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Â. Ï. Èâàíîâà è äð.
Ñ-êîíöåâîé òåòðàïåïòèäíûé ôðàãìåíò ãèñòîíà H3 ìîäóëèðóåò ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè...

Ãèñòîíû, êàê èçâåñòíî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êîíñåðâàòèâíûå, ÿäåðíûå áåëêè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíè-
åì îñíîâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îáðàçóþùèõ ïðî÷íûå êîìïëåêñû ñ íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè.
Èìåííî ýòî ñâîéñòâî ãèñòîíîâ îáåñïå÷èâàåò êîìïàêòíóþ óêëàäêó ìîëåêóë ÄÍÊ â ïðîöåññå ñòðóêòóðè-
çàöèè õðîìàòèíà. Êðîìå ôîðìèðîâàíèÿ ñòðóêòóðû õðîìàòèíà ãèñòîíû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ. Â ðàáîòå èññëåäîâàíà ðîëü Ñ-êîíöåâîãî òåòðàïåïòèäíîãî ôðàãìåíòà ãèñòîíà Í3 (GERA)
â ðåãóëÿöèè ñïîñîáíîñòè ê àäãåçèè ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåïòèä
GERA ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àäãåçèè è ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê, ïðè ýòîì ðåãóëÿòîðíûé ýôôåêò ïåïòèäà
çàâèñèò îò ñâîéñòâ ñóáñòðàòà. Ïåïòèä GERA ñòèìóëèðîâàë êëåòî÷íóþ àäãåçèþ êàê íà íåîáðàáîòàííîì
ïëàñòèêå, òàê è íà ïëàñòèêå, ïîêðûòîì æåëàòèíîì. Óñèëåíèå êëåòî÷íîé àäãåçèè íà æåëàòèíå ïîä äåéñò-
âèåì ïåïòèäà áûëî áîëüøå, ÷åì íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñòèêå, îäíàêî ðàçíèöà áûëà íå ñòîëü çíà÷èòåëü-
íîé, êàê ìîæíî áûëî îæèäàòü. Êðîìå òîãî ïîêàçàíî, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê ïåïòèäîì GERA ïðèâîäèò ê
óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê, ïðè ýòîì ïëîùàäü ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê òàêæå âîçðàñ-
òàåò. Ñòåïåíü âëèÿíèÿ ïåïòèäà íà ðàñïëàñòûâàíèå âàðüèðîâàëà â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçîâàííîãî ñóá-
ñòðàòà. Åñëè íà æåëàòèíå ïåïòèä îêàçûâàë áîëüøåå âëèÿíèå íà ñòåïåíü êëåòî÷íîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ, òî
íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñòèêå — íà èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê â êëåòî÷íîé ïîïóëÿ-
öèè. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ïåïòèäîì GERA ïðèâîäèëà ê ÷àñòè÷íîìó èíãèáèðîâàíèþ êëå-
òî÷íîé àäãåçèè íà æåëàòèíå è íå âëèÿëà íà ÷èñëî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê è íà èçìåíåíèå ðàçìåðîâ êëå-
òîê. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ðåãóëÿòîðíûé ýôôåêò ïåïòèäà GERA îïðåäå-
ëÿåòñÿ íå òîëüêî ñâîéñòâàìè ñóáñòðàòà, íî è âðåìåíí *ûì ïåðèîäîì âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè ñ
ïîâåðõíîñòüþ ñóáñòðàòà. Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíûé ìåõàíèçì âëèÿíèÿ ïåïòèäà íà ïðîöåññû àäãåçèè è
ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Ñ-êîíöåâîé òåòðàïåïòèäíûé ôðàãìåíò ãèñòîíà Í3, àäãåçèÿ, ðàñïëàñòûâàíèå,
êëåòêè ëèíèè ÑÍÎ-K1.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÄÀÃ — äèàöèëãëèöåðèí, PKCe —
ïðîòåèíêèíàçà Ce.

Ãèñòîíû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êîíñåðâàòèâíûå, ïîëî-
æèòåëüíî çàðÿæåííûå ÿäåðíûå áåëêè, êîòîðûå íå òîëüêî
ñòðóêòóðèðóþò õðîìàòèí (Chakravarthy et al., 2005; Wo-
odcock, Ghosh, 2010; Li, Fang, 2015; Eslami-Mossallam
et al., 2016), íî è ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ
(Luger, 2006; Jiang, Pugh, 2009; Venkatesh, Workman,
2015). Óñòàíîâëåíî òàêæå, ÷òî ãèñòîíû ìîãóò ïðîÿâëÿòü
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è âíå ÿäðà ïðè èõ âûäåëåíèè
âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî êàê àêòèâèðîâàííûìè, òàê
è ïîâðåæäåííûìè êëåòêàìè (Holdenrieder et al., 2001; Wu
et al., 2002). Öèðêóëèðóþùèå â îðãàíèçìå ãèñòîíû ìîãóò
ïðèâîäèòü ê ôîðìèðîâàíèþ òîêñè÷åñêèõ è âîñïàëèòåëü-
íûõ ðåàêöèé (Xu et al., 2009; Allam et al., 2014). Íåêîòî-
ðûå àâòîðû ðàññìàòðèâàþò ãèñòîíû â êà÷åñòâå ïîòåíöè-
àëüíûõ áèîìàðêåðîâ ñèñòåìíûõ âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëå-
âàíèé, âêëþ÷àÿ èíôåêöèîííûå âîñïàëåíèÿ, òàêèå êàê
ñåïñèñ è ïåðèòîíèòû, è íåèíôåêöèîííûå, òàêèå êàê èøå-
ìèÿ, òðàâìàòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ, ïàíêðåàòèòû è èíäó-

öèðîâàííàÿ ëåêàðñòâàìè òîêñè÷íîñòü (Chen et al., 2014;
Silk et al., 2017). Â õîäå öèðêóëÿöèè â îðãàíèçìå ìîëåêó-
ëû ãèñòîíîâ ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîìó ðàñ-
ùåïëåíèþ, è âûñâîáîæäàåìûå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû,
ñîäåðæàùèå ðàçëè÷íîå ÷èñëî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ,
ìîãóò ïðîÿâëÿòü ðàçëè÷íóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.
Ïðè ýòîì ãèñòîíîâûå ôðàãìåíòû ìîãóò îêàçûâàòü ïðÿìîå
èëè îïîñðåäîâàííîå âëèÿíèå íà ôóíêöèè êëåòîê, âõîäÿ-
ùèõ â ñîñòàâ ðàçëè÷íûõ òêàíåé.

Îäíèì èç íåîáõîäèìûõ óñëîâèé äëÿ íîðìàëüíîé
æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü ê
êîíòàêòíîìó âçàèìîäåéñòâèþ ñ ïîâåðõíîñòüþ òâåðäîãî
ñóáñòðàòà, õèìè÷åñêàÿ ïðèðîäà êîòîðîãî ìîæåò áûòü ñà-
ìîé ðàçíîîáðàçíîé. Â îðãàíèçìå òàêèì ñóáñòðàòîì ÿâëÿ-
åòñÿ âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ (ÂÊÌ) (Frantz et al., 2010; En-
gel, Chiquet, 2011; Theocharis et al., 2016). Â ðàçëè÷íûõ
îðãàíàõ ÂÊÌ âàðüèðóåò êàê ïî õèìè÷åñêîìó ñîñòàâó, òàê
è ïî ñòåïåíè ðèãèäíîñòè, ÷òî âî ìíîãîì è îïðåäåëÿåò
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ñïåöèôèêó ïðèêðåïëåíèÿ, ðàñïëàñòûâàíèÿ è ìèãðàöèè
ðàçëè÷íûõ êëåòîê (Yeung et al., 2005; Wells, 2008). Ïåð-
âè÷íîå âçàèìîäåéñòâèå êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì íà÷èíàåòñÿ ñ
åå ïðèêðåïëåíèÿ ê ÂÊÌ, ïîñëå êîòîðîãî ñëåäóåò ôàçà
ðàñïëàñòûâàíèÿ, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ èçìåíåíèåì êëåòî÷-
íîé ôîðìû. Ôîðìèðîâàíèå õàðàêòåðíîãî äëÿ îïðåäåëåí-
íîãî òèïà òêàíåé ìîðôîòèïà êëåòîê ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëü-
íûì óñëîâèåì äëÿ ïåðåõîäà êëåòîê ê ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêå (Berrier, Yamada, 2007; Lai et al., 2015).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ íåîáõîäèìîñòüþ ñîçäà-
íèÿ íîâûõ áèîñîâìåñòèìûõ è áèîäåãðàäèðóåìûõ ïîëè-
ìåðíûõ ìàòåðèàëîâ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíñêîé
ïðàêòèêå óñèëèëñÿ èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ ðîëè ðàçëè÷íûõ
ñóáñòðàòîâ, âêëþ÷àÿ ïðèðîäíûå è ñèíòåòè÷åñêèå ïîëè-
ìåðíûå ìàòåðèàëû, â ðåãóëÿöèè ñïîñîáíîñòè êëåòîê ê àä-
ãåçèè (Griffith, 2002; Rosso et al., 2005; Van der Mark et al.,
2010; Yang et al., 2014).

Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå
C-êîíöåâîãî òåòðàïåïòèäíîãî ôðàãìåíòà ãèñòîíà Í3
Gly-Glu-Arg-Ala (GERA) íà îñîáåííîñòè ïðîöåññîâ ïðè-
êðåïëåíèÿ è ðàñïëàñòûâàíèÿ ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê ê
èñêóññòâåííîìó ïîëèìåðíîìó è ïðèðîäíîìó áåëêîâîìó
ñóáñòðàòó.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëà ýïèòåëèî-
ïîäîáíàÿ ëèíèÿ êëåòîê CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary
cells, êëåòêè ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿ÷êà) èç êîëëåêöèè
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâûõ ôëàêîíàõ (Corning, ÑØÀ) â
ñðåäå ÄÌÅÌ/F12, ñîäåðæàùåé 50 ìêã/ìë ïåíèöèëëèíà è
ñòðåïòîìèöèíà (Gibco, ÑØÀ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Gibco, ÑØÀ), â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2

ïðè 37 °Ñ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, äîñòèã-
øèå ñóáìîíîñëîÿ. Â çàâèñèìîñòè îò öåëè ýêñïåðèìåíòà
êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè ëèáî â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå (10 % ñûâîðîòêè), ëèáî â íåïîëíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå (0.2 % èëè îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè).

Âëèÿíèå ïåïòèäà GERA, ñèíòåçèðîâàííîãî íà êàôåä-
ðå õèìèè ïðèðîäíûõ ñîåäèíåíèé ÑÏáÃÓ, íà àäãåçèþ
êëåòîê ëèíèè CHO-K1 îöåíèâàëè ïî îïèñàííîìó ðàíåå
ìåòîäó (Èâàíîâà è äð., 2008). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Corning, ÑØÀ), îáðàáîòàííûõ
èëè íå îáðàáîòàííûõ ðàñòâîðîì æåëàòèíà (20 ìêã/ìë â
PBS, 18 ÷ ïðè 4 °Ñ). Ïåïòèä â êîíöåíòðàöèè îò 10–10 äî
10–5 Ì äîáàâëÿëè ê êëåòêàì, ñóñïåíäèðîâàííûì â ïîëíîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäå (10 % ñûâîðîòêè). Çàòåì êëåòî÷íóþ
ñóñïåíçèþ (106 êë./ìë) ïåðåíîñèëè â ïëàíøåòû. Ïðåäâà-
ðèòåëüíóþ îáðàáîòêó êëåòîê ïåïòèäîì (â òîì æå äèàïà-
çîíå êîíöåíòðàöèé) ïðîâîäèëè â íåïîëíîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî äîáàâëÿëè ñûâîðîòêó
(10 %). Ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ (106 êë./ìë)
ïåðåíîñèëè â ïëàíøåò. Êëåòêè âûäåðæèâàëè 1 ÷ â
ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ. Ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè îêðà-
øèâàëè êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì. Îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ýêñòðàãèðîâàííîãî êðàñèòåëÿ èçìåðÿëè íà àíà-
ëèçàòîðå Óíèïëàí (Ïèêîí, Ðîññèÿ) ïðè l = 570 íì. Ïî âå-
ëè÷èíå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóäèëè îá èçìåíåíèè êî-
ëè÷åñòâà ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññà ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè
(2�105 êë./ìë, íåïîëíàÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà ñ ñûâîðîòêîé
èëè áåç 0.2 % ñûâîðîòêè) ðàññåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè (Cor-
ning, ÑØÀ), ÷àñòü èç êîòîðûõ ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûâàëè

ðàñòâîðîì æåëàòèíà, òàê æå êàê è ëóíêè ïëàíøåòîâ
(ñì. âûøå), à ÷àñòü ÷àøåê Ïåòðè íå ïîêðûâàëè æåëàòè-
íîì. Â çàâèñèìîñòè îò öåëè ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ëèáî
îáðàáàòûâàëè (30 ìèí ïðè 37 °Ñ) ïåïòèäîì (â òîì æå äèà-
ïàçîíå êîíöåíòðàöèé) â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, à çàòåì äî-
áàâëÿëè 0.2 % ñûâîðîòêè, ëèáî ïåïòèä âíîñèëè â êëåòî÷-
íóþ ñóñïåíçèþ (ñðåäà ñ 0.2 % ñûâîðîòêè) íåïîñðåäñò-
âåííî ïåðåä ïîñåâîì êëåòîê íà ÷àøêè Ïåòðè. Êëåòêè
âûäåðæèâàëè 45 ìèí â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ. Îïðå-
äåëÿëè äîëþ êëåòîê (%) ñ ðàñïëàñòàííûì ìîðôîòèïîì.
Ðàñïëàñòàííîé ñ÷èòàëè êëåòêó ñ âûðàæåííûìè îòðîñòêà-
ìè, íåðàñïëàñòàííîé — êëåòêó îêðóãëîé ôîðìû. Ïîñëå
ôèêñàöèè êëåòêè ôîòîãðàôèðîâàëè â 5—7 ñëó÷àéíî âû-
áðàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ, èñïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàííûé ìèê-
ðîñêîï Axiovert 40C (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è êàìåðó Ca-
non EOS 1000D ñ îáúåêòèâîì EFS 18—55 ìì (ßïîíèÿ).
Èçìåðåíèå ïëîùàäè êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Image J. Ïðè âû÷èñëåíèè ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ïëî-
ùàäè êëåòîê (â ïèêñåëÿõ) ó÷èòûâàëè âñå êëåòêè, íàõîäÿ-
ùèåñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîñëå óñðåäíåíèÿ ïî êàæäîé ïîçèöèè (íå ìåíåå
5 âàðèàíòîâ, â êàæäîì èç êîòîðûõ îò 80 äî 100 êëåòîê)
ïðåäñòàâëÿëè îòíîñèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíòðîëü-
íûõ çíà÷åíèé è âûðàæàëè â %. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîò-
êó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ïåïòèäà GERA íà ñïîñîá-
íîñòü ê àäãåçèè êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1 â êà÷åñòâå ñóáñò-
ðàòà èñïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíûé ïëàñòèê (ñèíòåòè÷å-
ñêèé ñòèðîëîâûé ïîëèìåð) è áåëîê æèâîòíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ æåëàòèí, ÿâëÿþùèéñÿ ïðîäóêòîì ÷àñòè÷íîé
äåíàòóðàöèè îäíîãî èç êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ — êîëëàãåíà
I òèïà. Ïîñëåäíèé êàê ïîëèìåð ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ, ïîäâåðãàþùèéñÿ åñòåñòâåííîé áèîäåãðàäàöèè â îð-
ãàíèçìå è íå ïðîÿâëÿþùèé ïîáî÷íîãî òîêñè÷åñêîãî äåé-
ñòâèÿ, øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè
(Øòèëüìàí, 1998).

Íà ðèñóíêå îòðàæåíû ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû î âëèÿ-
íèè ïåïòèäà GERA íà äîëþ ïðèêðåïëåííûõ è ðàñïëàñ-
òàííûõ êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1 è èõ ðàçìåðû. Äàííûå,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñóíêå (à, I), ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåï-
òèä GERA â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 10–10—10–5 Ì óâå-
ëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ê íåîáðàáî-
òàííîìó ïëàñòèêó òîëüêî â ñëó÷àå òðåõ åãî êîíöåíòðà-
öèé — 10–10 (P < 0.001), 10–7 (P < 0.01) è 10–6 (P < 0.05) Ì.
Ìîæíî âûäåëèòü äâà ìàêñèìóìà: áîëåå óçêèé ïðè íàè-
ìåíüøåé èç èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíòðàöèé (10–10 Ì) è áî-
ëåå øèðîêèé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 10–7 è 10–6 Ì. Âîçìîæíî,
äåéñòâèå ïåïòèäà GERA ïðè ìàëûõ äîçàõ ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ åãî òðèããåðíîé àêòèâíîñòüþ, ò. å. ñïîñîáíîñòüþ
ìîäóëèðîâàòü àêòèâíîñòü äîïîëíèòåëüíûõ ðåãóëÿòîðíûõ
ñîåäèíåíèé, ñïîñîáíûõ âîçäåéñòâîâàòü íà íåñêîëüêî
ôóíêöèîíàëüíî çíà÷èìûõ äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ áèîëîãè÷å-
ñêîãî îòâåòà êëåòî÷íûõ ìèøåíåé (Àøìàðèí, 1982), à ïðè
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ — ñ åãî ïðÿìûì âîçäåéñòâèåì íà
ñîîòâåòñòâóþùèå ðåöåïòîðíûå ñòðóêòóðû.

Îáðàáîòêà ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè æåëàòèíîì ïðè-
âîäèò ê óñèëåíèþ êëåòî÷íîé àäãåçèè ïîä äåéñòâèåì ïåï-
òèäà GERA, ïðè÷åì âî âñåì äèàïàçîíå èçó÷åííûõ êîí-
öåíòðàöèé (ñì. ðèñóíîê, à, II). Âìåñòå ñ òåì ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî âûçâàííîå ïåïòèäîì óñèëåíèå êëåòî÷íîé

456 Â. Ï. Èâàíîâà è äð.



Ñ-êîíöåâîé òåòðàïåïòèäíûé ôðàãìåíò ãèñòîíà H3 ìîäóëèðóåò ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè... 457

Âëèÿíèå ïåïòèäà GERA íà àäãåçèþ (à), äîëþ ðàñïëàñòàííûõ (á) êëåòîê ÑÍÎ-K1 è èõ ðàçìåðû (â).

Äàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè. I — íåîáðàáîòàííûé ïëàñòèê; II, III — ïëàñòèê, ïîêðûòûé æåëàòèíîì. Êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà (Ì): 10–10 (ñòîë-
áåö 10), 10–9 (9), 10–8 (8), 10–7 (7), 10–6 (6), 10–5 (5); Ê — êîíòðîëü. Äåòàëè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñì. â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». Äîñòîâåð-
íîñòü îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ ïîêàçàíà îäíîé (Ð < 0.05), äâóìÿ (Ð < 0.01) èëè òðåìÿ (Ð < 0.001) çâåçäî÷êàìè. ×èñëî ýêñïåðèìåíòîâ: 5 (à), 5—7 (á) è 4 (â).



àäãåçèè íà æåëàòèíå ïðåâîñõîäèëî òàêîâóþ íà íåîáðàáî-
òàííîì ïëàñòèêå íå ñòîëü ñóùåñòâåííî, êàê ìîæíî áûëî
îæèäàòü äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî êëåòî÷íîãî îòâåòà, çà èñê-
ëþ÷åíèåì çíà÷åíèé ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 10–9 è 10–5 Ì.

Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê â òå÷åíèå 30 ìèí
ïåïòèäîì GERA èíãèáèðîâàëà êëåòî÷íóþ àäãåçèþ ê èì-
ìîáèëèçîâàííîìó æåëàòèíó ïðè âñåõ èññëåäîâàííûõ
êîíöåíòðàöèÿõ, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ïðèêðåïèâøèõ-
ñÿ êëåòîê óìåíüøàëîñü îò 16 äî 23 % (P < 0.01
èëè P < 0.001) â çàâèñèìîñòè îò äîçû ïåïòèäà (ñì. ðèñó-
íîê, à, III).

Êàê èçâåñòíî, ñïîñîáíîñòü êëåòîê ðàñïëàñòûâàòüñÿ íà
òâåðäîì ñóáñòðàòå ñ ôîðìèðîâàíèåì àäãåçèîííûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé ñ ÂÊÌ îïðåäåëÿåò ðîñò è äèôôåðåíöèðîâêó
êëåòîê. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïåïòèä GERA òàêæå ðåãóëèðóåò
ïðîöåññû ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1 íà òâåð-
äîé ïîâåðõíîñòè. Îáðàáîòêà êëåòîê ïåïòèäîì ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê êàê íà
íåîáðàáîòàííîì ïîëèñòèðîëîâîì ïëàñòèêå (ñì. ðèñó-
íîê, á, I), òàê è íà ïëàñòèêå, ïîêðûòîì æåëàòèíîì (ñì. ðè-
ñóíîê, á, II). Îäíàêî ñòåïåíü âëèÿíèÿ ïåïòèäà GERA íà
ýòîò ïðîöåññ çàâèñåëà îò èñïîëüçîâàííîãî ñóáñòðàòà.
Ïåïòèä GERA âî âñåì äèàïàçîíå èññëåäîâàííûõ êîí-
öåíòðàöèé ñòèìóëèðîâàë ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê íà íåîá-
ðàáîòàííîì ïëàñòèêå â 1.47—1.55 ðàçà (P < 0.001 èëè
P < 0.01) (ñì. ðèñóíîê, á, I). Ìåíåå âûðàæåííûì áûëî
âëèÿíèå ïåïòèäà GERA â õîäå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà
èììîáèëèçîâàííîì æåëàòèíå (ñì. ðèñóíîê, á, II). Ïåï-
òèä óâåëè÷èâàë êîëè÷åñòâî êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà
ýòîì ñóáñòðàòå ïðè êîíöåíòðàöèè îò 10–8 äî 10–5 Ì
(P < 0.05), â 1.15—1.21 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíû-
ìè çíà÷åíèÿìè.

Îäíèì èç ïàðàìåòðîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ õàðàêòåðè-
ñòèêè àäàïòàöèè êëåòîê ê èçìåíÿþùèìñÿ óñëîâèÿì
âíåøíåé ñðåäû, ÿâëÿåòñÿ ïëîùàäü êëåòêè, êîòîðàÿ ìîæåò
âàðüèðîâàòü ñ èçìåíåíèåì õèìè÷åñêèõ è ôèçè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ñóáñòðàòà. Â ñâÿçè ñ ýòèì íàñ èíòåðåñîâàë âîïðîñ
î òîì, âëèÿåò ëè ïåïòèä GERA íà èçìåíåíèå ïëîùàäè
êëåòîê â õîäå èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ, à òàêæå î òîì, â êàêîé
ìåðå ýòîò ïðîöåññ çàâèñèò îò õàðàêòåðèñòèê òâåðäîé ïî-
âåðõíîñòè. Ïîëó÷åííûå äàííûå (ñì. ðèñóíîê, â, I) ïîêà-
çûâàþò, ÷òî äîáàâëåíèå ïåïòèäà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó â
êîíöåíòðàöèè îò 10–9 äî 10–5 Ì ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
ïëîùàäè êëåòîê, ðàñïëàñòàííûõ íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñ-
òèêå, íà 11—18 % (P < 0.01, P < 0.001 èëè P < 0.05; ñì.
ðèñóíîê) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ñòåïåíü ðàñïëàñòàííîñòè êëåòîê, îáðàáîòàííûõ
ïåïòèäîì, áûëà íàìíîãî âûøå íà èììîáèëèçîâàííîì æå-
ëàòèíå, ÷åì íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñòèêå (ñì. ðèñóíîê, â,
II). Ïåïòèä GERA ïðè âñåõ èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ ñïîñîáñòâîâàë óâåëè÷åíèþ ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ
ïëîùàäè êëåòîê íà æåëàòèíå íà 19—33 % (P < 0.01
èëè P < 0.05 â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà)
ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè êîíòðîëüíûìè çíà÷å-
íèÿìè.

Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ïåïòèäîì GERA
ïðè âñåõ èññëåäîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå ïðèâîäèëà ê
èçìåíåíèþ ÷èñëà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê íà æåëàòèíå è íå
âëèÿëà íà èçìåíåíèå ðàçìåðîâ êëåòîê (ñì. ðèñóíîê, á, III;
â, III).

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåï-
òèä GERA ñòèìóëèðóåò êëåòî÷íóþ àäãåçèþ è ðàñïëàñòû-
âàíèå êàê íà íåîáðàáîòàííîì êóëüòóðàëüíîì ïëàñòèêå,
òàê è íà ïëàñòèêå, ïîêðûòîì æåëàòèíîì. Ïåïòèä óâåëè-
÷èâàåò êîëè÷åñòâî ïðèêðåïëåííûõ è ðàñïëàñòàííûõ êëå-

òîê â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè è âûçûâàåò óñêîðåíèå ñòåïå-
íè ðàñïëàñòûâàíèÿ. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê
ïåïòèäîì GERA ïðèâîäèëà ê ÷àñòè÷íîìó èíãèáèðîâà-
íèþ êëåòî÷íîé àäãåçèè íà æåëàòèíå è íå îêàçûâàëà âëèÿ-
íèÿ íà ïðèðîñò ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê è óâåëè÷åíèå êëå-
òî÷íûõ ðàçìåðîâ ïðè ïîñåâå îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì
êëåòîê íà æåëàòèí.

Îáñóæäåíèå

Êàê óæå îòìå÷àëîñü, èññëåäîâàííûé íàìè Ñ-êîíöå-
âîé òåòðàïåïòèäíûé ôðàãìåíò ãèñòîíà Í3 GERA îáëàäà-
åò âûðàæåííûì ðåãóëèðóþùèì âëèÿíèåì íà àäãåçèîííûå
ñâîéñòâà êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì
îïðåäåëèòü êëåòî÷íûå ìèøåíè, íà êîòîðûå âîçäåéñòâóåò
èññëåäîâàííûé ïåïòèä. Âìåñòå ñ òåì ïîëó÷åííûå íàìè
äàííûå îá àêòèâíîñòè ïåïòèäà GERA â îòíîøåíèè ýïèòå-
ëèîïîäîáíûõ êëåòîê ïîçâîëÿþò âûñêàçàòü íåñêîëüêî
ïðåäïîëîæåíèé î âîçìîæíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ñâîéñòâàõ
ýòîãî ïåïòèäà.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåïòèä
GERA óñèëèâàåò êëåòî÷íóþ àäãåçèþ êàê íà íåîáðàáîòàí-
íîì ïëàñòèêå, òàê è íà ïëàñòèêå, ïîêðûòîì æåëàòèíîì
(ñì. ðèñóíîê, à, I è II). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ýôôåêò óñèëåíèÿ
êëåòî÷íîé àäãåçèè îáóñëîâëåí àêòèâàöèåé èíòåãðèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ, êîòîðûå, ñâÿçûâàÿñü ñ áåëêàìè ÂÊÌ èëè èõ
àíàëîãàìè, îáåñïå÷èâàþò ïðèêðåïëåíèå êëåòîê ê ñóáñò-
ðàòó (Hynes, 2002; Yamada et al., 2003).

Óñèëåíèå àäãåçèè êëåòîê ëèíèè ÑÍÎ-K1, îáðàáîòàí-
íûõ ïåïòèäîì GERA, ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ýêñïðåññèåé
èëè àêòèâàöèåé ñïåöèôè÷åñêèõ âèäîâ èíòåãðèíîâûõ ðå-
öåïòîðîâ, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãå-
òåðîäèìåðû, ñîñòîÿùèå èç a- è b-ñóáúåäèíèö (Takada
et al., 2007; Barczyk et al., 2010). Ñîãëàñíî äàííûì èç ëè-
òåðàòóðû, ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü
òàêèå èíòåãðèíîâûå ìîëåêóëû, êàê a1b1, a2b1, a5b1, a9b1,
avb1, avb3, avb5 è avb6 (Plow et al., 2000; Filenius et al.,
2003; Gilcrease, 2007; Pan et al., 2016).

Ïðè ïîñåâå êëåòîê ÑÍÎ-K1 íà èììîáèëèçîâàííûé
æåëàòèí, êàê ïîêàçàíî, ýêñïðåññèðóþòñÿ a5b1- è avb3-èí-
òåãðèíû (Pfaff et al., 1993; Plow et al., 2000; Heino et al.,
2007). Ïðè ïîñåâå ýòèõ êëåòîê íà íåîáðàáîòàííûé ïëàñ-
òèê êàðòèíà íå ñòîëü îäíîçíà÷íà. Èçâåñòíî, ÷òî ýïèòåëèà-
ëüíûå êëåòêè ñïîñîáíû ñèíòåçèðîâàòü òàêèå êîìïîíåíòû
ÂÊÌ, êàê ôèáðîíåêòèí è òåíàñöèí C (Filenius et al.,
2003). Ôèáðîíåêòèí ÿâëÿåòñÿ ëèãàíäîì íå òîëüêî äëÿ ðå-
öåïòîðîâ a5b1 è avb3, íî è äëÿ äðóãèõ èíòåãðèíîâ — a9b1,
avb1, avb5 è avb6 (Van der Flier, Sonnenberg, 2001; Pankov,
Yamada, 2002; Takada et al., 2007; Èâàíîâà è äð., 2017).
Òåíàñöèí Ñ ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ýêñïðåññèðóåìû-
ìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè èíòåãðèíàìè a9b1, avb3 è
avb6 (Tucker, Chiquot-Ehrismann, 2015). Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ïðè ïîñåâå êëåòîê íà íåîáðàáîòàííûé ïëàñòèê
áîëåå âåðîÿòåí ñèíòåç ôèáðîíåêòèíà è òåíàñöèíà C â êà-
÷åñòâå êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ, êîòîðûå è áóäóò îïðåäåëÿòü
ñïåêòð ýêñïðåññèðóåìûõ êëåòêàìè èíòåãðèíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ. Â ýòîì ñëó÷àå áîëåå âåðîÿòíû ñèíòåç è àêòèâàöèÿ
ñëåäóþùèõ èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ: äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ
ôèáðîíåêòèíîì — a5b1, a9b1, avb1, avb3, avb5 è avb6, à äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ ñ òåíàñöèíîì Ñ — a9b1, avb3 è avb6. Áîëåå
øèðîêèé íàáîð èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, êîòîðûé êëåò-
êè ÑÍÎ-K1 ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü íà ñèíòåçèðîâàííûõ
èìè ôèáðîíåêòèíå è òåíàñöèíå Ñ, ÷àñòè÷íî êîìïåíñèðó-
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åò çàäåðæêó ñèíòåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè â ïåðèîä ëàã-ôà-
çû, êîãäà êëåòêè ïðèñïîñàáëèâàþòñÿ ê íîâîìó ìèêðîîê-
ðóæåíèþ.

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê íà èììîáèëèçîâàííîì æå-
ëàòèíå, êàê óæå ñêàçàíî, îáóñëîâëèâàåò ýêñïðåññèþ òîëü-
êî äâóõ âèäîâ èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, îäíîâðåìåííî
ïåðèîä àäàïòàöèè êëåòîê ê ýòèì óñëîâèÿì çíà÷èòåëüíî
óêîðà÷èâàåòñÿ. Èìåííî áîëåå îãðàíè÷åííûì íàáîðîì èí-
òåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, èíäóöèðóåìûõ íà èììîáèëèçî-
âàííîì æåëàòèíå, ìîæíî îáúÿñíèòü íå ñòîëü âûðàæåííîå
óñèëåíèå êëåòî÷íîé àäãåçèè íà ýòîì ñóáñòðàòå ïîä âëèÿ-
íèåì ïåïòèäà GERA ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòî÷íûì îòâåòîì
íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñòèêå (ñì. ðèñóíîê, à, I è II).

Óñèëåíèå ïðîöåññîâ êëåòî÷íîé àäãåçèè ïîä äåéñòâè-
åì ïåïòèäà GERA ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ïðî-
öåññîâ ëèãàíä-ðåöåïòîðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Âûÿâëåí-
íîå íàìè ÷àñòè÷íîå èíãèáèðîâàíèå êëåòî÷íîé àäãåçèè íà
æåëàòèíå ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïåïòèäîì
GERA ñóñïåíäèðîâàííûõ êëåòîê ÑÍÎ-K1 (ñì. ðèñóíîê,
à, III) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èññëåäîâàííûé ïåïòèä
íå áëîêèðóåò ïåðâè÷íûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ èíòåãðèíîâ,
îïðåäåëÿþùèå ëèãàíä-ðåöåïòîðíîå âçàèìîäåéñòâèå.
Â ïðîòèâíîì ñëó÷àå íàáëþäàëàñü áû õàðàêòåðíàÿ êàðòè-
íà íàñûùåíèÿ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ ó ðåöåïòîðîâ ñ óâåëè÷å-
íèåì êîíöåíòðàöèè ïåïòèäà â èíêóáàöèîííîé ñðåäå. Ñâÿ-
çûâàÿñü ñ ïåðâè÷íûìè ñàéòàìè, ïåïòèä áëîêèðóåò èõ, òåì
ñàìûì ïðåïÿòñòâóåò âçàèìîäåéñòâèþ ðåöåïòîðîâ ñ ëè-
ãàíäîì (æåëàòèíîì). Ýòî ïðèâåëî áû ê äîçîçàâèñèìîìó
èíãèáèðîâàíèþ êîíå÷íîãî áèîëîãè÷åñêîãî ýôôåêòà, ÷òî
íå áûëî íàìè çàôèêñèðîâàíî. Ñêîðåå âñåãî, ïåïòèä
GERA âçàèìîäåéñòâóåò ñ íåñïåöèôè÷åñêèìè çîíàìè àë-
ëîñòåðè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ, ñîäåðæàùèìè ðàçíîèìåííî
çàðÿæåííûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè. Ñâÿçûâàíèå ïåï-
òèäà GERA ñ ïîäîáíûìè çîíàìè ìîæåò ïðèâîäèòü ê ëî-
êàëüíîìó èçìåíåíèþ çàðÿäà â ýòèõ ó÷àñòêàõ ìîëåêóëû
ðåöåïòîðà, à çíà÷èò, è êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì, â
òîì ÷èñëå è òåõ äîìåíîâ a- è b-ñóáúåäèíèö, êîòîðûå ó÷à-
ñòâóþò â ñîçäàíèè ïåðâè÷íûõ öåíòðîâ ñâÿçûâàíèÿ ðåöåï-
òîðà.

Èçâåñòíî, ÷òî ñïåöèôè÷åñêèå îñîáåííîñòè ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ êëåòîê îïðåäåëÿþò íå òîëüêî ôèçèîëîãè÷åñêèå
ôóíêöèè, íî è ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê,
âêëþ÷àÿ ôîðìó êëåòêè è ñòåïåíü ðàñïëàñòûâàíèÿ íà ñóá-
ñòðàòå (Daley et al., 2008; Bettinger et al., 2009; Bruekers
et al., 2017). Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî ïåïòèä
GERA ðåãóëèðóåò ïðîöåññû ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ëè-
íèè ÑÍÎ-K1 íà òâåðäîé ïîâåðõíîñòè.

Ðåãóëèðóþùàÿ ðîëü èññëåäîâàííîãî ïåïòèäà GERA
íà êëåòî÷íîå ðàñïëàñòûâàíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíà ñ åãî
âëèÿíèåì íà ñêîðîñòü ôîðìèðîâàíèÿ àäãåçèâíûõ êîìï-
ëåêñîâ âîêðóã êëàñòåðîâ èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ, ñôîð-
ìèðîâàííûõ â ïåðèîä èíèöèàëüíîãî ïðèêðåïëåíèÿ êëå-
òîê ê ñóáñòðàòó. Ðàçëè÷íûé íàáîð èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ, ýêñïðåññèðóåìûõ êëåòêàìè â ïðîöåññå àäãåçèè è
ïîñëåäóþùåãî ðàñïëàñòûâàíèÿ íà èììîáèëèçîâàííîì
æåëàòèíå èëè íà íåîáðàáîòàííîì ïëàñòèêå, îïðåäåëÿåò
âàðèàòèâíîñòü ôîðìèðóþùèõñÿ ôîêàëüíûõ êîìïëåêñîâ,
à çàòåì è çðåëûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ (àäãåçèé) (Gilcrea-
se, 2007; Byron et al., 2010).

Ïåïòèä GERA íà ýòàïå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòîê ìîæåò
ðåãóëèðîâàòü ïðîöåññû âîâëå÷åíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ñèã-
íàëüíûõ è àäàïòåðíûõ áåëêîâ â ôîêàëüíûå êîìïëåêñû,
óñêîðÿÿ èëè èíãèáèðóÿ ïðîöåññû ïåðåõîäà èõ â çðåëûå
ôîêàëüíûå àäãåçèè (Wozniak et al., 2004). Êàê èçâåñòíî,
îñíîâíîå çíà÷åíèå çðåëûõ ôîêàëüíûõ àäãåçèé ñîñòîèò â

îáåñïå÷åíèè ñâÿçè ìåæäó êîìïîíåíòàìè ÂÊÌ ïîñðåäñò-
âîì èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà
(Calderwood et al., 2000; Gilcrease, 2007).

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè äàííûõ î âëèÿíèè ïåïòèäà GERA
íà êîëè÷åñòâî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê è ðàçìåð ïëîùàäè
ðàñïëàñòàííîé êëåòêè íà èñïîëüçîâàííûõ ñóáñòðàòàõ
ìîæíî âûÿâèòü îïðåäåëåííóþ çàâèñèìîñòü. Ñòåïåíü ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ êëåòîê íà æåëàòèíå çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâà-
åòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè ïåïòèäîì, ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ðàñ-
ïëàñòàííûõ êëåòîê íà ýòîì ñóáñòðàòå óâåëè÷èâàåòñÿ íå
ñòîëü çíà÷èòåëüíî. Îäíîâðåìåííî íà íåîáðàáîòàííîì
ïëàñòèêå íàáëþäàåòñÿ îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü, ò. å. îáðà-
áîòêà êëåòîê ïåïòèäîì GERA â ìåíüøåé ñòåïåíè âëèÿåò
íà ñòåïåíü êëåòî÷íîãî ðàñïëàñòûâàíèÿ è â áîëüøåé ñòå-
ïåíè — íà óâåëè÷åíèå ÷èñëà ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê. Íà
îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà æå-
ëàòèíå ðàñïëàñòûâàíèå â ïîïóëÿöèè óæå ïðèêðåïèâ-
øèõñÿ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì, ïðîèñõîäèò áû-
ñòðåå, ÷åì íà èñõîäíîì êóëüòóðàëüíîì ïëàñòèêå. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòîìó ïðîöåññó ñïîñîáñòâóåò áîëåå
áûñòðûé ïåðåõîä, èíäóöèðóåìûé ïåïòèäîì GERA, îò íå-
çðåëûõ ëàáèëüíûõ ôîêàëüíûõ êîíòàêòîâ ê çðåëûì ñòà-
áèëüíûì ôîêàëüíûì àäãåçèÿì. ×åì áîëüøå ó êëåòêè îá-
ðàçóåòñÿ ñòàáèëüíûõ êîíòàêòîâ ñ ñóáñòðàòîì, òåì áûñò-
ðåå ïðîèñõîäèò èõ ðàñïëàñòûâàíèå íà ñóáñòðàòå.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëå-
òîê ïåïòèäîì GERA ïðè âñåõ èññëåäîâàííûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ íå ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ ÷èñëà ðàñïëàñòàííûõ
êëåòîê íà æåëàòèíå è íå âëèÿëà íà èçìåíåíèå ðàçìåðîâ
êëåòîê (ñì. ðèñóíîê, á, III; â, III). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ïîñëå ïåðåõîäà êëåòîê îò ôàçû ïðè-
êðåïëåíèÿ ê ðàñïëàñòûâàíèþ íà æåëàòèíå ðåãóëèðóþùåå
âëèÿíèå ïåïòèäà GERA íà ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ðàñïëàñ-
òûâàíèÿ íå ñâÿçàíî ñ åãî ïðÿìûì âçàèìîäåéñòâèåì ñ ìî-
ëåêóëàìè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ. Äðóãèìè ñëîâàìè,
âëèÿíèå ïåïòèäà GERA íà êëåòêè, ðàñïëàñòûâàþùèåñÿ
íà òâåðäîé ïîâåðõíîñòè, áîëåå âåðîÿòíî ñâÿçàíî, êàê ýòî
íàìè óæå îòìå÷àëîñü, ñ ðåãóëèðîâàíèåì ñòðóêòóðíûõ ïå-
ðåñòðîåê â ëîêóñàõ ôîêàëüíûõ àäãåçèé, îïðåäåëÿþùèõ
êàê îñîáåííîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì,
òàê è ñïåöèôèêó ïåðåäà÷è ñèãíàëà â êëåòêó (Calderwood
et al., 2000).

Ôåíîìåí ñòèìóëèðóþùåãî äåéñòâèÿ ïåïòèäà GERA
íà êîëè÷åñòâî ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê íà íåîáðàáîòàííîì
ïëàñòèêå ìîæíî îáúÿñíèòü àêòèâàöèåé ïåïòèäîì ýêñï-
ðåññèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ áîëåå øèðîêîãî ñïåêò-
ðà, ñïîñîáíûõ ñâÿçûâàòüñÿ ñ êëåòêàìè ÂÊÌ, îñíîâíûì
êîìïîíåíòîì êîòîðîãî ìîãóò áûòü ôèáðîíåêòèí è òå-
íàñöèí.

Èçâåñòíî, ÷òî îáðàçîâàíèå êëàñòåðîâ èíòåãðèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ â ôîêàëüíûõ àäãåçèÿõ èíäóöèðóåò àêòèâàöèþ
ìåìáðàííîé ôîñôîëèïàçû À2, êîòîðàÿ îòùåïëÿåò îñòàòîê
àðàõèäîíîâîé êèñëîòû èç ôîñôîëèïèäîâ, ôîðìèðóþùèõ
ëèïèäíûé áèñëîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (Cybulski et al.,
1993; Whitfield, Jacobson, 1999). Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ëåé-
êîòðèåíû, îáðàçóþùèåñÿ ïðè îêèñëåíèè àðàõèäîíîâîé
êèñëîòû (ëèïîêñèãåíàçíûé ïóòü), âûçûâàþò îñâîáîæäå-
íèå äèàöèëãëèöåðèíà (ÄÀÃ), àêòèâèðóþùåãî ïðîòåèíêè-
íàçó Ñ ýïñèëîí (PKCe). Â ñâîþ î÷åðåäü PKCe èíäóöèðó-
åò ïîëèìåðèçàöèþ àêòèíà, êîòîðàÿ è îïðåäåëÿåò ðàñïëàñ-
òûâàíèå êëåòîê íà ñóáñòðàòå (Chun et al., 1997; Stockton,
Jacobson, 2001; Glenn, Jacobson, 2002).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïåïòèä GERA, íàõîäÿñü â
ïðèìåìáðàííîé çîíå, ìîæåò âëèÿòü íà àêòèâíîñòü ôîñôî-
ëèïàçû À2 èëè îïîñðåäîâàííî, èíäóöèðóÿ ïðîöåññû êëàñ-
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òåðèçàöèè èíòåãðèíîâ, èëè ïðè ïðÿìîì âçàèìîäåéñòâèè
ïåïòèäà ñ àìèíîêèñëîòíûìè ó÷àñòêàìè ôåðìåíòà. Â ðå-
çóëüòàòå àêòèâàöèÿ ïåïòèäîì GERA ôåðìåíòà ïðèâåäåò ê
óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòè âûäåëåíèÿ àðàõèäîíîâîé êèñëîòû
èç ôîñôîëèïèäîâ, à çíà÷èò, è ëåéêîòðèåíîâ, èíäóöèðóþ-
ùèõ ÷åðåç âûäåëåíèå ÄÀÃ àêòèâàöèþ PKCe è, ñëåäîâ-
àòåëüíî, ñòèìóëèðîâàíèå ïðîöåññîâ ïîëèìåðèçàöèè àê-
òèíà, ÷òî íåèçáåæíî ïðèâåäåò ê óñêîðåíèþ ðàñïëàñòûâà-
íèÿ êëåòîê íà ñóáñòðàòå.

Èññëåäîâàíèÿìè ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàíî, ÷òî íå
òîëüêî èíòàêòíûå ìîëåêóëû ãèñòîíîâ, íî è èõ ïåïòèäíûå
ôðàãìåíòû ïðîÿâëÿþò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Ìîëå-
êóëû ãèñòîíîâ ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ïåïòèäíûõ ñîåäèíåíèé,
äëèíà êîòîðûõ ìîæåò âàðüèðîâàòü îò íåñêîëüêèõ àìèíî-
êèñëîò äî íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ àìèíîêèñëîò. Äðóãèìè
ñëîâàìè, â ñòðóêòóðå ãèñòîíîâ ìîãóò ñîäåðæàòüñÿ ïåï-
òèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñïåöèôè÷åñêàÿ ðåãóëÿòîð-
íàÿ àêòèâíîñòü êîòîðûõ ìîæåò ïðîÿâëÿòüñÿ òîëüêî ïîñëå
âûùåïëåíèÿ ïîäîáíûõ ôðàãìåíòîâ èç ãèñòîíîâ â õîäå
íåïîëíîãî ïðîòåîëèçà. Òàê, N-êîíöåâûå ïåïòèäíûå ôðàã-
ìåíòû ãèñòîíîâ, ñîäåðæàùèå îò 19 äî 70 àìèíîêèñëîò-
íûõ îñòàòêîâ, ïðîÿâëÿþò àíòèìèêðîáíóþ àêòèâíîñòü
(Park et al., 1998; Fernandes et al., 2004; Cho et al., 2009;
Bustillo et al., 2014). Îáíàðóæåíû áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå
îëèãîïåïòèäíûå ôðàãìåíòû â ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ãèñ-
òîíîâ, ñïîñîáíûå ðåãóëèðîâàòü íåêîòîðûå ôèçèîëîãè÷å-
ñêèå ïðîöåññû. Òàê, ïåíòàïåïòèäû RKESY (ôðàãìåíò
33—37 ãèñòîíà H2B) è YGFGG (ôðàãìåíò 99—103 ãèñòî-
íà H4) ïðîÿâëÿþò àíàëüãåòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ñðàâíè-
ìóþ ñ òàêîâîé ó ëåé-ýíêåôàëèíà (Õàð÷åíêî, Áàãðîâ,
1986; Õàð÷åíêî è äð., 1988). Íåêîòîðûå ïåïòèäíûå ôðàã-
ìåíòû ãèñòîíîâ ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè èììóííî-
ãî îòâåòà. Òåòðàïåïòèäíûå ôðàãìåíòû ãèñòîíîâ TKPA
(ôðàãìåíò 30—34 ãèñòîíà H4), TAVR (ôðàãìåíò 96—99
ãèñòîíà H2B) è TARK (ôðàãìåíò 6—9 ãèñòîíà H3) ñòèìó-
ëèðóþò ôàãîöèòîç ãðàíóëîöèòîâ ÷åëîâåêà (Konopinska
et al., 1977), à ïåíòàïåïòèä RKGNY (ôðàãìåíò 35—39 ãè-
ñòîíà H2A) ñòèìóëèðóåò ïðîöåññ àíòèòåëîîáðàçîâàíèÿ
ïðè âòîðè÷íîì èììóííîì îòâåòå ê Ò-çàâèñèìîìó àíòèãå-
íó ó ìûøåé (Èâàíîâà, Ñîðî÷èíñêàÿ, 1992).

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé ïîêà-
çàíî, ÷òî Ñ-êîíöåâîé òåòðàïåïòèäíûé ôðàãìåíò ãèñòîíà
H3 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àäãåçèâíîé ñïîñîáíîñòè êëåòîê
ëèíèè ÑÍÎ-K1. Ïðè ýòîì ìîäóëèðóþùèé ýôôåêò ïåïòè-
äà GERA íà êëåòî÷íîå ïðèêðåïëåíèå è ðàñïëàñòûâàíèå
çàâèñèò îò ñâîéñòâ ñóáñòðàòà, êîòîðûå ìîãóò îïðåäåëÿòü
ñïåêòð ýêñïðåññèðóåìûõ êëåòêàìè èíòåãðèíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ è ïîñëåäóþùóþ èõ àêòèâàöèþ (ïðè àäãåçèè) èëè
ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè ôîêàëüíûõ àäãåçèé (â õîäå ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ), èíäóöèðóþùèõ, ñ îäíîé ñòîðîíû, âçàèìî-
äåéñòâèå êëåòêè ñ ñóáñòðàòîì, ñ äðóãîé — ðàçëè÷íûå
ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà â êëåòêó.

Âûÿâëåííîå íà ñòàäèè ïðèêðåïëåíèÿ ÷àñòè÷íîå èíãè-
áèðîâàíèå êëåòî÷íîé àäãåçèè íà æåëàòèíå ïîñëå ïðåäâà-
ðèòåëüíîé îáðàáîòêè êëåòîê ïåïòèäîì ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî äåéñòâèå ïåïòèäà GERA ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé
ëèãàíä-ðåöåïòîðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, íî íå â ïåðâè÷íûõ
öåíòðàõ ñâÿçûâàíèÿ ðåöåïòîðîâ, à, ÷òî áîëåå âåðîÿòíî,
â íåñïåöèôè÷åñêèõ çîíàõ àëëîñòåðè÷åñêîãî âçàèìîäåéñò-
âèÿ. Îäíàêî ïîñëå ïåðåõîäà êëåòîê îò ôàçû ïðèêðåï-
ëåíèÿ ê ðàñïëàñòûâàíèþ íà æåëàòèíå ðåãóëèðóþùåå
äåéñòâèå ïåïòèäà GERA íà ïðîöåññû êëåòî÷íîãî ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ íå ñâÿçàíî ñ åãî ïðÿìûì âçàèìîäåéñòâèåì ñ
èíòåãðèíîâûìè ðåöåïòîðàìè, ïîñêîëüêó ó êëåòîê, ïðåä-

âàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì, ïðàêòè÷åñêè íå èç-
ìåíÿëàñü ñïîñîáíîñòü ê ðàñïëàñòûâàíèþ.

Ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü, à òàêæå æèçíåñïîñîá-
íîñòü àäãåçèîííûõ êëåòîê, êàê èçâåñòíî, îïðåäåëÿåòñÿ ýê-
ñïðåññèåé è àêòèâàöèåé ñïåöèôè÷åñêèõ àäãåçèîííûõ ðå-
öåïòîðîâ, êîòîðûå êëåòêà èñïîëüçóåò äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ ñóáñòðàòîì. Îïòèìàëüíóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü
èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ó êëåòîê ìîæíî êîíòðîëè-
ðîâàòü, ñ îäíîé ñòîðîíû, èçìåíÿÿ ñâîéñòâà ïîëèìåðíûõ
ìàòåðèàëîâ (ñ ïîìîùüþ õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè èëè
ôèçè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé), èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå ñóá-
ñòðàòà, ñ äðóãîé — äîáàâëÿÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ðàç-
ëè÷íûå ðàñòâîðèìûå ðîñòîâûå ôàêòîðû è ðåãóëÿòîðíûå
ñîåäèíåíèÿ, â òîì ÷èñëå è ïåïòèäû.

Áîëåå ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå
ñóáñòðàòà, îñîáåííî â ìåäèöèíå, ÿâëÿþòñÿ ïðèðîäíûå ïî-
ëèìåðíûå ìàòåðèàëû, ïîñêîëüêó îíè âûçûâàþò ñåëåêòèâ-
íóþ êëåòî÷íóþ àäãåçèþ, îáëàäàþò ìåõàíè÷åñêèìè ñâîé-
ñòâàìè, ñõîäíûìè ñ åñòåñòâåííûìè òêàíÿìè, îòíîñÿòñÿ ê
áèîñîâìåñòèìûì ïîëèìåðàì è ëåãêî ïîäâåðãàþòñÿ áèî-
äåãðàäàöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì îñíîâíàÿ çàäà÷à ñïåöèàëèñòîâ
â îáëàñòè îðãàíè÷åñêîé õèìèè çàêëþ÷àåòñÿ â ñîçäàíèè
íîâûõ èñêóññòâåííûõ ïîëèìåðîâ, ôèçèêî-õèìè÷åñêèå
ñâîéñòâà êîòîðûõ íå áûëè áû îäíîîáðàçíûìè. Ñëîæíàÿ
ñòðóêòóðà è õèìè÷åñêèé ñîñòàâ íîâûõ ìàòåðèàëîâ ïîâû-
ñÿò êà÷åñòâî ñèãíàëîâ, ïîñòóïàþùèõ â êëåòêó îò ñóáñòðà-
òà, è áóäóò ñïîñîáñòâîâàòü îïòèìèçàöèè êëåòî÷íîé àäãå-
çèè â òåõ èëè èíûõ óñëîâèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî
çàäàíèÿ ÔÀÍÎ Ðîññèè (ãîñ. ðåãèñòðàöèÿ
¹ ÀÀÀÀ-À18-118012290371-3).
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Histones are known to be conserved nucleic proteins with high content of basic amino acid residues for-
ming stable complexes with nucleic acids. This property of histones provides compaction of DNA molecules
during the process of chromatin structurization. Besides the formation of chromatin structure histones participa-
te in the regulation of gene transcription. In this study, the role of the C-terminal tetrapeptide fragment from
histone H3 (GERA) in regulation of the adhesive response of CHO-K1 cells was investigated. It was establi-
shed that regulatory effect of peptide GERA on cell attachment and spreading was dependent on substrate pro-
perties. Peptide GERA stimulated cell adhesion both to untreated plastic and to gelatin-coated plastic. The pep-
tide-induced stimulation effect of cell adhesion to gelatin surpassed such effect to untreated plastic however the
difference between these effects was no so significant as it might be expected. Cell incubation with the peptide
was shown to lead to increasing in the number of spread cells therewith an average cell area of spread cells also
increases. The extent of peptide influence on cell spreading varied depending on the used substrate. If on immo-
bilized gelatin the peptide more intensive affected the extent of cell spreading, in the case of untreated plastic it
did the growth of the number of spread cells. Preliminary cell treating with peptide GERA led to the partial in-
hibition of cell adhesion to gelatin and had no effect on cell spreading to this substrate (growth of spread cells
and changing of cell size). The data obtained indicate that the regulatory effect of the peptide is determined not
only by substrate properties, but also by a temporal period of cell interaction with substrate surface. The possib-
le mechanism of the peptide effect on the processes of cell adhesion and spreading is discussed.

K e y w o r d s: C-terminal tetrapeptide fragment from histone H3, adhesion, spreading, CHO-K1 cells.
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