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À. Ï. Èâëåâ è äð.
Ðàçëè÷èÿ â ÷óâñòâèò. êëåòîê 3Ò3 È 3T3-SV40 ê èíâàçèè óñëîâíî-ïàòîãåí. áàêòåð. Serratia grimesii

Êëåòêè, âûäåëåííûå èç îðãàíèçìà, óñòîé÷èâû ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè, íî òåðÿþò ýòó óñòîé÷è-
âîñòü ïðè èììîðòàëèçàöèè è òðàíñôîðìàöèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíî âçàèìîäåéñòâèå èììîð-
òàëèçîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ 3T3 è èõ àíàëîãîâ 3T3-SV40, òðàíñôîðìèðîâàííûõ in vitro, ñ óñëîâíî-ïà-
òîãåííûìè áàêòåðèÿìè Serratia grimesii â ñòàíäàðòíîé ñðåäå è ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ àíòèîê-
ñèäàíòîì N-àöåòèëöèñòåèíîì (NAC). Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè 3T3 ïðèìåðíî â 2 ðàçà ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû
ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè S. grimesii, ÷åì àíàëîãè÷íûå, íî òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì êëåòêè 3T3-SV40.
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê 3T3 ñ 10 èëè 20 ìÌ NAC óâåëè÷èâàëî èíâàçèþ áàêòåðèé S. grimesii â 1.6 è
2.5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Èíâàçèÿ áàêòåðèé â êëåòêè 3T3-SV40 óâåëè÷èâàëàñü â ýòèõ óñëîâèÿõ â 2.1 è
2.4 ðàçà. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè 3T3 áîëåå óñòîé÷èâû ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè S. grimesii,
÷åì êëåòêè 3T3-SV40, è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè NAC ýòî ðàçëè÷èå ñîõðàíÿåòñÿ. Èçâåñòíî, ÷òî ñðå-
äè ãåíîâ, ýêñïðåññèþ êîòîðûõ óâåëè÷èâàåò NAC, îñîáîå ìåñòî çàíèìàåò Å-êàäãåðèí, êîòîðûé âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ ïîâåðõíîñòíûì áåëêîì (èíâàçèíîì) áàêòåðèé. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 ñ
NAC ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà, ÷òî êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ýòèõ êëåòîê ê èíâàçèè. C ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè âïåðâûå âûÿâëåíà
êîëîêàëèçàöèÿ áàêòåðèé S. grimesii ñ Å-êàäãåðèíîì êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40, ÷òî óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå
Å-êàäãåðèíà â ïðîöåññå ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé S. grimesii â êëåòêè ýóêàðèîò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè, èíâàçèÿ áàêòåðèé, N-àöåòèëöèñòåèí, Serratia gri-
mesii.

Èíâàçèÿ áàêòåðèé â êëåòêè ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ óíè-
êàëüíûì ïðîöåññîì, âêëþ÷àþùèì â ñåáÿ âçàèìîäåéñòâèå
áàêòåðèàëüíîé è ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêè, àêòèâàöèþ
ñèãíàëüíîé ñèñòåìû êëåòêè è ñïåöèôè÷åñêèé âèä áèîëî-
ãè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè, îñíîâàííûé íà ïîëèìåðèçàöèè
àêòèíà (Finlay, Cossart, 1997; Sansonetti, 2001; Haglund,
Welch, 2011; Valencia-Gallardo et al., 2015). Ïàòîãåííûå
áàêòåðèè ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêå ñ ïî-
ìîùüþ ôèáðèëëÿðíûõ ñòðóêòóð, ñîäåðæàùèõ àäãåçèíû
(Pizarro-Cerda, Cossart, 2006). Çàòåì áàêòåðèè ïðîíèêàþò
â êëåòêó ëèáî â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîâåðõíîñò-
íûõ áåëêîâ (èíâàçèíîâ) ñ ðåöåïòîðàìè êëåòêè-õîçÿèíà,
ëèáî c ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêîãî àïïàðàòà ñåêðåöèè, ÷å-
ðåç êîòîðûé áàêòåðèè èíúåöèðóþò ñîáñòâåííûå ýôôåêòî-
ðû íåïîñðåäñòâåííî â öèòîïëàçìó ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåò-
êè. Îáà ïóòè ñâÿçàíû ñ àêòèâàöèåé ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ,
ðåîðãàíèçàöèåé öèòîñêåëåòà è ïîëèìåðèçàöèåé àêòèíà
(Cossart, Sansonetti, 2004; Carabeo, 2011; Pizarro-Cerda et
al., 2012; Mattock, Blocker, 2017).

Ñïîñîáíîñòüþ ïðîíèêàòü â êëåòêè ýóêàðèîò îáëàäà-
þò íå òîëüêî ïàòîãåííûå, íî è óñëîâíî-ïàòîãåííûå áàê-
òåðèè. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî èíêóáàöèÿ òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê Hep-2, 3T3-SV40 èëè HeLa ñ áàêòåðèÿìè
Serratia grimesii, ïðîäóöåíòàìè ïðîòåàçû ÅÑÐ32/ãðèìå-

ëèçèí (Khaitlina et al., 1991; Bozhokina et al., 2008), ïðèâî-
äèò ê ïîÿâëåíèþ áàêòåðèé âíóòðè êëåòêè-õîçÿèíà,
ñíà÷àëà â âàêóîëÿõ, à çàòåì ñâîáîäíî ëåæàùèõ â öèòî-
ïëàçìå (Efremova et al., 2001; Gamaley et al., 2006; Bozho-
kina et al., 2011, 2015). Ïðè ýòîì èíôèöèðîâàííûìè
îêàçûâàþòñÿ òîëüêî îêîëî 10 % êëåòîê, èíêóáèðîâàííûõ
ñ áàêòåðèÿìè, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñòàòóñó óñëîâíîé ïàòî-
ãåííîñòè ýòèõ áàêòåðèé (Grimont, Grimont, 2006) è çà-
òðóäíÿåò èõ âûÿâëåíèå. Ïðîíèêíîâåíèå áàêòåðèé â
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëü-
íûìè ïåðåñòðîéêàìè èõ öèòîñêåëåòà, âûÿâëÿåìûìè ñ ïî-
ìîùüþ îêðàñêè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì, ÷òî íàðÿäó ñ àíà-
ëèçîì ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
ñëóæèëî ìàðêåðîì èíâàçèè (Åôðåìîâà è äð., 1998; Efre-
mova et al., 2001). Îäíàêî èíêóáàöèÿ áàêòåðèé ñ èììîðòà-
ëèçîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè 3Ò3, êîòîðûå øèðîêî èñ-
ïîëüçóþòñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro â êà÷åñòâå «íîðìàëü-
íûõ» íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê (Rubin et al., 1996;
Rubin, 2001), íå ïðèâîäèëà íè ê èçìåíåíèÿì öèòîñêåëåòà,
íè ê âûÿâëåíèþ áàêòåðèé âíóòðè êëåòêè íà ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ (Åôðåìîâà è äð., 1998;
Efremova et al., 2001). Õîòÿ ýòè ðåçóëüòàòû óêàçûâàëè íà
óñòîé÷èâîñòü èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê ê èíâàçèè, ýòî
ïðåäïîëîæåíèå òðåáîâàëî ïðîâåðêè â óñëîâèÿõ, ñïîñîá-
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ñòâóþùèõ ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè èíâàçèè, è ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì äîïîëíèòåëüíîé îöåíêè ïðîöåññà ìåòîäîì
êîëè÷åñòâåííîãî ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà.

Èçâåñòíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ýóêàðèîòè÷åñêèõ
êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè ìîæåò çàâèñåòü îò ôè-
çèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê (Velge et al., 1995, 1997).
Ïîêàçàíî, â ÷àñòíîñòè, ÷òî îáðàáîòêà òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê HeLa è CaCo àíòèîêñèäàíòàìè â 2—3 ðàçà
óâåëè÷èâàåò èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè
(Bozhokina et al., 2013, 2015). Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ìû ñðàâíèëè ýôôåêòèâíîñòü èíâàçèè áàêòåðèé S. grimesii
â íåòðàíñôîðìèðîâàííûå èììîðòàëèçîâàííûå ôèáðîáëà-
ñòû 3Ò3 è òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû 3T3-SV40
íå òîëüêî â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, íî è
ïîñëå äåéñòâèÿ íà êëåòêè N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð û ê ë å ò î ê è ó ñ ë î â è ÿ ð î ñ ò à. Êëåòêè
Balb 3T3, ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè (3Ò3) è
ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå âèðóñîì SV40 (3T3-SV40), áûëè ïîëó÷åíû èç Ðîñ-
ñèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè âûðàùèâàëè â
6-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ â ñðåäå DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ) áåç
àíòèáèîòèêà, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè (Thermo Fisher Scientific Inc.) ïðè 37 °C â àòìî-
ñôåðå 5 % CO2 â òå÷åíèå 2 ñóò äî äîñòèæåíèÿ ~70%-íîãî
ìîíîñëîÿ. Ïîñëå ýòîãî çàìåíÿëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ
ñðåäó ïîðöèåé ñâåæåé ñðåäû è êóëüòèâèðîâàëè åùå 12 ÷
áåç äîáàâëåíèÿ èëè â ïðèñóòñòâèè 10 èëè 20 ìÌ NAC
(Sigma).

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í à ÿ î ö å í ê à ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò è
è í â à ç è è è à ä ã å ç è è. Ýôôåêòèâíîñòü èíâàçèè îöåíè-
âàëè ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîãî ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî
òåñòà (Prouty, Gunn, 2000) ñ íåçíà÷èòåëüíûìè ìîäèôè-
êàöèÿìè (Bozhokina et al., 2013). Áàêòåðèè S. grimesii
âûðàùèâàëè íà ïèòàòåëüíîì áóëüîíå LB, ñîäåðæàùåì
1 % ïåïòîíà, 0.5 % äðîææåâîãî ýêñòðàêòà è 1 % NaCl
(pH 7.0), ïðè 37 °C ñ àýðàöèåé äî ïîÿâëåíèÿ àêòèíàç-
íîé àêòèâíîñòè (Bozhokina et al., 2011). Çàòåì ñóñïåí-
çèþ áàêòåðèé â ðîñòîâîé ñðåäå öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
13 000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí. Îñàäîê ïðîìûâàëè 1 ðàç
ñðåäîé LB, ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå DMEM áåç ñûâî-
ðîòêè è äîáàâëÿëè ê êëåòêàì 3T3 è 3T3-SV40 â êîëè÷åñò-
âå íå ìåíåå 100 áàêòåðèé íà êëåòêó (ìíîæåñòâåííîñòü èí-
ôåêöèè ñîñòàâëÿëà 100). Êîëè÷åñòâî áàêòåðèé îïðåäåëÿ-
ëè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè 600 íì. Êëåòêè ñ áàêòåðèÿìè
öåíòðèôóãèðîâàëè íà ïëàòàõ ïðè 2000 îá/ìèí â òå÷åíèå
5 ìèí, ÷òîáû óñêîðèòü âçàèìîäåéñòâèå áàêòåðèé ñ êëåò-
êàìè, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè
37 °C â òå÷åíèå 30 ìèí äëÿ îïðåäåëåíèÿ àäãåçèè è â òå÷å-
íèå 2 ÷ äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíâàçèè áàêòåðèé.

Äëÿ ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà àäãåçèðîâàâøèõ áàêòåðèé
êëåòêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà PBS äëÿ óäàëåíèÿ âñåõ íå-
ïðèêðåïèâøèõñÿ áàêòåðèé. Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè
â PBS â ïðèñóòñòâèè 1%-íîãî Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 37 °C äëÿ ñíÿòèÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ áàêòåðèé ñ
ïîâåðõíîñòè êëåòîê. Ñóñïåíçèþ áûñòðî ðàçâîäèëè äî
íóæíîé êîíöåíòðàöèè è âûñåâàëè íà ÷àøêè ñ LB-àãàðîì
äëÿ ïîäñ÷åòà êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö (ÊÎÅ).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà âíóòðèêëåòî÷íûõ áàêòå-
ðèé (èíâàçèè) ïðèêðåïèâøèåñÿ ê ñóáñòðàòó êëåòêè 3Ò3 è
3Ò3-SV40 ïðîìûâàëè 1 ìë ðàñòâîðà Òðèïñèí—ÝÄÒÀ

(Sigma), äîáàâëÿëè ñðåäó DMEM, ñîäåðæàùóþ ãåíòàìè-
öèí (50 ìêã/ìë), è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè 37 °C ñ
êà÷àíèåì, ÷òîáû óíè÷òîæèòü âíåêëåòî÷íûå áàêòåðèè.
Äàëåå êëåòêè ëèçèðîâàëè äåçîêñèõîëàòîì, äëÿ ÷åãî ê
400 ìêë ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâëÿëè 200 ìêë 4.5%-íîãî
ðàñòâîðà äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ (Sigma). Ëèçàò îáúåìîì
100 ìêë áûñòðî òèòðîâàëè õîëîäíîé ñðåäîé LB äî íóæ-
íîé êîíöåíòðàöèè è âûñåâàëè ïî 100 ìêë íà ÷àøêè ñ
LB-àãàðîì äëÿ ïîäñ÷åòà ÊÎÅ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ñðåäíåå çíà÷åíèå ÊÎÅ èç ýêñïåðèìåíòîâ, ïîâòî-
ðåííûõ íå ìåíåå 3 ðàç.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Äëÿ ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì
ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 10 ìèí, îòìûâàëè PBS íå ìå-
íåå 3 ðàç è îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà
X-100 (Sigma) 10 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé PBS. Äëÿ
âèçóàëèçàöèè F-àêòèíà êëåòêè îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàë-
ëîèäèíîì 15 ìèí ïðè 37 °C â òåìíîòå è îòìûâàëè PBS,
çàòåì äëÿ âèçóàëèçàöèè áàêòåðèé îáðàáàòûâàëè êðàñèòå-
ëåì DAPI 5 ìèí, îòìûâàëè è çàêëþ÷àëè â ìîíòèðóþùóþ
ñðåäó.

Äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíöèè êëåòêè ôèêñèðîâàëè â
õîëîäíîì ìåòàíîëå 5 ìèí, âûäåðæèâàëè â 1%-íîì ðàñ-
òâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â òå÷åíèå íî÷è
è èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Å-êàäãåðèíà (Santa
Cruz Biotechnology, ÑØÀ) 2 ÷. Äåòåêöèþ ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ âòîðûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Alexa 488
(Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû àíàëèçèðî-
âàëè íà êîíôîêàëüíîì ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðî-
ñêîïå Leica SP5 TCS. Èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ (version 1.42l).

À í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è Å - ê à ä ã å ð è í à ïðîâîäèëè
ìåòîäîì ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî ÏÖÐ-ÎÒ. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ
èç êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Qiage-
ne RNA extraction Kit ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèç-
âîäèòåëÿ. Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû MMLV Reverse Transcriptase
(Promega) è ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ ðàçâîäèëè äî 20 íã/ìë. Ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ãåí-ñïåöèôèöåñêèõ ïðàéìåðîâ ïîëó÷à-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Primer-BLAST (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Ïðàéìåðû äëÿ
GAPDH: ïðÿìîé 5´-CTGGGACGACATGGAGAAAA-3´ è
îáðàòíûé 5´-AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3´. Ïðàé-
ìåðû äëÿ E-êàäãåðèíà: ïðÿìîé 5´-CCCTGGCTTTGAC-
GCCGAGA-3´ è îáðàòíûé 5´-CTCGGTCCAGCCCAGT-
GGTG-3´.

Óñëîâèÿ ÏÖÐ ñîñòàâëÿëè: ïåðâè÷íàÿ äåíàòóðàöèÿ
ïðè 94 °C 3 ìèí, 33 öèêëà àìïëèôèêàöèè (94 °C 1 ìèí,
îòæèã ïðè 60 °C äëÿ â-àêòèíà è 64 °C äëÿ E-êàäãåðèíà â
òå÷åíèå 1 ìèí, 72 °C 1 ìèí) è ôèíàëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 10 ìèí
ïðè 72 °C. Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè âèçóàëèçèðîâàëè â
1%-íîé àãàðîçå ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíîé ìàññû
èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé ìàðêåð DNA-ladder 100 bp
(Thermo Fisher Scientific Inc.).

Ðåçóëüòàòû

È í â à ç è ÿ ê ë å ò î ê 3 T 3 è 3 T 3 - S V 4 0 á à ê ò å -
ð è ÿ ì è S. g r i m e s i i. Äëÿ âûÿâëåíèÿ èíâàçèè áàêòåðèé
â êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40 ìû èñïîëüçîâàëè êîëè÷åñòâåí-
íûé ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé òåñò è êîíôîêàëüíóþ ìèêðî-
ñêîïèþ. Íà ðèñ. 1—3 ïðåäñòàâëåíû äàííûå ìèêðîáèîëî-
ãè÷åñêîãî òåñòà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöåíèòü êîëè÷åñòâî
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áàêòåðèé, ïðîíèêøèõ â ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè (èíâà-
çèÿ) èëè ïðèêðåïèâøèõñÿ ê êëåòêàì ñíàðóæè (àäãåçèÿ).
Êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40 ðàñòèëè â 6-ëóíî÷íûõ ïëàòàõ, êàê
îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà», äîïîëíèòåëü-
íî êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â îòñóòñòâèå è â ïðè-
ñóòñòâèè 10 èëè 20 ìÌ NAC è çàðàæàëè áàêòåðèÿìè
ïîñëå óäàëåíèÿ NAC. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1, áàêòåðèè
S. grimesii ïðîíèêàþò â êëåòêè 3T3. Îäíàêî ýôôåêòèâ-
íîñòü èíâàçèè áàêòåðèé â ýòè êëåòêè (89.5 ± 21.0 ÊÎÅ)
îêàçàëàñü ïðèìåðíî â 1.8 ðàçà íèæå, ÷åì ýôôåêòèâíîñòü
ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé â òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè
3T3-SV40 (160.9 ± 18.6 ÊÎÅ) (ðèñ. 1).

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê êàð-
öèíîìû ãîðòàíè M-HeLa â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ NAC ïðè-
âîäèò ê äâóêðàòíîìó óâåëè÷åíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ýòèõ
êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè (Bozhokina et al., 2013,
2015). Ïîõîæèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè èíâàçèè
áàêòåðèé S. grimesii â êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40, îáðàáîòàí-
íûå NAC (ðèñ. 1). Äåéñòâèå íà êëåòêè 3T3 10 èëè 20 ìÌ
NAC óâåëè÷èâàëî èíâàçèþ áàêòåðèé â 1.6 è 2.5 ðàçà ñîîò-
âåòñòâåííî. Èíâàçèÿ áàêòåðèé â êëåòêè 3T3-SV40 óâåëè-
÷èâàëàñü â ýòèõ óñëîâèÿõ â 2.1 è 2.4 ðàçà. Ïðè ýòîì ðàçëè-
÷èå ìåæäó êëåòêàìè ñîõðàíÿëîñü. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîä-
òâåðæäàþò, ÷òî êëåòêè 3T3 áîëåå óñòîé÷èâû ê èíâàçèè
áàêòåðèÿìè S. grimesii, ÷åì êëåòêè 3T3-SV40.

Çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå NAC íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëå-
òîê 3T3 ê èíâàçèè ïðîÿâèëîñü òàêæå ïðè 10-êðàòíîì
óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà áàêòåðèé íà êëåòêó. Åñëè ïðè ñî-
îòíîøåíèè êëåòîê è áàêòåðèé 1 : 100 ïðèñóòñòâèå NAC
óâåëè÷èâàëî èíâàçèþ ïðèìåðíî â 2 ðàçà, òî ïðè ñîîòíî-
øåíèè 1 : 1000 èíâàçèÿ óâåëè÷èâàëàñü ÷åòûðåõêðàòíî è
äîñòèãàëà ìàêñèìóìà óæå ïðè 10 ìÌ NAC (ðèñ. 2), ïðå-
âûøàÿ óðîâåíü ïðîíèêíîâåíèÿ áàêòåðèé â êëåòêè
3T3-SV40 ïðè ñîîòíîøåíèè êëåòîê è áàêòåðèé 1 : 100.

Àíàëîãè÷íûå ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ àäãåçèè áàêòåðèé ê êëåòêàì 3T3 è 3T3-SV40 äî è
ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê 10 è 20 ìM NAC. Ýôôåêòèâíîñòü
àäãåçèè áàêòåðèé S. grimesii ê ïîâåðõíîñòè ýòèõ êëåòîê
îêàçàëàñü ïðèìåðíî îäèíàêîâîé: 130 ± 42 è 125 ± 34 ÊÎÅ
äëÿ êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3).
Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê 3T3 10 è 20 ìÌ NAC
óâåëè÷èâàëà àäãåçèþ áàêòåðèé ê ïîâåðõíîñòè êëåòîê â
1.7 è 1.9 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3). Àäãåçèÿ áàêòåðèé ê
êëåòêàì 3T3-SV40 â ýòèõ óñëîâèÿõ óâåëè÷èâàëàñü çíà÷è-
òåëüíî ñëàáåå — â 1.2 è 1.7 ðàçà ïîñëå äåéñòâèÿ 10 è
20 ìÌ NAC ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, àä-
ãåçèÿ S. grimesii ê êëåòêàì 3T3 è 3T3-SV40 ïðàêòè÷åñêè
îäèíàêîâà.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ èíâàçèè áàêòåðèé ñ ïîìîùüþ êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40 êóëüòèâè-
ðîâàëè 12 ÷ â îòñóòñòâèå èëè â ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ NAC,
à çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ áàêòåðèÿìè â òå÷åíèå 2 ÷. Öèòî-
ñêåëåò îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì, áàêòåðèè è
ÿäðà êëåòîê — ðåàêòèâîì DAPI. Ðåçóëüòàòû, ïðèâåäåí-
íûå íà ðèñ. 4, ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðîíèêíîâåíèè áàêòå-
ðèé â êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40 êàê äî, òàê è ïîñëå äåéñòâèÿ
20 ìÌ NAC íà êëåòêè. Ïðè ýòîì â ïðåïàðàòàõ êëåòîê 3T3
íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî áàêòåðèé â ìåæêëå-
òî÷íîì ïðîñòðàíñòâå, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ áîëåå èí-
òåíñèâíîé ïðîäóêöèåé ýòèìè êëåòêàìè ôèáðîíåêòèíà.

Ó ÷ à ñ ò è å Å - ê à ä ã å ð è í à â è í â à ç è è ê ë å ò î ê
3 T 3 è 3 T 3 - S V 4 0 á à ê ò å ð è ÿ ì è S. g r i m e s i i. Èç-
âåñòíî, ÷òî ðÿä ïàòîãåííûõ áàêòåðèé ïðîíèêàåò â êëåòêè
ýóêàðèîò â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿ èíâàçèíîâ ñ ïî-
âåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè êëåòêè-õîçÿèíà (Pizarro-Cer-
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Ðèñ. 1. Èíâàçèÿ êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 áàêòåðèÿìè Serratia
grimesii ïî äàííûì ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî òåñòà.

ÊÎÅ — êîëîíèåîáðàçóþùàÿ åäèíèöà. Öèôðû ïîêàçûâàþò êîíöåíòðà-
öèþ N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) â èíêóáàöèîííîé ñðåäå.

Ðèñ. 2. Èíâàçèÿ áàêòåðèé Serratia grimesii â êëåòêè 3T3 ïðè
ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè 100 è 1000 áàêòåðèé íà êëåòêó.

ÊÎÅ — êîëîíèåîáðàçóþùàÿ åäèíèöà, NAC — N-àöåòèëöèñòåèí.

Ðèñ. 3. Àäãåçèÿ áàêòåðèé Serratia grimesii ê êëåòêàì 3T3
è 3T3-SV40.

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 1.



da, Cossart, 2006). Îäíèì èç òàêèõ ðåöåïòîðîâ ÿâëÿåòñÿ
E-êàäãåðèí (Bonazzi et al., 2009). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
âûçûâàåìîå NAC óâåëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ê áàêòåðèàëüíîé èíâàçèè êîððå-
ëèðóåò ñ óñèëåíèåì ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà (Bozhokina
et al., 2013, 2015). Ïîýòîìó ìû ñðàâíèëè ýêñïðåññèþ
Å-êàäãåðèíà â êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40 äî è ïîñëå äåéñò-
âèÿ íà êëåòêè ýòîãî àíòèîêñèäàíòà. Îêàçàëîñü, ÷òî â èñ-
õîäíûõ êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40 óðîâåíü ýêñïðåññèè
Å-êàäãåðèíà îäèíàêîâ (ðèñ. 5). Äåéñòâèå 20 ìÌ NAC â
òå÷åíèå 12 ÷ ïðèâîäèëî ê óñèëåíèþ ýêñïðåññèè Å-êàäãå-
ðèíà, êîòîðîå â êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40 òàêæå áûëî
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûì (ðèñ. 5). Ýòè äàííûå óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî èíâàçèÿ êëåòîê 3T3, òàê æå êàê è èíâàçèÿ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3-SV40, îïîñðåäîâàíà ó÷àñòè-
åì Å-êàäãåðèíà.

×òîáû âûÿâèòü ó÷àñòèå Å-êàäãåðèíà â èíâàçèè êëåòîê
3T3 è 3T3-SV40 áàêòåðèÿìè S. grimesii, êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ NAC, êàê îïèñàíî âûøå,

èíêóáèðîâàëè ñ áàêòåðèÿìè â òå÷åíèå 2 ÷ è îêðàøèâàëè
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ E-êàäãåðèíà, êîíú-
þãèðîâàííûìè ñ FITC. Ïî äàííûì êîíôîêàëüíîé ìèêðî-
ñêîïèè èñïîëüçîâàííûå àíòèòåëà âûÿâëÿëè Å-êàäãåðèí
íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 (ðèñ. 6). Ïðè çàðà-
æåíèè òåõ è äðóãèõ êëåòîê áàêòåðèÿìè íàáëþäàëè êîëî-
êîëèçàöèþ áàêòåðèé ñ Å-êàäãåðèíîì (ðèñ. 6).

Îáñóæäåíèå

×óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ýóêàðèîò ê áàêòåðèàëüíîé
èíôåêöèè êàê â îðãàíèçìå, òàê è â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
óñëîâèÿõ çàâèñèò îò ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåò-
êè-õîçÿèíà, â òîì ÷èñëå îò ñòàòóñà ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåò-
êè è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè. Èçâåñòíî, ÷òî íîð-
ìàëüíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç îðãàíèçìà, óñòîé÷èâû ê
ïðîíèêíîâåíèþ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé, íî òåðÿþò ýòó
óñòîé÷èâîñòü ïðè ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè, âèðóñíîé
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Ðèñ. 4. Èíâàçèÿ êëåòîê 3T3 (À) è 3T3-SV40 (Á) áàêòåðèÿìè Serratia grimesii ïî äàííûì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè.

à — êîíòðîëüíûå êëåòêè; á — êëåòêè ïîñëå èíêóáàöèè ñ áàêòåðèÿìè S. grimesii; â — êëåòêè ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ 20 ìÌ NAC â òå÷åíèå
12 ÷; ã — îáðàáîòàííûå NAC êëåòêè ïîñëå èíêóáàöèè ñ áàêòåðèÿìè S. grimesii. Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû âíóòðèêëåòî÷íûå áàêòåðèè. Öèòîñêåëåò îêðà-

øåí ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì, ÿäðà êëåòîê è áàêòåðèè îêðàøåíû DAPI.
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Ðèñ. 4 (ïðîäîëæåíèå).

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå NAC íà ýêñïðåññèþ Å-êàäãåðèíà â êëåòêàõ
3T3 è 3T3-SV40.

Ïîêàçàíû êîíòðîëüíûå êëåòêè è êëåòêè, âûäåðæàííûå 12 ÷ â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé 20 ìÌ NAC (+NAC). ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ.



è íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè, ïðè÷åì ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê èíâàçèè â ýòîì ðÿäó óâåëè÷èâàåòñÿ (Velge et al.,
1994, 1997). Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâàþò, ÷òî
ýòà çàêîíîìåðíîñòü îòíîñèòñÿ òàêæå ê âçàèìîäåéñòâèþ
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê ñ óñëîâíî-ïàòîãåííûìè áàêòå-
ðèÿìè: èììîðòàëèçîâàííûå ôèáðîáëàñòû 3T3 ïðèìåðíî
â 2 ðàçà ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè
S. grimesii, ÷åì òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì êëåòêè
3T3-SV40.

Òàê æå êàê è êëåòêè êàðöèíîì M-HeLa è CaCo-2
(Bozhokina et al., 2013, 2015), êëåòêè 3T3 è 3T3-SV40 ñòà-
íîâèëèñü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê èíâàçèè áàêòåðèÿìè,
à ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè ñîõðàíÿëèñü ïðè âîçäåéñòâèè
20 ìÌ NAC. Èçâåñòíî, ÷òî NAC âûçûâàåò çíà÷èòåëüíûå
èçìåíåíèÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîòîðûå ïðîÿâëÿþòñÿ íà
ìîðôîëîãè÷åñêîì, áèîõèìè÷åñêîì è ôèçèîëîãè÷åñêîì
óðîâíÿõ è â öåëîì íàïðàâëåíû íà èíãèáèðîâàíèå ïðîëè-
ôåðàöèè è ïåðåõîä ê äèôôåðåíöèðîâêå (Gustavsson et al.,
2005; Parasassi et al., 2005, 2010). Â ÷àñòíîñòè, ïðîèñ-
õîäèò óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà Å-êàäãåðèíà è ñíèæåíèå
ýêñïðåññèè ãåíà òèðîçèíêèíàçû Src (Parasassi et al., 2005).
Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèìè äàííûìè è ðåçóëüòàòàìè, ïîëó-
÷åííûìè íàìè ðàíåå íà êëåòêàõ êàðöèíîì M-HeLa è Ca-
Co-2 (Bozhokina et al., 2013, 2015), äåéñòâèå NAC íà êëåò-
êè 3T3 è 3T3-SV40 ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ ýêñïðåññèè
Å-êàäãåðèíà, ÷òî êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ê èíâàçèè. Ïî-âèäèìîìó, áîëåå
ýôôåêòèâíàÿ èíòåðíàëèçàöèÿ áàêòåðèé ÿâëÿåòñÿ ðåçóëü-
òàòîì àêòèâàöèè Å-êàäãåðèí-êàòåíèíîâîãî ïóòè (Bozho-
kina et al., 2015). Áîëåå òîãî, â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå
âûÿâëåíà êîëîêîëèçàöèÿ S. grimesii ñ Å-êàäãåðèíîì êëå-
òîê 3T3 è 3T3-SV40.

Îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà â êëåòêàõ
3T3 è 3T3-SV40 êàê äî, òàê è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ NAC
ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâ, ÷òî íå ñîîòâåòñòâóåò ìåíüøåé
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê 3T3 ê èíâàçèè â ýòèõ óñëîâèÿõ.
Ýòî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî, ñ îäíîé ñòîðîíû, â
êëåòêàõ 3Ò3 ñîõðàíÿþòñÿ ìåõàíèçìû óñòîé÷èâîñòè ê áàê-
òåðèÿì, õàðàêòåðíûå äëÿ êëåòîê îðãàíèçìà, à ñ äðóãîé
ñòîðîíû, òðàíñôîðìàöèÿ âèðóñîì èçìåíÿåò ôóíäàìåí-
òàëüíûå ñâîéñòâà êëåòîê. Ìíîãèå ïàòîãåííûå áàêòåðèè
èñïîëüçóþò áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, â òîì ÷èñëå

ëàìèíèí, êîëëàãåí è ôèáðîíåêòèí, äëÿ àäãåçèè è èíâàçèè
â êëåòêè ýóêàðèîò (Schwarz-Linek et al., 2004; Hoffmann et
al., 2011; Hauck et al., 2012; Singh et al., 2012). Ïîêàçàíî,
íàïðèìåð, ÷òî êëåòêè 3Ò3, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì
SV40, íà÷èíàëè çíà÷èòåëüíî èíòåíñèâíåå ñèíòåçèðîâàòü
êîëëàãåí (Todaro et al., 1964), à êëåòêè, ëèøåííûå ëàìè-
íèíà, óñòîé÷èâû ê èíâàçèè (Van Wijk et al., 2017). Ðàçíàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 ê áàêòåðèàëü-
íîé èíâàçèè ìîæåò òàêæå áûòü ñâÿçàíà ñ îñîáåííîñòÿìè
ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíûõ ïóòåé, â òîì ÷èñëå òåõ, àêòèâíîñòü
êîòîðûõ ñâÿçàíà ñ Src-êèíàçîé (Tran Van Nhieu et al.,
2005).

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîêàçûâà-
þò, ÷òî èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè 3Ò3 áîëåå óñòîé÷èâû
ê èíâàçèè óñëîâíî-ïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè S. grimesii,
÷åì èõ àíàëîãè, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì êëåòêè
3T3-SV40. Ðàçëè÷èå ìåæäó êëåòêàìè ñîõðàíÿåòñÿ ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ 10—20 ìÌ NAC, êîòîðîå ñïî-
ñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà. Íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê 3T3 è 3T3-SV40 âïåðâûå âûÿâëåíà êî-
ëîêàëèçàöèÿ áàêòåðèé ñ Å-êàäãåðèíîì, ÷òî óêàçûâàåò íà
ó÷àñòèå Å-êàäãåðèíà â ïðîöåññå ïðîíèêíîâåíèÿ S. gri-
mesii â êëåòêè ýóêàðèîò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-316 è 17-04-00558).
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DIFFERENCE IN SUSCEPTIBILITY OF 3Ò3 AND 3T3-SV40 CELLS TO INVASION
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Cells isolated from the body are resistant to bacterial invasion but lose the resistance upon immortalization
and transformation. In this work, interaction of immortalized 3T3 fibroblasts and their in vitro transformed ana-
log 3T3-SV40 cells with opportunistic bacteria Serratia grimesii was studied in a standard medium and after in-
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cubating the cells with an antioxidant N-acetylcysteine (NAC). The 3T3 cells were shown to be approximately
twice less sensitive to S. grimesii infection than similar but virus-transformed 3T3-SV40 cells. Incubation of
3T3 cells with 10 and 20 mM NAC enhanced the invasion 1.6 and 2.5-fold, respectively. Under the same condi-
tions, the invasion of 3T3-SV40 cells by the bacteria was enhanced 2.1 and 2.4-fold. These results show that
3T3 cells are more resistant to invasion by S. grimesii than 3T3-SV40 cells, and the difference is preserved after
the cells are exposed to 10 and 20 mM NAC. Among the genes which expression is known to be increased by
NAC, a special role plays E-cadherin shown to interact with surface proteins (invasins) of pathogenic bacteria.
Incubation of 3T3 and 3T3-SV40 cells with NAC resulted in an increased expression of E-cadherin, which cor-
relates with the increased sensitivity of these cells to invasion. Confocal fluorescence microscopy revealed, for
the first time, colocalization of S. grimesii with E-cadherin of 3T3 and 3T3-SV40 cells indicating that E-cadhe-
rin can be involved in the penetration of S. grimesii into eukaryotic cells.

K e y w o r d s: immortalized cells, bacterial invasion, N-acetylcystein, Serratia grimesii.
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