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Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â êëåòêàõ ãåïàòîì

Èññëåäîâàëè âëèÿíèå êàíöåðîãåííûõ ïîëèöèêëè÷åñêèõ àðîìàòè÷åñêèõ óãëåâîäîðîäîâ (ÏÀÓ) áåí-
çî(à)ïèðåíà (ÁÏ) è 3-ìåòèëõîëàíòðåíà (ÌÕ) íà àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â êóëüòó-
ðå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ Ah-ðåöåïòîð (ãåïàòîìû ÷åëîâåêà HepG2), è â êóëüòóðå êëåòîê, â êîòîðîé
ýêñïðåññèÿ Ah-ðåöåïòîðà îòñóòñòâîâàëà (ãåïàòîìû êðûñû Ã27). Àêòèâíîñòü NF-kB îïðåäåëÿëè äâóìÿ
ìåòîäàìè: ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ NF-kB-çàâèñèìîãî ãåíà I-kB è ïî àêòèâíîñòè ðåïîðòåðíîãî ëþ-
öèôåðàçíîãî ãåíà, íàõîäÿùåãîñÿ ïîä ïðîìîòîðîì NF-êB. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ Hep G2 îáà ÏÀÓ
(è ÁÏ, è ÌÕ) ìàëî óâåëè÷èâàëè àêòèâíîñòü NF-kB. Â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè NF-kB
áûëî çíà÷èòåëüíî áîëüøå. Â êëåòêàõ ãåïàòîìû Ã27 àêòèâàöèÿ NF-êB ïîä äåéñòâèåì ÏÀÓ çíà÷èòåëüíî
ýôôåêòèâíåå, ÷åì â êëåòêàõ HepG2, êàê â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ, òàê è ïðè ïðîëèôåðàöèè. Îáñóæäàåòñÿ ðîëü
Ah-ðåöåïòîðà âî âëèÿíèè ÏÀÓ íà àêòèâàöèþ NF-kB.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàíöåðîãåíåç, NF-kB, ïîëèöèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû, Ah-ðå-
öåïòîð.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÏ — áåíçî(à)ïèðåí, ÌÕ — 3-ìåòèëõîëàíòðåí, ÏÀÓ — ïîëèöèêëè÷å-
ñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû, ÒÕÄÄ — 2,3,7,8 — òåòðàõëîð-äèáåíçäèîêñèí.

Õèìè÷åñêèé êàíöåðîãåíåç — ýòî ìíîãîñòóïåí÷àòûé
ïðîöåññ, îñíîâíûìè ñòàäèÿìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ èíèöè-
àöèÿ è ïðîìîöèÿ. Íà ñòàäèè èíèöèàöèè ïðîèñõîäÿò íà-
ñëåäóåìûå èçìåíåíèÿ â ãåíîìå êëåòêè, ïðåäîïðåäåëÿþ-
ùèå îïóõîëåâûé ãåíîòèï îáðàçóþùåãîñÿ êëîíà. Ñòàäèÿ
ïðîìîöèè, ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, îáóñëîâëåíà
íåãåíîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì, ñîçäàþùèì óñëîâèÿ äëÿ
èçáèðàòåëüíîãî ðîñòà èíèöèèðîâàííûõ êëåòîê. Ôåíîìåí
ïðîìîöèè èçó÷àåòñÿ, êàê ïðàâèëî, íà ìîäåëè äâóõñòàäèé-
íîãî êàíöåðîãåíåçà, ïðè êîòîðîì ñòàäèè èíèöèàöèè è
ïðîìîöèè âûçûâàþòñÿ ðàçëè÷íûìè ñîåäèíåíèÿìè. Äëÿ
«ïîëíûõ» êàíöåðîãåíîâ (âåùåñòâ, âûçûâàþùèõ îïóõîëü
áåç äîïîëíèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ) íàëè÷èå ñòàäèè ïðîìî-
öèè ïîäðàçóìåâàåòñÿ. Íåèçâåñòíî, ðåàëèçóåòñÿ ëè ñòàäèÿ
ïðîìîöèè ïî òàêîé æå ñõåìå, êàê è â äâóõñòàäèéíîì êàí-
öåðîãåíåçå (ò. å. ïî íåãåíîòîêñè÷åñêîìó ìåõàíèçìó), â êà-
êîé ôîðìå (èñõîäíîé èëè ìåòàáîëèçèðîâàííîé) äåéñòâó-
åò ñîåäèíåíèå, èçìåíÿåòñÿ ëè ôóíêöèîíèðîâàíèå òåõ æå
ðåãóëÿòîðíûõ ñèñòåì, êîòîðûå èçìåíÿþòñÿ íà ìîäåëè
äâóõñòàäèéíîãî êàíöåðîãåíåçà. Ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî íå-
îáõîäèìûå ñâîéñòâà îïóõîëåâûõ ïðîìîòîðîâ ñëåäóþùèå:
ñïîñîáíîñòü ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ, áëîêèðîâàòü
àïîïòîç è íàðóøàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ
ùåëåâûõ êîíòàêòîâ (Êîáëÿêîâ, 1998; Rakitsky et al., 2000).
Ýòè ýôôåêòû äëÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ îïóõîëåâûõ ïðîìîòî-
ðîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàíû êàê â êóëüòóðå êëåòîê, òàê è â
îïûòàõ in vivo. Ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè è áëîêèðîâà-
íèå àïîïòîçà ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà NF-kB.

Êàíöåðîãåííûìè çàãðÿçíèòåëÿìè îêðóæàþùåé ñðåäû
ÿâëÿþòñÿ ïîëèöèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû
(ÏÀÓ), ñïîñîáíûå ââèäó ñâîåé õèìè÷åñêîé èíåðòíîñòè
íàêàïëèâàòüñÿ è ñîõðàíÿòüñÿ â ñðåäå îáèòàíèÿ. Äëÿ âûâå-
äåíèÿ èç îðãàíèçìà ÏÀÓ ïîäâåðãàþòñÿ ôåðìåíòàòèâíîìó
îêèñëåíèþ ìîíîîêñèãåíàçíîé ôåðìåíòíîé ñèñòåìîé,
ôóíêöèîíàëüíûì çâåíîì êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ öèòîõðîìû
ñåìåéñòâà Ð450. Â ðåçóëüòàòå îêèñëåíèÿ îáðàçóþòñÿ ïðî-
ìåæóòî÷íûå âûñîêîàêòèâíûå ìåòàáîëèòû. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïîäîáíûå ìåòàáîëèòû, â ÷àñòíîñòè äèîëýïîêñèäû, ÿâëÿ-
þòñÿ àãåíòàìè, èíèöèèðóþùèìè îïóõîëü. Â òî æå âðåìÿ
ìåõàíèçì ðåàëèçàöèè ñòàäèè ïðîìîöèè îñòàåòñÿ íåèçâå-
ñòíûì. Ïîìèìî îáðàçîâàíèÿ ìåòàáîëèòîâ ÏÀÓ ó ýòîãî
êëàññà êàíöåðîãåíîâ âûÿâëåí åùå îäèí ýôôåêò, îáóñëîâ-
ëåííûé âçàèìîäåéñòâèåì íåìåòàáîëèçèðîâàííîé ìîëåêó-
ëû âåùåñòâà ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì Ah-ðåöåïòîðîì. Àê-
òèâèðîâàííûé âçàèìîäåéñòâèåì ñ ÏÀÓ Ah-ðåöåïòîð
òðàíñïîðòèðóåòñÿ â ÿäðî, ãäå ôóíêöèîíèðóåò êàê òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð, âûçûâàÿ àêòèâàöèþ ãåíîâ, êîäèðó-
þùèõ èçîôîðìû öèòîõðîìà Ð450 è äðóãèõ ôåðìåíòîâ ìå-
òàáîëèçìà êñåíîáèîòèêîâ (Denison, Whitlock, 1995).

Âëèÿíèå äëèòåëüíîé àêòèâàöèè Ah-ðåöåïòîðà íà ôóí-
êöèè îðãàíèçìà èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ñîåäèíåíåíèé, êîòî-
ðûå äðóãèìè èçâåñòíûìè ñâîéñòâàìè, êðîìå êàê âçàèìî-
äåéñòâèåì ñ Ah-ðåöåïòîðîì, íå îáëàäàëè. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî äëèòåëüíîå ââåäåíèå æèâîòíûì ëèãàíäîâ Ah-ðåöåï-
òîðà, ïîäîáíûõ õëîðèðîâàííûì äèîêñèíàì, âûçûâàåò
ðàçëè÷íûå íàðóøåíèÿ â ôóíêöèîíèðîâàíèè îðãàíèçìà, â
òîì ÷èñëå è ïðîìîöèþ êàíöåðîãåíåçà (Schrenk et al., 2004;
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Bock, Kohle, 2005). Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå â ïîñëåä-
íåå âðåìÿ, ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî àêòèâèðîâàííûé
Ah-ðåöåïòîð, îñóùåñòâëÿþùèé ïåðåäà÷ó èíäóêöèîííîãî
ñèãíàëà, âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðàçëè÷íûìè ðåãóëÿòîðíûìè
áåëêàìè, òàêèìè êàê áåëîê ðåòèíîáëàñòîìû è äð., èçìå-
íÿÿ èõ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü (Ge, Elferink, 1998;
Kim et al., 2000; Tian et al., 2002).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàíöåðîãåííûå ÏÀÓ
ñïîñîáíû ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ñòèìóëèðîâàòü
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê â êóëüòóðå è íàðóøàòü ìåæêëåòî÷-
íûå ùåëåâûå êîíòàêòû (Ãóæàåâà è äð., 1999; Sharovskaya
et al., 2006). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîäîëæèëè èçó÷å-
íèå âëèÿíèå êàíöåðîãåííûõ ÏÀÓ íà ôóíêöèè êëåòîê â
êóëüòóðå, èçìåíåíèå êîòîðûõ ìîãóò îáóñëîâëèâàòü ýô-
ôåêò îïóõîëåâîé ïðîìîöèè. Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäî-
âàíèÿ âûáðàëè ñèñòåìó àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà NF-kB. Ýòîò òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð ÿâëÿåòñÿ
âàæíûì ýëåìåíòîì â ïåðåäà÷å ïðîëèôåðàòèâíîãî è àíòè-
àïîïòè÷åñêîãî ñèãíàëîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåññå îïóõî-
ëåâîé ïðîìîöèè àêòèâèðóåòñÿ ýòîò òðàíñêðèïöèîííûé
ôàêòîð (Okamoto et al., 2007; Karin, 2008; Bollrath, Greten,
2009).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå ðÿäà ÏÀÓ
íà àêòèâíîñòü NF-kB â êëåòêàõ ãåïàòîìû, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ (HepG2) è íå ýêñïðåññèðóþùèõ (Ã27) Ah-ðåöåïòîð.
Ïîêàçàëè, ÷òî ëèãàíäû Ah àêòèâèðóþò NF-kB â êëåòêàõ
îáîèõ òèïîâ, íî êàíöåðîãåííûå ÏÀÓ àêòèâèðóþò NF-kB
áîëåå ýôôåêòèâíî â êëåòêàõ Ã27, íå èìåþùèõ Ah-ðåöåï-
òîðà. Íàõîæäåíèå êëåòîê â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ óñèëèâàåò
ýôôåêò êàíöåðîãåíîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè ãåïàòîìû ÷åëîâåêà
HepG2 è ãåïàòîìû Ã27 êðûñû. Êëåòêè HepG2 áûëè ïîëó-
÷åíû èç ÀÒÑÑ (American Type Culture Collection, ÑØÀ).
Ãåïàòîìà Ã27 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íèçêîäèôôåðåíöèðî-
âàííóþ ïåðåâèâàåìóþ îïóõîëü, ïîëó÷åííóþ äåéñòâèåì
õèìè÷åñêîãî êàíöåðîãåíà íà áåñïîðîäíûõ êðûñ (Øâåì-
áåðãåð, 1970). Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè Ã27 ïîëó÷àëè
èç ïîäêîæíîé îïóõîëè êðûñû ñ ïîìîùüþ ñëåäóþùåé
ïððîöåäóðû: ãåïàòîìó ñòåðèëüíî óäàëÿëè, îòäåëÿëè ó÷àñ-
òîê, ñâîáîäíûé îò íåêðîçîâ, ïîìåùàëè åãî â îõëàæäåí-
íûé ðàñòâîð ñìåñè òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (1 : 1), âûäåðæè-
âàëè 24 ÷ ïðè 4 °Ñ, ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà è äîáàâ-
ëÿëè ñðåäó, ïðåäñòàâëÿþùóþ ñîáîé ñìåñü ñðåä ÄÌÅÌ è
RPÌI (1 : 1), ñîäåðæàâøóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Flow, Àâñòðèÿ) è
100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â êîëè÷å-
ñòâå 70 000 êëåòîê âûñåâàëè âî ôëàêîíû Êîððåëÿ. ×åðåç
24 ÷ ïðîâîäèëè ñìåíó ñðåäû äëÿ óäàëåíèÿ íåïðèêðåïèâ-
øèõñÿ êëåòîê. Äàëåå êëåòêè îáîèõ òèïîâ êóëüòèâèðîâàëè
â ñìåñè ñðåä ÄÌÅÌ è RPÌI (1 : 1), ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (HyClo-
ne, UT, ÑØÀ). Äëÿ ïåðåâîäà êëåòîê â ñîñòîÿíèå ïîêîÿ èõ
â òå÷åíèå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ñ ñîäåðæàíèåì
ñûâîðîòêè 0.5 %.

Â êà÷åñòâå êàíöåðîãåíîâ èñïîëüçîâàëè áåíçî(à)ïèðåí
(ÁÏ) è 3-ìåòèëõîëàíòðåí (ÌÕ) (Fluka, Àâñòðèÿ). Êàíöå-
ðîãåíû ðàñòâîðÿëè â àöåòîíå, äàëåå àöåòîíîâûé ðàñòâîð
äîáàâëÿëè ê ðàñòâîðó àëüáóìèíà ÷åëîâåêà â ñðåäå
(25 ìã/ìë) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ÏÀÓ â àëüáóìèíî-
âîì ðàñòâîðå 500 ìêã/ìë; ýòîò ðàñòâîð äîáàâëÿëè íåïî-
ñðåäñòâåííî ê èñïûòóåìûì êëåòêàì äî êîíå÷íîé êîíöåí-

òðàöèè 5 ìêã/ìë. Êîíöåíòðàöèÿ àöåòîíà áûëà ìåíüøå
0.1 %.

Ð å à ê ö è ÿ Î Ò - Ï Ö Ð. Äëÿ âûäåëåíèÿ ìÐÍÊ èñïîëü-
çîâàëè TRI-ðåàãåíò (Sigma, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó,
ðåêîìåíäóåìîìó ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Êîíöåíòðà-
öèþ òîòàëüíîé ÐÍÊ îïðåäåëÿëè, èçìåðÿÿ îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû 260 íì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ
ïðîâîäèëè ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ) ñ ñèíòå-
òè÷åñêèìè ãåêñàíóêëåîòèäàìè. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè
èñïîëüçîâàëè 1 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷, äàëåå âûäåðæèâàëè 5 ñ ïðè 94 °Ñ
äëÿ èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà. Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ èñïîëüçî-
âàëè äëÿ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Âî âñåõ
ýêñïåðèìåíòàõ ïðîâîäèëè êîíòðîëüíóþ ðåàêöèþ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäû âìåñòî ÐÍÊ. ÏÖÐ
äëÿ âñåõ èçó÷àåìûõ ãåíîâ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõå-
ìå: äåíàòóðàöèÿ ïðè 94 °Ñ â òå÷åíèå 40 ñ; îòæèã ïðàéìå-
ðîâ (62 °Ñ, 10 ñ); ñèíòåç ïðîäóêòà (72 °Ñ, 10 ñ); âûäåðæêà
2 ìèí ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ öèêëîâ ïðè 72 °Ñ. ×èñëî öèê-
ëîâ âàðüèðîâàëî îò 22 äî 32 â çàâèñèìîñòè îò èçó÷àåìîãî
ãåíà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ÐÍÊ âìåñòî
êÄÍÊ. Â ÎÒ-ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ôåðìåíòû —
îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà, MuLV è Taq-SE (Fermentas, Ëàò-
âèÿ). Ïðàéìåðû è ãåêñàíóêëåîòèäû áûëè ñèíòåçèðîâàíû
ôèðìîé Ëèòåõ (Ðîññèÿ). Ïðàéìåðû äëÿ I-kB: ïðÿìîé
5R-CCA TGA AGA AAA GGC ACT GAC CAT GG-3R è îá-
ðàòíûé 5R-GCC ATT ACA GGG CTC CTG AGC ATT G-3R.
Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè ãåíû äîìàøíåãî õîçÿéñòâà —
ãåí b-àêòèíà äëÿ êëåòîê Ã27 êðûñû è ãåí ãëèöåðî-3-ôîñôî-
äåãèäðîãåíàçû (GAPDH) äëÿ êëåòîê HepG2 ÷åëîâåêà.
Ïðàéìåðû ê b-àêòèíó: ïðÿìîé 5R-TGC AGA AGG AGA
TTA CTG CC è îáðàòíûé 5R-GCA GCT CAG TAA CAG
TCC G. Ïðàéìåðû ê GAPDH: ïðÿìîé 5R-CCC CTG GCC
AAG GTC ATC CAT GAC AAC TTT-3R è îáðàòíûé 5R-GGC
CAT GAG GTC CAC CAC CCT GTT GCT GTA-3R.

Êîëè÷åñòâî êÄÍÊ äëÿ àìïëèôèêàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ
ãåíîâ óðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ìÐÍÊ b-àêòèíà äëÿ ãå-
ïàòîìû Ã27 è ïî GAPDH äëÿ êëåòîê HepG2. Ðåàêöèþ ÎÒ
è ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå «Òåð-
öèã» (Ðîññèÿ). Ïðîäóêòû ÎÒ-ÏÖÐ ðàçäåëÿëè ñòàíäàðòíûì
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèì ìåòîäîì ïðè íàïðÿæåíèè 150 B â
2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå, ïðèãîòîâëåííîì íà ÒÂÅ-áóôåðå,
â òå÷åíèå 30 ìèí. Ýëåêòðîôîðåãðàììû äåíñèìåòðèðîâà-
ëè. Ïðè àíàëèçå ãåëåé èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Scion
Image, âåðñèÿ 4.0.2.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ã å í à N F - k B è î ï ð å ä å ë å í è å
à ê ò è â í î ñ ò è ð å ï î ð ò å ð í î ã î ã å í à. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè NF-kB êëåòêè òðàíñôèöè-
ðîâàëè ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ëþöèôåðàçíûé ðåïîðòåð-
íûé ãåí ïîä êîíòðîëåì ðåñïîíñèâíîãî ýëåìåíòà NF-kB.
Èñïîëüçóåìàÿ â äàííîé ðàáîòå ïëàçìèäà áûëà ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíà À. Â. Ãàñïàðÿíîì. Òðàíñôåêöèþ ïðîâîäè-
ëè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 37 °Ñ â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè. Â êà÷å-
ñòâå òðàíñôèöèðóþùåãî àãåíòà äëÿ êëåòîê Ã27 èñïîëüçî-
âàëè Polifect (Qiagen, ÑØÀ), à äëÿ êëåòîê HepG2 — Fuge-
ne 6 (Roche, Øâåéöàðèÿ). Äëÿ êîíòðîëÿ ýôôåêòèâíîñòè
òðàíñôåêöèè êëåòêè òàêæå òðàíñôèöèðîâàëè ïëàçìèäîé,
ñîäåðæàùåé b-ãàëàêòîçèäàçó. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè. Ëþöèôåðàçíóþ àêòèâ-
íîñòü èçìåðÿëè ñîãëàñíî ñòðàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó (Pro-
mega, USA) íà ïðèáîðå Turner BioSystems 20/20 n lumino-
meter (ÑØÀ) è ðàññ÷èòûâàëè èç ñîîòíîøåíèÿ àêòèâíîñòåé
ëþöèôåðàçû è b-ãàëàêòèçèäàçû è âûðàæàëè â îòí. åä.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè êàê ìè-
íèìóì èç òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB â êëåòêàõ ãåïàòîì 419



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
ãåíà I-kB â êóëüòóðå êëåòîê ãåïàòîìû HepG2 ïîä äåéñò-
âèåì êàíöåðîãåíîâ ÁÏ è ÌÕ â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåò-
êàõ è â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ. Â ïî-
êîÿùèõñÿ êëåòêàõ äåéñòâèå êàíöåðîãåíîâ çíà÷èòåëüíî,
ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ I-kB ïîä äåéñòâèåì êàíöåðîãåíîâ óâå-
ëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà. Â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â
ñîñòîÿíèè ïðîëèôåðàöèè, óðîâåíü ìÐÍÊ I-kB ïîä äåéñò-
âèåì êàíöåðîãåíîâ èìååò òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, íî ýôôåêò ñòàòèñòè÷åñêè íåäî-
ñòîâåðåí. Â êëåòêàõ ãåïàòîìû Ã27 àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ I-kB â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ ïîä äåéñòâèåì èçó÷àåìûõ

êàíöåðîãåíîâ âûøå, ÷åì â êëåòêàõ ãåïàòîìû HepG2
(ðèñ. 2). Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ Ã27 ýôôåêò ÁÏ
ñíèæàåòñÿ òàê æå, êàê è â ñëó÷àå ñ êëåòêàìè HepG2, îä-
íàêî óðîâåíü ìÐÍÊ I-kB îñòàåòñÿ âûøå, ÷åì â êîíòðîëü-
íûõ êëåòêàõ. Â îòëè÷èå îò ÁÏ äåéñòâèå ÌÕ îäèíàêîâî
çíà÷èòåëüíî êàê â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ, òàê è â ïðîëè-
ôåðèðóþùèõ. Ïîñêîëüêó òðàíñôåêöèÿ êëåòîê (ñîãëàñ-
íî ìåòîäèêå) ïðîèçâîäèòñÿ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå, àê-
òèâàöèþ NF-kB ìåòîäîì òðàíñôåêöèè îïðåäåëÿëè òîëüêî
â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, â êëåòêàõ ãå-
ïàòîìû Ã27 ýôôåêòèâíîñòü àêòèâàöèè NF-kB ïðè äåéñò-
âèè è ÁÏ, è ÌÕ çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ HepG2,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðåçóëüòàòàì, ïðèâåäåííûì íà ðèñ. 1
è 2.

420 Ì. Ñ. Âîëêîâ, Â. À. Êîáëÿêîâ

Ðèñ. 1. Óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà I-kB ïîñëå âîçäåéñòâèÿ áåíçî(à)ïèðåíà (ÁÏ, à) èëè 3-ìåòèëõîëàíòðåíà (ÌÕ, á) íà êëåòêè ãåïàòîìû
HepG2, êóëüòèâèðóåìûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ èëè â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ.

Äîðîæêè: 1, 2 — êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ ñîîòâåòñòâåííî â îòñóòñòâèå (2) è â ïðèñóòñòâèè (1) ÁÏ (à) èëè ÌÕ (á); 3, 4 — êëåòêè, êóëüòè-
âèðóåìûå â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ñîîòâåòñòâåííî â îòñóòñòâèå (4) è â ïðèñóòñòâèè (3) ÁÏ (à) èëè ÌÕ (á). Ãðàôèêè (â, ã) ïîêàçûâàþò ðåçóëüòàòû äåíñè-

òîìåòðè÷åñêîãî ñêàíèðîâàíèÿ ýëåêòðîôîðåãðàìì (ñîîòíîøåíèå ïîëîñû I-kB ê ïîëîñå GPDH, îòí. åä.).

Ðèñ. 2. Óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà I-kB ïîñëå âîçäåéñòâèÿ áåíçî(à)ïèðåíà (ÁÏ) èëè 3-ìåòèëõîëàíòðåíà (ÌÕ) íà êëåòêè ãåïàòîìû Ã27, íà-
õîäÿùèåñÿ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ èëè â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ.

Îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê ðèñ. 1.



Àêòèâàöèÿ NF-kB ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ýëåìåíòîì äåéñò-
âèÿ ñîåäèíåíèé, âûçûâàþùèõ îïóõîëåâóþ ïðîìîöèþ
(Hsu et al., 2000; Karin, 2008; Bollrath, Greten, 2009). Ïðè-
íÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî íåãåíîòîêñè÷åñêèå ýôôåêòû êàíöåðî-
ãåííûõ ÏÀÓ, òàêèå êàê èíäóêöèÿ ôåðìåíòîâ, îáóñëîâëå-
íû àêòèâàöèåé Ah-ðåöåïòîðà. Äëÿ ìíîãèõ îïóõîëåâûõ
ïðîìîòîðîâ (õëîðèðîâàííûõ äèîêñèíîâ, íàôòîôëàâîíîâ)
âûÿâëåí òîëüêî îäèí îáúåêò âîçäåéñòâèÿ — Ah-ðåöåïòîð.
Îäíàêî àíàëèç äàííûõ ëèòåðàòóðû ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ñóùåñòâóåò ôåíîìåí áèîëîãè÷åñêîãî ýôôåêòà
ëèãàíäîâ Ah-ðåöåïòîðà â êëåòêàõ, â êîòîðûõ îòñóòñòâîâàë
Ah-ðåöåïòîð. Ïîêàçàíî, ÷òî 2,3,7,8-òåòðàõëîð-äèáåíçäè-
îêñèí (ÒÕÄÄ) ñòèìóëèðîâàë ÌÀÐ-êèíàçíûé êàñêàä â
êëåòêàõ íåçàâèñèìî îò Ah-ðåöåïòîðà (Oikawa et al., 2001).
ÒÕÄÄ âûçûâàë àïîïòîç â Ò-êëåòêàõ, â êîòîðûõ îòñóòñòâî-
âàë Ah-ðåöåïòîð (Hossain et al., 1998). Àíàëèç àêòèâàöèè
ãåíîâ áûñòðîãî îòâåòà, òàêèõ êàê fos è jun, ïðè äåéñòâèè
ÒÕÄÄ ïîêàçàë, ÷òî àêòèâàöèÿ ïðîèñõîäèò ïî íåñêîëüêèì
ìåõàíèçìàì è ïî êðàéíåé ìåðå îäèí èç íèõ íå çàâèñèò îò
Ah-ðåöåïòîðà (Hoffer et al., 1996). Àêòèâàöèÿ ÌÀÐ-êèíàç
ïðè äåéñòâèè ÒÕÄÄ íàáëþäàåòñÿ â êóëüòóðå êëåòîê, â êî-
òîðûõ îòñóòñòâóåò Ah-ðåöåïòîð (Tian et al., 2002).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ ãåïàòîìû ìûøåé Íåðà
1ñ1ñ7 àíòèàïîïòîòè÷åñêîå äåéñòâèå ÁÏ íå èíãèáèðóåòñÿ
a-íàôòîôëàâîíîì — âåùåñòâîì, êîòîðîå îäíîâðåìåííî
ÿâëÿåòñÿ è èíãèáèòîðîì ìåòàáîëèçìà ÏÀÓ, è àíòàãîíè-
ñòîì Ah-ðåöåïòîðà (Solhaug et al., 2004). Ïîêàçàíî, ÷òî
ÁÏ îäèíàêîâî ýôôåêòèâíî àêòèâèðîâàë ÌÀÐ-êèíàçíûé
êàñêàä â êëåòêàõ íîðìàëüíûõ ìûøåé è â êëåòêàõ, ïîëó-
÷åííûõ èç ìûøåé ñ íîêàóòèðîâàííûì ãåíîì Ah-ðåöåïòî-
ðà (Tan et al., 2002). Â ìàêðîôàãàõ ÷åëîâåêà ÁÏ ñòèìóëè-
ðîâàë ýêñïðåññèþ TNFa, êîòîðàÿ íå óìåíüøàëàñü ïðè
äåéñòâèè àíòàãîíèñòîâ Ah-ðåöåïòîðà, èç ÷åãî àâòîðû äå-
ëàþò âûâîä î òîì, ÷òî ýòîò ýôôåêò íå ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé
Ah-ðåöåïòîðà (Lecureur et al., 2005). Â äðóãîé ðàáîòå (Ide
et al., 2004) ïîêàçàíî, ÷òî êàíöåðîãåííàÿ àêòèâíîñòü
7,12-äèìåòèëáåíç(à)àíòðàöåíà îäèíàêîâà â ìûøàõ, èìåþ-
ùèõ Ah-ðåöåïòîð, è â ìûøàõ, íîêàóòèðîâàííûõ ïî åãî
ãåíó. Âñå ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî íåêîòîðûå ýïèãåíåòè÷åñêèå ýôôåêòû ÏÀÓ è äðóãèõ
ëèãàíäîâ Ah-ðåöåïòîðà ìîãóò ðåàëèçîâûâàòüñÿ íåçàâèñè-
ìî îò Ah-ðåöåïòîðà. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî â êëåòêàõ ïî-
ìèìî èçâåñòíûõ ïóòåé, ðåàëèçóþùèõ áèîëîãè÷åñêèé ýô-
ôåêò ÏÀÓ, ñóùåñòâóåò ïî êðàéíåé ìåðå åùå îäèí ïóòü,
îáóñëîâëåííûé âçàèìîäåéñòâèåì èñõîäíîé íåìåòàáîëè-
çèðîâàííîé ìîëåêóëû âåùåñòâà ñ íåèçâåñòíûì êîìïîíåí-
òîì êëåòêè. Àêòèâàöèÿ NF-kÂ — íå åäèíñòâåííûé ðå-
çóëüòàò ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî èíãèáèðîâàíèå ìåæêëå-
òî÷íûõ ùåëåâûõ êîíòàêòîâ ïðè äåéñòâèè ÁÏ è ðÿäà äðó-
ãèõ êàíöåðîãåííûõ ÏÀÓ (Øàðîâñêàÿ è äð., 2004; Sharov-
skaya et al., 2006) êàê â êëåòêàõ ãåïàòîìû HepG2, òàê è â
êëåòêàõ ãåïàòîìû Ã27. Ïîñêîëüêó ìåæêëåòî÷íûå ùåëå-
âûå êîíòàêòû íàðóøàþòñÿ â îäèíàêîâîé ñòåïåíè â êëåò-
êàõ ãåïàòîì Ã27 è HepG2, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
ýòî äåéñòâèå êàíöåðîãåíîâ íå ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé
NF-kÂ. Ðàçëè÷èÿ äåéñòâèé ÁÏ íà êëåòêè ãåïàòîì Ã27 è
HepG2 ïî àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kÂ
ìîæíî îáúÿñíèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì. Â êëåòêàõ ãåïàòî-
ìû HepG2 ïðèñóòñòâóþò êàê Ah-ðåöåïòîð, òàê è íåèçâåñò-
íûé àêöåïòîð ÁÏ, àêòèâèðóþùèé NF-kÂ. Ïîñêîëüêó àê-
òèâèðîâàííûé Ah-ðåöåïòîð ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ NF-kÂ, áëîêèðóÿ åãî ôóíêöèþ (Tian et al., 2002), â êëåò-
êàõ ñ Ah-ðåöåïòîðîì, òàêèõ êàê HepG2, â ýòîé êîíêóðåí-
öèè äåéñòâèå Ah-ðåöåïòîðà áîëåå ýôôåêòèâíî. Â ðåçóëü-

òàòå àêòèâàöèÿ î÷åíü ñëàáà ïðè äåéñòâèè ÁÏ. Â ãåïàòîìå
Ã27 îòñóòñòâóåò Ah-ðåöåïòîð, è àêòèâàöèè NF-kÂ íè÷åãî
íå ïðåïÿòñòâóåò. Èíòåðåñåí òîò ôàêò, ÷òî â êëåòêàõ, íàõî-
äÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ, àêòèâàöèÿ ãåíà NF-kB çíà÷è-
òåëüíî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè
ïðîëèôåðàöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-00107).
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ACTIVATION OF TRANSCRIPTION FACTOR NF-kB BY CARCINOGENIC POLYCYCLIC
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Effect of carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) benzo(a)pyrene (BP) and 3-methylcholant-
hrene (MC) on transcription factor NF-kB activation was studied. The determination of NF-kB activity was per-
formed by two different methods: determination of mRNA expression of NF-kB-dependent I-kB gene, and de-
termination of transcription activity of co-transfected with the plasmid containing the luciferase reporter gene
under the NF-kB-sensitive promoter. As a subject of inquiry the hepatoma cell cultures HepG2 expressed Ah re-
ceptor and G27 not expressed Ah receptor were used. BP and MC weekly enhanced NF-kB activity in prolifera-
ting HepG2 cells. The enhance of NF-kB activity was significantly higher in resting cells. NF-kB activation by
BP and MC in hepatoma G27 cells was significantly higher in hepatima G27 cells than in HepG2 cells both in
proliferating and resting cells. The role of Ah receptor in PAH action on NF-kB activation is discussed.
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