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Äåéñòâèå ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà êîìïîíåíòû ñåêðåòîðíîãî ïóòè

Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû, ÿâëÿÿñü ðåãóëÿòîðàìè ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè ðàñòåíèé, îáëàäàþò ïðî-
òèâîîïóõîëåâûìè ñâîéñòâàìè, ïðè÷åì íåêîòîðûå èç íèõ âëèÿþò íà ñåêðåòîðíóþ àêòèâíîñòü, à òàêæå
ñèíòåçèðóþòñÿ êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ, âûïîëíÿÿ ôóíêöèè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå èçó÷àëè äåéñòâèå àáñöèçîâîé è ãèááåðåëëèíîâîé êèñëîò íà ñåêðåòîðíóþ ñèñòåìó êëåòîê
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 è êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà ëèíèè HaCaT. Èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêèé è ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðè ñóáòîêñè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè ôèòîãîðìî-
íîâ ïðîèñõîäÿò óñèëåíèå âûðàæåííîñòè ÝÏÐ è óâåëè÷åíèå ïëîùàäè àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå âûÿâèëî ãèïåðòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè, ñâÿçàí-
íûå ñ ðàñøèðåíèåì öèñòåðí äèêòèîñîì â òðàíñ-÷àñòè ïðè âîçäåéñòâèè àáñöèçîâîé êèñëîòîé, è
ðàñøèðåíèÿ êàê öèñ-÷àñòè, òàê è òðàíñ-÷àñòè äèêòèîñîì ïðè äåéñòâèè ãèááåðåëëèíîâîé êèñëîòû. Àíà-
ëèç óðîâíÿ îáùåãî áåëêîâîãî ñèíòåçà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Click-iT âûÿâèë óñèëåíèå ñèíòåçà áåëêà ïðè
äåéñòâèè àáñöèçîâîé êèñëîòû òîëüêî â êëåòêàõ À431. Òàêèì îáðàçîì, ãèïåðòðîôèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè â
ýòèõ óñëîâèÿõ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá óñèëåíèè ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè â êëåòêàõ. Â äðóãèõ âàðè-
àíòàõ âîçäåéñòâèÿ ãèïåðòðîôèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè íå ñâÿçàíà ñ óñèëåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê, è, ñëåäîâàòåëüíî, ãèïåðòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñåêðåòîðíîé ñèñòåìû ìîãóò áûòü ïðèçíàêàìè
ðàçâèòèÿ ñòðåññà ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè. Òàêèì îáðàçîì, ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûé õàðàêòåð ðåàêöèè
êëåòîê, âûðàæàþùèéñÿ â ãèïåðòðîôèè àïïàðàòà Ãîëüäæè, èìååò ðàçíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ îñíîâó, à ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû èíäóöèðóåìûõ â êëåòêàõ ïðîöåññîâ òðåáóþò ãëóáîêîãî èçó÷åíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïïàðàò Ãîëüäæè, ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû,
ãèááåðåëëèíîâàÿ êèñëîòà, àáñöèçîâàÿ êèñëîòà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÁÊ — àáñöèçîâàÿ êèñëîòà, ÃÊ — ãèááåðåëëèíîâàÿ êèñëîòà, ÄÒÒ —
äèòèîòðåèòîë, ÓÔ — óëüòðàôèîëåò, ÝÏÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ÌÒÒ — 3-(4,5-dyme-
thyl-2-thiazolyl)-2,5-dyphenyl-2H-tetrazolium bromide.

Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû — ýòî îðãàíè÷åñêèå âåùåñò-
âà, âûäåëÿåìûå êëåòêàìè ðàñòåíèé è äåéñòâóþùèå â íèç-
êîé êîíöåíòðàöèè êàê ðåãóëÿòîðû ðîñòà è äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Ê ðàñòèòåëüíûì ãîðìîíàì îòíîñÿòñÿ àóêñèí, öèòî-
êèíèíû, àáñöèçèíû, ãèááåðåëëèíû, æàcìîíîâàÿ êèñëîòà
è åå ïðîèçâîäíûå, ñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà è äð. Â îòëè÷èå
îò ãîðìîíîâ æèâîòíûõ, êîòîðûå âûäåëÿþòñÿ æåëåçàìè
âíóòðåííåé ñåêðåöèè èëè ñêîïëåíèÿìè ñïåöèàëèçèðîâàí-
íûõ êëåòîê, ê ñèíòåçó ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ ïîòåíöè-
àëüíî ñïîñîáíà ëþáàÿ êëåòêà ðàñòåíèé. ÀÁÊ — èçîïðå-
íîèä, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ïåðåõîäà ðàñòåíèÿ
â ñîñòîÿíèå ïîêîÿ â îòâåò íà àáèîòè÷åñêèé è áèîòè÷åñêèé
ñòðåññû (Bruzzone et al., 2008; Li et al., 2011). ÃÊ — ÷ëåí
ñåìåéñòâà ãèááåðåëëèíîâ — ÿâëÿåòñÿ ãîðìîíîì, ñòèìó-
ëèðóþùèì ðîñò ðàñòåíèé. Áîëüøèíñòâî ãèááåðåëëè-
íîâ — ñòðóêòóðíî ñõîæèå äèòåðïåíîèäíûå êèñëîòû, êî-
òîðûå ïðèíÿòî îáîçíà÷àòü ñ ñîîòâåòñòâóþùèì èíäåêñîì.
Íàèáîëåå ÷àñòî â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçóåòñÿ ÃÊ3 (Me-
leigy, Khala, 2009). Ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû íàõîäÿò øèðî-
êîå ïðèìåíåíèå â ñåëüñêîì õîçÿéñòâå, è ïðîäóêòû ðàñòè-
òåëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ñîäåðæàùèå ýòè âåùåñòâà,
âêëþ÷àþòñÿ â ïèùåâóþ öåïü æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Èçó-

÷åíèå âëèÿíèÿ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ è èõ ñèíòåòè-
÷åñêèõ ïðîèçâîäíûõ íà êëåòêè æèâîòíûõ âûçûâàåò
áîëüøîé èíòåðåñ è â ñâÿçè ñ ïîèñêîì íîâûõ ïðèðîäíûõ
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ. Ê òàêèì âåùåñòâàì îò-
íîñÿòñÿ ñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà, ïðîèçâîäíûå æàñìîíàòîâ,
àáñöèçîâîé êèñëîòû, áðàññèíîñòåðîèäîâ è öèòîêèíèíû
(Abraham et al., 1995; Havlicek et al., 1997; Schwenger
et al., 1997; Fingrut, Flescher, 2002; Ëàçàðåâà è äð., 2007;
Flescher, 2007; Li et al., 2011). Íåäàâíî ïîÿâèëèñü ñîîá-
ùåíèÿ î âëèÿíèè ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà ñåêðåòîðíóþ
àêòèâíîñòü æèâîòíûõ êëåòîê (Bruzzone et al., 2012). Êàê
èçâåñòíî, ïàòîëîãèÿ ñåêðåöèè ëåæèò â îñíîâå ìíîãèõ çà-
áîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ äèñôóíêöèåé æåëåç, òàêèõ êàê
äèàáåò I è II òèïîâ, à òàêæå ìíîãèõ èììóííûõ è íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé (Sugiura, 2013). Ïîýòîìó âîç-
ìîæíîñòè êîððåêöèè ýòèõ ïàòîëîãèé ñ ïîìîùüþ ïðèðîä-
íûõ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ àãåíòîâ òðåáóþò äåòàëüíîãî
èçó÷åíèÿ.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîâûøåííûé èíòåðåñ ê ðåàêöèè
êëåòîê æèâîòíûõ íà ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû ñâÿçàí ñ òåì,
÷òî ñèíòåç îïðåäåëåííûõ ôèòîãîðìîíîâ, íàïðèìåð ÀÁÊ,
ïðîèñõîäèò íå òîëüêî ó ðàñòåíèé, âîäîðîñëåé, öèàíîáàê-
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òåðèé è ãðèáîâ, íî è ó æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. ÀÁÊ ìîæåò
âûðàáàòûâàòüñÿ êëåòêàìè èììóííîé è ñåðäå÷íî-ñîñóäè-
ñòîé ñèñòåì, ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, êëåò-
êàìè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû, ïðè÷åì êàê â ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ, òàê è ïðè ïàòîëîãèè (Li et al., 2011).
Â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ÀÁÊ, ñèíòåçèðîâàííàÿ êëåòêàìè
æèâîòíûõ, ðåãóëèðóåò ðîñò è ðàçâèòèå êëåòîê, à èììóí-
íûé îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòèìóëû ïðè ó÷àñòèè ÀÁÊ êîíò-
ðîëèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ ñèãíàëüíûõ ìåõàíèçìîâ, ñõîäíûõ
ñ òåìè, êîòîðûå íàéäåíû ó ðàñòåíèé (Scarfi et al., 2008).
Êðîìå ýòîãî, ÀÁÊ ÿâëÿåòñÿ ýíäîãåííûì ïðîâîñïàëèòåëü-
íûì öèòîêèíîì è âûäåëÿåòñÿ êëåòêàìè ìëåêîïèòàþùèõ
â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòðåññîâûå ôàêòîðû. Òàê, íàïðèìåð,
â ãðàíóëîöèòàõ è êåðàòèíîöèòàõ ÷åëîâåêà ïðè ÓÔ-îá-
ëó÷åíèè âîçðàñòàåò âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÀÁÊ,
à çàòåì ïðîèñõîäèò åå îñâîáîæäåíèå èç êëåòîê (Bruzzone
et al., 2012), ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò çàïóñêàòü âîñïàëè-
òåëüíûå ðåàêöèè â êîæå â îòâåò íà îáëó÷åíèå. Ó ôèáðî-
áëàñòîâ, âçÿòûõ ó áîëüíûõ ñèñòåìíûì ñêëåðîçîì, äîáàâ-
ëåíèå ÀÁÊ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåò îòëîæåíèå êîëëàãåíà,
ïðè ýòîì óâåëè÷èâàåòñÿ àêòèâíîñòü ìàòðèêñíîé ìåòàë-
ëîïðîòåèíàçû 1 è óìåíüøàåòñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè òêà-
íåâîãî èíãèáèòîðà ìåòàëëîïðîòåèíàçû (TIMP-1) (Bruzzo-
ne et al., 2012). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ÀÁÊ ìî-
æåò ïîäàâëÿòü ñèíòåòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ñ
ïðèçíàêàìè ïàòîëîãèè. Îäíàêî ðàíåå ýòîé æå ãðóïïîé àâ-
òîðîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÀÁÊ óñèëèâàåò ñåêðåöèþ èíñó-
ëèíà â b-êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà â îòâåò
íà ñòèìóëÿöèþ ãëþêîçîé (Bruzzone et al., 2008).

Òàêèì îáðàçîì, íåêîòîðûå ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû,
íàïðèìåð ÀÁÊ, íå òîëüêî âûðàáàòûâàþòñÿ êëåòêàìè æè-
âîòíûõ, íî è âûäåëÿþòñÿ èìè âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó,
ðàñïîçíàþòñÿ äðóãèìè êëåòêàìè îðãàíèçìà è çàïóñêàþò â
ýòèõ êëåòêàõ âîñïàëèòåëüíûå ðåàêöèè. Âûøåïðèâåäåí-
íûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â îäíèõ êëåòêàõ ñèíòåòè÷å-
ñêàÿ è ñåêðåòîðíàÿ àêòèâíîñòü â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÁÊ
óñèëèâàåòñÿ, à â äðóãèõ — ïàäàåò. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîçíè-
êàåò âîïðîñ î òîì, êàêèå èçìåíåíèÿ ïðè ýòîì ïðîèñõîäÿò
â êëåòêàõ-ìèøåíÿõ è çàâèñèò ëè èõ õàðàêòåð îò êëåòî÷íî-
ãî òèïà è (èëè) èõ ïàòîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ.

Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì öåëüþ íàøåãî èññëåäîâà-
íèÿ áûëî èçó÷èòü ðåàêöèþ ñèíòåòè÷åñêîãî è ñåêðåòîðíîãî
àïïàðàòà (ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè) êóëüòèâèðóåìûõ íîð-
ìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ è îïóõîëåâûõ êëåòîê êîæè ÷åëî-
âåêà íà äåéñòâèå ÀÁÊ è åå óñëîâíîãî àíòàãîíèñòà ÃÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè êëåòêè ëèíèè À431 (ýïèäåð-
ìîèäíàÿ êàðöèíîìà ÷åëîâåêà), ïîëó÷åííûå èç Êîëëåêöèè
êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã) è êëåòêè ëèíèè HaCaT (èììîðòàëèçîâàííûå
êåðàòèíîöèòû ÷åëîâåêà), ïðåäîñòàâëåííûå ä-ðîì Ë. Ôîí-
òàî (Îòäåë äåðìàòîëîãèè óíèâåðñèòåòñêîé êëèíèêè Æå-
íåâû, Øâåéöàðèÿ). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà
(FBS), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà è 80 ìêã/ìë àíòèáèîòèêà ãåíòà-
ìèöèíà, â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37 °C è 5% ÑÎ2). Êëåò-
êè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêîâîãî ñîñóäà ñìåñüþ
ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è Âåðñåíà (0.2%-íûé ðàñòâîð ÝÄÒÀ
â ôîñôàòíîì áóôåðå) â ñîîòíîøåíèè 1 : 3, âûñàæèâàëè â
96-ëóíî÷íûå ïëàòû èëè ÷àøêè Ïåòðè ñî ñòåêëàìè è êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñîñòàâ-
ëÿëà 100—150 òûñ. íà 1 ìë ñðåäû.

Ä ë ÿ î ö å í ê è æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ñ ï î -
ì î ù ü þ Ì Ò Ò - ò å ñ ò à êëåòêè âûñàæèâàëè â 96-ëóíî÷-
íóþ ïëàòó ïî 90 ìêë ñðåäû ñ êëåòêàìè â êàæäóþ ëóíêó.
×åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè
96%-íûé ýòèëîâûé ñïèðò (êîíòðîëü ê äåéñòâèþ ðàñòè-
òåëüíûõ ãîðìîíîâ, ðàñòâîðÿåìûõ â ñïèðòå) èëè ñïèðòî-
âûé ðàñòâîð ãîðìîíà (ÀÁÊ èëè ÃÊ) (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ) â íåîáõîäèìîé êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè è èíêóáè-
ðîâàëè 24 ÷. Â êà÷åñòâå ïåðâîãî êîíòðîëÿ ñëóæèëè êëåò-
êè, êóëüòèâèðîâàâøèåñÿ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, â êà÷å-
ñòâå âòîðîãî — êëåòêè, êóëüòèâèðîâàâøèåñÿ â ñðåäå, ñî-
äåðæàùåé 96%-íûé ýòèëîâûé ñïèðò. Çàòåì ðåàêòèâ ÌÒÒ
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) ðàçâîäèëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé
äî êîíöåíòðàöèè 1.5 ìã/ìë è äîáàâëÿëè ïî 20 ìêë ðàñòâî-
ðà â êàæäóþ ëóíêó (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿëà
0.25 ìã/ìë). ×åðåç 1—2 ÷ èç êàæäîé ëóíêè îòáèðàëè ñðå-
äó è äîáàâëÿëè â ëóíêó íà 15—30 ìèí ïî 60 ìêë DMSO
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) äëÿ ðàñòâîðåíèÿ ãðàíóë îáðàçîâàâ-
øåãîñÿ ôîðìàçàíà. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííîãî
ðàñòâîðà îïðåäåëÿëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Óíèïëàí (Ïè-
êîí, Ðîññèÿ). Ïî ðåçóëüòàòàì ÌÒÒ-òåñòà â íåñêîëüêèõ íå-
çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ äëÿ êàæäîãî âîçäåéñòâèÿ áûëà
ïîëó÷åíà âûáîðêà (n ñîñòàâëÿëî 4—5), ïî êîòîðîé â ïðî-
ãðàììå Excel ïîñòðîåíû ãèñòîãðàììû è âû÷èñëåíî ñòàí-
äàðòíîå îòêëîíåíèå îò ñðåäíåé âåëè÷èíû.

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î ã î î ê ð à ø è â à -
í è ÿ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè ñî ñòåêëàìè
â ïðèñóòñòâèè àãåíòîâ (ÀÁÊ èëè ÃÊ â êîíöåíòðàöèè
2 ìÌ) â òå÷åíèå 24 ÷, çàòåì ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâî-
ðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà (MP Biochemical, Ôðàíöèÿ) â
ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS, Sigma-Aldrich, ÑØÀ),
pH 7.2—7.4, è îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100
(Serva, Ãåðìàíèÿ) ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ÝÏÐ èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòè-
òåëà ê ðåçèäåíòíûì áåëêàì KDEL (Abcam, Ðîññèÿ). Äëÿ
âûÿâëåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê áåëêó àïïàðàòà Ãîëüäæè 58K
(formiminotransferase cyclodeaminase — FTCD) (Sigma-Al-
drich, ÑØÀ). Âòîðûìè àíòèòåëàìè ñëóæèëè àíòèòåëà ê
IgG ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ Alexa Fluor 488 (Invitroge-
nå, ÑØÀ).

Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíò-
íîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 200Ì (Carl Zeiss Inc., Ãåðìà-
íèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâû 40�/0.75 PlanNeofluar,
100�/1.25 Fluar è 100�/1.3 AchroPlan. Èçîáðàæåíèÿ ðåãè-
ñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû CoolSnapcf (Ro-
perScientific Inc., ÑØÀ) è îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû AxioVision (Carl Zeiss Inc., Ãåðìàíèÿ). Êðîìå
òîãî, ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíî-
ãî ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà TCS SP2 ñ îáú-
åêòèâîì Leica HCX PL APO 63�/1.4-06 (Leica Microsys-
tem, Ãåðìàíèÿ) è ìèêðîñêîïà Nikon Eclipse Ti-E (Nikon,
ßïîíèÿ) ñ êîíôîêàëüíûì ìîäóëåì À1 è îáúåêòèâîì Apo
TIRF 60�/1.49 ñ ìàñëÿíîé èììåðñèåé.

Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû ImageJ. Âèäèìóþ ÷àñòü àïïàðàòà Ãîëüäæè,
îáëàäàþùóþ ìàêñèìàëüíîé ÿðêîñòüþ, âûäåëÿëè â êàæ-
äîé êëåòêå, à çàòåì èçìåðÿëè ïëîùàäü âûäåëåííîé ôèãó-
ðû â îòí. åä. Ïî ðåçóëüòàòàì ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà
íåñêîëüêèõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîëó÷èëè âû-
áîðêó (n ñîñòàâëÿëî 80—100), äëÿ êîòîðîé â ïðîãðàììå
Excel âû÷èñëÿëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ, ñòàíäàðòíóþ îøèáêó
è ñòðîèëè ãèñòîãðàììû.

Ä ë ÿ ý ë å ê ò ð î í í î é ì è ê ð î ñ ê î ï è è êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ 2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãè-
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äîì (TED PELLA Inc., ÑØÀ), ñîäåðæàùèì ôîðìàëèí
(MP Biomedicals, Ôðàíöèÿ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
2 %, ïðîìûâàëè ÐÂS (Sigma-Aldrich, ÑØÀ), pH 7.2—7.4,
è äîïîëíèòåëüíî êîíòðàñòèðîâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì
1%-íîãî OsO4. Îáåçâîæèâàíèå è çàêëþ÷åíèå â Ýïîí 812
ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Óëüòðàòîíêèå ñðå-
çû çàëèòûõ â Ýïîí îáðàçöîâ îêðàøèâàëè 1.5%-íûì ðàñ-
òâîðîì óðàíèë-àöåòàòà è öèòðàòîì ñâèíöà ïî Ðåéíîëüäñó
è èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ òðàíñìèññèîííîãî ýëåêòðîííî-
ãî ìèêðîñêîïà JEM-1011 (JEOL), îñíàùåííîãî öèôðîâîé
ôîòîêàìåðîé GATAN ES500W è JEM-100B.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè îáùåãî áåëêîâîãî ñèí-
òåçà â êîíòðîëå è ïðè âîçäåéñòâèÿõ èñïîëüçîâàëè íàáîð
ðåàêòèâîâ Click-iT AHA Alexa Fluor 488 Protein Synthesis
HCS Assay (Invitrogenå, ÑØÀ) è ïðîâîäèëè ýêñïåðèìåíò
ñîãëàñíî ïðèëîæåííûì ïðîòîêîëàì ôèðìû-ïðîèçâîäèòå-
ëÿ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè ñî ñòåêëàìè â
ïðèñóòñòâèè àãåíòîâ â òå÷åíèå 24 ÷, çàòåì çàìåíÿëè ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ñðåäó áåç L-ìåòèîíèíà, ñîäåðæàùóþ
àíàëîã L-ìåòèîíèíà L-àçèäîãîìîàëàíèí, âñòðàèâàþùèé-
ñÿ âî âíîâü ñèíòåçèðóåìûå áåëêè. Ðàñòóùóþ áåëêîâóþ
öåïü âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ êëèê-ðåàêöèè ìåæäó àçèäîì
è àëêèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðà-
ñèòåëåì. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 200Ì (Carl Zeiss Inc.,
Ãåðìàíèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 20�/0.75 PlanNeofluar.
Èíòåíñèâíîñòü áåëêîâîãî ñèíòåçà îïðåäåëÿëè ïî èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðåïàðàòîâ. Èçîáðàæåíèÿ ðåãè-
ñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû CoolSnapcf (Ro-
perScientific Inc., ÑØÀ) è îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû ImageJ.

Êîíòðîëåì èíãèáèðîâàíèÿ ñèíòåçà áåëêà ñëóæèëà îá-
ðàáîòêà êëåòîê öèêëîãåêñèìèäîì (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â
êîíöåíòðàöèè 1.5 ìÌ â òå÷åíèå 1.5 ÷. Ïðè àíàëèçå èíòåí-
ñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè çíà÷åíèå, ïîëó÷åííîå ïðè îá-
ðàáîòêå öèêëîãåêñèìèäîì, ïðèíèìàëè çà íîëü. Äëÿ èí-
äóêöèè ñòðåññà ÝÏÐ èñïîëüçîâàëè ÄÒÒ (AppliChem, Ãåð-
ìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 4 ìÌ, êîòîðûé äîáàâëÿëè â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ íà 1 ÷. Êîíöåíòðàöèè öèêëîãåêñèìèäà è
ÄÒÒ áûëè âûáðàíû èç äèàïàçîíà 1—4 ìÌ ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ-òåñòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü ìèíèìàëüíóþ äåéñòâóþ-
ùóþ êîíöåíòðàöèþ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ, ðåàêöèþ
êëåòîê íà ÀÁÊ è ÃÊ â äèàïàçîíå îò 500 íÌ äî 4 ìÌ èñ-
ñëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâ-
ëåííûå íà ðèñ. 1, ïîêàçàëè îòñóòñòâèå ðàçëè÷èé ìåæäó
÷èñòûì êîíòðîëåì è êîíòðîëåì ñî ñïèðòîì, ïîýòîìó
äëÿ îöåíêè ðåçóëüòàòîâ äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè òîëüêî êîíòðîëü ñî ñïèðòîì. Îáíàðóæèëè,
÷òî äîáàâëåíèå ÀÁÊ èëè ÃÊ â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ ê êëåò-
êàì À431 âûçûâàëî ãèáåëü íå ìåíåå 10 % ïîïóëÿöèè.
Òàêàÿ æå êîíöåíòðàöèÿ ÀÁÊ âûçûâàëà ãèáåëü îêîëî 17 %
ïîïóëÿöèè êëåòîê HaCaT, â òî âðåìÿ êàê â êîíöåíòðà-
öèè 2 ìÌ ÃÊ íå âëèÿëà íà âûæèâàåìîñòü ýòèõ êëåòîê. Òà-
êèì îáðàçîì, ÀÁÊ â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ âëèÿëà íà âûæè-
âàåìîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê è íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöè-
òîâ, à ÃÊ â òàêîé æå êîíöåíòðàöèè — òîëüêî íà
âûæèâàåìîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê. Äàííóþ êîíöåíòðà-
öèþ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ ìîæíî ñ÷èòàòü ñóáòîêñè÷å-
ñêîé, òàê êàê á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ñîõðà-
íÿëà æèçíåñïîñîáíîñòü, è â ýòèõ óñëîâèÿõ ìîæíî îæè-

äàòü ïðîÿâëåíèÿ äåéñòâèÿ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà êëå-
òî÷íîì óðîâíå.

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, âëèÿåò ëè ñóáòîêñè÷åñêàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íà ñèíòåòè÷åñêèé
è ñåêðåòîðíûé àïïàðàò, êëåòêè À431 è HaCaT êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ â ïðèñóòñòâèè 2 ìÌ ÀÁÊ èëè 2 ìÌ
ÃÊ, à çàòåì ïðîâîäèëè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëå-
íèå ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè.

Â ïðèñóòñòâèè ÀÁÊ è ÃÊ ïëîòíîñòü ñåòè ÝÏÐ â êëåò-
êàõ À431 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì óâåëè÷èâàëàñü êàê
âî âñåé öèòîïëàçìå, òàê è â îêîëîÿäåðíîé çîíå (ðèñ. 2, I,
à—â), ïðè÷åì ýôôåêò áûë ïî-ðàçíîìó âûðàæåí â êëåòêàõ
îäíîé è òîé æå ïîïóëÿöèè. Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî îïóõîëåâûå êëåòêè èìåþò âûñîêóþ ñòåïåíü ãåòåðî-
ãåííîñòè ïî ìíîãèì ôåíîòèïè÷åñêèì è ìîëåêóëÿðíûì
õàðàêòåðèñòèêàì (Iliopoulos et al., 2011). Â êëåòêàõ HaCaT
ïîñëå äåéñòâèÿ ñ ÀÁÊ èëè ÃÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
óâåëè÷èâàëàñü ïëîòíîñòü ñåòè â îêîëîÿäåðíîé çîíå
(ðèñ. 2, I, ã—å). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îòâåòàìè íà äåéñòâèå
ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ íàáëþäàëè è â êëåòêàõ ýòîé ëè-
íèè êåðàòèíîöèòîâ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ óñëîâèÿ-
ìè èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

ÀÁÊ è ÃÊ âûçûâàëè çíà÷èòåëüíûå ñòðóêòóðíûå èçìå-
íåíèÿ ñëåäóþùåãî çà ÝÏÐ êîìïàðòìåíòà ñåêðåòîðíîé ñè-
ñòåìû — àïïàðàòà Ãîëüäæè. Â êëåòêàõ À431 ýòî ïðîÿâëÿ-
ëîñü â ðàçâîðà÷èâàíèè êîìïàêòíîé ëåíòû àïïàðàòà Ãîëü-
äæè, åå ðàñøèðåíèè è ðàñïðîñòðàíåíèè âîêðóã ÿäðà,
íàáóõàíèè îòäåëüíûõ ó÷àñòêîâ ëåíòû (ðèñ. 3, II, à—â).
Â êëåòêàõ HaCaÒ ÀÁÊ è ÃÊ âûçûâàëè íàáóõàíèå, óòîë-
ùåíèå îòäåëüíûõ ñåãìåíòîâ àïïàðàòà Ãîëüäæè, èõ ðàñòÿ-
ãèâàíèå è ðàñïðîñòðàíåíèå âîêðóã ÿäðà (ðèñ. 3, II, ã—å).

Òàêèì îáðàçîì, â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ
ýïèäåðìîèäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû
ÀÁÊ è ÃÊ âûçûâàþò ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè, êîòîðûå ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ãèïåðòðî-
ôèåé êàê âñåãî àïïàðàòà Ãîëüäæè, òàê è åãî îòäåëüíûõ
ñóáêîìïàðòìåíòîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîäòâåðäèòü ãèïåð-
òðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè, ñ ïîìîùüþ
ìîðôîìåòðèè ïðîàíàëèçèðîâàëè ïëîùàäü àïïàðàòà Ãîëü-
äæè â äâóõìåðíîé îêîëîÿäåðíîé ïðîåêöèè. Àíàëèç ïîêà-
çàë, ÷òî â êëåòêàõ À431 ÀÁÊ âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ïëî-
ùàäè àïïàðàòà Ãîëüäæè â 1.4, à ÃÊ — â 1.2 ðàçà. Â êëåò-
êàõ HaCaT ïîñëå äåéñòâèÿ ÀÁÊ è ÃÊ ïëîùàäü àïïàðàòà
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Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê À431 (áåëûå ñòîëáöû) è
HaCaT (÷åðíûå ñòîëáöû) ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ è ÃÊ â òå÷åíèå

24 ÷ ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà.

1 — ÷èñòûé êîíòðîëü, 2 — êîíòðîëü ñî ñïèðòîì, 3 — ÀÁÊ, 4 — ÃÊ. Äàí-
íûå îäíîãî èç òðåõ ïîâòîðÿþùèõñÿ ýêñïåðèìåíòîâ. Ïîêàçàíû ñðåäíèå

çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.



Ãîëüäæè âîçðàñòàëà â 1.3 è 1.2 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìûå ìîðôîëîãè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè ñîïðîâîæäàþòñÿ óâåëè÷åíè-
åì åãî ðàçìåðîâ è â íîðìàëüíûõ, è â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû óñòàíîâèòü, êàêèå êîìïîíåíòû àïïà-
ðàòà Ãîëüäæè ïîäâåðãàþòñÿ ãèïåðòðîôè÷åñêèì èçìåíå-
íèÿì, ìû èññëåäîâàëè óëüòðàñòðóêòóðó êëåòîê ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ñðàâíåíèå êîíòðîëüíûõ
êëåòîê À431 (ðèñ. 4, I, à) è êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ÀÁÊ
(ðèñ. 4, I, á), âûÿâèëî äåôîðìàöèþ (èñêðèâëåíèå) ñòîïîê

è îòäåëüíûõ öèñòåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè, à òàêæå çíà÷è-
òåëüíîå ðàñøèðåíèå è óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ âåçèêóë, àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ òðàíñ-÷àñòüþ äèêòèîñîì â îáðàáîòàí-
íûõ êëåòêàõ. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÃÊ òîæå çíà÷è-
òåëüíî ðàñøèðÿëèñü öèñòåðíû â ñîñòàâå äèêòèîñîì, ïðè-
÷åì êàê â öèñ-, òàê è â òðàíñ-÷àñòè (ðèñ. 5, I, â). Â êëåòêàõ
HaCaT ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÀÁÊ çíà÷èòåëüíî ðàñ-
øèðÿëèñü òðàíñ-÷àñòè äèêòèîñîì è âåçèêóëû, àññîöèèðî-
âàííûå ñ ýòèì ó÷àñòêîì àïïàðàòà Ãîëüäæè, ïîÿâëÿëèñü
êðóïíûå âåçèêóëû íåïðàâèëüíîé ôîðìû (ðèñ. 4, II, à—â),
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Ðèñ. 2. Ñåòü ÝÏÐ (I) è àïïàðàò Ãîëüäæè (II) â êëåòêàõ À431 (à—â) è HaCaT (ã—å), âûÿâëÿåìûå ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê ðåçèäåíòíûì
áåëêàì KDEL (ÝÏÐ, I) è ê áåëêó 58K (àïïàðàò Ãîëüäæè, II).

à, ã — êîíòðîëü; á, ä — ÀÁÊ; â, å — ÃÊ. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



à òàêæå ãèãàíòñêèå àóòîôàãîñîìû (ðèñ. 5), ïðèñóòñòâèå
êîòîðûõ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ðàçâèòèè àóòîôàãèè.
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ñ ÃÊ âûçûâàëî ðàñøèðåíèå öèñ-
òåðí öèñ- è òðàíñ-÷àñòåé äèêòèîñîì, à òàêæå ïîÿâëåíèå
äëèííûõ äèêòèîñîì, êîòîðûõ íå áûëî â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 4, II, ã).

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ À431 è HaCaT ïðè äåéñò-
âèè ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ óâåëè÷èâàåòñÿ âûðàæåí-

íîñòü ñåòè ÝÏÐ è âîçíèêàþò ãèïåðòðîôè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè, êîòîðûå â áîëüøåé ñòåïå-
íè çàòðàãèâàþò åãî òðàíñ-÷àñòü. Ýòî äàåò îñíîâàíèÿ ïîëà-
ãàòü, ÷òî ñèíòåòè÷åñêàÿ è ñåêðåòîðíàÿ ñèñòåìû êåðàòèíî-
öèòîâ ÿâëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ äåéñòâèÿ ðàñòèòåëüíûõ
ãîðìîíîâ. Èçìåíåíèÿ â ÝÏÐ è àïïàðàòå Ãîëüäæè, íàáëþ-
äàåìûå â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÁÊ è ÃÊ, ìîãóò áûòü ñâÿçà-
íû êàê ñ óñèëåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé è ñåêðåòîðíîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê, òàê è ñ íàðóøåíèåì âûâåäåíèÿ èëè òðàíñ-
ïîðòà ïðîäóêòîâ ñèíòåçà èç àïïàðàòà Ãîëüäæè, ÷òî â ñâîþ
î÷åðåäü ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñòðåññå ÝÏÐ è (èëè)
àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ïîýòîìó äàëåå ìû èññëåäîâàëè èíòåí-
ñèâíîñòü îáùåãî áåëêîâîãî ñèíòåçà, êîòîðûé îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ êàê íà ðèáîñîìàõ ÝÏÐ, òàê è íà ñâîáîäíûõ ðèáî-
ñîìàõ, ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Click-iT.

Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ À431 èí-
òåíñèâíîñòü áåëêîâîãî ñèíòåçà â ïðèñóòñòâèè ÀÁÊ âîçðà-
ñòàëà â 4.3 ðàçà, òîãäà êàê ïðè äåéñòâèè ÃÊ óâåëè÷åíèÿ
èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîãî ñèíòåçà íå áûëî (ðèñ. 6, à).
Â êëåòêàõ HaCaT èçìåíåíèé óðîâíÿ áåëêîâîãî ñèíòåçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íå âûÿâèëè (ðèñ. 6, á).

Îáîáùàÿ âñå ïîëó÷åííûå äàííûå, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â êëåòêàõ À431 èçìåíåíèÿ ÝÏÐ è àïïàðàòà
Ãîëüäæè â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÁÊ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
óñèëåíèåì ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Èçìåíåíèÿ
ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè â ýòèõ êëåòêàõ â îòâåò íà äåéñò-
âèå ÃÊ íå ñâÿçàíû ñ óñèëåíèåì ñèíòåçà áåëêîâ, è ÃÊ, âîç-
ìîæíî, ñòèìóëèðóåò ñòðåññ ýòèõ îðãàíåëë. Â êëåòêàõ
HaCaT ïðè äåéñòâèè îáîèõ ãîðìîíîâ òàêæå íåò óñèëåíèÿ

520 Ì. Ñ. Âèëüäàíîâà è äð.

Ðèñ. 2 (ïðîäîëæåíèå).

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ïëîùàäè àïïàðàòà Ãîëüäæè â êëåòêàõ À431
(áåëûå ñòîëáöû) è HaCaT (÷åðíûå ñòîëáöû) ïðè äåéñòâèè

ÀÁÊ è ÃÊ.

1 — êîíòðîëü ñî ñïèðòîì, 2 — ÀÁÊ, 3 — ÃÊ. Îñòàëüíûå îáúÿñíåíèÿ òå
æå, ÷òî è ê ðèñ. 1.
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Ðèñ. 4. Óëüòðàñòðóêòóðà àïïàðàòà Ãîëüäæè â êëåòêàõ À431 (I) è HaCaT (II). I: à — êîíòðîëü, á — AÁÊ, â — ÃÊ; II: à, á — êîíò-
ðîëü, â — AÁÊ, ã — ÃÊ. Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà äèêòèîñîìû è íà ðàñøèðåííûå âåçèêóëû, àññîöèèðîâàííûå ñ òðàíñ÷àñòüþ

äèêòèîñîì. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



522 Ì. Ñ. Âèëüäàíîâà è äð.

Ðèñ. 4 (ïðîäîëæåíèå).

Ðèñ. 5. Óëüòðàñòðóêòóðà àóòîôàãîñîì â êëåòêàõ HaCaT ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè AÁÊ.

Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà àóòîôàãîñîìû, èìåþùèå ñëîæíóþ ñëîèñòóþ ñòðóêòóðó. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



îáùåãî áåëêîâîãî ñèíòåçà, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü
îá àêòèâàöèè ñòðåññà ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, âîçìîæíî ëè óñèëåíèå
áåëêîâîãî ñèíòåçà ïðè àêòèâàöèè ñòðåññà ÝÏÐ, ìû ïðîâå-
ðèëè äåéñòâèå íà êëåòêè ÄÒÒ, êîòîðûé, êàê èçâåñòíî, ÿâ-
ëÿåòñÿ èíäóêòîðîì ñòðåññà ÝÏÐ (Kim et al., 2007; Shull
et al., 2011; Wang et al., 2011). Èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà
Click-iT ïîêàçàëî, ÷òî â êëåòêàõ À431 ÄÒÒ íå óâåëè÷èâà-
åò èíòåíñèâíîñòü áåëêîâîãî ñèíòåçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîí-
òðîëåì, à â êëåòêàõ HaCaT óðîâåíü áåëêîâîãî ñèíòåçà ïà-
äàåò äàæå áîëåå çíà÷èòåëüíî, ÷åì ïðè äåéñòâèè èíãèáè-
òîðà öèêëîãåêñèìèäà (ðèñ. 6, â). Ïîëó÷åííûå äàííûå
ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî èíäóöèðîâàííûé ñòðåññ ÝÏÐ
íå ñîïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê. Ñëåäîâàòåëüíî, â êëåòêàõ À431 ïðè äåéñòâèè
ÀÁÊ èíäóöèðóåòñÿ ïîâûøåíèå áåëêîâîãî ñèíòåçà, êîòî-
ðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ñåêðåòîðíîé àêòèâíîñòè
àïïàðàòà Ãîëüäæè. Ïðè ýòîì íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî ÀÁÊ
èíäóöèðóåò âîçðàñòàíèå óðîâíÿ ñèíòåçà áåëêîâ, ñèíòåçè-
ðóåìûõ è íà ñâîáîäíûõ ïîëèñîìàõ («äîìàøíåãî õîçÿéñò-
âà»). Îäíàêî ãèïåðòðîôèÿ àïïàðàòà Ãîëüäæè ïðè îòñóòñò-
âèè óñèëåíèÿ áåëêîâîãî ñèíòåçà, íàáëþäàåìàÿ â îïóõîëå-
âûõ êëåòêàõ À431 ïðè äåéñòâèè ÃÊ è â íîðìàëüíûõ
êåðàòèíîöèòàõ ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ è ÃÊ, èìååò äðóãèå
ïðè÷èíû.

Êàê èçâåñòíî, óêëàäêà è äîïîëíèòåëüíàÿ ìîäèôèêà-
öèÿ ìåìáðàííûõ è ñåêðåòîðíûõ áåëêîâ ïðîèñõîäèò â ïî-
ëîñòè ãðàíóëÿðíîãî ÝÏÐ è àïïàðàòà Ãîëüäæè è ÿâëÿåòñÿ
ñòðàòåãè÷åñêè âàæíîé äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ êëåòêè. Íåñâåðíóòûå èëè íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûå
áåëêè ïîäâåðãàþòñÿ ÝÏÐ-àññîöèèðîâàííîé äåãðàäàöèè
èëè ïîâòîðíî ïðîõîäÿò öèêë ñâîðà÷èâàíèÿ (Chakrabarti
et al., 2011). Íàêîïëåíèå íåïðàâèëüíî óëîæåííûõ áåëêîâ
ìîæåò âûçâàòü ñòðåññîâûé îòâåò ÝÏÐ (Chakrabarti et al.,
2011; Shull et al., 2011). Íåñîìíåííî, ÷òî ñòðåññ ÝÏÐ è
ñòðåññ àïïàðàòà Ãîëüäæè òåñíî ñâÿçàíû ìåæäó ñîáîé, îä-
íàêî ìåõàíèçìû ñòðåññà àïïàðàòà Ãîëüäæè èçó÷åíû íå-
äîñòàòî÷íî.

UPR (unfolded protein responce) — óíèâåðñàëüíàÿ ðå-
àêöèÿ, ïîìîãàþùàÿ ýóêàðèîòè÷åñêèì êëåòêàì âîññòàíî-
âèòüñÿ ïîñëå ñòðåññà ÝÏÐ (Chakrabarti et al., 2011; Wang
et al., 2011; Sugiura, 2013). Åñëè UPR íå â ñîñòîÿíèè âîñ-
ñòàíîâèòü áàëàíñ ñâîðà÷èâàíèÿ, òî ðàçâèâàåòñÿ àïîïòîç
èëè àóòîôàãèÿ. Ó ìëåêîïèòàþùèõ UPR îáóñëîâëåí àêòè-
âàöèåé òðåõ òðàíñìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ ÝÏÐ — ATF6,
IRE1 è PERK, êàæäûé èç êîòîðûõ çàïóñêàåò ñâîé ñèã-
íàëüíûé ïóòü, êîòîðûé ìîæåò ïðèâåñòè êàê ê ãèáåëè, òàê
è ê àäàïòàöèè è âûæèâàíèþ (Chakrabarti et al., 2011).
Ìÿãêèé UPR àêòèâèðóåòñÿ íåçíà÷èòåëüíûì ñòðåññîì
ÝÏÐ. Êåðàòèíîöèòû íèæíèõ ñëîåâ ýïèäåðìèñà â õîäå
äèôôåðåíöèðîâêè â ñåêðåòîðíûå êëåòêè âûøåëåæàùèõ
ñëîåâ çàâèñÿò ãëàâíûì îáðàçîì îò ìÿãêîãî UPR. Æåñòêèé
UPR, âûçâàííûé ñåðüåçíûì ñòðåññîì ÝÏÐ, ïðîèñõîäèò â
ïàòîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ è ñâÿçàí ñî ìíîæåñòâîì áîëåç-
íåé, âêëþ÷àÿ ñàõàðíûé äèàáåò è áîëåçíü Àëüöãåéìåðà
(Sugiura, 2013).

ÄÒÒ, èñïîëüçóåìûé â íàøåé ðàáîòå â êà÷åñòâå äîïîë-
íèòåëüíîãî êîíòðîëÿ, çàïóñêàåò ñòðåññ ÝÏÐ, íàðóøàÿ îá-
ðàçîâàíèå äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé ó áåëêîâ (Kim et al.,
2007). Êðîìå òîãî, ÄÒÒ àêòèâèðóåò eIF2a — êîìïîíåíò
PERK-ïóòè UPR, êîòîðûé ìîæåò ïðèâåñòè êàê ê àäàïòà-
öèè êëåòîê ïîñëå ñòðåññà, òàê è ê ðàçâèòèþ àïîïòîçà
(Wang et al., 2011). Ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî ÄÒÒ
îêàçûâàåò äîçîçàâèñèìûé òîêñè÷åñêèé ýôôåêò íà âûæè-
âàåìîñòü ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Âåðîÿòíî, ãèáåëü,

âûÿâëÿåìàÿ â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ýïèäåðìîèäíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÀÁÊ è ÃÊ, òàê-
æå ñâÿçàíà ñ ðàçâèòèåì ñòðåññà ÝÏÐ è UPR. Êðîìå òîãî,
íîðìàëüíûå êåðàòèíîöèòû, ñîãëàñíî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà,
áîëåå óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ ÃÊ, õîòÿ íà ìîðôîëîãè÷å-
ñêîì óðîâíå ó íèõ áûëè âûÿâëåíû ïðèçíàêè ñòðåññà. Âå-
ðîÿòíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â èñïîëüçóåìîé êîíöåíòðà-
öèè ôèòîãîðìîíà UPR óñïåøíî âîññòàíàâëèâàåò áàëàíñ
ñâîðà÷èâàíèÿ, ñïîñîáñòâóÿ àäàïòàöèè è âûæèâàíèþ íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê.

Äåéñòâèå ÃÊ íà êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ èçó÷åíî â
åùå ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì äåéñòâèå ÀÁÊ. Èçâåñòíî, ÷òî
ÃÊ èíäóöèðóåò îáðàçîâàíèå àäåíîêàðöèíîì ó ìûøåé
(El-Mofty et al., 1994), îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ó êðûñ (Ce-
lik et al., 2007) è, ïîìèìî ýòîãî, âûçûâàåò ðàçâèòèå âîñïà-
ëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèé êîæè è ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ó êðûñ
(Erin et al., 2008). Ñòðåññ ÝÏÐ è âîñïàëèòåëüíûé îòâåò
ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ÷åðåç óâåëè÷åíèå ïðîäóêöèè àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà, âûõîä Ca2+ èç ÝÏÐ, àêòèâàöèþ êè-
íàçû JNK è ôàêòîðà NF-kB, èãðàþùèõ öåíòðàëüíóþ ðîëü
â âîñïàëåíèè (Chakrabarti et al., 2011).

Òàêèì îáðàçîì, îáà ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíà (ÀÁÊ è
ÃÊ) â ñóáòîêñè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè ïðîÿâèëè ñåáÿ êàê
ñòèìóëÿòîðû ãèïåðòðîôè÷åñêèõ èçìåíåíèé àïïàðàòà
Ãîëüäæè è â íîðìàëüíûõ, è â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ êîæè
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Ðèñ. 6. Èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîãî ñèíòåçà â êëåòêàõ
A431 (à) è HaCaT (á) ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ, ÃÊ è ÄÒÒ (â).

à, á: 1 — öèêëîãåêñèìèä, 2 — êîíòðîëü ñî ñïèðòîì, 3 — ÀÁÊ, 4 — ÃÊ;
â: 1 — öèêëîãåêñèìèä, 2 — êîíòðîëü ñî ñïèðòîì, 3 — ÄÒÒ. Ïðåäñòàâëå-
íû äàííûå îäíîãî èç äâóõ (à), ÷åòûðåõ (á) èëè òðåõ (â) ýêñïåðèìåíòîâ,
êîòîðûå äàëè ñõîäíûé ðåçóëüòàò. Ïîêàçàíû ñðåäíèå è èõ ñòàíäàðòíûå
îòêëîíåíèÿ. Îá èíòåíñèâíîñòè áåëêîâîãî ñèíòåçà ñóäèëè ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) êëåòîê. Ôîíîâîå ñâå÷åíèå êëåòîê ïðè äåéñò-
âèè öèêëîãåêñèìèäà îáóñëîâëåíî îòñóòñòâèåì åãî âëèÿíèÿ íà áåëêîâûé

ñèíòåç â ìèòîõîíäðèÿõ.



÷åëîâåêà. Ïðè ýòîì óñèëåíèå ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
âîçíèêàåò òîëüêî ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ íà êóëüòèâèðóåìûå
êëåòêè À431. Â îñòàëüíûõ ñëó÷àÿõ ãèïåðòðîôèÿ àïïàðà-
òà Ãîëüäæè íå ñâÿçàíà ñ óñèëåíèåì ñèíòåçà áåëêîâ è ìî-
æåò áûòü âûçâàíà íàðóøåíèåì àíòåðîãðàäíîãî òðàíñ-
ïîðòà ñåêðåòèðóåìîãî ìàòåðèàëà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìî-
æåò èíäóöèðîâàòü ñòðåññîâîå ñîñòîÿíèå ÝÏÐ è àïïàðàòà
Ãîëüäæè.

Åñëè ðàñòèòåëüíûå ãîðìîíû ïîäàâëÿþò àíòåðîãðàä-
íûé òðàíñïîðòíûé ïîòîê, òî òîãäà ìèøåíüþ äåéñòâèÿ
ðàñòèòåëüíûõ ãîðìîíîâ ÿâëÿþòñÿ ðåãóëÿòîðíûå ìåõàíèç-
ìû, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñïîðò.
Ê íèì îòíîñÿòñÿ ýëåìåíòû öèòîñêåëåòà è áåëêè, îòâå÷àþ-
ùèå çà âåçèêóëÿðíûé ïåðåíîñ (Anitei, Hoflack, 2011).
Â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ íåîáõîäèìî óñòàíîâèòü,
ÿâëÿåòñÿ ëè òàêàÿ ðåàêöèÿ ñèíòåòè÷åñêîé è ñåêðåòîðíîé
ñèñòåì ñïåöèôè÷åñêîé ðåàêöèåé êëåòîê ýïèäåðìàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ èëè àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ ïðîÿâëÿþòñÿ
â äðóãèõ êëåòêàõ. Âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, êàêèå èìåííî
ïðîäóêòû ñèíòåçèðóþòñÿ êëåòêàìè ïðè äåéñòâèè ÀÁÊ
è âåäåò ëè ýòî ê íîðìàëèçàöèè ôóíêöèé êëåòîê ñ ïðè-
çíàêàìè ïàòîëîãèè. Êðîìå ýòîãî, èíäóêöèÿ ãèïåðòðîôèè
àïïàðàòà Ãîëüäæè ñ ïîìîùüþ ÀÁÊ è ÃÊ ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ýòè ñîåäèíåíèÿ îòíîñÿòñÿ ê ñòè-
ìóëÿòîðàì ñòðåññà àïïàðàòà Ãîëüäæè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
èçâåñòíû òàêèå ñòèìóëÿòîðû ñòðåññà àïïàðàòà Ãîëüäæè,
êàê ìîíåíçèí è íèãåðèöèí — âåùåñòâà, îñëàáëÿþùèå
äåÿòåëüíîñòü àïïàðàòà Ãîëüäæè è ñòèìóëèðóþùèå ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ â åãî ôóíêöèîíèðîâàíèå
(Shull et al., 2011), õëîðîêèí — ñëàáîå îñíîâàíèå, ïîäàâ-
ëÿþùåå ãëèêîçèëèðîâàíèå â àïïàðàòå Ãîëüäæè (Shull
et al., 2011), à òàêæå ñòèìóëÿòîðû ñòðåññà ÝÏÐ — ÄÒÒ,
òóíèêàìèöèí è òàïñèãàðãèí, âûçûâàþùèå àêêóìóëÿöèþ
íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ (Missiaen et al., 2007; Su-
giura, 2013).

Êðîìå ýòîãî, íàðóøåíèå ñòðóêòóðû àïïàðàòà Ãîëü-
äæè ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòè÷åñêèì ïðèçíàêîì ìíîãèõ
íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé è âîçíèêàåò ïðè àïîï-
òîçå. Ïîýòîìó ñîâðåìåííàÿ êîíöåïöèÿ «ñòðåññà àïïàðàòà
Ãîëüäæè» ïîäðàçóìåâàåò íå òîëüêî áèîõèìè÷åñêèå, íî
è ñòðóêòóðíûå (ìîðôîëîãè÷åñêèå) íàðóøåíèÿ àïïàðàòà
Ãîëüäæè, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü óêàçûâàþò íà òî, ÷òî
àïïàðàò Ãîëüäæè ìîæåò íå òîëüêî âîñïðèíèìàòü, íî è
ïðåîáðàçîâûâàòü è ïåðåäàâàòü ñòðåññîâûå ñèãíàëû
(Ji et al., 2013).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûé õàðàêòåð îòâåòà
êëåòîê íà ôèòîãîðìîíû, âûðàæàþùèéñÿ â ãèïåðòðîôèè
àïïàðàòà Ãîëüäæè, èìååò ðàçíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ îñíî-
âó, à ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû èíäóöèðóåìûõ â êëåòêàõ
ïðîöåññîâ òðåáóþò ãëóáîêîãî èçó÷åíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01518-à).
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EFFECT OF PLANT HORMONES ON THE COMPONENTS OF SECRETORY PATHWAY

IN HUMAN NORMAL AND TUMOR CELLS
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Plant hormones play a key role in plant growth and differentiation. Many hormones are known as potential
antitumor agents, yet others appear to affect the secretory activity and are produced by mammalian cells as
pro-inflammatory cytokines. The goal of this research was to study the effect of abscisic and gibberellic acids
on the secretory system of human cultured epidermoid carcinoma cells A431 and keratinocytes HaCat. Immu-
nocytochemical and morphometric analysis demonstrated that subtoxic concentration of plant hormones indu-
ced the broadening of the ER network and increased the size of Golgi complex. Electron microscopy studies
confirmed the hypertrophic changes of the Golgi apparatus, specifically, the swelling of cisternae in the
trans-compartment of dictyosomes after exposure to abscisic acid, and swelling of cis- and trans-compartment
of dictyosomes after exposure to abscisic acid, and swelling of cis- and trans-compartments of dictyosomes af-
ter exposure to gibberellic acid. Using of Click-iT technique allowed to detect the elevation of the total protein
synthesis only in A431 cells exposed to abscisic acid. Cumulative data suggests that, under these conditions, the
hypertrophy of Golgi apparatus may reflect the enhanced secretory activity of cells. In other experiments, the
hypertrophy of Golgi is not related to increased protein synthesis and therefore may suggest the stress-related
changes of ER and Golgi apparatus. Our results demonstrate that morphologically similar reaction of cellular
organelles, such as hypertrophy of Golgi apparatus, is the result of different functional activities, and that mole-
cular mechanisms underlying the changes induced in cells need further investigations.

K e y w o r d s: Golgi apparatus, plant hormones, abscisic acid, gibberellic acid.
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