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Ñèñòåìà ýêñòðàêëåòî÷íîãî ïðîòåîëèçà, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ïëàçìèíîãåí (ÏÃ), åãî àêòèâíóþ ïðîòåà-
çó ïëàçìèí, àêòèâàòîðû ÏÃ è èíãèáèòîðû ýòèõ àêòèâàòîðîâ, îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ôóíêöèè êëåòîê íåð-
âíîé òêàíè â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè, èõ ðîñò, äèôôåðåíöèðîâêó è ïðîëèôåðàöèþ. Öåëü äàííîãî èññëå-
äîâàíèÿ — âûÿâëåíèå è àíàëèç ýôôåêòîâ ýêçîãåííîãî ÏÃ, åãî àêòèâàòîðà ñòðåïòîêèíàçû (ÑÊ), ïèðóâàò-
êèíàçû (ÏÊ) è èõ ýêâèìîëÿðíûõ êîìïëåêñîâ íà ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê
íåéðîáëàñòîìû IMR-32. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êóëüòóðû IMR-32 ñ èññëåäóåìûìè
àãåíòàìè óâåëè÷èâàþòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ è ñîäåðæàíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò è áåëêà â êëåòêàõ. Êðîìå òî-
ãî, íèçêàÿ àêòèâíîñòü ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû â ñðåäå èíêóáèðîâàíèÿ êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èñ-
ñëåäóåìûå áåëêè ïðåïÿòñòâóþò ðàçâèòèþ äåãåíåðàòèâíûõ èçìåíåíèé â êóëüòóðå, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ äå-
ïðèâàöèåé ñûâîðîòêè. Ìåòîäîì ëèçèñà ôèáðèíîâîãî ãåëÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ÑÊ íàáëþ-
äàåòñÿ óâåëè÷åíèå ÏÃ-àêòèâàòîðíîé ôóíêöèè êëåòîê, ïðè÷åì â êîìïëåêñå ñ ÏÊ ÷åðåç 3 ñóò ýôôåêò ÑÊ
ñíèìàëñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åíû íîâûå îðèãèíàëüíûå ôàêòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âîçìîæíîñòè
èíèöèèðîâàíèÿ ìàëèãíèçàöèè êëåòîê è ïîòåíöèðîâàíèÿ îïóõîëåâîãî ðîñòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåéðîáëàñòîìà, ïëàçìèíîãåí, ïèðóâàòêèíàçà, ïðîëèôåðàöèÿ, ñòðåïòîêèíàçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ËÄÃ — ëàêòàòäåãèäðîãåíàçà, ÏÃ — ïëàçìèíîãåí, ÏÊ — ïèðóâàòêèíà-
çà, ÑÊ — ñòðåïòîêèíàçà, IGF — èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà, PAI — èíãèáèòîð àêòèâàòîðà ïëàçìè-
íîãåíà, tPA — òêàíåâîé òèï àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà, uPA — óðîêèíàçíûé òèï àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãå-
íà, uPAR — ðåöåïòîð ê óðîêèíàçíîìó àêòèâàòîðó ÏÃ.

Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äå-
ñÿòèëåòèé, äîêàçàëè âàæíîå çíà÷åíèå íåêîòîðûõ ïðîòåàç
äëÿ ðîñòà è ðàçâèòèÿ ÖÍÑ. Ñðåäè òàêîâûõ íóæíî îòìå-
òèòü ñèñòåìó ýêñòðàêëåòî÷íîãî ïðîòåîëèçà «ïëàçìèíî-
ãåí—ïëàçìèí», êîòîðàÿ ïîìèìî ñàìîãî çèìîãåíà è åãî
àêòèâíîé ôîðìû âêëþ÷àåò â ñåáÿ àêòèâàòîðû ïëàçìèíî-
ãåíà (ÏÃ) óðîêèíàçíîãî (uPA) è òêàíåâîãî (tPA) òèïîâ è
èíãèáèòîðû ýòèõ àêòèâàòîðîâ (PAI). Íåéðîáëàñòîìà ñòî-
èò íà âòîðîì ìåñòå ïî ðàñïðîñòðàíåííîñòè ñðåäè ñîëèä-
íûõ îïóõîëåé ó äåòåé. Êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ñåêðåòè-
ðóþò uPA, tPA è PAI (Benjamin et al., 1989a). uPA ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñî ñïåöèôè÷åñêèì ðåöåïòîðîì (uPAR) è
àêòèâèðóåò ÏÃ, ïðåâðàùàÿ åãî â ïëàçìèí, êîòîðûé ó÷à-
ñòâóåò â òêàíåâîé äåãðàäàöèè è ïðîòåîëèçå. Ïðè÷åì
êëåòêè ñ ïîâûøåííîé òóìîðîãåííîñòüþ èìåþò áîëåå âû-
ñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè êëåòî÷íî-àññîöèèðîâàííîãî
àêòèâàòîðà ÏÃ (Liu et al., 1984). Ñàì ïî ñåáå ÏÃ ñóùåñò-
âåííî óñèëèâàåò ìèãðàöèþ íåéðîáëàñòîâ (Puglianiello
et al., 2000) è â êîíöåíòðàöèè 0.5�10–7 Ì ñòèìóëèðóåò
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê íåéðîáëàñòîìû (Menouny et al.,
1997). Ñòðåïòîêèíàçà (ÑÊ) ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêòîì æèçíåäå-
ÿòåëüíîñòè ïðåäñòàâèòåëÿ ìèêðîôëîðû ÷åëîâåêà è æè-
âîòíûõ â-ãåìîëèòè÷åñêîãî ñòðåïòîêîêêà ãðóïï A, C è G
è ñèëüíåéøèì àêòèâàòîðîì ÏÃ ïî «íåïðîòåèíàçíîìó»
ïóòè. Îäíàêî ñâîéñòâà è ýôôåêòû äàííîãî áåëêà èçó÷å-
íû íåäîñòàòî÷íî.

Ïîñêîëüêó â æèâîé ñèñòåìå áåëêè íå ìîãóò äåéñòâî-
âàòü èçîëèðîâàííî, âåëèêà âåðîÿòíîñòü îáðàçîâàíèÿ

ìåæìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ÷òî ìîæåò ïî-
âëå÷ü èçìåíåíèå èõ èñõîäíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè. Îáíàðóæåíî, ÷òî ÏÃ è ÑÊ ìîãóò îáðàçîâûâàòü
ñòàáèëüíûå ýêâèìîëÿðíûå êîìïëåêñû ñ íåêîòîðûìè
ôåðìåíòàìè óãëåâîäíîãî îáìåíà, â òîì ÷èñëå ñ ïèðóâàò-
êèíàçîé (ÏÊ) (Nikandrov et al., 1997). Â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äàííûé ôåðìåíò ìîæåò ìîäó-
ëèðîâàòü ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå è ìåòàáîëè÷åñêèå ïà-
ðàìåòðû êëåòîê íåðâíîé òêàíè (Íèêàíäðîâ è äð., 2003á;
Ðîìàíîâñêàÿ, 2005).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — âûÿâèòü õàðàêòåð âëèÿ-
íèÿ ÏÃ, ÑÊ è èõ ýêâèìîëÿðíûõ êîìïëåêñîâ ñ ÏÊ íà
ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê
íåéðîáëàñòîìû IMR-32.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Î÷èùåííûå îáðàçöû ÏÃ, ïîëó÷åííûå èç
ôðàêöèè â-ãëîáóëèíîâ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèåé íà ëè-
çèí-Ñåôàðîçå, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Í. Ñ. Ïûæîâîé
(Èíñòèòóò ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè ÌÇ ÐÁ).
Ñâîéñòâà èñïîëüçóåìîãî â ðàáîòå ÏÃ îïèñàíû ðàíåå (Ni-
kandrov et al., 1997). ÏÊ èç ìûøöû êðîëèêà (EC 2.7.1.40)
ïðèîáðåòåíà ó ôèðìû Reanal (Âåíãðèÿ), ÑÊ — ïðîèçâîä-
ñòâî ÎÀÎ «Áåëìåäïðåïàðàòû» (Áåëàðóñü), NADH è ïè-
ðóâàò íàòðèÿ — Sigma-Aldrich (ÑØÀ), îñòàëüíûå ðåàê-
òèâû — ïðîèçâîäñòâà ñòðàí ÑÍÃ.
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Ê ë å ò î ÷ í à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Íåéðîáëàñòîìà IMR-32
áûëà ïîëó÷åíà èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êó-
ëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).
Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ðîñòîâîé ñðåäå DMEM (Sigma,
ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè (Hyclone, Áåëüãèÿ) è 10 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåò-
êè ïåðåñåâàëè êàæäûå 4—5 ñóò ïî äîñòèæåíèè 90 % êîí-
ôëþåíòíîñòè è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ
5 % CO2 ïðè 90%-íîé îòíîñèòåëüíîé âëàæíîñòè. Äëÿ ýê-
ñïåðèìåíòà ïî÷òè êîíôëþåíòíûå êóëüòóðû ñíèìàëè ñ
ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíûõ ñîñóäîâ ïðè ïîìîùè ñìåñè
ðàñòâîðîâ âåðñåíà è òðèïñèíà (1 : 3) è ðàññåâàëè íà ÷àø-
êè Ïåòðè (Sarstedt, ÑØÀ) äèàìåòðîì 35 ìì ïðè ïëîòíî-
ñòè 50 000 êëåòîê/ñì2. Â òå÷åíèå 24 ÷ êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé
òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, ïîñëå ÷åãî ýòó ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
ìåíÿëè íà îáåäíåííóþ ñûâîðîòî÷íûìè áåëêàìè (0.5 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè). Íà 3-è ñóò ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó â êîíòðîëå ìåíÿëè íà áåññûâîðîòî÷íóþ, à â
îïûòíûå ÷àøêè âíîñèëè áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó, ñîäåð-
æàùóþ ñîîòâåòñòâåííî ÏÃ, ÏÊ, ÑÊ ëèáî ýêâèìîëÿðíûå
êîìïëåêñû ÏÃ—ÏÊ èëè ÑÊ—ÏÊ. Èññëåäîâàëè ýôôåêòû
áåëêîâ è èõ ìåæìîëåêóëÿðíûõ êîìïëåêñîâ â êîíöåíòðà-
öèè 10–7, 10–9 èëè 10–11 Ì. Èçó÷àåìûå àãåíòû ñòåðèëèçî-
âàëè ñ ïîìîùüþ ñòåðèëüíûõ ôèëüòðîâ ñ äèàìåòðîì ïîð
0.22 ìêì. Ýêâèìîëÿðíûå êîìïëåêñû ãîòîâèëè íåïîñðåä-
ñòâåííî ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì, ñìåøèâàÿ íåîáõîäèìûå
êîëè÷åñòâà áåëêîâ, êàê îïèñàíî ðàíåå (Nikandrov et al.,
1997). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ðåãèñòðèðîâàëè ÷åðåç
1 è 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü êëåòîê îöåíèâàëè ïî îêðàñ-
êå òðèïàíîâûì ñèíèì (0.4%-íûé ðàñòâîð íà ôîñôàòíîì
áóôåðå, pH 7.2). ×èñëî îêðàøåííûõ (íåæèâûõ) è íåîêðà-
øåííûõ (æèâûõ) êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.
Äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
A = (B – C)/B�100 %, ãäå A — äîëÿ æèçíåñïîñîáíûõ êëå-
òîê (%), B — ÷èñëî âñåõ êëåòîê, C — ÷èñëî íåæèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê. È í ä å ê ñ ï ð î ë è ô å ð à ö è è (ÈÏ) ðàñ-
ñ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè êëå-
òîê ê èñõîäíîé (ïîñåâíîé) êîíöåíòðàöèè.

Êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü ñîáèðàëè â ïðîáèðêè è
öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 150 g äëÿ îñàæ-
äåíèÿ êëåòîê, óòðàòèâøèõ àäãåçèþ ê ïëàñòèêó. Â êóëüòó-
ðàëüíîé æèäêîñòè âïîñëåäñòâèè îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü
ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû (ËÄÃ), à ñóïåðíàòàíò îáúåäèíÿëè ñ
êëåòêàìè, êîòîðûå ñíèìàëè ñ ÷àøåê îáû÷íûì ñïîñîáîì,
è ïðîâîäèëè ýêñòðàêöèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ Ä Í Ê, Ð Í Ê è á å ë -
ê à. Â îñíîâå îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñ-
ëîò ëåæèò ôðàêöèîíèðîâàíèå ïî Øìèäòó è Òàíãàóçåðó
(Schmidt, Thannhauser, 1945), êîòîðîå ñâîäèòñÿ ê ïîñëå-
äîâàòåëüíîìó óäàëåíèþ êèñëîòîðàñòâîðèìîé ôðàêöèè,
ëèïèäîâ è âûÿâëåíèþ è îïðåäåëåíèþ ñ ïîìîùüþ ùåëî÷-
íîãî è êèñëîòíîãî ãèäðîëèçîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò è
áåëêà. Ê îñàäêó êëåòîê ïðèáàâëÿëè 1 ìë 0.3 Ì ðàñòâîðà
HClO4. Äëÿ ïîëíîòû îñàæäåíèÿ êèñëîòîíåðàñòâîðèìîé
ôðàêöèè ïðîáèðêè íà 15 ìèí ïîìåùàëè â ëåä. Çàòåì öåí-
òðèôóãèðîâàëè ïðè 2000—3000 g 10—15 ìèí. Îñàäêè
äâàæäû îòìûâàëè 0.1 Ì ðàñòâîðîì HClO4. Îñàäêè ñóñ-
ïåíäèðîâàëè â 0.5 ìë âîäû, çàòåì äîáàâëÿëè 0.5 ìë 0.6 Ì
ðàñòâîðà KOH. ×åðåç 1 ÷ èíêóáàöèè ïðè 37 °Ñ ïðîáèðêè
ïåðåíîñèëè â ëåä äëÿ îñòàíîâêè ãèäðîëèçà. Â êàæäóþ
ïðîáèðêó äîáàâëÿëè ïî 2 ìë 0.6 Ì ðàñòâîðà HClO4 è
îñòàâëÿëè íà 15 ìèí âî ëüäó. Öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí
ïðè 2000—3000 g. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñëèâàëè äëÿ

îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ. Ê îñàäêó äîáàâëÿëè 2 ìë
0.5 Ì HClO4, ñëåãêà ðåñóñïåíäèðîâàëè è ñòàâèëè äëÿ
ãèäðîëèçà íà 20 ìèí â âîäÿíóþ áàíþ ïðè 80 °Ñ, ïîñëå
÷åãî â ïîäãîòîâëåííûõ òàêèì îáðàçîì ïðîáàõ îïðåäåëÿ-
ëè ñîäåðæàíèå ÄÍÊ. Àíàëèç ñîäåðæàíèÿ íóêëåèíîâûõ
êèñëîò è áåëêà ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå CA-
RY-100 (Varian, Àâñòðàëèÿ). Îáñ÷åò ðåçóëüòàòîâ ïðîèç-
âîäèëè ïî ïðèëîæåíèþ RNA/DNA ê ïðîãðàììíîìó
îáåñïå÷åíèþ Cary Win UV (2003 ã.).

À ê ò è â í î ñ ò ü Ë Ä Ã (ÊÔ 1.1.1.27) â ñðåäå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê èçìåðÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî èç-
âåñòíîìó ìåòîäó (Koh, Choi, 1987). Èññëåäóåìûå ïðîáû
(300 ìêë) äîáàâëÿëè ê ñâåæåïðèãîòîâëåííîé ñóáñò-
ðàò-áóôåðíîé ñìåñè (0.76 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ è 85 ìêÌ
NADH â 0.1 Ì K-ôîñôàòíîì áóôåðå, pH 7.5) ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå. Àáñîðáöèþ ðåàêöèîííîé ñìåñè ïðè
340 íì èçìåðÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè â òå÷åíèå
1 ìèí, ðåãèñòðèðóÿ ïàäåíèå êîíöåíòðàöèè NADH â õîäå
êàòàëèçèðóåìîãî ËÄÃ ïðåâðàùåíèÿ ïèðóâàòà â ëàêòàò.
Ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü âûðàæàëè â íìîëÿõ NADH
çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà.

Ï Ã - à ê ò è â è ð ó þ ù ó þ ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü êëåòîê àíà-
ëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà ëèçèñà ôèáðèíîâîãî
ãåëÿ, ñîäåðæàùåãî ÏÃ, êàê îïèñàíî ðàíåå (Pyzhova et al.,
1996). Ôèáðèíîâûå ïëàñòèíû ãîòîâèëè â ÷àøêàõ Ïåòðè,
ñìåøèâàÿ 10 ìë 0.3 %-íîãî ðàñòâîðà ôèáðèíîãåíà ÷åëî-
âåêà, ïðèãîòîâëåííîãî íà ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, è
0.2 ìë ðàñòâîðà òðîìáèíà, ïðèãîòîâëåííîãî íà äèñòèë-
ëèðîâàííîé âîäå. Ïîñëå îáðàçîâàíèÿ ãåëÿ ïëàñòèíû âû-
äåðæèâàëè 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì íà ïî-
âåðõíîñòü ãåëÿ íàíîñèëè èññëåäóåìûå îáðàçöû. Äëÿ ïî-
ñòàíîâêè ðåàêöèè êëåòêè, ïðåèíêóáèðîâàííûå â òå÷åíèå
1 èëè 3 ñóò ñ èññëåäóåìûìè áåëêàìè â êîíöåíòðàöèè
10–7 Ì, îòìûâàëè ïðè 150 g â òå÷åíèå 5 ìèí, ïèïåòèðîâà-
ëè â ñâåæåì DMEM è äîáàâëÿëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó,
äîâîäÿ êîíöåíòðàöèþ êëåòîê äî 2 ìëí/ìë. Èç ïîëó÷åí-
íîé âçâåñè áðàëè ïî 30 ìêë ñóñïåíçèè è íàíîñèëè íà
÷àøêè Ïåòðè, ïîêðûòûå ñëîåì ôèáðèíà. ×åðåç 20 ÷ èí-
êóáàöèè ïðè 37 °Ñ èçìåðÿëè ïëîùàäü çîí ëèçèñà (â ìì2).

Ñïóñòÿ 24 èëè 72 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ èññëåäóåìûõ
àãåíòîâ êóëüòóðû êëåòîê ïðîñìàòðèâàëè â ñâåòîâîì èí-
âåðòèðîâàííîì ôàçîâî-êîíòðàñòíîì ìèêðîñêîïå (OP-
TON, Ãåðìàíèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Âñå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå è åãî ñòàí-
äàðòíîå îòêëîíåíèå èç íå ìåíåå ÷åì òðåõ íåçàâèñèìûõ
èçìåðåíèé, âûïîëíåííûå â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ. Ñòàòè-
ñòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ áûëà
îöåíåíà ïðè ïîìîùè U-òåñòà äëÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âû-
áîðîê. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè P < 0.05. Ñòàòè-
ñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïàêåòà Statistica 6.0.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ í å é ð î á ë à ñ ò î -
ì û I M R - 3 2 ñ Ï Ã, Ï Ê, Ñ Ë ë è á î ê î ì ï ë å ê ñ à ì è
ÏÃ—Ï Ê è ë è Ñ Ê—ÏÊ í à ï ð î ë è ô å ð à ö è þ ê ë å ò î ê
è ñ î ä å ð æ à í è å â í è õ í ó ê ë å è í î â û õ ê è ñ ë î ò è
á å ë ê à. ×åðåç 24 ÷ ÏÃ â êîíöåíòðàöèè 10–7—10–9 Ì îêà-
çûâàë ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ïðîöåññû áèîñèíòåçà,
íî íå âëèÿë íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Ñîäåðæàíèå ÐÍÊ
è áåëêà â ýòîì ñëó÷àå âîçðàñòàëî ñîîòâåòñòâåííî íà
38—55 è 27—49 %, à êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê íå èçìåíÿ-
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ëàñü. Ïðè äåéñòâèè ÑÊ â êîíöåíòðàöèè 10–7 10–9 Ì óðî-
âåíü ÄÍÊ âûðîñ íà 34—39 %, ÐÍÊ — íà 24—30, áåë-
êà — íà 43—45 % â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì. Ñòàòèñòè÷å-
ñêè çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) íà
50 % íàáëþäàëîñü ëèøü ïðè âëèÿíèè 10–7 Ì ÑÊ. Äåéñò-
âèå ÑÊ, à òàêæå ÏÃ â êîíöåíòðàöèè 10–11 Ì íå âûçûâàëî
çíà÷èìûõ èçìåíåíèé â ñîäåðæàíèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò
è êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Äëÿ
êëåòîê, âûðàùåííûõ â ïðèñóòñòâèè 10–7—10–11 Ì ÏÊ, ñî-
äåðæàíèå ÐÍÊ âûðîñëî íà 53—77, áåëêà — íà 48—64 %.
Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê áûëà íà 25 % âûøå êîíòðîëüíûõ
ïîêàçàòåëåé òîëüêî â ñëó÷àå âëèÿíèÿ 10–7 Ì ÏÊ, îäíàêî
çíà÷åíèÿ ÈÏ íå îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëÿ. Ýôôåêò ýêâè-
ìîëÿðíîãî êîìïëåêñà ÏÃ—ÏÊ áûë ñõîäåí ñ äåéñòâèåì
ÏÃ. Êîìïëåêñ ÑÊ—ÏÊ âûçûâàë óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ
ÐÍÊ â êëåòêàõ íà 25—50 è áåëêà íà 36—40 %. Ýôôåêò
ýòîãî êîìïëåêñà íà ñîäåðæàíèå ÄÍÊ è ÷èñëåííîñòü êëå-
òîê íå îòëè÷àëñÿ îò êîíòðîëÿ (òàáë. 1).

×åðåç 3 ñóò â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ íåéðîáëàñòî-
ìû, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå áåç
ñûâîðîòî÷íûõ áåëêîâ, íàáëþäàëè óãíåòåíèå áèîñèíòå-
òè÷åñêèõ ïðîöåññîâ è îñòàíîâêó êëåòî÷íîé ïðîëèôåðà-

öèè. Óðîâíè ÄÍÊ è áåëêà îñòàëèñü òàêèìè æå, êàê è
÷åðåç 24 ÷, à ñîäåðæàíèå ÐÍÊ ñíèçèëîñü íà 50 %. Ýòè
äàííûå, âèäèìî, îáúÿñíÿþòñÿ òåì, ÷òî ðàêîâûå êëåòêè
õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ñêîðîñòüþ ìåòàáîëèçìà è
íóæäàþòñÿ â ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâàõ è ðîñòîâûõ ôàêòî-
ðàõ, ñîäåðæàùèõñÿ â ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîò-
êå. Ïîä âîçäåéñòâèåì ÏÃ âî âñåõ èññëåäóåìûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ âûðîñëî íà 21—61 %, ÐÍÊ —
71—118, áåëêà — íà 38—88 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì. ÏÃ ñïîñîáñòâîâàë ïîääåðæàíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè êëåòîê, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ÈÏ
íà 45—91 %. ÑÊ òàêæå ñïîñîáñòâîâàëà ïîääåðæàíèþ
æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê íåéðîáëàñòîìû IMR-32. Òàê,
ïîñëå 3 ñóò âîçäåéñòâèÿ ÑÊ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ âûðîñëî íà
41—185, ÐÍÊ — íà 41—90 % (âëèÿíèå ÑÊ â êîíöåíò-
ðàöèè 10–11 Ì íà óðîâåíü ÐÍÊ íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðî-
ëÿ), êîíöåíòðàöèÿ êëåòî÷íîãî áåëêà óâåëè÷èëàñü íà
53—145, à ÈÏ óâåëè÷èëñÿ íà 54—154 % â ñðàâíåíèè ñ
êîíòðîëåì. Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â äàí-
íîì ñëó÷àå îñòàëîñü íà óðîâíå çíà÷åíèé 1-õ ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Äîáàâêà â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ÏÊ â ëþáîé
èç èññëåäîâàííûõ êîíöåíòðàöèé âåëà ê ðîñòó ñîäåðæà-
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Ò à á ë è ö à 1

Ñîäåðæàíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò è áåëêà â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà
IMR-32 è èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ ïèðóâàòêèíàçîé (ÏÊ), ïëàçìèíîãåíîì (ÏÃ), ñòðåïòîêèíàçîé (ÑÊ)

è ñ ýêâèìîëÿðíûìè êîìïëåêñàìè ÏÃ—ÏÊ èëè ÑÊ—ÏÊ

Êîíöåíòðàöèÿ
èññëåäóåìûõ

àãåíòîâ, Ì

Ñîäåðæàíèå, ìêã/ìë, x sx±
ÈÏ

ÐÍÊ ÄÍÊ áåëîê

Êîíòðîëü 4.3 � 0.32 3.25 � 0.70 64.72 � 6.79 1.2 � 0.2

Ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 7.63 � 0.24à 4.36 � 0.73 106.06 � 2.52à 1.5 � 0.1

10–9 6.92 � 0.36à 4.28 � 1.53 97.14 � 16.00à 1.3 � 0.2

10–11 6.58 � 1.37à 4.04 � 0.78 95.64 � 2.85à 1.2 � 0.1

Ï ë à ç ì è í î ã å í

10–7 5.93 � 0.56à 4.43 � 0.58 82.08 � 2.58à 1.6 � 0.3

10–9 6.69 � 0.76à 3.65 � 0.61 96.65 � 10.25à 1.3 � 0.2

10–11 5.24 � 0.61 3.94 � 0.56 80.65 � 4.62à 1.2 � 0.2

Ï ë à ç ì è í î ã å í—ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 5.94 � 0.79à,â 3.94 � 0.88 96.52 � 5.12à,á 1.5 � 0.1

10–9 5.29 � 0.12à,â 3.73 � 0.25 86.31 � 1.04à 1.3 � 0.1

10–11 5.31 � 0.74 3.41 � 0.06 87.72 � 6.65à 1.3 � 0.2

Ñ ò ð å ï ò î ê è í à ç à

10–7 5.64 � 0.09à 4.53 � 0.46à 93.56 � 3.94à 1.8 � 0.3à

10–9 5.33 � 0.37à 4.37 � 0.25à 92.90 � 4.72à 1.5 � 0.2

10–11 5.50 � 1.03 3.89 � 0.50 87.97 � 0.54à 1.2 � 0.2

Ñ ò ð å ï ò î ê è í à ç à—ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 6.48 � 0.21à,â 3.06 � 0.31 90.69 � 5.36à,â 1.2 � 0.1

10–9 6.18 � 0.65à 2.95 � 0.89 88.21 � 11.93à 1.1 � 0.1

10–11 5.39 � 0.55à 3.01 � 0.40 91.54 � 8.18à 1.1 � 0.2

à Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû. á Îòëè÷èÿ âëèÿíèÿ ýêâèìîëÿðíîãî êîìïëåêñà îò äåéñòèÿ
àãåíòîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ êîìïëåêñà, äîñòîâåðíû. â Îòëè÷èÿ îò äåéñòâèÿ ýêâèâàëåíòíîé
êîíöåíòðàöèè ÏÊ äîñòîâåðíû. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè êðèòåðèÿ
Ìàííà—Óèòíè äëÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê (P < 0.05).



íèÿ ÄÍÊ íà 132—281 %, ÐÍÊ — íà 171—231, áåëêà —
íà 154—273 % è ê óâåëè÷åíèþ ÈÏ ñîîòâåòñòâåííî íà
154—273 %. Äîáàâêà ê ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íåéðîá-
ëàñòîìû êîìïëåêñà ÏÃ—ÏÊ â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì âû-
çûâàëà óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ íà 93 %, ÐÍÊ — íà
298, áåëêà — íà 152, ÈÏ — íà 191 %, à â êîíöåíòðàöèè
10–9 Ì âåëà ê ðîñòó ÐÍÊ íà 213 %, áåëêà — íà 119,
ÈÏ — íà 127 % â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì. Êîíöåíòðàöèÿ
ÄÍÊ â ýòîì ñëó÷àå âûðîñëà íåçíà÷èòåëüíî ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì. Âëèÿíèå êîìïëåêñà â êîíöåíòðàöèè
10–11 Ì íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ, çà èñêëþ÷åíèåì ïî-
âûøåííîãî (íà 100 %) ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ. Êîìïëåêñ
ÑÊ—ÏÊ íà 3-è ñóò ñïîñîáñòâîâàë óâåëè÷åíèþ ñîäåðæà-
íèÿ ÐÍÊ íà 95—206 %, ÄÍÊ — íà 102 (òîëüêî â êîíöåí-
òðàöèè 10–7 Ì), áåëêà — íà 40—150 % â ñðàâíåíèè ñ
êîíòðîëåì. Ïðè÷åì ñîäåðæàíèå èññëåäóåìûõ ìàêðîìî-
ëåêóë â êëåòêàõ ïîñëå 3 ñóò âëèÿíèÿ êîìïëåêñà ÑÊ—ÏÊ
â êîíöåíòðàöèÿõ 10–9 è 10–11 Ì íå èçìåíÿëîñü â ñðàâíå-
íèè ñ 1-ìè ñóò. Óâåëè÷åíèå ÈÏ ïîä âëèÿíèåì îçíà÷åí-
íîãî êîìïëåêñà â êîíöåíòðàöèè 10–7—10–11 Ì ñîñòàâèëî
45—154 % ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (òàáë. 2).

Î÷åâèäíî, ÷òî ïðè èíòåãðàöèè áåëêîâ â ìåæìîëåêó-
ëÿðíûå êîìïëåêñû ýôôåêòû, îêàçûâàåìûå èìè ïî îòäåëü-
íîñòè íà ñîäåðæàíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò è áåëêà â
êëåòêàõ, à òàêæå êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ, ìîãóò èçìå-
íÿòüñÿ. Òàê, ÷åðåç 1 ñóò èíêóáàöèè IMR-32 ñ ÏÃ, ÏÊ
ëèáî èõ êîìïëåêñîì ÏÃ—ÏÊ íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ñî-
äåðæàíèÿ ÐÍÊ è áåëêà. Ïðè÷åì ñîäåðæàíèå ýòèõ áèîìî-
ëåêóë â êëåòêàõ, êîòîðûå âûðàùèâàëè â ïðèñóòñòâèè ÏÊ
â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì, áûëî âûøå, ÷åì àíàëîãè÷íûå ïî-
êàçàòåëè äëÿ êëåòîê, âûðàùåííûõ â ïðèñóòñòâèè ÏÃ è
êîìïëåêñà ÏÃ—ÏÊ. Êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ, ïîä-
âåðãøèõñÿ äåéñòâèþ ÏÊ è ýêâèìîëÿðíîãî êîìïëåêñà
ÑÊ—ÏÊ, íå îòëè÷àëàñü îò êîíòðîëÿ, òîãäà êàê ÑÊ â êîí-
öåíòðàöèè 10–7—10–9 Ì âûçûâàëà çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå
ñîäåðæàíèÿ íå òîëüêî ÐÍÊ ñ áåëêîì, íî è ÄÍÊ, à òàê-
æå ÈÏ.

×åðåç 3 ñóò ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â êëåòêàõ, êîòîðûå êóëü-
òèâèðîâàëè â ñðåäå ñ ñîäåðæàíèåì êîìïëåêñà ÏÃ—ÏÊ â
êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì, áûëî òàêèì æå, êàê è äëÿ íåéðî-
áëàñòîìû, âûðàùåííîé â ñðåäå ñ 10–7 Ì ÏÊ, è âûøå, ÷åì ó
êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÏÃ â òîé æå êîíöåíòðàöèè. Ñîäåð-
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Ò à á ë è ö à 2

Ñîäåðæàíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò è áåëêà â êëåòêàõ íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà
IMR-32 è èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ ïèðóâàòêèíàçîé (ÏÊ), ïëàçìèíîãåíîì (ÏÃ), ñòðåïòîêèíàçîé (ÑÊ)

è ñ ýêâèìîëÿðíûìè êîìïëåêñàìè ÏÃ—ÏÊ èëè ÑÊ—ÏÊ

Êîíöåíòðàöèÿ
èññëåäóåìûõ

àãåíòîâ, Ì

Ñîäåðæàíèå, ìêã/ìë, x sx±
ÈÏ

ÐÍÊ ÄÍÊ áåëîê

Êîíòðîëü 2.87 � 0.11 3.37 � 0.20 56.39 � 3.25 1.1 � 0.1

Ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 9.51 � 0.57à 12.85 � 2.28à 203.70 � 17.26à 4.1 � 0.3à

10–9 9.31 � 0.43à 12.30 � 1.73à 198.91 � 17.82à 3.9 � 0.1à

10–11 7.77 � 1.65à 7.82 � 3.43à 141.88 � 45.63à 2.8 � 0.2à

Ï ë à ç ì è í î ã å í

10–7 6.25 � 1.07à 4.74 � 0.97à 92.55 � 9.61à 1.8 � 0.1à

10–9 6.55 � 1.66à 5.42 � 1.57à 105.94 � 26.95à 2.1 � 0.1à

10–11 4.91 � 0.38à 4.09 � 0.86 78.05 � 10.36à 1.6 � 0.2à

Ï ë à ç ì è í î ã å í—ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 11.42 � 1.59à,ã 6.50 � 2.85à,â 142.30 � 32.79à,á 3.2 � 0.3à,á

10–9 8.99 � 0.87à 4.20 � 0.68 123.59 � 11.75à,â 2.5 � 0.3à,â

10–11 5.75 � 1.36à 2.48 � 1.12 75.39 � 13.38 1.5 � 0.3

Ñ ò ð å ï ò î ê è í à ç à

10–7 5.47 � 1.22à 9.62 � 1.07à 138.42 � 15.50à 2.8 � 0.1à

10–9 4.06 � 1.02à 5.75 � 0.67à 90.57 � 5.01à 1.8 � 0.2à

10–11 3.07 � 0.11 4.74 � 0.69à 86.06 � 6.08à 1.7 � 0.2à

Ñ ò ð å ï ò î ê è í à ç à—ï è ð ó â à ò ê è í à ç à

10–7 8.78 � 0.62à,ä 6.83 � 2.00à,â 9141.3 � 14.30à,â 2.8 � 0.2à,â

10–9 6.80 � 2.03à,â 3.39 � 0.33 90.52 � 18.22à,â 1.8 � 0.2à,â

10–11 5.60 � 0.49à,â 3.11 � 0.12 79.07 � 4.56à,â 1.6 � 0.2à,â

à Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû. á Îòëè÷èÿ âëèÿíèÿ ýêâèìîëÿðíîãî êîìïëåêñà îò äåéñòèÿ
àãåíòîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ êîìïëåêñà, äîñòîâåðíû. â Îòëè÷èÿ îò äåéñòâèÿ ýêâèâàëåíòíîé
êîíöåíòðàöèè ÏÊ äîñòîâåðíû. ã Îòëè÷èÿ äîñòîâåðíû â ñðàâíåíèè ñ âëèÿíèåì ÏÃ. ä Îòëè÷èÿ
äîñòîâåðíû â ñðàâíåíèè ñ âëèÿíèåì ÑÊ. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè êðèòåðèÿ
Ìàííà—Óèòíè äëÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê (P < 0.05).



æàíèå æå ÄÍÊ â êóëüòóðàõ, âûðàùåííûõ â ïðèñóòñòâèè
êîìïëåêñà, íå îòëè÷àëîñü îò òàêîâîãî äëÿ êëåòîê, êóëü-
òèâèðîâàâøèõñÿ â ïðèñóòñòâèè ÏÃ. Ñîäåðæàíèå áåëêà
áûëî âûøå, ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ñ ÏÃ, íî
íèæå, ÷åì ñ ÏÊ. ÈÏ òàêæå áûë íèæå, ÷åì â ñëó÷àå ñ ÏÊ,
íî âûøå, ÷åì â ñëó÷àå ñ ÏÃ. Êîìïëåêñ ÑÊ—ÏÊ â êîí-
öåíòðàöèè 10–7 Ì ñïîñîáñòâîâàë óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðà-
öèè êëåòî÷íîé ÐÍÊ â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì îäíà ÑÊ.
Îñòàëüíûå ïîêàçàòåëè áûëè ïðèìåðíî íà óðîâíå òåõ çíà-
÷åíèé, êîòîðûå ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äåéñòâèè îäíîé ÑÊ,
è îòëè÷íûìè îò âûçûâàåìûõ ÏÊ (òàáë. 2).

Â ë è ÿ í è å Ï Ã, Ï Ê, Ñ Ê, Ï Ã—ÏÊ è Ñ Ê—ÏÊ í à
æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê í å é ð î á ë à ñ ò î ì û è
à ê ò è â í î ñ ò ü Ë Ä Ã â ñ ð å ä å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. ×å-
ðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
áûëà íà óðîâíå 90—98 % è çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó
êîíòðîëüíûìè è îïûòíûìè ïðîáàìè íå áûëî. Íà 3-è ñóò
â êîíòðîëå æèçíåñïîñîáíîñòü óïàëà äî 35 %, â òî âðåìÿ
êàê â êóëüòóðàõ, â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êîòîðûõ áûëè

âíåñåíû èññëåäóåìûå áåëêè, æèçíåñïîñîáíîñòü äîñòèãà-
ëà 80—98 % â çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû è êîíöåíòðàöèè
àãåíòà.

Â êîíòðîëå ïîâûøåííûé óðîâåíü àêòèâíîñòè ËÄÃ â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ íåéðîáëàñòîìû IMR-32 ðåãèñò-
ðèðîâàëè óæå ÷åðåç 24 ÷. Îí âîçðàñòàë ÷åðåç 3 ñóò â
5 ðàç, òîãäà êàê â ñðåäå ñ ñîäåðæàíèåì èññëåäóåìûõ
àãåíòîâ ðåãèñòðèðîâàëè ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ýêñòðàêëå-
òî÷íîé ËÄÃ â ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëåì íà ïðîòÿæåíèè
âñåãî âðåìåíè íàáëþäåíèÿ. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâèëî âëèÿ-
íèå ÏÃ â êîíöåíòðàöèè 10–11 Ì: â ýòîì ñëó÷àå çíà÷åíèå
àêòèâíîñòè âíåêëåòî÷íîé ËÄÃ áûëî âûøå, ÷åì â îñòàëü-
íûõ âàðèàíòàõ îïûòîâ, è íå îòëè÷àëîñü îò êîíòðîëÿ. Íà
3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ àêòèâíîñòü ËÄÃ â ñðåäå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ ÏÃ è åãî êîìïëåêñîì ñ ÏÊ â êîíöåíòðà-
öèè 10–7 Ì áûëà íåñêîëüêî âûøå, ÷åì àíàëîãè÷íûå ïîêà-
çàòåëè â êóëüòóðàõ, ïîäâåðãøèõñÿ âîçäåéñòâèþ ÏÊ, ÑÊ
ëèáî èõ êîìïëåêñà. Äðóãèõ ìåæãðóïïîâûõ ðàçëè÷èé â
ïîêàçàòåëÿõ àêòèâíîñòè ýêñòðàêëåòî÷íîé ËÄÃ íå áûëî
çàðåãèñòðèðîâàíî (ðèñ. 1).

Ì î ð ô î ë î ã è ÿ ê ë å ò î ê í å é ð î á ë à ñ ò î ì û ï ð è
ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è ñ Ï Ã, Ï Ê, Ñ Ê è ë è è õ ý ê â è ì î -
ë ÿ ð í û ì è ê î ì ï ë å ê ñ à ì è. Â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå
êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ðåãèñòðèðîâàëè çíà÷èòåëüíîå
êîëè÷åñòâî îêðóãëûõ è ïëàâàþùèõ êëåòîê, îòðîñòêè
ó êëåòîê ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàëè, èìåþùèåñÿ æå îò-
ðîñòêè áûëè î÷åíü êîðîòêèìè. Â êëåòî÷íîì ìîíîñëîå,
âûðàùåííîì â ïðèñóòñòâèè 10–7 Ì ÏÃ, îêðóãëûå è ïëà-
âàþùèå êëåòêè âñòðå÷àëèñü êðàéíå ðåäêî, íàáëþäà-
ëè ïðèçíàêè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê è ôîðìèðîâà-
íèå äëèííûõ (áîëåå 50 ìêì) îòðîñòêîâ. Â êóëüòóðàõ, êî-
òîðûå êóëüòèâèðîâàëè 3 ñóò â ïðèñóòñòâèè ÑÊ,
íàáëþäàëè ïîÿâëåíèå íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà îêðóãëûõ
êëåòîê, îòðîñòêè áûëè êîðî÷å, ÷åì ó êëåòîê, íà êîòîðûå
âîçäåéñòâîâàëè ÏÃ. Êîìïëåêñ ÑÊ—ÏÊ áîëåå ýôôåêòèâ-
íî, íåæåëè îäíà ÑÊ, ïðåäîòâðàùàë íàðàñòàíèå ïàãóá-
íûõ èçìåíåíèé â êóëüòóðå. Â êóëüòóðàõ IMR-32, âûðà-
ùåííûõ â ïðèñóòñòâèè ÏÊ èëè êîìïëåêñà ÏÃ—ÏÊ â
êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì, êëåòêè ôîðìèðîâàëè ïëîòíûé ìî-
íîñëîé, îêðóãëûå è ïëàâàþùèå êëåòêè îòñóòñòâîâàëè
(ðèñ. 2).
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Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü ËÄÃ â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå êëåòîê íåéðîáëàñòîìû IMR-32 ÷åðåç 1 (à) è 3 (á) ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÏÃ,
ÑÊ, ÏÊ èëè ñ èõ ýêâèìîëÿðíûìè êîìïëåêñàìè.

Àêòèâíîñòü ËÄÃ âûðàæåíà â íÌ NADH çà 1 ìèí íà 1 ìã áåëêà; îäíà çâåçäî÷êà îçíà÷àåò äîñòîâåðíîå ðàçëè÷èå ìåæäó êîíòðîëüíîé ãðóïïîé è ãðóïïàìè,
íà êîòîðûå âîçäåéñòâîâàëè èññëåäóåìûìè áåëêàìè; äâå çâåçäî÷êè îçíà÷àþò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ îïûòíûõ ãðóïï ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé êóëüòóð,

îáðàáîòàííûõ ÏÊ. Ðàçëè÷èÿ îïðåäåëÿëè ïî êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè (P < 0.05).

Ò à á ë è ö à 3

ÏÃ-çàâèñèìàÿ ôèáðèíîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü
êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà IMR-32

ïîñëå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÏÃ, ÏÊ, ÑÊ èëè
ñ èõ ýêâèìîëÿðíûìè êîìïëåêñàìè ÏÃ—ÏÊ è ÑÊ—ÏÊ

Äîáàâêè â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ

Çîíû ôèáðèíîëèçà
÷åðåç 1 ñóò, ìì2,

x sx±

Çîíû ôèáðèíîëèçà
÷åðåç 3 ñóò, ìì2,

x sx±

Êîíòðîëü 34 � 3 34 � 3

ÏÊ 35 � 13 39 � 3

ÏÃ 29 � 6 38 � 9

ÑÊ 105 � 21à 205 � 17á

ÏÃ—ÏÊ 27 � 9 51 � 15

ÑÊ—ÏÊ 93 � 14à 50 � 14

à Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû. á Îòëè÷èÿ äîñòîâåðíû
â ñðàâíåíèè ñ 1 ñóò èíêóáàöèè. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè
ïðè ïîìîùè êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè äëÿ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê
(P < 0.05). Êîíöåíòðàöèÿ àãåíòà âî âñåõ ñëó÷àÿõ áûëà 10–7 Ì.



Â ë è ÿ í è å Ï Ã, Ï Ê, Ñ Ê è è õ ý ê â è ì î ë ÿ ð í û õ
ê î ì ï ë å ê ñ î â í à Ï Ã - à ê ò è â è ð ó þ ù ó þ ô ó í ê ö è þ
ê ë å ò î ê í å é ð î á ë à ñ ò î ì û I M R - 3 2. Èçâåñòíî, ÷òî
êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ñåêðåòèðóþò 2 àêòèâàòîðà ÏÃ —
uPA è tPA (Seeger et al., 1977; Benjamin et al., 1989), ïîý-
òîìó àíàëèçèðîâàëè, êàê èçìåíÿåòñÿ ÏÃ-àêòèâàòîðíàÿ
ïîòåíöèÿ êëåòîê ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ñ èññëåäóåìû-
ìè áåëêàìè íà ðàçëè÷íûõ ñðîêàõ íàáëþäåíèÿ. Áûëî îò-
ìå÷åíî, ÷òî âûðàùèâàíèå êóëüòóðû â ïðèñóòñòâèè ÏÊ è

ÏÃ, à òàêæå èõ êîìïëåêñà íèêàê íå âëèÿëî íà ñïîñîá-
íîñòü êëåòîê àêòèâèðîâàòü ÏÃ. Ïðè âûðàùèâàíèè íåé-
ðîáëàñòîìû â ïðèñóòñòâèè ÑÊ íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå
ñïîñîáíîñòè êëåòîê àêòèâèðîâàòü ÏÃ â 3 ðàçà ÷åðåç 1 ñóò
è â 6 ðàç ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êîìïëåêñ
ÑÊ—ÏÊ âûçûâàë óâåëè÷åíèå çîíû ëèçèñà â 2.7 ðàçà òî-
ëüêî ÷åðåç 1 ñóò, à äàëåå åãî äåéñòâèå íå îòëè÷àëîñü îò
êîíòðîëÿ (òàáë. 3).

Âëèÿíèå ïëàçìèíîãåíà íà êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà IMR-32 661

Ðèñ. 2. Ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê íåéðîáëàñòîìû IMR-32 ÷åðåç 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå (à) è â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé ðàçëè÷íûå äîáàâêè â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì (á—å).

á — ÏÊ, â — ÏÃ, ã — ýêâèìîëÿðíûé êîìïëåêñ ÏÃ—ÏÊ, ä — ÑÊ, å — ýêâèìîëÿðíûé êîìïëåêñ ÑÊ—ÏÊ. Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 16�.



Îáñóæäåíèå

Ñèñòåìà ïëàçìèíîãåí—ïëàçìèí èãðàåò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è ìèãðàöèè
âî âðåìÿ ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ, à òàêæå ïðè ìåòàñòà-
çèðîâàíèè è îïóõîëåâîé èíâàçèè (Dana et al., 1985; Va-
linsky, Le Douarin, 1985). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïîëó-
÷åíî ïîäòâåðæäåíèå ó÷àñòèÿ äàííîé ñèñòåìû â æèçíåäå-
ÿòåëüíîñòè êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà. Òàê, â
òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè ÏÃ ðåãèñòðèðîâàëè áîëåå âûñîêîå ñîäåðæàíèå
ÄÍÊ, ÐÍÊ è áåëêà, à òàêæå óâåëè÷åíèå ÷èñëåííîñòè êëå-
òîê è èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì,
÷òî óêàçûâàåò íà ñòèìóëÿöèþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íåé-
ðîáëàñòîìû. Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî (Menouny et al.,
1997), ÷òî ìèòîãåííûé ýôôåêò ÏÃ ñíèìàåòñÿ â ïðèñóòñò-
âèè áëîêàòîðà ðåöåïòîðà ê èíñóëèíîïîäîáíîìó ôàêòîðó
ðîñòà (IGF) è â ïðèñóòñòâèè àíòè-IGF-II-àíòèòåë. Òàêèì
îáðàçîì, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ýôôåêò ÏÃ íà ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç IGFs, â íàøåì ñëó÷àå —
÷åðåç IGF-II, òàê êàê èìåííî îí ïðîäóöèðóåòñÿ êëåòêàìè
íåéðîáëàñòîìû (El-Badry et al., 1989). Âëèÿíèå æå IGFs
íà ïðîëèôåðàöèþ ÷åòêî óñòàíîâëåíî (El-Badry et al.,
1991). Ïî ñâèäåòåëüñòâó ÿïîíñêèõ ó÷åíûõ (Nakagima,
Hamanoue, 1994), íåéðîíû ýêñïðåññèðóþò íà ñâîåé ïî-
âåðõíîñòè á-åíîëàçó, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ðåöåïòîðîì ê ÏÃ.
Íåèçâåñòíî, èìååòñÿ ëè á-åíîëàçà íà êëåòêàõ íåéðîáëà-
ñòîìû, íî òî÷íî óñòàíîâëåíî, ÷òî ýòè êëåòêè ýêñïðåññè-
ðóþò àìôîòåðèí, à ÏÃ, ðàâíî êàê è tPA, ìîæåò ôîðìèðî-
âàòü êîìïëåêñ ñ àìôîòåðèíîì ïîñðåäñòâîì ëèçèíñâÿçû-
âàþùèõ ñàéòîâ, ÷òî âûçûâàåò óñêîðåíèå àêòèâàöèè ÏÃ
(Parkkinen, Rauvala, 1991). Àêòèâèðîâàííûé ÏÃ ñïîñî-
áåí îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ìèêðîîêðóæåíèå êëåòêè, â òîì
÷èñëå è íà àêòèâàöèþ IGF-II. Ïîìèìî ýòîãî, â êóëüòóðàõ,
èíêóáèðîâàâøèõñÿ â ïðèñóòñòâèè ÏÃ, ðåãèñòðèðîâàëè
áîëåå íèçêóþ àêòèâíîñòü ËÄÃ â ñðåäå èíêóáàöèè, ÷òî
óêàçûâàåò íà ñïîñîáíîñòü ÏÃ ïðåäîòâðàùàòü íàðóøåíèå
öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è â êîíå÷íîì èòîãå
ïðåïÿòñòâîâàòü ãèáåëè êëåòîê, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëü-
òàòàìè èññëåäîâàíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê íåéðî-
áëàñòîìû. Äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ òàêîâûìè ïîëó÷åííû-
ìè íàìè ðàíåå íà êóëüòóðå êðûñèíîé ôåîõðîìàöèòîìû
PC12, î òîì, ÷òî ÏÃ â êîíöåíòðàöèè 10–6—10–7 Ì ñïî-
ñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ÷èñëà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê
ýòîé ëèíèè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â áåññûâîðîòî÷íîé
ñðåäå (Íèêàíäðîâ è äð., 2002). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ãèáåëü êëå-
òîê â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêè, îáóñëîâëåíà
ãëàâíûì îáðàçîì àêòèâàöèåé ñâîáîäíîðàäèêàëüíûõ ïðî-
öåññîâ (Ñîêîëîâà è äð., 2005), ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî îá-
íàðóæåííàÿ ó ÏÃ ñëàáàÿ êîíâåðãèðóþùàÿ ñóïåðîêñèä
ñïîñîáíîñòü (Íèêàíäðîâ, Ïûæîâà, 2003) ïðåïÿòñòâóåò
íàðàñòàíèþ ïðîÿâëåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ñðåäå,
ëèøåííîé ñûâîðîòêè. Â äàííîé ðàáîòå âïåðâûå áûëî
èçó÷åíî âëèÿíèå ÑÊ — àêòèâàòîðà ÏÃ — íà êëåòêè íåé-
ðîáëàñòîìû. Äîáàâêà ÑÊ òàêæå ïîääåðæèâàåò ïðîëèôå-
ðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê â ñðåäå ñ äåôèöèòîì
ñûâîðîòî÷íûõ áåëêîâ. Ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ ýô-
ôåêòîâ ÑÊ íà íåðâíóþ òêàíü (Íèêàíäðîâ è äð., 2003à;
Íèêàíäðîâ, Æóê, 2005) ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊ ñïîñîáíà âîç-
äåéñòâîâàòü íà êëåòêè íåïîñðåäñòâåííî, ìèíóÿ êðîâî-
òîê, ÷òî ïîçâîëèëî íàì îòíåñòè ÑÊ ê ðåãóëÿòîðíûì áåë-
êàì. Ïðè÷åì ðåçóëüòàò äåéñòâèÿ ÑÊ çàâèñèò îò êëåòî÷-
íîãî òèïà è ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè îò ñòåïåíè
çðåëîñòè òêàíè. Åñòü îñíîâàíèÿ äóìàòü, ÷òî äåéñòâèå ÑÊ
èìååò òðèããåðíûé õàðàêòåð è ìîæåò áûòü íàïðàâëåíî íà

ñòàáèëèçàöèþ ñòðóêòóðû è ôóíêöèè êëåòêè, ÷òî âûðàæà-
åòñÿ â óâåëè÷åíèè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê â íåáëàãî-
ïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ. Â ïðèñóòñòâèè ÏÊ ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ïðîõîäèëà åùå áîëåå àêòèâíî,
÷åì â ïðèñóòñòâèè ÏÃ è ÑÊ. Íàäî çàìåòèòü, ÷òî ðàíåå
áûëî çàôèêñèðîâàíî óãíåòàþùåå äåéñòâèå ÏÊ (îñîáåí-
íî â êîíöåíòðàöèè 10–7 Ì) íà êëåòêè êðûñèíîé ãëèîìû
C6 (Ðîìàíîâñêàÿ, 2005), ÷òî óêàçûâàåò íà çàâèñèìîñòü
ýôôåêòîâ, âûçûâàåìûõ ÏÊ, îò òèïà êëåòîê. Òîò ôàêò, ÷òî
ÑÊ èëè ÏÊ â íàíîìîëÿðíîé êîíöåíòðàöèè ñïîñîáíû
äåéñòâîâàòü íà ïðîëèôåðàöèþ è æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê, çàêîíîìåðíî ñòàâèò âîïðîñ î ìåõàíèçìàõ èõ äåé-
ñòâèÿ. Îäíàêî âîïðîñ ýòîò äî êîíöà íå âûÿñíåí. Ìàëîâå-
ðîÿòíî, ÷òî òàêîå íè÷òîæíî ìàëîå êîëè÷åñòâî áåëêà, êî-
òîðîå ìû âíîñèëè â êëåòî÷íóþ ñèñòåìó, ïðè ñâîåì ðàç-
ðóøåíèè ìîãëî âîñïîëíèòü êëåòêàì äåôèöèò
àìèíîêèñëîò. Âîçìîæíî, ÷òî ýòè áåëêè ìîãóò ñâÿçûâàòü-
ñÿ ñ êàêèìè-òî ñòðóêòóðàìè íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè
(ðåöåïòîðàìè), âûçûâàÿ àêòèâàöèþ ãåíîâ, îòâå÷àþùèõ
çà êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ. Íå èñêëþ÷åíî òàêæå è íå-
ðåöåïòîðíîå äåéñòâèå äàííûõ àãåíòîâ íà êëåòêè. Òàê,
ó÷èòûâàÿ, ÷òî äàæå â òàêîé ìàëîé êîíöåíòðàöèè, êàê
10–11 Ì, íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ÏÊ èëè ÑÊ ðåãèñò-
ðèðóåòñÿ óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ, ÐÍÊ è áåëêà, à
òàêæå ïðèðîñò ÷èñëåííîñòè êëåòîê, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü ó÷àñòèå ìåõàíèçìîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ èçìåíå-
íèÿ òðàíñìåìáðàííûõ èîííûõ ïîòîêîâ, â ÷àñòíîñòè
èîíîâ Ca2+, â ïðîÿâëåíèè ýôôåêòîâ èññëåäóåìûõ áåëêîâ.
Îäíàêî ýòîò âîïðîñ ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì äàëüíåéøèõ èñ-
ñëåäîâàíèé.

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå èññëåäîâàíèÿ ïîëó÷åíû íî-
âûå îðèãèíàëüíûå ôàêòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âîçìîæ-
íîñòè èíèöèèðîâàíèÿ ìàëèãíèçàöèè êëåòîê è ïîòåíöè-
ðîâàíèÿ îïóõîëåâîãî ðîñòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ãðàíòà Ïðåçèäèó-
ìà ÍÀÍ Áåëàðóñè (¹ 2006324).
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EFFECTS OF PLASMINOGEN, STREPTOKINASE AND THEIR EQUIMOLAR COMPLEXES

WITH PYRUVATE KINASE ON THE HUMAN NEUROBLASTOMA IMR-32 CELLS

A. A. Romanovskaya,1 V. N. Nikandrov

Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk;
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The system of extracellular proteolysing, consists of plasminogen (PGn), its active protease (plasmin), PGn
activation and PGn activators inhibitors, influences the nervous tissue functions, their growth, differentiation
and proliferation in both, normal and pathological conditions. The purpose of the investigation was to study the
effects of exogenous PGn, its activator streptokinase (SK), PK and their equimolar complex on the morpho-fun-
ctional state neuroblastoma IMR-32 cells. PGn, SK, PK and their complexes stimulated cells proliferation du-
ring 1—3 days of incubation, shown by cell quantity increase. We also observed DNA, RNA and protein increa-
se. The low lactate dehydrogenase efflux was evidence of that an addition of the proteins under investigation in
the culture medium prevented the development of degenerative alterations connected with serum deprivation.
The levels of extracellular PGn-activator activity, as measured by the biochemical fibrinolytic assay, increased
over SK. This SK effect vanished on the 3rd day when SK formed complexes with PK. New original facts obtai-
ned testify the probability of initiation of neoplastic transformation and tumor growth potentiation.
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