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Ãåíåòè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà

Èññëåäîâàëè ñâÿçü ìåæäó èíòåíñèâíîñòüþ ïðîäóêöèè áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà ñåìåéñòâà 70 êÄà
(Hsp70) è ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè ìûøåé ê äåéñòâèþ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ. Òàêèìè
ôàêòîðàìè áûëè èíêóáàöèÿ ëèìôîöèòîâ â îòñóòñòâèå ìèòîãåíîâ â òå÷åíèå 18 ÷ è (èëè) âîçäåéñòâèå àë-
êèëèðóþùèõ àãåíòîâ â íåöèòîòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ñ ïîìîùüþ äâóõ èíáðåäíûõ ëèíèé ìûøåé,
ãåíåòè÷åñêè êîíòðàñòíûõ ïî ïðèçíàêó ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ ñîåäèíåíèé, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ñèíòåçà Hsp70 çàâèñèò îò ãåíîòèïà æèâîòíîãî. Êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ äëÿ Hsp70, êàê è
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ýòèõ áåëêîâ, îêàçàëîñü ñóùåñòâåííî âûøå ó ìûøåé BALB/c, ÷åì ó ìûøåé
C57BL/6. Ìûøè, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ áîëåå âûñîêèì ñîäåðæàíèåì Hsp, îòëè÷àëèñü áîëåå âûñîêîé ðåçè-
ñòåíòíîñòüþ ê äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ. Èíäóêöèÿ ñèíòåçà Hsp â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè òåïëîâîãî øîêà ïîâûøàëà èõ ðåçèñòåíòíîñòü ê äåéñòâèþ ìåëôàëàíà. Ëèìôîöèòû ìûøåé
BALB/c, ÿâëÿþùèåñÿ âûñîêèìè ïðîäóöåíòàìè Hsp, îêàçàëèñü áîëåå ðåçèñòåíòíûìè ê àïîïòîçó, èíäóöè-
ðîâàííîìó â ðåçóëüòàòå îòíîñèòåëüíî ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ñðåäå, ëèøåííîé
ìèòîãåííûõ ôàêòîðîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áåëêè òåïëîâîãî øîêà, Hsp70, ëèìôîöèòû, ñòðåññ, ìûøè èíáðåäíûõ ëèíèé,
àëêèëèðóþùèå àãåíòû.

Èçâåñòíî, ÷òî âñå æèâûå îðãàíèçìû îòâå÷àþò íà
ñòðåññ àêòèâàöèåé íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ãåíîâ, òàê íàçûâàåìûõ ãåíîâ òåïëîâîãî øîêà (hsp).
Ïðîäóêòû ýòèõ ãåíîâ, èçâåñòíûå ïîä îáùèì íàçâàíèåì
áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (Hsp), îòíîñÿòñÿ ê ñåìåéñòâó âû-
ñîêîãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ-øàïåðîíîâ, ñèíòåç êîòîðûõ
ïðîèñõîäèò â îòâåò íà äåéñòâèå ñòðåññîâûõ àãåíòîâ
(ñòðåññîðîâ). Âàæíûìè ôóíêöèÿìè Hsp ÿâëÿþòñÿ óìåíü-
øåíèå ïîñëåäñòâèé âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêó ïîâðåæäàþ-
ùèõ ôàêòîðîâ è îáëåã÷åíèå ïðîöåññîâ âîññòàíîâëåíèÿ.
Îáúåêòîì ðåãóëÿöèè ñî ñòîðîíû Hsp ìîãóò áûòü ðàçíîîá-
ðàçíûå ñîáûòèÿ, ÿâëÿþùèåñÿ êëþ÷åâûìè äëÿ ðåàëèçàöèè
ïðîãðàììû àïîïòîçà. Èçâåñòíî, ÷òî Hsp è àïîïòîòè÷åñêèå
áåëêè âûïîëíÿþò âàæíûå è, ïî-âèäèìîìó, îïïîçèòíûå
ôóíêöèè, êàñàþùèåñÿ âûæèâàíèÿ êëåòêè èëè åå ñìåðòè.
Ðàçëè÷íûå Hsp è ó÷àñòíèêè àïîïòîòè÷åñêèõ êàñêàäîâ îá-
íàðóæèâàþò ìíîãîñòóïåí÷àòûå ñåòåâûå âçàèìîäåéñòâèÿ,
ðåçóëüòàòîì êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ òîíêàÿ íàñòðîéêà ìåõàíèç-
ìîâ, îòâå÷àþùèõ çà âûæèâàíèå êëåòêè èëè åå ãèáåëü.
Ãëàâíàÿ ðîëü â çàùèòå êëåòêè îò àïîïòîçà ïðèíàäëåæèò
äâóì ñåìåéñòâàì Hsp — Hsp90 è Hsp70.

Hsp90 âûïîëíÿþò ôóíêöèþ øàïåðîíîâ äëÿ íåñòà-
áèëüíûõ ñèãíàëüíûõ áåëêîâ, ñîõðàíÿÿ èõ ðàâíîâåñèå ñ
öåëüþ ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèè (Pratt, 1998). Hsp90 ñïî-
ñîáñòâóþò âûæèâàíèþ êëåòêè íà ðàçíûõ ýòàïàõ àïîïòî-
òè÷åñêîãî êàñêàäà çà ñ÷åò ñòèìóëÿöèè îáðàçîâàíèÿ àêòèâ-
íîãî NF-kB. Hsp90 èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ñòàáèëèçàöèè

RIP, êîòîðûé ðåêðóòèðóåòñÿ ðåöåïòîðîì äëÿ TNF
(TNFR-1), àêòèâèðîâàííûì â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ
ñî ñâîèì ëèãàíäîì (TNF), ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïîääåðæè-
âàåò NF-kB â àêòèâíîì ñîñòîÿíèè (Lewis et al., 2000; Chen
et al., 2002). Ïîìèìî ðîëè, ñâÿçàííîé ñ íåïîñðåäñòâåííîé
àêòèâàöèåé ñèãíàëüíûõ ïóòåé, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ìåõà-
íèçìû çàùèòû êëåòêè îò àïîïòîçà, êîìïëåêñ Hsp90-àêòèí
êîñâåííî ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ êëåòêè çà ñ÷åò òîðìî-
æåíèÿ ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè, îïîñðåäîâàííîé
JNK (Zhang et al., 2005).

Ñåìåéñòâî Hsp70 îòëè÷àåòñÿ áîëüøåé ãåòåðîãåí-
íîñòüþ è âêëþ÷àåò êàê êîíñòèòóòèâíûå, òàê è ñòðåññèí-
äóöèðóåìûå áåëêè ñ ïåðåêðûâàþùèìèñÿ èëè óíèêàëüíû-
ìè ôóíêöèÿìè, êîòîðûå ïðîÿâëÿþòñÿ â ðàçëè÷íûõ êîì-
ïàðòìåíòàõ êëåòêè, à òàêæå â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ
ñîîáùåñòâàõ (Fink, 1999; Mayer, Bukau, 2005). Òàê æå êàê
è Hsp90, îíè îáëàäàþò âûðàæåííûì àíòèàïîïòîòè÷åñêèì
äåéñòâèåì. Hsp70 âìåøèâàþòñÿ â ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå
ïóòè íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ àïîïòîçà è çàùèùàþò êëåòêó îò
ãèáåëè ñ ïîìîùüþ øàïåðîíçàâèñèìûõ è øàïåðîííåçàâè-
ñèìûõ ìåõàíèçìîâ. Êàê ïðåäñòàâèòåëè àíòèàïîïòîòè÷å-
ñêèõ áåëêîâ Hsp70 çàùèùàþò êëåòêè îò öèòîòîêñè÷åñêî-
ãî äåéñòâèÿ TNF, ìîíîöèòîâ, îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà, õè-
ìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, öåðàìèäà è èîíèçèðóþùåãî
èçëó÷åíèÿ (Jäätellä et al., 1992, 1998; Simon et al., 1995;
Mosser et al., 1997). Àïîïòîòè÷åñêèé êàñêàä, ÿâëÿþùèéñÿ
ðåçóëüòàòîì âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêó òåïëîâîãî øîêà è ñâÿ-
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çàííûé ñ òðàíñëîêàöèåé Bax èç öèòîïëàçìû â ìèòîõîíä-
ðèè, ìîæåò áûòü îñòàíîâëåí â ðåçóëüòàòå ïîâûøåííîé ýê-
ñïðåññèè Hsp70 (Stankewicz et al., 2005).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî Hsp îáëàäàþò âûñîêîé ñòåïåíüþ
êîíñåðâàòèâíîñòè (îò áàêòåðèé äî âûñøèõ ýóêàðèîò),
óðîâåíü èõ ñèíòåçà ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àòüñÿ ó æè-
âîòíûõ èç ðàçíûõ òåìïåðàòóðíûõ íèø (Ulmasov et al.,
1992; Evgen’ev et al., 2007; Ïîäëèïàåâà è Ãóäêîâ, 2009).
Áîëåå òîãî, ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå äâóõ ýòíè÷åñêèõ
ãðóïï (ðóññêèå è òóðêìåíû), ïðîæèâàþùèõ â Öåíòðàëü-
íîé Àçèè, ïîêàçàëî, ÷òî ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå îò
òóðêìåíîâ, ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ñèíòåçèðîâàòü ïîëíûé
íàáîð Hsp â óñëîâèÿõ èíòåíñèâíîãî òåïëîâîãî øîêà, òîã-
äà êàê êëåòêè ïðåäñòàâèòåëåé ðóññêîé ïîïóëÿöèè ïðè òà-
êîì æå òåìïåðàòóðíîì ðåæèìå ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
òåðÿëè ñïîñîáíîñòü ê êàêîìó áû òî íè áûëî áåëêîâîìó
ñèíòåçó. Â óñëîâèÿõ âûñîêèõ òåìïåðàòóð âûæèâàåìîñòü
ôèáðîáëàñòîâ ó òóðêìåíîâ áûëà âûøå, ÷åì âûæèâàå-
ìîñòü ôèáðîáëàñòîâ, âûäåëåííûõ ó ðóññêèõ (Lyashko et
al., 1994; Evgen’ev et al., 2007).

Ê ôàêòîðàì, ñïîñîáíûì çàïóñêàòü ñèñòåìó âíóòðè-
êëåòî÷íîé çàùèòû, îòíîñÿòñÿ íå òîëüêî àáåððàíòíûå òåì-
ïåðàòóðíûå ðåæèìû (âûñîêèå èëè íèçêèå òåìïåðàòóðû),
íî è ìíîãèå òîêñè÷åñêèå àãåíòû, âêëþ÷àÿ ëåêàðñòâåííûå
ïðåïàðàòû. Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò îáøèðíîå ñå-
ìåéñòâî àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ, ïðèìåíÿåìûõ ãëàâíûì
îáðàçîì â êà÷åñòâå ïðîòèâîðàêîâûõ öèòîñòàòèêîâ è èì-
ìóíîäåïðåññàíòîâ. Ê íèì îòíîñÿòñÿ òàêèå øèðîêî èçâåñò-
íûå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû, êàê öèêëîôîñôàìèä, õëî-
ðàìáóöèë è ìåëôàëàí.

Õîòÿ ýòè ïðåïàðàòû ïðèìåíÿþò â ìåäèöèíå óæå äàâ-
íî, òîëüêî èññëåäîâàíèÿ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî â
ðàçëè÷íûõ äèàïàçîíàõ äîç ñîåäèíåíèÿ ýòîãî êëàññà ïðî-
ÿâëÿþò ðàçëè÷íûå ñâîéñòâà. Òàê, â âûñîêèõ äîçàõ àëêèëè-
ðóþùèå àãåíòû îêàçûâàþò ãðóáîå öèòîñòàòè÷åñêîå äåé-
ñòâèå, ñâÿçàííîå ñ íåîáðàòèìûìè ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñðåäíèõ äîç êëåòî÷íàÿ ãèáåëü îáó-
ñëîâëåíà èíäóêöèåé â êëåòêàõ ïðîöåññîâ àïîïòîçà. Íèç-
êèå êîíöåíòðàöèè áëîêèðóþò ïðîâåäåíèå ñèãíàëà ïîâåð-
õíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðåïàðàò èç
öèòîñòàòèêà ïðåâðàùàåòñÿ â ìîäèôèêàòîð êëåòî÷íîãî ðî-
ñòà (Pukhalsky, Shmarina, 2001; Pukhalsky et al., 2006).
Íàøè ïðåäûäóùèå ýêñïåðèìåíòû íà ìûøàõ 4 èíáðåäíûõ
ëèíèé ïîêàçàëè, ÷òî ñóùåñòâóþò 2 òèïà ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ê àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ àëêèëèðóþ-
ùèõ àãåíòîâ. Òàê, ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ìûøåé DBA/2
è C57BL/6 áûëà çíà÷èìî âûøå, ÷åì ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò BALB/c è CC57BR/Mv (Pukhalsky
et al., 1993). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî òàêèå ðàçëè÷èÿ â ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷èÿìè â ñèíòå-
çå Hsp.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ ðîëè ãåíåòè÷åñêè
äåòåðìèíèðîâàííûõ ðàçëè÷èé óðîâíÿ ñèíòåçà Hsp70 â
îïðåäåëåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê äåéñòâèþ ñòðåñ-
ñîâûõ àãåíòîâ, âêëþ÷àÿ ðàçëè÷íûå äîçû àëêèëèðóþùèõ
ñîåäèíåíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ë à á î ð à ò î ð í û å æ è â î ò í û å. Ìûøè ëèíèé
BALB/c è C57BL/6 (ñàìöû â âîçðàñòå 6—8 íåä) áûëè ïî-
ëó÷åíû èç Ïèòîìíèêà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ «Ïóùè-
íî» ÔÈÁÕ ÐÀÍ. Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â èíäèâèäóàëüíûõ
êëåòêàõ, îíè èìåëè ñâîáîäíûé äîñòóï ê âîäå è ïèùå.

À ë ê è ë è ð ó þ ù è é à ã å í ò. Â êà÷åñòâå àëêèëèðóþ-
ùåãî àãåíòà èñïîëüçîâàëè ìåëôàëàí (Alkeran®, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ë è ì ô î ö è-
ò î â. Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè èç ñåëåçåíêè ñ ïîìîùüþ ñòåê-
ëÿííîãî ãîìîãåíèçàòîðà, äâàæäû îòìûâàëè è ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 10 % äîíîðñêîé
ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè, 2�10–3 M HEPES, 2.8�10–6 2-ìåð-
êàïòîýòàíîëà è 20 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êóëüòèâèðîâàíèå
ïðîâîäèëè â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (105 êëåòîê íà ëóí-
êó). Äëÿ òîðìîæåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà èñïîëüçî-
âàëè ñïåêòð äîç ìåëôàëàíà (0.01—30 ìêã/ìë). Êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè ñ ïðåïàðàòîì â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ, ïîñëå
÷åãî íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü óäàëÿëè è ëóíêè çàëèâàëè
ñâåæåé ñðåäîé, ñîäåðæàùåé êîíêàíàâàëèí À (Sigma,
ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 40 ìêã/ìë.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ñëóæèëè îáðàçöû, ïðåèíêóáèðî-
âàííûå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Äàëüíåéøóþ èíêóáàöèþ
êëåòîê êîíòðîëüíûõ ãðóïï ïðîèçâîäèëè êàê â ïðèñóòñò-
âèè ìèòîãåíà, òàê è áåç íåãî. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 72 ÷; çà 4 ÷ äî îêîí÷àíèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ âíîñèëè
[3H]-òèìèäèí (Èçîòîï, Ðîññèÿ) â äîçå 40 êÁê íà ëóíêó. Ïî
îêîí÷àíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ñîáèðàëè ñ ïîìîùüþ
êëåòî÷íîãî õàðâåñòåðà è ïåðåíîñèëè íà ôèëüòðû, ðàäèî-
àêòèâíîñòü êîòîðûõ îöåíèâàëè â æèäêîñòíîì ñöèíòèëëÿ-
öèîííîì ñ÷åò÷èêå (Trakor Analitic, ÑØÀ).

Ì å ÷ å í è å ê ë å ò î ê. Ëèìôîèäíûå êëåòêè, âûäåëåí-
íûå èç ñåëåçåíêè ìûøåé, ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ òåïëî-
âîãî øîêà ïóòåì èíêóáàöèè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 42.5 °Ñ â
òå÷åíèå 1 ìèí. Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè 37 °Ñ è åùå â òå÷åíèå 1 ÷ â ïðèñóòñòâèè ãèäðîëèçàòà
áåëêîâ, ìå÷åííûõ 14Ñ. Êîíòðîëüíûå êëåòêè ïîñëå èíêóáà-
öèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ìèí, à çàòåì
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ ìåòèëè òàê æå, êàê è êëåòêè, ïîä-
âåðãøèåñÿ òåïëîâîìó øîêó.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç. Äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ áåë-
êîâûõ ñèíòåçîâ êîíòðîëüíûõ ëèìôîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ,
ïîäâåðãøèõñÿ òåïëîâîìó øîêó, ëèçàòû ìå÷åíûõ êëåòîê
èññëåäîâàëè â äâóìåðíîì ýëåêòðîôîðåçå. Áåëêè, ðàñòâî-
ðåííûå â ëèçèðóþùåì áóôåðå, ïîäâåðãàëè äâóìåðíîìó
ýëåêòðîôîðåçó (O’Farell et al., 1977). Áåëêîâûå ìàðêåðû,
ìå÷åííûå 14Ñ (Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ), áûëè èñïîëü-
çîâàíû â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Âèçó-
àëèçàöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì àâòîðàäèîãðàôèè,
ïîñëå ÷åãî äâóìåðíûå àâòîðàäèîãðàììû ïîäâåðãàëè äåí-
ñèòîìåòðè÷åñêîìó ñêàíèðîâàíèþ. Ñîäåðæàíèå Hsp â êëåò-
êàõ îöåíèâàëè ìåòîäîì Âåñòåðí-èììóíîáëîòèíãà (Towbin
et al., 1979) c èñïîëüçîâàíèåì êðîëè÷üèõ ïîëèêëîíàëüíûõ
àíòèòåë H7, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Èí-
ñòèòóò âàêöèí è ñûâîðîòîê, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ â ð å à ë ü-
í î ì â ð å ì å í è (RT-PCR). Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç ìû-
øèíûõ ëèìôîöèòîâ ñ ïîìîùüþ YELLOWSOLVE (Êëîíî-
ãåí, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïåðâîé öåïè êÄÍÊ
áûëè èñïîëüçîâàíû ñëó÷àéíûå ãåêñîíóêëåîòèäíûå ïðàé-
ìåðû (Êëîíîãåí, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Àìïëèôèêàöèþ
êÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì TaqMan. Â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü äîáàâëÿëè ñïåöèôè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäíûå
ïðàéìåðû äëÿ ìûøèíûõ Hsp70 è b-àêòèíà (Hsp70, ïðÿ-
ìîé — 5RCTTCGTGGAGGAGTTCAAGA3R, îáðàòíûé —
5RTCCTCTTGGCCCTCTCACA 3R; b-àêòèí, ïðÿìîé —
5RGTCATCACTATTGGCAACGAG3R, îáðàòíûé — 5RGG-
ATGTCAACGTCACACTTC3R), à òàêæå ÄÍÊ-ïðîáû, ìå-
÷åííûå íà 5R-êîíöå ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè, à íà
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3R-êîíöå — ôîñôàòíîé ãðóïïîé è ãàñèòåëåì ôëóîðåñöåí-
öèè (Hsp70, FAM-5RCACAAGAAGGACATCAGCCAGA-
AC3R-BHQ1; b-àêòèí, Cy5-CCTTCCTTCTTGGGTATGG-
AATCC-BHQ2). Ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ ïðîâî-
äèëè ïî ñõåìå: 95 °Ñ — 10 ìèí, 35 öèêëîâ (95 °Ñ — 20 ñ,
56 °Ñ — 20 ñ, 72 °Ñ — 20 ñ).

Ì å ò î ä ä è ô ô ó ç è è Ä Í Ê. Ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
ïðèçíàêè àïîïòîçà èññëåäîâàëè ìåòîäîì äèôôóçèè ÄÍÊ
(Singh et al., 2000), â êîòîðûé áûëè âíåñåíû íåçíà÷èòåëü-
íûå ìîäèôèêàöèè. Äëÿ ýòîãî íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà íàíî-
ñèëè 50 ìêë 0.5%-íîé àãàðîçû, ñîäåðæàùåé 104— 50�104

ëèìôîöèòîâ. Ñòåêëà ïîãðóæàëè íà 1 ÷ â ñâåæåïðèãîòîâ-
ëåííûé ëèçèðóþùèé ðàñòâîð (2.5 Ì NaCl, 2 ìÌ EDTA,
10 ìÌ îñíîâíîãî Òðèñ-áóôåðà ñ ðÍ 10 è Òðèòîí X-100 â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 %). Ïîñëå 1-÷àñîâîãî ëèçèñà
ñòåêëà ïîìåùàëè íà ñïåöèàëüíûé ïîäíîñ è ïîãðóæàëè íà
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïëàñòèêîâûé êîí-
òåéíåð, ñîäåðæàùèé ñâåæåïðèãîòîâëåííûé ùåëî÷íîé
ðàñòâîð (0.3 Í NaOH è 0.2 % DMSO, pH > 13.5). Çàòåì
ñòåêëà ïîìåùàëè íà 15 ìèí â 1 Ì ñïèðòîâîé ðàñòâîð óê-
ñóñíîêèñëîãî àììîíèÿ (5 ìë 10 Ì CH3COONH4 è 45 ìë
àáñîëþòíîãî ýòàíîëà), ïîñëå ýòîãî — íà 15 ìèí â
70%-íûé ýòàíîë, ñîäåðæàùèé 5 ìÌ ñïåðìèíà, è âûñóøè-
âàëè íà âîçäóõå. Ïðåïàðàòû õðàíèëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå, à çàòåì îêðàøèâàëè. Ñíà÷àëà ïðîâîäèëè ïîäãî-
òîâêó ê îêðàøèâàíèþ, îáðàáàòûâàÿ ñòåêëà ðàñòâîðîì, ñî-
äåðæàùèì ñàõàðîçó è îäíîçàìåùåííûé ôîñôàò íàòðèÿ
(50 ìêë 5%-íîé ñàõàðîçû â 10 ìÌ ðàñòâîðå NaH2PO4). Çà-
òåì ñòåêëà îêîí÷àòåëüíî îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì YOYO-1 (50 ìêë 0.25 ìêÌ YOYO-1 â 5%-íîì
DMSO è 5%-íîé ñàõàðîçå). Êëåòî÷íûå ÿäðà èññëåäîâàëè
ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà. Äëÿ ðåãèñòðà-
öèè ñâå÷åíèÿ YOYO-1 èñïîëüçîâàëè ôèëüòð ïîãëîùåíèÿ
470—490 íì è ôèëüòð ýìèññèè 520 íì. Ïëîùàäü è èíòåí-
ñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ îáúåêòà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ êîìïü-
þòåðíîé ñèñòåìû ðàñïîçíàâàíèÿ îáðàçîâ, âû÷èñëÿÿ îá-
ùóþ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ îáúåêòà (ïëîùàäü ÿäðà �

ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè). Äëÿ êàæäîé ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé òî÷êè èññëåäîâàëè äâà ïðåïàðàòà, íà
êàæäîì èç êîòîðûõ ó÷èòûâàëè íå ìåíåå 200 ÿäåð.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ñðåäíèìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà. Äëÿ âû÷èñëåíèÿ ñðåäèííîé àêòèâíîé êîíöåí-
òðàöèè (ED50) èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîáèòîâ.

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ì Ð Í Ê ä ë ÿ H s p è ñ è í ò å ç á å ë-
ê î â â ë è ì ô î ö è ò à õ ì û ø å é B A L B / c è Ñ 5 7 B L / 6.
Ìåòîäîì RT-PCR èññëåäîâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
äëÿ Hsp70 â ëèìôîöèòàõ ìûøåé ãåíåòè÷åñêè êîíòðàñò-
íûõ ëèíèé. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, óðîâåíü òàêîé ìÐÍÊ â
êëåòêàõ ìûøåé BALB/c ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì ó ìûøåé
C57BL/6.

Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè îñîáåííîñòåé ñèíòåçà Hsp ó ìû-
øåé ðàçíûõ ëèíèé áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä äâóìåðíîãî
ýëåêòðîôîðåçà ìå÷åíûõ áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç êëåòîê ñå-
ëåçåíêè ìûøåé BALB/c è C57BL/6 äî è ïîñëå òåïëîâîãî
øîêà (ðèñ. 2). Áîëåå íàãëÿäíî îáíàðóæåííûå ðàçëè÷èÿ
âûÿâëÿþòñÿ ïðè êîìïüþòåðíîì ñêàíèðîâàíèè ðåíòãåíî-
ãðàìì (ðèñ. 3). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
òåïëîâîé øîê â òå÷åíèå 1 ìèí òîðìîçèò ñèíòåç âñåõ êëå-
òî÷íûõ áåëêîâ, çà èñêëþ÷åíèåì àêòèíà è Hsp. Ïðè ýòîì
ìîæíî îáíàðóæèòü ñèíòåç êàê åãî êîíñòèòóòèâíîé
(Hsp-c), òàê è èíäóöèáåëüíîé (Hsp-i) ôîðì. Áîëåå òîãî,
îòìå÷àåòñÿ çàìåòíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ñèíòåçà Hsp-i. Óðîâåíü
ñèíòåçà îáåèõ ôîðì Hsp ó ìûøåé ëèíèè BALB/c áûë
âûøå, ÷åì ó ìûøåé C57BL/6. Òàêèå ìåæëèíåéíûå ðàçëè-
÷èÿ ìîæíî áûëî íàáëþäàòü êàê â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, òàê
è â êëåòêàõ, ïîäâåðãøèõñÿ âîçäåéñòâèþ òåïëîâîãî øîêà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà Hsp70 â êëåòêàõ
ìûøåé ðàçíûõ ëèíèé áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà Í7.
Ìåòîäîì Âåñòåðí-èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàíî, ÷òî îáùåå
êîëè÷åñòâî Hsp70 â êëåòêàõ ìûøåé BALB/c (êàê èíòàêò-
íûõ, òàê è ïîäâåðãøèõñÿ òåïëîâîìó øîêó) âûøå, ÷åì â
êëåòêàõ C57BL/6 (ðèñ. 4).

× ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ñ å ë å ç å í ê è ê à í-
ò è ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î ì ó ä å é ñ ò â è þ à ë ê è ë è ð ó þ-
ù è õ à ã å í ò î â. Îáðàáîòêà êëåòîê ñåëåçåíêè ìûøåé äâóõ
ëèíèé ñïåêòðîì äîç ìåëôàëàíà ïîêàçàëà (ðèñ. 5), ÷òî ëèì-
ôîöèòû ëèíèè C57BL/6, ÿâëÿþùèåñÿ íèçêèìè ïðîäóöåí-
òàìè Hsp, îáíàðóæèâàþò áîëåå âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ
àãåíòîâ (ED50 ñîñòàâèëà 2.7 ìêã/ìë). Äëÿ äîñòèæåíèÿ
50%-íîãî ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà êëåòîê
ìûøåé BALB/c (âûñîêèå ïðîäóöåíòû Hsp) áûëà íåîáõî-
äèìà â 2 ðàçà áîëåå âûñîêàÿ äîçà ìåëôàëàíà (ED50 =
= 5.4 ìêã/ìë). Â òî æå âðåìÿ â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè äî-
ïîëíèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà Hsp â êëåòêàõ ìûøåé C57BL/6
çà ñ÷åò òåïëîâîãî øîêà ðåçèñòåíòíîñòü ýòèõ êëåòîê ñóùå-
ñòâåííî ïîâûøàëàñü (ED50 = 3.8 ìêã/ìë). Àíàëîãè÷íàÿ
òåïëîâàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ìûøåé BALB/c òàêæå íå-
ñêîëüêî ïîâûøàëà èõ ðåçèñòåíòíîñòü (ED50 = 6.1 ìêã/ìë),
îäíàêî ýòî ïîâûøåíèå áûëî ìåíåå âûðàæåííûì (äàííûå
íà ðèñóíêå íå ïðåäñòàâëåíû). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
â âûáðàííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ ãèïåð-
òåðìèÿ ñàìà ïî ñåáå íå ñíèæàëà ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà
ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ êîíêàíàâàëèíîì À.

Ï î â ð å æ ä å í è ÿ Ä Í Ê è à ï î ï ò î ç. Ñ öåëüþ áîëåå
ãëóáîêîãî ïîíèìàíèÿ çíà÷åíèÿ ñèíòåçà Hsp äëÿ âûæèâà-
íèÿ êëåòîê îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ â
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Ðèñ. 1. Ñðàâíèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ äëÿ Hsp70 â ëèìôî-
öèòàõ, ïîëó÷åííûõ èç ñåëåçåíêè ìûøåé ëèíèé BALB/c è

C57BL/6.



ëèìôîöèòàõ ïîñëå 18-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ñðåäå, íå ñî-
äåðæàâøåé ìèòîãåíîâ. Èññëåäîâàëè èíòàêòíûå êëåòêè,
êëåòêè, ïîäâåðãøèåñÿ âîçäåéñòâèþ òåïëîâîãî øîêà, è
êëåòêè, ïîäâåðãøèåñÿ âîçäåéñòâèþ òåïëîâîãî øîêà, ñ ïî-
ñëåäóþùåé 1-÷àñîâîé èíêóáàöèåé â ïðèñóòñòâèè ìåëôà-
ëàíà (â äîçå 30 èëè 100 ìêã/ìë). Íà ðèñ. 6 è 7 ïðåäñòàâëå-
íû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ àïîïòîçà â ëèìôîöèòàõ ìû-
øåé ëèíèé BALB/c è C57BL/6. Èíòàêòíûå êëåòêè ìûøåé
îáåèõ ëèíèé íå îáíàðóæèëè ñóùåñòâåííûõ ðàçëè÷èé. Ïî-
ñëå 18-÷àñîâîé èíêóáàöèè èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ îáúåê-
òîâ è èõ ïëîùàäü ó ìûøåé ëèíèè BALB/c ïðàêòè÷åñêè íå
îòëè÷àëèñü îò òàêîâûõ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ, òîãäà êàê ó
ìûøåé ëèíèè C57BL/6 íàáëþäàëèñü ñóùåñòâåííûå ðàç-
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Ðèñ. 2. Ðàäèîàâòîãðàôû äâóìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà, äåìîíñòðèðóþùèå ñèíòåç áåëêîâ êëåòêàìè ñåëåçåíêè ìûøåé ëèíèè BALB/c
(à, á) è ìûøåé ëèíèè C57BL/6 (â, ã).

Áåëêè áûëè ïîìå÷åíû 14C-àìèíîêèñëîòàìè ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ïðè 37 °Ñ (à, â) è 42.5 °Ñ (á, ã) â òå÷åíèå 1 ìèí, à çàòåì â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ ñ
öåëüþ âîññòàíîâëåíèÿ áåëêîâûõ ñèíòåçîâ. 1 — Hsp-c, 2 — Hsp-i, 3 — àêòèí.

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû êîìïüþòåðíîãî ñêàíèðîâàíèÿ ðàäèîàâòî-
ãðàôîâ.

Ñâåòëûå ñòîëáèêè — ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè 37 °Ñ; çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ëèìôîöèòû ñåëåçåíêè, ïîä-
âåðãíóòûå òåïëîâîìó øîêó (42.5 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí) ñ ïîñëåäóþùåé èí-
êóáàöèåé â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â îòíîñè-
òåëüíûõ åäèíèöàõ: ïëîòíîñòü � ïëîùàäü (äëÿ Hsp) : ïëîòíîñòü � ïëî-

ùàäü (äëÿ â-àêòèíà).



ëè÷èÿ â âåëè÷èíå îáåèõ õàðàêòåðèñòèê â çàâèñèìîñòè îò
òîãî, áûëè ëè êëåòêè ïîäâåðãíóòû 18-÷àñîâîìó êóëüòèâè-
ðîâàíèþ â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ìèòîãåííûõ ôàêòîðîâ.

Äîïîëíèòåëüíàÿ îáðàáîòêà îòíîñèòåëüíî áîëüøèìè
äîçàìè àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ (30 è 100 ìêã/ìë) ñòèìó-
ëèðîâàëà ïðîöåññû àïîïòîçà è ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ â êëåò-
êàõ îáåèõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé. Ýòà ñòèìóëÿöèÿ áûëà
áîëåå âûðàæåííîé ó íèçêèõ ïðîäóöåíòîâ Hsp (ìûøè ëè-
íèè C57BL/6), ïðè÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå âûñîêîé
äîçû (100 ìêã/ìë) íàáëþäàëè ïîëíîå èñ÷åçíîâåíèå ÿäåð,
òîãäà êàê ó ìûøåé BALB/c ñâå÷åíèå ÄÍÊ áûëî åùå âïîë-

íå îò÷åòëèâûì. Òåïëîâîé øîê ó íèçêèõ ïðîäóöåíòîâ Hsp,
òàê æå êàê è â ýêñïåðèìåíòàõ ñ àíòèïðîëèôåðàòèâíûì
äåéñòâèåì àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ, îáíàðóæèâàë çàùèò-
íûé ýôôåêò. Òàê, îáùàÿ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ îáúåê-
òîâ ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ìåëôàëàíîì â äîçå 30 ìêã/ìë
ïîñëå òåïëîâîãî øîêà áûëà çíà÷èìî âûøå, ÷åì â êëåò-
êàõ, ïðåèíêóáèðîâàííûõ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
(P = 0.004).

Îáñóæäåíèå

Íàøè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ðàíåå îïóáëèêîâàí-
íûå ñîîáùåíèÿ îá àäàïòèâíîé ðîëè Hsp ó ðàçëè÷íûõ æè-
âîòíûõ, âêëþ÷àÿ äàííûå, êàñàþùèåñÿ ãîìîòåðìíûõ è
ïîéêèëîòåðìíûõ âèäîâ, îáèòàþùèõ â ðàéîíàõ ñ êîíòðà-
ñòíûìè òåìïåðàòóðíûìè óñëîâèÿìè (Ulmasov et al., 1992;
Evgen’ev et al., 2007; Ïîäëèïàåâà, Ãóäêîâ, 2009). Ýòè èñ-
ñëåäîâàíèÿ îòâåòà íà ñòðåññ, ïðîâåäåííûå íà íåìîäåëü-
íûõ æèâîòíûõ, ïîêàçàëè, ÷òî ãåíû Hsp ïðèñóòñòâóþò âî
âñåõ æèâûõ îðãàíèçìàõ íå òîëüêî â êà÷åñòâå SOS-ñèñòå-
ìû, íåîáõîäèìîé äëÿ òîãî, ÷òîáû ñïðàâèòüñÿ ñ íåáëàãî-
ïðèÿòíûìè âîçäåéñòâèÿìè îêðóæàþùåé ñðåäû, íî è â öå-
ëîì îêàçûâàþò âëèÿíèå íà ôóíêöèîíèðîâàíèå è ýâîëþ-
öèþ ýòîé ñèñòåìû (Evgen’ev et al., 2007).

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ äâóõ èíáðåä-
íûõ ëèíèé ìûøåé, ãåíåòè÷åñêè êîíòðàñòíûõ ïî ïðèçíàêó
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ ñîåäèíå-
íèé, íàì óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî óðîâåíü ñèíòåçà áåëêîâ
òåïëîâîãî øîêà, ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåìåéñòâó Hsp70, çà-
âèñèò îò ãåíîòèïà æèâîòíîãî. Êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ äëÿ
Hsp70, ðàâíî êàê è âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ýòèõ
áåëêîâ, îêàçàëîñü ñóùåñòâåííî âûøå â ëèìôîöèòàõ ìû-
øåé ëèíèè BALB/c, ÷åì â êëåòêàõ ìûøåé C57BL/6.

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ìûøè, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ áî-
ëåå âûñîêèì ñîäåðæàíèåì Hsp, îòëè÷àþòñÿ è áîëåå âûñî-
êîé ñòåïåíüþ ðåçèñòåíòíîñòè ê äåéñòâèþ àëêèëèðóþùèõ
àãåíòîâ êàê íà óðîâíå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê-ìèøåíåé,
òàê è â îòíîøåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè æèâîòíûõ ê èììó-
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Ðèñ. 4. Àáñîëþòíûå êîëè÷åñòâà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà, îïðåäåëÿåìûå ìåòîäîì Âåñòåðí-èììóíîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ
Hsp68.

Êëåòêè ñåëåçåíêè ìûøåé BALB/c è C57BL/6 èññëåäîâàëè äî èëè ïîñëå 1- è 3-ìèíóòíîãî òåïëîâîãî øîêà.

Ðèñ. 5. ×óâñòâèòåëüíîñòü ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè ìûøåé ðàç-
íûõ ëèíèé ê àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ ìåëôàëàíà.

Ñåðàÿ êðèâàÿ — êëåòêè ìûøåé ëèíèè BALB/c; ÷åðíûå êðèâûå — êëåòêè
ìûøåé ëèíèè C57BL/6; áåëûå êðóæêè — èíòàêòíûå êëåòêè; ÷åðíûå
êðóæêè — êëåòêè, ïîäâåðãøèåñÿ òåïëîâîìó øîêó (ÒØ). ED50 — ðàñ-
÷åòíàÿ äîçà ìåëôàëàíà â ìêã/ìë, îêàçûâàþùàÿ 50%-íûé èíãèáèðóþùèé

ýôôåêò.



íîäåïðåññèâíîìó äåéñòâèþ ýòèõ ïðåïàðàòîâ (Pukhalsky et
al., 1993). Êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâíåì Hsp è ÷óâñòâèòåëü-
íîñòüþ êëåòîê ê àíòèïðîëèôåðàòèâíîìó äåéñòâèþ àëêè-
ëèðóþùèõ àãåíòîâ íå ñëó÷àéíà, òàê êàê èíäóêöèÿ ñèíòåçà
Hsp â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè òåïëîâîãî øîêà
ïîâûøàëà èõ ðåçèñòåíòíîñòü ê äåéñòâèþ ìåëôàëàíà
(ðèñ. 4, 6). Êðîìå òîãî, ëèìôîöèòû ìûøåé BALB/c, ÿâëÿ-
þùèåñÿ âûñîêèìè ïðîäóöåíòàìè Hsp, îêàçàëèñü áîëåå
ðåçèñòåíòíûìè ê àïîïòîçó, èíäóöèðîâàííîìó â ðåçóëüòà-
òå îòíîñèòåëüíî ïðîäîëæèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-

òîê â ñðåäå, ëèøåííîé ìèòîãåííûõ ôàêòîðîâ Èçâåñòíî,
÷òî â êóëüòóðå ëèìôîèäíûõ êëåòîê, íå ïîäâåðãøèõñÿ
îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, åñëè îíè íå ïîëó÷àþò ìèòî-
ãåííîãî è (èëè) àíòèãåííîãî ñòèìóëà, âêëþ÷àþòñÿ ìåõà-
íèçìû àïîïòîçà.

Â òî æå âðåìÿ êëåòêè ìûøåé ñ íèçêîé ïðîäóêöèåé
Hsp (C57BL/6), ïîäâåðãøèåñÿ òåïëîâîìó øîêó, îáíàðó-
æèëè áîëåå âûñîêèé óðîâåíü âûæèâàåìîñòè, ÷åì êëåòêè
ìûøåé òîé æå ëèíèè, êóëüòèâèðîâàíèå êîòîðûõ â òå÷å-
íèå 18 ÷ ïðîèñõîäèëî áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî íàãðåâàíèÿ.
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Ðèñ. 6. Îöåíêà ñîñòîÿíèÿ ÿäåð ëèìôîöèòîâ ìåòîäîì äèôôóçèè ÄÍÊ.

1 — ñâåæåâûäåëåííûå èíòàêòíûå êëåòêè, 2 — èíêóáàöèÿ 18 ÷, 3 — îáðàáîòêà êëåòîê ìåëôàëàíîì â äîçå 30 ìêã/ìë, 4 — òåïëîâîé øîê (42.5 °Ñ, 1 ìèí),
5 — òåïëîâîé øîê + îáðàáîòêà ìåëôàëàíîì. Îêðàñêà YOYO; óâåëè÷åíèå 400�.



Òàêîé íà ïåðâûé âçãëÿä ïàðàäîêñàëüíûé ýôôåêò ñâÿçàí,
ïî íàøåìó ìíåíèþ, ñ àêòèâíûì ñèíòåçîì de novo èíäó-
öèáåëüíûõ áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (Hsp-i), èìåâøèì ìåñ-
òî â ðåçóëüòàòå êðàòêîâðåìåííîãî òåïëîâîãî âîçäåéñòâèÿ.
Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò òàêæå, ÷òî
ãåíû Hsp ìîãóò âíîñèòü âêëàä â èíäèâèäóàëüíóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ê ëþáûì êñåíîáèîòèêàì, âêëþ÷àÿ õèìèîòå-
ðàïåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû, ÷òî ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü èíòå-
ðåñ äëÿ ñïåöèàëèñòîâ, ðàáîòàþùèõ â îáëàñòè ôàðìàêîãå-
íåòèêè.

Ñëåäóåò èìåòü â âèäó, ÷òî â ñëîæíîé èåðàðõèè ìåõà-
íèçìîâ çàùèòû îðãàíèçìà âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ îò âîç-
äåéñòâèÿ íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû
áåëêè òåïëîâîãî øîêà çàíèìàþò íèæíþþ ñòóïåíü. Îäíà-
êî ôèëîãåíåòè÷åñêè áîëåå ìîëîäûå àäàïòàöèîííûå ìåõà-
íèçìû, òàêèå êàê èììóííàÿ, íåðâíàÿ è ýíäîêðèííàÿ ñèñ-
òåìû, íå òîëüêî íå îòìåíÿþò äåéñòâèå Hsp, íî îðãàíè÷å-
ñêè âêëþ÷àþò ýòó äðåâíþþ ñèñòåìó çàùèòû â ñëîæíûå
ñåòåâûå âçàèìîäåéñòâèÿ, îáåñïå÷èâàþùèå íàøå âûæèâà-
íèå â óñëîâèÿõ ïîñòîÿííî ìåíÿþùåãîñÿ ìèðà.
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Ðèñ. 7. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ñîñòîÿíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ èíòàêò-
íûõ ëèìôîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ, îáðàáîòàííûõ ìåëôàëàíîì,
ïîñëå 18-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ìèòîãåí-

íûõ ôàêòîðîâ.

Îáùàÿ èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ îáúåêòà — ÿðêîñòü ñâå÷åíèÿ � ïëîùàäü
îáúåêòà. Áåëûå ìàðêåðû — êëåòêè ìûøåé ëèíèè BALB/c, ÷åðíûå ìàðêå-
ðû — êëåòêè ìûøåé ëèíèè C57BL/6, êâàäðàòû — èíêóáàöèÿ ïðè 37 °Ñ â
òå÷åíèå 18 ÷, òðåóãîëüíèêè — èíêóáàöèÿ ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 18 ÷ ïîñëå

âîçäåéñòâèÿ òåïëîâîãî øîêà (ÒØ); çâåçäî÷êè — P < 0.05.
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AS A FACTOR DETERMINING THE RESISTANCE OF MAMMALIA TO STRESSORS
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The relationship between the levels of 70 kDa family heat shock protein (Hsp) synthesis and lymphocyte
sensitivity to stressors was investigated. Lymphocyte cultivation in mitogen deprived culture medium and (or)
the cell treatment with alkylating agents have been used as a stress challenge. On the model of two inbred muri-
ne strains genetically contrasting by the sensitivity to alkylating agents we succeeded in demonstration that the
basic level of Hsp synthesis depends on genotype. The quantity Hsp mRNA, as well as the intracellular level of
the proteins were significantly higher in BALB/c than in C57BL/6 mice. The mice characterized by higher Hsp
levels demonstrated higher resistance to alkylating agent action. The induction of surplus amount of Hsp by heat
shock increased the cell resistance to the alkylating agent melphalan. Lymphocyte isolated from high Hsp pro-
ducers, BALB/c mice, were more resistant to apoptotic signals induced by mitogen deprivation.

K e y w o r d s: heat shock proteins, Hsp70, lymphocytes, stress, inbred mice, alkylating agents.
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