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Íàëè÷èå è ëîêàëèçàöèÿ áåëêà òåïëîâîãî øîêà Hsp70 â òó÷íûõ êëåòêàõ êðûñû

Áåëêè òåïëîâîãî øîêà (ÁÒØ) ÿâëÿþòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûìè øàïåðîíàìè, à òàêæå èñïîëíèòåëÿìè ðÿ-
äà ñèãíàëüíûõ è èììóíîìîäóëÿòîðíûõ ôóíêöèé âíå êëåòêè, îáåñïå÷èâàÿ ïîñòñòðåññîðíîå âîññòàíîâëå-
íèå êàê íà êëåòî÷íîì, òàê è íà îðãàíèçìåííîì óðîâíå. Àêòèâíîå ó÷àñòèå òó÷íûõ êëåòîê (ÒÊ) â àäàïòà-
öèè îðãàíèçìà ê ñòðåññó ìîæåò áûòü ñîïðÿæåíî, â ÷àñòíîñòè, ñ íàëè÷èåì â èõ ñåêðåòîðíûõ ãðàíóëàõ
ÁÒØ. Ìåòîäîì ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé èììóíîöèòîõèìèè áûëà ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ áåëêà òåï-
ëîâîãî øîêà Hsp70 â ãðàíóëàõ ÒÊ ïåðèêàðäà è ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè êðûñû. Ðåçóëüòàòû èììóíîáëî-
òèíãà ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå Hsp70 â ÒÊ, âûäåëåííûõ èç ñóñïåíçèè ïåðèòîíåàëüíûõ êëåòîê ìåòîäîì ðàç-
äåëåíèÿ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà. Îáñóæäàþòñÿ ïðåäïîëàãàåìàÿ ðîëü ÒÊ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà âíåêëåòî÷-
íîãî Hsp70, à òàêæå âîçìîæíîå ó÷àñòèå Hsp70 âî âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ â ÒÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òó÷íàÿ êëåòêà, ñåêðåòîðíûå ãðàíóëû, áåëîê òåïëîâîãî øîêà 70.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÒØ — áåëêè òåïëîâîãî øîêà, ÒÊ — òó÷íàÿ êëåòêà, Hsp70 — heat
shock protein 70.

Áåëîê òåïëîâîãî øîêà 70 (Hsp70) âõîäèò â ñåìåéñòâî
ìîëåêóëÿðíûõ øàïåðîíîâ. Âíóòðèêëåòî÷íûé Hsp70 ó÷à-
ñòâóåò â ôîëäèíãå è òðàíñïîðòå áåëêîâ ÷åðåç âíóòðèêëå-
òî÷íûå ìåìáðàíû, à òàêæå â ðåíàòóðàöèè áåëêîâ ïîñëå
ñòðåññîðíûõ âîçäåéñòâèé (Young, 2010).

Â íåáîëüøîé êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íûé Hsp70
ïðèñóòñòâóåò â ñûâîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà ïðè íîðìàëü-
íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (Pockley et al., 1998).
Åãî êîíöåíòðàöèÿ çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ ïðè ìíî-
ãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, áëàãîäàðÿ ÷åìó áåëêè òåï-
ëîâîãî øîêà ñëóæàò áèîëîãè÷åñêèìè ìàðêåðàìè íå-
áëàãîïðèÿòíîãî ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà. Òàê, èøåìè÷å-
ñêèé ìèîêàðä âûäåëÿåò Hsp70, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â
ïîñòèøåìè÷åñêîé âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè (Dybdahl et
al., 2005; Zou et al., 2008). Ïîâûøåíèå óðîâíÿ Hsp72 â
ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà çàðåãèñòðèðîâàíî ïðè îñòðîì êî-
ðîíàðíîì ñèíäðîìå (Zhang et al., 2010), ïðè ïîñëåîïåðà-
öèîííîé èíôåêöèè è äèñôóíêöèè ïå÷åíè ïîñëå åå ðåçåê-
öèè (Kimura et al., 2004), ïðè ëåãî÷íîé ïàòîëîãèè (Ganter
et al., 2006) è èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèÿõ (Njemini et al.,
2007).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî íåñêîëüêî ôóíê-
öèé âíåêëåòî÷íîãî Hsp70 (ñì. îáçîð: Åâäîíèí, Ìåäâåäå-
âà, 2009). ßâëÿÿñü ìåäèàòîðîì ìåæêëåòî÷íîãî îáùåíèÿ è
òðàíñïîðòà, öèðêóëèðóþùèé Hsp70 âêëþ÷åí â îáùóþ ðå-
àêöèþ îðãàíèçìà íà ñòðåññ. Îí ñâÿçûâàåòñÿ ñ ðåöåïòîðà-
ìè ñîñåäíèõ êëåòîê, òàêèìè êàê TLR-2, TLR-4, LOX-1,
CD36, CD40, CD91 è SR-A (Binder et al., 2004), èíèöèèðóÿ
êàñêàä ñèãíàëüíûõ ïðîöåññîâ, à òàêæå ó÷àñòâóåò â òðàíñ-
ïîðòå áåëêîâûõ ìîëåêóë, â òîì ÷èñëå áåëêîâûõ àíòèãå-
íîâ. Âçàèìîäåéñòâèå Hsp70 ñ àíòèãåíïðåçåíòèðóþùèìè
êëåòêàìè ïðèâîäèò ê èõ àêòèâàöèè è ñåêðåöèè âîñïàëè-

òåëüíûõ öèòîêèíîâ, ÷òî ïîâûøàåò êàê âðîæäåííûé, òàê è
ïðèîáðåòåííûé èììóíèòåò, â ÷àñòíîñòè, óñèëèâàåò ïðî-
òèâîîïóõîëåâûå ðåàêöèè îðãàíèçìà (Calderwood et al.,
2005, 2007). Âíåêëåòî÷íûé Hsp70 óêðåïëÿåò èììóííûé
ñòàòóñ îðãàíèçìà òàêæå â ðåçóëüòàòå ïîëîæèòåëüíîãî
âëèÿíèÿ íà ôàãîöèòàðíóþ àêòèâíîñòü ìàêðîôàãîâ (Wang
et al., 2006).

Â ïëàçìó êðîâè Hsp70 ìîæåò ïîïàäàòü â ðåçóëüòà-
òå ãèáåëè è ðàñïàäà êëåòîê, ïîä÷àñ äîâîëüíî èíòåíñèâ-
íûõ ïðè ðÿäå ïàòîëîãèé. Îäíàêî óðîâåíü ýòîãî áåëêà â
êðîâè ìîæåò ïîâûøàòüñÿ è áëàãîäàðÿ åãî àêòèâíîé ñåêðå-
öèè íåêîòîðûìè æèâûìè êëåòêàìè â îòâåò íà âîçäåéñò-
âèå öèòîêèíîâ, îñòðîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñòðåññà è ôè-
çè÷åñêèõ íàãðóçîê (Asea, 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî in vitro
Hsp70 ñåêðåòèðóþò ãëèàëüíûå êëåòêè (Guzhova et al.,
2001), êëåòêè ïëàçìîöèòîìû (Altieri et al., 2004), ìîíî-
íóêëåàðíûå êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (Hunter-Lavin
et al., 2004) è êëåòêè êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 (Evdonin
et al., 2006).

Òó÷íûå êëåòêè (ÒÊ) ïðèíèìàþò àêòèâíîå ó÷àñòèå â
èììóííûõ è ïîñëåñòðåññîâûõ ðåàêöèÿõ îðãàíèçìà. Ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè âûÿâëåíî áîëåå 50 áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ âåùåñòâ, êîòîðûå ÒÊ çàïàñàþò â ñâîèõ ãðàíóëàõ è
âûäåëÿþò âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó. Ñåêðåöèÿ ÒÊ ïðîèñõî-
äèò êàê â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, òàê è áîëåå àêòèâíî
ïîñëå ñòèìóëèðóþùèõ ôèçè÷åñêèõ, áèîõèìè÷åñêèõ, èì-
ìóííûõ è äðóãèõ âîçäåéñòâèé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè íàëè÷èå è ëîêà-
ëèçàöèþ Hsp70 â êðûñèíûõ ÒÊ, îòíîñÿùèõñÿ ê äâóì ñóá-
ïîïóëÿöèÿì : ïåðèòîíåàëüíûì ÒÊ (ñóáïîïóëÿöèÿ ñåðîç-
íûõ ÒÊ) è ïåðèêàðäèàëüíûì ÒÊ (ñóáïîïóëÿöèÿ ñîåäèíè-
òåëüíîòêàííûõ ÒÊ).
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ò ó ÷ í û õ ê ë å ò î ê. ×èñòàÿ ôðàêöèÿ
òó÷íûõ êëåòîê (ÒÊ) áûëà ïîëó÷åíà èç ñóñïåíçèè ïåðèòî-
íåàëüíûõ êëåòîê êðûñû ïóòåì ðàçäåëåíèÿ êëåòî÷íûõ
ôðàêöèé â ñòóïåí÷àòîì ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà
(Percoll, GE Healthcare) (Enerback, Svensson, 1988). Èñ-
ïîëüçîâàëè 10 êðûñ Âèñòàð ìàññîé 250—330 ã. Ïîñëå
óñûïëåíèÿ êðûñ âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèåé íåìáóòàëà
èõ äåêàïèòèðîâàëè, èíúåöèðîâàëè âíóòðèáðþøèííî
10 ìë òåïëîãî (37 °Ñ) ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà, ëåãêî
ìàññèðîâàëè áðþøêî, âñêðûâàëè áðþøíóþ ïîëîñòü ïî
ñðåäíåé ëèíèè è ïàñòåðîâñêîé ïèïåòêîé ñîáèðàëè ñìûâ
êëåòîê ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè. Ñìûâû îò 10 êðûñ îáú-
åäèíÿëè, öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 200 g è
ðåñóñïåíäèðîâàëè êëåòî÷íûé îñàäîê â 1 ìë ôîñôàòíî-ñî-
ëåâîãî áóôåðà.

Äàëåå 0.75 ìë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè ñìåøèâàëè ñ
3.5 ìë èçîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà Ïåðêîëëà, ñâåðõó àêêó-
ðàòíî íàñëàèâàëè 0.5 ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà
(NaCl 137 ìÌ, KCl 5 ìÌ, ÁÑÀ 0.1 %, Hepes 10 ìÌ,
pH 7.4) è öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 125 g. Èçîòîíè-
÷åñêèé ðàñòâîð Ïåðêîëëà ïîëó÷àëè ñìåøèâàÿ 9 ìë Ïåð-
êîëëà ñ 1 ìë 10-êðàòíîãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà.
Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ôðàêöèþ ÒÊ ñîáèðàëè â íèæ-
íåé ÷àñòè ïðîáèðêè è äâàæäû ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðîì. Îáðàçöû êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè äëÿ ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ áðàëè äî è ïîñëå
ðàçäåëåíèÿ â Ïåðêîëëå. Âûäåëåííûå ÒÊ àíàëèçèðîâàëè
ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà.

Äîëþ (â %) ÒÊ â îáðàçöàõ ñóñïåíçèè, âçÿòûõ äî è ïîñ-
ëå î÷èñòêè ôðàêöèè ÒÊ, ïîäñ÷èòûâàëè ïðè ïîìîùè ñâå-
òîâîãî ìèêðîñêîïà íà ïîëóòîíêèõ ñðåçàõ, îêðàøåííûõ
ìåòèëåíîâûì ñèíèì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà àíàëèçèðîâàëè
ïî 300 êëåòîê.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðî-
ôîðåç ïðîâîäèëè â 10% -íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ
ÄÑÍ ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Laemmli, 1970).
Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó ìåòîäîì ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà (Towbin
et al., 1979). Èììóíîäåòåêöèþ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïî-
ëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë R 2.3 ïðîòèâ Hsp70 áûêà (Íîâîñå-
ëîâ è äð., 2004) â ðàçâåäåíèè 1 10 000 è ìåòîäà óñèëåííîé
õåìèëþìèíåñöåíöèè. Â êà÷åñòâå ìàðêåðíîãî áåëêà èñ-
ïîëüçîâàëè î÷èùåííûé ïðåïàðàò Hsp70 áûêà.

Ý ë å ê ò ð î í í î - ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê à ÿ è ì ì ó í î -
ö è ò î õ è ì è ÿ. Êëåòêè, âûäåëåííûå èç ïîïóëÿöèè ïåðèòî-
íåàëüíûõ êëåòîê, à òàêæå îáðàçöû ïåðèêàðäà ôèêñèðîâà-
ëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì
áóôåðå ñ äîáàâëåíèåì 0.15 Ì ñàõàðàçû, ðÍ 7.4, â òå÷åíèå
1 ÷, ïîñòôèêñèðîâàëè â 1%-íîì OsO4, îáåçâîæèâàëè â
ñïèðòàõ âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè è çàëèâàëè â ñìåñü
Ýïîíà è Àðàëäèòà ïî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëàì. Óëüòðà-
òîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ àëìàçíîãî íîæà è
ïîìåùàëè íà íèêåëåâûå ñåòî÷êè. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì èì-
ìóííîé ðåàêöèè ñðåçû îáðàáàòûâàëè Í2Î2 äëÿ ðàçðûõëå-
íèÿ ýïîêñèäíîé ñìîëû. Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå (Lasunskaia et al., 1997) èëè
ïîëèêëîíàëüíûå (Íîâîñåëîâ è äð., 2004) àíòèòåëà ïðîòèâ
Hsp70. Ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â òå-
÷åíèå 1 ñóò ïðè 4 °Ñ. Âòîðûìè àíòèòåëàìè ñëóæèëè êðû-
ñèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíîãî IgG è êîçüè àíòèòåëà
ïðîòèâ êðîëè÷üåãî IgG (ñîîòâåòñòâåííî ïåðâûì àíòèòå-
ëàì), êîíúþãèðîâàííûå ñ êîëëîèäíûì çîëîòîì (10 íì).
Ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå

1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì ñðåçû êîíòðàñòè-
ðîâàëè ðàñòâîðàìè óðàíèë-àöåòàòà è öèòðàòà ñâèíöà è
ïðîñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEM 7A ïðè
80 êÂ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ñðåçû, ïðîâåäåííûå ïî âñåé
ïðîöåäóðå, íî ìèíóÿ îáðàáîòêó ïåðâûìè àíòèòåëàìè.

Ðåçóëüòàòû

Ïîïóëÿöèÿ êëåòîê ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè êðûñû ñî-
äåðæèò ëèìôîöèòû, ýîçèíîôèëû, íåéòðîôèëû è òó÷íûå
êëåòêè (ÒÊ). ÒÊ ñîñòàâëÿþò îêîëî 5 % âñåé êëåòî÷íîé ïî-
ïóëÿöèè. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåð-
êîëëà â âûäåëåííîé ôðàêöèè äîëÿ ÒÊ äîñòèãàåò 98 %.

Àíàëèç ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàë íàëè÷èå
Hsp70 â ÒÊ ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè êðûñû. Íà ðèñ. 1
âèäíî, ÷òî àíòèòåëà ê Hsp70 ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ
áåëêîì, ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè ñîîòâåòñò-
âóþùèì Hsp70 áûêà.

Ïåðèêàðä êðûñû ñîñòîèò èç ñëîÿ ñîåäèíèòåëüíîé òêà-
íè, îáå ïîâåðõíîñòè êîòîðîé ïîêðûòû ìåçîòåëèàëü-
íûì ïëîñêèì ýïèòåëèåì. Òîëùèíà ïåðèêàðäà âàðüèðóåò
îò 13 äî 65 ìêì. ÒÊ ðàñïîëîæåíû â òîëùå ñîåäèíèòåëü-
íîé òêàíè îêîëî êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ è íåðâíûõ îêîí-
÷àíèé.

ÒÊ ïåðèòîíåíàëüíîé ïîëîñòè è ïåðèêàðäà êðûñû
èìåþò ñõîäíóþ óëüòðàñòðóêòóðó (ðèñ. 2). Îäíîÿäåðíàÿ
êëåòêà çàïîëíåíà ãðàíóëàìè. Íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè èìå-
þòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå òîíêèå âûðîñòû, îáðàçîâàíèå êîòî-
ðûõ ñâÿçàíî ñ ïðîöåññîì âûõîäà ãðàíóë â õîäå ñïîíòàí-
íîé äåãðàíóëÿöèè. Ãðàíóëû ìîæíî ïîäðàçäåëèòü íà äâà
òèïà: ãðàíóëû, çàïîëíåííûå ãîìîãåííûì ñîäåðæèìûì
ñðåäíåé ýëåêòðîííîé ïëîòíîñòè, è ãðàíóëû, èìåþùèå
òîíêîâîëîêíèñòóþ ñòðóêòóðó. Ãðàíóëû âòîðîãî òèïà ÷àñ-
òî âèäíû â ñòàäèè âûõîäà èç êëåòêè è â îêîëîêëåòî÷íîì
ïðîñòðàíñòâå.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå âûÿâèëî ëîêà-
ëèçàöèþ Hsp70-èììóíîðåàêòèâíîãî áåëêà â ãðàíóëàõ ÒÊ
(ðèñ. 2). Ãðàíóëû ñ ãîìîãåííûì ñîäåðæèìûì ìåòÿòñÿ çíà-
÷èòåëüíî èíòåíñèâíåå, ÷åì òîíêîâîëîêíèñòûå ãðàíóëû
âíóòðè è âíå êëåòêè.

Îáñóæäåíèå

Èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå ñâåäåíèÿ î íàëè÷èè Hsp70 â
ÒÊ îãðàíè÷åíû äâóìÿ ôàêòàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ
êóëüòóðû RBL (êëåòêè Rat Basophilic Leukemia, ãîìîëî-
ãè÷íûå ìóêîçíûì ÒÊ êðûñû) óðîâåíü Hsp70 óâåëè÷èâàåò-
ñÿ â îòâåò íà ïîâðåæäàþùèå âîçäåéñòâèÿ, òàêèå êàê òåï-
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Ðèñ. 1. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïåðèòîíåàëüíûõ òó÷íûõ êëåòîê
êðûñû.

ÒÊ — òó÷íûå êëåòêè ïåðèòîíåàëüíîé ïîëîñòè êðûñû, Hsp70 — áåëîê
òåïëîâîãî øîêà 70, âûäåëåííûé èç ìûøöû áûêà.



ëîâîé øîê èëè îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Bachelet et al.,
2002), è ÷òî â ïðîèñõîäÿùèõ èç êîñòíîãî ìîçãà ÒÊ ìûøè
ýêñïðåññèÿ è ñåêðåöèÿ Hsp70 in vitro èíäóöèðóþòñÿ òåï-
ëîâûì øîêîì è äðóãèìè ñòðåññîðíûìè âîçäåéñòâèÿìè
(Mortaz et al., 2006). Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå óñòàíîâëå-
íî ïðèñóòñòâèå Hsp70-èììóíîðåàêòèâíîãî ìàòåðèàëà in
situ â ãðàíóëàõ ñåðîçíûõ è ñîåäèíèòåëüíîòêàííûõ ÒÊ
êðûñ, íå ïîäâåðãàâøèõñÿ äåéñòâèþ ñòðåññ-àãåíòîâ. Ïðî-
èñõîäèò ëè ñåêðåöèÿ ýòîãî Hsp70 ïðè íîðìàëüíûõ ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, íåÿñíî. Ïî íàøèì íàáëþäåíèÿì,
ñïîíòàííî âûøåäøèå èç ÒÊ ãðàíóëû ñîäåðæàò Hsp70-èì-
ìóíîðåàêòèâíûé ìàòåðèàë â íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ èëè
âîâñå åãî íå ñîäåðæàò.

Ìåõàíèçìû ñåêðåöèè ÒÊ íå âïîëíå âûÿñíåíû. Ïðåä-
ëàãàåòñÿ íåñêîëüêî ïóòåé âûõîäà çàïàñàåìûõ â ãðàíóëàõ
ìåäèàòîðîâ èç ÒÊ, ðåàëèçóåìûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ. Ðàç-
ëè÷àþò ðåãóëèðóåìóþ è êîíñòèòóòèâíóþ ñåêðåöèþ
ÒÊ. Ðåãóëèðóåìàÿ ñåêðåöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîä âëèÿíè-
åì àãåíòîâ, àêòèâèðóþùèõ ÒÊ. Ïðè ñèëüíûõ âîçäåéñòâè-
ÿõ ÒÊ ïîäâåðãàþòñÿ òîòàëüíîé äåãðàíóëÿöèè, â õîäå êî-
òîðîé ãðàíóëû öåëèêîì âûõîäÿò èç êëåòêè. Ýòîò òèï ñåê-
ðåöèè íàçûâàþò àíàôèëàêòè÷åñêèì (Dvorak et al., 1991),
èëè «kiss-and-merge» (Deng et al., 2009). Âòîðîå íàçâàíèå
îòðàæàåò ôàêò ñëèÿíèÿ ìåìáðàíû ãðàíóëû ñ ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíîé â õîäå äåãðàíóëÿöèè. Â áîëåå ìÿãêèõ
óñëîâèÿõ ïðîèñõîäèò äîçèðîâàííàÿ è äèôôåðåíöèðîâàí-
íàÿ ñåêðåöèÿ ìåäèàòîðîâ èç ÒÊ ïðè ïîìîùè âåçèêóëÿðíî-
ãî òðàíñïîðòà îò ãðàíóëû ê ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Ýòîò âà-
ðèàíò ñåêðåöèè îáîçíà÷àþò êàê «piecemeal mechanism»
(Dvorak, Kissel, 1991).

Åùå îäèí ïðåäëîæåííûé ìåõàíèçì âûäåëåíèÿ ìåäèà-
òîðîâ ÒÊ, íàçûâàåìûé «kiss-and-run» (Deng et al., 2009),
âêëþ÷àåò â ñåáÿ îáðàçîâàíèå êðàòêîâðåìåííûõ íàíîïîð
ìåæäó ïåðèãðàíóëÿðíîé è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíà-
ìè. Ïî-âèäèìîìó, ýòî îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ïîðîñîìû —
ñòðóêòóðû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ñåêðåòîðíûõ êëå-
òîê, íåäàâíî îòêðûòûå ñ ïîìîùüþ àòîìíîé ñèëîâîé ìèê-
ðîñêîïèè (Jeremic, 2008). Ïîðîñîìû ôîðìèðóþòñÿ â ìåñ-
òå êîíòàêòà ìåìáðàíû ñåêðåòîðíûõ ïóçûðüêîâ ñ ïëàçìà-
òè÷åñêîé ìåìáðàíîé; äèàìåòð èõ ïðîõîäíîãî êàíàëà
ñîñòàâëÿåò îêîëî 100—150 íì. Ýòè ñòðóêòóðû ïîñòóëèðó-
þò êàê óíèâåðñàëüíûé ñåêðåòîðíûé ìåõàíèçì. Ïðè ñåêðå-
öèè ÷åðåç ïîðîñîìû öåëîñòíîñòü ñåêðåòîðíûõ ãðàíóë íå
íàðóøàåòñÿ. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî âûäåëåíèå Hsp70 èç êëå-
òîê RBL íå ñîïðîâîæäàåòñÿ èõ äåãðàíóëÿöèåé (Bachelet
et al., 2002).

Êàê ïðîèñõîäèò êîíñòèòóòèâíàÿ ñåêðåöèÿ ÒÊ — íåèç-
âåñòíî. Èñõîäÿ èç íàøèõ íàáëþäåíèé ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî îíà îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ïîðîñîìû è ïîñëå
âûõîäà íåêîòîðûõ ìåäèàòîðîâ (â òîì ÷èñëå Hsp70) ãðàíó-
ëû ñîõðàíÿþòñÿ, íî ìåíÿåòñÿ èõ óëüòðàñòðóêòóðà: çàïàñà-
þùèå ãðàíóëû ñ ãîìîãåííûì ýëåêòðîííî-ñâåòëûì ñîäåð-
æèìûì òðàíñôîðìèðóþòñÿ â ãðàíóëû ñ ðûõëîé òîíêî-
ôèáðèëÿðíîé ñòðóêòóðîé, êîòîðûå âûõîäÿò èç êëåòêè êàê
«îòðàáîòàííûé ìàòåðèàë». Êîíñòèòóòèâíàÿ ñåêðåöèÿ íå-
áîëüøèõ äîç Hsp70 íå âûçûâàåò êàêîãî-íèáóäü ñóùåñò-
âåííîãî ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ âíåêëåòî÷íîãî Hsp70.

Ìàññîâûé âûáðîñ Hsp70 èç ÒÊ, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ïðîèñõîäèò òîëüêî â ñòðåññîâûõ ñèòóàöèÿõ, ïðè êî-
òîðûõ ÒÊ ïîëíîñòüþ äåãðàíóëèðóþò. Íåò ïðÿìûõ äàí-
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Ðèñ. 2. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå Hsp70-èììóíîðåàêòèâíîãî ìàòåðèàëà â ãðàíóëàõ òó÷íûõ êëåòîê ïåðèòîíåàëüíîé ïîëî-
ñòè (à) è ïåðèêàðäà (á) êðûñû.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû çàïàñàþùèå ãðàíóëû ñ ãîìîãåííûì ñîäåðæèìûì, äåìîíñòðèðóþùèå âûñîêóþ èììóíîðåàêòèâíîñòü; äâîéíûå ñòðåëêè óêàçû-
âàþò íà ãîòîâûå ê âûáðîñó è âûøåäøèå èç êëåòêè ãðàíóëû ñ òîíêîâîëîêíèñòîé ñòðóêòóðîé, äåìîíñòðèðóþùèå î÷åíü ñëàáóþ èììóíîðåàêòèâíîñòü

èëè åå îòñóòñòâèå. ÿ — ÿäðî. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 0.5 ìêì.



íûõ, óêàçûâàþùèõ íà ó÷àñòèå ÒÊ â ïîâûøåíèè óðîâíÿ
Hsp70 â ïëàçìå êðîâè ïðè íàñòóïëåíèè íåáëàãîïðèÿòíûõ
óñëîâèé. Îäíàêî ïðîñëåæèâàåòñÿ íåêîòîðûé ïàðàëëåëèçì
âî âëèÿíèè ðàçëè÷íûõ àãåíòîâ íà óðîâåíü Hsp70 è íà àê-
òèâíîñòü ÒÊ. Íàïðèìåð, ãèïåðòåðìèÿ (Nishio, Suzuki,
2005), ñàëèöèëàòû (Togo et al., 2009), íèêîòèí (Thomas
et al., 1992) è àëêîãîëü (Ruiz, Gomes, 2000) âûçûâàþò ïî-
âûøåíèå, à ôëàâîíîèäû (Park et al., 2008) è ðåòèíîåâàÿ
êèñëîòà (Alexandrakis et al., 2003) — ïîíèæåíèå àêòèâíî-
ñòè ÒÊ. Óðîâåíü Hsp70 ýòèìè âåùåñòâàìè ðåãóëèðóåòñÿ â
òîì æå íàïðàâëåíèè (Tytell, Hooper, 2001). Âûòåêàþùåå
èç ýòèõ äàííûõ ïðåäïîëîæåíèå î ñóùåñòâîâàíèè ïðÿìîé
ïðè÷èííî-ñëåäñòâåííîé ñâÿçè ìåæäó ñåêðåòîðíîé àêòèâ-
íîñòüþ ÒÊ è óðîâíåì Hsp70 íóæäàåòñÿ â ýêñïåðèìåíòàëü-
íîì ïîäòâåðæäåíèè.

Êàê óæå áûëî îòìå÷åíî, ìû ïîêàçàëè íàëè÷èå Hsp70
â ãðàíóëàõ ÒÊ çäîðîâûõ êðûñ, íå ïîäâåðãàâøèõñÿ ñòðåñ-
ñîðíûì âîçäåéñòâèÿì. Ñëåäîâàòåëüíî, Hsp70 ÿâëÿåòñÿ
áåëêîì, ñóùåñòâóþùèì â ãðàíóëàõ ÒÊ â íîðìàëüíûõ ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, à íå áåëêîì, ñèíòåçèðóåìûì â
îòâåò íà êàêèå-ëèáî ñòðåññ-ôàêòîðû, àêòèâèðóþùèå ÒÊ.
Ýòî íàáëþäåíèå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü èñïîëíåíèå
Hsp70 êàêèõ-òî âíóòðèêëåòî÷íûõ ôóíêöèé. Èçâåñòíî, ÷òî
Hsp70 â êà÷åñòâå øàïåðîíà âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå êîí-
ôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ â ïîëèïåïòèäíîì ñóáñòðàòå è
îðãàíèçóåò òðåõìåðíóþ êîíôèãóðàöèþ áåëêîâ (Walter,
Buchner, 2002; Young, 2010). Áëàãîäàðÿ ñâîåé øàïåðîí-
íîé àêòèâíîñòè ëîêàëèçîâàííûé â ãðàíóëàõ ÒÊ Hsp70 ìî-
æåò ó÷àñòâîâàòü â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ðàçíûõ
áåëêîâ, âî ìíîæåñòâå íàêàïëèâàþùèõñÿ â ãðàíóëàõ. Îí
ìîæåò òàêæå ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ äèôôåðåí-
öèðîâàííîé è äîçèðîâàííîé ñåêðåöèè áåëêîâ, âûðàáàòû-
âàåìûõ ÒÊ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ñòðåññîðíîãî âîçäåéñòâèÿ
Hsp70 âñòðàèâàåòñÿ â êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó (Vega et al.,
2008) è ó÷àñòâóåò â èíäóêöèè ìåìáðàííûõ ïîð (Alder et al.,
1990). Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü âîâëå÷åí-
íîñòü Hsp70 â àêòèâíûå ìåìáðàííûå ïðîöåññû, ñâÿçàííûå
ñî ñëèÿíèåì ãðàíóë è èõ âûõîäîì â õîäå ñåêðåöèè.
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THE PRESENCE AND LOCALIZATION OF HEAT SHOCK PROTEIN 70 IN RAT MAST CELLS

S. V. Shabelnikov, O. A. Bystrova, M. G. Martynova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

e-mail: heartdev@mail.cytspb.rssi.ru

Heat shock protein 70 (Hsp70) is considered not only as a cytosolic stress protein, but also as an extracellu-
lar molecule with immunomodulatory and signaling functions that play a role in adaptation to stress on cellular
and systemic levels. The active involvement of mast cells in adaptation to stress may be associated with the pre-
sence if Hsp70 in secretory granules. Using immunoelectron microscopy, we showed that Hsp70 localized in
secretory granules of rat pericardial and peritoneal mast cells. Localization of Hsp70 in rat perinoneal mast cells
isolated by centrifugation on Percoll was confirmed by immunoblotting. The proposed involvement of mast
cells in production of extracellular Hsp70 and possible functions of Hsp70 inside the mast cells granules are dis-
cussed.

K e y w o r d s: mast cell, secretory granules, heat shock protein 70.
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