóñòÿ 30 ìèí, 24 èëè 96 ÷ ïîêðîâíûå ñòåêëà
òðèæäû ïðîìûâàëè áóôåðîì ÐÂS (ðÍ 7.0) è ôèêñèðîâàëè
êëåòêè 4%-íûì ïàðàôàðìàëüäåãèäîì, ïðèãîòîâëåííûì íà
ýòîì æå áóôåðå. Ïîñëå ôèêñàöèè êëåòêè âíîâü ïðîìûâà-
ëè è èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå â ÐÂS, ñîäåðæàùåì êîìïëåêñ
ôëîðåñöåèí—àâèäèí (1 ìêã íà 1 ìë), â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ïðîìûâêè áóôåðîì ÐÂS
ïîêðîâíûå ñòåêëà çàêëþ÷àëè â 2%-íûé ðàñòâîð ïðîïèëãà-
ëàòà è ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Ïðèãîòîâëåííûå
ïðåïàðàòû õðàíèëè â òåìíîòå è ïðîñìàòðèâàëè â òîò æå
äåíü ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà (Axioscope
Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíî-
ãî ìèêðîñêîïà (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ) ïðè ÷àñòîòå
âîçáóæäåíèÿ 488 íì. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè âàðèàíò áåç ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè
êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñ ÀÔ—áèîòèí.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè öèòîçèíàðàáèíîçèä, äîêñîðó-
áèöèí è ãåíòàìèöèí (Sigma, ÑØÀ); ñðåäû ÄÌÅÌ è RPMI
1640, ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó òåëåíêà è òðèïàíîâûé
ñèíèé (Gibco, ÑØÀ); êîìïëåêñ ôëîðåñöåèí—àâèäèí è
ïðîïèëãàëàò (ICN, ÑØÀ); òðèïñèí, ÝÄÒÀ, ðàñòâîð Õåíê-
ñà (Áèîëîò, Ðîññèÿ); êîìïëåêñ ÀÔ—áèîòèí (Êîðåéñêèé
èíñòèòóò íàóêè è òåõíîëîãèè).

Ðåçóëüòàòû

Îñíîâíàÿ çàäà÷à ðàáîòû ñîñòîÿëà â îöåíêå ïðîòèâî-
îïóõîëåâîãî ïîòåíöèàëà ïåïòèäà ÀÔ, âûäåëåííîãî èç èí-
ôèöèðîâàííûõ óáèòûìè áàêòåðèÿìè ëè÷èíîê Ñalliphora
vicina. C ýòîé öåëüþ áûëè ïîëó÷åíû òàê íàçûâàåìûå êðè-
âûå ðîñòà êëåòîê â ñðåäå áåç äîáàâîê è â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé îò 10–5 äî 250 ìêã íà 1 ìë ñèíòåòè÷åñêîãî àíàëî-
ãà ÀÔ (Ñhernysh et al., 2002). Äëÿ áîëåå îáúåêòèâíîé
îöåíêè ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïîòåíöèàëà ïåïòèäà ÀÔ
åãî äåéñòâèå ñðàâíèâàëè ñ äåéñòâèåì èçâåñòíûõ öèòîñòà-
òèêîâ öèòîçàðà è ÄÐ. Êðîìå òîãî, äëÿ ïðîâåðêè ñîâìåñò-
íîãî âëèÿíèÿ ïåïòèäà è öèòîñòàòèêà â íåêîòîðûõ îïû-
òàõ ïðîâîäèëè ïàðàëëåëüíîå èçó÷åíèå ðîñòìîäóëè-
ðóþùåé è öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè îäíîãî èç
àíòèîïóõîëåâûõ àãåíòîâ è ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, ñîçäàí-
íûõ íà îñíîâå ÀÔ è ÄÐ èëè ÀÔ è öèòîçàðà (äîêñàëà è öè-
òàëà ñîîòâåòñòâåííî).
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Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèè Ð388D1 ïîëó÷àëè â ñðå-
äàõ, ñîäåðæàùèõ ÀÔ, öèòîçàð èëè öèòàë (ðèñ. 1). Â òå-
÷åíèå ïåðâûõ 24 ÷ ýêñïåðèìåíòà âñå ïðåïàðàòû, âêëþ-
÷àÿ öèòîñòàòèê, â êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–3 ìêã/ìë ñòè-
ìóëèðîâàëè ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê â
1.3—1.4 ðàçà (ðèñ. 1, êîëîíêà I, à, ñòîëáöû 1—3 ñîîòâåò-
ñòâåííî), â òî âðåìÿ êàê âîçäåéñòâèå öèòîçàðà è â îñîáåí-
íîñòè öèòàëà â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë ïðèâîäèëî ê
çíà÷èòåëüíîìó òîðìîæåíèþ ðîñòà êëåòîê (ðèñ. 1, I, à,
ñòîëáöû 2, 3 ñîîòâåòñòâåííî), ïðè÷åì ðîñòèíãèáèðóþ-
ùåå äåéñòâèå öèòàëà ñîïðîâîæäàëîñü ãèáåëüþ ïðèáëèçè-
òåëüíî 25 % êëåòîê. Â ïîñëåäóþùèå 2 ñóò íàáëþäàëè îò-
ñóòñòâèå âëèÿíèÿ ÀÔ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ñíèæåíèå
ðîñòñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ íèçêèõ äîç öèòîçàðà è öè-
òàëà è óâåëè÷åíèå ñóïðåññèè ðîñòà êëåòîê ïîä âëèÿíèåì
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ýòèõ ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 1, I, á, â;
ñòîëáöû 2, 3). Íà ïîñëåäíåì ñðîêå (÷åðåç 96 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó) ñòèìóëèðî-
âàíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðîèñõîäèëî
ïðè ïðèìåíåíèè ÀÔ â êîíöåíòðàöèÿõ 0.1 è 1 ìêã/ìë
(ðèñ. 1, I, ã, ñòîëáöû 1), â òî âðåìÿ êàê â ðåçóëüòàòå âîç-
äåéñòâèÿ âñåõ ïðåïàðàòîâ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë ðå-
ãèñòðèðîâàëè ãèáåëü êëåòîê (ðèñ. 1, I, ã).

Ñõîäíóþ ïî õàðàêòåðó, õîòÿ è íå èäåíòè÷íóþ, äèíà-
ìèêó ðîñòà è ãèáåëè êëåòîê ðåãèñòðèðîâàëè è ïðè âîçäåé-
ñòâèè ÀÔ, öèòîçàðà è öèòàëà íà êëåòêè ëèíèè K562
(ðèñ. 2, I, à—â). Îñíîâíûå îòëè÷èÿ îòâåòà ýòèõ êëåòîê íà
âîçäåéñòâèå ïåðå÷èñëåííûõ ïðåïàðàòîâ îò êëåòîê ëèíèè
Ð388D1 ñîñòîÿëè â ñíèæåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ðîñò-
ñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ ÀÔ è öèòîçàðà â êîíöåíòðà-
öèÿõ 10–5 è 10–3 ìêã/ìë â òå÷åíèå ïåðâûõ 24 ÷ îïûòà
(ðèñ. 2, I, à, ñòîëáöû 1), áîëåå âûðàæåííîé ðîñòèíãèáèðó-
þùåé àêòèâíîñòè ïåïòèäà â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë â
ïîñëåäóþùèå ñóòêè ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 2, I, á, ñòîëáöû 1)
è ïîâûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ðîñòèíãèáèðóþùåé
àêòèâíîñòè öèòîçàðà â êîíöåíòðàöèè 0.1—100 ìêã/ìë íà
ïðîòÿæåíèè âñåãî âðåìåíè äåéñòâèÿ àãåíòà (ðèñ. 2, I, à, á,
â; ñòîëáöû 2). Â òå÷åíèå êîíòðîëèðóåìîãî âðåìåíè ðîñò-
èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå ïðåïàðàòîâ íå áûëî ñâÿçàíî ñ ãè-
áåëüþ êëåòîê.

Öèòîòîêñè÷åñêèé è ðîñòìîäóëèðóþùèé ïîòåíöèàë
ÀÔ, öèòîçàðà è öèòàëà â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
10–3—250 ìêã/ìë ïðîâåðÿëè è íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
3Ò3-SV40 è MH22à. ×åðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè 3Ò3Â-SV40 â ñðåäàõ ñ ýòèìè ïðå-
ïàðàòàìè ðîñòñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ïðîÿâëÿë òîëüêî
öèòàë â êîíöåíòðàöèÿõ 10–3 è 10–1 ìêã/ìë (ðèñ. 1, II, à,
ñòîëáöû 3). Öèòàë â êîíöåíòðàöèè 250 ìêã/ìë è öèòîçàð
â êîíöåíòðàöèÿõ ñâûøå 10–1 ìêã/ìë ïîëíîñòüþ áëîêèðî-
âàëè ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê (ðèñ. 1, II, à, ñòîëáöû 2, 3),
ïðè÷åì ïðè âîçäåéñòâèè öèòîñòàòèêà è ãèáðèäíîé ìîëå-
êóëû â íàèáîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñóïðåññèÿ ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè áûëà ñâÿçàíà ñ ãèáåëüþ ïðè-
ìåðíî 10 è 25 % êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè MH22à
ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëàñü â òå÷åíèå 48 ÷ âîçäåéñòâèÿ öè-
òîçàðà â êîíöåíòðàöèÿõ, ïðåâûøàþùèõ 10 ìêã/ìë, è ÷àñ-
òè÷íî — öèòàëîì â êîíöåíòðàöèè 250 ìêã/ìë (ðèñ. 1, III,
á, ñòîëáöû 2, 3 ñîîòâåòñòâåííî). ÀÔ ïðàêòè÷åñêè íå îêà-
çûâàë âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê ëèíèè MH22à (ðèñ. 1, III, à, á, ñòîëáöû 1).

Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèè K562 áûëè ïîëó÷åíû òàê-
æå è ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ÄÐ è
äîêñàë (ðèñ. 2, II, à—â). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñâè-
äåòåëüñòâóþò î áîëåå âûðàæåííîé ïî ñðàâíåíèþ ñ öèòî-

çàðîì (ðèñ. 1, II, à—â) ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê öè-
òîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÄÐ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë.
Â ñðåäå, ñîäåðæàùåé öèòîñòàòèê â êîíöåíòðàöèè
100 ìêã/ìë, äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê âîçðàñòàëà ñ 35 (÷åðåç
1 ñóò âîçäåéñòâèÿ ÄÐ) äî 100 % ê îêîí÷àíèþ ýêñïåðèìåí-
òà (ðèñ. 1, II, à, â; ñòîëáöû 2). Ñðàâíåíèå îòâåòà ýòèõ êëå-
òîê íà äåéñòâèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë ñâèäåòåëüñòâóåò îá
èõ áîëüøåé ïî ñðàâíåíèþ ñ öèòàëîì ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
ðîñòñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé
äîêñàëà (ðèñ. 2, I, II; ñòîëáöû 3).

Ðîñòìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå ÀÔ â êîíöåíòðàöèè 10–5

è 10–3 ìêã/ìë íà êëåòêè ëèíèè J-96 ïðîÿâëÿëîñü â óâåëè÷å-
íèè èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè â 1.3 ðàçà â òå÷åíèå
1-õ ñóò (êðèâàÿ ðîñòà íå ïðèâîäèòñÿ).

Ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå ÀÔ, öèòîñòàòèêîâ è
ãèáðèäíûõ ìîëåêóë â êîíöåíòðàöèè 10–2—1 ìêã/ìë îöå-
íèâàëè è ïðè êëîíèðîâàíèè íà ïëàñòèêå êëåòîê ëèíèè
Ð388D1. Ïåïòèä ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë íà ýôôåêòèâíîñòü
êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê öèòîçàð è ÄÐ â êîí-
öåíòðàöèè 10–2 ìêã/ìë ñíèæàëè êëîíîãåííîñòü êëåòîê ëè-
íèè Ð388D1 â 6 è 12 ðàç ñîîòâåòñòâåííî. Ïðèìåíåíèå îáî-
èõ öèòîñòàòèêîâ â êîíöåíòðàöèÿõ 0.1 è 1 ìêã/ìë ïðèâîäè-
ëî ê ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê
îáðàçîâàíèþ êëîíîâ (ñì. òàáëèöó). Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû
áûëè ïîëó÷åíû è ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ëèíèè
Ð388D1 â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñìåñü ÀÔ (1 ìêã/ìë) è ÄÐ
(îò 10–2 äî 1 ìêã/ìë). Ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëå-
òîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ãèáðèäíûå ìîëåêóëû, áûëà ïðî-
ìåæóòî÷íîé ìåæäó òàêîâîé ïðè äåéñòâèè òîëüêî ÀÔ èëè
öèòîñòàòèêà.

Ñïîñîáíîñòü ïåïòèäà ïðîíèêàòü â êëåòêè è åãî ëîêà-
ëèçàöèþ â öèòîïëàçìå èçó÷àëè íà êëåòêàõ ëèíèè J-96.
Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé êîìïëåêñ ÀÔ—áèîòèí, â òå÷åíèå 30 ìèí, 24 è 96 ÷.
Ïî èñòå÷åíèè âðåìåíè èíêóáàöèè âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêà-
ëèçàöèþ ïåïòèäà âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà ôëóî-
ðåñöåèí—àâèäèí. Ïðè ñêàíèðîâàíèè êëåòîê (äàííûå íå
ïðåäñòàâëåíû) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 30 ìèí è 24 ÷ ÀÔ
ëîêàëèçîâàí ãëàâíûì îáðàçîì â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ, â òî
âðåìÿ êàê ÷åðåç 96 ÷ êîìïëåêñ ÀÔ—áèîòèí âûÿâëÿëñÿ â
îñíîâíîì â ïåðèíóêëåàðíîì ïðîñòðàíñòâå (ðèñ. 3, á—ã).

Îáñóæäåíèå

Íà ïðîòÿæåíèè ïîñëåäíèõ ëåò ïðîâîäÿòñÿ àêòèâíûé
ïîèñê è èçó÷åíèå ïåïòèäîâ ñ ïðÿìûì è îïîñðåäîâàííûì
àíòèíåîïëàñòè÷åñêèì äåéñòâèåì (Yang et al., 2002; Op-
penheim et al., 2003; Kaga et al., 2007). Äëÿ ïåðâè÷íîãî
èçó÷åíèÿ ïðÿìîé ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòè îáû÷íî
èñïîëüçóþò êëåòêè òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèé. Ïðè
îöåíêå àíòèîïóõîëåâîãî ïîòåíöèàëà in vitro îñíîâíûìè
êðèòåðèÿìè ÿâëÿþòñÿ ðîñòèíãèáèðóþùàÿ è öèòîòîêñè÷å-
ñêàÿ àêòèâíîñòü ïðîâåðÿåìûõ ïðåïàðàòîâ â ìàññîâûõ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóðàõ è ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ïðåäâàðèòåëüíîé
îöåíêå ïðÿìîãî àíòèîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ ÀÔ — ëèíåé-
íîãî ïåïòèäà, êîòîðûé áûë âûäåëåí èç ãåìîëèìôû èíôè-
öèðîâàííûõ óáèòûìè áàêòåðèÿìè ëè÷èíîê Ñ. vicina
(Chernysh et al., 2002). Ðîñòìîäóëèðóþùóþ àêòèâíîñòü è
öèòîòîêñè÷íîñòü ÀÔ ïðîâåðÿëè êàê â ìàññîâûõ êóëüòó-
ðàõ, òàê è ïðè êëîíèðîâàíèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïåïòèä ñïîñîáåí îêàçûâàòü âëèÿíèå
íà ïðîëèôåðàöèþ ìàññîâûõ êóëüòóð ðàçëè÷íûõ êëåòî÷-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ïåïòèäà àëëîôåðîíà (ÀÔ), öèòîçàðà è öèòàëà íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèé P388D1, 3T3-SV40 è
MH22a.

Êîëîíêè I, II — äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ëèíèé P388D1 è 3T3-SV40 ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 24 (à), 48 (á), 72 (â) è 96 (ã) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ
ïðåïàðàòàìè; êîëîíêà III — òî æå äëÿ êëåòîê ëèíèè MH22a ÷åðåç 24 (à) è 48 (á) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ ïðåïàðàòàìè. Ñòîëáöû 1—3 — ñîîòâåòñò-
âåííî ÀÔ, öèòîçàð è öèòàë. Äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê âûðàæàëè â % îò êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå áåç òåñòèðóåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ; ïðåäñòàâëåíû ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ 12—15 íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé; âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ âåëè÷èíà 95%-íûõ äîâåðèòåëüíûõ

èíòåðâàëîâ ñðåäíèõ çíà÷åíèé íå ïðåâûøàëà 12 %.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ïåïòèäà ÀÔ, öèòîñòàòèêîâ è ãèáðèäíûõ ìîëåêóë íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè K562.

Êîëîíêà I — äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÷åðåç 24 (à), 48 (á) è 72 (â) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÀÔ, öèòîçàðà è öèòàë (ñòîëáöû 1—3 ñî-
îòâåòñòâåííî); êîëîíêà II — äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÷åðåç 24 (à), 48 (á) è 72 (â) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÀÔ, ÄÐ èëè äîêñàë
(ñòîëáöû 1—3 ñîîòâåòñòâåííî). Äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê âûðàæàëè â % îò êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå áåç òåñòèðóåìûõ

ïðåïàðàòîâ.



íûõ ëèíèé ìûøè è ÷åëîâåêà. Ðîñòñòèìóëèðóþùåå äåéñò-
âèå ÀÔ áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî ãëàâíûì îáðàçîì ïðè
ïðèìåíåíèè íèçêèõ äîç ïåïòèäà (10–5 è 10–3 ìêã/ìë), â òî
âðåìÿ êàê äëÿ ñóïðåññèè ïðîëèôåðàöèè òðåáîâàëèñü êîí-
öåíòðàöèè íå ìåíåå ÷åì 10 ìêã íà 1 ìë êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû. Íàïðàâëåííîñòü (âåêòîð) è ñòåïåíü ðîñòìîäóëèðó-
þùåãî ýôôåêòà ÀÔ çàâèñåëè íå òîëüêî îò åãî èñõîäíîé
êîíöåíòðàöèè, íî è îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ
íà êëåòêè è âàðüèðîâàëè äëÿ ðàçíûõ ëèíèé êëåòîê. Â äèà-
ïàçîíå èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèé (îò 10–5 äî 250 ìêã/ìë)
ïåïòèä íå âëèÿë íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Èñêëþ-
÷åíèåì ÿâëÿåòñÿ ãèáåëü êëåòîê ëèíèè Ð388D1 ÷åðåç 96 ÷
ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ 100 ìêã/ìë ÀÔ (ðèñ. 1, I, ã, ñòîëá-
öû 1).

Îäèí èç âîçìîæíûõ ïîäõîäîâ äëÿ ìîäèôèêàöèè, â
òîì ÷èñëå óñèëåíèÿ àíòèîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ ïåòèäîâ,
ñîñòîèò â ïîëó÷åíèè ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, ñîñòîÿùèõ èç
ìîëåêóë ïåïòèäà è êàêîãî-ëèáî ïðåïàðàòà ñ ïðîòèâîîïó-
õîëåâîé àêòèâíîñòüþ (Hui et al., 2002; An et al., 2003).
Â íàøåé ðàáîòå ïðîâåðÿëîñü ðîñòìîäóëèðóþùåå è öèòî-
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, ñîçäàííûõ èç
ÀÔ è öèòîçàðà (öèòàëà) èëè ÀÔ è ÄÐ (äîêñàëà). Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ãèáðèäíûå ìîëåêóëû
ïðîÿâëÿþò ïðîìåæóòî÷íóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÀÔ è ñîîò-
âåòñòâóþùèì öèòîñòàòèêîì ïðîòèâîîïóõîëåâóþ àêòèâ-
íîñòü. Îäíèì èç èñêëþ÷åíèé ÿâëÿåòñÿ áîëåå âûñîêàÿ, ÷åì
ó öèòîçàðà, öèòîòîêñè÷íîñòü öèòàëà â êîíöåíòðàöèè
100 ìêã/ìë äëÿ êëåòîê ëèíèè Ð388D1 (ðèñ. 1, I, à—â;
ñòîëáöû 2, 3).

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî êëîíèðîâàíèþ êëåòîê
ëèíèè Ð388D1 â ñðåäàõ ñ òåñòèðóåìûìè ïðåïàðàòàìè ïîä-
òâåðäèëè ïðîìåæóòî÷íóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðîäèòåëüñêèìè
ìîëåêóëàìè ðîñòìîäóëèðóþùóþ àêòèâíîñòü öèòàëà è äî-
êñàëà. Êðîìå òîãî, ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâà-
íèÿ ýòèõ êëåòîê â ñðåäå ñ äîêñàëîì è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
ñìåñü ÀÔ è ÄÐ, ïî-âèäèìîìó, ïðîòèâîðå÷èò ìíåíèþ î
âîçìîæíîé íåñòàáèëüíîñòè ãèáðèäíîé ìîëåêóëû è åå ðàñ-
ùåïëåíèè íà èñõîäíûå ìîëåêóëû (ñì. òàáëèöó).

Ðåçóëüòàòû, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâà-
íèè êëåòîê ëèíèè J-96, ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ìî-
ëåêóëû ÀÔ áûñòðî ïðîíèêàþò â êëåòêè è ëîêàëèçóþòñÿ
ãëàâíûì îáðàçîì âíóòðè êëåòî÷íûõ ÿäåð (ðèñ. 3, á, â) èëè
â îêîëîÿäåðíîì ïðîñòðàíñòâå (ðèñ. 3, ã). Ñõîäíàÿ äèíàìè-
êà ïðîíèêíîâåíèÿ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó è
âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïåïòèäîâ îïèñàíû è äðóãè-
ìè àâòîðàìè (Mizeijewski et al., 2004; Papo et al., 2004).

Òàêèì îáðàçîì, ïåïòèä ÀÔ ñïîñîáåí áûñòðî ïðîíè-
êàòü â òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, íàêàïëèâàòüñÿ â êëå-
òî÷íûõ ÿäðàõ è ïåðèíóêëåàðíîé îáëàñòè è îêçûâàòü âëèÿ-
íèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ëèíèé êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ïîääåðæêå Ôåäå-
ðàëüíîé ïðîãðàììû ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ãðàíò ÍØ-963.2008).
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Âëèÿíèå àëëîôåðîíà (ÀÔ), öèòîñòàòèêîâ
è ãèáðèäíûõ ìîëåêóë íà ýôôåêòèâíîñòü

êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè Ð388D1

Ïðåïàðàò
Êîíöåíòðàöèÿ,

ìêã/ìë
Ýôôåêòèâíîñòü

êëîíèðîâàíèÿ, %

Êîíòðîëü 0 25 � 2

ÀÔ 10–2 26 � 2

10–1 29 � 3

1 28 � 2

Öèòîçàð 10–2 4 � 2

10–1 0

1 0

Öèòàë 10–2 28 � 3

10–1 16 � 1

1 10 � 1

Äîêñîðóáèöèí (ÄÐ) 10–2 2 � 2

10–1 0

1 0

Äîêñàë 10–2 18 � 1

10–1 15 � 1

1 14 � 1

ÀÔ + ÄÐ 1 + 10–2 4 � 2

1 + 10–1 0

1 + 1 0

Ðèñ. 3. Ôëóîðåñöåíöèÿ êëåòîê ëèíèè J-96 ïðè äîáàâëåíèè êîì-
ïëåêñà ôëóîðåñöåèí—àâèäèí áåç ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè
êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñ ÀÔ—áèîòèí (à), è ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ êîìïëåêñîì ÀÔ—áèîòèí â òå÷åíèå

30 ìèí (á), 24 (â) è 96 (ã) ÷.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé áèîòèíèëèðîâàííûé ÀÔ,
è ïîñëåäóþùàÿ èíêóáàöèÿ ñ êîìïëåêñîì ôëóîðåñöåèí—àâèäèí ïðèâî-
äÿò ê âûÿâëåíèþ ôëóîðåñöèðóþùèõ ñêîïëåíèé, êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ
â îñíîâíîì â êëåòî÷íûõ ÿäðàõ (á, â) è ïåðèíóêëåàðíîì ïðîñòðàíñòâå (ã),
ïðè÷åì èõ êîëè÷åñòâî è âåëè÷èíà âîçðàñòàþò ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ïðî-

äîëæèòåëüíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ êîìïëåêñîì ÀÔ—áèîòèí.
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GROWTH MODULATING AND CYTOTOXIC EFFECTS OF THE PEPTIDE

FROM HEMOLYMPH OF BLOW FLY CALLIPHORA VICINA (DIPTERA, CALLIPHORIDAE) IN VITRO

V. A. Plekach,1 I. V. Kozhucharova,1 I. V. Artcibasheva,1 L. L. Alekseenko,1 S. I. Chernysh2

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, and 2 Biological Institute of St. Petersburg State University;

e-mail: gmdmk@mail.cytsb.rssi.ru

Biological activity of alloferon (AF), peptide, consisting of 13 a. a. isolated from hemolymph of experi-
mentally infected blow fly Calliphora vicina was studied. AF in concentrations form 1�10–5 to 250 ìg/ml was
added into the culture medium of the target cell lines K562, J-96, P388D1, Hep22a and 3T3B-SV40. First two
days the peptide in concentrations 1�10–5 and 1�10–3 ìg/ml in most cases stimulated the cell proliferative activi-
ty and suppressed the cell growth when applied in concentrations 10 and 100 ìg/ml. Trend in growth modula-
ting effect was dependent on duration of AF treatment. The peptide did not expressed cytotoxic effect with the
exception of destruction of P388D1 cells that was registered after 96 h incubation in the medium initially contai-
ned 100 ìg/ml AF. Simultaneously, cytotoxic and growth modulating effects of doxorubicin and cytosinarabi-
noside, as well as hybrid molecules, AF — cytosinarabinoside (cytal) and AF — doxorubicin (doxal) have been
studied. Doxorubicin and cytosinarabinoside expressed greater growth inhibition effect compared to the hybrid
molecules and AF itself. The results obtained with mass cell cultures were supported by experiments where
P388D1 cells clonogenic capacity was tested. Besides, it has been demonstrated that AF rapidly penetrates into
cytoplasm of J-96 cells and concentrates mainly into and around the cell nuclei.

K e y w o r d s: peptide, cell line, cytotoxicity, growth modulating effect.
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