
ÀËÜÔÀ-ËÈÏÎÅÂÀß ÊÈÑËÎÒÀ ÂÛÇÛÂÀÅÒ ÈÇÁÈÐÀÒÅËÜÍÓÞ ÃÈÁÅËÜ ÊËÅÒÎÊ

Ñ ÏÎËÈÌÎÐÔÍÛÌÈ ßÄÐÀÌÈ

Â ÊÓËÜÒÓÐÅ ÝÏÈÄÅÐÌÎÈÄÍÎÉ ÊÀÐÖÈÍÎÌÛ ×ÅËÎÂÅÊÀ

© Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà, Ã. Å. Îíèùåíêî

Êàôåäðà êëåòî÷íîé áèîëîãèè è ãèñòîëîãèè Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ì. Â. Ëîìîíîñîâà;

ýëåêòðîííûé àäðåñ: evgengeva@mail.ru

Î. Ï. Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà, Ã. Å. Îíèùåíêî
Àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà âûçûâàåò èçáèðàòåëüíóþ ãèáåëü êëåòîê

Êîæà ÷àñòî ïîäâåðãàåòñÿ âîçäåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, âûçûâàþùèõ ïàòîëîãè÷åñêóþ ïðîëèôå-
ðàöèþ êëåòîê, íàðóøåíèå ìèòîòè÷åñêîîãî äåëåíèÿ è îïóõîëåâóþ òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê. Àíòèîêñèäàí-
òû ñïîñîáíû âûçûâàòü èçáèðàòåëüíóþ ãèáåëü òàêèõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû
ÿâëÿëîñü èññëåäîâàíèå âîçäåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòà àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû (ËÊ) íà êëåòêè ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431. Ïîêàçàíî, ÷òî, èñïîëüçóÿ ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè (100, 200, 300 è
500 ìêÌ) ËÊ è ðàçëè÷íîå âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ (24, 48 è 72 ÷), ìîæíî çàìåäëèòü ïðîëèôåðàöèþ èëè ñòèìó-
ëèðîâàòü àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê À431. Â ïðîöåññå ãèáåëè ïðåæäå âñåãî ïðîèñõîäèò ýëèìèíàöèÿ
êëåòîê ñ ïîëèìîðôíûìè ÿäðàìè (ìèêðîÿäðà, ÿäðà, èìåþùèå «ïî÷êè», ãèãàíòñêèå ÿäðà). Ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî êëåòêè ñ íîðìàëèçîâàííûì ÿäåðíûì ôåíîòèïîì (ïðè
äåéñòâèè 200 ìêÌ ËÊ, 48 ÷) èìåþò óëüòðàñòðóêòóðó, ñõîäíóþ ñ êîíòðîëåì. Â öåëîì âîçäåéñòâèå àëü-
ôà-ëèïîåâîé êèñëîòîé íå òîëüêî âûçûâàåò ãèáåëü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê À431, íî è àêòèâèðóåò
ìåõàíèçì ýëèìèíàöèè êëåòîê ñ íàðóøåííûì õðîìîñîìíûì ñîñòàâîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà, ýïèäåðìîèäíàÿ êàðöèíîìà, àïîïòîç, ð53.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÈ — àïîïòîòè÷åñêèé èíäåêñ, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà,
ËÊ — àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà, ÌÈ — ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ.

Êëåòêè îðãàíèçìà ÷åëîâåêà ïîñòîÿííî ïîäâåðãàþòñÿ
âîçäåéñòâèþ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), êîòîðûå ÿâ-
ëÿþòñÿ ïîáî÷íûìè ïðîäóêòàìè îêèñëèòåëüíî-âîñòàíîâè-
òåëüíûõ ðåàêöèé ëèáî îáðàçóþòñÿ ïðè âîçäåéñòâèè ýêçîãåí-
íûõ ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå óëüòðàôèîëåòîâîãî îáëó÷åíèÿ
(Thannickal, Fanburg, 2000; Droge, 2001; ×åñíîêîâà è äð.,
2006). Îñíîâíûì âíóòðèêëåòî÷íûì èñòî÷íèêîì ÀÔÊ ñëó-
æèò ìèòîõîíäðèàëüíàÿ öåïü ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ. Ïðèñóò-
ñòâóÿ â êëåòêå â íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ, ÀÔÊ ó÷àñòâóþò â
ñèãíàëüíûõ êàñêàäàõ (Papa et al., 2006). Èçáûòî÷íîå îáðàçî-
âàíèå è íàêîïëåíèå ÀÔÊ ïðèâîäÿò ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåñ-
ñó (Thannickal, Fanburg, 2000; Valko et al., 2006), â ðåçóëüòàòå
êîòîðîãî ïðîèñõîäÿò ïîâðåæäåíèÿ òàêèõ ñòðóêòóðíûõ êîì-
ïîíåíòîâ êëåòîê, êàê ëèïèäû ìåìáðàí, áåëêè è ÄÍÊ.

Êîíòðîëü óðîâíÿ ÀÔÊ è çàùèòó êëåòîê îò èõ ïîâðåæ-
äàþùåãî âîçäåéñòâèÿ â óñëîâèÿõ ñòðåññà îñóùåñòâëÿþò
àíòèîêñèäàíòíûå ñèñòåìû (×åñíîêîâà è äð., 2006; Valko
et al., 2006). Â íèõ âõîäÿò íåñêîëüêî êëåòî÷íûõ ôåðìåí-
òîâ, òàêèõ êàê ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, ãëóòàòèîíïåðîêñè-
äàçà è êàòàëàçà, à òàêæå ïóë íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñîåäèíå-
íèé, îáëàäàþùèõ àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâíîñòüþ, — àñ-
êîðáèíîâàÿ êèñëîòà, ãëóòàòèîí, öèñòåèí, àëüôà-ëèïîåâàÿ
êèñëîòà (ËÊ) è òîêîôåðîëû. Ýòè ìîëåêóëû ëèêâèäèðóþò
ÀÔÊ. Òàêèå çàáîëåâàíèÿ, êàê äèàáåò, àòåðîñêëåðîç, íåé-
ðîäåãåíåàòèâíûå è îíêîëîãè÷åñêèå çàáîëåâàíèÿ, ñîïðî-
âîæäàþòñÿ íàðóøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî áàëàíñà ÀÔÊ.
Ïîýòîìó àíòèîêñèäàíòû äàâíî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå
ïîääåðæèâàþùåé òåðàïèè ðÿäà çàáîëåâàíèé.

Â ïîñëåäíèå ãîäû îáíàðóæåíî, ÷òî íåêîòîðûå èç ýòèõ
âåùåñòâ ñïîñîáíû âûçûâàòü ãèáåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê,
íå âëèÿÿ íà âûæèâàíèå íîðìàëüíûõ êëåòîê (Marsh et al.,
2005). Áîëåå òîãî, àíòèîêñèäàíòû, òàêèå êàê, íàïðèìåð,
òîêîôåðîë (âèòàìèí Å), ìîãóò íîðìàëèçîâàòü ôåíîòèï
îïðåäåëåííûõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (ðàêà ìîëî÷-
íîé æåëåçû) (You et al., 2001).

Îäíèì èç âàæíåéøèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòèîêñèäàí-
òîâ ÿâëÿåòñÿ ËÊ, êîòîðàÿ ñèíòåçèðóåòñÿ â ìèòîõîíäðèÿõ.
Âñòðå÷àþùàÿñÿ â ïðèðîäå ôîðìà ËÊ èìååò R-êîíôèãóðà-
öèþ. Îäíàêî â ìåäèöèíå è êîñìåòîëîãèè ÷àùå âñåãî ïðè-
ìåíÿåòñÿ ñìåñü íàòóðàëüíîé è ñèíòåòè÷åñêîé ôîðì. Ïî-
ïàâ â êëåòêó, ýêçîãåííàÿ ËÊ ðåäóöèðóåòñÿ äî äèãèäðî-
ëèïîåâé êèñëîòû, êîòîðàÿ òàêæå ÿâëÿåòñÿ ìîùíûì
àíòèîêñèäàíòîì. ËÊ õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé ðåàêòèâíî-
ñòüþ ïî îòíîøåíèþ êàê ê ñâîáîäíûì ðàäèêàëàì, òàê è ê
âîññòàíîâëåíèþ äðóãèõ àíòèîêñèäàíòîâ (Levy et al., 1993;
Bilska, Wtodek, 2005; Hultberg, Hultberg, 2006). Ìíîãî èñ-
ñëåäîâàíèé ïîñâÿùåíî àíòèîêñèäàíòíûì ñâîéñòâàì ËÊ,
è òîëüêî íåìíîãèå äåìîíñòðèðóþò åå ïðîîêñèäàíòíûå
ñâîéñòâà, êîòîðûå è îáåñïå÷èâàþò âêëþ÷åíèå ïðîãðàììû
ãèáåëè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Cakatay, 2006).

Â ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ýêçîãåí-
íîé ËÊ íà ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè è ãèáåëè êëåòîê êóëü-
òóðû À431 (îðîãîâåâàþùåé ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
÷åëîâåêà). Äàííàÿ êóëüòóðà èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ìî-
äåëüíîé ñèñòåìû äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ àñïåêòîâ
îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ýïèäåðìèñà. Êëåòêè êîæíûõ
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ïîêðîâîâ ÷àùå äðóãèõ êëåòîê îðãàíèçìà ïîäâåðãàþòñÿ
ðàçëè÷íûì âîçäåéñòâèÿì, ñïîñîáíûì âûçâàòü íå òîëüêî
ïîâðåæäåíèÿ, íî è ïðèâåñòè ê òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ýïè-
äåðìèñà è äåðìû. Öåëüþ ðàáîòû áûëî âûÿñíèòü, êàêîå
âëèÿíèå (ñòèìóëèðóþùåå èëè óãíåòàþùåå) ìîãóò îêàçàòü
ïðèðîäíûå àíòèîêñèäàíòû, òàêèå êàê ËÊ, íà ñïîíòàííî
âîçíèêøèå òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Êëåòêè êóëüòóðû À431 (îðîãîâåâàþùåé ýïèäåðìîèä-
íîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà) âûðàùèâàëè íà ñðåäå DMEM
(ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè (PAA Laboratories, Àâñòðèÿ), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà è
80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) ïðè 37 °Ñ. ×åðåç
24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè
íàòðèåâóþ ñîëü R-ôîðìû ËÊ (Labochim, Èòàëèÿ) äî êî-
íå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 100, 200, 300 è 500 ìêÌ.

Ïîäñ÷åò ìèòîòè÷åñêîãî (ÌÈ) è àïîïòîòè÷åñêîãî
(ÀÈ) èíäåêñîâ è ÷èñëà êëåòîê ñ ïîëèìîðôíûìè ÿäðàìè
(êëåòêè ñ ìèêðîÿäðàìè, ñ ÿäðàìè íåïðàâèëüíîé ôîðìû,
ãèãàíòñêèìè ÿäðàìè) ïðîâîäèëè íà ïðåïàðàòàõ, îêðàøåí-
íûõ ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.
Äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà (Polyscien-
ce, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûì íà áóôåðå PBS (Sigma, ÑØÀ,
0.01 Ì, pH 7.4). Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ìûøèíûìè ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê áåëêó p53 (Sigma ÑØÀ,
BP53-12, Ð5813), ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê êàñïà-
çå 3 (Sigma, ÑØÀ, Ñ8487), ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè
ê öèòîõðîìó ñ (Sigma, ÑØÀ, Ñ5723). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè ñîîòâåòñòâåííî àíòèòåëà ïðîòèâ IgG
ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Sigma, ÑØÀ, F9006), àí-
òèòåëà ïðîòèâ IgG êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC (Sig-
ma, ÑØÀ, F7512), è àíòèòåëà ïðîòèâ IgG îâöû, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ FITC (Sigma, ÑØÀ, F5137). Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÀÔÊ â
ñðåäó äîáàâëÿëè 2R, 4R-äèõëîðîôëóîðåñöåèíäèàöåòàò (Bio-
Chemika, ÑØÀ) íà 20 ìèí. Â ïðèñóòñòâèè ÀÔÊ â êëåòêå îá-
ðàçóåòñÿ ôëóîðåñöèðóþùèé ïðîäóêò îêèñëåíèÿ äèõëîðîô-
ëóîðåñöåèí. Ôîòîñúåìêó ïðîèçâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Axio-
vert M200.

Äëÿ óëüòðàñòðóêòóðíîãî àíàëèçà êëåòêè À431 ôèêñè-
ðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðíûì àëüäåãèäîì (Sigma, ÑØÀ).
Ïîñòôèêñàöèþ ïðîâîäèëè 1%-ûì ðàñòâîðîì OsO4 â òå÷å-
íèå 1 ÷. Äàëåå êëåòêè íà ñòåêëàõ îáåçâîæèâàëè è çàëèâàëè
â Ýïîí 812 (Fluka, ÑØÀ) ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Àíà-
ëèç ìàòåðèàëà ïðîâîäèëè íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ òîëùèíîé
50—80 íì, êîòîðûå êîíòðàñòèðîâàëè öèòðàòîì ñâèíöà ïî
Ðåéíîëüäñó è èññëåäîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîííîãî
ìèêðîñêîïà JEM-100B.

Èñïîëüçîâàííûå ðåàêòèâû: ñðåäà DMEM, L-ãëóòàìèí,
ãåíòàìèöèí (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà
(PAA Laboratories, Àâñòðèÿ), íàòðèåâàÿ ñîëü R-ôîðìû ËÊ
(Labochim, Èòàëèÿ), áóôåðíûé ðàñòâîð PBS (Sigma, ÑØÀ),
ïàðàôîðìàëüäåãèä (Polyscience, ÑØÀ), ãëóòàðíûé àëüäå-
ãèä (Sigma, ÑØÀ), Ýïîí 812 (Fluka, ÑØÀ) è 2R, 4R-äèõëî-
ðîôëóîðåñöåèíäèàöåòàò (BioChemika, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Èíäåêñû ÌÈ è ÀÈ — øèðîêî èñïîëüçóåìûå ïàðàìåò-
ðû îöåíêè ñîñòîÿíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå, ïîçâîëÿþùèå ïî-
ëó÷èòü èíôîðìàöèþ îá èíòåíñèâíîñòè ïðîëèôåðàöèè è

ãèáåëè êëåòîê. Â êîíòðîëå ÌÈ êëåòîê êóëüòóðû ýïèäåð-
ìîèäíîé êàðöèíîìû À431 ñîñòàâëÿåò îò 2.6 äî 6.4 % â 1-å
è 2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 1). Ïðè äîñòèæåíèè ñî-
ñòîÿíèÿ ìîíîñëîÿ ÷åðåç 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÈ ñíèæà-
åòñÿ äî 1.98 %. Âîçäåéñòâèå ËÊ âî âñåõ èñïûòàííûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ âûçûâàåò äîñòîâåðíîå ñíèæåíèÿ ÌÈ òîëüêî
íà 2-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà 3-è ñóò âîçäåéñòâèÿ ÌÈ
óìåíüøàåòñÿ äî 1.05 % (100 ìêÌ ËÊ), 0.39 % (200 ìêÌ
ËÊ) èëè 0.69 % (300 ìêÌ ËÊ). Ïðè âîçäåéñòâèè 500 ìêÌ
ËÊ íà ñòåêëå îñòàþòñÿ îäèíî÷íûå êëåòêè, íî ïðè ýòîì â
ïîïóëÿöèè ñîõðàíÿåòñÿ ìèòîòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü
(0.22 %).

Ïîäñ÷åò ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî â
êîíòðîëå êóëüòóðà êëåòîê À431 õàðàêòåðèçóåòñÿ äîâîëü-
íî íèçêèì (0.3—0.4 %) ÀÈ (ðèñ. 2). Íåçíà÷èòåëüíûé (íî
äîñòîâåðíûé) ðîñò ÷èñëà àïîïòîçîâ ïðîèñõîäèò ÷åðåç
48 ÷ âîçäåéñòâèÿ 200 è 300 ìêÌ ËÊ. Çíà÷èòåëüíîå óâåëè-
÷åíèå äîëè àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïðîèñõîäèò íà 3-è ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ (8.4 % ïðè 200 ìêÌ è 11.65 % ïðè
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Ðèñ. 1. Ïîäàâëåíèå àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòîé ìèòîòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè â êóëüòóðå êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431.

ÌÈ — ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ, Ê — êîíòðîëü, 100, 200, 300 è 500 — ñîîò-
âåòñòâóþùèå êîíöåíòðàöèè (ìêÌ) àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû.

Ðèñ. 2. Èíäóêöèÿ àïîïòîçà àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòîé â êëåòêàõ
êóëüòóðû ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431.

ÀÈ — àïîïòîòè÷åñêèé èíäåêñ; Ê, 100, 200, 300 è 500 — òî æå, ÷òî è íà
ðèñ. 1.



300 ìêÌ ËÊ). Â ïðèñóòñòâèè 100 ìêÌ ËÊ ÷èñëî àïîïòî-
çîâ ÷åðåç 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿåò 1.86 %. ËÊ â
êîíöåíòðàöèè 500 ìêÌ âûçûâàåò ìàññîâóþ ãèáåëü êëåòîê
÷åðåç 72 ÷. Îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê àêòèâíîé ôîðìå
êàñïàçû 3 ïîäòâåðæäàåò àïîïòîòè÷åñêèé õàðàêòåð ãèáåëè
êëåòîê (ðèñ. 3). Àêòèâàöèè êàñïàçû 3 ïðåäøåñòâóåò âûõîä
öèòîõðîìà ñ èç ìèòîõîíäðèé â öèòîïëàçìó (ðèñ. 4). Ïðè-
÷åì âûõîä ïðîèñõîäèò íå èç âñåõ ìèòîõîíäðèé îäíîâðå-
ìåííî, ÷àñòü ýòèõ îðãàíåëë îñòàåòñÿ èíòàêòíîé.

Êëåòêè êóëüòóðû À431 õàðàêòåðèçóþòñÿ îòíîñèòåëü-
íî âûñîêèì ñîäåðæàíèåì â ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ ïîëèìîð-
ôíûìè ÿäðàìè — îò 6.16 äî 11.52 %. Ê ïîëèìîðôíûì ÿä-
ðàì îòíîñÿòñÿ ÿäðà, èìåþùèå «ïî÷êè», ìèêðîÿäðà è ãè-
ãàíòñêèå ïîëèïëîèäíûå ÿäðà. Àíàëèç èçìåíåíèÿ ÷èñëà
ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ËÊ âûÿâèë

èíòåðåñíóþ çàêîíîìåðíîñòü: âîçäåéñòâèå ËÊ â êîíöåíò-
ðàöèÿõ îò 100 äî 300 ìêÌ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíè-
æåíèþ äîëè òàêèõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè (ðèñ. 5).
Âîçäåéñòâèå 200 è 300 ìêÌ âûçûâàåò óìåíüøåíèå ýòîãî
ïîêàçàòåëÿ äî 0.5 % óæå ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. ×å-
ðåç 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïîïóëÿöèè âñòðå÷àþòñÿ ëèøü
åäèíè÷íûå ïîëèìîðôíîÿäåðíûå êëåòêè. Âîçäåéñòâèå 100
ìêÌ ËÊ íå îêàçûâàåò ñòîëü ÿðêî âûðàæåííîãî ýôôåêòà,
îäíàêî òàêæå ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ äîëè
ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê: 4.31 % ÷åðåç 24 ÷, 1.4 % ÷å-
ðåç 48 è 1.07 % ÷åðåç 72 ÷.

Â öåëîì ïðîâåäåííûé ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîêà-
çàë, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé è ðàçíîå
âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ ËÀ íà êëåòêè êóëüòóðû À431 (100, 200
è 300 ìêÌ ËÊ, 48 ÷) ïîçâîëÿåò çàìåäëèòü ïðîëèôåðàöèþ
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Ðèñ. 3. Àêòèâàöèÿ êàñïàçû 3 è ãèáåëü êëåòîê êóëüòóðû ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431 ïðè äåéñòâèè àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû.

à — ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå, á — îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê êàñïàçå 3. Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà àïîïòîòè÷åñêóþ êëåòêó.

Ðèñ. 4. Âûõîä öèòîõðîìà c èç ìèòîõîíäðèé â êëåòêå ñ ìèêðîÿäðàìè ïðè äåéñòâèè 200 ìêÌ àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû.

Îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê öèòîõðîìó c. Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà êëåòêó, â êîòîðîé ïðîèçîøåë âûõîä öèòîõðîìà c èç ìèòîõîíäðèé â öèòîïëàçìó.



è àêòèâèðîâàòü ïðîãðàììó àïîïòîçà (200 è 300 ìêÌ ËÊ,
72 ÷) èëè «íîðìàëèçîâàòü» ôåíîòèï ÿäðà òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê (200 è 300 ìêÌ ËÊ, 24 ÷ èëè 100, 200 è
300 ìêÌ, 48 ÷).

Áåëîê ð53 ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ðåãóëÿòîðîì ïðîëèôåðà-
òèâíîé è àïîïòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ. Â êîíòðîëå àíòèòåëà ê áåëêó ð53 ñëàáî îêðàøèâàþò
ÿäðà ïðàêòè÷åñêè âñåõ êëåòîê À431. Ïî-âèäèìîìó, íà-
áëþäàåìûé íàìè â êëåòêàõ À431 óðîâåíü ýêñïðåññèè áåë-
êà ð53 íå âëèÿåò íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Òåì íå
ìåíåå âñòðå÷àþòñÿ îòäåëüíûå îäíîÿäåðíûå è ïîëèìîðô-
íîÿäåðíûå êëåòêè ñ ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèìè ÿäðàìè
(ðèñ. 6, à). Êðîìå òîãî, àíòèòåëà ê ð53 îêðàøèâàþò â öè-
òîïëàçìå ñåò÷àòûå ñòðóêòóðû. Îêðàøèâàíèå êëåòîê êóëü-
òóðû MCF7 äàííûìè àíòèòåëàìè íå âûÿâëÿåò öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêóþ ëîêàëèçàöèþ ð53 (Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà è äð.,
2006). Â ïðèñóòñòâèè ËÊ ïðè ñîõðàíåíèè ñëàáîé îêðàñêè
âñåõ ÿäåð íàáëþäàåòñÿ èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå ïîëè-
ìîðôíûõ ÿäåð â ÷àñòè êëåòîê (ðèñ. 6, á). Â öèòîïëàçìå
áîëüøèíñòâà êëåòîê àíòèòåëàìè îêðàøèâàëàñü òîíêàÿ
ñåòü, ñõîäíàÿ ñ êîíòðîëåì.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, ñâÿçàíà ëè ýëèìèíàöèÿ
ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê ñ èçìåíåíèåì óðîâíÿ ïðî-
äóêöèè êëåòêàìè ÀÔÊ, áûëî ïðîâåäåíî îêðàøèâàíèå
êóëüòóðû À431 2R, 4R-äèõëîðîôëóîðåñöåèíäèàöåòàòîì â
êîíòðîëå è ïðè âîçäåéñòâèè ËÀ (48 ÷, 200 ìêÌ). Ïîäñ÷åò
÷èñëà èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèèðóþùèõ êëåòîê ïîêàçàë,
÷òî ïðè âîçäåéñòâèè ËÀ ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå óâåëè-
÷åíèå ïðîäóêöèè ÀÔÊ. Â êîíòðîëå ôëóîðåñöèðóþùèå
êëåòêè è êëåòêè, ñîäåðæàùèå ÿðêî îêðàøåííûå ãðàíóëû,
ñîñòàâëÿþò 18.52 ± 5.44 %, â ïðèñóòñòâèè ËÀ — 44.29 ±
� 8.71 %. Òàêèì îáðàçîì, ãèáåëü êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè
äàííûì àíòèîêñèäàíòîì ñâÿçàíà ñ óâåëè÷åíèåì ïðîäóê-
öèè ÀÔÊ.

Â öåëîì îáíàðóæåíî, ÷òî êîíöåíòðàöèþ ËÊ 200 ìêÌ
ìîæíî ñ÷èòàòü íåòîêñè÷íîé äëÿ êëåòîê êóëüòóðû ýïèäåð-
ìîèäíîé êàðöèíîìû À431, íî âûçûâàþùåé â òî æå âðåìÿ
èçáèðàòåëüíóþ ýëèìèíàöèþ ïîëèìîðôíîÿäåðíûõ êëåòîê.

Äëÿ òîãî ÷òîáû òî÷íåå îöåíèòü ñîñòîÿíèå êëåòîê ïðè
âîçäåéñòâèè 200 ìêÌ ËÊ, ïðîâåëè àíàëèç óëüòðàñòðóêòó-
ðû êëåòîê â êîíòðîëå è ïðè âîçäåéñòâèè 200 ìêÌ ËÊ â òå-
÷åíèå 48 ÷. Ïðåæäå âñåãî, ïðîâîäèëè àíàëèç ìîðôîëîãèè

è ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé êàê îðãàíåëë, âîâëå÷åííûõ â
ìåòàáîëèçì ËÊ è ÿâëÿþùèõñÿ îñíîâíûì èñòî÷íèêîì
ÀÔÊ â êëåòêå. Çàìåòíûõ ðàçëè÷èé â ñòðîåíèè è ëîêàëèçà-
öèè ìèòîõîíäðèé â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè ËÊ íå áûëî
âûÿâëåíî (ðèñ. 7). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ìèòîõîíäðèè èìåþò
ïðîñâåòëåííûé ìàòðèêñ è ñîäåðæàò íåìíîãî÷èñëåííûå
êðèñòû. Àïïàðàò Ãîëüäæè ïðåäñòàâëåí ïëîñêèìè äèêòèî-
ñîìàìè, îêðóæåííûìè âåçèêóëàìè, è ðàñïîëàãàåòñÿ âáëè-
çè ÿäåðíîé îáîëî÷êè êàê â îïûòå, òàê è â êîíòðîëå. Åäèí-
ñòâåííûì îòëè÷èåì ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìèåëèíî-
ïîäîáíûõ òåëåö, ñîäåðæàùèõ ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû.
Ñîñòîÿíèå êëåòî÷íîãî öåíòðà òàêæå íå ïðåòåðïåâàåò çíà-
÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé (ðèñ. 8). Îò öåíòðèîëåé îòõîäÿò
ìèêðîòðóáî÷êè. Öåíòðèîëè îêðóæåíû ìíîãî÷èñëåííûìè
âåçèêóëàìè, íà ïåðèôåðèè ðàñïîëàãàþòñÿ ïëîñêèå äèêòè-
îñîìû àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ïðè âîçäåéñòâèè ËÊ íåñêîëüêî
óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî ëèçîñîì è ìèåëèíîïîäîáíûõ
òåëåö.

Îáñóæäåíèå

Ïðè âîçäåéñòâèè ËÊ íà êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöè-
íîìû À431 ìû íàáëþäàåì òðè îñíîâíûõ äîçî- è âðåìÿçà-
âèñèìûõ ýôôåêòà: ãèáåëü êëåòîê, çàìåäëåíèå ïðîëèôåðà-
öèè è íîðìàëèçàöèÿ ôåíîòèïà ÿäðà.

Ã è á å ë ü ê ë å ò î ê. Àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü êëåòîê
À431 â ïðèñóòñòâèè ËÊ ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì ñî-
äåðæàíèÿ ÀÔÊ. Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, ìåõàíèçì
èíäóêöèè ãèáåëè êëåòêè ïðè ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè
ÀÔÊ ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé îäíîãî èç ôåðìåíòîâ MAP-êè-
íàçíîãî êàñêàäà (mitogen-activated protein kinase) — JNK
(Jun-N-terminal kinase). Àêòèâàöèÿ äàííîãî êàñêàäà ìîæåò
îïîñðåäîâàòüñÿ ðåöåïòîðíûì ïóòåì (Papa et al., 2006), à
òàêæå îñóùåñòâëÿòüñÿ â îòâåò íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Â
ïîñëåäíåì ñëó÷àå êëþ÷åâûì ôåðìåíòîì ÿâëÿåòñÿ êèíàçà
ASK1 (àpoptosis signal-regulating kinase 1) (Nagai et al.,
2007). JNK â ñâîþ î÷åðåäü èíäóöèðóåò àïîïòîç ïî ìèòî-
õîíäðèàëüíîìó ïóòè, èíàêòèâèðóÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêèå
áåëêè Bcl-2 and Bcl-xL è àêòèâèðóÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêèå
áåëêè Bim è Bmf, Bax, Bak è jBid (Nakano et al., 2006; Papa
et al., 2006). Êðîìå òîãî, îñíîâíîé ðåãóëÿòîð êëåòî÷íîãî
öèêëà áåëîê ð53 òàêæå ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ JNK (Ji-
menez et al., 1999). Ñèñòåìà êîíòðîëÿ óðîâíÿ ÀÔÊ â êëåò-
êå êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíà. Äàæå ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà
ÀÔÊ ñòèìóëèðóþò ïîâûøåííîå îáðàçîâàíèå â êëåòêå àí-
òèîêñèäàíòîâ (Pias, Aw, 2002). Àíòèîêñèäàíòû, â òîì
÷èñëå è ËÊ, â íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ èíãèáèðó-
þò îáðàçîâàíèå ÀÔÊ ïðè àêòèâàöèè MAP-êèíàçíîãî êàñ-
êàäà, ïðåïÿòñòâóþò àêòèâàöèè JNK è ïðåäîòâðàùàþò
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü íîðìàëüíûõ íåòðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê (Byun et al., 2005; Nakano et al., 2006). Îäíàêî
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ðåàãèðóþò íà ýêçîãåííûå
àíòèîêñèäàíòû èíà÷å, ÷åì íîðìàëüíûå. Èìåííî àíòèîê-
ñèäàíòû àêòèâèðóþò àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü íåêîòîðûõ
âàðèàíòîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ñâÿçàííóþ ñ îá-
ðàçîâàíèåì ïîâûøåííîãî êîëè÷åñòâà ÀÔÊ. Òàêîé íåîæè-
äàííûé «ïðîîêñèäàíòíûé» ýôôåêò àíòèîêñèäàíòîâ îòìå-
÷åí äëÿ ðÿäà ïðåïàðàòîâ (Qanungo et al., 2004; Marsh et al.,
2005; Cakatay, 2006).

Íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò äàííûå ëèòåðàòóðû î
òîì, ÷òî ËÊ ìîæåò äåéñòâîâàòü êàê ïðîîêñèäàíò, âûçûâàÿ
ãèáåëü êëåòîê çà ñ÷åò èíäóêöèè îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ (Wen-
zel et al., 2005; Cakatay, 2006; Simbula et al., 2007). Â ÷àñò-
íîñòè, àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ëåã-
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Ðèñ. 5. Ñíèæåíèå ÷èñëà êëåòîê ñ ïîëèìîðôíûìè ÿäðàìè â
êóëüòóðå êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431 ïðè äåéñò-

âèè àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû.

ÏßÈ — ïîëèìîðôíîÿäåðíûé èíäåêñ; Ê, 100, 200 è 300 — òî æå, ÷òî è íà
ðèñ. 1.



êîãî ÷åëîâåêà ëèíèè H460 ïðè äåéñòâèè ËÊ îáóñëîâëåíà
èìåííî ãèïåðïðîäóêöèåé ÀÔÊ (Moungjaroen et al., 2006).
Ïðè ýòîì íàðóøåíèå ðàáîòû öåïè ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ
èëè ãèïåðýêñïðåññèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòèîêñèäàíòîâ
áëîêèðóåò ïîâûøåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ. Ãèáåëü êëåòîê H460
ïðîèñõîäèò ïî ìèòîõîíäðèàëüíîìó ïóòè.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ËÊ â êëåò-
êàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 âëèÿåò íà
ðàáîòó ýëåêòðîííî-òðàíñïîðòíîé öåïè ìèòîõîíäðèé, ÷òî
ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ, íà àêòèâàöèþ
JNK è èíäóêöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè çàïóñêà àïîï-
òîçà.

Ç à ì å ä ë å í è å ï ð î ë è ô å ð à ö è è. Âîçäåéñòâèå àí-
òèîêñèäàíòîâ íà òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè íå âñåãäà
ïðèâîäèò ê àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè, òàê êàê ÿâëÿåòñÿ äîçî-
çàâèñèìûì (Dovinova et al., 1999; Zhang et al., 2007) Â ÷à-
ñòíîñòè, äëÿ ËÊ ïîêàçàíî, ÷òî â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(1 è 5 ìêÌ) îíà óñèëèâàåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ìûøè-
íîé ëåéêåìèè (Van de Mark et al., 2003), à â âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ (100 ìêÌ) ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ ýòèõ
êëåòîê. Ïðè ýòîì êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû îá-
ëàäàþò áîëüøåé óñòîé÷èâîñòüþ ê âîçäåéñòâèþ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êëåòêàìè ëåéêåìèè (Van de Mark et al., 2003). Ïî-
ëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èñ-
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Ðèñ. 6. Ëîêàëèçàöèÿ áåëêà p53 â ÿäðàõ êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431.

à — êîíòðîëü, 48 ÷; á — 300 ìêÌ àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû, 48 ÷. Îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê áåëêó p53. Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ïîëèìîðôíûå ÿäðà è
ìèêðîÿäðà.



ïîëüçîâàíèå ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé è ñðîêîâ âîçäåéñòâèÿ
ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü ëèáî çàìåäëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè, ëèáî
èíäóêöèè ãèáåëè â êóëüòóðå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
À431.

Çàäåðæêà ïðîëèôåðàöèè ÷àùå âñåãî ñâÿçàíà ñ àêòèâà-
öèåé áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, òàêèõ êàê
ð53, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóåò ð21, ÿâëÿþùèé-
ñÿ áëîêàòîðîì êîìïëåêñà öèêëèíîâ è öèêëèíçàâèñèìûõ
êèíàç G1-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà. Êëåòêè êóëüòóðû À431
ñîäåðæàò òðàíñêðèïöèîííî íåàêòèâíûé ð53. Îäíàêî â ëè-
òåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ýêñïðåññèÿ ð21 â
êëåòêàõ À431 ìîæåò áûòü íå ñâÿçàíà ñ ð53. Òàê, âîçäåéñò-
âèå ÓÔ ïðèâîäèò ê ð21-îïîñðåäóåìîé îñòàíîâêå êëåòî÷-

íîãî öèêëà, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò äåãðàäàöèÿ cdk4 è öèê-
ëèíîâ â ïðîòåîñîìàõ (Kim et al., 2002).

Çàäåðæêà ïðîëèôåðàöèè ìîæåò áûòü ñâÿçàíà è ñ íåàí-
òèîêñèäàíòíûìè ñâîéñòâàìè ËÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ËÊ, òàê
æå êàê è áóòèðàò íàòðèÿ (àãåíò, âûçûâàþùèé îñòàíîâêó
êëåòî÷íîãî öèêëà â S-ôàçå), âûçûâàåò ãèïåðàöåòèëèðîâà-
íèå ãèñòîíîâ. Â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ ïðîèñõîäèò îñòà-
íîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà, ñîïðîâîæäàåìàÿ àêòèâàöèåé è
ïîâûøåíèåì âðåìåíè ïîëóæèçíè p27Kip. Îïóõîëåâûå
êëåòêè ïðè ýòîì ãèáíóò ïóòåì çàïóñêà ïðîãðàììû àïîï-
òîçà (Van de Mark et al., 2003).

Â öåëîì ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ËÊ íà êëåòêè À431 åùå
íå èçó÷åí. Íàáëþäàåìûé ìíîãèìè àâòîðàìè äîçîçàâèñè-
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Ðèñ. 7. Ìèòîõîíäðèè â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431.

à — êîíòðîëü, 48 ÷; á — 200 ìêÌ àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû, 48 ÷.



ìûé ýôôåêò è íåàíòèîêñèäàíòíûå ñâîéñòâà ïîäòâåðæäà-
þò, ÷òî ïðèíöèï äåéñòâèÿ ËÊ ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñëîæíûì,
÷åì êàçàëîñü íà ïåðâûé âçãëÿä.

Ý ë è ì è í à ö è ÿ ï î ë è ì î ð ô í î ÿ ä å ð í û õ ê ë å ò î ê.
Îïóõîëåâûå êëåòêè ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ íåñòàáèëüíîñòüþ ãåíîìà, êîòîðàÿ ìîðôîëîãè-
÷åñêè ïðîÿâëÿåòñÿ â âûñîêîì ñîäåðæàíèè â ïîïóëÿöèè
êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè, ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê, ìíîãîÿäåð-
íûõ êëåòîê è êëåòîê ñ ÿäðàìè íåïðàâèëüíîé ôîðìû (Fe-
nech, 1994; Grady, 2004; Rajagopalan, Lengauer, 2004).
×èñëî êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè ñëóæèò êîëè÷åñòâåííûì ïî-
êàçàòåëåì ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè. Îáðàçîâàíèå
êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè ìîæåò ïðîèñõîäèòü ëèáî â ðåçóëü-

òàòå íàðóøåíèÿ îðãàíèçàöèè âåðåòåíà äåëåíèÿ, ëèáî ïðè
íàðóøåíèè ðåïàðàöèè ðàçðûâîâ ÄÍÊ.

Íàðóøåíèÿ ìèòîòè÷åñêîãî àïïàðàòà êëåòêè õàðàêòåð-
íû äëÿ ìíîãèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê, è ïàòîëîãèè äåëåíèÿ
îïðåäåëÿþò àíåóïëîèäíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê (Lange,
2002; Weaver, Cleveland, 2006). Ïîñêîëüêó â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ, êàê ïðàâèëî, íàðóøàåòñÿ ñèñòåìà êîíòðîëÿ ãåíî-
ìà, òàêèå êëåòêè óñïåøíî ïðîõîäÿò òî÷êó ïðîâåðêè êëå-
òî÷íîãî öèêëà â G1-ïåðèîäå, ðåïëèöèðóþò ÄÍÊ â S-ôàçå,
ïðîõîäÿò G2-ïåðèîä è âñòóïàþò â íîâûé ìèòîç, óâåëè÷è-
âàÿ â ïîïóëÿöèè ÷èñëî êëåòîê ñ ãåíåòè÷åñêèìè ïîâðåæäå-
íèÿìè. Â îòëè÷èå îò îïóõîëåâûõ êëåòîê íîðìàëüíûå íå-
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ïðè èçìåíåíèè ÷èñëà õðî-
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Ðèñ. 8. Êëåòî÷íûé öåíòð â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû A431.

à — êîíòðîëü, 48 ÷; á — 200 ìêÌ àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû, 48 ÷. Ö — öåíòðèîëü, ÀÃ — àïïàðàò Ãîëüäæè, Ì — ìèåëèíîïîäîáíûå òåëüöà.



ìîñîì â ðåçóëüòàòå èõ íåïðàâèëüíîãî ðàñõîæäåíèÿ â
ìèòîçå íå ìîãóò ïðîéòè òî÷êó ïðîâåðêè â ôàçå G1 êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Âåäóùóþ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå èãðàåò áåëîê
ð53, ÿâëÿþùèéñÿ ôàêòîðîì òðàíñêðèïöèè áåëêîâ, îñòà-
íàâëèâàþùèõ ïðîäâèæåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó. Ïðè
íåâîçìîæíîñòè ðåïàðèðîâàíèÿ ð53 àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ. Òàêèì îáðàçîì, áå-
ëîê ð53 ñëóæèò âàæíåéøèì ðåãóëÿòîðîì êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Â êà÷åñòâå ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè îí ñïîñîáåí â îòâåò
íà ýêçîãåííûå è ýíäîãåííûå ôàêòîðû ðåãóëèðîâàòü ýêñï-
ðåññèþ áåëêîâ-áëîêàòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà è ïðîàïîï-
òîòè÷åñêèõ áåëêîâ (Agarwal et al., 1998; Haupt et al., 2003).
Ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè ð53 îïðåäåëÿåòñÿ ðàçíîîáðàçíûìè
ïîñòòðàíñëÿöèîííûìè ìîäèôèêàöèÿìè (Jimenez et al.,
1999).

Êëåòêè êóëüòóðû À431 õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ýêñ-
ïðåññèåé ð53, òàê êàê èìåþò 2 êîïèè ãåíà ð53 (Park et al.,
1994). Ãèïåðýêñïðåññèÿ ð53 ÷àñòî ñâÿçàíà ñ ãèïåðýêñïðåñ-
ñèåé ìèòîòè÷åñêîé êèíàçû àâðîðû À. Ýòà êèíàçà ðàñïîëà-
ãàåòñÿ â ïîëþñàõ âåðåòåíà äåëåíèÿ, è èçìåíåíèå åå ýêñ-
ïåðññèè ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì ñòðîåíèÿ âåðåòåíà
äåëåíèÿ è íàðóøåíèåì ðàñõîæäåíèÿ õðîìîñîì (Guan et
al., 2007; Oda-Sato, Tanaka, 2007). Ýòî ìîæåò îáúÿñíèòü
âûñîêîå ñîäåðæàíèå â êóëüòóðå À431 êëåòîê ñ ïîëèìîðô-
íûìè ÿäðàìè.

Â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóþò îòðûâî÷íûå äàííûå îá
óìåíüøåíèè ÷èñëà êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè â ïðèñóòñòâèè
àíòèîêñèäàíòîâ. Òàê, ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ N-àöå-
òèë-L-öèñòåèíà (NAC) íà îðãàíèçì êóðèëüùèêîâ áûëî
îòìå÷åíî çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ÷àñòîòû ïîÿâëåíèÿ êëå-
òîê, ñîäåðæàùèõ ìèêðîÿäðà, â ðîòîâîé ïîëîñòè ïàöèåí-
òîâ, ïðèíèìàâøèõ NAC (Van Schooten, 2002). ËÊ òàêæå
óìåíüøàåò îáðàçîâàíèå êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè â êîñòíîì
ìîçãå è â êðîâè â îòâåò íà âîçäåéñòâèå àäðèàìèöèíîì
(Prahalathan et al., 2006). Ìåõàíèçì äàííîãî âîçäåéñòâèÿ
íåÿñåí. Íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ýëèìèíàöèÿ êëå-
òîê ñ ìèêðîÿäðàìè ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ áåëêîì ð53.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êëåòêè êóëüòóðû À431 õàðàêòåðè-
çóþòñÿ âûñîêîé ýêñïðåññèåé ð53, â äàííîé êóëüòóðå, òàê
æå êàê è âî ìíîãèõ îïóõîëÿõ, ð53 íåàêòèâåí â êà÷åñòâå
ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè, òàê êàê ñîäåðæèò ìóòàöèþ â
273-ì êîäîíå, ïðåïÿòñòâóþùóþ òðàíñàêòèâàöèè
(p53-R273H) (Park et al., 1994). Îäíàêî â ðÿäå äðóãèõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ìóòàöèÿ p53-R273H íå ïðåïÿòñòâóåò òðàíñ-
àêòèâàöèè ð53 (Park et al., 1994). Äàííûå ëèòåðàòóðû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî p53-R273H ìîæåò èìåòü êàêèå-òî
íåèçâåñòíûå ôóíêöèè, òàê êàê â íåêîòîðûõ óñëîâèÿõ íà-
áëþäàþòñÿ èçìåíåíèå óðîâíÿ åãî ýêñïðåññèè, àêòèâàöèÿ
ñâÿçàííûõ ñ íèì ãåíîâ è ïåðåðàñïðåäåëåíèå ñàìîãî áåëêà
p53-R273H. Òàê, èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ìóòàöèÿ
p53-R273H ñîïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê ïðè ââåäåíèè ýòîãî ìóòàíòíîãî ãåíà â ðàçëè÷íûå
êëåòî÷íûå ëèíèè (Scian et al., 2004). Ýêñïðåññèÿ
p53-R273H ïîäàâëÿåò ýêñïðåññèþ ïðîêàñïàçû 3 (Wong et
al., 2007). Óðîâåíü ýêñïðåññèè p53-R273H èçìåíÿåòñÿ ïðè
íàðóøåíèè ïðîõîæäåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà. Íàïðèìåð,
ïðè áëîêèðîâàíèè êëåòîê À431 â S-ïåðèîäå ïðîèñõîäèò
ñíèæåíèå ýêñïðåññèè p53-R273H (Kurose et al., 1995).
Óìåíüøåíèå ýêñïðåññèè ñîâïàäàåò ñ áëîêîì òåòðàïëîèä-
íûõ êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè äîêñèðóáèöèíà (àãåíòà, ïî-
âðåæäàþùåãî ÄÍÊ) (Kwok et al., 1994). Óìåíüøåíèå ýêñ-
ïðåññèè ïðîèñõîäèò òàêæå ïðè âîçäåéñòâèè àãåíòîâ, âû-
çûâàþùèõ îáðàçîâàíèå ÀÔÊ, è ñîïðîâîæäàåòñÿ
óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ð21 (Pan et al., 2005). Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå äåìîíñòðèðóþò ïåðåìåùåíèå p53-R273H â

ìèêðîÿäðà â îòâåò íà âîçäåéñòâèå ËÊ, ÷òî ñîïðîâîæäàåò-
ñÿ ýëèìèíàöèåé ýòèõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè ñïîñîáíû èçìåíÿòü óðîâåíü
ýêñïðåññèè è ïåðåðàñïðåäåëÿòü ìóòàíòíûé p53-R273H â
îòâåò íà ðàçëè÷íûå âîçäåéñòâèÿ. Ìîæíî âûñêàçàòü ïðåä-
ïîëîæåíèå î òîì, ÷òî äàííàÿ ìóòàöèÿ ð53 íå ïðåïÿòñòâó-
åò âûïîëíåíèþ èì íåêîòîðûõ, âîçìîæíî íåòðàíñêðèïöè-
îííûõ, ôóíêöèé.

Ê íåòðàíñêðèïöèîííûì ôóíêöèÿì ð53 îòíîñèòñÿ åãî
ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûé ïóòü çàïó-
ñêà àïîïòîçà, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ áåëêàìè ñåìåéñòâà Bcl
(Bcl-xL, Bcl-2, Bak è Bax) (Moll et al., 2005). Â êëåòêàõ
À431 àíòèòåëà ê ð53 îêðàøèâàþò â öèòîïëàçìå ñåòü,
ñõîäíóþ ñ ìèòîõîíäðèàëüíîé ñåòüþ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ êîñâåí-
íûì äîêàçàòåëüñòâîì âîçìîæíîñòè ó÷àñòèÿ p53-R273H â
àêòèâàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè çàïóñêà àïîïòîçà.

Èíòåíñèâíîå îêðàøèâàíèå àíòèòåëàìè ê ð53 ïîëè-
ìîðôíûõ ÿäåð â êëåòêàõ À431 òàêæå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
ñ ó÷àñòèåì ð53 â óçíàâàíèè ïîâðåæäåíèé è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îïèñàíû íåêîòîðûå ïóòè ðåãó-
ëÿöèè ðåïàðàöèè ÄÍÊ, â êîòîðûõ ó÷àñòâóåò ð53 : nucleo-
tide excision repair (NER), base excision repair (BER) (Kwok
et al., 1994; Brash, Havre, 2002; Seo et al., 2002). Âëèÿíèå
ìóòàöèè p53-R273H íà ñïîñîáíîñòü ð53 ó÷àñòâîâàòü â ðå-
ïàðàöèè ÄÍÊ íå ïðîâåðÿëîñü â äàííûõ èññëåäîâàíèÿõ.
Òàêèì îáðàçîì, îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ ëèòåðàòóðû,
íåëüçÿ èñêëþ÷èòü âîçìîæíîñòü ó÷àñòèÿ ð53 â ðàñïîçíàâà-
íèè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè ËÊ. Îäíàêî òî, êà-
êèì îáðàçîì ËÊ ñòèìóëèðóåò ñïîñîáíîñòü ð53 òðàíñïîð-
òèðîâàòüñÿ â ïîëèìîðôíûå ÿäðà, íåÿñíî. Èçâåñòíî, ÷òî
òðàíñïîðò ð53 â ÿäðî îïîñðåäóåòñÿ ñèñòåìîé ìèêðîòðóáî-
÷åê è ïðè èõ ðàçáîðêå ð53 òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ïåðåìå-
ùàòüñÿ â ÿäðî (Êèñóðèíà-Åâãåíüåâà è äð., 2006). Ìîæíî
âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ËÊ êàêèì-òî îáðà-
çîì ìîäèôèöèðóåò ñèñòåìó ìèêðîòðóáî÷åê.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî íåêîòîðûå
ñîåäèíåíèÿ (CP-31398) ñïîñîáíû âîññòàíàâëèâàòü òðàíñ-
êðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü ìóòàíòíûõ ð53, â òîì ÷èñëå è
p53-R273H (Hupp et al., 1995; Weinmann et al., 2008). Îä-
íàêî ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ËÊ è CP-31398 íå èìåþò çíà-
÷èòåëüíîãî ñõîäñòâà, è, òàêèì îáðàçîì, âðÿä ëè ËÊ ñïî-
ñîáñòâóåò âîññòàíîâëåíèþ òðàíñêðèïöèîííûõ ôóíêöèé
ð53. Â öåëîì èçó÷åíèå ðîëè p53-R273H ïðè âîçäåéñòâèè
ËÊ íà êëåòêè ðàçíûõ òèïîâ òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäî-
âàíèé.

Îñíîâûâàÿñü íà ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ è äàííûõ
ëèòåðàòóðû, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü ñëåäóþùóþ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåàêöèé, àêòèâèðóåìûõ
ËÊ. ËÊ âûçûâàåò îáðàçîâàíèå ÀÔÊ (ìåõàíèçì íåÿñåí).
ÀÔÊ àêòèâèðóþò ÌÀÐ-êèíàçíûé êàñêàä (âîçìîæíî, ÷å-
ðåç ASK1) è JNK-êèíàçó. JNK-êèíàçà ñïîñîáíà ôîñôîðè-
ëèðîâàòü ð53 è âûçûâàòü åãî òðàíñëîêàöèþ â ÿäðî, ãäå
ð53 ó÷àñòâóåò â ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññàõ. Ýòî â ñâîþ
î÷åðåäü ìîæåò âûçûâàòü çàìåäëåíèå ïðîëèôåðàöèè è
ñïîñîáñòâîâàòü óìåíüøåíèþ ÷èñëà êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè
óæå ÷åðåç 24 ÷ âîçäåéñòâèÿ. Âîññòàíîâëåíèå òðàíñêðèï-
öèîííîé àêòèâíîñòè ð53 ïðè ýòîì ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì
ìàëîâåðîÿòíîé. Äëèòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ JNK ïðèâîäèò ê
çàïóñêó ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà è ãèáåëè êëå-
òîê íà 3-è ñóò âîçäåéñòâèÿ ËÊ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëèëî
âûÿâèòü êîíöåíòðàöèè ËÊ è âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ (100 ìêÌ
è 48 ÷ èëè 200 ìêÌ è 24 ÷), íå ÿâëÿþùèåñÿ òîêñè÷íûìè è
ïðèâîäÿùèå ê íîðìàëèçàöèè ôåíîòèïà ÿäðà â êëåòêàõ
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431. Â öåëîì âîçäåéñòâèå
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ËÊ íå òîëüêî âûçûâàåò ãèáåëü òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òîê, íî è àêòèâèðóåò ìåõàíèçì ýëèìèíàöèè êëåòîê ñ íàðó-
øåííûì õðîìîñîìíûì ñîñòàâîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00750).
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ALFA-LIPOIC ACID TRIGGERS ELIMINATION OF CELLS WITH ABNORMAL NUCLEI

IN HUMAN CARCINOMA EPIDERMOID CELL LINE

O. P. Kisurina-Evgenieva, G. E. Onishchenko

Department of Cell Biology and Histology, M. V. Lomonosov Moscow State University;

e-mail: evgengeva@mail.ru

The skin is usually exposed to adverse environmental conditions that may cause pathological cell prolifera-
tion and cellular transformations leading to the formation of malignant cells. Antioxidants may affect these pro-
cesses and induce the elimination of transformed cell. The purpose of this work was to investigate the effect of
alfa-lipoic acid on human carcinoma epidermoid cell line A431. Our results showed that alfa-lipoic acid induced
inhibition of cell proliferation or stimulated apoptotic cell death. Cells with abnormal nuclei were eliminated by
apoptosis. Electron microscopy showed that survived cells had typical for control cells shape and organization
of the nuclei, organization of the cytoplasm and organelles. Thus, alfa-lipoic acid not only triggered apoptosis of
carcinoma cells, but it may also activate the mechanism of elimination of cells with abnormal chromosome num-
ber.

K e y w o r d s: alfa-lipoic acid, carcinoma epidermoid cell line, apoptosis, p53.
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