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Íîâûå ñîåäèíåíèÿ, ïîâûøàþùèå ýêñïðåññèþ øàïåðîíà Hsp70

Áåëîê Hsp70 îáëàäàåò øàïåðîííîé àêòèâíîñòüþ, è ýòî ñâîéñòâî ñâÿçàíî ñ çàùèòíîé ôóíêöèåé, êîòî-
ðàÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàíà â îïûòàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòî÷íûõ ëèíèé è æèâîòíûõ. Ïîýòîìó îñîáîå çíà-
÷åíèå ïðèîáðåòàåò ïîèñê âåùåñòâ, ñïîñîáíûõ áåçâðåäíûì îáðàçîì ïîâûñèòü ñîäåðæàíèå øàïåðîíà â
òêàíÿõ è êëåòêàõ îðãàíèçìà. Â ñâîåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ñêðèíèíã áîëåå 60 ñîåäèíåíèé è âûÿâèëè äâà âå-
ùåñòâà, ïðîèçâîäíûå øèêîíèíà è ýõèíîõðîìà, êîòîðûå â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ñïîñîáíû óâå-
ëè÷èâàòü ñîäåðæàíèå øàïåðîíà â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Ïîä äåéñòâèåì ýòèõ äâóõ âåùåñòâ â êëåò-
êàõ ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 òàêæå íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå àáñîëþòíîé øàïåðîí-
íîé àêòèâíîñòè Hsp70, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà ìîáèëèçàöèþ âñåãî øàïåðîííîãî ìåõàíèçìà êëåòêè.
Îöåíêà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñîåäèíåíèé ïîêàçàëà, ÷òî îáðàáîòêà èìè ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ äî-
ëè âûæèâøèõ êëåòîê K562 ïðè îáðàáîòêå æåñòêèì òåïëîâûì øîêîì, ïåðåêèñüþ âîäîðîäà è ñòàóðîñïî-
ðèíîì íà 20—50 % â çàâèñèìîñòè îò öèòîòîêñè÷åñêîãî ôàêòîðà. Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè óñëî-
âèè íåñëîæíûõ õèìè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé íà îñíîâå âûáðàííûõ âåùåñòâ ìîæíî ïîëó÷èòü ôàðìàêîãåí-
íûå ïðåïàðàòû øèðîêîãî ïðîôèëÿ äåéñòâèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: øàïåðîíû, èíäóêòîðû øàïåðîíîâ, øèêîíèí, ýõèíîõðîì.

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà, â ÷àñòíîñòè øàïåðîí Hsp70,
ñîñòàâëÿþò ìîëåêóëÿðíûå ñèñòåìû, íåîáõîäèìûå âñåì
æèâûì êëåòêàì äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ è
äëÿ çàùèòû îò íåáëàãîïðèÿòíûõ âîçäåéñòâèé. Ìîëåêó-
ëÿðíûå øàïåðîíû èãðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â êëåòî÷íîì ãî-
ìåîñòàçå, îáåñïå÷èâàÿ ïðàâèëüíóþ êîíôîðìàöèþ áåëêîâ,
îíè çàùèùàþò âíîâü ñèíòåçèðîâàííûå ïîëèïåïòèäû îò
ôîðìèðîâàíèÿ íåïðàâèëüíîé ñòðóêòóðû, ïîìîãàþò ñîáè-
ðàòü è ðàçáèðàòü íàäìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû, ñîáðàí-
íûå èç ïîâðåæäåííûõ áåëêîâ (Hartl, Hayer-Hartl, 2002;
Deuerling, Bukau, 2004; Bukau et al., 2006).

Íàðóøåíèå êîíôîðìàöèè áåëêîâ è èõ àãðåãàöèÿ ÿâëÿ-
þòñÿ ïðè÷èíîé öåëîãî ðÿäà çàáîëåâàíèé (Perutz, 1999;
Chiti, Dobson, 2006). Ñïèñîê êîíôîðìàöèîííûõ áîëåçíåé
âêëþ÷àåò â ñåáÿ òàêèå ïàòîëîãèè, êàê áîëåçíü Ãåíòèíãòî-
íà, áîëåçíü Êåííåäè, ñïèíîöåðåáðàëüíûå àòàêñèè, áî-
ëåçíü Ïàðêèíñîíà, áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, àìèîòðîôè÷å-
ñêèé ëàòåðàëüíûé ñêëåðîç è ïðèîííûå ïàòîëîãèè. Ïðè
ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ìóòàíòíûõ èëè ïîâðåæäåííûõ
áåëêîâ â êëåòêå èõ îëèãîìåðû ñòàíîâÿòñÿ òîêñè÷íûìè
èëè îáðàçóþò àãðåãàòû, êîòîðûå, íàõîäÿñü âíóòðè èëè â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè ê êëåòêå, ìîãóò ïîâðåæäàòü
åå èëè òîðìîçèòü âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò, ìåòàáî-
ëèçì è äðóãèå ïðîöåññû. Äåçîðãàíèçàöèÿ êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ ïðèâîäèò ê ãèáåëè öåëûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê
è (èëè) èõ äèñôóíêöèè.

Êàæäàÿ èç óêàçàííûõ ïàòîëîãèé ïîðàæàåò îïðåäåëåí-
íûé êëàññ íåéðîíîâ è ïðîÿâëÿåòñÿ, êàê ïðàâèëî, â ïîæè-
ëîì âîçðàñòå. Êðîìå òîãî, â ïîñòìèòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ

çäîðîâûõ ïîæèëûõ ëþäåé, íå ñòðàäàþùèõ óêàçàííûìè
ïàòîëîãèÿìè, òàêæå íàêàïëèâàþòñÿ áåëêîâûå àãðåãàòû,
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê íàðóøåíèþ êëåòî÷íîé ôèçèîëîãèè
(Morimoto, Guervo, 2009).

Â ðàñïîðÿæåíèè êëåòêè åñòü íåñêîëüêî çàùèòíûõ
ñèñòåì, ïðèçâàííûõ ëèêâèäèðîâàòü àãðåãàòû ÷åðåç ïðîòå-
îëèç ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ èëè íå äîïóñêàòü èõ îáðà-
çîâàíèÿ (Wyttenbach, 2004). Íàèáîëåå ìîùíîé èç òàêèõ
ñèñòåì ÿâëÿåòñÿ øàïåðîííûé ìåõàíèçì, îñíîâàííûé íà
áåëêàõ êëàññà Hsp70, âêëþ÷àÿ êîøàïåðîíû Hdj1, Bag-1
è äð. (Ìàðãóëèñ, Ãóæîâà, 2009). Â îãðîìíîì êîëè÷åñòâå
ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè Hsp70 è Hdj1
â êëåòêàõ ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÷èñëà àãðåãàòîâ è èõ ðàç-
ìåðîâ, ïîäàâëåíèþ ïðîöåññà àïîïòîçà è ïîâûøåíèþ æèç-
íåñïîñîáíîñòè (Zhou et al., 2001; Wyttenbach et al., 2001;
Sakahira et al., 2002).

Îäíàêî â êëåòêàõ ëþäåé ïîæèëîãî âîçðàñòà â ïåðèîä,
êîãäà ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà è ïî-
ÿâëÿþòñÿ áåëêîâûå àãðåãàòû, ñèíòåç øàïåðîíîâ ñíèæåí è
èõ èñõîäíîå êîëè÷åñòâî â êëåòêå íåâûñîêî (Soti, Cserme-
ly, 2002). Ïîýòîìó ïîèñê âåùåñòâ, ñïîñîáíûõ ïîâûñèòü
óðîâåíü ýêñïðåññèè øàïåðîíîâ è, âîçìîæíî, ýôôåêòèâ-
íîñòü ðàáîòû øàïåðîííîãî ìåõàíèçìà, ïðåäñòàâëÿåòñÿ
î÷åíü âàæíûì êàê ñ ôóíäàìåíòàëüíîé, òàê è ñ ïðàêòè÷å-
ñêîé òî÷êè çðåíèÿ.

Çàäà÷è íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — ñêðèíèíã è àíà-
ëèç âåùåñòâ, ñïîñîáíûõ èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ Hsp70,
íå âûçûâàÿ ïðè ýòîì êëåòî÷íîé ãèáåëè. Ìû èñïîëüçîâàëè
áèáëèîòåêó íèçêîìîëåêóëÿðíûõ âåùåñòâ Òèõîîêåàíñêîãî
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èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÄÂÎ ÐÀÍ, â êîòîðóþ
âîøëè ñëåäóþùèå ãðóïïû âåùåñòâ: òðèòåðïåíû äàììàðà-
íîâîãî ðÿäà è èõ Î-ãëèêîçèäû; ãåòåðîöèêëè÷åñêèå ïðè-
ðîäíûå àëêàëîèäû èç ìîðñêèõ îðãàíèçìîâ è èõ ïðîèçâîä-
íûå è ïðèðîäíûå è ñèíòåòè÷åñêèå 1, 4-íàôòîõèíîíû è èõ
Î- è S-ãëèêîçèäû. Âñåãî áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 60 ñîå-
äèíåíèé è âûÿâëåíû 2 âåùåñòâà, ñïîñîáíûå âûçûâàòü ïî-
âûøåíèå óðîâíÿ Hsp70 â êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Âûáðàííûå
âåùåñòâà îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå íàôòîõèíîíîâ, òî÷íåå, ê
ïðîèçâîäíûì øèêîíèíà è ýõèíîõðîìà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Êëåòêè õðîíè÷åñêîé ìèå-
ëîãåííîé ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 êóëüòèâèðîâàëè íà
ñðåäå RPMI-1640, êëåòêè ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà T98G —
íà ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùèõ 10 % ýìáðèîíàëüíîé êî-
ðîâüåé ñûâîðîòêè è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, ïðè 37 °Ñ â
àòìîñôåðå 5 % ÑO2 â ÑÎ2-èíêóáàòîðå (Sanyo, ßïîíèÿ).
Êëåòêè T98G âûñåâàëè â êîíöåíòðàöèè 5�104 êë/ìë çà
1 ñóò äî ýêñïåðèìåíòà, êëåòêè K562 — íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì â êîíöåíòðàöèè 0.5�106 êë/ìë. Äëÿ
îïûòîâ èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû, äîëÿ ìåðòâûõ êëåòîê â
êîòîðûõ íå ïðåâûøàëà 5 %. Êîíöåíòðàöèþ êëåòîê îïðå-
äåëÿëè ñ ïîìîùüþ êàìåðû Íüþáàóýðà. Èññëåäóåìûå ïðå-
ïàðàòû ðàñòâîðÿëè â ÄÌÑÎ è â îïðåäåëåííûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ âíîñèëè â êóëüòóðû. Â êîíòðîëüíûå ïðîáû âíîñèëè
ÄÌÑÎ (1 ìêë/ìë). Ïî ïðîøåñòâèè óêàçàííîãî âðåìåíè
êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå RIPA (20 ìM
Tris-HCl, pH 7.5, 150 ìM NaCl, 2 ìM EDTA è 0.5 % Triton
X-100), îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ýêñòðàêòàõ
(Bradford, 1976) è ïî 30 ìêã áåëêà èç êàæäîé ïðîáû èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ýëåêòðîôîðåçíûõ ïðîá, à
îñòàëüíîå — äëÿ èçìåðåíèÿ øàïåðîííîé àêòèâíîñòè
Hsp70 ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîé èììóíîôåðìåíòíîé
òåñò-ñèñòåìû (ñì. íèæå).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Áåëêè ðàçäåëÿëè ìåòîäîì
SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.
Ïåðåíîñ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ áåëêîâ íà íè-
òðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Whatman (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ) ïðîèçâîäèëè ïðè ïîìîùè àïïàðàòà Trans-Blot
(Bio-Rad, ÑØÀ). Çîíó áåëêà Hsp70 âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ñïåöèôè÷íûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (êëîí 3Â5, ïðîèç-
âåäåíû â ëàáîðàòîðèè) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 è âòîðûõ àí-
òèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, â ðàçâåäå-
íèè 1 : 10 000 (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïåðîêñè-
äàçíîé ðåàêöèè èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó óñèëåííîé
õåìèëþìèíåñöåíöèè ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ (Amersham, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ ó á ñ ò ð à ò ñ â ÿ ç û â à þ ù å é (ø à -
ï å ð î í í î é) à ê ò è â í î ñ ò è Hsp70 ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ÈÔÀ ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó Íîâîñåëîâûì ñ
ñîàâòîðàìè (2004) ìåòîäó (Wawrzynow, Zylicz, 1995).
Ñóáñòðàòíûé áåëîê-ìèøåíü, êàðáîêñèìåòèëèðîâàííûé
ëàêòàëüáóìèí (ÊÌËÀ), ïîëó÷àëè ïóòåì äåíàòóðàöèè
ëàêòàëüáóìèíà â 8 Ì ìî÷åâèíå, ïîñëå ÷åãî â ðàñòâîð áåë-
êà äîáàâëÿëè äèòèîòðåèòîë äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
10 ìÌ. Äàëåå ðåàêöèþ àëêèëèðîâàíèÿ çàïóñêàëè âíåñåíè-
åì â ðàñòâîð áåëêà 0.5 Ì èîäîàöåòàìèäà è îñòàíàâëèâàëè
åå ÷åðåç 24 ÷ äîáàâëåíèåì 10 ìÌ äèòèîòðåèòîëà. Ãîòîâûé
ÊÌËÀ ðàçíîñèëè ïî 100 ìêë â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàí-
øåòà äëÿ ÈÔÀ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë â ôîñôàòíî-ñî-
ëåâîì ðàñòâîðå (ÔÑÐ). Ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ áëîêèðîâàëè 0.3%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðî-

òî÷íîãî àëüáóìèíà (Sigma, ÑØÀ) â ÔÑÐ. Äàëåå â ëóíêè
âíîñèëè êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû â êîíöåíòðàöèÿõ (òèòðàõ)
5—50 ìêã/ìë ïî 200 ìêë. Áåëîê Hsp70, âõîäÿùèé â ñîñòàâ
êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ, ñâÿçûâàëñÿ ñ äåíàòóðèðîâàííûì
áåëêîì-ìèøåíüþ. Âûÿâëåíèå øàïåðîíà îñóùåñòâëÿëè ñ
ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àôôèííîî÷èùåííûõ ïîëèêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë RAF ïðîòèâ Hsp70, ïîëó÷åííûõ â ëàáî-
ðàòîðèè, â ðàçâåäåíèè 1 : 1000 è âòîðûõ àíòèòåë, êîíúþ-
ãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, â ðàçâåäåíèè 1 : 10 000
(Sigma, ÑØÀ). Ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïó-
òåì âíåñåíèÿ â ëóíêè ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî ïåðåêèñü âî-
äîðîäà è õðîìîãåí ÒÌÁ. Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè èçìåðÿ-
ëè ïðè äëèíå âîëíû 450 íì ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà èì-
ìóíîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé «Ôëþîðîôîò» (ÎÎÎ ÑÊÁ
Ïðîáàíàó÷ïðèáîð, Ðîññèÿ). Âñå ýòàïû ÈÔÀ ÷åðåäîâàëè
òðåõêðàòíîé ïðîìûâêîé ëóíîê; â êà÷åñòâå ðàáî÷åãî è
ïðîìûâàþùåãî èñïîëüçîâàëè áóôåðíûé ðàñòâîð À (20
ìM Tris-HCl, pH 7.5, 20 ìM NaCl, 10 ìM MgCl2 è
0.05%-íûé Triton X-100).

Î ï ð å ä å ë å í è å æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê
îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì ÌÒÒ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäà-
öèÿìè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (Molecular Probes, ÑØÀ).
Â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà âíîñèëè îäíîâðåìåííî
ïî 100 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ñ êîíöåíòðàöèåé êëåòîê
0.2�106 êë./ìë è ðàñòâîðû ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè
èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé, ñ êîòîðûìè êëåòêè èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 6 ÷. Â òå æå ëóíêè ïî ïðîøåñòâèè óêàçàí-
íîãî âðåìåíè âíîñèëè èíäóêòîðû êëåòî÷íîé ãèáåëè ñòàó-
ðîñïîðèí â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ èëè H2O2 â êîíöåíòðà-
öèè 500 ìêÌ íà 18 ÷ èëè ïîäâåðãàëè êëåòêè «æåñòêîìó»
òåïëîâîìó øîêó (45 °Ñ, 30 ìèí). Â êîíòðîëüíûå ïðîáû
âíîñèëè 1 ìêë/ìë ÄÌÑÎ. Â ëóíêè äîáàâëÿëè ïî 10 ìêë
òðèàçîëèëòåòðàçîëèéáðîèìèäà ñèíåãî (ÌÒÒ), ðàñòâîðåí-
íîãî â ÔÑÐ (0.005 ã/ìë), è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 %
ÑÎ2 4 ÷. Çàòåì â ëóíêè âíîñèëè ïî 100 ìêë èçîïðîïèëîâî-
ãî ñïèðòà ñ 0.005 M HÑl, ñîäåðæèìîå ëóíîê ïåðåìåøèâà-
ëè äî ðàñòâîðåíèÿ îáðàçîâàâøåãîñÿ îñàäêà ôîðìàçàíà è
èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà
èììóíîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé «Ôëþîðîôîò» ïðè äëèíàõ
âîëí 570 è 630 íì.

Ðåçóëüòàòû

Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà áûë
ïðîèçâåäåí ñêðèíèíã ñîåäèíåíèé ñ öåëüþ íàéòè âåùåñò-
âà, ñïîñîáíûå âûçûâàòü ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè øàïåðîíà
Hsp70, íåòîêñè÷íûå â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ äëÿ êëå-
òîê. Ïåðâè÷íûé ñêðèíèíã ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà T98G. Áûëî ïðîàíàëèçè-
ðîâàíî áîëåå 60 ñîåäèíåíèé, êàæäîå èç êîòîðûõ èñïîëü-
çîâàëè â ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. Îäíîâðåìåííî ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ îöåíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò âå-
ùåñòâ, âçÿòûõ â êîíöåíòðàöèÿõ 1, 10 è 100 ìêÌ (ðèñ. 1,
á). Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò èììóíîáëîòèíãà
ëèçàòîâ êëåòîê T98G, èíêóáèðîâàííûõ ñ íåêîòîðûìè èç
èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ ñîåäèíåíèé. Â ðåçóëüòàòå ïåð-
âè÷íîãî ñêðèíèíãà áûëè îòîáðàíû äâà ïðåïàðàòà —
U-133, íåòîêñè÷íûé äëÿ êëåòîê è âûçûâàþùèé óìåðåí-
íóþ ýêñïðåññèþ Hsp70 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ, è U-103,
áîëåå òîêñè÷íûé ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (ðèñ. 1, á),
íî âûçûâàþùèé âûðàæåííîå ïîâûøåíèå ñèíòåçà øàïå-
ðîíà.

Â îñíîâå ïðåïàðàòà U-103 ëåæèò ïðèðîäíûé íàôòàçà-
ðèí — êðàñíûé ïèãìåíò øèêîíèí, âûäåëåííûé èç êîðíåé
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èñïîëüçóåìîãî â òðàäèöèîííîé âîñòî÷íîé ìåäèöèíå ðàñ-
òåíèÿ Lithospermum erithrorizon Sieb. et Zucc. Íà îñíîâå
ýòîãî øèêîíèíà áûëî ïîëó÷åíî ïðîèçâîäíîå âåùåñòâî —
òåòðà-Î-àöåòèë-b-D-ãëþêîïèðàíîçèä ïî áîêîâîé öåïè —
U-103. Îñíîâó ïðåïàðàòà U-133 ñîñòàâëÿåò ýõèíîõðîì,
îñíîâíîé ïèãìåíò ìîðñêèõ åæåé. Ýõèíîõðîì èìååò ðàç-
íîîáðàçíóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, â ÷àñòíîñòè îí
ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì àíòèîêñèäàíòîì. Âåùåñòâî, âçÿ-
òîå íàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ, ïðåäñòàâëÿëî ñîáîé àöåòèëè-
ðîâàííûé òðèñ-Î-ãëþêîçèä ýõèíîõðîìà (ôîðìóëû ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 1, â).

Ïîñêîëüêó ïðåïàðàò U-103 â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå
1 ìêÌ âûçûâàë êëåòî÷íóþ ãèáåëü, öåëåñîîáðàçíî áûëî
èññëåäîâàòü, âûçûâàþò ëè áîëåå íèçêèå, áëèçêèå ê ôàðìà-
êîëîãè÷åñêèì, äîçû îáîèõ ïðåïàðàòîâ èíäóêöèþ Hsp70.
Íà ðèñ. 2, à âèäíî, ÷òî ïðåïàðàò U-133 âûçûâàåò çíà÷è-
òåëüíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè øàïåðîíà â êîíöåíòðàöèè
0.5 ìêÌ â êëåòêàõ ýðèòðîëåéêåìèè K562 ÷åðåç 24 ÷ èíêó-
áàöèè ñ âåùåñòâîì, à ïðåïàðàò U-103 îáëàäàåò øàïåðî-
íèíäóöèðóþùåé àêòèâíîñòüþ óæå ïðè êîíöåíòðàöèè

0.05 ìêÌ ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè. Ïðåïàðàòû â óêàçàííûõ
êîíöåíòðàöèÿõ íåòîêñè÷íû äëÿ êëåòîê. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî îáà âåùåñòâà âûçûâàþò ïîâûøåíèå óðîâíÿ øà-
ïåðîíà Hsp70 âî âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, êîòîðûå ìû èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî àíàëèçà: ãëèîáëàñòîìà
÷åëîâåêà T98G, ìèåëîèäíàÿ ëåéêåìèÿ ÷åëîâåêà U-937,
íåéðîáëàñòîìà ÷åëîâåêà SH-SY-5Y è ôèáðîáëàñòû ìûøè
3T3 (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Îñíîâíîé õàðàêòåðèñòèêîé Hsp70 ÿâëÿåòñÿ åãî øàïå-
ðîííàÿ àêòèâíîñòü. Èìåííî ñ íåé ñâÿçûâàþò êëåòî÷íûå
ôóíêöèè áåëêà, â ÷àñòíîñòè åãî çàùèòíóþ ôóíêöèþ. Äëÿ
òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, íàñêîëüêî Hsp70, ýêñïðåññèÿ êîòî-
ðîãî âîçðàñòàåò â êëåòêàõ ïîä äåéñòâèåì èçó÷àåìûõ ïðå-
ïàðàòîâ, àêòèâåí êàê øàïåðîí, ìû èñïîëüçîâàëè òåñò, ìî-
äèôèöèðîâàííûé â íàøåé ëàáîðàòîðèè (Íîâîñåëîâ è äð.,
2004), â õîäå êîòîðîãî îïðåäåëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü øàïåðî-
íà ñâÿçûâàòü äåíàòóðèðîâàííûé áåëîê. Â êà÷åñòâå ñóáñò-
ðàòà ðåàêöèè èñïîëüçîâàëñÿ âîññòàíîâëåííûé êàðáîêñè-
ìåòèëèðîâàííûé ëàêòàëüáóìèí, èììîáèëèçîâàííûé íà
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ. Ñâÿçàâøèéñÿ ñ ñóáñòðàòîì øà-
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Ðèñ. 1. Hsp70-èíäóöèðóþùàÿ ñïîñîáíîñòü õèíîèäíûõ ñîåäèíåíèé.

à — àíàëèç àêòèâíîñòè âåùåñòâ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ ïîñëå 3-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ íèìè êëåòîê ãëèîáëàñòîìû ÷åëîâåêà T98G ìåòîäîì èììóíîáëî-
òèíãà; á — àíàëèç öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ, ïîêàçàâøèõ øàïåðîíèíäóöèðóþùóþ àêòèâíîñòü, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÌÒÒ; â — õèìè÷åñêèå

ôîðìóëû âåùåñòâ, ïîêàçàâøèõ Hsp70-èíäóöèðóþùóþ àêòèâíîñòü. Ê — êîíòðîëü áåç äîáàâëåíèÿ âåùåñòâ.



ïåðîí âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîëèêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë è âòîðûõ àíòèòåë ñ ôåðìåíòàòèâíîé ìåòêîé.
Íà ðèñ. 2, á ïðåäñòàâëåí ïðîôèëü àêòèâíîñòè øàïåðîíà
Hsp70 â êëåòêàõ K562, èíêóáèðîâàííûõ ñ ïðåïàðàòàìè â
òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè. Øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü
âîçðàñòàåò ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî ñ êîëè÷åñòâîì áåëêà
Hsp70, âûÿâëÿåìîãî ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà â òåõ æå
êëåòêàõ (ðèñ. 2, à). Îáà ïðåïàðàòà âûçûâàëè óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà àêòèâíîãî, ò. å. ñïîñîáíîãî ñâÿçûâàòü äåíàòó-
ðèðîâàííûé áåëîê-ñóáñòðàò ÊÌËÀ, ïðè÷åì ñòåïåíü ýòîãî
óâåëè÷åíèÿ çàâèñåëà îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ, à ìàêñèìóì
âåëè÷èíû àáñîëþòíîé øàïåðîííîé àêòèâíîñòè íàáëþ-
äàëñÿ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ ïðåïàðàòàìè
(ðèñ. 2, á).

Çàùèòíîå äåéñòâèå øàïåðîíà â êëåòêàõ K562 ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ ïðåïàðàòàìè èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ â ôîð-
ìàòå 96-ëóíî÷íûõ ïëàò. Ïðåïàðàòû âíîñèëè â ëóíêè
96-ëóíî÷íîé ïëàòû çà 6 ÷ äî âíåñåíèÿ èíäóêòîðîâ êëåòî÷-
íîé ãèáåëè èëè äî òîãî, êàê êëåòêè ïîäâåðãàëè «æåñòêî-
ìó» òåïëîâîìó øîêó (45 °Ñ, 30 ìèí). Äàííûå, ïðåäñòàâ-
ëåííûå íà ðèñ. 3, äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ
èíäóêöèÿ ñèíòåçà øàïåðîíà â êëåòêàõ K562 ñ ïîìîùüþ
ïðåïàðàòîâ U-133 è U-103 óâåëè÷èâàëà êîëè÷åñòâî æè-
âûõ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ èíäóêòîðîì àïîïòîçà ñòàó-
ðîñïîðèíîì (1 ìêÌ) c 65 ± 2.6 äî 84.5 ± 4.8 è 77.2 ± 3.1 %
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3, à). Ïðåïàðàò U-133 ïîâûøàë êî-
ëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ H2O2

(500 ìêÌ) ñ 75 ± 3.2 äî 90 ± 4.1 % (ðèñ. 3, á), à ïðåïàðàò
U-103 — ïðè æåñòêîì òåïëîâîì øîêå (45 °Ñ, 30 ìèí) ïî-
âûøàë æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè c 38 ±
� 3.7 äî 69 ± 2.6 % (ðèñ. 3, â).

Îáñóæäåíèå

Ïîèñê ôàêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ïîâûøàòü óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè øàïåðîíà Hsp70, âåäåòñÿ óæå áîëåå 20 ëåò. Òî çíà-
÷åíèå, êîòîðîå åìó ïðèäàåòñÿ, ñâÿçàíî â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ
óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè øàïåðîíà. Èçìåíåíèå óðîâíÿ
Hsp70 â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ ìóòàíòíûå áåëêè ñ íàðó-
øåííîé êîíôîðìàöèåé, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé öå-
ëîãî ðÿäà êîíôîðìàöèîííûõ çàáîëåâàíèé, ïðèâîäèò ê
ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà îáðàçóþùèõñÿ àãðåãàòîâ è, òàêèì
îáðàçîì, ñïàñàåò íåðâíûå êëåòêè îò ãèáåëè. Ñîõðàíåíèå
êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà è ïðàâèëüíîãî áåëêîâîãî ôîëäèí-
ãà — íåîáõîäèìîå óñëîâèå ñóùåñòâîâàíèÿ ëþáîé êëåòêè,
äàæå íå ñîäåðæàùåé ìóòàíòíûõ áåëêîâ. Â êëåòêàõ ïîæè-
ëûõ ëþäåé ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå áåëêîâûõ àãðåãàòîâ, à
êîëè÷åñòâî ñèíòåçèðóåìîãî øàïåðîíà ïîíèæàåòñÿ, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî ñíèæàåòñÿ êîíòðîëü çà êà÷åñòâîì êëåòî÷-
íûõ áåëêîâ (Morimoto, 2008). Ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè îá-
ùåãî äëÿ áîëüøèíñòâà ãåíîâ øàïåðîíîâ òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà HSF1 ïðè îãðàíè÷åíèè äèåòû ó íåìàòîä C.
elegans çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèç-
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Ðèñ. 2. Íèçêîìîëåêóëÿðíûå ïðåïàðàòû øèêîíèí U-103 è ýõèíîõðîì U-133 âûçûâàþò â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñèíòåç àêòèâíîãî
Hsp70.

à — êëåòêè ýðèòðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà K562 èíêóáèðîâàëè ñ âåùåñòâàìè U-103 è U-133 â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 3, 6 è 24 ÷, ïîñëå ÷åãî
êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîäâåðãàëè àíàëèçó ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Hsp70; á — àíàëèç øàïåðîííîé àêòèâíîñòè ìåòîäîì ÈÔÀ.

Ê — êîíòðîëü.



íè, à ïîäàâëåíèå åãî ôóíêöèè, íàïðîòèâ, óêîðà÷èâàåò
(Hsu et al., 2003). Â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ âûñøèõ îðãàíèç-
ìîâ ýêñïðåññèÿ HSF1 ñî âðåìåíåì äåãðàäèðóåò, äåëàÿ
êëåòêè ìåíåå ðåçèñòåíòíûìè ê êëåòî÷íûì îêñèäàíòàì
(Calderwood et al., 2009). Ñïîñîáíîñòü ê ñèíòåçó Hsp70 ñ
âîçðàñòîì îñëàáåâàåò è â ìûøå÷íîé òêàíè. Â íîðìå ýíåð-
ãè÷íûå ñîêðàùåíèÿ ìûøö ïðèâîäÿò ê ñèíòåçó áåëêîâ òåï-
ëîâîãî øîêà, íî â ìûøå÷íîé òêàíè ñòàðûõ æèâîòíûõ è
ïîæèëûõ ëþäåé ýòîò ïðîöåññ ïîäàâëåí. Ïàäåíèå ìûøå÷-
íîé ìàññû è óòðàòó ìûøå÷íîé ñèëû ñâÿçûâàþò ñ îñëàáëå-
íèåì ñïîñîáíîñòè ê ñèíòåçó Hsp70. Äåéñòâèòåëüíî, ïî-
ñòîÿííàÿ ýêñïðåññèÿ Hsp70 ó òðàíñãåííûõ ìûøåé ÷àñòè÷-
íî îòìåíÿåò ýòè ýôôåêòû (Kayani et al., 2008; Calderwood
et al., 2009). Èñõîäÿ èç ïåðå÷èñëåííûõ äàííûõ ìåäèöèí-
ñêèå ñòðàòåãèè, íàïðàâëåííûå íà óâåëè÷åíèå óðîâíÿ øà-
ïåðîíà â êëåòêàõ, ïðåäñòàâëÿþòñÿ âåñüìà ïåðñïåêòèâ-
íûìè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ïîäõîäîâ ê
ïðèìåíåíèþ øàïåðîíîâ â òåðàïèè êîíôîðìàöèîííûõ ïà-
òîëîãèé. Ðàçðàáàòûâàþòñÿ òàê íàçûâàåìûå õèìè÷åñêèå
øàïåðîíû, ò. å. ìàëûå ìîëåêóëû, ÷àùå âñåãî ïðåäñòàâëÿ-
þùèå ñîáîé ïîëèñàõàðèäû èëè îñìîëèòû, íàïðèìåð ýêòî-
èí èëè áåòàèí (Furusho et al., 2005). Òàêèìè ìîëåêóëàìè

ïðåäëàãàåòñÿ óñèëèòü øàïåðîííûå ìåõàíèçìû â êëåòêàõ,
è äâà ïîñëåäíèõ âåùåñòâà ïîêàçàëè ñâîþ, ïóñòü íåáîëü-
øóþ, àíòèàãðåãàòíóþ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ, ìîäåëèðóþ-
ùèõ áîëåçíü Äæîçåô—Ìà÷àäî, îäíó èç òàê íàçûâàåìûõ
ïîëèãëóòàìèíîâûõ ïàòîëîãèé (Furusho et al., 2005).

Êðîìå òîãî, âûÿñíèëîñü, ÷òî èíãèáèòîð ÀÒÔ-çàâè-
ñèìîé àêòèâíîñòè êëåòî÷íîãî øàïåðîíà Hsp90 ãåëäà-
íàìèöèí, ïðîèçâîäíûå êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ íà ñåãîäíÿø-
íèé äåíü íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè ïðîòèâîîïóõîëåâû-
ìè ïðåïàðàòàìè, èíäóöèðóåò ýêñïðåññèþ Hsp70 è
çàùèùàåò êëåòêè ìîçãà îò ñòèìóëÿòîðà ñèìïòîìîâ áîëåç-
íè Ïàðêèíñîíà, ôàêòîðà ÌÐÒÐ (Shen et al., 2005).

Â 2004—2005 ãã. áûë îïóáëèêîâàí ðÿä ðàáîò, äåìîí-
ñòðèðóþùèõ ýôôåêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç
íåêîòîðûõ ðàñòåíèé, ñ àäàïòîãåííîé àêòèâíîñòüþ â ìîäó-
ëÿöèè ýêñïðåññèè Hsp70. Ê òàêèì ïðåïàðàòàì îòíîñèòñÿ
ñåëàñòðîë, îáðàáîòêà êîòîðûì ïðèâîäèò ê ñèíòåçó Hsp70
è óâåëè÷åíèþ óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê öèòîòîêñè÷åñêèì
ôàêòîðàì (Westerheide et al., 2004). Ýòè ïðåïàðàòû, âûäå-
ëÿåìûå èç ðàñòåíèé, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â òðàäèöèîí-
íîé êèòàéñêîé ìåäèöèíå, îòëè÷àþòñÿ ñïîñîáíîñòüþ ê àê-
òèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà òåïëîâîãî øîêà
HSF1, ðåãóëÿòîðà ïî÷òè âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ (Wes-
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Ðèñ. 3. Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê K562 ïðåïàðàòàìè øèêîíèíà U-103 è ýõèíîõðîìà U-133 ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óñòîé÷èâîñòè êëå-
òîê K562 ê äåéñòâèþ ñòàóðîñïîðèíà (à), ïåðåêèñè âîäîðîäà (á) è æåñòêîãî òåïëîâîãî øîêà (â).

STA — ñòàóðîñïîðèí, HS — òåïëîâîé øîê. Äëÿ êàæäîãî ñëó÷àÿ ïðåäñòàâëåíû äàííûå 1 èç 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ â âèäå ñðåäíåãî è îøèáêè
ñðåäíåãî. K — êîíòðîëü.



terheide, Morimoto, 2005). ×òî ñóùåñòâåííî, ñåëàñòðîë è
ïîäîáíûå åìó âåùåñòâà, îáíàðóæåííûå â ðàçëè÷íûõ ëå-
êàðñòâåííûõ òðàâàõ, óæå èñïîëüçóþòñÿ â òåðàïèè ìíîãèõ
ïàòîëîãèé, â òîì ÷èñëå ñâÿçàííûõ ñ àãðåãèðîâàíèåì ìó-
òàíòíûõ áåëêîâ â íåéðîíàõ.

Ñëåäóåò ñêàçàòü, ÷òî âñå îïèñàííûå âûøå èíäóêòîðû
øàïåðîíîâ îáëàäàþò ñâîèìè äîñòîèíñòâàìè è íåäîñòàò-
êàìè. Íàïðèìåð, ñåëàñòðîë, íà êîòîðûé âîçëàãàåòñÿ ìíî-
ãî íàäåæä, ïîêàçàë äîâîëüíî ñêðîìíóþ ñïîñîáíîñòü ê èí-
äóêöèè Hsp70 è óâåëè÷åíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè ìîòîð-
íûõ íåéðîíîâ â êóëüòóðå. Áîëåå òîãî, ñàì ïî ñåáå
ïðåïàðàò îáëàäàë âûðàæåííîé íåéðîòîêñè÷íîñòüþ (Kal-
mar, Greensmeeth, 2009). Àâòîðû ïîñëåäíåé ðàáîòû îòäà-
þò ïðåäïî÷òåíèå äðóãîìó èíäóêòîðó Hsp70 — àðèìîêëî-
ìîëó, êîòîðûé äåìîíñòðèðóåò òåðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò â
ìûøèíîé ìîäåëè àìèîòðîôè÷åñêîãî ëàòåðàëüíîãî ñêëå-
ðîçà (ALM). Àðèìîêëîìîë íå òîëüêî óâåëè÷èâàë ýêñïðåñ-
ñèþ Hsp70 â íåðâíîé òêàíè òðàíñãåííûõ ìûøåé SOD
G93A, íî è ïîâûøàë æèçíåñïîñîáíîñòü ìîòîðíûõ íåéðî-
íîâ, îáùóþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé è ïðèâî-
äèë ê óâåëè÷åíèþ ìûøå÷íîé ñèëû (Kalmar et al., 2008).
Îäíàêî è ó àðèìîêëîìîëà, ïîêàçàâøåãî çàìå÷àòåëüíûé
ýôôåêò â áèîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ, íà âòîðîé ñòàäèè
êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé, ïî óñòíûì ñîîáùåíèÿì ñïåöèà-
ëèñòîâ, áûëè îáíàðóæåíû ïîáî÷íûå ýôôåêòû. Èç ýòîãî
ñëåäóåò, ÷òî ïîèñê èíäóêòîðîâ øàïåðîíîâ, êîòîðûå ìîæ-
íî áûëî áû èñïîëüçîâàòü â êëèíèêå, íå çàêîí÷åí. Â ñâÿçè
ñ ýòèì ìû íà÷àëè àíàëèç áèáëèîòåêè âåùåñòâ, ñîçäàííîé
â ÒÈÁÎÕ ÄÂÎ ÐÀÍ, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà òðèòåðïåíû äàì-
ìàðàíîâîãî ðÿäà, ãåòåðîöèêëè÷åñêèå ïðèðîäíûå àëêàëîè-
äû èç ìîðñêèõ îðãàíèçìîâ, à òàêæå ïðèðîäíûå è ñèíòåòè-
÷åñêèå 1, 4-íàôòîõèíîíû è èõ Î- è S-ãëèêîçèäû. Íàì óäà-
ëîñü îáíàðóæèòü äâà âåùåñòâà, øèêîíèí U-103 è
ýõèíîõðîì U-133, êîòîðûå â ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ êîíöåí-
òðàöèÿõ àêòèâèðîâàëè ñèíòåç Hsp70 â êëåòêàõ âñåõ èçó-
÷åííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Óðîâåíü íàêîïëåííîãî â òå÷å-
íèå 12 ÷ áåëêà Hsp70 ïðåâûøàë êîíòðîëüíûé â ðàçû, ïðè-
÷åì ïîâûøåíèå áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî â îïûòàõ ñ
êëåòêàìè ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïî àíàëîãèè ñ ñåëà-
ñòðîëîì ïðåäñòàâëÿåòñÿ âïîëíå âåðîÿòíûì, ÷òî óêàçàí-
íûå âåùåñòâà áóäóò èìåòü Hsp70-èíäóöèðóþùóþ àêòèâ-
íîñòü â îðãàíèçìå. Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ Hsp70 ÿâ-
ëÿåòñÿ øàïåðîííàÿ àêòèâíîñòü, ñ êîòîðîé ñâÿçûâàþò
áèîëîãè÷åñêèå ôóíêöèè ýòîãî áåëêà, è áûëî ñóùåñòâåííî
îïðåäåëèòü åå â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ îáîèìè ñîåäèíå-
íèÿìè. Äëÿ åå èçìåðåíèÿ ìû èñïîëüçîâàëè ìîäèôèöèðî-
âàííóþ òåñò-ñèñòåìó, è ñ åå ïîìîùüþ óäàëîñü âûÿñíèòü,
÷òî ñîåäèíåíèÿ U-103 è U-133 óâåëè÷èâàþò øàïåðîííóþ
àêòèâíîñòü òàêæå â ðàçû. Êàê ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëå-
íî, òàêîå óâåëè÷åíèå øàïåðîííîé àêòèâíîñòè Hsp70 â
êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ òåïëîâûì øîêîì, ïðîèñõîäèò
áëàãîäàðÿ íå òîëüêî ðîñòó åãî êîëè÷åñòâà, íî è ïîâûøå-
íèþ óðîâíÿ êîøàïåðîíà Hdj1/Hsp40 (Íîâîñåëîâ è äð.,
2005). Ïîýòîìó ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðàññìàòðèâàåìûå
çäåñü âåùåñòâà ïîâûøàþò ñèíòåç îáîèõ øàïåðîíîâ, êîòî-
ðûå ðàáîòàþò â ñâÿçêå è çàùèùàþò êëåòêè ìîçãà îò
îãðîìíîãî ÷èñëà ïàòîãåíîâ, â ÷àñòíîñòè îò áåëêîâ ñ ïîëè-
ãëóòàìèíîâûìè ïîâòîðàìè, îáðàçóþùèõ àãðåãàòû (Zhou
et al., 2001). Îïðåäåëåíèå öèòîïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòè
âûáðàííûõ íàìè âåùåñòâ ïîêàçàëî, ÷òî îáðàáîòêà èìè
êëåòîê ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ñìåðòíîñòè îò òðåõ
ôàêòîðîâ — ëåòàëüíîãî òåïëîâîãî øîêà, ïåðåêèñè âîäî-
ðîäà è ñòàóðîñïîðèíà. Ýòî ñíèæåíèå áûëî îñîáåííî îùó-
òèìûì äëÿ âåùåñòâà U-103, îáðàáîòêà êîòîðûì ïðèâî-
äèëà ê ïîâûøåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê K562 ïðè

òåïëîâîì øîêå ïðè 45 °Ñ ïðàêòè÷åñêè â 2 ðàçà. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî äâà âûáðàííûõ íàìè ñîåäèíåíèÿ
ñòèìóëèðóþò ñèíòåç Hsp70, óâåëè÷èâàþò åãî øàïåðîí-
íóþ àêòèâíîñòü è ñîîòâåòñòâåííî ïîâûøàþò çàùèòíûé
ïîòåíöèàë êëåòêè. Èíûìè ñëîâàìè, îáà ïðåïàðàòà äåìîí-
ñòðèðóþò ôàðìàêîëîãè÷åñêèé ïîòåíöèàë è, íåñìîòðÿ íà
íåäîñòàòêè — îãðàíè÷åííóþ ðàñòâîðèìîñòü â âîäíîé
ñðåäå è óìåðåííóþ òîêñè÷íîñòü, ìîãóò áûòü äîðàáîòàíû.
Èìåííî òàêàÿ êîððåêöèÿ õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðû âåùåñòâ
ïðîâîäèòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò çà ñîäåéñòâèå â ñàìîì íà÷àëå ðà-
áîò ñîòðóäíèêîâ Òèõîîêåàíñêîãî èíñòèòóòà áèîîðãàíè-
÷åñêîé õèìèè ÄÂÎ ÐÀÍ è äèðåêòîðà èíñòèòóòà
Â. À. Ñòîíèêà.
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NOVEL COMPOUNDS INCREASING CHAPERONE HSP70 EXPRESSION

AND THEIR BIOLOGICAL ACTIVITY
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Hsp70 possesses chaperonic activity, the property associated with the protective function that was demonst-
rated in experiments on a great number of cell and animal models. Therefore, it seems important to search for
the substances able to innocuously elevate the chaperone concentration in an organism cells and tissues. In our
work, we screened of more that 60 compounds and found two chemicals, derivatives of shikonin and echinoch-
rome that able to increase the chaperone level in a variety of human cells. It was shown that in human erythrole-
ukemia K562 cells treated with the both substances concomitantly with elevation of Hsp70 level the absolute
chaperonic activity was also increased; this can indicate mobilization of the whole cellular chaperonic machine-
ry by above mentioned compounds. Estimating biological activity of the two substances, we demonstrated that
treatments of cells by them prior to hard heat stress, hydrogen peroxide or staurosporine reduced cell mortality
by 20—50 % depending on a cytotoxic factor. The results show that after simple chemical modifications these
compounds might be taken as a basis of pharmaceuticals for therapy of wide range of disorders.

K e y w o r d s: chaperone, chaperone inducer, shikonin, echinochrome.
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