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Âëèÿíèå ôóêîèäàíîâ, âûäåëåííûõ èç âîäîðîñëåé, íà êëåòêè HeLa G-63, ECV 304 è PC 12

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ôóêîèäàíîâ íà êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Òðè
ðàçëè÷íûå ôðàêöèè ôóêîèäàíîâ (F1, F2 è F3) áûëè âûäåëåíû èç èçìåëü÷åííûõ âîäîðîñëåé Laminaria
digitata è Fucus vesiculosus. Ñðàâíåíèå èõ âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè HeLa G-63 ïîêàçàëî, ÷òî ôðàêöèÿ F2,
îáëàäàþùàÿ ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì ñóëüôàòîâ, èìååò íàèáîëüøóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïî-
ýòîìó îíà áûëà âûáðàíà äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ åå äåéñòâèÿ íà êëåòêè ëèíèé HeLa G-63, ECV 304 è
PC 12. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ôðàêöèÿ ôóêîèäàíà F2 èíãèáèðóåò ïðîëèôåðàöèþ è âûçûâàåò ãèáåëü êëåòîê
â çàâèñèìîñòè îò äîçû è âðåìåíè îáðàáîòêè. Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ F2 îêàçàëèñü êëåò-
êè íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè êðûñû PC 12, íàèìåíåå — ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ÷åëîâåêà ECV 304.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôóêîèäàí, ïðîëèôåðàöèÿ, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

Ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå îòìå÷åíî ðîñòîì êîëè÷åñòâà
ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ ïîëèñàõàðèäàì, èñòî÷íèêîì êîòî-
ðûõ ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷íûå âèäû ìîðñêèõ âîäîðîñëåé è áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ. Ñóëüôàòèðîâàííûå ïîëèñàõàðèäû, ïîëó÷à-
åìûå èç áóðûõ âîäîðîñëåé, îáîçíà÷àþò òåðìèíîì «ôóêî-
èäàíû». Îíè èìåþò ðàçâåòâëåííóþ ñòðóêòóðó è ïîìèìî
ôóêîçû è ñóëüôîãðóïï ìîãóò ñîäåðæàòü äðóãèå ìîíîñà-
õàðèäû â ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ (ìàííîçó, ãàëàêòîçó,
ãëþêîçó, êñèëîçó è ò. ä.), óðîíîâûå êèñëîòû è àöåòèëü-
íûå ãðóïïû (Holtkamp et al., 2009; Morua et al., 2012).
Áîëüøîé èíòåðåñ ê ôóêîèäàíàì îáóñëîâëåí íåîáû÷àéíî
øèðîêèì ñïåêòðîì èõ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè: àíòè-
âèðóñíîé (Mandal et al., 2007; Trinchero et al., 2009), àíòè-
áàêòåðèàëüíîé (Marudhupandi, Kumar, 2013), àíòèêîàãó-
ëÿíòíîé (Nishino et al., 1991; Cumashi et al., 2007; Chandia,
Matsuhiro, 2008), èììóíîñòèìóëèðóþùåé (Wang et al.,
1994; Kima, Joo, 2008), ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé (Maruya-
ma et al., 2005; Cumashi et al., 2007) è ïðîòèâîîïóõîëåâîé
(Li et al., 2008; Holtkamp et al., 2009; Yamasaki-Miyamoto
et al., 2009; Senthilkumar et al., 2013). Âñå ýòî ïîçâîëÿåò
îòíåñòè èõ ê ïîëèâàëåíòíûì áèîìîäóëÿòîðàì.

Çíà÷èòåëüíî âûðîñëî ÷èñëî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èñ-
ñëåäîâàíèþ ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòè ôóêîèäàíîâ,
âûðàæàþùåéñÿ â èíäóêöèè àïîïòîçà â ðàêîâûõ êëåòêàõ
(Aisa et al., 2005; Yamasaki-Miyamoto et al., 2009; Ale
et al., 2011a; Costa et al., 2011; Zhang, 2013). Ðÿä ðàáîò äå-
ìîíñòðèðóåò çàäåðæêó ôóêîèäàíîì ðîñòà êëåòîê â îïðå-
äåëåííîé ôàçå èõ êëåòî÷íîãî öèêëà (Riou et al., 1996; Ha-
neji et al., 2005; Fukahory et al., 2008; Nagamine et al.,
2009). Ïîìèìî ÿðêî âûðàæåííîãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî

äåéñòâèÿ, ïîêàçàííîãî in vitro íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ïðè-
âëåêàòåëüíîñòü ôóêîèäàíîâ äëÿ ïðèìåíåíèÿ â îíêîòåðà-
ïèè îáóñëîâëåíà èõ ïðåäïîëàãàåìîé áèîñîâìåñòèìîñòüþ
è íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ äëÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê. Îäíàêî
èññëåäîâàíèé, àðãóìåíòèðîâàííî ïîäòâåðæäàþùèõ íèç-
êîå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ôóêîèäàíîâ íà íîðìàëü-
íûå êëåòêè, ïîêà íåìíîãî, îñîáåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ
áîëüøèì ÷èñëîì ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èõ ïðîòèâîîïóõî-
ëåâûì ñâîéñòâàì. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè íîðìàëüíûõ êëåòîê ýïèòåëèÿ ìîëî÷íîé æåëåçû
(HMEC) â ïðèñóòñòâèè ôóêîèäàíà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ èçìåíåíèé ïðîëèôåðàöèè íåò (Yamasaki-Miyamo-
to et al., 2009). Â äðóãîé ðàáîòå ïðèâåäåíû äàííûå î òîì,
÷òî ôóêîèäàíû íåòîêñè÷íû ïî îòíîøåíèþ ê ýïèäåðìàëü-
íûì êëåòêàì ìûøè JB6 Cl41(Vishchuk et al., 2012).

Â îáùåì, âíåäðåíèå ôóêîèäàíîâ â ìåäèöèíó çàäåð-
æèâàåòñÿ è ïîêà ïðåáûâàåò íà ñòàäèè èçó÷åíèÿ èõ
ñâîéñòâ è ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ, òîãäà êàê â êîñìåòîëîãèè
óæå øèðîêî ïðèìåíÿþò ïîëèñàõàðèäû èç áóðûõ âîäîðîñ-
ëåé (Kim et al., 2011; Morua et al., 2012).

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî ïðîâåðèòü áèîëîãè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü ñóëüôàòèðîâàííûõ ïîëèñàõàðèäîâ, âûäåëåí-
íûõ ïî èçâåñòíûì ìåòîäèêàì èç êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ
èçìåëü÷åííûõ âîäîðîñëåé Laminaria digitata è Fucus vesi-
culosus, èñïîëüçóåìûõ â êîñìåòè÷åñêèõ ïðîöåäóðàõ. Äëÿ
îöåíêè èõ âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ è ìèòîòè÷åñêèé
öèêë êëåòîê ìû âûáðàëè òðè êëåòî÷íûå ëèíèè — êëåòêè
êàðöèíîìû ÷åëîâåêà HeLa G-63, ýíäîòåëèîöèòû ÷åëîâåêà
ëèíèè ECV 304 è êëåòêè íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè
êðûñû PC 12.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñòî÷íèêîì ôóêîèäàíà ñëóæèëè ìåõàíè÷åñêè èç-
ìåëü÷åííûå áóðûå âîäîðîñëè L. digitata, ïðèîáðåòåííûå
â êîìïàíèè «Âåðèíà» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), è ñìåñü âîäî-
ðîñëåé L. digitata è F. vesiculosus (â ðàâíîé ïðîïîðöèè)
(ÎÎÎ «Èñöåëåíèå»). Âñå ðåàêòèâû áûëè ïðèîáðåòåíû â
êîìïàíèÿõ Sigma-Aldrich è Acros Organics (ÑØÀ), åñëè
íå óêàçàíî èíîå, ñðåäà Èãëà — â ôèðìå ICN (ÑØÀ), ýìá-
ðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà è ðàñòâîð Âåðñåíà ïðèîáðåòåíû â
ôèðìå Áèîëîò.

Ê ë å ò ê è. Ýíäîòåëèîöèòû ÷åëîâåêà (ëèíèÿ ECV 304)
è êëåòêè íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè êðûñû (ëèíèÿ PC
12) áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ
êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Êëåòêè êàðöèíîìû ÷åëîâåêà (ëèíèÿ HeLa G-63) êóëüòè-
âèðóþòñÿ â ëàáîðàòîðèè íàøåãî èíñòèòóòà (ÏÈßÔ ÍÈÖ
«Êóð÷àòîâñêèé èíñòèòóò») ñ 1963 ã. Êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè âî ôëàêîíàõ Êàððåëÿ â ñðåäå Èãëà ÌÅÌ (ñ L-ãëóòà-
ìèíîì è äâîéíûì íàáîðîì àìèíîêèñëîò), ñîäåðæàùåé
10 % ñûâîðîòêè êðîâè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è 1 %
ñìåñè ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (ÁèîëîÒ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã), ïðè 37 °Ñ. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ðîñòà êëåòîê
HeLa G-63 èõ âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 24 ÷, çàòåì â êóëüòó-
ðàëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè ðàçëè÷íûå ôðàêöèè ôóêîèäàíà
â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë è äàëåå êóëüòèâèðîâàëè â òå-
÷åíèå 96 ÷, åæåäíåâíî ñ÷èòàÿ êëåòêè â êàìåðå Ãîðÿåâà.
Íà ãðàôèêå (ðèñ. 1) ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû òðåõ íåçà-
âèñèìûõ îïûòîâ.

Ï î ë ó ÷ å í è å è à í à ë è ç ô ð à ê ö è é ô ó ê î è ä à í à.
Ôðàêöèÿ ôóêîèäàíà F1 áûëà âûäåëåíà èç âîäîðîñëåé
L. digitata, à ôðàêöèÿ F2 — èç ñìåñè L. digitata è F. vesiñu-
losus (1 : 1). Îáðàçöû F1 è F2 ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ãðóáûå
ôðàêöèè ñóëüôàòèðîâàííûõ ïîëèñàõàðèäîâ, âûäåëåííûõ
ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Bilan et al., 2010), áåç äî-
ïîëíèòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ èîííî-îá-
ìåííîé õðîìàòîãðàôèè. Ôðàêöèþ F3 ïîëó÷àëè ñ ïî-
ìîùüþ äîïîëíèòåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ôðàêöèè F1
íà êîëîíêå ñ àíèîíîîáìåííûì íîñèòåëåì DEAE-Sephacel
è ýëþèðîâàíèÿ 1.5 Ì ðàñòâîðîì NaCl. Ìîíîñàõàðèäíûé
ñîñòàâ ôðàêöèé ôóêîèäàíîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì õðîìà-
òî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ÃÕ-ÌÑ) òðèìåòèëñèëèëüíûõ
ïðîèçâîäíûõ ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåòîêñèìîâ ïîñëå êèñ-
ëîòíîãî ãèäðîëèçà îáðàçöîâ ðàñòâîðîì òðèôòîðóêñóñíîé
êèñëîòû ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Áèëàí è äð., 2007). Ëèî-
ôèëèçèðîâàííûå ïðîáû ðàñòâîðÿëè â ïèðèäèíå è äîáàâ-
ëÿëè ê íèì ðàñòâîð ìåòîêñèëàìèíà â ïèðèäèíå
(20 ìã/ìë). Âèàëû ñ ðåàêöèîííîé ñìåñüþ âûäåðæèâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 40 ìèí, çàòåì â íèõ
äîáàâëÿëè ñèëèëèðóþùèé àãåíò (áèñ-òðèìåòèëñèëèëò-
ðèôòîðàöåòàìèä), ïîñëå ÷åãî âèàëû âûäåðæèâàëè ïðè

100 °Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí. Äàëåå ïðîâîäèëè õðîìàòîãðàôè-
÷åñêèé àíàëèç è îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ (ïî: Mu-
ravnik, Shavarda, 2012). Ñîäåðæàíèå ñóëüôàòíûõ îñòàòêîâ
â èçó÷àåìûõ ïîëèñàõàðèäàõ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ òóð-
áèäèìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà (Dodgson, 1961; Dodgson, Price,
1962) ïîñëå êèñëîòíîãî ãèäðîëèçà îáðàçöîâ îäíîìîëÿð-
íûì ðàñòâîðîì HCl ïðè 100 °C â òå÷åíèå 6 ÷. Â êà÷åñòâå
ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè K2SO4. Ñîäåðæàíèå áåëêà îïðå-
äåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðäà (Bradford, 1976), ñòàíäàðòîì
ñëóæèë áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ). Ñîñòàâ
âñåõ òðåõ îáðàçöîâ ïðåäñòàâëåí â òàáë. 1.

À í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì
ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ìåòðå, ñîçäàííîì â ãðóïïå ðàäèîáèîëîãèè è ìåäèöèíû
Ïåòåðáóðãñêîãî èíñòèòóòà ÿäåðíîé ôèçèêè (Stepanov
et al., 1996). ×åðåç 24—72 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôóêîèäàíà
êëåòêè ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà, öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè 700 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí è ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ
îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì áðîìèñòîãî ýòèäèÿ (50 ìêÌ/ìë) â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ (Fried et al., 1978). Àíàëèç ãèñ-
òîãðàìì (ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê ñ ðàçëè÷íûì
ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ê îáùåìó ÷èñëó ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
êëåòîê) ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîé
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû (íà îñíîâå: Dean et al., 1982).
Â êàæäîé ïðîáå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 20 òûñ. êëåòîê.

À ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê è å ê ë å ò ê è âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ñïåöèàëüíîãî íàáîðà ðåàêòèâîâ FITC Annexin V/Dead
Cell Apoptosis Kit (Invitrogen, ÑØÀ). Êëåòêè âûðàùèâàëè
24 ÷, çàòåì äîáàâëÿëè ôóêîèäàí â êîíöåíòðàöèè
60 ìêã/ìë è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ÷. Çàòåì ïðîâî-
äèëè êîìáèíèðîâàííîå îêðàøèâàíèå àííåêñèíîì-FITC
è èîäèäîì ïðîïèäèÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîôëóîðè-
ìåòðå Cell Lab Quanta Sc (Beckman Coulter, ÑØÀ). Êàæ-
äûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû. Êîëè÷åñòâî àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè êàê äîëþ êëåòîê,
îêðàøåííûõ àííåêñèíîì V, íî íå îêðàøåííûõ èîäèäîì
ïðîïèäèÿ. Â êàæäîé ïðîáå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 20
òûñ. êëåòîê.

Ì è ò î ò è ÷ å ñ ê è é è í ä å ê ñ, à òàêæå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê, âûðàùåííûõ íà ïîêðîâíûõ ñòåê-
ëàõ è îáðàáîòàííûõ ôóêîèäàíîì, îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Leika DM 2500 (Leica Microsys-
tems, Ãåðìàíèÿ, Øâåéöàðèÿ). ×åðåç 24, 48 è 72 ÷ ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ôóêîèäàíà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ êëåò-
êè ôèêñèðîâàëè 96%-íûì ýòàíîëîì, çàòåì îêðàøèâàëè
àöåòîîðñåèíîì è íà ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòàõ îïðåäåëÿëè
÷èñëî ìèòîçîâ è ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ (îòíîøåíèå äåëÿ-
ùèõñÿ êëåòîê ê îáùåìó ÷èñëó êëåòîê, ‰).

Ö è ò î ò î ê ñ è ÷ í î ñ ò ü ô ó ê î è ä à í à îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. Íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè
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Ò à á ë è ö à 1

Ñîñòàâ ôðàêöèé ôóêîèäàíîâ F1, F2 è F3

Ôðàêöèÿ
ôóêîèäàíîâ

Íåéòðàëüíûå ìîíîñàõàðèäû, %
Óðîíîâûå

êèñëîòû, %
Ñóëüôàòû, %

îò îáùåé ìàññû
Áåëîê, %

îò îáùåé ìàññû
ôóêîçà êñèëîçà ãàëàêòîçà ìàííîçà

F1 36.0 � 2.2 1.2 � 0.1 8.3 � 0.6 11.7 � 0.3 5.6 � 0.4 25.0 � 2 ÍÎ

F2 25.2 � 0.1 1.1 � 0.2 8.2 � 0.5 13.2 � 0.4 ÍÎ 33.6 � 1.4 0.40 � 0.03

F3 57.7 � 1 2.3 � 0.2 6.5 � 0.4 17.1 � 0.4 5.6 � 0.4 25.0 � 2 ÍÎ

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÍÎ — íå îïðåäåëåíî.



âñåõ òðåõ ëèíèé ðàññåèâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû
Cell+ (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ) (7000 êëåòîê íà 1 ëóíêó) è âû-
ðàùèâàëè âî âëàæíîé àòìîñôåðå ïðè 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ.
×åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó âíîñè-
ëè ôóêîèäàí F2 â êîíöåíòðàöèÿõ 20, 40, 60 è 80 ìêã/ìë.
×åðåç 48 ÷ â ñðåäó äîáàâëÿëè 10 ìêì ðàñòâîðà MTT
(5 ìã/ìë) (Sigma, ÑØÀ) è âûäåðæèâàëè 4 ÷. Äëÿ ðàñò-
âîðåíèÿ êðèñòàëëîâ îáðàçîâàâøåãîñÿ ôîðìàçàíà â ëóíêè
äîáàâëÿëè ïî 100 ìêì 20%-íîãî äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ
â 50%-íîì äèìåòèëôîðìàìèäå è ïîìåùàëè ïëàíøåò íà
øåéêåð (200 îá/ìèí) íà 3 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ýêñïåðèìåíò ïî-
âòîðÿëè òðèæäû ñ ïîëîæèòåëüíûìè è îòðèöàòåëüíûìè
êîíòðîëÿìè. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííûõ ðàñòâî-
ðîâ â ëóíêàõ èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû 595 íì ñ ïîìîùüþ
èììóíîôåðìåíòíîãî ïëàíøåòíîãî ôîòîìåòðà ÝÔÎÑ-9305
(Ñàïôèð, Ðîññèÿ). Ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè ïî îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ñîäåðæèìîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîé è êîíòðîëü-
íîé ëóíîê (ïðè äëèíå âîëíû ïîãëîùåíèÿ 595 íì). Äîëþ
ïîãèáøèõ êëåòîê (èíäåêñ öèòîòîêñè÷íîñòè, IC, %) ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå IC = = ((Ê – Î)/Ê)�100 %, ãäå Ê —
êîíòðîëü; Î — ýêñïåðèìåíò.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ, ïîñòðîåíèÿ
ãðàôèêîâ è äèàãðàìì èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Excel
2010 è OriginPro 8. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ð à ç ë è ÷ í û õ ô ð à ê ö è é ô ó ê î è ä à í à
í à ê ë å ò ê è H e L a G - 6 3. Êðèâûå ñêîðîñòè ðîñòà êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè ôðàêöèè ôóêîèäàíà F1, F2 èëè F3 ïîêàçû-
âàþò, ÷òî òîëüêî ôðàêöèÿ F2 ñóùåñòâåííî èíãèáèðóåò
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê (ðèñ. 1). Ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè, îáðàáîòêà êëåòîê ôðàêöèåé F1, F2 èëè F3 â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë â òå÷åíèå 24 ÷ ïðèâîäèëà ê óâå-
ëè÷åíèþ ïîãèáøèõ êëåòîê íà 11, 9 è 14 % ñîîòâåòñòâåííî
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 2, à). Îäíàêî ÷åðåç 48 ÷
äåéñòâèÿ F2 äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê ïðåâîñõîäèëà êîíò-
ðîëüíîå çíà÷åíèå íà 49 %, òîãäà êàê äëÿ ôðàêöèé F1 è F3
ðàçíèöà ñ êîíòðîëåì ñîñòàâëÿëà 12 è 6 % ñîîòâåòñòâåííî.
Ïðè êîíöåíòðàöèè ôóêîèäàíà 300 ìêã/ìë íàèáîëüøàÿ
ýôôåêòèâíîñòü ôðàêöèè F2 íàáëþäàëàñü óæå ïîñëå

24-÷àñîâîé îáðàáîòêè: äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê ïðåâûøàëà
êîíòðîëüíîå çíà÷åíèå íà 75 % (à äëÿ ôðàêöèé F1 è F3 —
íà 26 è 42 % ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè
îáðàáîòêè êëåòîê äî 72 ÷ ðàçëè÷èÿ â äåéñòâèè ôðàêöèé
ôóêîèäàíà ñíèæàëèñü.

Îáðàáîòêà êëåòîê ôóêîèäàíîì â êîíöåíòðàöèè
100 ìêã/ìë ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê, ïðè÷åì òîëüêî ôðàêöèÿ F2 îáëàäàëà èíãè-
áèðóþùèì ýôôåêòîì (òàáë. 2). Òàêèì îáðàçîì, èç òðåõ
èññëåäîâàííûõ ôðàêöèé ôóêîèäàíà äëÿ ñëåäóþùèõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ìû âûáðàëè ôðàêöèþ F2 êàê íàèáîëåå öèòî-
òîêñè÷íóþ äëÿ êëåòîê ëèíèè HeLa G-63.

Â ë è ÿ í è å ô ð à ê ö è è ô ó ê î è ä à í à F 2 í à ä ð ó -
ã è å ê ë å ò ê è. Â äîïîëíåíèå ê HeLa G-63 áûëè âçÿòû äâå
êëåòî÷íûå ëèíèè — ýíäîòåëèîöèòû ÷åëîâåêà (ëèíèÿ
ECV 304) è êëåòêè íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè êðûñû
(ëèíèÿ PC 12). Öèòîòîêñè÷íîñòü ôóêîèäàíà F2 âûÿâëÿëè
ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà ïîñëå 48-÷àñîâîãî ïðèñóòñòâèÿ åãî
â ñðåäå. Ôóêîèäàí F2 óãíåòàåò âûæèâàåìîñòü êëåòîê
HeLa G-63 âî âñåõ èñïûòàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ (ðèñ. 3).
Â îòíîøåíèè êëåòîê PC 12 è ECV 304 èíãèáèðóþùèé ýô-

Âëèÿíèå ôóêîèäàíîâ, âûäåëåííûõ èç âîäîðîñëåé, íà êëåòêè HeLa G-63, ECV 304 è PC 12 729

Ðèñ. 1. Êðèâûå ñêîðîñòè ðîñòà êëåòîê HeLa G-63 ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ôðàêöèè ôóêîèäàíà F1, F2 èëè F3 â

êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ôðàêöèè ôóêîèäàíà F1, F2 èëè F 23 â êîíöåíòðàöèÿõ (100 (à)) è 300 (á) ìêã/ìë íà ãèáåëü êëåòîê HeLa G-63 â òå-
÷åíèå 72 ÷.

Ñòîëáöû: ÷åðíûå — ôðàêöèÿ F1, áåëûå — F2, ñåðûå — F3, çàøòðèõîâàííûå — êîíòðîëü.



ôåêò ôóêîèäàíà F2 ïðîÿâëÿëñÿ ñ êîíöåíòðàöèè 60 ìêã/ìë.
Ïî äàííûì öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà, êóëüòèâè-
ðîâàíèå êëåòîê êàæäîé ëèíèè â ïðèñóòñòâèè ôðàêöèè F2
â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 20 äî 80 ìêã/ìë ïðèâîäèëî
ê ãèáåëè êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò äîçû F2 è âðåìåíè îá-
ðàáîòêè (ðèñ. 4). Êëåòêè îïóõîëè êðûñû PC 12 îêàçàëèñü
íàèáîëåå, à ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ECV 304 — íàèìåíåå
÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñòâèþ ôóêîèäàíà F2 (ðèñ. 4).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, âûçûâàåò ëè ôðàêöèÿ
F2 (60 ìã/ìë) èíäóêöèþ àïîïòîçà â êëåòêàõ âñåõ ëè-
íèé, áûë ïðîâåäåí àíàëèç ñ ïîìîùüþ äâîéíîãî îêðà-
øèâàíèÿ àííåêñèíîì V-FITC è èîäèäîì ïðîïèäèÿ. Ðå-
çóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 5, ïîêàçàëè, ÷òî ÷èñëî
àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (ïîçèòèâíûõ ïî àííåêñèíó

V-FITC è íåãàòèâíûõ ïî PI) çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïðè
30-÷àñîâîì êóëüòèâèðîâàíèè ñ F2 â êëåòêàõ ÐÑ 12 (ñ 2.18
äî 20.39 %) è â êëåòêàõ HeLa G-63 ( ñ 3.08 äî 18.9 %, ðèñ. 5,
à, á), íî óìåðåííî — â êëåòêàõ ECV 304 (c 1.82 äî 3.88 %,
ðèñ. 5, â).

Íà ðèñ. 6 âèäíû ïðèçíàêè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
êëåòîê ÷åðåç 30 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôðàêöèè ôóêîè-
äàíà F2 â êîíöåíòðàöèè 60 ìêã/ìë â ïèòàòåëüíóþ ñðå-
äó — ìàðãèíàöèÿ è ïèêíîç õðîìàòèíà, íåðîâíîñòü êîí-
òóðîâ ÿäðà, èçìåíåíèå êîíòóðîâ è ôðàãìåíòàöèÿ
êëåòîê.
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Ò à á ë è ö à 2

Âëèÿíèå ôðàêöèé ôóêîèäàíà F1, F2 è F3
íà ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü êëåòîê HeLa G-63

Âðåìÿ
äåéñòâèÿ,

÷

Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ, ‰

êîíòðîëü
ôðàêöèè ôóêîèäàíà

F1 F2 F3

24 21.5 � 2.2 27.0 � 4.4 23.2 � 3.8 37.5 � 4.2

48 20.0 � 3.6 26.5 � 4.4 17.0 � 2.6 25.5 � 4.4

72 20.0 � 3.2 25.8 � 3.8 12.0 � 2.5à 38.0 � 4

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñðåäíåêâàäðàòè÷íàÿ
îøèáêà. àÄîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì ïðè P < 0.1.

Ðèñ. 3. Öèòîòîêñè÷íîñòü ôðàêöèè ôóêîèäàíà F2 â îòíîøåíèè
êëåòîê ëèíèé HeLa G-63 (êðèâàÿ 1), ECV 304 (2) è PC 12 (3).

Ðåçóëüòàòû ÌÒÒ-òåñòà.

Ðèñ. 4. Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà öèòîòîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ôóêîèäàíà F2 íà êëåòêè ëèíèé HeLa G-63, ECV 304 è PC 12.

Ñòîëáöû: ÷åðíûå — êëåòêè ECV 304, áåëûå — HeLa G-63, ñåðûå — PC 12. Ïîêàçàíî ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ïîãèáøèõ êëåòîê ê îáùåìó ÷èñëó
ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ïîñëå îáðàáîòêè ôóêîèäàíîì F2 â äîçàõ îò 20 äî 80 ìêã/ìë â òå÷åíèå 24 (à), 30 (á), 48 (â ) è 72 (ã) ÷ (êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ âû-

÷èòàëè).



Âëèÿíèå ôóêîèäàíîâ, âûäåëåííûõ èç âîäîðîñëåé, íà êëåòêè HeLa G-63, ECV 304 è PC 12 731

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå àïîïòîòè÷åñêèõ è æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê PC 12 (à), HeLa G-63 (á) è ECV 304 (â) â ðåæèìå DotPlot (äâóõ-
ìåðíàÿ ãèñòîãðàììà).

Ïî îñè àáñöèññ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àííåêñèíà V-FITC, îòí. åä.; ïî îñè îðäèíàò — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè PI, îòí. åä.; 1-é êâàä-
ðàíò — êëåòêè, íåãàòèâíûå ïî àííåêñèíó V-FITC è ïîçèòèâíûå ïî PI (íåêðîòè÷åñêèå); 2-é êâàäðàíò — êëåòêè, ïîçèòèâíûå ïî PI è àííåêñèíó V-FITC
(ïîçäíÿÿ ñòàäèÿ àïîïòîçà èëè íåêðîç); 3-é êâàäðàíò — êëåòêè, íåãàòèâíûå ïî PI è àííåêñèíó V-FITC (æèçíåñïîñîáíûå); 4-é êâàäðàíò — êëåòêè, ïî-

çèòèâíûå ïî àííåêñèíó V-FITC è íåãàòèâíûå ïî PI (ðàííÿÿ ñòàäèÿ àïîïòîçà, äîëÿ óêàçàíà öèôðîé).



Â ë è ÿ í è å ô ð à ê ö è è ô ó ê î è ä à í à F 2 í à ê ë å -
ò î ÷ í û é ö è ê ë. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê âñåõ òðåõ ëèíèé ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà ïðîâîäèëè ïîñëå 24-, 30- è 48-÷àñîâîãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ôðàêöèè F2 â êîíöåíòðàöèè
60 ìêã/ìë. Ïðè ýòîì äëÿ êëåòîê HeLa G-63 íàðóøåíèé
ïðîãðåññèè êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà íå íàáëþ-
äàëè (òàáë. 3). Òàêèì îáðàçîì, ôóêîèäàí F2 íå îêàçûâàåò
âëèÿíèÿ íà êëåòî÷íûé öèêë HeLa G-63. Êëåòêè ÐÑ 12,
ïî-âèäèìîìó, îêàçàëèñü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê äåéñò-

âèþ ôóêîèäàíà, è ïîñëå 30-÷àñîâîé îáðàáîòêè F2 ÷èñëî
êëåòîê â ôàçå G1 óâåëè÷èâàëîñü íà 15.2 %. Â êëåòêàõ ëè-
íèè ECV 304 ÷èñëî êëåòîê â ôàçå G1 ïîñëå äåéñòâèÿ F2 â
òå÷åíèå 24, 30 è 48 ÷ ïîâûøàëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì ñîîòâåòñòâåííî íà 4.3, 10.1 è 9.8 % (òàáë. 3). Íàðóøå-
íèå ïðîãðåññèè ïî öèêëó çàìåòíåå âñåãî ïðîÿâèëîñü íà
êëåòêàõ ëèíèè ECV 304, âîçìîæíî ïîòîìó, ÷òî ó ýòèõ
êëåòîê ñèñòåìà êîíòðîëÿ ïðîãðåññèè ïî öèêëó âûðàæåíà
â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ó îïóõîëåâûõ êëåòîê (Ãèëüÿíî
è äð., 2008).

732 Å. Â. Æóðèøêèíà è äð.

Ðèñ. 6. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê HeLa G-63 (à), PC-12 (á) è ECV-304 (â) ïîñëå 30-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ ôðàêöèè ôóêîè-
äàíà F2 â êîíöåíòðàöèè 60 ìêã/ë.

Ëåâàÿ êîëîíêà — êîíòðîëü; ïðàâàÿ — F2. Îá. 40�.



Îáñóæäåíèå

Ìû èññëåäîâàëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ðàçëè÷-
íûõ ôðàêöèé ôóêîèäàíà, âûäåëåííûõ èç êîììåð÷åñêè
äîñòóïíûõ áóðûõ âîäîðîñëåé ïî èçâåñòíûì ìåòîäèêàì
(Bilan et al., 2010), íà êëåòêè ðàçëè÷íûõ ëèíèé. Âûáîð
èìåííî òàêèõ èñòî÷íèêîâ ôóêîèäàíà áûë îáóñëîâëåí øè-
ðîêèì ïðèìåíåíèåì ýòèõ âèäîâ âîäîðîñëåé â êîñìåòîëî-
ãèè è â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ äîáàâîê. Íàñ èí-
òåðåñîâàë âîïðîñ î òîì, íàñêîëüêî öèòîòîêñè÷åí ñîäåð-
æàùèéñÿ â íèõ ôóêîèäàí. Âñå òðè ôðàêöèè ðàçëè÷àëèñü
ïî ñîñòàâó. Òàê, âî ôðàêöèè F2 (ôóêîèäàí, âûäåëåííûé
èç ñìåñè L. digitata è F. vesiculosius) ïîâûøåíî ñîäåðæà-
íèå ñóëüôàòîâ, à âî ôðàêöèÿõ F1 è F3, ïîëó÷åííûõ èç
L. digitata, ïðèñóòñòâóþò óðîíîâûå êèñëîòû; êðîìå òîãî,
ôðàêöèè ðàçëè÷àëèñü ïî ñîäåðæàíèþ ôóêîçíûõ îñòàòêîâ
(òàáë. 1). Ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, ñòåïåíü ñóëüôàòèðî-
âàíèÿ ìîëåêóë ôóêîèäàíà êîððåëèðóåò ñ èõ áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòüþ (Ale at al., 2011b). Â íàøåì ñëó÷àå ýòà
çàâèñèìîñòü òàêæå îêàçàëàñü î÷åâèäíîé: íàèáîëüøèé ýô-
ôåêò ïðè ñðàâíèòåëüíîì âîçäåéñòâèè ôðàêöèé íà êëåòî÷-
íóþ ëèíèþ HeLa G-63 áûë âûÿâëåí ó ôðàêöèè F2 (ðèñ. 1,
2; òàáë. 2).

Ìû èññëåäîâàëè äåéñòâèå ôðàêöèè ôóêîèäàíà F2 íà
êëåòêè ëèíèé HeLa G-63, ýíäîòåëèîöèòîâ ÷åëîâåêà (ëè-
íèÿ ECV 304) è íà êëåòêè íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè
êðûñû (ëèíèÿ PC 12). Îêàçàëîñü, ÷òî F2 èíãèáèðóåò ïðî-
ëèôåðàöèþ (ðèñ. 3), à òàêæå èíäóöèðóåò ãèáåëü êëåòîê â
çàâèñèìîñòè îò äîçû è âðåìåíè îáðàáîòêè (ðèñ. 4). Ýòè
ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ àâòîðîâ
(Yamasaki-Miyamoto et al., 2009; Costa et al., 2011), êîòî-
ðûå èçó÷àëè âëèÿíèå ôóêîèäàíà íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê
HeLa è MCF-7 ñîîòâåòñòâåííî. Èíòåðåñíî, ÷òî â îòëè÷èå
îò íîðìàëüíûõ êëåòîê, äëÿ êîòîðûõ ôóêîèäàí áûë íåòîê-
ñè÷åí (Yamasaki-Miyamoto et al., 2009; Vishchuk et al.,
2012), íàøè êëåòêè ECV 304 îêàçàëèñü âîñïðèèì÷èâû ê
äåéñòâèþ ôóêîèäàíà F2, õîòÿ è â çíà÷èòåëüíî ìåíüøåé
ñòåïåíè, ÷åì äðóãèå êëåòêè, èññëåäóåìûå íàìè. Ìíîãî-
÷èñëåííûå ìîðôîëîãè÷åñêèå, èììóíîõèìè÷åñêèå è áèî-
õèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, à òàêæå ïðîâåäåííàÿ öèòîãå-
íåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè ECV 304

ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ýíäîòåëèàëüíîé êëå-
òî÷íîé ìîäåëè äëÿ ðåøåíèÿ ðÿäà ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ
çàäà÷ (Hughes, 1996; Ãèëüÿíî è äð., 2008; ßðöåâà, Ôåäîð-
öåâà, 2008). Íàïðèìåð, îíè ìîãóò áûòü îáúåêòîì èíôèöè-
ðîâàíèÿ âèðóñîì JEV íàðÿäó ñ äðóãèìè ýíäîòåëèàëüíû-
ìè êëåòêàìè (Shwetank, 2013).

Âî ìíîæåñòâå ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ
ïðîòèâîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòè ôóêîèäàíîâ, óòâåðæäàåò-
ñÿ, ÷òî ôóêîèäàí èíäóöèðóåò èìåííî àïîïòîòè÷åñêóþ ãè-
áåëü êëåòîê (Aisa et al., 2005; Yamasaki-Miyamoto et al.,
2009; Ale et al., 2011a; Costa et al., 2011; Zhang, 2013).
Ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìû ïîäòâåðäèëè, ÷òî
ôóêîèäàí F2 âûçûâàåò àïîïòîç â êëåòêàõ PC 12, HeLa
G-63 è â ìåíüøåé ñòåïåíè ECV 304 (ðèñ. 5).

Èçâåñòíî, ÷òî àíòèêàíöåðîãåííîå äåéñòâèå ôóêîèäà-
íà çàâèñèò îò âèäà îïóõîëè. Íà ïðèìåðå 15 ðàçëè÷íûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé (Fukahory et al., 2008) áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ñ ôóêîèäàíîì, âûäåëåí-
íûì èç Cladosiphon okamuranus, ïîäàâëåíèå êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè áîëåå âûðàæåíî â ëèíèÿõ ãåïàòîöåëëþ-
ëÿðíîé êàðöèíîìû, õîëàíãèîêàðöèíîìû è êàðöèíîìû
æåë÷íîãî ïóçûðÿ, ÷åì â ëèíèÿõ íåéðîáëàñòîìû, ãåïàòîá-
ëàñòîìû è êàðöèíîìû ÿè÷íèêîâ. Â íàøåé ðàáîòå íàèáî-
ëåå ÷óâñòâèòåëüíîé ê äåéñòâèþ ôóêîèäàíà F2 îêàçàëàñü
êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ íåéðîýíäîêðèííîé îïóõîëè êðûñû
(PC 12) (ðèñ. 4).

Ôóêîèäàí F2 âûçûâàåò àêêóìóëÿöèþ êëåòîê ECV 304
â ôàçå G1 ÷åðåç 24, 30 è 48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ è ñíèæå-
íèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â S-ôàçå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
åãî âëèÿíèè íà êëåòî÷íûé öèêë. Â êëåòî÷íîé ëèíèè PC
12 óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ êëåòîê â G1-ôàçå è ñíèæåíèå â
S-ôàçå íàáëþäàëè òîëüêî ïîñëå îáðàáîòêè F2 â òå÷åíèå
30 ÷ (òàáë. 3). Àíàëîãè÷íûå äàííûå ïîêàçàíû è â äðóãèõ
èññëåäîâàíèÿõ. Òàê, íàïðèìåð, ôóêîèäàí â êîíöåíòðàöèè
1.0 ìã/ìë óâåëè÷èâàë ïîïóëÿöèþ â ôàçàõ G0/G1 êëåòîê
êàðöèíîìû ïå÷åíè (Huh7) è ñíèæàë ïîïóëÿöèþ â S-ôàç-
íûõ êëåòêàõ (Nagamine et al., 2009). Ôóêîèäàí ïîäàâëÿë
ðàçìíîæåíèå êëåòîê è çàäåðæèâàë ìèòîòè÷åñêèé öèêë
êëåòî÷íûõ ëèíèé HCC (HAK-1A, KYN-2 è KYN-3), ÷òî
âûðàæàëîñü ðîñòîì ÷èñëà êëåòîê â ôàçàõ G2/M ÷åðåç 72 ÷
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôóêîèäàíà (Fukahory et al., 2008). Ôó-
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Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê HeLa G-63, PC 12 è ECV 304 ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
ïîñëå äåéñòâèÿ ôðàêöèè ôóêîèäàíà F2 (60 ìêã/ìë) â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè

Âðåìÿ
äåéñòâèÿ, ÷

Ôàçà
öèêëà

Ëèíèÿ êëåòîê

HeLa G63 PC 12 ECV 304

êîíòðîëü F2 êîíòðîëü F2 êîíòðîëü F2

24 G1 57.4 � 1.1 56.3 � 0.9 64.6 � 1.2 66.2 � 1.6 44.3 � 1.5 48.6 � 0.9à

S 9.4 � 1.0 12.2 � 1.4 8.8 � 0.4 9.0 � 0.5 18.3 � 0.9 14.2 � 0.6à

G2/M 33.1 � 1.6 31.5 � 0.9 26.6 � 1.3 24.8 � 1.5 37.5 � 1.7 37.2 � 0.5

30 G1 61.0 � 1.5 57.3 � 0.7 53.8 � 1.7 69.0 � 1.8à 57.3 � 2.4 67.4 � 4.3á

S 16.3 � 1.2 13.8 � 1.1 18.6 � 1.5 10.2 � 1.7à 14.0 � 1.5 7.8 � 1.2à

G2/M 22.7 � 0.7 29.0 � 0.6 27.6 � 1.8 20.8 � 0.5à 28.8 � 1.3 24.8 � 3.6

48 G1 59.4 � 2.7 58.5 � 0.5 67.5 � 1.5 70.0 � 2.7 54.8 � 1.5 64.6 � 2.4à

S 8.4 � 0.7 8.3 � 0.5 9.5 � 1.2 6.3 � 0.3à 14.2 � 0.7 9.4 � 0.5à

G2/M 32.2 � 2.5 33.3 � 0.5 23.0 � 1.5 23.7 � 2.6 31.0 � 1.9 26.0 � 2.9

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñðåäíåêâàäðàòè÷íàÿ îøèáêà; äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì ïðè P < 0.05 (à) èëè P < 0.1 (á).



êîèäàí âûçûâàåò íàêîïëåíèå êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íî-
ãî öèêëà Ò-êëåòîê ëåéêåìèè HTLV-1 (Haneji et al., 2005) è
êëåòîê áðîíõîëåãî÷íîé êàðöèíîìû NSCLC-N6 (Riou
et al., 1996). Èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ ñòàíîâèòñÿ ïîíÿòíî,
÷òî ôóêîèäàí çàäåðæèâàåò ðîñò êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ôàçàõ
â çàâèñèìîñòè îò âèäà îïóõîëè.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ôóêîèäàí, âûäåëåí-
íûé èç ñìåñè êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ áóðûõ âîäîðîñëåé,
èíäóöèðóåò àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê HeLa G-63 è
PC 12; êëåòêè ECV 304 òîæå ÷óâñòâèòåëüíû ê öèòîòîêñè-
÷åñêîìó äåéñòâèþ ýòîãî ñóëüôàòèðîâàííîãî ïîëèñàõàðè-
äà, íî â ñóùåñòâåííî ìåíüøåé ñòåïåíè. Ýôôåêòèâíîñòü
äåéñòâèÿ ôóêîèäàíà íà êëåòêè, ðåçóëüòàòîì êîòîðîãî ÿâ-
ëÿþòñÿ èíäóêöèÿ àïîïòîçà è íàðóøåíèå êëåòî÷íîãî öèêëà,
çàâèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ: äîçû, âðåìåíè îáðàáîòêè, òèïà
îïóõîëåâûõ êëåòîê, à òàêæå õàðàêòåðèñòèê ñàìîãî ôóêîèäà-
íà — åãî èñòî÷íèêà, ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ è ñîñòàâà âûäåëåí-
íîé ôðàêöèè (ñîäåðæàíèÿ ñóëüôîãðóïï è ñàõàðîâ).

Ìû áëàãîäàðèì Ë. Â. Êîíåâåãó çà òåõíè÷åñêîå ñî-
äåéñòâèå â ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà Ìèíèñòåðñòâîì îáðàçîâàíèÿ è
íàóêè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííî-
ãî çàäàíèÿ ¹ 17.1360.2014/Ê (ðàçäåë ðàáîòû, ñîîòâåòñò-
âóþùåé òàáë. 1).
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EFFECT OF FUCOIDANS ISOLATED FROM SEAWEEDS LAMINARIA DIGITATA

AND FUCUS VESICULOSUS ON CELL LINES HELA G-63, ECV 304 AND PC 12
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The aim of the research was to investigate cytotoxicity of fucoidans on mammals cells. Three different
samples of fucoidans were isolated from mechanically grounded brown algae Laminaria digitata and Fucus ve-
siculosus. The sample F2 that differed from the others by higher sulfatation level and suppression of HeLa G-63
line culture growth was taken for further study in cell lines HeLa G-63, ECV 304 and PC 12. We have shown
that fucoidan preparation F2 inhibits proliferation and induces cell death in a dose- and time-dependent manner
for all investigated cell lines. Neuroendocrine tumor rat cell line PC 12 appeared to be the most sensitive to fu-
coidan treatment whereas endothelial human cells ECV 304 were the least sensitive.

K e y w o r d s: fucoidan, proliferation, flow cytometry.
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