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TSPO (translocator protein) ÿâëÿåòñÿ áåëêîì ñ ïðåèìóùåñòâåííîé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèåé,
êîòîðûé ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, äèôôåðåíöèðîâêè è àïîïòîçà. Ïðè ýòîì
ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ñîáñòâåííî TSPO èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè îöåíèâàëè
ìîäóëèðóþùèé ýôôåêò âåùåñòâà PK11195 — ëèãàíäà TSPO è áëîêàòîðà ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè UO126 íà óðîâåíü ýêñïðåññèè TSPO êëåòîê ìåëàíîìû êîæè. Ïîêàçàíî, ÷òî PK11195 â íàíîìîëÿð-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïîâûøàåò óðîâåíü TSPO â êëåòêàõ ìåëàíîìû êîæè. Òà æå òåíäåíöèÿ âûÿâëåíà ïðè
èñïîëüçîâàíèè áëîêàòîðà UO126 ñ ïîìîùüþ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ è ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ïðè ñî÷åòàíèè ÐK11195 c UO126 ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ àïîïòîòè÷åñêîé
ãèáåëè êëåòîê ìåëàíîìû. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ðåãóëÿöèè ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè TSPO â ïðîöåññàõ, ñâÿçàííûõ ñ åãî ó÷àñòèåì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: TSPO, ÌÀÐ-êèíàçû, ìåëàíîìà, âåùåñòâî PK11195, áëîêàòîð UO126.

Áåëîê TSPO (translocator protein) ðåãóëèðóåò ôóíäà-
ìåíòàëüíûå ïðîöåññû â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåò-
êàõ, òàêèå êàê àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü, ïðîëèôåðàöèÿ,
äèôôåðåíöèðîâêà, ñèíòåç ñòåðîèäíûõ ãîðìîíîâ (Batarseh
et al., 2010). TSPO ëîêàëèçîâàí ïðåèìóùåñòâåííî íà íà-
ðóæíîé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíå è ôîðìèðóåò îñíî-
âó ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû, óâåëè÷åíèå ïðîäîëæèòåëü-
íîñòè îòêðûòèÿ êîòîðîé âåäåò ê ñíèæåíèþ ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà. Ïîòåðÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíä-
ðèé îòíîñèòñÿ ê ñàìûì ðàííèì ñîáûòèÿì èíèöèàöèè
àïîïòîòè÷åñêîãî êàñêàäà. Íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû, êîòîðàÿ ðåãóëèðóåò ïîòåíöèàë
âíóòðåííåé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû, ïðèâîäèò ê
ïðåàïîïòîòè÷åñêîìó êîëëàïñó ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé. Òàêèì îáðàçîì, TSPO ìîæåò ìîäóëèðîâàòü
ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû, ñïîñîáñòâî-
âàòü ðàçâèòèþ îòåêà ìèòîõîíäðèé è ïîñëåäóþùåìó âû-
äåëåíèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî öèòîõðîìà ñ (Veenman
et al., 2010). Âûõîä öèòîõðîìà ñ ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè
êàñïàç è àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê (Hirsch et al.,
1998). Ïîìèìî ýòîãî, TSPO áûë âûÿâëåí òàêæå â ÿäåð-
íî-ïåðèíóêëåàðíîé îáëàñòè (Pretner et al., 2006).

Ê êëàññè÷åñêèì ñèíòåòè÷åñêèì ëèãàíäàì, ñâÿçûâàþ-
ùèìñÿ ñ TSPO, îòíîñÿò âåùåñòâî ÐK11195. Â 1999 ã.
âïåðâûå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÐK11195 ìîæåò èíäóöèðî-
âàòü àïîïòîç â òèìîöèòàõ (Dallaporta et al., 1999). Â äàëü-
íåéøåì àïîïòîçèíäóöèðóþùåå äåéñòâèå ÐK11195 áûëî
âûÿâëåíî â ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëåòîê. Íà èçîëèðîâàí-
íûõ êàðäèàëüíûõ ìèòîõîíäðèÿõ è â êàðäèîìèîöèòàõ
áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî â ðàçâèòèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ýô-
ôåêòîâ ÐK11195 ðåøàþùóþ ðîëü èãðàåò ìîäóëÿöèÿ
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïîð, òàê
êàê PK11195 ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ïðîíèöàåìîñòè è

óëüòðàñòðóêòóðíûì ïîâðåæäåíèÿì â ìèòîõîíäðèÿõ (Sal-
vetti et al., 2000). Ñâÿçûâàíèå TSPO ñ PK11195 âûçûâàåò
èçìåíåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ TSPO (Batarseh et al.,
2010).

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â êëåòêàõ ìåëà-
íîìû êîæè ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå óðîâíÿ TSPO ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ìåëàíîöèòàìè (Ðóêøà, 2009). Èç-
âåñòíî, ÷òî îäíèì èç êëþ÷åâûõ èçìåíåíèé, ïðèâîäÿùèõ ê
ðàçâèòèþ äàííîé îïóõîëè, ÿâëÿåòñÿ ìóòàãåííàÿ àêòèâà-
öèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè ÌÀÐ-êèíàç (ìèòîãåíàêòèâèðóåìûõ
ïðîòåèíêèíàç). ÌÀÐ-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä àêòè-
âèðóåòñÿ ïðîòåèíêèíàçîé Ñ, â ñâîþ î÷åðåäü òàêæå ðåãó-
ëèðóþùåé ïðîìîòîðíóþ àêòèâíîñòü è ýêñïðåññèþ TSPO.
ÌÀÐ-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
íàèáîëåå ïàòîãåíåòè÷åñêè âàæíûõ ñèãíàëüíûõ ìåõàíèç-
ìîâ â ðàçâèòèè ìåëàíîìû êîæè, àêòèâàöèÿ êîòîðîãî îò-
ìå÷àåòñÿ áîëåå ÷åì â 90 % ñëó÷àåâ ìåëàíîìû êîæè (Izumi
et al., 2005). Íàèáîëåå ÷àñòî àêòèâàöèÿ äàííîãî ñèãíàëü-
íîãî êàñêàäà ïðîèñõîäèò èç-çà ìóòàöèè ãåíà BRAF, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè
(Pollock, Meltzer, 2003).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëüíûé ïóòü
ÌÀÐK ðåãóëèðóåò ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü TSPO
(Batarseh et al., 2010). Â ýòîé ñâÿçè ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî TSPO èãðàåò íåêóþ ðîëü â ðàçâèòèè ìåëàíîìû êîæè
÷åðåç èçìåíåíèå ñâîåãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðè ìóòàãåí-
íîé àêòèâàöèè ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà. Òåñ-
íàÿ âçàèìîñâÿçü ìåæäó ÌÀÐ-êèíàçàìè è TSPO äîëæíà
ó÷èòûâàòüñÿ ïðè ôîðìèðîâàíèè íîâûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ ïðè ëå÷åíèè ìåëàíîìû êîæè.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî îïðåäåëåíèå
óðîâíÿ TSPO â êëåòêàõ ìåëàíîìû êîæè ïðè âîçäåéñòâèè
ëèãàíäîì TSPO è áëîêàòîðîì ÌÀÐ-êèíàç.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêè

Ê ë å ò ê è. Êóëüòóðà êëåòîê SK-MEL1 (ATCC) ìåëà-
íîìû êîæè ÷åëîâåêà áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Ìîñ-
êîâñêèì íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèì èíñòèòóòîì ìåäè-
öèíñêîé ýêîëîãèè. Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI 1640,
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS,
fetal bovine serum), 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë
ñòðåïòîìèöèíà è 0.25 ìêã/ìë àìôîòåðèöèíà ïðè 37 °C è
5 % CO2. Êëåòêè ðàññåâàëè â ÷àøêè Ïåòðè ñ ïëîòíîñòüþ
(2—4)�106 êë./ìë çà 24 ÷ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà.

Â ïåðâîé ãðóïïå ê ñóñïåíçèè êëåòîê, ðàññåÿííûõ â
ñðåäå RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè, äîáàâëÿëè ëèãàíä TSPO âåùåñòâî
PK11195 (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 10, 100 íìîëü/ë
èëè 10 ìêìîëü/ë. Â äðóãîé ãðóïïå ê ñóñïåíçèè êëåòîê äî-
áàâëÿëè áëîêàòîð êèíàçû ÌÅK (ýôôåêòîðíîé ïðîòåèí-
êèíàçû ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà) âåùåñò-
âî UO126 (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 10 èëè
50 ìêìîëü/ë. Â òðåòüåé ãðóïïå ê ñóñïåíçèè êëåòîê ìåëà-
íîìû äîáàâëÿëè îäíîâðåìåííî UO126 è PK11195 â êîí-
öåíòðàöèÿõ 10 ìêìîëü/ë è 100 íìîëü/ë ñîîòâåòñòâåííî.
×åðåç 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 ìèí ñî ñêîðîñòüþ âðàùåíèÿ 1.5 òûñ. îá./ìèí
(1350 g). Êëåòî÷íûé îñàäîê ïðîìûâàëè â õîëîäíîì ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå. Äàëåå êëåòî÷íûé îñà-
äîê ïåðåíîñèëè íà ñòåêëà è ôèêñèðîâàëè âûñóøèâàíèåì
â ïàðàõ 10%-íîãî ôîðìàëèíà â òå÷åíèå 30 ìèí.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ê ð à ø è â à í è å
ïðîèçâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå, èñïîëüçóÿ ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ê TSPO â ðàçâåäåíèè 1 : 400 (Trevi-
gen, ÑØÀ). Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê ìàðêåðó êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè áåëêó
PCNA (proliferating cell nucleus antigen) â ðàçâåäåíèè
1 : 200 (Novocastra, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè
èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó äåòåêöèè Ready-to-Use è äèàìèíî-
áåíçèäèí (Novocastra, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â êà÷åñòâå õðî-
ìîãåíà. Ïîäñ÷åò ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ êëåòîê (íà
100 êëåòîê) ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Olym-
pus BX-41 ïðè óâåëè÷åíèè îáúåêòèâà 40�. Îïðåäåëÿëè
äîëþ ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ êëåòîê. Òåñò ïîâòîðÿë-
ñÿ òðèæäû, ïî ðåçóëüòàòàì ðàññ÷èòûâàëè ìåäèàíó, äîâå-
ðèòåëüíûé èíòåðâàë è åãî ïðåäåëû (95 è 5—95 % ñîîò-
âåòñòâåííî).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ìÐÍÊ TSPO èñïîëüçîâàëè
ï î ë è ì å ð à ç í ó þ ö å ï í ó þ ð å à ê ö è þ (Ï Ö Ð) â ð å -
à ë ü í î ì â ð å ì å í è (Ð Ò Ï Ö Ð). Äëÿ ýòîé öåëè èç êëåòîê
ìåëàíîìû âûäåëÿëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ íàáîðà «Ðè-
áî-çîëü-Â» (AmpliSens, Ðîññèÿ), ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè
ðåàêöèèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÐÒ) ñ èñïîëüçîâàíèåì
êîìïëåêòà ðåàãåíòîâ «Ðåâåðòà» (AmpliSens, Ðîññèÿ). Ñèí-
òåçèðîâàííóþ â ðåçóëüòàòå ÐÒ êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè äëÿ
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè, ïðèìåíÿÿ ñïåöèôè÷íûå ïðàé-
ìåðû ê TSPO è b-àêòèíó â êà÷åñòâå ýíäîãåííîãî êîíòðîëÿ
(TaqMan, Applied Biosystems, ÑØÀ). Àìëèôèêàöèþ è äå-
òåêöèþ íà ïðèáîðå StepOne™ Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems, ÑØÀ). Êà÷åñòâåííûå ðåçóëüòàòû ÐÒ
ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè ïî ìåòîäó ñðàâíåíèÿ DCt, êîòîðûé
îïðåäåëÿåò àìïëèôèêàöèîííûé öèêë, âî âðåìÿ êîòîðîãî
ôëóîðåñöåíöèÿ èññëåäóåìîãî îáðàçöà ñòàíîâèòñÿ äîñòî-
âåðíî âûøå áàçàëüíîãî ñèãíàëà. Îöåíèâàëè ñèãíàëû
TSPO ïóòåì íîðìàëèçàöèè èõ ê ñèãíàëàì îò b-àêòèíà.
Äëÿ äîñòîâåðíîãî ñðàâíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
TSPO â êîíòðîëå è ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê ñ PK11195 è
UO126 èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè. Ïðîãðàì-

ìà òåðìîöèêëèðîâàíèÿ: 50 °C — 2 ìèí, 95 °C — 10 ìèí;
45 öèêëîâ: 95 °C — 15 ñ, 60 °C — 1 ìèí.

Âûðàæåííîñòü àïîïòîçà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ îêðà-
ñêè àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì (ÀÎ) è áðîìèñòûì ýòèäèåì
(ÅÂ) (AO/EB, acridine orange/ethidium bromidi) (Gerbu
Biothechnick GmbH, MP Biomedicals Inc., ÑØÀ) (Ribble
et al., 2005). ÀÎ ïðîíèêàåò âî âñå êëåòêè è îêðàøèâàåò
ÿäðà â çåëåíûé öâåò. ÅÂ ïðîíèêàåò òîëüêî â êëåòêè ñ ïî-
âðåæäåííîé öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, îêðàøèâàåò
ÿäðà ïîâðåæäåííûõ êëåòîê â îðàíæåâûé öâåò, ïðè ýòîì
îêðàñêà áðîìèñòûì ýòèäèåì ïðåîáëàäàåò íàä àêðèäèíî-
âûì îðàíæåâûì. Îïðåäåëÿëè äîëþ àïîïòîòè÷åñêèõ êëå-
òîê (èç 100) ñ ÿäðîì, îêðàøåííûì (ïîëíîñòüþ èëè ôðàã-
ìåíòàðíî) â îðàíæåâûé öâåò. Òåñò ïîâòîðÿëè òðèæäû, ïî
ðåçóëüòàòàì ðàññ÷èòûâàëè ìåäèàíó è äîâåðèòåëüíûé èí-
òåðâàë (95 %; ïðåäåëû çíà÷åíèé 5—95 %).

ßäðà æèâûõ êëåòîê îêðàøèâàëèñü â çåëåíûé öâåò.
Âèçóàëèçàöèþ è ïîäñ÷åò ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Pri-
mo Star (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè êëåòîê
ìåëàíîìû ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê TSPO
îïðåäåëÿëîñü ïðåèìóùåñòâåííî öèòîïëàçìàòè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå. 8 % (7.5—10.0) ìåëàíîìû áûëè TSPO-ïî-
ëîæèòåëüíûìè. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóò-
ñòâèè PK11195 èëè UO126 âî âñåõ òåñòèðóåìûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ êîëè÷åñòâî TSPO-ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ
êëåòîê óâåëè÷èâàëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóï-
ïîé (òàáë. 1). Ïðè ñî÷åòàííîì ïðèìåíåíèè âûøåóêàçàí-
íûõ ìîäóëÿòîðîâ òàêæå íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå TSPO-
ïîëîæèòåëüíî îêðàøåííûõ êëåòîê (òàáë. 1).

Ïðè îöåíêå óðîâíÿ ìÐÍÊ TSPO ñ ïîìîùüþ ÐÒ ÏÖÐ
âûÿâëåíî, ÷òî PK11195 â êîíöåíòðàöèè 100 íìîëü/ë
(Ð < 0.05) èíäóöèðîâàë óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè TSPO
(ðèñ. 1). Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ìåëàíîìû èíãèáè-
òîðîì ÌÀÐ-êèíàç UO126 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë
òàêæå áûëî âûÿâëåíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ TSPO
(ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, ÌÀÐ-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé ïóòü
îáëàäàåò ðåãóëèðóþùèì äåéñòâèåì íà TSPO. Ïîñëå ñî-
÷åòàííîãî èñïîëüçîâàíèÿ PK11195 â êîíöåíòðàöèè
100 íìîëü/ë è UO126 â êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë â êëåò-
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Ò à á ë è ö à 1

Óðîâåíü TSPÎ+-êëåòîê ìåëàíîìû SK-MEL1
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè PK11195 èëè UO126,

à òàêæå èõ êîìáèíàöèè

Àãåíò è åãî êîíöåíòðàöèÿ Äîëÿ TSPO+--êëåòîê, %

— (êîíòðîëü) 8.0 (7.5—10.0)

PK11195, 10 íìîëü/ë 68 (66.0—71.5)

PK11195, 100 íìîëü/ë 81.4 (78.7—84.2)

PK11195, 10 ìêìîëü/ë 85.8 (84.4—86.4)

UO126, 10 ìêìîëü/ë 92.0 (88—93)

UO126, 50 ìêìîëü/ë 83.0 (79—94)

PK11195, 100 íìîëü/ë +
+ UO126, 10 ìêìîëü/ë

75.0 (73—78.5)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàííûå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.
Âñå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû äîñòîâåðíû ïðè Ð < 0.001. Â
ñêîáêàõ óêàçàíû ïðåäåëû 95%-íîãî äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà.



êàõ ìåëàíîìû êîæè òàêæå óâåëè÷èâàëñÿ óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ìÐÍÊ TSPO (ðèñ. 2). Òàêèì îáðàçîì, ïðè èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè è ïðè îïðåäåëåíèè óðîâíÿ
ìÐÍÊ TSPO ñ ïîìîùüþ ÐÒ ÏÖÐ áûëà âûÿâëåíà îäíîíàï-
ðàâëåííàÿ òåíäåíöèÿ, óêàçûâàþùàÿ íà ñïîñîáíîñòü
PK11195 ìîäóëèðîâàòü óðîâåíü TSPO â êëåòêàõ ìåëàíîìû.

Ìàðêåð êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè áåëîê PCNA â
êëåòêàõ SK-MEL1 îïðåäåëÿëñÿ â ÿäðàõ 80 êëåòîê
(76.5—83.5) èç 100, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòó-
ðû (Torres et al., 2005). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìå-
ëàíîìû â ïðèñóòñòâèè PK11195 â êîíöåíòðàöèè 10,
100 íìîëü/ë èëè 10 ìêìîëü/ë, à òàêæå ïîñëå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ â ïðèñóòñòâèè UO126 â êîíöåíòðàöèè 10 èëè
50 ìêìîëü/ë ÷èñëî PCNA-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñíèæà-
ëîñü (òàáë. 2). Ïðè ýòîì íàèáîëåå âûðàæåííîå ñíèæåíèå
(â 3—3.5 ðàçà) íàáëþäàëîñü ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê â ïðèñóòñòâèè 50 ìêìîëü/ë UO126 èëè PK11195 â

êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë èëè 100 íìîëü/ë. Â ãðóïïå ñî-
÷åòàííîãî ïðèìåíåíèÿ ìîäóëÿòîðîâ â íèçêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ (10 ìêìîëü/ë PK11195 è 100 íìîëü/ë UO126) òàêæå
ïðîèñõîäèëî ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà PCNA-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê, íî â ìåíüøåé ñòåïåíè (òàáë. 2). Ïðåèìó-
ùåñòâ êîìáèíàöèè PK11195 è UO126 ïî ñðàâíåíèþ ñ ñå-
ëåêòèâíûì èñïîëüçîâàíèåì PK11195 è UO126 â êëåòêàõ
ìåëàíîìû â îòíîøåíèè èçìåíåíèÿ òåñòèðóåìîãî ïàðà-
ìåòðà (êîëè÷åñòâà PCNA-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê) âûÿâ-
ëåíî íå áûëî.

Óðîâåíü àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê ìåëàíîìû
SK-MEL1 îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ îêðàñêè ÀÎ/ÅÂ. Æè-
âûå êëåòêè èìåëè ÿäðà ðàâíîìåðíîãî çåëåíîãî öâåòà, ó
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê îïðåäåëÿëèñü ÿäðà ñ ôðàãìåíòè-
ðîâàííûì è êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì çåëåíîãî
èëè îðàíæåâîãî öâåòà. Íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè èìåëè
ñòðóêòóðíî íîðìàëüíîå ÿäðî, êàê â æèâîé êëåòêå, íî õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü îðàíæåâîé îêðàñêîé ÿäðà, à íå çåëåíîé.
Ïåðâîíà÷àëüíûé óðîâåíü àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ìåëàíî-
ìû ñîñòàâèë 5 % (4.5—7.5). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê ìåëàíîìû â ïðèñóòñòâèè PK11195 èëè UO126 âî âñåõ
êîíöåíòðàöèÿõ óðîâåíü àïîïòîçà ïîâûøàëñÿ â 5 è 6 ðàç
ñîîòâåòñòâåííî è ðåãèñòðèðîâàëñÿ ïî ïîÿâëåíèþ îðàí-
æåâîé îêðàñêè ÿäðà (òàáë. 3). Â ñëó÷àå êîìáèíàöèè
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Ðèñ. 1. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ TSPO â êëåòêàõ ìåëàíîìû
ïîñëå 72-÷àñîâîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ â ïðèñóòñòâèè âåùåñò-

âà PK11195 — ëèãàíäà TSPO.

Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Êîíöåíòðàöèè PK11195:
10 ìêìîëü/ë, 10 è 100 íìîëü/ë. Ñèãíàëû TSPO îöåíèâàëè ïî îòíîøåíèþ

ê ñèãíàëàì îò b-àêòèíà.
Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ (P < 0.05). Äëÿ
ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè, ðàññ÷èòûâàëè ìåäè-
àíó (öèôðû ïðè ñòîëáöàõ) è 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (âåðòè-

êàëüíûå îòðåçêè).

Ðèñ. 2. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ áåëêà TSPO â êëåòêàõ ìåëà-
íîìû ïîñëå äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà MAP-êèíàçû UO126
(10 ìêìîëü/ë) èëè ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ PK11195 (100 íìîëü/ë)
è UO126 (50 ìêìîëü/ë) ïî ðåçóëüòàòàì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíî äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ (P < 0.05). Îáîç-
íà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.

Ò à á ë è ö à 2

Óðîâåíü PCNA+-êëåòîê ìåëàíîìû SK-MEL1
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè PK11195 èëè UO126,

à òàêæå èõ êîìáèíàöèè

Àãåíò è åãî êîíöåíòðàöèÿ Äîëÿ PCNA+-êëåòîê, %

— (êîíòðîëü) 80 (76.5—83.5)

PK11195, 10 íìîëü/ë 62 (60.0—63.5)à

PK11195, 100 íìîëü/ë 28 (26.5—31.0)á

PK11195, 10 ìêìîëü/ë 22 (21.5—24.0)á

UO126, 10 ìêìîëü/ë 59 (56—62)à

UO126, 50 ìêìîëü/ë 24 (23—26.5)á

PK11195, 100 íìîëü/ë +
+ UO126, 10 ìêìîëü/ë

45 (43—47)à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû äîñòîâåðíû ïðè
P < 0.05(à) è P < 0.001(á). Â ñêîáêàõ óêàçàíû ïðåäåëû 95%-íîãî äîâåðè-
òåëüíîãî èíòåðâàëà.

Ò à á ë è ö à 3

Äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ìåëàíîìû SK-MEL1
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè PK11195 èëè UO126,

à òàêæå èõ êîìáèíàöèè îêðàñêè

Àãåíò è åãî êîíöåíòðàöèÿ Äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, %

— (êîíòðîëü) 5 (4.5—7.5)

PK11195, 10 íìîëü/ë 24 (21.75—26.25)à

PK11195, 100 íìîëü/ë 26 ( 24.5—29.75)à

PK11195, 10 ìêìîëü/ë 26.6 (24.5—28.8)à

UO126, 10 ìêìîëü/ë 33 (29—34)á

UO126, 50 ìêìîëü/ë 14.7 (14.1—16.35)à

PK11195, 100 íìîëü/ë +
+ UO126, 10 ìêìîëü/ë

42 (40—44.5)á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ ñìåñüþ àêðèäèíî-
âîãî îðàíæåâîãî è áðîìèñòîãî ýòèäèÿ. Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû
äîñòîâåðíû ïðè P < 0.05(à) è P < 0.001(á). Â ñêîáêàõ óêàçàíû ïðåäåëû
95%-íîãî äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà.



100 íìîëü/ë PK11195 è 10 ìêìîëü/ë UO126 ïðîèñõîäèëî
áîëåå èíòåíñèâíîå ïîâûøåíèå ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê (â 8 ðàç): îò 5 % â ãðóïïå êîíòðîëÿ äî 42 % ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ (Ð < 0.05) (òàáë. 3). Òàê, óðîâåíü àïîïòîòè÷å-
ñêîé ãèáåëè ïîñëå äåéñòâèÿ PK11195 (100 íìîëü/ë) ñîñòà-
âèë 26 %, à ïîñëå ýòîãî æå âîçäåéñòâèÿ â êîìáèíàöèè ñ
UO126 (10 ìêì/ë) — 42 % (Ð < 0.05). Óðîâåíü àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè ïîñëå äåéñòâèÿ 10 ìêìîëü/ë UO126 ñîñòà-
âèë 33 %, ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ åãî â êîìáèíàöèè ñ
100 íìîëü/ë PK11195 — 42 % (Ð < 0.05). Ïîëó÷åííûå
äàííûå ãîâîðÿò î ïîëîæèòåëüíîì âëèÿíèè ñî÷åòàííîãî
ïðèìåíåíèÿ âåùåñòâ PK11195 è UO126.

Îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè TSPO àññîöèèðîâàíî ñ ðàç-
ëè÷íûìè ôèçèîëîãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè, òàêèìè êàê êëå-
òî÷íàÿ ãèáåëü è ïðîëèôåðàöèÿ. Ïîíèìàíèå ìåõàíèçìîâ
ýêñïðåññèè ãåíà TSÐÎ íåîáõîäèìî äëÿ ðàçðàáîòêè äèà-
ãíîñòè÷åñêèõ, òåðàïåâòè÷åñêèõ è ïðîãíîñòè÷åñêèõ ìåðî-
ïðèÿòèé, â ÷àñòíîñòè ïðè çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèÿõ,
â òîì ÷èñëå ïðè ìåëàíîìå êîæè. Èñïîëüçîâàíèå ëèãàíäà
TSPO, à òàêæå áëîêàòîðîâ ÌÀÐ-êèíàçíîãî ñèãíàëüíîãî
êàñêàäà îêàçûâàåò ðåãóëèðóþùåå âëèÿíèå íà åãî ýêñïðåñ-
ñèþ (Batarseh et al., 2010).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êëåòêàõ ìåëàíîìû
SK-MEL1 ñ íèçêèì ïðîôèëåì ýêñïðåññèè TSPO ïðîèñõî-
äèò èçìåíåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ
ïîð è êàê ñëåäñòâèå ñíèæåíèå âûðàæåííîñòè àïîïòîòè÷å-
ñêîé ãèáåëè êëåòîê ìåëàíîìû íà ôîíå íåîãðàíè÷åííîé
ïðîëèôåðàöèè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ñîáûòèåì íà÷àëü-
íûõ èçìåíåíèé ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê,
âåäóùèõ ê ôîðìèðîâàíèþ îïóõîëåâîãî ôåíîòèïà.

Êàê èçâåñòíî, ÌÀÐ-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé êàñêàä àê-
òèâèðóåòñÿ ïðîòåèíêèíàçîé Ñ, òàêæå ðåãóëèðóþùåé ïðî-
ìîòîðíóþ àêòèâíîñòü è ýêñïðåññèþ TSPO (Batarseh et al.,
2010). Ìóòàöèè ãåíîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè ÌÀÐK îïðåäåëÿ-
þòñÿ áîëåå ÷åì â 90 % ñëó÷àåâ ìåëàíîìû êîæè (Izumi
et al., 2005). Êàê óæå óêàçûâàëîñü âûøå, íàèáîëåå ÷àñòî
àêòèâàöèÿ äàííîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà ïðîèñõîäèò èç-çà
ìóòàöèè ãåíà BRAF (Pollock, Meltzer, 2003).

Ïîñëåäíèå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî
èìåííî íàëè÷èå ìóòàöèè â ãåíå BRAF îïðåäåëÿåò ýôôåê-
òèâíîñòü òåðàïèè èíãèáèòîðàìè ÌÀÐ-êèíàçû ÌÅK ïðè
ìåëàíîìå êîæè. Èíãèáèðîâàíèå ïðîòåèíêèíàçû ÌÅK ÿâ-
ëÿåòñÿ ïàòîãåíåòè÷åñêè îáîñíîâàííûì òåðàïåâòè÷åñêèì
ïîäõîäîì ê ëå÷åíèþ ìåëàíîìû ñ ïîëîæèòåëüíûì
BRAF-ñòàòóñîì (Solit et al., 2006). Áûëî îòìå÷åíî, ÷òî â
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ èíãèáèòîðû ÌÅK, ê êîòîðûì îò-
íîñèòñÿ â òîì ÷èñëå UO126, ñíèæàþò ïðîëèôåðàöèþ êëå-
òîê ðàçëè÷íûõ ëèíèé ìåëàíîìû êîæè, à òàêæå ñíèæàþò
óðîâåíü ìåòàñòàòè÷åñêèõ ïîðàæåíèé â ëåãêèõ (Grabe,
2002; Sharma et al., 2006).

Â äàííîì èññëåäîâàíèè ïðîäåìîíñòðèðîâàíî âëèÿ-
íèå èíãèáèòîðà ÌÀÐ-êèíàç UO126 íà óðîâåíü PCNA-ïî-
ëîæèòåëüíûõ êëåòîê ìåëàíîìû êîæè SK-MEL1, õàðàêòå-
ðèçóþùèõñÿ ïîëîæèòåëüíûì BRAF-ñòàòóñîì. Ïðîèñõî-
äèëî ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà PCNA-ïîëîæèòåëüíûõ
êëåòîê, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èíãèáèðóþùåì
âëèÿíèè UO126 íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê.

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ëèãàíä TSPO âå-
ùåñòâî PK11195 îáëàäàåò âûðàæåííûì ñèíåðãåòè÷åñêèì
äåéñòâèåì â êîìáèíàöèè ñ ïðîàïîïòîòè÷åñêèìè àãåíòà-
ìè. PK11195 îêàçûâàåò ïðîàïîïòîòè÷åñêîå äåéñòâèå â ñî-

÷åòàíèè ñ ðàçíîîáðàçíûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ïðåïà-
ðàòàìè. Íàïðèìåð, êîìáèíèðîâàííîå ëå÷åíèå PK11195 ñ
ïðîòèâîîïóõîëåâûì õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì ïðåïàðàòîì
ïàêëèòàêñåëîì (taxol) âåäåò ê çíà÷èìîìó ïîâûøåíèþ
óðîâíÿ àïîïòîçà â ëèíèè êëåòîê ãåïàòîìû ÷åëîâåêà ïðè
ñðàâíåíèè ñ ïðèìåíåíèåì òîëüêî ïàêëèòàêñåëà (Ferreira
et al., 2002). Âîçìîæíûì ïðåèìóùåñòâîì ñî÷åòàííîãî
äåéñòâèÿ PK11195 ñ äðóãèìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè è öè-
òîòîêñè÷åñêèìè âåùåñòâàìè ÿâëÿåòñÿ íèçêàÿ äîçà ýòèõ
ñðåäñòâ ïðè èõ ïîâûøåííîé ýôôåêòèâíîñòè. Â ñëó÷àå ìå-
ëàíîìû êîæè â íàøåì èññëåäîâàíèè ïðè ñî÷åòàííîì
ïðèìåíåíèè ëèãàíäà TSPÎ PK11195 â êîíöåíòðàöèè
100 íìîëü/ë ñ ÌÀÐ-êèíàçíûìè èíãèáèòîðîì UO126 â
êîíöåíòðàöèè 10 ìêìîëü/ë ïðîèñõîäèëî áîëåå èíòåíñèâ-
íîå ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïîêàçàòåëÿìè ïðè ñåëåêòèâíîì èñïîëüçîâà-
íèè PK11195 è UO126. PK11195 ïîòåíöèðîâàë ïðîàïîï-
òîòè÷åñêîå äåéñòâèå ÌÀÐ-êèíàçíîãî èíãèáèòîðà UO126,
÷òî ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñâèäåòåëüñòâîì âîçìîæíîãî ïðèìå-
íåíèÿ PK11195 â êà÷åñòâå ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî àãåíòà
ïðè ìåëàíîìå êîæè.
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TSPO LIGAND PK11195 AND MAPK INHIBITOR UO126 MODULATE TSPO EXPRESSION LEVEL
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Translocator protein TSPO and MAPK signaling partway are important regulators of numerous cell functi-
ons including carcinogenesis, cell proliferation and apoptosis. We have studied MAPK inhibitor UO126 and
TSPO specific ligand PK11195 effects on TSPO expression level in melanoma cells. Using immunocytoche-
michal staining, we have detected increased expression of TSPO after incubation with PK11195 and UO126 in
all concentrations. These results were confirmed by real time PCR: the increase in mRNA TSPO expression le-
vel was detected after incubation with PK11195 in concentration 100 nmol/L, and with UO126 in concentration
10 mmol/L. In the case of a combination of treatments with PK11195 and UO126, we also observed an increase
in the level of TSPO expression. So, we conclus de that TSPO ligand PK11195 and MAPK signaling partway
inhibitor UO126 modulate TSPO expression. These data are crucial for indentifying of regulatory processes for
TSPO expression. Pathogenetic interconnection between MAPK signaling partway and TSPO is important for
novel therapeutic approaches in melanoma treatment.
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