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Àïîïòîç è àóòîôàãèÿ â êëåòêàõ ãåïàòîêàðöèíîìû

Ãåïàòîêàðöèíîìà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àãðåññèâíûõ è óñòîé÷èâûõ ê ëåêàðñòâåííîé òåðàïèè îïóõîëåé
÷åëîâåêà. Ïîëàãàþò, ÷òî åå ðàçâèòèå êîððåëèðóåò ñ íàðóøåíèåì ðåãóëÿöèè ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷-
íîé ãèáåëè, ïîýòîìó ïîèñê ýôôåêòèâíûõ èíäóêòîðîâ ãèáåëè êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû ÿâëÿåòñÿ âåñüìà
àêòóàëüíûì. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôîðì ñîëåé
ëèòèÿ íà ðàçâèòèå ñòðóêòóðíûõ èçìåíåíèé, ïðèâîäÿùèõ ê ãèáåëè êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû. Ìåòîäàìè
ñâåòîâîé è ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, à òàêæå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîìåòðèè îïðåäåëåíû ñòðóêòóðíûå
ïðèçíàêè ðàçâèòèÿ àïîïòîçà è àóòîôàãèè â êëåòêàõ ãåïàòîêàðöèíîìû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ ðàçëè÷íû-
ìè ôîðìàìè ñîëåé ëèòèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå âûðàæåííîå äåéñòâèå íà êëåòêè ãåïàòîêàðöèíîìû-29
îêàçûâàëè íàíîðàçìåðíûå ôîðìû êàðáîíàòà è öèòðàòà ëèòèÿ. Ïðè ýòîì íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà öèòðàòà
ëèòèÿ ïðåèìóùåñòâåííî èíäóöèðîâàëà àïîïòîç, à íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà êàðáîíàòà ëèòèÿ — íàðÿäó ñ
àïîïòîçîì àóòîôàãè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êàðáîíàò è öèòðàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíûå ôîðìû êàðáîíàòà è öèòðàòà ëèòèÿ,
ãåïàòîêàðöèíîìà-29, àïîïòîç, àóòîôàãèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊ-29 — ãåïàòîêàðöèíîìà-29, ÕË — õëîðèä ëèòèÿ, ÊË — êàðáîíàò
ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà, ÊËí — êàðáîíàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà, ÖË — öèòðàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ
ôîðìà, ÖËí — öèòðàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà.

Ãåïàòîêàðöèíîìà (ÃÊ) ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ðàñïðîñòðà-
íåííûõ, àãðåññèâíûõ è óñòîé÷èâûõ ê ëåêàðñòâåííîé
òåðàïèè îïóõîëåé ÷åëîâåêà (Shen, Cao, 2012). Ïîëàãà-
þò, ÷òî ðàçâèòèå ÃÊ êîððåëèðóåò ñ íàðóøåíèåì ðåãóëÿ-
öèè ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè (Degterev,
Yuan, 2008). Â ñîñòàâå ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãè-
áåëè âûäåëÿþò íåñêîëüêî âàðèàíòîâ, êîòîðûå ìîæíî
îáúåäèíèòü ïî õàðàêòåðó ðàçâèòèÿ â îñíîâíûå òèïû:
àïîïòîç, àóòîôàãè÷åñêàÿ ãèáåëü è ïðîãðàììèðîâàííûé
íåêðîç (Edinger, Thompson, 2004). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî â êëåò-
êàõ ÃÊ ìîãóò ðàçâèâàòüñÿ íåêðîç, àïîïòîç è àóòîôàãèÿ
(Cui et al., 2013). Íåêðîç ÷àñòî ñòèìóëèðóåò ìåñòíîå è ñè-
ñòåìíîå âîñïàëåíèå, àïîïòîç è àóòîôàãèÿ æå íå âûçûâà-
þò ïîäîáíîãî ýôôåêòà, ïîýòîìó èõ ðàññìàòðèâàþò êàê
òåðàïåâòè÷åñêèå ìèøåíè äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà (Zhang et al.,
2016).

Èçâåñòíî, ÷òî îäíè è òå æå âíåêëåòî÷íûå ñèãíàëüíûå
ìîëåêóëû è âíóòðèêëåòî÷íûå ìåññåíäæåðíûå ñèñòåìû
ñòèìóëèðóþò ðàçëè÷íûå, ÷àñòî ïðîòèâîïîëîæíûå êëå-
òî÷íûå ðåàêöèè — îò ïðîëèôåðàöèè äî àïîïòîçà (Gom-
perts et al., 2013). Â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà ó÷àñòâóþò ìîëå-
êóëû ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Òàê, âûäåëÿþò ñèã-
íàëüíûé ïóòü Wnt, íåîòúåìëåìûì êîìïîíåíòîì êîòîðîãî
ÿâëÿåòñÿ åãî íåãàòèâíûé ðåãóëÿòîð — ãëèêîãåí-ñèíòàçà
êèíàçà-3b (ÃÑÊ-3b) (McCubrey et al., 2016). Èíãèáèðîâà-
íèå ÃÑÊ-3b âëèÿåò íà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ è ðàçâè-
òèå àïîïòîçà, â ÷àñòíîñòè ïðè êîëîðåêòàëüíîì ðàêå, ðàêå

ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è ðàêå ÿè÷íèêîâ (Wang et al.,
2008; De Araujo et al., 2015).

Ñóùåñòâóåò 5 êëàññîâ èíãèáèòîðîâ ÃÑÊ-3b. Ê îäíî-
ìó èç íèõ îòíîñÿòñÿ ñîåäèíåíèÿ ëèòèÿ (Quiroz et al.,
2004). Ïîêàçàíî, ÷òî êàðáîíàò ëèòèÿ (ÊË), äåéñòâóÿ ÷å-
ðåç ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ÃÑÊ-3b è ñíèæåíèå ýêñïðåñ-
ñèè öèêëèíà Å, ìîæåò âûçûâàòü îñòàíîâêó ïðîëèôåðà-
öèè çà ñ÷åò àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G2/M îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê (Erdal et al., 2005; Tsui et al., 2012), à
òàêæå èíäóöèðîâàòü àïîïòîç îïóõîëåâûõ êëåòîê (Li
et al., 2015). Ïîÿâëÿþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ëèòèé ìîäó-
ëèðóåò àóòîôàãèþ â ðàêîâûõ êëåòêàõ (O’Donovan et al.,
2015).

Îäíàêî ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòîâ ëèòèÿ ìîæåò áûòü
îãðàíè÷åíî åãî òîêñè÷íûì äåéñòâèåì íà îðãàíèçì (Chiu
et al., 2013). Ðàíåå ìû âûÿâèëè, ÷òî íàíîðàçìåðíûå ôîð-
ìû ñîëåé ëèòèÿ îêàçûâàþò áîëåå âûðàæåííîå äåéñòâèå
íà êëåòêè ÃÊ â êîíöåíòðàöèÿõ, ìåíüøèõ, ÷åì èõ èñõîä-
íûå ôîðìû, ÷òî ìîæåò îáóñëîâèòü áîëåå ýôôåêòèâíîå
èñïîëüçîâàíèå íèçêèõ äîç ïðåïàðàòîâ (Ãàâðèëîâà è äð.,
2016). Êðîìå òîãî, íà îñíîâàíèè ìîðôîëîãè÷åñêîãî ðàç-
äåëåíèÿ êëåòîê ÃÊ ïî ñòàäèÿì äèôôåðåíöèðîâêè (Áãàòî-
âà è äð., 2015) íàìè âûÿâëåíû ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê —
ìèøåíåé öèòðàòà è êàðáîíàòà ëèòèÿ èñõîäíûõ (ÊË è ÖË)
è íàíîðàçìåðíûõ ôîðì (ÊËí è ÖËí), ÷òî ïîçâîëèëî âû-
ñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæíîì çàïóñêå ðàçíûõ ìå-
õàíèçìîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè (Ãàâðèëîâà è äð., 2016). Ïî-
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ýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëî âûÿâëåíèå ñòðóê-
òóðíûõ èçìåíåíèé, ïðèâîäÿùèõ êëåòêè ÃÊ ê ãèáåëè ïðè
äåéñòâèè ñîëåé ëèòèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà í à ê ó ë ü ò ó ð å ê ë å ò î ê ã å ï à ò î -
ê à ð ö è í î ì û - 2 9 (ÃÊ-29), ïîëó÷åííîé è âåðèôèöèðî-
âàííîé ñîòðóäíèêàìè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ (Êàëåäèí è äð., 2009). Êëåòêè ÃÊ-29 íàðàùèâàëè
â òå÷åíèå 2—3 íåä ïàññèðîâàíèåì ÷åðåç ìûøåé-ñàìîê
ÑÂÀ (106 êëåòîê íà 1 ìûøü).

Ê Ë í è Ö Ë í ï î ë ó ÷ à ë è ï ó ò å ì ì å õ à í î à ê ò è -
â à ö è è îáðàçöîâ â ìåëüíèöå-àêòèâàòîðå ïëàíåòàðíîãî
òèïà ÀÃÎ-2Ñ ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Èñóïîâ è äð.,
2015). Ðàçìåð ÷àñòèö ñîëåé ëèòèÿ ñîñòàâëÿåò 10 íì, åãî
îïðåäåëÿëè ïîä ýëåêòðîííûì ìèêðîñêîïîì ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Image Tool (ÑØÀ). Â êà÷åñòâå
ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ âûáðàëè õëîðèä ëèòèÿ — íàèáîëåå
÷àñòî èñïîëüçóåìóþ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíè-
ÿõ ñîëü ëèòèÿ (Li et al., 2014).

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò è ê ë å ò î ê
Ã Ê - 2 9 ê ñîëÿì ëèòèÿ è îïðåäåëåíèÿ ðàííèõ ñòðóê-
òóðíûõ èçìåíåíèé, çàïóñêàþùèõ ãèáåëü êëåòîê, âûáðà-
ëè êîíöåíòðàöèþ 5 ìÌ, ïðè êîòîðîé â ñðåäíåì æèçíå-
ñïîñîáíûìè îñòàþòñÿ 50 % êëåòîê (Ãàâðèëîâà è äð.,
2016).

Ä ë ÿ è ç ó ÷ å í è ÿ ì î ð ô î ë î ã è è èíòàêòíûå êëåòêè
ÃÊ-29 (êîíòðîëü) è êëåòêè ïîñëå 24 è 48 ÷ èíêóáàöèè ñ
ðàñòâîðàìè ñîëåé ëèòèÿ (5 ìÌ) ôèêñèðîâàëè â 2.5%-íîì
ðàñòâîðå ãëóòàðàëüäåãèäà (Sigma, ÑØÀ) íà ôîñôàòíîì
áóôåðå (pH 7.4). Ìàòåðèàë äîôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â
1%-íîì ðàñòâîðå ÎsO4 (Sigma, ÑØÀ) íà ôîñôàòíîì áó-
ôåðå (pH 7.4), äåãèäðàòèðîâàëè â ýòèëîâîì ñïèðòå âîçðà-
ñòàþùåé êîíöåíòðàöèè è çàêëþ÷àëè â Ýïîí (Serva, Ãåð-
ìàíèÿ). Ïîëóòîíêèå ñðåçû òîëùèíîé 1 ìêì ïîëó÷àëè íà
óëüòðàìèêðîòîìå EM UC7 (Leica, Ãåðìàíèÿ/Øâåéöàðèÿ),
îêðàøèâàëè òîëóèäèíîâûì ñèíèì è èçó÷àëè ïîä ñâåòî-
âûì ìèêðîñêîïîì LEICADME (Ãåðìàíèÿ). Óëüòðàòîíêèå
ñðåçû òîëùèíîé 70—100 íì êîíòðàñòèðîâàëè íàñû-
ùåííûì âîäíûì ðàñòâîðîì àöåòàòà óðàíèëà-íàòðèÿ è
öèòðàòîì ñâèíöà è èçó÷àëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
JEM 1400. Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Image J (Wayne Ras-
band, ÑØÀ). Âû÷èñëÿëè ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ
àïîïòîòè÷åñêèìè ÿäðàìè è ÿäåðíûìè èíâàãèíàöèÿìè, à
òàêæå ñ äâóÿäåðíûõ êëåòîê ïîñëå èíêóáàöèè ÃÊ-29 ñ ñî-
ëÿìè ëèòèÿ â òå÷åíèå 48 ÷.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ñ ò à ä è é ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê -
ë à êëåòêè ÃÊ-29 ïîñëå èíêóáàöèè ñ ñîëÿìè ëèòèÿ äâàæ-
äû îòìûâàëè è ôèêñèðîâàëè â õîëîäíîì 96%-íîì ýòè-
ëîâîì ñïèðòå â òå÷åíèå 16—18 ÷ ïðè 4 °Ñ. Êëåòêè îò-
ìûâàëè îò ñïèðòà è ôèêñèðîâàëè ñ ðàñòâîðîì ïðîïèäèÿ
èîäèäà (100 ìã/ìë, BD, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 0.2%-íîãî
ðàñòâîðà Òðèòîíà Õ-100 (Sigma, ÑØÀ) è ÐÍÊàçû
(0.15 ìã/ìë, Âåêòîð, ÍÑÎ) â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ.
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 (ÃÊ-29) ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ íàíîðàçìåðíîé ôîðìû öèòðàòà
ëèòèÿ.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû îáðàçîâàíèå ýíäîöèòîçíûõ âåçèêóë (à), âíóòðèÿäåðíîãî êàíàëà (á), ôîðìèðîâàíèå âíóòðèÿäåðíîãî êàíàëà, ïåðåñåêàþùåãî
ÿäðî (â), è êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà â õîäå àïîïòîçà (ã).



Íàõîæäåíèå êëåòîê â ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà èññëå-
äîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå FACS Canto II (BD,
ÑØÀ).

È í ò å í ñ è â í î ñ ò ü ð å à ê ö è é à ï î ï ò î ç à ê ë å ò î ê
ÃÊ-29 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷ ñ ñîëÿìè ëè-
òèÿ îöåíèâàëè ïî ñâÿçûâàíèþ êëåòêàìè àííåêñèíà V ñ
ïîìîùüþ íàáîðà ðåàêòèâîâ ANNEXIN V-FITC APOPTO-
SIS DETECTION KIT (BD Pharmingem™, ÑØÀ) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà FACS Canto II (BD,
ÑØÀ). Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò îáùåãî ÷èñ-
ëà êëåòîê.

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ ì à ð ê å ð à à ó ò î ô à ã è è L C 3
êëåòêè ÃÊ-29 èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ ñ ñîëÿìè ëè-
òèÿ, çàòåì îòìûâàëè è äîáàâëÿëè ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ê
LC3B (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â ðàçâåäåíèè 1 : 400 íà
1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Îòìûâàëè è èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷íûìè
àíòèòåëàìè Alexa Fluor 647 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â

ðàçâåäåíèè 1 : 400 â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, îñàæäàëè,
ôèêñèðîâàëè è îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ ìàðêåð àóòîôàãèè, íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå
FACS Canto II (BD, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Statistica 6.0. Îïðå-
äåëÿëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (Ì), ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå
(SD), ìåäèàíó (Ìå), íèæíèé (LQ) è âåðõíèé (UQ) êâàð-
òèëè. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ðàññ÷èòûâàëè ïî U-êðè-
òåðèþ Ìàííà—Óèòíè è ïðèíèìàëè ïðè çíà÷åíèÿõ
p < 0.05.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: 3-(4,5-äèìåòèëòè-
àçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèóì áðîìèäà, ãëóòà-
ðàëüäåãèä è òåòðàîêñèä îñìèÿ (Sigma, ÑØÀ); Ýïîí (Ser-
va, Ãåðìàíèÿ); ANNEXIN V-FITC APOPTOSIS DETECTI-
ON KIT (BD Pharmingem™, ÑØÀ); àíòèòåëà ê LC3B,
Alexa Fluor 647 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

180 Í. Ï. Áãàòîâà è äð.

Ðèñ. 2. Àïîïòîç êëåòîê ÃÊ-29 ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ñ ñîëÿìè ëèòèÿ.

à — äîëÿ êëåòîê â ñòàäèè àïîïòîçà ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè ñ ñîëÿìè ëèòèÿ ïî äàííûì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè; á — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ òåëåö â ïîïóëÿ-
öèè ÃÊ-29 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ñîëÿìè ëèòèÿ; â — àïîïòîç â êëåòêàõ ÃÊ-29 (ñòðåëêè) ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 48 ÷ ñ
íàíîðàçìåðíîé ôîðìîé öèòðàòà ëèòèÿ. Îêðàñêà òîëóèäèíîâûì ñèíèì. 400�. Çäåñü è íà ðèñ. 3, 4: ÃÊ-29 — ãåïàòîêàðöèíîìà-29, ÕË — õëîðèñòûé ëè-
òèé, ÊË — êàðáîíàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà, ÊËí — êàðáîíàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà, ÖË — öèòðàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà, ÖËí — öèòðàò ëè-

òèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÃÊ-29 ñ ñîëÿìè ëèòèÿ
íàèáîëåå âûðàæåííûå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ íàáëþäà-
ëè ïðè äåéñòâèè ÖËí. Îòìå÷àëè íàëè÷èå ýíäîöèòîçíûõ
âåçèêóë ïî ïåðèôåðèè êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè
(ðèñ. 1, à). Â ÿäðàõ êëåòîê íàáëþäàëè èíâàãèíàöèè, ðàç-
ëè÷íûõ ëîêàëèçàöèè è ðàçìåðîâ, ðàñïîëîæåííûå ïî ïå-
ðèôåðèè ÿäðà (ðèñ. 1, á) è ïðîõîäÿùèå ÷åðåç âåñü äèàìåòð
ÿäåð (ðèñ. 1, â). ×åðåç 24 è 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷à-
ëè êëåòêè ñ ïðèçíàêàìè àïîïòîçà — íàëè÷èåì êðóïíûõ
ñêîïëåíèé êîíäåíñèðîâàííîãî õðîìàòèíà ïî ïåðèôåðèè
ÿäåð (ðèñ. 1, ã).

Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè âûÿâèëè íàèáîëü-
øåå âîçðàñòàíèå äîëè àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â ïîïóëÿ-
öèè ÃÊ-29 ïðè 24 ÷ èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÖËí (ðèñ. 2, à).
Îïðåäåëåíèå äîëè àïîïòîòè÷åñêèõ òåëåö ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê ÃÊ-29 â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ñîëÿìè ëèòèÿ âûÿ-
âèëî èõ ïðåîáëàäàíèå ïðè âîçäåéñòâèè ÖËí (ðèñ. 2, á, â).
Òîò ôàêò, ÷òî ÖËí â áîëüøåé ñòåïåíè èíäóöèðóåò àïîï-
òîç êëåòîê ÃÊ-29, ÷åì ÊËí è õëîðèä ëèòèÿ, ðàíåå áûë ïî-
êàçàí ïðè èñïîëüçîâàíèè ñîëåé ëèòèÿ â êîíöåíòðàöèè
1 ìÌ (Ëûêîâ è äð., 2015).

Ïðè èíêóáàöèè êëåòîê ÃÊ-29 ñ ÊË ïîìèìî ïðèçíàêîâ
àïîïòîçà íàáëþäàëè ðàçâèòèå ñòðóêòóðíûõ ïðèçíàêîâ
àóòîôàãèè. Íàèáîëåå âûðàæåííûå èçìåíåíèÿ îòìå÷àëè

Àïîïòîç è àóòîôàãèÿ â êëåòêàõ ãåïàòîêàðöèíîìû 181

Ðèñ. 3. Ñòðóêòóðíûå èçìåíèÿ êëåòîê ÃÊ-29 ïðè äåéñòâèè â òå÷åíèå 24 ÷ íàíîðàçìåðíîé ôîðìû êàðáîíàòà ëèòèÿ.

à — ÷àñòèöû êàðáîíàòà ëèòèÿ â ôàãîñîìàõ êëåòêè (ñòðåëêè); á — àóòîôàãîñîìà ñ ìèòîõîíäðèåé (ñòðåëêà) è ðàñøèðåíèå öèñòåðí ãðàíóëÿðíîé ýíäîï-
ëàçìàòè÷åñêîé ñåòè; â — àóòîôàãîñîìû ñ ìåìáðàíàìè ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè è ëèçîñîìû (ñòðåëêè); ã — àóòîôàãîëèçîñîìû è àóòîôàãîñîìû â öè-
òîïëàçìå ñ ñîõðàíèåì ñòðóêòóðíîé öåëîñòíîñòè ÿäðà êëåòêè; ä — àóòîôàãîñîìû è àóòîôàãîëèçîñîìû â öèòîïëàçìå êëåòêè (ñòðåëêè); å — ýêñïðåññèÿ

ìàðêåðà àóòîôàãèè LC3 â êëåòêàõ ÃÊ-29.



ïðè âîçäåéñòâèè ÊËí. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ÊËí â
öèòîïëàçìå êëåòîê íàáëþäàëè ôàãîñîìû ñ ÷àñòèöàìè ëè-
òèÿ (ðèñ. 3, à), íàëè÷èå àóòîôàãîñîì ñ ìèòîõîíäðèÿìè,
ôðàãìåíòàìè öèòîïëàçìû è ðàñøèðåíèåì öèñòåðí ãðàíó-
ëÿðíîé ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè (ðèñ. 3, á), à òàêæå ñêîï-
ëåíèÿ àóòîôàãîñîì ñ ìåìáðàíàìè ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé
ñåòè è ëèçîñîì (ðèñ. 3, â). ×åðåç 24 è 48 ÷ íàáëþäàëè
êëåòêè ÃÊ-29 ñî ñòðóêòóðíûìè ïðèçíàêàìè àóòîôàãè÷å-
ñêîé ãèáåëè, â êîòîðûõ ïðè îòñóòñòâèè íàáóõàíèÿ êëåòîê
è êîíäåíñàöèè ÿäåðíîãî õðîìàòèíà îòìå÷àëè çíà÷èòåëü-
íîå ñîäåðæàíèå â öèòîïëàçìå àóòîôàãîñîì è àóòîôàãîëè-
çîñîì (ðèñ. 3, ã, ä).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ìû ïîä-
òâåðäèëè ðàçâèòèå àóòîôàãèè â êëåòêàõ ÃÊ-29 ïðè äåéñò-
âèè ÊËí. Äîëÿ êëåòîê ÃÊ-29, ýêñïðåññèðóþùèõ ìàðêåð
àóòîôàãèè LC3, áûëà çàìåòíî óâåëè÷åíà ïî ñðàâíåíèþ ñ
äðóãèìè ñîëÿìè è ôîðìàìè ëèòèÿ (p < 0.05) (ðèñ. 3, å).

Èçâåñòíî, ÷òî ïðîãðàììà êëåòî÷íîé ãèáåëè ìîæåò
îïðåäåëÿòüñÿ óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâêè è ïîëîæåíèåì â
êëåòî÷íîì öèêëå. Â îòëè÷èå îò àïîïòîçà, êîòîðûé ìîæåò
çàïóñêàòüñÿ â ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà, àóòîôàãè-
÷åñêàÿ ãèáåëü ðàçâèâàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â íåïðîëè-
ôåðèðóþùèõ êëåòêàõ (G0-ôàçà) è ñïîñîáñòâóåò èõ äèôôå-
ðåíöèðîâêå (Chen et al., 2016).

Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ÃÊ-29 ïî ñòàäèÿì êëåòî÷íîãî
öèêëà âûÿâèëî, ÷òî ïðè èíêóáàöèè êëåòîê ñ ÊËí äîëÿ
êëåòîê â ôàçå G0/G1 âîçðàñòàëà, à äîëÿ êëåòîê â S-ôàçå
êëåòî÷íîãî öèêëà ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
è îáðàáîòêîé õëîðèäîì ëèòèÿ (p < 0.05). Ïðè äîáàâëå-
íèè â ñðåäó ÖËí, íàîáîðîò, óìåíüøàëîñü ïðîöåíòíîå
ñîäåðæàíèå êëåòîê â ôàçå G0/G1 è óâåëè÷èâàëàñü äîëÿ
êëåòîê â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-

ëåì (p < 0.05) (ðèñ. 4, à). Òîò ôàêò, ÷òî ÊËí â áîëü-
øåé ñòåïåíè çàäåðæèâàåò êëåòêè ÃÊ-29 â ôàçå G0/G1,
ïî-âèäèìîìó, â äàííîì ñëó÷àå ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñòðóêòóð-
íîé îñíîâîé ðàçâèòèÿ àóòîôàãèè â äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ
êëåòêàõ.

Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî, ÷òî ÖË è ÊËí ñíèæàþò ïðî-
öåíòíîå ñîäåðæàíèå êëåòîê ÃÊ-29, íàõîäÿùèõñÿ â
G2/M-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè
ëèòåðàòóðû î ïîäàâëåíèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê è àðåñòå
êëåòî÷íîãî öèêëà â G2/M-ôàçå ïðè ïðèìåíåíèè ëèòèÿ
(Tsui et al., 2012).

Áîëüøóþ ãèáåëü êëåòîê, èñõîäÿ èç äàííûõ îá àïîïòî-
çå êëåòîê ÃÊ-29 (ðèñ. 2, à), îòìå÷àëè ïðè äåéñòâèè ÖËí.
Ïîäòâåðæäåíèåì åãî äåéñòâèÿ ïðåèìóùåñòâåííî íà ïðî-
ëèôåðèðóþùèå êëåòêè ÿâëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
äîëè äâóÿäåðíûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ÃÊ-29 (ðèñ. 4, á).
Ïðè ýòîì âîçðàñòàíèå äîëè êëåòîê ñ ÿäåðíûìè èíâàãèíà-
öèÿìè (ðèñ. 4, â) ñâèäåòåëüñòâóåò î áîëüøåé ÷àñòîòå ïà-
òîëîãè÷åñêèõ ôîðì äåëåíèÿ (Vargas et al., 2012) ïðè âîç-
äåéñòâèè ÖËí.

Ëèòèé ÿâëÿåòñÿ ïðèíÿòûì ïðåïàðàòîì äëÿ ëå÷åíèÿ
áèïîëÿðíîãî ðàññòðîéñòâà (Malhi et al., 2012). Èññëåäîâà-
íèÿ ñâîéñòâ ñîåäèíåíèé ëèòèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ
âûÿâèëè ðàçíîîáðàçèå ðåçóëüòàòîâ åãî äåéñòâèÿ íà áèî-
ëîãè÷åñêèå îáúåêòû (Mota de Freitas et al., 2016). Ñ îäíîé
ñòîðîíû, èìåþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå îá èíäóêöèè àïîïòîçà â ðàçëè÷íûõ òèïàõ
îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè ñîëåé ëèòèÿ, ïðè
ýòîì ïðåèìóùåñòâåííî èçó÷àåòñÿ âëèÿíèå õëîðèñòîãî ëè-
òèÿ (Li et al., 2014). Îñíîâíîé ìåõàíèçì çàïóñêà àïîïòîçà
ïðè äåéñòâèè ñîëåé ëèòèÿ îáúÿñíÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèåì
ÃÑÊ-3bè Akt ïóòè (Li et al., 2015).

182 Í. Ï. Áãàòîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê ÃÊ-29 â ðàçíûõ ñòàäèÿõ êëåòî÷íîãî öèêëà (à), äîëÿ äâóÿäåðíûõ êëåòîê (á) è äîëÿ êëåòîê
ñ ÿäåðíûìè èíâàãèíàöèÿìè (â) â ïîïóëÿöèè ÃÊ-29 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ñîëÿìè ëèòèÿ â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ.

1 — ñóáG0/G1-ôàçà, 2 — G0/G1-ôàçà, 3 — S-ôàçà, 4 — G2/Ì-ôàçà, * — çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëåì, # — çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé ñ íàíîðàçìåðíîé
ôîðìîé ñîëè ëèòèÿ, p < 0.05.



Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîÿâëÿþòñÿ ðàáîòû, îòðàæàþùèå
ðàçâèòèå ïðîöåññîâ àóòîôàãèè â êëåòêàõ ïðè ïðèìåíåíèè
ëèòèÿ (Motoi et al., 2014). Ñòðóêòóðíûå ïðèçíàêè ðàçâè-
òèÿ àóòîôàãèè ïîêàçàíû ïðè ââåäåíèè ñîëåé ëèòèÿ â êëå-
òî÷íóþ êóëüòóðó ìîòîíåéðîíîâ êóðèíûõ ýìáðèîíîâ —
íàêîïëåíèå áîëüøèõ ïëîòíûõ ïóçûðüêîâ è àóòîôàãè÷å-
ñêèõ âàêóîëåé, íåéðîôèëàìåíòîâ, íàðóøåíèå ñòðóêòóðû
øåðîõîâàòîé ýíäîïëàçìàòè÷åñêîé ñåòè, óìåíüøåíèå ñâî-
áîäíûõ ðèáîñîì (Calder*o et al., 2010). Âûÿâëåíî, ÷òî ëè-
òèé âëèÿåò íà îáðàçîâàíèå àóòîôàãîñîì â íåéðîíàõ ïðè
íåéðîäåãåíåðàòèâíîì çàáîëåâàíèè (Chang et al., 2011).
Îòìå÷åíî ðàçâèòèå àóòîôàãèè ïðè ââåäåíèè ëèòèÿ â
êóëüòóðó ðàêîâûõ êëåòîê ïèùåâîäà è êàðöèíîìû òîëñòîé
êèøêè (O’Donovan et al., 2015).

Ìåõàíèçì ðàçâèòèÿ àóòîôàãèè ïðè äåéñòâèè ëèòèÿ
ñâÿçûâàþò ñî ñïîñîáíîñòüþ ëèòèÿ èíãèáèðîâàòü àêòèâ-
íîñòü èíîçèòîë ìîíîôîñòàôàçû (ÈÌÔ) è âïîñëåäñòâèè
ñíèæàòü óðîâåíü èíîçèòîë 1,4,5-òðèôîñôàòà (Sarkar et al.,
2005). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àóòîôàãèÿ èãðàåò äâîéñòâåííóþ
ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè ðàêîâûõ êëåòîê, ñ îäíîé ñòî-
ðîíû, ÿâëÿÿñü ìåõàíèçìîì âûæèâàíèÿ, ñ äðóãîé — ñïî-
ñîáñòâóÿ èõ ãèáåëè (Peng et al., 2013; Zhang et al., 2016).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî óñèëåíèå àóòîôàãè÷åñêîé ãèáåëè
îïóõîëåâûõ êëåòîê, óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîòè÷åñêîé ñìåð-
òè, ìîæåò ïîìî÷ü äîñòè÷ü ëó÷øåé òåðàïåâòè÷åñêîé ýô-
ôåêòèâíîñòè ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ (O’Donovan
et al., 2015).

Èíãèáèðîâàíèå ëèòèåì äâóõ îñíîâíûõ åãî âíóòðè-
êëåòî÷íûõ ìèøåíåé — ÃÑÊ-3b è ÈÌÔ — îêàçûâàåò ïðî-
òèâîïîëîæíîå âëèÿíèå íà ðàçâèòèå êëåòî÷íîé ãèáåëè,
îáóñëîâëèâàÿ èíäóêöèþ àïîïòîçà èëè àóòîôàãèè. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî äàííîå âëèÿíèå ìîäóëèðóåòñÿ äîçîé ëè-
òèÿ. Ïðè áîëåå íèçêèõ äîçàõ ëèòèé èíãèáèðóåò ÈÌÔ è
âûçûâàåò ðàçâèòèå àóòîôàãèè. Áîëåå âûñîêèå äîçû ëèòèÿ
ïîäàâëÿþò àêòèâíîñòü ÃÑÊ-3b è çàïóñêàþò ïðîöåññ àïîï-
òîçà (Dell’Osso et al., 2016). Êðîìå òîãî, îòìå÷åíî, ÷òî ëè-
òèé, äåéñòâóÿ ïîñðåäñòâîì ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ, ìî-
æåò àêòèâèðîâàòü èëè ïîäàâëÿòü àóòîôàãèþ â çàâèñèìî-
ñòè îò óñëîâèÿ ââåäåíèÿ è òèïîâ êëåòîê (Fabrizi et al.,
2012). Äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå èí-
äóêöèè àóòîôàãèè èëè àïîïòîçà â êëåòêàõ ÃÊ ïðè äåéñò-
âèè ÖËí è ÊËí, íåîáõîäèìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî äåéñòâèå ñîëåé ëèòèÿ ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ
ñòðóêòóðíûõ ïðèçíàêîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ãèáåëè êëåòêè
ÃÊ-29. Áîëåå âûðàæåííîå âëèÿíèå íà êëåòêè ÃÊ-29 îêà-
çûâàþò ÖËí è ÊËí. Ïðè ýòîì ÖËí ïðåèìóùåñòâåííî èí-
äóöèðóåò àïîïòîç, à ÊËí íàðÿäó ñ àïîïòîçîì — àóòîôà-
ãè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê ÃÊ-29.
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APOPTOSIS AND AUTOPHAGY IN HEPATOCARCINOMA CELLS INDUCED
BY DIFFERENT FORMS OF LITHIUM SALTS

N. P. Bgatova,1 Yu. S. Gavrilova, A. P. Lykov, A. O. Solovieva, V. V. Makarova,
Yu. I. Borodin, V. I. Konenkov
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the aggressive and resistant to drug therapy cancer. It is belie-
ved that the development of HCC is correlated with dysregulation of programmed cell death. So, the search for
effective inducers of HCC cell death is very important. The aim of the work was to identify structural changes
leading to HCC cell death when exposed to nanoscale and original forms of lithium salts. Using light and elect-
ron microscopy and flow cytometry, structural features of autophagy and apoptosis in HCC cells after their in-
cubation with various forms of lithium salts has been revealed. It is shown that a more pronounced effect on
HCC-29 cells have nanoscale forms of lithium carbonate and lithium citrate. At the same time, nanoscale lithi-
um citrate mainly induced apoptosis, and nanosized form of lithium carbonate, along with apoptosis, induced
autophagic death of HCC-29cells.

K e y w o r d s: lithium carbonate, lithium citrate, nanoscale forms of lithium carbonate and lithium citrate,
hepatocarcinoma-29, apoptosis, autophagy.
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