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Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà è äð.
Ôîðìà êëåòîê è èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà îöåíèòü âëèÿíèå ïîâåðõíîñòíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìå-
íåíèé êëåòêè íà åå ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ N-àöåòèëöèñòåèíà
(NAC) è àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû (ALA). Ïîêàçàòåëåì ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé (ôîðìû) ñëóæèëà
ïëîùàäü êëåòêè, à ôóíêöèîíàëüíûõ — ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè åñòåñòâåííûõ
êèëëåðíûõ êëåòîê (ÅÊÊ). Ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå â ñðåäó òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ
3T3-SV40 NAC èëè ALA âûçûâàåò áûñòðûå èçìåíåíèÿ ïëîùàäè è ôîðìû êëåòîê. Ïàðàëëåëüíî ïîñòå-
ïåííî è çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ. Äàëåå ñðàâ-
íèëè ýôôåêòû NAC è ALA ñ äåéñòâèåì äðóãèõ àãåíòîâ (íå àíòèîêñèäàíòîâ) íà ýòè æå ïîêàçàòåëè. Àãåí-
òû âûáèðàëè òàê, ÷òîáû èõ äåéñòâèå õîòÿ áû ïî îäíîìó ïàðàìåòðó ñîâïàäàëî ñ äåéñòâèåì àíòèîêñèäàí-
òîâ. Èìè áûëè ëàòðóíêóëèí Â, äåçîðãàíèçóþùèé àêòèíîâûå íèòè (êàê è îáà àíòèîêñèäàíòà), âåùåñòâî
OTZ, ïîíèæàþùåå óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå (êàê è NAC), èíãèáèòîð ñèíåòåçà ãëóòàòèîíà BSO, ïîâûøàþ-
ùèé óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå (êàê è ALA), àíòèòåëà ê æåëàòèíàçàì ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9, èíàêòèâèðóþùèå èõ
(êàê è îáà àíòèîêñèäàíòà). Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî èçìåíåíèå ìîðôîëîãè÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ êîððå-
ëèðóåò ñ èçìåíåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê 3T3-SV40 (÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ÅÊÊ), è ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ãåîìåòðèÿ ïîâåðõíîñòè êëåòêè ìîæåò áûòü ôóíêöèîíàëüíûì èíäèêàòîðîì åå
ðåàêöèè íà äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîðôîëîãèÿ ïîâåðõíîñòè, åñòåñòâåííûå êèëëåðíûå êëåòêè, àíòèîêñèäàíòû
NAC è ALA, ëàòðóíêóëèí Â, OTZ, BSO, àíòèòåëà ê ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÌÌÐ — ìàòðèêñíûå ìåòàëëîï-
ðîòåàçû, ALA — àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà, BSO — DL-áóòèîíèí-S,R-ñóëüôîêñèìèí, NAC — N-àöåòèë-
öèñòåèí, OTZ — (–)-2-îêñî-4-òèàçîëèäèíêàðáîêñèëüíàÿ êèñëîòà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî äåôîðìàöèè êëåòêè
(èçìåíåíèÿ ôîðìû) âëèÿþò íà åå ïîâåäåíèå è ñóäüáó.
Ðàçíûìè àâòîðàìè ïîêàçàíî, ÷òî ìåõàíè÷åñêîå ðàñòÿæå-
íèå èëè ñæàòèå êëåòêè ïîä äåéñòâèåì ìèêðîîêðóæåíèÿ
(íàïðèìåð, èçìåíåíèÿ æåñòêîñòè è ãåîìåòðèè âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà — ÂÊÌ) è ñîñåäíèõ êëåòîê ìîæåò âêëþ-
÷àòü âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, ìåíÿòü ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ è â êîíå÷íîì èòîãå — ôóíêöèè êëåòêè (Dupont
et al., 2011; Halder et al., 2012; Hao et al., 2014).

Èññëåäóÿ äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòîâ N-àöåòèëöèñòåè-
íà (NAC) è àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû (ALA) íà ðàçíûå ïà-
ðàìåòðû òðàíñôîðìèðîâàííûõ ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ
3T3-SV40, ìû îáíàðóæèëè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëå-
òîê è ðåîðãàíèçàöèþ ñòðóêòóð èõ öèòîñêåëåòà (Åôðåìîâà
è äð., 2004; Gamaley et al., 2006). Êðîìå òîãî, NAC è ALA
â ìåæêëåòî÷íîé ñðåäå èçìåíÿþò àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ
ìåòàëëîïðîòåàç — êîëëàãåíàç (ÌÌÐ-1 è ÌÌÐ-8) è æåëà-
òèíàç (ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9), â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò
ðåîðãàíèçàöèÿ êîëëàãåíà, îñíîâíîãî êîìïîíåíòà ÂÊÌ íà
ïîâåðõíîñòè êëåòêè (Âîðîíêèíà è äð., 2014). Îäíàêî ALA â
îòëè÷èå îò NAC äåéñòâóåò ïðîîêñèäàíòíî, ïîâûøàÿ óðî-
âåíü ÀÔÊ â êëåòêå, íåñìîòðÿ íà ñâîþ ñïîñîáíîñòü ïîãëî-
ùàòü ðàçíûå ðàäèêàëû (Ëþáëèíñêàÿ è äð., 2013). Âñå ýòè
èçìåíåíèÿ âêëþ÷åíû â öåïü ñîáûòèé, êîòîðûå â èòîãå

ìåíÿþò ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòêè, â ÷àñòíîñòè åå âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ áàêòåðèÿìè (Gamaley et al., 2006; Bozhokina
et al., 2013, 2014) è åñòåñòâåííûìè êèëëåðíûìè êëåòêàìè
(ÅÊÊ) (Ôèëàòîâà è äð., 2008, 2009). Â îñíîâå ïðîíèêíî-
âåíèÿ â êëåòêó áàêòåðèé (Öàïëèíà, 2013) èëè ëèçèñà åå
ÅÊÊ (Long, Rajagopalan, 2002; Moretta, Moretta, 2004; Ta-
keda, Okumura, 2004) ëåæèò âçàèìîäåéñòâèå ïîâåðõíîñò-
íûõ ñòðóêòóð êëåòêè-ìèøåíè ñ êëåòêîé-ýôôåêòîðîì. Îíî
âûðàæàåòñÿ â óçíàâàíèè áàêòåðèåé èëè ÅÊÊ íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòêè-ìèøåíè îïðåäåëåííûõ äåòåðìèíàíò, â îáðàçî-
âàíèè êîíòàêòà è àêòèâàöèè îïðåäåëåííûõ ñèãíàëüíûõ
êàñêàäîâ, ïðèâîäÿùèõ êëåòêó-ìèøåíü ñîîòâåòñòâåííî ê
áàêòåðèàëüíîìó çàðàæåíèþ èëè ëèçèñó. Ïîëíîé ÿñíîñòè
â ïîíèìàíèè ìåõàíèçìîâ îáîèõ ïðîöåññîâ íåò.

Íà îñíîâàíèè ïðåäûäóùèõ ðàáîò ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî â îñíîâå èçìåíåíèé ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ëèçè-
ñó ÅÊÊ, à òàêæå ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè ïðè äåéñòâèè
àíòèîêñèäàíòîâ ìîãóò ëåæàòü èçìåíåíèÿ â ñèãíàëüíûõ
êàñêàäàõ êëåòêè, ïðîèñõîäÿùèå â ðåçóëüòàòå ñòðóêòóð-
íûõ èçìåíåíèé êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è ðåîðãàíèçàöèè
ÂÊÌ (Gamaley et al., 2006; Ãàìàëåé è äð., 2010; Bozhokina
et al., 2013, 2014; Âîðîíêèíà è äð., 2014).

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäïîëîæåíèåì â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà îöåíèòü âêëàä ïîâåðõíîñòíûõ ìîð-
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ôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé êëåòêè â èçìåíåíèå åå ôóíêöè-
îíàëüíîé àêòèâíîñòè. Ïîêàçàòåëåì ìîðôîëîãè÷åñêèõ èç-
ìåíåíèé ñëóæèëà ïëîùàäü êëåòêè, à ôóíêöèîíàëüíûõ —
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîìó äåéñòâèþ ÅÊÊ.
Ñðàâíèâàëè äåéñòâèå (íà îáà ïàðàìåòðà êëåòêè) àíòèîê-
ñèäàíòîâ NAC è ALA ñ äåéñòâèåì ðÿäà äðóãèõ àãåíòîâ,
íå ÿâëÿþùèõñÿ àíòèîêñèäàíòàìè, íî ýôôåêòû êîòîðûõ
õîòÿ áû ÷àñòè÷íî ñîâïàäàëè ñ ýôôåêòàìè NAC è ALA.
Èìè áûëè ëàòðóíêóëèí Â, äåçîðãàíèçóþùèé àêòèíîâûå
íèòè (êàê è îáà àíòèîêñèäàíòà), (–)-2-îêñî-4-òèàçîëèäèí-
êàðáîêñèëüíàÿ êèñëîòà (OTZ), ïîíèæàþùàÿ óðîâåíü
ÀÔÊ â êëåòêå (êàê è NAC), èíãèáèòîð ñèíåòåçà ãëóòàòèî-
íà DL-áóòèîíèí-S,R-ñóëüôîêñèìèí (BSO), ïîâûøàþùèé
óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå (êàê è ALA), àíòèòåëà ê æåëàòèíà-
çàì ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9, èíàêòèâèðóþùèå èõ àêòèâíîñòè
(êàê è îáà àíòèîêñèäàíòà).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè ýìáðèîíàëüíûå ìûøèíûå
ôèáðîáëàñòû ëèíèè Balb/3T3, òðàíñôîðìèðîâàííûå âè-
ðóñîì SV40 (êëåòêè ïîñòîÿííîé ëèíèè 3T3-SV40). Êëåò-
êè ïîëó÷åíû èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ.
Ïëîòíîñòü êëåòîê ïðè ïîñåâå ñîñòàâëÿëà 5�105 êë./ìë.
Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ýêñ-
ïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà. Âñå èñïîëüçóåìûå àãåíòû ãî-
òîâèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì è ââîäèëè
â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê äî íåîáõîäèìîé êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè. Ïåðåä ââåäåíèåì â ñðåäó ìàòî÷íîãî
ðàñòâîðà àíòèîêñèäàíòîâ NAC èëè ALA âåëè÷èíó èõ
ðÍ äîâîäèëè äî çíà÷åíèÿ 7.0. Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàëè
ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 ÷åëîâåêà (â ðàçâåäåíèè 1 : 1000), èíãèáèòîð ñè-
íåòåçà ãëóòàòèîíà BSO (10 ìêÌ), òèîëñîäåðæàùåå âåùå-
ñòâî OTZ (5 ìÌ) è ëàòðóíêóëèí Â (200—500 íÌ).

È ç ì å í å í è ÿ ô î ð ì û ï î â å ð õ í î ñ ò è ê ë å ò ê è
ð å ã è ñ ò ð è ð î â à ë è ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà AxioObser-
ver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðó-
äîâàííîãî óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèç-
íåííîãî íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè (ïîääåðæàíèÿ òåìïåðà-
òóðû, âëàæíîñòè è ÑÎ2). Ðåãèñòðàöèþ èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè â ðåæèìå öåéòðàôåðíîé ñúåìêè ñ 5-ìèíóòíûì
èíòåðâàëîì ìåæäó êàäðàìè. Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ
Plan-Neofluar 20�/0.4 è öèôðîâóþ êàìåðó AxioCam HRm
ñ ðàçðåøåíèåì 1388�1040 ïèêñåëåé. Ìåòîä íàáëþäå-
íèÿ — äèôôåðåíöèàëüíûé èíòåðôåðåíöèîííûé êîíò-
ðàñò, àäàïòèðîâàííûé äëÿ ðàáîòû ñ ïëàñòèêîì (PlastDIC).
Çàäàííûå óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà êîíòðîëèðîâàëèñü àâòî-
ìàòè÷åñêè ïðîãðàììîé AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss Micro-
Imaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). ×àøêó Ïåòðè ñ êëåòêàìè ïî-
ìåùàëè íà ñòîëèê ìèêðîñêîïà, çàïèñûâàëè èçîáðàæåíèÿ
êëåòîê ñíà÷àëà â òå÷åíèå 5—10 ìèí, çàòåì â ñðåäó ââîäè-
ëè îäíî èç èñïûòûâàåìûõ âåùåñòâ è ïðîäîëæàëè çàïèñü
èçîáðàæåíèé â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà
èñïîëüçîâàëè îòäåëüíûå èçîáðàæåíèÿ, çàïèñàííûå â ôîð-
ìàòå JPEG. Îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ èçîáðàæåíèé âûïîë-
íÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.49t (Rasband W. S.,
ImageJ U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Mary-
land, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997—2015). Â êà÷åñò-
âå îñíîâíîãî êîëè÷åñòâåííîãî ïîêàçàòåëÿ äëÿ îöåíêè
ðàçìåðà êëåòîê èñïîëüçîâàëè ïàðàìåòð Area — ïëîùàäü

ïîâåðõíîñòè, ïðîåöèðóåìîé êëåòêîé íà ïîäëîæêó, èçìå-
ðåííóþ â ïèêñåëÿõ, è åå ïåðèìåòð. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò
ïîâòîðÿëè òðèæäû. Íà êàæäîì ïîëó÷åííîì èçîáðàæåíèè
àíàëèçèðîâàëè ïî 100 êëåòîê èç ðàçíûõ ó÷àñòêîâ ìîíî-
ñëîÿ. Äàííûå óñðåäíÿëè è âûðàæàëè ñðåäíèì çíà÷åíèåì
è èõ îøèáêîé. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñ-
ïîëüçîâàëè ïàêåò «Àíàëèç äàííûõ» Excel 2007 (MS Cor-
poration, ÑØÀ). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè Ð < 0.05.

Å ñ ò å ñ ò â å í í ó þ ê è ë ë å ð í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü
ñ ï ë å í î ö è ò îâ (êëåòîê-ýôôåêòîðîâ) îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ 3Í-óðèäèíîâîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî òåñòà (Hashimoto,
Sudo, 1971) â íàøåé ìîäèôèêàöèè (Ôèëàòîâà è äð., 2008).
Êëåòêè-ýôôåêòîðû âûäåëÿëè èç ñåëåçåíêè èíòàêòíûõ
ìûøåé-ñàìöîâ ëèíèè Ñ3ÍÀ ìàññîé 18—20 ã, ïîëó÷åí-
íûõ èç ïèòîìíèêà «Ðàïïîëîâî» ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Èç ñåëåçåíêè ãîòîâèëè êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè, îñâîáîæ-
äåííûå îò ýðèòðîöèòîâ ñ ïîìîùüþ îñìîòè÷åñêîãî øîêà,
è ñ÷èòàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà êîëè÷åñòâî ÿäðîñîäåðæàùèõ
êëåòîê — ñïëåíîöèòîâ. Êëåòêè-ìèøåíè (3T3-SV40) ìå-
òèëè 3Í-óðèäèíîì, äîáàâëÿÿ åãî â ñðåäó îäíîâðåìåííî ñ
àãåíòîì, ïîñëå ÷åãî êëåòêè îòìûâàëè îò îñòàòêîâ 3Í-óðè-
äèíà è àãåíòà. Ñîîòíîøåíèå ýôôåêòîðîâ è ìèøåíåé ñî-
ñòàâëÿëî 20 : 1. Öèòîòîêñè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÅÊÊ îïðå-
äåëÿëè â îòñóòñòâèå àãåíòà. Óðîâåíü åñòåñòâåííîé êèë-
ëåðíîé àêòèâíîñòè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
öèòîòîêñè÷åñêîãî èíäåêñà (ÖÈ), îòðàæàþùåãî äîëþ ïî-
ãèáøèõ êëåòîê â %. Êàæäûé çêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè
òðèæäû. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè ñðåäíèìè çíà÷åíÿìè è èõ
îøèáêîé. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè Ð < 0.05.

Ð å à ê ò è â û: êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà ÄÌÅÌ è ýìáðèî-
íàëüíàÿ ñûâîðîòêà (Áèîëîò, Ðîññèÿ); NAC, ALA, BSO,
OTZ è ëàòðóíêóëèí Â (Sigma, ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ÷åëîâåêà (Chemicon
Int. Co., ÑØÀ, íîìåðà ïî êàòàëîãó ñîîòâåòñòâåííî
MAB13407 è MAB13416); 3Í-óðèäèí (Ðàäèåâûé èíñòè-
òóò, Ìîñêâà).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

× ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ê ä å é ñ ò â è þ
Å Ê Ê. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ
ALA (1.25 ìÌ) è NAC (10 ìÌ) íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê 3T3-SV40 ê äåéñòâèþ ÅÊÊ ïîêàçàë, ÷òî îíî íåîäèíà-
êîâî. ALA áûñòðî è îáðàòèìî óìåíüøàåò ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ, à NAC ïðèâîäèò ê ïîëíîé
ïîòåðå ýòîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè, íî íå ïðÿìî, à ëèøü ïîñëå
óäàëåíèÿ åãî èç ñðåäû (Ôèëàòîâà è äð., 2008, 2009). Ïî-
ñëå óäàëåíèÿ NAC ÷óâñòâèòåëüíîñòü íà÷èíàåò âîññòàíàâ-
ëèâàòüñÿ ñïóñòÿ íå ìåíåå 2 ñóò. Îáà àíòèîêñèäàíòà óâå-
ëè÷èâàþò èíâàçèþ áàêòåðèé â ýòè êëåòêè (Bozhokina
et al., 2013, 2014), ÷òî ãîâîðèò î òîì, ÷òî àíòèîêñèäàíòû
èçìåíÿþò õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè-ìèøåíè è
àòàêóþùåé êëåòêè. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà íåïðÿìîå äåé-
ñòâèå, ìû îòíîñèì NAC ê àãåíòàì, èçìåíÿþùèì ñâîéñòâà
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê ïðè äåéñòâèè NAC è ALA ïîêàçàíî â òàáëèöå.

È ç ì å í å í è å ï ë î ù à ä è ê ë å ò î ê ï ð è ä å é ñ ò â è è
à í ò è î ê ñ è ä à í ò î â. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èçìåíåíèé
ïåðèìåòðà êëåòêè è åå ïëîùàäè ïðè äåéñòâèè àãåíòîâ ïî-
êàçàë, ÷òî äèíàìèêà èõ èçìåíåíèé îäèíàêîâà, ïîýòîìó
ìû ïðèâîäèì äàííûå òîëüêî ïî èçìåíåíèþ ïëîùàäè êëå-
òîê (Area, ïàðàìåòð À). Ðèñ. 1 ïîêàçûâàåò äèíàìèêó
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óìåíüøåíèÿ ïëîùàäè êëåòêè â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïîñëå äîáàâ-
ëåíèÿ àíòèîêñèäàíòà NAC (ðèñ. 1, à) èëè ALA (ðèñ. 1, á).
Âèäíî, ÷òî èçìåíåíèå ïëîùàäè ïðè äåéñòâèè ýòèõ àíòè-
îêñèäàíòîâ — ïðîöåññ íå ìîíîòîííûé è âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ðàçíûå ñòàäèè ñî ñâîèìè çàêîíîìåðíîñòÿìè.

Ââåäåíèå NAC â ðîñòîâóþ ñðåäó áûñòðî è ðåçêî óìå-
íüøàåò ðàçìåð êëåòêè â òå÷åíèå ïåðâûõ 10—15 ìèí
(ðèñ. 1, à). Äàëåå õàðàêòåð çàâèñèìîñòè ðåçêî ìåíÿåòñÿ,
ïëîùàäü íåñêîëüêî óâåëè÷èâàåòñÿ, íî íàäîëãî îñòàåòñÿ
çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì äî ââåäåíèÿ àãåíòà. Äåéñòâèå
ALA òîæå óìåíüøàåò ðàçìåðû êëåòêè, õîòÿ êðèâàÿ äèíà-
ìèêè ïëîùàäè êëåòêè âûãëÿäèò ñîâñåì èíà÷å. Èçìåíåíèÿ
áîëåå ìåäëåííûå, ÷åì â ñëó÷àå ñ NAC. Çíà÷èòåëüíûå
óìåíüøåíèÿ ïàðàìåòðà êëåòîê ïðîèñõîäÿò â ïåðâûå
30 ìèí, à â òå÷åíèå ñëåäóþùåãî ÷àñà èçìåíåíèé ïî÷òè
íåò. Êðèâûå èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðà À, çàïèñàííûå â òå÷å-
íèå 2—3 ÷, èìåþò íåñêîëüêî èçëîìîâ (íå ïîêàçàíî), ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â îñíîâå èçìåíåíèé ïðè äåé-
ñòâèè îáîèõ àãåíòîâ ëåæèò íå îäèí ïðîöåññ. Çàìåòèì, ÷òî
â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû íå ñèíõðîíèçèðîâàëè êëåòêè
(êàê è â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ÅÊÊ) è ïðè îöåíêå ïàðàìåòðà À

èñêëþ÷àëè êëåòêè, êîòîðûå çà âðåìÿ íàáëþäåíèÿ óñïåâà-
ëè ðàçäåëèòüñÿ (åñëè òàêèå êëåòêè ïîïàäàëè â ïîëå
çðåíèÿ).

Äëÿ êîððåêòíîãî ñðàâíåíèÿ äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ
ìû àíàëèçèðîâàëè è ñðàâíèâàëè òîëüêî íà÷àëüíûå èçìå-
íåíèÿ ïàðàìåòðà À, êîòîðûå (ñîãëàñíî ðèñ. 1, à, á) â ïåð-
âîì ïðèáëèæåíèè ìîæíî îïèñàòü ïðÿìîé ëèíèåé. Âðå-
ìåíí *îé èíòåðâàë ýòîãî îòðåçêà äëÿ NAC è ALA — ïðè-
áëèçèòåëüíî 30 ìèí. Ýòè ó÷àñòêè ïîêàçàíû íà ðèñ. 2, à, á:
òî÷êè — ýêñïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ, ñîîòâåòñòâóþùèå
ðèñ. 1, ëèíèè — ýòî ëèíåéíûå çàâèñèìîñòè, îïèñûâàþ-
ùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè ñîãëàñíî óðàâíåíèþ ëè-
íåéíîé çàâèñèìîñòè y = ax + b. Âèäíî, ÷òî ïîëó÷åííûå
òî÷êè âïîëíå õîðîøî îïèñûâàþòñÿ ïðÿìîé ëèíèåé â âû-
áðàííîì âðåìåíí *îì èíòåðâàëå.

Ïðè ñðàâíåíèè äâóõ ïðÿìûõ íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî îíè
ðàçëè÷àþòñÿ óãëîì íàêëîíà (ýêâèâàëåíòà êîýôôèöèåíòà
à â óðàâíåíèè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè). Ýòîò óãîë äëÿ ðàç-
íûõ ãðóïï êëåòîê îäíîé ïîïóëÿöèè è ðàçíûõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ âàðüèðóåò è ëåæèò â ïðåäåëàõ çíà÷åíèé –5—(–9)
äëÿ NAC è –11—(–4) äëÿ ALA. Óãîë íàêëîíà òåì áîëüøå,

580 Ê. Ì. Êèðïè÷íèêîâà è äð.

Âëèÿíèå îáðàáîòêè ðàçíûìè àãåíòàìè êëåòîê 3T3-SV40 íà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ÅÊÊ

Àãåíò Öèòîòîêñè÷åñêèé èíäåêñ (ÖÈ, %) Ëèòåðàòóðíûé èñòî÷íèê

NAC 10 ìÌ, 18 ÷ 30.2� 3.0 (31.8� 2.4) Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà

18 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ NAC 4.6 � 2.4 (31.8 � 2.4)à

NAC 10 ìÌ, 2 ÷ 31.2 � 2. 6 (32.8� 3.8) » »

18 ÷ ïîñëå óäàëåíèÿ NAC 10.52 � 2.5 (32.8 � 3.8)à

ALA 1.25 ìÌ, 18 ÷ 9.8 � 1.6 (28.8 � 4.6) Ôèëàòîâà è äð., 2009

Ëàòðóíêóëèí B, 500 íì, 2 ÷ 5.3� 2.3 (27.6� 1.5)à Ôèëàòîâà è äð., 2008;
íàñòîÿùàÿ ðàáîòà200 íÌ, 2 ÷ 16.0� 1.7 (26.6� 1.5)à

AT-MMP-2, 1 ÷ 12.9 � 3.9 (28.8 � 4.6)à Ôèëàòîâà è äð., 2008

AT-MMP-9, 1 ÷ 28.8 � 4.6 (28.6 � 4.3) Òî æå

OTZ 5 ìÌ, 18 ÷ 31.0 � 3.1 (29.3 � 2.1) Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà

BSO, 1 ìêÌ, 18 ÷ 36.1 � 4.6 (32.4 � 6.2) » »

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Óäàëåíèå èç ñðåäû êëåòîê àíòèòåë ê ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 (AT-MMP-2 è AT-MMP-9 ñîîòâåòñòâåííî),
BSO èëè OTZ íå èçìåíÿëî ÖÈ. Â ñêîáêàõ ïîêàçàíû êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ ÖÈ (áåç ïðåäîáðàáîòêè àãåíòîì).
àÄîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëåì ïðè Ð < 0.05 (ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà).

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ïëîùàäè êëåòîê 3T3-SV40 ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòà N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC, à) è àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû
(ALA, á).

Àãåíòû â êîíöåíòðàöèÿõ 10 (NAC) è 1.25 (ALA) ìÌ ââåäåíû â ñðåäó ñ êëåòêàìè â ìîìåíò âðåìåíè «0». Öåéòðàôåðíàÿ ñúåìêà íà ìèêðîñêîïå AxioOb-
server.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ). Çäåñü è íà âñåõ ðèñóíêàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè äëÿ 100 êëåòîê èç ðàçíûõ ó÷à-

ñòêîâ ìîíîñëîÿ â îäíîì èç 3—5 ïîâòîðÿþùèõñÿ ýêñïåðèìåíòîâ.



÷åì áûñòðåå è àêòèâíåå ðåàãèðóåò êëåòêà íà âîçäåéñòâèå.
Ìû àíàëèçèðóåì òîëüêî íà÷àëüíûå ñîáûòèÿ è ïûòàåìñÿ
íàéòè êîððåëÿöèþ ìåæäó ìîðôîìåòðè÷åñêèìè ïîêàçàòå-
ëÿìè ñðàçó ïîñëå äåéñòâèÿ àãåíòà è äàëüíåéøèì èçìåíå-
íèåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè. Ìîðôîìåòðè-
÷åñêèå èçìåíåíèÿ, ïðîèñõîäÿùèå íà ïðîòÿæåíèè äîëãîãî
âðåìåíè è ñ ó÷àñòèåì ñìåíû ñðåäû êëåòîê (20—48 ÷), ìû
íå àíàëèçèðóåì, ïîñêîëüêó îíè áåçóñëîâíî èìåþò áîëåå
ñëîæíóþ çàâèñèìîñòü.

È ç ì å í å í è å ï ë î ù à ä è ê ë å ò î ê ï ð è ä å é ñ ò â è è
ä ð ó ã è õ à ã å í ò î â. Ñèãíàëüíàÿ öåïü, ñâÿçûâàþùàÿ èç-
ìåíåíèå ôîðìû êëåòêè è åå ïîâåäåíèå, îáÿçàòåëüíî
âêëþ÷àåò â ñåáÿ ðåîðãàíèçàöèþ ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà
(Dupont et al., 2011; Halder et al., 2012; Hao et al., 2014).
Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî è NAC, è ALA ðåîðãàíèçóþò àêòèíî-
âûå ôèëàìåíòû â êëåòêå (Åôðåìîâà è äð., 2004; Gamaley
et al., 2006; Âàõðîìîâà è äð., 2009). Ïîýòîìó ìû ïðåæäå
âñåãî îöåíèëè èçìåíåíèå ïàðàìåòðà À ïðè äåïîëèìåðèçà-
öèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêå ëàòðóíêóëèíîì Â.
Êàêèå-ëèáî ìèøåíè åãî äåéñòâèÿ â êëåòêå, êðîìå àêòèíî-
âûõ ñòðóêòóð, ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû íåèçâåñòíû
(Spector et al., 1983, 1989; Yarmola et al., 2000; El Sayed
et al., 2006). Îäíàêî ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê, îáðàáîòàí-
íûõ ëàòðóíêóëèíîì, ê äåéñòâèþ ÅÊÊ óìåíüøàåòñÿ (ñì.

òàáëèöó), ïðè÷åì äîçîçàâèñèìî. Ïîñëå óäàëåíèÿ àãåíòà
(çàìåíîé ñðåäû) ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïîñòåïåííî âîçâðàùà-
åòñÿ ê êîíòðîëüíîìó óðîâíþ. Êðèâóþ èçìåíåíèÿ ïàðà-
ìåòðà À ïðè äåéñòâèè ëàòðóíêóëèíà (500 íÌ) òîæå ìîæ-
íî îïèñàòü ïðÿìîé ëèíèåé â òå÷åíèå ïåðâûõ 30 ìèí
(ðèñ. 2, â). Íà ðèñóíêå âèäíî, ÷òî ó íåå äîâîëüíî êðóòîé
íàêëîí ñ óãëîì –9.5° (â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ýòîò óãîë
ìåíÿåòñÿ â ïðåäåëàõ 9.0—14.9°). Ïî âåëè÷èíå ýòîãî óãëà
ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî ëàòðóíêóëèí âûçûâàåò èçìåíåíèÿ
ïàðàìåòðà À, ñðàâíèìûå ñ èçìåíåíèÿìè ïðè äåéñòâèè àí-
òèîêñèäàíòîâ.

Äàëåå ìû èñïûòàëè âëèÿíèå íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèçèñó ÅÊÊ è íà ïàðàìåòð À àãåíòîâ,
èçìåíÿþùèõ óðîâåíü ãëóòàòèîíà è, ñëåäîâàòåëüíî, ÀÔÊ
â êëåòêàõ. Ýòî OTZ è BSO. OTZ ñîäåðæèò òèîëîâóþ
ãðóïïó è, ïîäîáíî NAC, óâåëè÷èâàåò óðîâåíü ãëóòàòèîíà
çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ L-öèñòåèíà; BSO, íàîáîðîò, ïîíèæà-
åò âíóòðèêëåòî÷íûé ïóë ãëóòàòèîíà, òàê êàê ÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì g-ãëóòàìèëöèñòåèíñèíòåòà-
çû (Griffith, Meister, 1979; Meister, Anderson, 1983). OTZ
(5 ìÌ), ïîäîáíî NAC, ïîíèæàåò, à BSO (1 ìêÌ), ïîäîáíî
ALA, ïîâûøàåò óðîâåíü àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â
êëåòêå (Ãàìàëåé è äð., 2003; Ëþáëèíñêàÿ è äð., 2013).
Îêàçàëîñü, ÷òî ýòè àãåíòû íå âëèÿþò íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü
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Ðèñ. 2. Íà÷àëüíûå èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê ïðè äåéñòâèè NAC (à), ALA (á) è ëàòðóíêóëèíà Â, äåïîëèìåðèçàòîðà àêòèíîâûõ
ôèëàìåíòîâ (â).

Íà âñåõ ãðàôèêàõ: òî÷êè ñîîòâåòñòâóþò ýêñïåðèìåíòàëüíûì çíà÷åíèÿì íà÷àëüíûõ ó÷àñòêîâ (0—30 ìèí) òåõ æå çàâèñèìîñòåé, ÷òî è íà ðèñ. 1, ïðÿ-
ìûå ëèíèè — ëèíåéíûå çàâèñèìîñòè, îïèñûâàþùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå òî÷êè (ñîãëàñíî óðàâíåíèþ ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè y = ax + b). Óãëû íàêëî-
íà ïðÿìûõ (ýêâèâàëåíò êîýôôèöèåíòà a â óðàâíåíèè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè) ñîñòàâëÿþò –10.0 è –4.11 äëÿ NAC è ALA ñîîòâåòñòâåííî. Ðàçíèöà çíà÷å-

íèé ìåæäó âðåìåíí *ûìè òî÷êàìè «0» è «30» äîñòîâåðíà ïðè P < 0.05 (ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà).

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòè ïëîùàäè êëåòîê 3T3-SV40 ïðè äåéñòâèè àãåíòîâ, íå âëèÿþùèõ íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê ëèòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè åñòåñòâåííûõ êèëëåðíûõ êëåòîê.

à — 1 ìêì BSO è 5 ìÌ OTZ; á — àíòèòåëà ê ìåòàëëîïðîòåàçàì MMP-2 (AT-MMP-2) è MMP-9 (AT-MMP-9). Òî÷êè ñîîòâåòñòâóþò ýêñïåðèìåíòàëü-
íûì çíà÷åíèÿì, ïðÿìûå ëèíèè — òåîðåòè÷åñêèì. Óãëû íàêëîíà êðèâûõ ñîñòàâëÿþò: –1.07, 0.5, 1.05 è –9.35 äëÿ BSO, OTZ, MMP-9 è MMP-2 ñîîòâåò-

ñòâåííî. Ðàçíèöà çíà÷åíèé ìåæäó âðåìåíí *ûìè òî÷êàìè «0» è «25» äîñòîâåðíà ïðè P < 0.05 òîëüêî äëÿ AT-MMP-2.



êëåòîê ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ (ñì. òàáëèöó) íè âî
âðåìÿ ïðÿìîãî äåéñòâèÿ, íè ïîñëå óäàëåíèÿ èõ èç êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû. Êàê îêàçàëîñü, â èõ ïðèñóòñòâèè ïî÷òè íå
èçìåíÿåòñÿ è ïàðàìåòð À (ðèñ. 3, à). Èõ âðåìåíí *ûå çàâè-
ñèìîñòè âûãëÿäÿò ïðÿìûìè ëèíèÿìè ñ óãëàìè íàêëîíà
–1.07° äëÿ BSO è 0.5° äëÿ OTZ (èçìåíåíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè
íåçíà÷èìû è ïîâòîðÿþòñÿ â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ìû èñïûòûâàëè âëèÿíèå íà ýòè
òå æå ïàðàìåòðû äâóõ àãåíòîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê îäíîìó è
òîìó æå êëàññó ãëèêîïðîòåèíîâ è èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâà-
þùèõñÿ òîëüêî ñ îïðåäåëåííûìè ìîëåêóëàìè. Ýòî àíòè-
òåëà ê ÌÌÐ-2 è ÌÌÐ-9 — ïðîòåèíàçàì, êîòîðûå ñåêðå-
òèðóþòñÿ êëåòêîé è íàõîäÿòñÿ âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå. Ðà-
íåå ìû èñïîëüçîâàëè ýòè àíòèòåëà, ÷òîáû ïîíÿòü âêëàä
ÌÌÐ â ïåðåñòðîéêè ÂÊÌ è èçìåíåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè
êëåòîê 3T3-SV40 ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÅÊÊ. Ââåäå-
íèå â ðîñòîâóþ ñðåäó àíòèòåë ê ÌÌÐ-9 íå èçìåíÿåò, à
ââåäåíèå àíòèòåë ê ÌÌÐ-2 óìåíüøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê ê äåéñòâèþ ÅÊÊ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (ñì. òàáëèöó).
Ìîðôîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî â ïðèñóòñò-
âèè àíòèòåë ê ÌÌÐ-9 èçìåíåíèÿ ïëîùàäè êëåòîê íåò
(ðèñ. 3, á). Íåçíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ, ïðè÷åì ñ ïîëîæè-
òåëüíûì çíàêîì, âèäèìûå íà ðèñóíêå, ñòàòèñòè÷åñêè íå-
çíà÷èìû. ×òî êàñàåòñÿ àíòèòåë ê ÌÌÐ-2, òî îíè ïðèâåëè
ê ðåçêîìó ñîêðàùåíèþ ïëîùàäè êëåòêè, à óãîë íàêëîíà
ïðÿìîé ñîñòàâèë –9.35°. Òðóäíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ñàìè
ïî ñåáå àíòèòåëà ìîãóò îêàçûâàòü íà êëåòêó ïëåéîòðîï-
íîå äåéñòâèå, ïîäîáíîå àíòèîêñèäàíòàì è äðóãèì áèîëî-
ãè÷åñêè àêòèâíûì ñîåäèíåíèÿì.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîêàçûâàåò,
÷òî èçìåíåíèå ìîðôîëîãè÷åñêîãî ïîêàçàòåëÿ êîððåëèðó-
åò ñ èçìåíåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê
3T3-SV40 — ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ÅÊÊ. Äëÿ âçàèìîäåé-
ñòâèÿ êèëëåðíîé êëåòêè ñ êëåòêîé-ìèøåíüþ ïðèíöèïè-
àëüíîå çíà÷åíèå èìååò ñòðóêòóðà ïîâåðõíîñòè êëåòêè-ìè-
øåíè. Åå èçìåíåíèÿ ìîãóò ïðèâîäèòü, â ÷àñòíîñòè, ê
ïåðåðàñïðåäåëåíèþ ðåöåïòîðîâ è ê óâåëè÷åíèþ äîñòóï-
íîñòè îäíèõ è óìåíüøåíèþ äîñòóïíîñòè äðóãèõ. Êðîìå
òîãî, èçìåíåíèå ñòåïåíè ðàñïëàñòàííîñòè, ñâÿçàííîå ñ
èíòåãðèíîâûìè ðåöåïòîðàìè, èçìåíÿåò àêòèâíîñòü ìíî-
ãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé êëåòêè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ïåðå-
êëþ÷åíèå ôèçè÷åñêèõ ñèãíàëîâ íà õèìè÷åñêèå âíóòðè
êëåòêè ïðîèñõîäèò ñ ïîìîùüþ äâóõ áåëêîâ (YAP è TAZ),
õîòÿ â öåëîì ìåõàíèçì îñòàåòñÿ íåÿñíûì (Dupont et al.,
2011; Halder et al., 2012; Hao et al., 2013).

Èçâåñòíî, ÷òî NAC è ALA äåéñòâóþò íà ðàçíûå ìè-
øåíè â êëåòêå, êîòîðûå ìîãóò îïîñðåäîâàòü èçìåíåíèå åå
àêòèâíîñòè (Parasassi et al., 2010; Packer, Cadenas, 2011) è
êîòîðûå ìû çäåñü íå îáñóæäàåì. Íàñ èíòåðåñîâàë ëèøü
âêëàä â îòâåò êëåòêè ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïîâåðõ-
íîñòè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû íå ïðåòåíäóþò íà èñ÷åð-
ïûâàþùåå îáúÿñíåíèå ìåõàíèçìîâ âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàí-
òà íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòêè ê ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ÅÊÊ, íî ïîêàçûâàþò, ÷òî ãåîìåòðèÿ ïîâåðõíîñòè êëåòêè
ìîæåò áûòü òîíêèì ôóíêöèîíàëüíûì èíäèêàòîðîì åå ðå-
àêöèè íà äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà. Èç âñåõ èñïûòàííûõ
àãåíòîâ îñîáîå ïîëîæåíèå çàíèìàåò NAC: îòâåò êëåòêè
(÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ëèçèñó ÅÊÊ) íà åãî äåéñòâèå äîâîëü-
íî ñëîæåí è îïîñðåäîâàí åãî óäàëåíèåì èç ñðåäû.
Ïðè ýòîì NAC ïåðåñòðàèâàåò öèòîñêåëåò è ìåíÿåò ôîðìó
êëåòêè äîâîëüíî áûñòðî, íî ýòèõ èçìåíåíèé åùå íåäîñòà-
òî÷íî, äëÿ òîãî ÷òîáû èçìåíèòü âçàèìîäåéñòâèå ñ ÅÊÊ,
íî äîñòàòî÷íî, ÷òîáû èçìåíèòü âçàèìîäåéñòâèå ñ áàêòå-
ðèÿìè (Gamaley et al., 2006; Bozhokina et al., 2013, 2014).
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò åùå è òîì, ÷òî äëÿ èç-

ìåíåíèÿ îòâåòà êëåòêè âàæíû íå ïðîñòî èçìåíåíèÿ ãåî-
ìåòðèè ïîâåðõíîñòè, íî è åå êîíêðåòíûå äåòàëè
(ìåõàíèçìû), îò êîòîðûõ çàâèñÿò òå èëè èíûå ôóíêöèî-
íàëüíûå èçìåíåíèÿ. Âîçíèêøåå â êëåòî÷íîé áèîëîãèè
ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî íîâîå íàïðàâëåíèå, èçó÷àþùåå
ñâÿçü ôîðìû êëåòêè ñ åå ïîâåäåíèåì, èíòåðåñíî è ïåðñ-
ïåêòèâíî, îñîáåííî â îòíîøåíèè ñòâîëîâûõ êëåòîê (Hao
et al., 2014).

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü
Þ. À. Íåãóëÿåâó (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) çà òåõíè÷å-
ñêóþ ïîìîùü â ðàáîòå ñ ìèêðîñêîïîì AxioObserver.Z1
(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Ãåðìàíèÿ), îáîðóäîâàí-
íûì óñòðîéñòâàìè äëÿ äîëãîâðåìåííîãî ïðèæèçíåííîãî
íàáëþäåíèÿ çà êëåòêàìè.
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The present paper is an attempt to estimate the influence of cell surface morphology changes to functional
activity under the effect of antioxidant, N-acetylcysteine (NAC), and alpha-lipoic asid (ALA). Two experimen-
tal parameters were used to characterize transformed fibroblasts 3T3-SV40 status. The functional one was the
cell sensitivity to lysis by natural killer (NK) mouse splenocytes, and morphology index (cell form index) was a
cell area. We showed that addition of NAC or ALA to the cell medium caused fast decrease of cell area and
changes of cell form. On the other hand, their sensitivity to lysis NK cells gradually and significantly decreased.
Then we compared NAC or ALA effect with the effects of other substances, which were non-antioxidants but
caused cell responses which concurred with of antioxidants, at least partly. They were: latrunculin B, desorga-
nizing actin filaments (as both antioxidants), OTZ reducing ROS level in the cell (as NAC), BSO (inhibitor of
glutathione synthesis), increasing ROS level in the cell (as ALA), antibodies to gelatinases, MMP-2 and
MMP-9 inactivating their activities (as both antioxidants). The results obtained showed a correlation between
changes of morphology index and functional activity, sensitivity to lysis by NK cells. We suppose that geomet-
ry of cell surface might be a functional indicator of cell reaction to the antioxidant.

K e y w o r d s: 3T3-SV40 cells, surface morphology, natural killer cells, antioxidants NAC and ALA, lat-
runculin B, OTZ, BSO, antibodies to MMP-2 and MMP-9.
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