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Àëüôà-òîêîôåðèëñóêöèíàò ñåëåêòèâíî âëèÿåò íà ìîðôîëîãèþ è ïîäâèæíîñòü...

Àëüôà-òîêîôåðèëñóêöèíàò (ÑÂÅ) — ïðîèçâîäíîå âèòàìèíà Å, îáëàäàþùåå ïîòåíöèàëüíîé ïðîòè-
âîîïóõîëåâîé àêòèâíîñòüþ. Â äàííîé ðàáîòå èññëåäîâàíî âëèÿíèå ÑÂÅ íà ìîðôîëîãèþ è ïîäâèæíîñòü
êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431 è èììîðòàëèçîâàííûõ íåòóìîðîãåííûõ êåðà-
òèíîöèòîâ ÷åëîâåêà ëèíèè ÍàÑàÒ. Áûëè èñïîëüçîâàíû ìåòîäû ôàçîâî-êîíòðàñòíîé è ôëóîðåñöåíòíîé
ìèêðîñêîïèè, ìîäåëè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû in vitro (ñêðýò÷-òåñò), ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè. Â îáåèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ ïîêàçàíû èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê, ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà, ñãëàæèâàíèå êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è èñ÷åçíîâåíèå ìèêðîâîðñèíîê, à òàêæå ïîäàâëåíèå
êëåòî÷íîé ïîäâèæíîñòè. Äàííûå ýôôåêòû ñõîäíû â îáåèõ ëèíèÿõ êëåòîê, íî â êóëüòóðå ÍàÑàÒ îíè èìå-
þò ìåñòî ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÑÂÅ, ÷åì òðåáóþòñÿ äëÿ À431. Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíà ñå-
ëåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ äàííîãî ñîåäèíåíèÿ ïî îòíîøåíèþ ê îïóõîëåâûì êëåòêàì, ïðîèñõîäÿùèì èç
ìíîãîñëîéíûõ ýïèòåëèåâ êîæè ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â äàëüíåé-
øèõ èññëåäîâàíèÿõ, íàïðàâëåííûõ íà ðàçðàáîòêó ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ ñ èçáèðàòåëüíûì äåé-
ñòâèåì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: a-òîêîôåðèëñóêöèíàò, àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, öèòîñêåëåò, ñêðýò÷-òåñò, êëå-
òî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÑÂÅ — ñóêöèíàò âèòàìèíà Å.

Âàæíûìè îñîáåííîñòÿìè çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ èõ ïîâûøåííàÿ ïîäâèæ-
íîñòü è ñïîñîáíîñòü ðàñïðîñòðàíÿòüñÿ ïî âñåìó îðãàíèç-
ìó, îáðàçóÿ âòîðè÷íûå î÷àãè îïóõîëåâîãî ðîñòà — ìåòà-
ñòàçû. Èìåííî ìåòàñòàçû ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ñìåðòè
90 % áîëüíûõ îíêîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè (Sporn,
1996; Entschladen et al., 2004). Ðàñïðîñòðàíåíèå çëîêà÷å-
ñòâåííûõ êëåòîê çà ïðåäåëû ïåðâè÷íîãî î÷àãà îïóõîëåâî-
ãî ðîñòà èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðîãðåññèè îïóõîëåé.

Áîëüøèíñòâî ñîâðåìåííûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðå-
ïàðàòîâ íàïðàâëåíî íà ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè è èí-
äóêöèþ ãèáåëè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì
ðÿä îïóõîëåé îêàçûâàåòñÿ íå÷óâñòâèòåëüíûì ê òàêîé òå-
ðàïèè. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî ìèãðèðóþùèå êëåòêè
îáëàäàþò ïîíèæåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ è â
ñâÿçè ñ ýòèì äîñòàòî÷íî óñòîé÷èâû ê ñòàíäàðòíûì õèìè-
îòåðàïåâòè÷åñêèì ìåòîäàì âîçäåéñòâèÿ (Giese et al.,
2003; Haga et al., 2003; Douma et al., 2004; Lefranc et al.,
2006). Òàêèì îáðàçîì, ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû, èíãèáè-
ðóþùèå ïîäâèæíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê è óìåíüøàþ-
ùèå èíâàçèþ, èãðàþò íå ìåíåå âàæíóþ ðîëü ïðè áîðüáå ñ
îíêîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè, ÷åì àãåíòû, âûçûâàþ-
ùèå êëåòî÷íóþ ãèáåëü è ïîäàâëÿþùèå ïðîëèôåðàöèþ.

Ñóêöèíàò âèòàìèíà Å (ÑÂÅ) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñîå-
äèíåíèå ñ ïîòåíöèàëüíûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ñâîéñò-
âàìè èç ãðóïïû òàê íàçûâàåìûõ ìèòîêàíîâ — ìàëûõ ìî-

ëåêóë, îñíîâíûìè ìèøåíÿìè âîçäåéñòâèÿ êîòîðûõ ñëó-
æàò ìèòîõîíäðèè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Èçâåñòíî, ÷òî â
ðàçëè÷íûõ ëèíèÿõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÑÂÅ
ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü ïî ìèòî-
õîíäðèàëüíîìó ìåõàíèçìó (Yu et al., 1997; Neuzil et al.,
1999; Yamamoto et al., 2000; Shiau et al., 2006; Gogvadze
et al., 2010; Prochazka et al., 2010). Â òîì ÷èñëå, êàê íàìè
áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ÑÂÅ èíäóöèðóåò àïîïòîç ïî ìèòî-
õîíäðèàëüíîìó ìåõàíèçìó â êóëüòóðå êëåòîê ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 (Savitskaya et al., 2012).
Ïîìèìî ýòîãî, ÑÂÅ ïðîÿâëÿåò è äðóãèå ðàçíîîáðàçíûå
òèïû áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, òàêèå êàê âëèÿíèå íà
ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî êëåòî÷íîìó öèêëó (Yu et al.,
2002; Ni et al., 2003; Alleva et al., 2005), èíäóêöèÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêè (Turley et al., 1992; You et al., 2001, 2002), ïî-
äàâëåíèå ñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ê àäãåçèè
(Wang et al., 2009), óñèëåíèå ýôôåêòîâ äðóãèõ ïðîòèâî-
îïóõîëåâûõ àãåíòîâ ïðè èõ êîìáèíèðîâàííîì èñïîëüçî-
âàíèè ñ ÑÂÅ (Kanai et al., 2010; Tomasetti et al., 2010;
Kruspig et al., 2013) è ðàäèîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ïî îò-
íîøåíèþ ê íîðìàëüíûì êëåòêàì è òêàíÿì (Singh et al.,
2002, 2012). Åùå â 1982 ã. (Prasad, Edwards-Prasad, 1982)
áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â êóëüòóðå ìåëàíîìû ìûøè Â16
ÑÂÅ âûçûâàåò èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê. Òàêæå åñòü ðÿä
ðàáîò, â êîòîðûõ ïîêàçàíî ñíèæåíèå êëåòî÷íîé ïîäâèæ-
íîñòè â ëèíèÿõ íîðìàëüíûõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ
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(Pinilla et al., 2000; Dong et al., 2007; Neuzil et al., 2007b;
Rohlena et al., 2011). Â äàëüíåéøåì, îäíàêî, èññëåäîâà-
íèé, ïîñâÿùåííûõ âëèÿíèþ ÑÂÅ íà ìîðôîëîãèþ è ïî-
äâèæíîñòü êëåòîê, â òîì ÷èñëå çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ, à òàêæå íà àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, îòâå-
÷àþùèé çà ïîääåðæàíèå è èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê,
ïðàêòè÷åñêè íå âñòðå÷àåòñÿ.

Öåëü äàííîé ðàáîòû — îöåíêà âëèÿíèÿ ÑÂÅ íà êëå-
òî÷íóþ ïîäâèæíîñòü êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
÷åëîâåêà À431 è èììîðòàëèçîâàííûõ íåòóìîðîãåííûõ
êåðàòèíîöèòîâ ÍàÑàÒ, èññëåäîâàíèå ôîðìû êëåòîê è çà-
íèìàåìîé èìè ïëîùàäè, à òàêæå ñèñòåìû àêòèíîâûõ ôè-
ëàìåíòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê è ï î ñ ò à í î â ê à ý ê ñ ï å ð è -
ì å í ò à. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà êóëüòóðàõ êëåòîê ëèíèè
À431 (ýïèäåðìîèäíàÿ êàðöèíîìà ÷åëîâåêà; ïîëó÷åíû èç
Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è ÍàÑàÒ (ïåðåâèâàåìàÿ ëèíèÿ
íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà, ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåíû Å. À. Âîðîòåëÿê, Èíñòèòóò áèîëîãèè ðàçâèòèÿ
èì. Í. Ê. Êîëüöîâà ÐÀÍ, Ìîñêâà).

Êëåòêè âûðàùèâàëè âî ôëàêîíàõ îáúåìîì 5 ìë â ñðå-
äå DMEM (Dulbecco modified Eagle’s medium; ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåí-
êà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ)
è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ). Êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè ïðè 37 °C è 5 % ÑÎ2. Ïàññèðîâàíèå ïðî-
èçâîäèëè ðàñòâîðîì Âåðñåí-òðèïñèíà (7 : 3; ÏàíÝêî, Ðîñ-
ñèÿ).

Ïðè ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ðàññàæèâàëè íà
ñòåêëà â ÷àøêè Ïåòðè â êîíöåíòðàöèè 200—300 òûñ./ìë.
Ðàñòâîðû a-òîêîôåðèëñóêöèíàòà (Sigma, CØÀ) ãîòîâèëè
èç ñòîêîâîãî ñïèðòîâîãî (96%-íûé ýòàíîë) ðàñòâîðà êîí-
öåíòðàöèåé 100 ìÌ è õðàíèëè ïðè –20 °C. Àãåíò âíîñèëè
â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷åðåç 24 èëè 48 ÷ ïîñëå ïîñàäêè
â êîíöåíòðàöèÿõ 40, 60 è 100 ìêÌ. Òàê êàê â êà÷åñòâå
ðàñòâîðèòåëÿ äëÿ ÑÂÅ ïðèìåíÿëè ýòàíîë, â êàæäîì ýêñ-
ïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè äâà êîíòðîëÿ: êîíòðîëü áåç äî-
áàâëåíèÿ êàêèõ-ëèáî ðàñòâîðîâ è êîíòðîëü ñ äîáàâëåíè-
åì ñïèðòà â îáúåìå, ñîîòâåòñòâóþùåì ìàêñèìàëüíîìó
âíîñèìîìó îáúåìó ÑÂÅ. Äàëåå êëåòêè ôèêñèðîâàëè èëè
îêðàøèâàëè ïðèæèçíåííî ÷åðåç 24, 48 èëè 72 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ ÑÂÅ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîñòàâëåííîé çàäà÷åé.

Ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ê ð à ø è â à í è å. Êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëèíîì (MP Biochemicals, Ôðàí-
öèÿ) íà PBS (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) â òå÷åíèå 20 ìèí è òðèæäû
ïðîìûâàëè áóôåðîì. Äëÿ íàðóøåíèÿ öåëîñòíîñòè ìåìá-
ðàí ôèêñèðîâàííûå êëåòêè íà 3—5 ìèí ïîìåùàëè â
1%-íûé ðàñòâîð Triton X-100 ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëèìåðèçîâàííîãî àêòèíà áûë èñ-
ïîëüçîâàí ìå÷åííûé TRITC ôàëëîèäèí (Sigma-Aldrich,
ÑØÀ): ñòîêîâûé ðàñòâîð 1 ìã/ìë, ðàçâåäåííûé íà ìåòà-
íîëå, ðàáî÷èé ðàñòâîð 0.005 ìã/ìë, ðàçâåäåííûé íà PBS.
Âðåìÿ èíêóáàöèè ñ êðàñèòåëåì 45 ìèí ïðè 37 °C âî âëàæ-
íîé êàìåðå. Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â PBS-ãëèöåðèí (1 : 1)
è àíàëèçèðîâàëè íà ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Axio-
vert 200M (Carl Zeiss Inc., Ãåðìàíèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáúåêòèâà Plan-NEOFLUAR 100�/1.30. Ñíèìêè îáðàáà-
òûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Adobe Photoshop è ImageJ.

Î ö å í ê à ï ë î ù à ä è ê ë å ò î ê. Ïëîùàäü êëåòîê
À431 è ÍàÑàÒ èçìåðÿëè íà ôîòîãðàôèÿõ, ïîëó÷åííûõ ìå-

òîäîì ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè íà ëþìèíåñöåí-
òíîì ìèêðîñêîïå Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.), â
ïðîãðàììå ImageJ.

Ñ ê à í è ð ó þ ù à ÿ ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ.
Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì ñ
2%-íûì ôîðìàëèíîì íà 0.1 Ì PBS â òå÷åíèå 1 ÷ è îáåç-
âîæèâàëè â ðàñòâîðàõ ýòèëîâîãî ñïèðòà 30, 50, 70, 82 è
96 %. Äàëåå îáðàçöû ïîñëåäîâàòåëüíî ïîìåùàëè â ñìåñü
àöåòîíà è 96%-íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà â ñîîòíîøåíèÿõ 1 :
3, 1 : 1 è 3 : 1, à çàòåì â àöåòîí. Ïîñëå îáðàáîòêè îáðàçåö
âûñóøèâàëè â êðèòè÷åñêîé òî÷êå (äëÿ ÑÎ2 t = 31 °C,
ð = 73.8 bar). Äàëåå ïðîèçâîäèëè íàïûëåíèå íà îáðàçåö
çîëîòà è ïàëëàäèÿ. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâà-
ëè íà ñêàíèðóþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå SCAN JSM
(JEOL).

Ì î ä å ë ü ð à í û i n v i t r o (ñêðýò÷-òåñò). Êëåòêè ñà-
æàëè â ÷àøêè Ïåòðè íà ñòåêëà â êîíöåíòðàöèè
350—450 òûñ./ìë. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñàäêè ñ ïîìîùüþ
ñêðåáêà äëÿ êëåòîê íàíîñèëè ýêñïåðèìåíòàëüíóþ ðàíó, à
òàêæå âíîñèëè ðàñòâîðû ÑÂÅ è ýòàíîëà. Èçîáðàæåíèÿ
ðàí ïîëó÷àëè ñðàçó ïîñëå íàíåñåíèÿ è ñïóñòÿ 24 ÷ èíêó-
áàöèè â ïðèñóòñòâèè ÑÂÅ ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà ñ äèô-
ôåðåíöèàëüíî-èíòåðôåðåíöèîííûì êîíòðàñòîì (DIC)
Leica (îá. HI Plan10�/0.22) ñ öèôðîâîé êàìåðîé Video-
Zavr Standart 3.533 è ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Video-
Zavr 1.4. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå ïðîàíàëèçèðîâàëè íå
ìåíåå òðåõ ðàí íà êàæäóþ òî÷êó, â êàæäîé ðàíå ïðîèçâî-
äèëè 10—15 èçìåðåíèé (ïî 5 èçìåðåíèé äëÿ êàæäîãî
ñíèìêà).

Î á ð à á î ò ê à è à í à ë è ç ð å ç ó ë ü ò à ò î â. Îáðàáîòêó
ôîòîãðàôèé è èçìåðåíèå øèðèíû ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ðàíû ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ Adobe Photoshop CS3 è
ImageJ. Ïîñòðîåíèå ãèñòîãðàìì è âû÷èñëåíèå âåëè÷èí
ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Ìicro-
soft Office Excel 2007. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò áûë ïîâòîðåí
íå ìåíåå 3 ðàç. Íàëè÷èå ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûõ ðàç-
ëè÷èé ìåæäó âûáîðêàìè îöåíèâàëè ïî U-êðèòåðèþ Ìàí-
íà—Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû

Ñ Â Å â û ç û â à å ò è ç ì å í å í è å ô î ð ì û ê ë å ò î ê
è ð å î ð ã à í è ç à ö è þ ñ è ñ ò å ì û à ê ò è í î â û õ ô è ë à -
ì å í ò î â. Ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ áûëî îáíàðóæåíî èçìåíå-
íèå ôîðìû êëåòîê êàê â ëèíèè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíî-
ìû À431, òàê è â íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòàõ ÍàÑàÒ. Òàê,
â êîíòðîëå êëåòêè îáåèõ ëèíèé ðàñïëàñòàíû, ôîðìèðóþò
îñòðîâêè. Ïî êðàþ îñòðîâêîâ êëåòêè îáðàçóþò, êàê ïðà-
âèëî, õîðîøî âûðàæåííûå ëàìåëëû (ðèñ. 1, à). Ïðè äåé-
ñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ â òå÷åíèå 48 ÷ â êëåò-
êàõ À431 ïðîèñõîäÿò çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëî-
ãèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå: öèòîïëàçìà
ñæèìàåòñÿ, ëàìåëëû ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå âûðàæåííûìè,
êëåòêè ôîðìèðóþò ìíîãî÷èñëåííûå âûðîñòû è ôèëîïî-
äèè (ðèñ. 1, á).

Â êóëüòóðå êëåòîê ÍàÑàÒ ïðè âîçäåéñòâèè 40 ìêÌ
ÑÂÅ èçìåíåíèé ôîðìû êëåòîê íå âûÿâëÿåòñÿ. Ïîñëå èí-
êóáàöèè êëåòîê ÍàÑàÒ â ïðèñóòñòâèè áîëåå âûñîêèõ êîí-
öåíòðàöèé ÑÂÅ (60 è 100 ìêÌ) ôîðìà êëåòîê èçìåíÿåòñÿ
ïîäîáíî òîìó, êàê ýòî ïðîèñõîäèò â ëèíèè À431 ïðè äåé-
ñòâèè 40 ìêÌ ÑÂÅ: âûðàæåííîñòü ëàìåëë ñíèæàåòñÿ, öè-
òîïëàçìà êëåòîê ñæèìàåòñÿ, ôîðìèðóþòñÿ ìíîãî÷èñëåí-
íûå ôèëîïîäèè è öèòîïëàçìàòè÷åñêèå îòðîñòêè ðàçëè÷-
íîé äëèíû (ðèñ. 1, ã, ä).
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê À431 è ÍàÑàÒ â êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ. Ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — À431, êîíòðîëü; á — À431, 40 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷; â — ÍàÑàÒ, êîíòðîëü; ã — ÍàÑàÒ, 60 ìêÌ ÑÂÅ; ä — ÍàÑàÒ, 100 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷. Ñòðåëêàìè è öèôðà-
ìè óêàçàíû ëàìåëëû (1) è ôèëîïîäèè (2).

Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ A431.

Öèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ TRITC. à — êîíòðîëü; á — 40 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷. Ñòðåëêàìè è öèôðàìè óêàçàíû ëà-
ìåëëû (1) è ôèëîïîäèè (2).



Öèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå F-àêòèíà äåìîíñòðèðóåò,
÷òî â êëåòêàõ ëèíèè À431 â êîíòðîëå àêòèíîâûå ôèëà-
ìåíòû îò÷åòëèâî âûðàæåíû ïî êðàþ ëàìåëë êëåòîê, òàê-
æå ïðèñóòñòâóþò íåáîëüøèå òî÷å÷íûå ñêîïëåíèÿ F-àêòè-
íà â ãëóáèíå öèòîïëàçìû (ðèñ. 2, à). Èíîãäà âñòðå÷àþòñÿ
îòäåëüíûå ïó÷êè ïàðàëëåëüíî ðàñïîëîæåííûõ ìèêðîôè-
ëàìåíòîâ. Íåðåäêî êëåòêè îáðàçóþò íåáîëüøèå ôèëîïî-
äèè, â êîòîðûõ òàêæå îáíàðóæèâàåòñÿ F-àêòèí (ðèñ. 2, à).

Ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ êëåòêè ôîðìèðóþò, êàê ïðàâèëî,
áîëåå ìíîãî÷èñëåííûå ôèëîïîäèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì. Êðîìå òîãî, ó ìíîãèõ êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ íà
êðàþ îñòðîâêîâ, à òàêæå â îäèíî÷íûõ êëåòêàõ ôîðìèðó-
þòñÿ äëèííûå âûðîñòû öèòîïëàçìû, çàïîëíåííûå àêòè-
íîâûìè ôèëàìåíòàìè. Òî÷å÷íûå ñêîïëåíèÿ F-àêòèíà â
ãëóáèíå öèòîïëàçìû èñ÷åçàþò. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåé-
ñòâèè ÑÂÅ çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåòîê ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ îáðàçîâàíèåì ìíîãî÷èñëåííûõ öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèõ âûðîñòîâ, ñîäåðæàùèõ ìèêðîôèëàìåíòû
(ðèñ. 2, á).

Ïðè âûÿâëåíèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ ëè-
íèè ÍàÑàÒ, èíêóáèðîâàâøèõñÿ â òå÷åíèå 48 ÷ â ïðèñóòñò-
âèè 40 ìêÌ ÑÂÅ (ðèñ. 3, á), íå îáíàðóæåíî ñóùåñòâåí-
íûõ ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 3, à). Êàê â
êîíòðîëå, òàê è â êëåòêàõ, ïîäâåðãàâøèõñÿ âîçäåéñòâèþ
ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ, àêòèíîâûå ôèëàìåíòû ôîð-
ìèðóþò õîðîøî âûðàæåííûé ñëîé, ðàñïîëàãàþùèéñÿ ïî
ïåðèìåòðó êëåòêè, à òàêæå êðóïíûå ïàðàëëåëüíûå ïó÷êè
â öèòîïëàçìå, êîòîðûå íåðåäêî îêðóæàþò ÿäðî è ñîäåð-
æàòñÿ â ñîñòàâå ôèëîïîäèé. Ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåí-
òðàöèè 60 è 100 ìêÌ â òå÷åíèå 48 ÷ êëåòêè îáðàçóþò
ìíîãî÷èñëåííûå ôèëîïîäèè è áîëåå êðóïíûå âûðîñòû
öèòîïëàçìû, â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóåò F-àêòèí; êðîìå
òîãî, êîëüöî ìèêðîôèëàìåíòîâ âîêðóã ÿäðà ñòàíîâèòñÿ
ïðàêòè÷åñêè íåçàìåòíûì (ðèñ. 3, â, ã).

Ñ Â Å â û ç û â à å ò è ç ì å í å í è å ï ë î ù à ä è ê ë å -
ò î ê è ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ ê ë å ò î ÷ í î é ï î â å ð õ í î ñ ò è. Ïî-
ñêîëüêó áûëî îáíàðóæåíî èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê è èç-
ìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, âîçíè-
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Ðèñ. 3. Ëîêàëèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â êëåòêàõ ÍàÑàÒ.

Öèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ôàëëîèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ TRITC. à — êîíòðîëü; á — 40 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷; â — 60 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷; ã — 100 ìêÌ
ÑÂÅ, 48 ÷. Ñòðåëêàìè è öèôðàìè óêàçàíû ëàìåëëû (1) è ôèëîïîäèè (2).



êàåò âîïðîñ î òîì, èçìåíÿåòñÿ ëè ïðè ýòîì ïëîùàäü êëå-
òîê. Ïëîùàäü êëåòîê îöåíèâàëè ïî ôîòîãðàôèÿì, ïîëó÷åí-
íûì ïðè ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè. Ðåçóëüòàòû
êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ïëîùàäè êëåòîê ëèíèé À431 è
ÍàÑàÒ ïîêàçàíû íà ðèñ. 4. Âèäíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ
â êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ ïëîùàäü êëåòîê À431 çíà÷èòåëü-
íî (â 2 ðàçà) ñíèæàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì è êîíò-
ðîëåì ñî ñïèðòîì. Î÷åâèäíî, ÷òî ýòî ïðîèñõîäèò èç-çà
ðåîðãàíèçàöèè ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà è ñæàòèÿ öèòî-
ïëàçìû.

Â êóëüòóðå ÍàÑàÒ ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 40 è äàæå
60 ìêÌ íå âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîãî èçìåíåíèÿ ïëîùàäè
êëåòîê. Çàìåòíîå óìåíüøåíèå ýòîãî ïîêàçàòåëÿ ïðîèñõîäèò
òîëüêî ïðè âîçäåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ.

Ïîñêîëüêó âåëè÷èíà ïëîùàäè êëåòîê ñíèæàåòñÿ, âîç-
íèêàåò âîïðîñ î òîì, ïðîèñõîäèò ýòî âñëåäñòâèå èçìåíå-
íèÿ ôîðìû èëè (è) ðàçìåðîâ êëåòîê. Ôîðìó êëåòîê àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèè. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 5, à, á, â êîíòðîëå êëåòêè
À431 õîðîøî ðàñïëàñòàíû, èõ ïîâåðõíîñòü ïîêðûòà ìíî-
ãî÷èñëåííûìè ìèêðîâîðñèíêàìè. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ êëåòêè ïðèîáðåòàþò âåðåòå-
íîâèäíóþ ôîðìó (ðèñ. 5, â), à èõ ïîâåðõíîñòü çíà÷èòåëü-
íî ñãëàæèâàåòñÿ è ÷àñòî áûâàåò ïðàêòè÷åñêè ëèøåíà
ìèêðîâîðñèíîê (ðèñ. 5, ä). Îòìåòèì, ÷òî îïèñàííûå âûøå
âûðîñòû öèòîïëàçìû êëåòîê, îáðàçóþùèåñÿ ïîñëå èíêó-
áàöèè â ïðèñóòñòâèè ÑÂÅ, òàêæå çàìåòíû ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ìåòîäà ÑÝÌ (ðèñ. 5, â—ä).
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ïëîùàäè êëåòîê À431 è ÍàÑàÒ ïðè äåéñò-
âèè ÑÂÅ.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, çâåçäî÷êàìè îáî-
çíà÷åíû ãðóïïû, ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî àíàëèçè-

ðóåìîìó ïîêàçàòåëþ (p � 0.05).

Ðèñ. 5. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê À431 â êîíòðîëå (à, á) è ïðè äåéñòâèè 40 ìêÌ ÑÂÅ â òå÷åíèå 48 ÷ (â—ä). Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ
ìèêðîñêîïèÿ.

Ñòðåëêàìè è öèôðàìè óêàçàíû ëàìåëëû (1), ôèëîïîäèè (2) è ìèêðîâîðñèíêè (3).



Ïðè àíàëèçå êëåòîê ÍàÑàÒ áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êàê
â êîíòðîëå (ðèñ. 6, à, ã), òàê è ïîñëå èíêóáàöèè â ïðèñóò-
ñòâèè 40 ìêÌ ÑÂÅ (ðèñ. 6, á, ä) êëåòêè ïîêðûòû ìíîãî-
÷èñëåííûìè ìèêðîâîðñèíêàìè. Òàêèì îáðàçîì, íà ìîð-
ôîëîãè÷åñêîì óðîâíå â êëåòêàõ ëèíèè ÍàÑàÒ â îòëè÷èå
îò À431 ïðè âîçäåéñòâèè 40 ìêÌ ÑÂÅ â òå÷åíèå 48 ÷ èç-
ìåíåíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå íå âûÿâëÿ-
åòñÿ. Ïðè âîçäåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 60 ìêÌ íà
ïðîòÿæåíèè 48 ÷ ïîâåðõíîñòü êëåòîê ñãëàæèâàåòñÿ, ìèê-
ðîâîðñèíêè èñ÷åçàþò (ðèñ. 6, â, å). Ïðè ýòîì òàêæå çàìåò-
íî îïèñàííîå âûøå èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê.

Ñ Â Å ï î ä à â ë ÿ å ò ç à æ è â ë å í è å ý ê ñ ï å ð è ì å í -
ò à ë ü í î é ð à í û i n v i t r o. Â ñâÿçè ñ îáíàðóæåííûìè èç-
ìåíåíèÿìè ôîðìû êëåòîê è ïåðåñòðîéêîé àêòèíîâîãî öè-
òîñêåëåòà áûëà òàêæå ïðîàíàëèçèðîâàíà ïîäâèæíîñòü
êëåòîê ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìîäåëèðîâàíèÿ ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî çàæèâëåíèÿ ðàí in vitro. Íà ðèñ. 7 ïðåäñòàâëåíû
ìèêðîôîòîãðàôèè ôðàãìåíòîâ ìîíîñëîÿ êëåòîê íåïî-
ñðåäñòâåííî ïîñëå íàíåñåíèÿ ðàíû, à òàêæå ñïóñòÿ 24 ÷.
Âèäíî, ÷òî â êîíòðîëå ðàíà çàòÿíóëàñü è ñòàëà ìàëîçàìåò-
íîé, â òî âðåìÿ êàê ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè
40 ìêÌ ïðîöåññ çàæèâëåíèÿ ðàíû áûë â çíà÷èòåëüíîé
ñòåïåíè ïîäàâëåí: â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëå øèðèíà
ðàíû óìåíüøàëàñü â 4 ðàçà, â ïðèñóòñòâèè ÑÂÅ — òîëüêî
â 1.5. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè èçìåíåíèÿ øè-
ðèíû ðàíû â òå÷åíèå 24 ÷ èíêóáàöèè ïðåäñòàâëåíû íà ãè-
ñòîãðàììå (ðèñ. 7).

Ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàíû in vitro â ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðå êëåòîê ÍàÑàÒ ïîêàçàíî, ÷òî â òå÷åíèå 24 ÷ ñòÿ-
ãèâàíèå êðàåâ ðàíû ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè â ðàâíîé
ñòåïåíè è â êîíòðîëå, è ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíò-

ðàöèè 40 ìêÌ. Óìåíüøåíèå ýôôåêòèâíîñòè çàæèâëåíèÿ
ðàíû íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ â êîíöåíò-
ðàöèè 60 ìêÌ. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ýô-
ôåêòèâíîñòè çàæèâëåíèÿ ðàíû in vitro, ïîëó÷åííûå ïóòåì
èçìåðåíèÿ ðàññòîÿíèÿ ìåæäó åå êðàÿìè, ïðåäñòàâëåíû íà
ãèñòîãðàììå (ðèñ. 7).

Òàêèì îáðàçîì, ÑÂÅ èíäóöèðóåò èçìåíåíèÿ ôîðìû
êëåòîê À431 è ÍàÑàÒ, ñîïðîâîæäàþùèåñÿ óìåíüøåíèåì
ïëîùàäè êëåòîê, èñ÷åçíîâåíèåì ìèêðîâîðñèíîê ñ ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê, à òàêæå ïåðåñòðîéêîé ñèñòåìû àêòèíî-
âûõ ôèëàìåíòîâ. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ ïîäàâëåíèå ýô-
ôåêòèâíîñòè çàæèâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû â ìî-
íîñëîå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ñíèæåíèè ïîäâèæíîñòè êëåòîê. Â êóëüòóðå êëåòîê ÍàÑàÒ
èçìåíåíèÿ ñõîäíû ñ òàêîâûìè, îïèñàííûìè äëÿ êëåòîê
ëèíèè À431, íî ïðîèñõîäÿò ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ ÑÂÅ.

Îáñóæäåíèå

Âîçäåéñòâèå ÑÂÅ íà êóëüòóðû êëåòîê À431 è ÍàÑàÒ
ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì èõ ìîðôîëîãèè. Áûëî îáíà-
ðóæåíî óìåíüøåíèå ïëîùàäè, çàíèìàåìîé êëåòêàìè; òà-
êîå èçìåíåíèå ðàçìåðîâ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçìåíå-
íèåì ôîðìû êëåòîê. Ïðè èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ ñêà-
íèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îáíàðóæåíî, ÷òî â
ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ ÑÂÅ òàêæå ïðîèñõîäÿò ñãëàæèâà-
íèå êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è èñ÷åçíîâåíèå ìèêðîâîðñè-
íîê. Èçâåñòíî, ÷òî ôîðìà êëåòîê, à òàêæå ñîñòîÿíèå èõ
ïîâåðõíîñòè ïðåæäå âñåãî îïðåäåëÿþòñÿ ñèñòåìîé àêòè-

Àëüôà-òîêîôåðèëñóêöèíàò ñåëåêòèâíî âëèÿåò íà ìîðôîëîãèþ è ïîäâèæíîñòü... 831

Ðèñ. 6. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ÍàÑàÒ â êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à, ã — êîíòðîëü; á, ä — 40 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷; â, å — 60 ìêÌ ÑÂÅ, 48 ÷.



íîâûõ ôèëàìåíòîâ. Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ðîëü ìèêðî-
ôèëàìåíòîâ â ðåàêöèè êëåòîê íà âîçäåéñòâèå ÑÂÅ, áûëî
ïðîâåäåíî öèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ôèáðèëëÿðíîãî
àêòèíà ñ ïîìîùüþ ôàëëîèäèíà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
TRITC. Âèçóàëèçàöèÿ ñèñòåìû àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ
ïîêàçàëà, ÷òî èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ
ñíèæåíèåì âûðàæåííîñòè ëàìåëë è óâåëè÷åíèåì äëèíû
è êîëè÷åñòâà ôèëîïîäèé. Êàê èçâåñòíî, ê ôîðìèðîâàíèþ
ôèëîïîäèé, ëàìåëëèïîäèé è ñòðåññ-ôèáðèëë ïðèâîäèò
àêòèâàöèÿ áåëêîâ Cdc42, Rac è Rho ñîîòâåòñòâåííî. Ãëàâ-
íàÿ ôóíêöèÿ ìàëûõ GTPàç ñåìåéñòâà Rho — ðåãóëÿöèÿ
îðãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, îíè òàêæå îêàçûâà-
þò âëèÿíèå íà àäãåçèþ, ïîäâèæíîñòü è ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê (Kurokawa et al., 2004). Â ëèòåðàòóðå ïðàêòè÷åñêè
îòñóòñòâóþò äàííûå, êàñàþùèåñÿ ýôôåêòîâ âîçäåéñòâèÿ
ÑÂÅ íà êîìïîíåíòû öèòîñêåëåòà, õîòÿ ñïîñîáíîñòü ÑÂÅ
âûçûâàòü èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê ìåëàíîìû ìûøè â
êóëüòóðå áûëà ïîêàçàíà åùå â 1982 ã. (Prasad, Ed-
wards-Prasad, 1982). Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå (Kline,
Sanders, 2001) î òîì, ÷òî ÑÂÅ ìîæåò äåéñòâîâàòü íà ðå-

öåïòîðû TGFbRI è II, ïåðåäàâàÿ ÷åðåç íèõ ñèãíàë íà Rac
è Cdc42. Íàëè÷èå TGFb-ñèãíàëüíîãî ïóòè ïîêàçàíî äëÿ
êëåòîê A431 è ÍàÑàÒ (Goldkorn, Mendelsohn, 1992; Gold-
korn, Ding, 1997; Han et al., 2015). Èçâåñòíî, ÷òî ñ àêòèâ-
íîñòüþ ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà Rho-GTPàç ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
ôîðìèðîâàíèå ýíäîãåííûõ ÀÔÊ (Alexandrova et al., 2006;
Kaneyuki et al., 2007; Kim et al., 2008). Ïîâûøåíèå îáðà-
çîâàíèÿ â êëåòêàõ ïåðåêèñíûõ ñîåäèíåíèé áûëî ïîêàçàíî
íàìè ðàíåå äëÿ êóëüòóðû À431 (Savitskaya et al., 2012).
Àêòèâàöèÿ ìàëîé GTPàçû Rac ìîæåò ïðèâîäèòü ê ðåîð-
ãàíèçàöèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, âûðàæàþùåéñÿ â ïî-
ëèìåðèçàöèè àêòèíà íà âåäóùåì êðàå êëåòêè è ôîðìè-
ðîâàíèè ëàìåëëèïîäèé. Â íàøåì ñëó÷àå, îäíàêî, ïðè äåé-
ñòâèè ÑÂÅ âûðàæåííûõ ëàìåëë, êàê ïðàâèëî, íå
íàáëþäàëè, íî ïðîèñõîäèëî àêòèâíîå îáðàçîâàíèå ôèëî-
ïîäèé. Ôîðìèðîâàíèå ôèëîïîäèé ñâÿçàíî ñ àêòèâíîñòüþ
Cdc42 è ñîïðÿæåííîãî ñ íèì ñèãíàëüíîãî ïóòè (Qadir
et al., 2015). Òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíî, ðåîðãàíèçàöèÿ àê-
òèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ ïðè âîçäåéñòâèè ÑÂÅ
èìååò îòíîøåíèå èìåííî ê èçìåíåíèþ àêòèâíîñòè Cdc42.

832 Ì. À. Ñàâèöêàÿ, Ã. Å. Îíèùåíêî

Ðèñ. 7. Ìîäåëü ðàíû in vitro â êóëüòóðå êëåòîê À431 è ÍàÑàÒ.

Ââåðõó — ôàçîâî-êîíòðàñòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, âíèçó — ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè èçìåíåíèÿ øèðèíû ýêñïåðèìåíòàëüíîé ðàíû. Îáúÿñíåíèÿ
ñì. â òåêñòå. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû ãðóïïû, ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî àíà-

ëèçèðóåìîìó ïîêàçàòåëþ (p � 0.05).



Èíòåðåñíî, ÷òî èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê, ñõîäíîå ñ
íàáëþäàåìûì â äàííîì èññëåäîâàíèè, îïèñàíî â ëèíèè
HeLa ïðè âîçäåéñòâèè öåðàìèäîì â òå÷åíèå 12 ÷ (Hu
et al., 2005). Ó òàêèõ êëåòîê îáíàðóæèâàþòñÿ îáðàçîâàíèå
äëèííûõ îòðîñòêîâ, ñæàòèå öèòîïëàçìû è ïðèîáðåòåíèå
êëåòêàìè âåðåòåíîâèäíîé ôîðìû. Ïðè ýòîì ïðèçíàêîâ
àïîïòîçà, òàêèõ êàê êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà, äåãðàäàöèÿ
ÄÍÊ è ôðàãìåíòàöèÿ ÿäåð, â êëåòêàõ íå âûÿâëÿåòñÿ; îä-
íàêî èìååò ìåñòî ñëàáî âûðàæåííîå ðàñùåïëåíèå
PARP — Poly-(ADP-ribose) polymerase. Àâòîðû îòìå÷à-
þò, ÷òî íà äàííîì ýòàïå èçìåíåíèÿ ôîðìû êëåòîê, ïî-âè-
äèìîìó, íå ñâÿçàíû ñ ïðîöåññîì àïîïòîçà. Óðîâåíü àïîï-
òîòè÷åñêîé ãèáåëè çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ ïðè äëèòåëü-
íîñòè èíêóáàöèè áîëåå 36 ÷. Íà îñíîâàíèè ñõîäñòâà
ýôôåêòîâ âîçäåéñòâèÿ öåðàìèäà è ÑÂÅ â äàííîé ðàáîòå
ìîæíî ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî íàáëþäàåìîå
èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàíî
äåéñòâèåì öåðàìèäà, ñïîñîáíîãî ñèíòåçèðîâàòüñÿ ïðè
äåéñòâèè ÑÂÅ (Hu et al., 2005; Gu et al., 2008; Neuzil et al.,
2007b). Òàê, ïîêàçàíî (Gu et al., 2008), ÷òî ÑÂÅ âûçûâàåò
ðàííþþ àêòèâàöèþ ñôèíãîìèåëèíàçû — ôåðìåíòà, ðàñ-
ùåïëÿþùåãî ñôèíãîìèåëèí ñ îáðàçîâàíèåì ôîñôîõîëè-
íà è àïîïòîãåííîãî C16-öåðàìèäà. Â êëåòêàõ êàðöèíîìû
ãîëîâû è øåè ÷åëîâåêà, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé îïóõîëå-
âûå êëåòêè èç ìíîãîñëîéíîãî ýïèòåëèÿ, ÑÂÅ âçàèìîäåé-
ñòâóåò ñ ôîñôîëèïèäàìè è ñôèíãîëèïèäàìè ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû. Â ðåçóëüòàòå ñôèíãîëèïèäû ñòàíîâÿòñÿ
áîëåå äîñòóïíûìè äëÿ ãèäðîëàç, ïîä âîçäåéñòâèåì êîòî-
ðûõ èç íèõ ôîðìèðóåòñÿ öåðàìèä.

Êëåòî÷íàÿ ïîäâèæíîñòü èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ïðî-
öåññå ìåòàñòàçèðîâàíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé,
âñëåäñòâèå ÷åãî åå èíãèáèðîâàíèå ìîæåò ñëóæèòü äîïîë-
íèòåëüíîé ìèøåíüþ ïðè ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè.
Ìîäåëü ðàíû in vitro øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ ïðè èññëåäîâà-
íèè ïîäâèæíîñòè êëåòîê. Ïðè çàæèâëåíèè ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ðàíû ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê ðåàãèðóþò ñõîä-
íûì îáðàçîì: êëåòêè ïîëÿðèçóþòñÿ, ôîðìèðóþò ïðîòðó-
çèè â ñòîðîíó ðàíû è ìèãðèðóþò (Yarrow et al., 2004). Ðÿä
àâòîðîâ èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÑÂÅ íà çàæèâëåíèå ðàíû
in vitro â êóëüòóðàõ íîðìàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîïîäîáíûõ
êëåòîê (Dong et al., 2007; Neuzil et al., 2007à; Rohlena
et al., 2011) è íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (Pinilla et al.,
2000). Âî âñåõ ýòèõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî ÑÂÅ ïîäàâëÿåò
çàæèâëåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàí, ÷òî ðåãèñòðèðóåòñÿ
êàê ñíèæåíèå ñêîðîñòè ñòÿãèâàíèÿ êðàåâ ðàíû èëè áîëü-
øàÿ øèðèíà ðàíû ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â ïðåäåëàõ
îäíîé âðåìåíí*îé òî÷êè. Àíàëîãè÷íûå èññëåäîâàíèÿ ýô-
ôåêòîâ ÑÂÅ, îêàçûâàåìûõ èì íà îïóõîëåâûå êëåòêè, îò-
ñóòñòâóþò. Â äàííîé ðàáîòå îöåíèâàëè äåéñòâèå ÑÂÅ íà
ðàíó â ìîíîñëîå êëåòîê ëèíèè À431. Ïðè ñðàâíåíèè øè-
ðèíû ðàíû ïîñëå 24 ÷ âîçäåéñòâèÿ áûëî âûÿâëåíî çíà÷è-
òåëüíîå èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññà çàæèâëåíèÿ ïðè äåéñò-
âèè ÑÂÅ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè
íà ëèíèÿõ íîðìàëüíûõ, íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê.
Òàêèì îáðàçîì, â äàííîì ñëó÷àå äåéñòâèå àãåíòà íà íîð-
ìàëüíûå è îïóõîëåâûå êëåòêè îêàçûâàåòñÿ ñõîäíûì. Òà-
êîé ýôôåêò ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðîòèâîîïóõîëå-
âûé ïî äâóì ïàðàìåòðàì: âî-ïåðâûõ, èíãèáèðîâàíèå ïî-
äâèæíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîòåíöèàëüíî ìîæåò
ïðåïÿòñòâîâàòü ðàñïðîñòðàíåíèþ ìåòàñòàçîâ; âî-âòîðûõ,
ïîäàâëåíèå ïîäâèæíîñòè ýíäîòåëèîöèòîâ ìîæåò èãðàòü
âàæíóþ ðîëü ïðè èíãèáèðîâàíèè àíãèîãåíåçà, íåîáõîäè-
ìîãî äëÿ ðîñòà îïóõîëè.

Òàê æå êàê è â êóëüòóðå êëåòîê À431, âîçäåéñòâèå
ÑÂÅ ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèåì ôîðìû êëåòîê ÍàÑàÒ è

ñãëàæèâàíèåì êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, êîòîðîå íàáëþäà-
ëîñü ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíöåíòðàöèé 60 è 100, íî íå
40 ìêÌ. Âèçóàëèçàöèÿ ñèñòåìû ìèêðîôèëàìåíòîâ ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàëà, ÷òî àêòèíîâûé öèòîñêåëåò èçìåíÿåòñÿ
ñõîäíî ñ òàêîâûì â ëèíèè À431: óâåëè÷èâàåòñÿ âûðà-
æåííîñòü ôèëîïîäèé, à ëàìåëëû óìåíüøàþòñÿ. Ïî-âèäè-
ìîìó, ïîõîæèì äîëæåí áûë áûòü è ìåõàíèçì äàííîãî
ïðîöåññà.

Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ÑÂÅ íà çàæèâëåíèå ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîé ðàíû â ìîíîñëîå êëåòîê ÍàÑàÒ â òå÷åíèå
24 ÷ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÑÂÅ â êîíöåíòðàöèè 60 ìêÌ çíà-
÷èìî èíãèáèðóåò ïîäâèæíîñòü êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê
40 ìêÌ äàííîãî ñîåäèíåíèÿ íå îêàçûâàþò ïîäîáíîãî ýô-
ôåêòà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ èìåþùèìèñÿ
ðåçóëüòàòàìè àíàëîãè÷íûõ èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ ïî-
êàçàíî èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÑÂÅ íà çàæèâëåíèå ðàí in
vitro â êóëüòóðàõ íîðìàëüíûõ êëåòîê äðóãèõ òèïîâ, òàêèõ
êàê ýíäîòåëèîöèòû è ôèáðîáëàñòû (Pinilla et al., 2000;
Dong et al., 2007; Neuzil et al., 2007à; Rohlena et al., 2011).
Â òî âðåìÿ êàê èíãèáèðîâàíèå ïîäâèæíîñòè îïóõîëåâûõ
êëåòîê, íåñîìíåííî, ÿâëÿåòñÿ áëàãîïðèÿòíûì äëÿ òåðà-
ïèè îïóõîëåé, èíãèáèðîâàíèå ðàíîçàæèâëåíèÿ â íîð-
ìàëüíûõ òêàíÿõ íåæåëàòåëüíî (Rohlena et al., 2011). Ïî-
ýòîìó áîëüøàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ýïè-
äåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ê òàêîìó âîçäåéñòâèþ ñî
ñòîðîíû ÑÂÅ â ïåðñïåêòèâå ìîãëà áû ñïîñîáñòâîâàòü
ïðåäîòâðàùåíèþ îáðàçîâàíèÿ ìåòàñòàçîâ íà ôîíå ìèíè-
ìàëüíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè íåîïèñàííîå ðàíåå âëèÿíèå ÑÂÅ íà ìîðôîëî-
ãèþ êëåòîê, ïðîèñõîäÿùèõ èç ìíîãîñëîéíûõ ýïèòåëèåâ.
Â öåëîì îáíàðóæåíû èçìåíåíèå ôîðìû êëåòîê, óìåíüøå-
íèå èõ ïëîùàäè, ñãëàæèâàíèå êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, à
òàêæå èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êîìïîíåíòîâ àêòèíîâîãî
öèòîñêåëåòà. Êðîìå òîãî, íà ìîäåëè ðàíû in vitro ïîêàçà-
íî, ÷òî ÑÂÅ ïîäàâëÿåò ïîäâèæíîñòü êëåòîê. Ðàíåå âëèÿ-
íèå ÑÂÅ íà ïîäâèæíîñòü êëåòîê áûëî ïîêàçàíî òîëüêî
äëÿ êóëüòóðû íîðìàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîâ è ôèáðîáëà-
ñòîâ (Pinilla et al., 2000; Dong et al., 2007; Neuzil et al.,
2007à; Rohlena et al., 2011). Íàìè âïåðâûå áûëà èññëåäî-
âàíà ïîäâèæíîñòü íå òîëüêî íîðìàëüíûõ, íî è îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÑÂÅ, ÷òî èìååò áîëüøîå çíà÷å-
íèå â òåðàïèè îïóõîëåé, ïîñêîëüêó ïîäàâëåíèå ïîäâèæ-
íîñòè çëîêà÷åñòâåííî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü èõ ðàñïðîñòðàíåíèþ ïî îðãàíèçìó
è îáðàçîâàíèþ ìåòàñòàçîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâà-
þò íà òî, ÷òî ÑÂÅ ïîìèìî ïðÿìîãî öèòîòîêñè÷åñêîãî
äåéñòâèÿ íà îïóõîëåâûå êëåòêè (Yu et al., 1997; Neuzil
et al., 1999; Yamamoto et al., 2000; Shiau et al., 2006; Gog-
vadze et al., 2010; Prochazka et al., 2010) èìååò äîïîëíèòå-
ëüíûå ìèøåíè, âîçäåéñòâèå íà êîòîðûå ìîæåò ïðåïÿòñò-
âîâàòü îïóõîëåâîìó ðîñòó.

Èíòåðåñíî òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ìîðôîëîãè÷åñêèå èç-
ìåíåíèÿ, êîòîðûå ïðåòåðïåâàþò êëåòêè, íàïîìèíàþò òà-
êîâûå äëÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî ïåðåõîäà, ïîýòî-
ìó íåìàëûé èíòåðåñ ìîãëî áû ïðåäñòàâëÿòü âûÿâëåíèå
êàêèõ-ëèáî ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
ýòîãî ïðîöåññà. Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî ïðè ýïèòåëèàëü-
íî-ìåçåíõèìíîì ïåðåõîäå ïðîèñõîäèò óñèëåíèå ïîäâèæ-
íîñòè êëåòîê (Scanlon et al., 2013), â íàøåì æå ñëó÷àå
èìååò ìåñòî îáðàòíûé ýôôåêò. Ïðè ýòîì ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî ìû îáíàðóæèëè ýôôåêò ïîäàâëåíèÿ êëåòî÷íîé
ïîäâèæíîñòè ïðè âîçäåéñòâèè ÑÂÅ íà ìîäåëè äâèæåíèÿ
â äâóõìåðíîì ïðîñòðàíñòâå. Â äàëüíåéøåì áûëî áû öå-
ëåñîîáðàçíî èññëåäîâàòü âëèÿíèå ÑÂÅ íà êëåòî÷íóþ ïî-
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äâèæíîñòü â óñëîâèÿõ òðåõìåðíîãî ïðîñòðàíñòâà, íàïðè-
ìåð ìàòðèãåëÿ. Ýòî ïîçâîëèò äàòü îäíîçíà÷íûé îòâåò î
õàðàêòåðå âëèÿíèÿ ÑÂÅ íà ñïîñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ýïèäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ê ìåòàñòàçèðîâàíèþ
è íîðìàëüíûõ êåðàòèíîöèòîâ ê âûäâèæåíèþ â îáëàñòü
ðàíû.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00029).
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ALPHA-TOCOPHERYL SUCCINATE SELECTIVELY AFFECTS MORPHOLOGY

AND MOTILITY OF NORMAL AND TUMOR EPITHELIAL CELLS

M. A. Savitskaya,1 G. E. Înischcenko

Biological Faculty, M. V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119192;
1 e-mail: nakomis@mail.ru

Alpha-tocopheryl succinate (a-TS) is vitamin E derivate with potential antitumor properties. In this effect
of a-TS on morphology and motility of epidermoid human carcinoma cells of A431 line and immortalized
non-homogenous human keratinocytes of the NaCaT line was studied. Phase contrast and fluorescent microsco-
py, in vitro wound healing assay (scratch test) and scanning electron microscopy were used. Both cell lines sho-
wed a change in cell shape, reorganization of the actin cytoskeletony smoothing of the cell surface, disappea-
rance of microvillae and supperession of cell motility. These effects are similar in both cell lines, but in HaCaT
cell line they occur after of treatment with higher doses than these for A431. Thus, we have demonstrated the
selectivity of a-TS action on tumor cells derived from human skin stratified epithelia. The results of this work
can be useful for further investigations focused on developing of antitumor agents with selective action toward
tumor cells.

K e y w o r d s: alpha-tocopheryl succinate, actin filaments, cytoskeleton, scratch test, cell motility.
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