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Â. À. Ïëåñêà÷ , È. Â. Êîæóõàðîâà è äð.
Ðåãóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè è æèçíåñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro

Ñðàâíèâàëè âëèÿíèå ñèíòåòè÷åñêîãî ïåïòèäà àëëîôåðîíà-1 (ÀÔ), èäåíòè÷íîãî àíòèâèðóñíîìó è ïðî-
òèâîîïóõîëåâîìó ïåïòèäó èç ãåìîëèìôû ëè÷èíîê ìóõè Ñalliphora vicina (Chernysh et al., 2002), è åãî ìî-
äèôèöèðîâàííîãî àíàëîãà àëëîñòàòèíà-1 (ÀÑ) íà æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëå-
òîê ïîñòîÿííûõ ëèíèé ÷åëîâåêà è ìûøè. Ðàíåå áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî âëèÿíèå ÀÔ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ
àêòèâíîñòü â ìàññîâûõ êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè (Ïëåñêà÷ è äð., 2010). Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé
ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çàìåíà äâóõ àìèíîêèñëîò â ìîëåêóëå ÀÔ íåçíà÷èòåëüíî âëèÿåò íà
ðîñòìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà. Â îïûòàõ ïî êëîíèðîâàíèþ êëåòîê ëèíèè Ð388D1 îáà ïåïòèäà óñè-
ëèâàëè ðîñòèíãèáèðóþùåå äåéñòâèå äîêñîðóáèöèíà (ÄÐ), îäíàêî ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè îòíîñèòåëüíî
íèçêèõ êîíöåíòðàöèé öèòîñòàòèêà çíà÷èòåëüíî áîëåå âûðàæåííûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò áûë çàðåãèñò-
ðèðîâàí ïðè ïðèìåíåíèè ÀÑ. Îäíîâðåìåííîå äîáàâëåíèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïåïòèäà ÀÑ è öèêëîôîñ-
ôàìèäà â êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå ïðè ðàçäåëüíîì âîçäåéñòâèè ïðåïàðàòîâ íå ñíèæàþò êëîíîãåííîé ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê, ïðèâîäèëî ê 1.5—4-êðàòíîìó óìåíüøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè èõ êëîíèðîâàíèÿ, ïðè÷åì ñòå-
ïåíü ðîñòèíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ öèòîñòàòèêà ïðÿìî êîððåëèðîâàëà ñ êîíöåíòðàöèåé ïåïòèäà.
Ýêñïåðèìåíòû ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêñà ïåïòèä-ôëóîðåñöåèí ïîçâîëèëè ïðèéòè ê çàêëþ÷åíèþ î òîì,
÷òî ÀÔ è ÀÑ ïðèíàäëåæàò ê ãðóïïå áûñòðî ïðîíèêàþùèõ â êëåòêè ïåïòèäîâ è, ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì îïû-
òîâ ñ êîìïëåêñîì àëëîôåðîí-ôëóîðåñöåèí, ñïîñîáíû ïðèñîåäèíÿòüñÿ ê õðîìîñîìàì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, ïåïòèä, ðîñòìîäóëèðóþùåå
äåéñòâèå, êëîíîãåííîñòü, ôëóîðåñöåíöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÑ — àëëîñòàòèí-1, ÀÔ — àëëîôåðîí-1, ÂÏ× — âèðóñ ïàïèëëîìû
÷åëîâåêà, ÄÐ — äîêñîðóáèöèí, ÖÔ — öèêëîôîñôàìèä.

Ñîâðåìåííàÿ ìåäèöèíà ðàñïîëàãàåò çíà÷èòåëüíûì
àðñåíàëîì ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ñðåäñòâ, äëÿ êîòîðûõ õà-
ðàêòåðåí öèòîñòàòè÷åñêèé ìåõàíèçì äåéñòâèÿ. Àáñîëþò-
íîå áîëüøèíñòâî öèòîñòàòèêîâ îòíîñèòñÿ ê ÷èñëó íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé ñ âûñîêèì óðîâ-
íåì òîêñè÷íîñòè äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê îðãàíèçìà
(DeVita, Chu, 2008). Íåäîñòàòêè öèòîñòàòè÷åñêîé õåìîòå-
ðàïèè îáùåèçâåñòíû è äåëàþò íåîáõîäèìûì ïîèñê áîëåå
ýôôåêòèâíûõ è áåçîïàñíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðà-
òîâ, ñïîñîáíûõ èçáèðàòåëüíî ïîäàâëÿòü ïðîëèôåðàöèþ
îïóõîëåâûõ êëåòîê è îêàçûâàòü ìèíèìàëüíîå âîçäåéñò-
âèå íà íîðìàëüíûå òêàíè. Îäíèì èç íåìíîãèõ ïðåïàðàòîâ
ýòîãî òèïà, èñïîëüçóåìûõ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå, ÿâëÿ-
åòñÿ àëüôà-èíòåðôåðîí, ïðèìåíÿåìûé â âûñîêèõ äîçàõ
äëÿ ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ïðè òåðàïèè ðÿäà îïóõî-
ëåé. Íåîáõîäèìîñòü äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé â ýòîì íà-
ïðàâëåíèè î÷åâèäíà, îäíàêî îáëàñòü, êîòîðóþ îíè îõâà-
òûâàþò, îãðàíè÷åíà ãëàâíûì îáðàçîì èçó÷åíèåì ñâîéñòâ
öèòîêèíîâ, íåêîòîðûõ ôåðìåíòîâ è ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ê îïóõîëåâûì àíòèãåíàì (Waldmann, 2003). Ñïèñîê
ïîòåíöèàëüíûõ êàíäèäàòîâ íà çâàíèå ïðîòèâîîïóõîëå-
âîãî ïðåïàðàòà íîâîãî òèïà ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî ðàñ-
øèðåí çà ñ÷åò ïåïòèäîâ ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè âûäåëåíî è ñòðóêòóðíî îõàðàêòå-
ðèçîâàíî íåñêîëüêî ìèëëèîíîâ ïåïòèäîâ ðàçëè÷íîãî âè-
äîâîãî è òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Bowman, 1995; Kay et
al., 1998; Sidhu, Weiss, 2002; Wang, Wang, 2004).

Íàêîïëåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î âçàèìîäåéñòâèè ïåïòèäîâ ñ ðàçëè÷íûìè êëåòî÷-
íûìè êîìïîíåíòàìè, âêëþ÷àÿ ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðà-
íó, ðåöåïòîðû äëÿ öèòîêèíîâ, ñàìè öèòîêèíû, ôåðìåíòû
è îïðåäåëåííûå çâåíüÿ âíóòðèêëåòî÷íîé ïåðåäà÷è ðåãó-
ëÿòîðíûõ ñèãíàëîâ (Matsuzaki et al., 1991; Cwiral et al.,
1996; Livnah et al., 1996; Hyde-De Ruyscher et al., 1999; Mi-
zejewski, Mac Coll, 2003), à òàêæå î ñïîñîáíîñòè ïåïòèäîâ
îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ðàçëè÷íûå êîìïîíåíòû èììóííîé
ñèñòåìû (Linn et al., 1997; Delano et al., 2000; Yang et al.,
2002; Day et al., 2003) è ïðîÿâëÿòü êàê ðîñòèíãèáèðóþ-
ùóþ, òàê è öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê
òðàíñôîðìèðîâàííûì êëåòêàì in vitro è îïóõîëåâûì
êëåòêàì in vivo (Baker et al., 1993; Chen et al., 1997; Ïëåñ-
êà÷ è äð., 2000; Chernysh et al., 2002; Capello et al., 2006;
Kaga et al., 2007). Åùå îäíîé ñóùåñòâåííîé ïðè÷èíîé,
îïðåäåëÿþùåé øèðîêîå èñïîëüçîâàíèå ïåïòèäîâ â ðàçíî-
îáðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ, ÿâëÿåòñÿ îòíîñè-
òåëüíàÿ ïðîñòîòà èõ ìîäèôèêàöèè è äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ
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âåðîÿòíîñòü èçìåíåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîñëå
âèäîèçìåíåíèÿ ýòèõ ìîëåêóë (Dawson et al., 1999; Haque
et al., 2001; Papo, Shai, 2003).

Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïåïòèäíûõ ìîëåêóë, â ïåð-
âóþ î÷åðåäü êîðîòêèõ, ñîäåðæàùèõ íå áîëåå 30 àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ ïåïòèäîâ, íåðåäêî ñâÿçàíà ñ èõ ñïî-
ñîáíîñòüþ áûñòðî (â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî 2—5 ìèí)
ïðîíèêàòü ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (Magzoub,
Grãslund, 2004; Kerkis et al., 2008). Áîëåå òîãî, äëÿ áîëü-
øèíñòâà èçó÷åííûõ ïðîíèêàþùèõ â êëåòêè ïåïòèäîâ
óñòàíîâëåíà ñïîñîáíîñòü âûñòóïàòü â êà÷åñòâå âåêòîðîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîíèêíîâåíèå â êëåòêè ìàêðîìîëåêóë,
âêëþ÷àÿ ãèäðîôèëüíûå áåëêîâûå ìîëåêóëû (Rousselle et
al., 2001; Joliot, Prochiantz, 2004; Russell, Keiler, 2007). Ïî-
êàçàíî òàêæå, ÷òî ïîñëå ïîïàäàíèÿ â öèòîïëàçìó îíè ìî-
ãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ ðàçëè÷íûìè êëåòî÷íûìè
ñòðóêòóðàìè, âêëþ÷àÿ öèòîñêåëåò, ìèòîõîíäðèè, öåíòðè-
îëè è õðîìîñîìû (Kerkis et al., 2008).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýêñïåðèìåíòàëüíî èçó÷åíî âëèÿ-
íèå íà ïðîëèôåðàòèâíóþ è êëîíîãåííóþ àêòèâíîñòü îïó-
õîëåâûõ êëåòîê äâóõ ïåïòèäîâ: àëëîôåðîíà-1 (ÀÔ) è àë-
ëîñòàòèíà-1 (ÀÑ). ÀÔ è ñòðóêòóðíî áëèçêèé åìó àëëî-
ôåðîí-2 îáðàçóþò ãðóïïó ïðèðîäíûõ àëëîôåðîíîâ,
âûäåëåííûõ èç ãåìîëèìôû íàñåêîìîãî Calliphora vicina
(Diptera, Calliphoridae), äëÿ êîòîðûõ óñòàíîâëåíà ñïîñîá-
íîñòü ñòèìóëèðîâàòü öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü åñòå-
ñòâåííûõ êèëëåðîâ ìëåêîïèòàþùèõ (Chernysh et al.,
2002). ÀÔ ÿâëÿåòñÿ ëèíåéíûì êàòèîííûì ïåïòèäîì ñëå-
äóþùåé ñòðóêòóðû: His-Gly-Val-Ser-Gly-His-Gly-Gln-His-
Gly-Val-His-Gly. Ýòîò ïåïòèä ïðîÿâëÿåò ïðîòèâîâèðóñ-
íóþ àêòèâíîñòü, â îñíîâå êîòîðîé ëåæèò àêòèâàöèÿ åñòå-
ñòâåííûõ êèëëåðîâ è ñèñòåìû èíòåðôåðîíà, è èñïîëüçó-
åòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ãåðïåñ-âèðóñíîé èíôåêöèè (Åðøîâ è
äð., 2003). ÀÔ îáëàäàåò òàêæå îãðàíè÷åííûì ïðîòèâî-
îïóõîëåâûì äåéñòâèåì, êîòîðîå âûðàæàåòñÿ â ïîäàâëå-
íèè ðîñòà îïóõîëåâîãî òðàíñïëàíòàòà ó ìûøåé (Chernysh
et al., 2002) è â èíãèáèðîâàíèè ïðîëèôåðàöèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê in vitro (Ïëåñêà÷ è äð., 2010). ÀÑ (ñèíîíèì àëëî-
ôåðîí-3) ÿâëÿåòñÿ ñèíòåòè÷åñêèì àíàëîãîì ïðèðîäíûõ
àëëîôåðîíîâ, ñîñòîÿùèì èç ëèíåéíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè àìèíîêèñëîò His-Gly-Val-Ser-Gly-Trp-Gly-Gln-His-
Gly-Thr-His-Gly. ÀÑ îêàçûâàåò ñõîäíîå ñ ïðèðîäíûìè àë-
ëîôåðîíàìè ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå íà åñòåñòâåííûå
êèëëåðû è ïðîäóêöèþ èíòåðôåðîíà. Ïðîòèâîâèðóñíàÿ àê-
òèâíîñòü ÀÑ âêëþ÷àåò â ñåáÿ êðîìå ãåðïåñíûõ èíôåêöèé
èíôåêöèè, âûçûâàåìûå ÂÏ× (Ñàôðîííèêîâà è äð., 2007).
Ïîñêîëüêó îíêîãåííûå ôîðìû ÂÏ× ñëóæàò îñíîâíîé
ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíèÿ âèðóñîçàâèñèìûõ ôîðì ðàêà,
äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïîòåíöèàëà
ÀÑ ïðåäñòàâëÿåò ñàìîñòîÿòåëüíûé èíòåðåñ.

Îäíà èç çàäà÷ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñîñòîÿëà â ñðàâ-
íåíèè öèòîòîêñè÷åñêîãî è ðîñòìîäóëèðóþùåãî äåéñò-
âèÿ ÀÔ è ÀÑ â êóëüòóðàõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.
Äðóãàÿ çàäà÷à çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè ñïåöèôè÷íîñòè
èõ ïðîíèêíîâåíèÿ â êëåòêè è âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçà-
öèè, à òàêæå â ïðîâåðêå ñïîñîáíîñòè ïåïòèäíûõ ìîëåêóë
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ õðîìîñîìàìè êóëüòèâèðóåìûõ êëå-
òîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêîãî è ðîñòìîäóëèðóþùåãî
äåéñòâèÿ èñõîäíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî ïåïòèäîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ïîñòîÿííûå ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà è ìûøè,

êîòîðûå ïàññèðîâàëè ïðè 37 °Ñ âî âëàæíîé àòìîñôåðå,
ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Êëåòêè ñóñïåíçèîííûõ ëèíèé ìû-
øèíîé ëèìôîèäíîé íåîïëàçìû Ð388D1, ýðèòðîèäíîé
ëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562 è ëèìôîìû Namalva êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñðåäå RPMI 1640 ñ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè òåëåíêà, äîïîëíåííîé ãëóòàìèíîì è ãåíòàìèöè-
íîì. Êëåòêè ìîíîñëîéíûõ ëèíèé ÷åëîâåêà — ìîíîöèòàð-
íîé ëåéêåìèè J-96 è îñòåîãåííîé ñàðêîìû MG63 —
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé òå æå äîáàâ-
êè, ÷òî è ñðåäà RPMI 1640. Êëåòêè ñóñïåíçèîííûõ êóëü-
òóð ïåðåñåâàëè äâàæäû â íåäåëþ ìåõàíè÷åñêèì ñïîñîáîì
(ïèïåòèðîâàíèåì) â ñîîòíîøåíèè 1 : 3 èëè 1 : 4. Êëåòêè
ìîíîñëîéíûõ êóëüòóð ïåðåñåâàëè 1—2 ðàçà â íåäåëþ â
ñîîòíîøåíèè 1 : 3 ñ ïîìîùüþ ðàâíûõ îáúåìîâ ðàñòâîðîâ
0.25%-íîãî òðèïñèíà è 0.02%-íîãî ÝÄÒÀ è ïîñëåäóþùå-
ãî ïèïåòèðîâàíèÿ.

Ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè êëåòî÷-
íûå êóëüòóðû, íàõîäÿùèåñÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ñòàäèè
ðîñòà. Ïîëó÷åííûå ñóñïåíçèè êëåòîê îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 300 g â òå÷åíèå 5—10 ìèí, êëåòî÷íûå
îñàäêè ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå Õåíêñà, ïîñëå ÷åãî êëåò-
êè ïîâòîðíî îñàæäàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â íåáîëüøîì
îáúåìå ïîëíîé ñðåäû. Ïîñëå ïîäñ÷åòà êîíöåíòðàöèè êëå-
òîê â êàìåðå Ãîðÿåâà êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè ðàáàâëÿëè
ïîëíîé ñðåäîé äî íåîáõîäèìîé èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè,
êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 104 è 2.5�104 êë./ìë äëÿ ìîíîñëîéíûõ
è ñóñïåíçèîííûõ ëèíèé ñîîòâåòñòâåííî. Íàâåñêè ÀÔ,
ÀÑ, ÄÐ, öèòîçàðà è ÖÔ ðàñòâîðÿëè íåïîñðåäñòâåííî ïå-
ðåä äîáàâëåíèåì â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó â ñðåäå áåç ñû-
âîðîòêè è ñòåðèëèçîâàëè ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç íèòðîöåë-
ëþëîçíûå ôèëüòðû ñ äèàìåòðîì ïîð 0.22 ìêì (Millipore,
ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå ìàòî÷íûå ðàñòâîðû ïîñëåäîâàòåëüíî
ðàçáàâëÿëè ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè äî íåîáõîäèìûõ ðàáî-
÷èõ êîíöåíòðàöèé.

Ïðè ïîëó÷åíèè êðèâûõ ðîñòà êëåòîê â ëóíêè 24-ëó-
íî÷íûõ ïàíåëåé âíîñèëè ïî 2 ìë êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé.
Ïðè ïîñòàíîâêå îïûòîâ íà êëåòêàõ ñóñïåíçèîííûõ êóëü-
òóð ïî 200 ìêë ðàáî÷åãî ðàñòâîðà ïðåïàðàòà íà ëóíêó
24-ëóíî÷íîé ïàíåëè âíîñèëè ñðàçó ïîñëå ïîñåâà êëåòîê, â
òî âðåìÿ êàê ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîíîñëîéíûõ êëåòîê-ìè-
øåíåé ïðåïàðàòû äîáàâëÿëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà êëå-
òîê. Èíêóáàöèîííóþ ñðåäó â òå÷åíèå îïûòà íå çàìåíÿëè.
Äëÿ îöåíêè äîëè ïîãèáøèõ êëåòîê àëèêâîòû êëåòî÷íûõ
ñóñïåíçèé îáüåìîì 100 ìêë ñìåøèâàëè ñ ðàâíûìè îáüå-
ìàìè 0.4%-íîãî ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ òðèïàíîâîãî ñèíåãî.
Êîëè÷åñòâî æèâûõ (íåîêðàøåííûõ) è ìåðòâûõ (îêðàøåí-
íûõ) êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â ãåìîöèòîìåòðå ÷åðåç 10 ìèí
ïîñëå íà÷àëà èõ èíêóáàöèè ñ êðàñèòåëåì êàæäûå 24 ÷ â
òå÷åíèå 72 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïðî-
âåðÿâøèõñÿ ïðåïàðàòîâ. Ïðè ïîäñ÷åòå êîëè÷åñòâà êëåòîê
äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà â îäíîì îïûòå èñ-
ïîëüçîâàëè íå ìåíåå 3 ïàðàëëåëüíûõ ëóíîê.

Ïðè ïðîâåðêå âëèÿíèÿ ïðåïàðàòîâ íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè J-96 ñ ïîìîùüþ ìóëüòèñêà-
íèðóþùåãî ñïåêòðîôîòîìåòðà ID â 96-ëóíî÷íûå ïàíåëè
âûñåâàëè ïî 4�103 êëåòîê íà ëóíêó â 0.2 ìë ïîëíîé ñðåäû.
Ïðîâåðÿâøèåñÿ ïðåïàðàòû äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â 20 ìêë ñðåäû áåç
ñûâîðîòêè êðîâè. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà èõ âîçäåéñòâèÿ
ñðåäó îòáðàñûâàëè è ïîñëå ïîäñóøèâàíèÿ ëóíîê êëåòêè
îêðàøèâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì êðèñòàëë-âèîëåòà â
30%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå ýòàíîëà â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èçáûòîê êðàñèòåëÿ óäàëÿëè ïî-
ñðåäñòâîì 5-êðàòíîé ïðîìûâêè êëåòîê äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé è ïîñëå ïðîñóøèâàíèÿ õðàíèëè äî èñïîëüçîâàíèÿ â

Ðåãóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè è æèçíåñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê in vitro 251



òåìíîòå. Äëÿ êàæäîé äîçû ïðåïàðàòà èñïîëüçîâàëè îò 6
äî 12 ïàðàëëåëüíûõ ïðîá. Ýêñòðàêöèþ ñâÿçàííîãî êëåòêà-
ìè êðèñòàëë-âèîëåòà ïðîâîäèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
èçìåðåíèåì êîýôôèöèåíòîâ ýêñòèíöèè ïðè 37 °Ñ â òå÷å-
íèå 10 ìèí 90%-íûì âîäíûì ðàñòâîðîì ýòàíîëà. Ñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó êîýôôèöèåíòàìè ýêñòèíöèè êðàñèòåëÿ
ïðè ÷àñòîòå âîçáóæäåíèÿ 535 íì è êîëè÷åñòâîì êëåòîê â
ëóíêå îïðåäåëÿëè íà îñíîâå ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷åííîé
êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.

Âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ íà ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ
ïðîâåðÿëè äëÿ êëåòîê ëèíèè Ð388D1. Ñ ýòîé öåëüþ â ëóí-
êè 24-ëóíî÷íûõ ïàíåëåé âûñåâàëè ïî 50 êëåòîê â 2 ìë
ïîëíîé ñðåäû. Ñðàçó ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó âíîñèëè íåîáõîäèìûå äîçû ïðåïàðàòîâ â ñðåäå
áåç ñûâîðîòêè êðîâè (200 ìêë íà ëóíêó). Êîëè÷åñòâî êëî-
íîâ (êîëîíèé, ñîäåðæàùèõ íå ìåíåå 50 êëåòîê) ïîäñ÷èòû-
âàëè ÷åðåç 7—12 ñóò ïîñëå íà÷àëà îïûòà. Äëÿ êàæäîé
êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà èñïîëüçîâàëè 5—7 ïàðàëëåëü-
íûõ ëóíîê.

Ñïîñîáíîñòü ìîëåêóë ïåïòèäà ÀÑ ïðîíèêàòü â êóëü-
òèâèðóåìûå êëåòêè èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà
ÀÑ—ôëóîðåñöåèí. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ëèíèè Namalva âû-
ñåâàëè â ïëàñòèêîâûå ÷àøêè â êîíöåíòðàöèè 2�105

êë./ìë. ×åðåç 1 ñóò ñòàðóþ ñðåäó çàìåíÿëè íà ñðåäó, ñî-
äåðæàùóþ ÀÑ, ìå÷åííûé ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì â
êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ êëåòîê
èñïîëüçîâàëè êëåòêè, êîòîðûå ïåðåä çàìåíîé ñðåäû â òå-
÷åíèå 1 ÷ èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 10 ìêã/ìë íåìå÷å-
íîãî ÀÑ.

Êëåòêè èç êîíòðîëüíûõ è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ÷àøåê
ïåðåíîñèëè â öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè ÷åðåç 10 ìèí, 1 è
24 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ êîìïëåêñîì
ÀÑ—ôëóîðåñöåèí. Èõ îñàæäàëè è òðèæäû ïðîìûâàëè
îõëàæäåííûì áóôåðîì PBS áåç èîíîâ Ñà2+ è Mg2+ ïîñðåä-
ñòâîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 300 g â òå÷åíèå 10 ìèí,
ôèêñèðîâàëè 2%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà,
ïðèãîòîâëåííûì íà ýòîì æå áóôåðå, è õðàíèëè â òåìíîòå
ïðè 4 °Ñ. Ïåðåä ïðèãîòîâëåíèåì ïðåïàðàòîâ êëåòêè òðèæ-
äû îòìûâàëè îò ôèêñàòîðà óêàçàííûì áóôåðîì PBS, ïî-
ñëå ÷åãî ê 20 ìêë ñóñïåíçèè äîáàâëÿëè 5 ìêë ñòàáèëèçè-
ðóþùåãî ïðåïàðàòà ïðîïèëãàëàò. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðà-
òîâ 25 ìêë óêàçàííîé ñìåñè íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå
ñòåêëî è íàêðûâàëè åå ïîêðîâíûì ñòåêëîì. Ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ñêàíèðóþùåãî
ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Leica (Microsystems, Ãåðìà-
íèÿ) ïðè ÷àñòîòå âîçáóæäåíèÿ 488 íì.

Ñïîñîáíîñòü ìîëåêóë ïåïòèäà ÀÔ âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ õðîìîñîìàìè êëåòîê ëèíèé J-96 è Namalva èçó÷àëè ñ
ïîìîùüþ êîìïëåêñà ÀÔ—ôëóîðåñöåèí. Ïðè ïîëó÷åíèè
ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê ñîáëþäàëè ñëåäóþùèå óñëîâèÿ:
1) äåìèêîëöèí â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.025 ìêã/ìë äî-
áàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÷åðåç 16—18 ÷ ïîñëå ïå-
ðåñåâà êëåòîê; 2) ïî èñòå÷åíèè 2—2.5 ÷ ñðåäó ñ ïðåïàðà-
òîì óäàëÿëè, êóëüòóðû òðèæäû ïðîìûâàëè áóôåðîì PBS
áåç èîíîâ Ca2+ è Mg2+ è ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèþ ïîñðåä-
ñòâîì ïèïåòèðîâàíèÿ (êëåòêè Namalva) èëè ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíîé ñìåñè ðàñòâîðîâ ÝÄÒÀ è òðèïñèíà (êëåò-
êè J-96) è ïîñëåäóþùåãî ïèïåòèðîâàíèÿ ïðè 37 °Ñ; 3) ãè-
ïîòîíè÷åñêóþ îáðàáîòêó êëåòîê ïðîèçâîäèëè ñìåñüþ
0.075%-íîãî ðàñòâîðà KCl è 1%-íîãî ðàñòâîðà öèòðàòà
Na+ (1 : 1, ïî îáúåìó) â òå÷åíèå 21 ìèí, ïîñëå ÷åãî èõ
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà è óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1,
ïî îáúåìó); 4) çàôèêñèðîâàííûå êëåòêè íàíîñèëè íà
âëàæíûå ïðåäìåòíûå còåêëà íà ëüäó è âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Âñå âûøåïåðå-

÷èñëåííûå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëè ïðè ìèíèìàëüíîì
âîçäåéñòâèè ñâåòà. Êîìïëåêñ ÀÔ—ôëóîðåñöåèí â êîí-
öåíòðàöèè 5 ìêã/ìë äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
ñðàçó ïîñëå ïîñåâà êëåòîê íà 16—18 ÷ èëè ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ äåìèêîëöèíà íà 2.5 ÷. ×òîáû êîíòðîëèðîâàòü âëèÿíèå
ïåïòèäà íà âçàèìîäåéñòâèå êîìïëåêñà ñ õðîìîñîìàìè,
ïðîâåðÿëè ôëóîðåñöåíöèþ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ñðåäå áåç äîáàâîê è â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé ñîîòâåòñòâóþùóþ êîíöåíòðàöèþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî êðàñèòåëÿ. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè è
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà
Leica.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè: ñðåäû DMEM, RPMI 1640,
ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó òåëåíêà è êðàñèòåëü òðèïàíî-
âûé ñèíèé (Gibco, ÑØÀ); ãåíòàìèöèí, äîêñîðóáèöèí, öè-
òîçàð è öèêëîôîñôàìèä (Sigma, ÑØÀ); ïðîïèëãàëàò, äå-
ìèêîëöèí è êðèñòàëë-âèîëåò (ICN, ÑØÀ); òðèïñèí,
ÝÄÒÀ, áóôåð Õåíêñà è PBS (Áèîëîò, Ðîññèÿ); ÀÔ, ÀÑ,
ÀÔ—ôëóîðåñöåèí è ÀÑ—ôëóîðåñöåèí (Àëëîôàðì, Ðîñ-
ñèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Îäíà èç çàäà÷ ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíåíèè ðîñòìîäó-
ëèðóþùåãî è öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èñõîäíîãî è ìî-
äèôèöèðîâàííîãî ïîñðåäñòâîì çàìåíû äâóõ àìèíîêèñëîò
ïåïòèäîâ (ÀÔ è ÀÑ ñîîòâåòñòâåííî) â êóëüòóðàõ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.

Îñíîâíûì ìåòîäîì äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è áûë
ïðÿìîé ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà æèçíåñïîñîáíûõ è ïîãèáøèõ
êëåòîê ïðè ïîëó÷åíèè òàê íàçûâàåìûõ êðèâûõ ðîñòà êëå-
òî÷íûõ ëèíèé P388D1, K562, MG63 è J-96 â ñðåäå áåç äî-
áàâîê è â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè
ýòèõ ïåïòèäîâ. Â êà÷åñòâå èçâåñòíûõ ðîñòèíãèáèðóþùèõ
àãåíòîâ â ýêñïåðèìåíòàõ áûëè èñïîëüçîâàíû öèòîñòàòè-
êè — öèòîçàð è ÄÐ.

Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèè Ð388D1 ïîëó÷àëè ïðè èõ
êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ÀÔ, ÀÑ è öèòî-
çàð (ðèñ. 1, I). Â ïåðâûå 24 ÷ îïûòà â ñðåäàõ, èñõîäíî ñî-
äåðæàâøèõ 10–5 è 10–3 ìêã/ìë ÀÔ èëè ÀÑ (ðèñ. 1, I à;
ñòîëáöû 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî) è öèòîçàð â äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé 10–5—10–1 ìêã/ìë (ðèñ. 1, I à; ñòîëáöû 3), áûëî
çàðåãèñòðèðîâàíî 1.2—1.3- è 1.4—1.8-êðàòíîå óâåëè÷å-
íèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî.
Áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÀÔ è ÀÑ íå âëèÿëè íà èí-
òåíñèâíîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, òîãäà êàê ïðèìåíåíèå
öèòîñòàòèêà â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è 102 ìêã/ìë ïðèâîäèëî ê
ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ èõ ïðîëèôåðàöèè (ðèñ. 1, I à;
ñòîëáöû 3), ïðè÷åì â ñðåäå, ñîäåðæàùåé öèòîçàð â êîí-
öåíòðàöèè 102 ìêã/ìë, ðîñòèíãèáèðóþùèé ýôôåêò ñîïðî-
âîæäàëñÿ ãèáåëüþ ïðèáëèçèòåëüíî 20 % êëåòîê. Ñïóñòÿ
48 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ ïðåïàðàòîâ ðîñòñòèìóëè-
ðóþùèé ýôôåêò ñîõðàíÿëñÿ òîëüêî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â ñðåäàõ, èñõîäíî ñîäåðæàâøèõ öèòîçàð â êîíöåí-
òðàöèè 10–5 ìêã/ìë (ðèñ. 1, I á; ñòîëáåö 3).

Ïî äîñòèæåíèè ýòîé êîíòðîëüíîé òî÷êè îïûòà öèòî-
ñòàòèê ÷àñòè÷íî (1 ìêã/ìë) èëè ïîëíîñòüþ (10 ìêã/ìë) ïî-
äàâëÿë ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê ïðè åãî âîç-
äåéñòâèè â êîíöåíòðàöèè 102 ìêã/ìë áûëî çàðåãèñòðèðî-
âàíî íå òîëüêî ïîëíîå ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè, íî è ãèáåëü ïðèìåðíî 60 % êëåòîê (ðèñ. 1, I á;
ñòîëáöû 3). ×åðåç 72 ÷ ïîñëå íà÷àëà èíêóáàöèè ñ ïðå-
ïàðàòàìè êîëè÷åñòâî êëåòîê â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ
10–5 ìêã/ìë ÀÔ è ÀÑ, ïðåâûøàëî êîëè÷åñòâî êëåòîê â
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ñðåäå áåç äîáàâîê ïðèìåðíî â 1.2 ðàçà è íå îòëè÷àëîñü îò
êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ ïðè èõ ïðèìåíåíèè â êîíöåíòðà-
öèÿõ îò 10–3 äî 10 ìêã/ìë âêëþ÷èòåëüíî. Îäíàêî â îòëè-
÷èå îò ïåïòèäà ÀÑ ïåïòèä ÀÔ â êîíöåíòðàöèè 102 ìêã/ìë
â ïîñëåäíèå ñóòêè ýêñïåðèìåíòà ÷àñòè÷íî (ïðèìåðíî â

1.4 ðàçà) ñóïðåññèðîâàë ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
êëåòîê (ðèñ. 1, I â; ñòîëáåö 1). Íà ýòîì ñðîêå îïûòà íå
áûëî âûÿâëåíî ðîñòñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ öèòîçàðà â
êîíöåíòðàöèè 10–5 ìêã/ìë (ðèñ. 1, I â; ñòîëáöû 3), â òî
âðåìÿ êàê â ñðåäå, èñõîäíî ñîäåðæàâøåé 102 ìêã/ìë öèòî-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ïåïòèäîâ è öèòîñòàòèêîâ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòî÷íûõ ëèíèé P388D1 è K562.

Äîëþ êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè â % îò êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðè èõ êóëüòèðîâàíèè â ñðåäå áåç òåñòèðóåìûõ ïðåïàðàòîâ è ÷åðåç 1, 2 è 3 ñóò (I, II; à—â ñîîòâåò-
ñòâåííî) ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ: I — äîëÿ êëåòîê ëèíèè P388D1 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÀÔ, ÀÑ èëè öèòîçàð (ñòîëáöû 1—3
ñîîòâåòñòâåííî); äîëÿ êëåòîê ëèíèè K562 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÀÔ, ÀÑ, öèòîçàð è ÄÐ (ñòîëáöû 1—4 ñîîòâåòñòâåííî). Ïðåäñòàâ-
ëåíû ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ 9—12 íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé. Âåëè÷èíà 95%-íûõ äîâåðèòåëüíûõ èíòåðâàëîâ ñðåäíèõ çíà÷åíèé íå ïðåâû-

øàëà 10 %.



ñòàòèêà, äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê âîçðàñòàëà äî 75—80 %
(ðèñ. 1, I â; ñòîëáöû 3).

Êðèâûå ðîñòà êëåòîê ëèíèè K562 ïîëó÷àëè ïðè èõ
êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ, êîòîðûå ñîäåðæàëè ïåïòèäû
ÀÔ è ÀÑ, à òàêæå öèòîñòàòèêè öèòîçàð è ÄÐ (ðèñ. 1, II).
Ïåïòèä ÀÔ ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà ïðîëè-
ôåðàöèþ êëåòîê ýòîé ëèíèè íà ïðîòÿæåíèè âñåãî îïûòà
(ðèñ. 1, II à, á, â; ñòîëáöû 1), çà èñêëþ÷åíèåì óâåëè÷åíèÿ
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â 1.3 ðàçà ÷åðåç 48 ÷
îïûòà (ðèñ. 1, II á; ñòîëáåö 1). Ïåïòèä ÀÑ íå ñòèìó-
ëèðîâàë ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèè K562 â õîäå ýêñïå-
ðèìåíòà, îäíàêî ïðè ïðèìåíåíèè â êîíöåíòðàöèè
102 ìêã/ìë âûçûâàë ïðèáëèçèòåëüíî 1.7-êðàòíîå ñíèæå-
íèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìåæäó 24 è 48 ÷ îïûòà
(ðèñ. 1, II á; ñòîëáåö 2).

Â îòëè÷èå îò öèòîçàðà, êîòîðûé ïðè ïðèìåíåíèè â
êîíöåíòðàöèÿõ 10–5 è 10–3 ñòèìóëèðîâàë ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê â 1.2 ðàçà â ïåðâûå 24 ÷ îïûòà
(ðèñ. 1, II à; ñòîëáöû 3), ñîîòâåòñòâóþùèå êîíöåíòðàöèè
ÄÐ íå ïðîÿâëÿëè ðîñòñòèìóëèðóþùåé àêòèâíîñòè (ðèñ. 1,
II à ; ñòîëáöû 4). Îöåíèâàÿ ðåçóëüòàòû âëèÿíèÿ öèòîñòà-
òèêîâ íà ïðîëèôåðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ëè-
íèè K562 â öåëîì, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èõ ðîñòèíãèáè-
ðóþùåå è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå âîçðàcòàëî ïî ìåðå
óâåëè÷åíèÿ äîçû è âðåìåíè èíêóáàöèè ñ êëåòêàìè, ïðè-
÷åì ìàêñèìàëüíûé ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò, êîòîðûé
áûë çàðåãèñòðèðîâàí ïðè ïðèìåíåíèè ïðåïàðàòîâ â êîí-
öåíòðàöèè 102 ìêã/ìë è âûðàæàëñÿ â ãèáåëè 85—90 %
êëåòîê, äîñòèãàëñÿ ïðè âîçäåéñòâèè ÄÐ íà 1 ñóò ðàíüøå,
÷åì â ñðåäå ñ öèòîçàðîì (÷åðåç 48 è 72 ÷ îïûòà; ðèñ. 1, II
á, â; ñòîëáöû 4 è 3 ñîîòâåòñòâåííî).

Ðîñòìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå èñõîäíîãî ïåïòèäà è
åãî ìîäèôèêàöèè îöåíèâàëè â êóëüòóðàõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé MG63 è J-96 äâóìÿ ñïîñîáàìè: íà îñíîâå àíàëèçà

êðèâûõ ðîñòà è ïî ðåçóëüòàòàì îïðåäåëåíèÿ êîýôôèöèåí-
òîâ ýêñòèíöèè ýêñòðàãèðîâàííîãî èç êëåòîê êðèñòàëë-âè-
îëåòà ñ ïðèìåíåíèåì ìóëüòèñêàíèðóþùåãî
ñïåêòðîôîòîìåòðà. Îòñóòñòâèå ïðèíöèïèàëüíûõ ðàçëè-
÷èé ìåæäó ïîëó÷åííûìè ýòèìè ñïîñîáàìè äàííûìè ïî-
çâîëèëî îáîáùèòü èõ â îäíîé òàáëèöå.

Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî äîáàâëå-
íèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïåïòèäîâ â êîíå÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ îò 10–5 äî 10–1 ìêã/ìë ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëî íà
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ëèíèè MG63 â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 24 ÷ îïûòà, îäíàêî â ïîñëåäóþùèå ñóòêè ÀÔ
â îòëè÷èå îò ÀÑ ñóïðåññèðîâàë ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü ýòèõ êëåòîê â 1.2—1.5 ðàçà. Äîáàâëåíèå ïåïòèä-
íûõ ìîëåêóë â êîíöåíòðàöèÿõ îò 10–6 äî 10–3 ìêã/ìë â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó êëåòîê ëèíèè J-96 ïðèâîäèëî ê
1.2—1.5-êðàòíîìó âîçðàñòàíèþ èíòåíñèâíîñòè èõ ïðîëè-
ôåðàöèè â 1-å ñóò ýêñïåðèìåíòà, ïðè÷åì ðîñòñòèìóëèðó-
þùåå âëèÿíèå ýòèõ êîíöåíòðàöèé ÀÔ ïðîÿâëÿëîñü è â
ñëåäóþùèå 24 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ïåïòè-
äà. Â îòëè÷èå îò ÀÔ ðîñòñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå ÀÑ
÷åðåç 48 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè áûëî çàðå-
ãèñòðèðîâàíî òîëüêî â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10–6 ìêã/ìë
ïåïòèäà (ñì. òàáëèöó).

Ïîìèìî îïûòîâ ñ ìàññîâûìè êóëüòóðàìè êëåòîê
äëÿ ñðàâíåíèÿ ðîñòìîäóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ ÀÔ è ÀÑ
áûëè ïîñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòû ïî êëîíèðîâàíèþ êëåòîê
â ñðåäå ñ ïåïòèäàìè. Ïàðàëëåëüíî îïðåäåëÿëè âëèÿíèå
ÄÐ íà ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê è îöåíè-
âàëè ñïîñîáíîñòü ÀÔ è ÀÑ îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ðîñòèí-
ãèáèðóþùóþ ñïîñîáíîñòü öèòîñòàòèêà (ðèñ. 2, I à—ã).
Â îòëè÷èå îò ïðåïàðàòà ÄÐ, êîòîðûé ïðè ïðèìåíåíèè â
êîíöåíòðàöèÿõ îò 10–4 äî 10–1 ìêã/ìë ñóïðåññèðîâàë êëî-
íîãåííóþ ñïîñîáíîñòü êëåòîê ëèíèè P388D1, ïî ìåðå
óâåëè÷åíèÿ åãî êîíöåíòðàöèè (äî ïîëíîãî ïîäàâëåíèÿ â
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Ïðåïàðàò
Âðåìÿ

äåéñòâèÿ
ïðåïàðàòà, ÷

Êîíöåíòðàöèÿ
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë

Êîëè÷åñòâî êëåòîê
ëèíèè MG63 â ëóíêå,

�103

Êîëè÷åñòâî êëåòîê
ëèíèè MG53,

% îò êîíòðîëüíûõ
çíà÷åíèé1

Êîëè÷åñòâî êëåòîê
ëèíèè J-96 â ëóíêå,

�103

Êîëè÷åñòâî êëåòîê
ëèíèè J-96,

% îò êîíòðîëüíûõ
çíà÷åíèé2

ÀÔ 24 10–6 Íå îïðåäåëÿëè — 143 � 11 128

10–5 97 � 9 105 143 � 13 128

10–3 88 � 9 96 141 � 11 126

10–1 83 � 7 90 Íå îïðåäåëÿëè —

ÀÑ 24 10–6 Íå îïðåäåëÿëè — 149 � 12 133

10–5 87 � 8 95 141 � 14 126

10–3 88 � 8 96 136 � 14 121

10–1 86 � 6 94 Íå îïðåäåëÿëè —

ÀÔ 48 10–6 Íå îïðåäåëÿëè — 313 � 27 133

10–5 144 � 12 76 296 � 27 126

10–3 156 � 13 82 284 � 25 121

10–1 125 � 10 66 Íå îïðåäåëÿëè —

ÀÑ 48 10–6 Íå îïðåäåëÿëè — 291 � 26 124

10–5 179 � 11 94 261 � 22 111

10–3 191 � 13 101 263 � 26 112

10–1 165 � 12 87 Íå îïðåäåëÿëè —

1,2 Çà êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ ïðèíÿòî êîëè÷åñòâî êëåòîê ëèíèé MG63 è J-63 â ñðåäå áåç äîáàâîê ÷åðåç 24 è 48 ÷ èõ èíêóáàöèè ñ
ïåïòèäàìè: 92 � 7 è 190 � 11 äëÿ êëåòîê ëèíèè MG63 è 112 � 7 è 235 � 21 äëÿ êëåòîê ëèíèè J-96 ñîîòâåòñòâåííî. Êàæäîå çíà÷åíèå
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêîå 9 îïðåäåëåíèé è 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë.



ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10–1 ìêã/ìë öèòîñòàòèêà; ðèñ. 2, I á;
ñòîëáöû 1—4) ïåïòèäû â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë íå âëèÿ-
ëè íà ýôôåêòèâíîñòü èõ êëîíèðîâàíèÿ (ðèñ. 2, I à; ñòîëá-
öû 1—3).

Ïðè îäíîâðåìåííîì äîáàâëåíèè â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó îäíîãî èç ïåïòèäîâ â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë è ÄÐ â
êîíöåíòðàöèè 10–4 ìêã/ìë (ðèñ. 2, I â, ã) òîëüêî ÀÑ óñèëè-
âàë â 1.5 ðàçà ðîñòèíãèáèðóþùåå äåéñòâèå öèòîñòàòèêà
(ðèñ. 3, I á—ã; ñòîëáöû 1). Â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
10–3 ìêã/ìë ÄÐ è 1 ìêã/ìë îäíîãî èç ïåïòèäîâ, áûëî çàðå-
ãèñòðèðîâàíî 1.4- è 2.4-êðàòíîå óñèëåíèå ñóïðåññèðóþ-
ùåãî äåéñòâèÿ öèòîñòàòèêà ïðè âîçäåéñòâèè ÀÔ è ÀÑ ñî-
îòâåòñòâåííî, îäíàêî ïðè óâåëè÷åíèè èñõîäíîé êîíöåíò-
ðàöèè ÄÐ äî 10–1 ìêã/ìë ñïîñîáíîñòü óñèëèâàòü åãî
ðîñòèíãèáèðóþùèé ýôôåêò îêàçàëàñü âûøå ó ïåïòèäà
ÀÔ (ðèñ. 2, I á—ã; ñòîëáöû 2, 3).

Â äðóãîé ñåðèè îïûòîâ ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ
êëåòîê ëèíèè Ð388D1 îïðåäåëÿëè ïðè èõ èíêóáàöèè â
ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ïåïòèä ÀÑ, ÖÔ è êîìáèíàöèþ ýòèõ
ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 2, II). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âîçäåéñò-
âèè ÀÑ â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë (ðèñ. 2, II à; ñòîëáåö 3)
ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê ëèáî íå îòëè÷àåòñÿ
îò òàêîâîé â ñðåäå áåç ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 3, à, ñòîëáåö 1),
ëèáî ïðè âîçäåéñòâèè ïåïòèäà â êîíöåíòðàöèè
10–1 ìêã/ìë ïðåâûøàåò êîíòðîëüíîå çíà÷åíèå êëîíîãåí-

íîñòè ïðèáëèçèòåëüíî â 1.3 ðàçà (ðèñ. 2, II à, ñòîëáöû 2,
4). Óâåëè÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê â
1.1—1.4 ðàçà ïðîèñõîäèëî è â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ÖÔ â
êîíöåíòðàöèÿõ îò 1.55 äî 1550 ìêã/ìë âêëþ÷èòåëüíî
(ðèñ. 2, II á). Òåì íå ìåíåå âîïðåêè îòìå÷åííîìó ðîñò-
ñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ ýòèõ ïðåïàðàòîâ îäíîâðåìåí-
íîå äîáàâëåíèå â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó 1550 ìêã/ìë öè-
òîñòàòèêà îò 10–1 äî 10 ìêã/ìë ÀÑ ïðèâîäèëî ê
1.4—3.8-êðàòíîìó â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ïåïòè-
äà ñíèæåíèþ êëîíîãåííîé ñïîñîáíîñòè êëåòîê ëèíèè
Ð388D1 (ðèñ. 2, II â).

Äèíàìèêó ïðîíèêíîâåíèÿ ïåïòèäîâ â êëåòêè èçó÷àëè
íà êëåòêàõ ëèíèè Namalva, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñ ÀÑ—ôëóîðåñöåèí â êîí-
öåíòðàöèè 1 ìêã/ìë, â òå÷åíèå 10 ìèí, 1 è 24 ÷ (ðèñ. 3).
Ñïåöèôè÷íîñòü ýòîãî ïðîöåññà îöåíèâàëè, ñðàâíèâàÿ èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, êîòîðûå ïåðåä äî-
áàâëåíèåì â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ìå÷åííîãî êðàñèòåëåì
ïåïòèäà íå èíêóáèðîâàëè ñ ÀÑ èëè ïðåèíêóáèðîâàëè â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 10 ìêã/ìë íåìå÷åíîãî ïåïòèäà. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î áîëåå âûñîêîé èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, êîòîðûå ïðåäâàðèòå-
ëüíî íå èíêóáèðîâàëè â ñðåäå ñ íåìå÷åíûì ÀÑ, è åå âîç-
ðàñòàíèè ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè êîìïëåêñà ïåïòèä—ôëóîðåñöåèí.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ïåïòèäîâ è öèòîñòàòèêîâ íà êëîíîãåííîñòü êëåòîê ëèíèè P388D1.

Êëîíîãåííîñòü êëåòîê â ñðåäå áåç äîáàâîê (Ià, IIà, ñòîëáöû 1) è ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ ñëåäóþùèå ïðåïàðàòû: ÀÔ è ÀÑ (IIà,
ñòîëáöû 2, 3), ÄÐ (Iá, ñòîëáöû 1—3), ÀÔ â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë + ÄÐ (Iâ, ñòîëáöû 1—3), ÀÑ â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë + ÄÐ (Iã, ñòîëáöû 1—3), ÀÑ
(IIà, ñòîëáöû 2—4), ÖÔ (IIá, ñòîëáöû 1—4), ÖÔ â êîíöåíòðàöèè 1550 ìêã/ìë + ÀÑ (IIâ, ñòîëáöû 1—3). Ïðèâåäåíû ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ

15 íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé. Âåëè÷èíà 95%-íûõ äîâåðèòåëüíûõ èíòåðâàëîâ íå ïðåâûøàëà 8 %.



Ïðåèíêóáàöèÿ ñ íåìå÷åíûì ÀÑ ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëü-
íîìó ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, çàðåãèñò-
ðèðîâàííîìó ÷åðåç 1 è 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà
(ðèñ. 3).

Âîçìîæíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ïðèñîåäèíåíèÿ ïåï-
òèäíûõ ìîëåêóë ê õðîìîñîìàì îöåíèâàëè ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê ëèíèé J-96 è Namalva â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 5 ìêã/ìë êîìïëåêñà ÀÔ—ôëóîðåñöåèí, â òå÷åíèå 18
è 2.5 ÷ (äî è ïîñëå âíåñåíèÿ â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó èíãè-
áèòîðà ìèòîçà ñîîòâåòñòâåííî). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè õðîìîñîì ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê, ïîëó÷åííûõ
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè óêàçàííûõ óñëîâèÿõ,
ñðàâíèâàëè ñ òàêîâîé ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå áåç
äîáàâîê è â ñðåäå ñ ôëóîðåñöåèíîì. Ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè êëåòîê îáåèõ ëèíèé â òå÷åíèå 2.5 ÷ êàê â êîíòðîëüíîé
ñðåäå, òàê è â ñðåäàõ, êîòîðûå ñîäåðæàëè ôëóîðåñöåèí
èëè êîìïëåêñ ÀÔ—ôëóîðåñöåèí, áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà
ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíàÿ (ôîíîâàÿ) ôëóîðåñöåíöèÿ õðîìî-
ñîì. Ïîñëå 18 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
êîìïëåêñ ÀÔ—ôëóîðåñöåèí, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè õðîìîñîì, íàïðîòèâ, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëà òàêî-
âóþ ïîñëå èõ èíóáàöèè â ñðåäå áåç äîáàâîê è â ñðåäå ñ
êðàñèòåëåì (ðèñ. 3).

Îáñóæäåíèå

Îñíîâíîé öåëüþ ìîäèôèêàöèè ïåïòèäíûõ ìîëåêóë
ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå ìåõàíèçìà èõ äåéñòâèÿ è èçìåíåíèå
áèîëoãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïåïòèäîâ. Îäèí èç ñïîñîáîâ
òàêîé ìîäèôèêàöèè ñîñòîèò â çàìåùåíèè îäíîé è áîëåå
àìèíîêèñëîò íà àëüòåðíàòèâíûå L- è (èëè) ýíàíòèîìåð-
íûå D-àìèíîêèñëîòû (Dawson et al., 1999; Papo et al.,
2004; Kaga et al., 2007).

Â íàøåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêîå è ðîñò-
ìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå ïåïòèäà ÀÔ, êîòîðûé áûë âûäå-
ëåí èç ãåìîëèìôû ëè÷èíîê ìóõè Calliphora vicina (Cher-
nysh et al., 2002), è ïîëó÷åííîãî èç íåãî ïîñðåäñòâîì
çàìåùåíèÿ äâóõ àìèíîêèñëîò ïåïòèäà ÀÑ. Âëèÿíèå èñ-
õîäíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî ïåïòèäîâ íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü è ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê áûëî ïðîâå-
ðåíî êàê â ìàññîâûõ êóëüòóðàõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà è ìûøè, òàê è ïðè êëîíèðîâàíèè
êëåòîê ìûøèíîé ëèìôîèäíîé íåîïëàçìû ëèíèè Ð388D1.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çàìå-
ùåíèå àìèíîêèñëîò â ìîëåêóëå ÀÔ íå ïðèâîäèò ê êà÷åñò-
âåííîìó èçìåíåíèþ ïðîâåðÿâøèõñÿ in vitro âèäîâ áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ýòîò âûâîä, ïî-âèäèìîìó, íå îòìå-
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Ðèñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ëèíèè Namalva è ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì êëåòîê ëèíèé J-96 è Namalva.

Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èíòàêòíûõ (á, ã, å) è ïðåäîáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì ÀÑ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë (à, â, ä) êëåòîê ëèíèè Namalva îïðåäå-
ëÿëè ÷åðåç 1 (à, á) è 24 (â, ã) ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñ ÀÑ—ôëóîðåñöåèí. Ïðåäñòàâëåííûå ôîòîãðàôèè ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ â ñðåäå ñ ïåïòèäîì ÀÑ ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó ñíèæåíèþ âêëþ÷åíèÿ êîìïëåêñà ÀÑ—ôëóîðåñöåèí â êëåòêè. Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ðåãèñòðèðîâàëè ÷åðåç 18 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèé J-96 (ä, å) è Namalva (æ, ç) â ñðåäå ñ
ôëóîðåñöåèíîì (ä, æ) èëè êîìïëåêñîì ÀÔ—ôëóîðåñöåèí (å, ç). Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
õðîìîñîì ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîìïëåêñ ÀÔ—ôëóîðåñöåèí, çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò ôîíîâóþ ôëóîðåñöåíöèþ, îáó-

ñëîâëåííóþ íàëè÷èåì ôëóîðåñöåèíà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå.



íÿåò âîçìîæíîñòü âûÿâëåíèÿ êà÷åñòâåííûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó èñõîäíûì è ìîäèôèöèðîâàííûì âàðèàíòàìè ìî-
ëåêóëû ïåïòèäà ïðè ïðèìåíåíèè äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ
òåñòîâ êàê in vitro, òàê è in vivo.

Ê ÷èñëó çàñëóæèâàþùèõ âíèìàíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ
ðàçëè÷èé â ðîñòìîäóëèðóþùåì äåéñòâèè ïåïòèäîâ, ñ íà-
øåé òî÷êè çðåíèÿ, îòíîñèòñÿ çíà÷èòåëüíî áîëåå âûðàæåí-
íàÿ ó ÀÑ ñïîñîáíîñòü óñèëèâàòü ðîñòèíãèáèðóþùóþ àê-
òèâíîñòü íèçêèõ êîíöåíòðàöèé öèòîñòàòèêà ÄÐ, êîòîðàÿ
áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ëèíèè
Ð388D1 (ðèñ. 2, II á—ã; ñòîëáöû 1, 2). Óñèëåíèå ðîñòèí-
ãèáèðóþùåãî è öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòîâ öèòîñòàòèêîâ
â îòíîøåíèè êëåòîê îïóõîëåâûõ ëèíèé ïîä âëèÿíèåì êî-
ðîòêèõ ïåïòèäîâ (ïðè îäíîâðåìåííîì ñíèæåíèè èõ ýô-
ôåêòèâíîé äîçû) áûëî îòìå÷åíî è â ðàáîòàõ äðóãèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàòîðîâ (Johnstone et al., 2000; Papo et al., 2004).
Ïî ìíåíèþ öåëîãî ðÿäà àâòîðîâ, îòìå÷åííîå ñòèìóëèðó-
þùåå äåéñòâèå êîðîòêèõ ïåïòèäîâ îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî
îíè âûïîëíÿþò ðîëü òðàíñïîðòíûõ âåêòîðîâ è ñïîñîáíû
îáåñïå÷èâàòü óâåëè÷åíèå ïðîíèöàåìîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû äëÿ ìîëåêóë öèòîñòàòèêîâ (Rousselle et al.,
2001; Joliot, Prîchientz, 2004; Magzoub, Gräsland, 2004;
Kerkis et al., 2008). C ýòèì âûâîäîì õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ
äàííûå î âëèÿíèè îäíîâðåìåííîãî âëèÿíèÿ ÀÑ è ÖÔ íà
ýôôåêòèâíîñòü êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè Ð388D1
(ðèñ. 2, II â). Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî â îòëè÷èå îò îïû-
òîâ ñ ÄÐ â îïûòàõ ñ ïðèìåíåíèåì ÖÔ çíà÷èòåëüíîå ñíè-
æåíèå êëîíîãåííîñòè êëåòîê ïîä âëèÿíèåì êîìáèíàöèè
ïåïòèäà è öèòîñòàòèêà áûëî çàðåãèñòðèðîâàíî â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé ÖÔ â êîíöåíòðàöèè, êîòîðàÿ ñàìà ïî ñåáå íå
âëèÿëà íà ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê îáðàçîâàíèþ êëîíîâ
(ðèñ. 2, II á, ñòîëáåö 4). Êðîìå òîãî, ðåçóëüòàòû ýòèõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïîçâîëÿþò ïðèéòè ê âûâîäó î òîì, ÷òî ïðè
êîìáèíèðîâàííîì ïðèìåíåíèè ÀÑ è ÖÔ ñòåïåíü ðîñòèí-
ãèáèðóþùåãî ýôôåêòà öèòîñòàòèêà ïðÿìî êîððåëèðóåò ñ
êîíöåíòðàöèåé ïåïòèäà (ðèñ. 2, II â).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî, ÷òî ìíîãèå èç
êîðîòêèõ ïåïòèäíûõ ìîëåêóë áûñòðî, â òå÷åíèå ìèíóò,
ïðîíèêàþò â æèâûå êëåòêè (Kerkis et al., 2008). Òàêàÿ ñïî-
ñîáíîñòü áûëà ïîêàçàíà è äëÿ ïåïòèäà ÀÔ, êîòîðûé âûÿâ-
ëÿåòñÿ â êëåòêàõ ëèíèè J-96 ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå íà÷àëà èõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ êîìïëåêñîì ÀÔ—áèîòèí
(Ïëåñêà÷ è äð., 2010). Ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì îáñóæäàåìîé
ðàáîòû, çàìåíà äâóõ àìèíîêèñëîò íå îêàçûâàåò ñóùåñò-
âåííîãî âëèÿíèÿ íà ñêîðîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ ïåïòèäà â
êëåòêó, ïîñêîëüêó ÀÑ áûë âûÿâëåí â êëåòêàõ ëèíèè Na-
malva ïî èñòå÷åíèè 1 ÷ èõ èíêóáàöèè â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé êîìïëåêñ ÀÑ—ôëóîðåñöåèí. Ýòè ðåçóëüòàòû, î÷å-
âèäíî, ïîçâîëÿþò îòíåñòè ïåïòèäû ÀÔ è ÀÑ ê ãðóïïå áû-
ñòðî ïðîíèêàþùèõ â êëåòêó ïåïòèäíûõ ìîëåêóë
(cell-penetrating) (Joliot, Prîchiantz, 2004; Magzoub,
Gräslund, 2004).

Îäíèì èç íàèáîëåå âåðîÿòíûõ ìåõàíèçìîâ ïðîíèêíî-
âåíèÿ êîðîòêèõ ïåïòèäîâ â êëåòêó ÿâëÿåòñÿ èõ àäñîðáöèÿ
íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è ïîñëåäóþùèé ýíäîöèòîç
ïåïòèäíûõ ìîëåêóë (Rousselle et al., 2001; Kerkis et al.,
2008). Ïîëó÷åííûå â îïûòàõ ïî ïðîíèêíîâåíèþ ÀÑ â
êëåòêè ëèíèè Namalva ðåçóëüòàòû (ðèñ. 3), ïî-âèäèìîìó,
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êðàòêîâðåìåííàÿ ïðåäâàðè-
òåëüíàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ èçáûòêîì ïåïòèäà ìîæåò
ïðèâîäèòü ê äîñòàòî÷íî ïðîäîëæèòåëüíîìó íàðóøåíèþ
ýòèõ ïðîöåññîâ.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ïðîíèêíîâåíèÿ â
êëåòêè ëèíèè J-96 ïåïòèä ÀÔ áûñòðî (â òå÷åíèå 30 ìèí)
íàêàïëèâàåòñÿ â ïåðèíóêëåàðíîì ïðîñòðàíñòâå (Ïëåñêà÷

è äð., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî
ïðèñîåäèíåíèå ÀÔ ê õðîìîñîìàì êëåòîê ëèíèé J-96 è Na-
malva ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé êîì-
ïëåêñ ÀÔ—ôëóîðåñöåèí, äî âíåñåíèÿ èíãèáèòîðà ìèòîçà
(ðèñ. 3). Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïåðè-
ìåíòîâ äðóãèõ àâòîðîâ (Fujihara et al., 2000; Kerkis et al.,
2008).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ôåäåðàëüíîé ïðîãðàììû ïîääåðæêè âåäóùèõ íà-
ó÷íûõ øêîë (ïðîåêò ÍØ-963.2008).
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REGULATION OF PROLIFERATION AND VIABILITY OF TUMOR CELLS IN VITRO

BY ALLOFERON-1 AND ALLOSTATIN-1
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Alloferon-1 (AF) and allostatin-1 (AS) cytotoxic and growth modulating activities have been compared. AF
is cationic oligopeptide isolated from the hemolymph of experimentally infected blow fly Calliphora vicina. AS
is AF synthetic analog that differs from the parent molecule in two amino acids substituted. It has been shown
that both AF and AS have no direct cytotoxic activity in concentrations ranging from 1�10–5 to 10 ìg/ml, howe-
ver, the peptides demonstrated significant effect on tumor cells proliferation in vitro. Both peptides displayed
growth modulating activity in mass cell cultures and boosted growth inhibiting activity of doxorubicin in the co-
urse of P388D1 cells cloning, although AS potentated doxorubicin cytostatic activity to a greater extent. Simi-
larly, AS boosted anti-clonogenic activity of cyclophosphamide applied in a subthreshold concentration. Experi-
ments with peptide-fluorescein complex have demonstrated that AF and AS belong to the group of cell-penetra-
ting peptides. Moreover, the experiments displayed AF ability to bind with chromosomes.

K e y w o r d s: cell line, proliferative activity, peptide, growth modulating effect, clonogenicity, fluore-
scence.
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