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Èçâåñòíî, ÷òî ïðîäóêöèÿ ýíåðãèè è ñèíòåç ìàêðîìîëåêóë â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ çàâèñÿò îò ìåòàáîëèçìà
ãëþêîçû â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â íåîïóõîëåâûõ. Ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ýôôåêòèâíîñòè èíãè-
áèòîðîâ ãëèêîëèçà 2-äåçîêñè-D-ãëþêîçû (2-DG) è íàòðèåâîé ñîëè äèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû (DCA) â èíäóê-
öèè ãèáåëè êëåòîê, íàðóøåíèè ïðîãðåññèè êëåòîê ïî öèêëó è èçìåíåíèé âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ êèñëîðîä-
íûõ ðàäèêàëîâ â ýíäîòåëèîöèòàõ (ëèíèÿ ECV304) è êëåòêàõ êàðöèíîìû ÷åëîâåêà (ëèíèÿ HeLa G-63). Ïîêà-
çàíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ãëèêîëèçà ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ïðîëèôåðàöèè è ê ãèáåëè òîëüêî
êëåòîê HeLa G-63. Èíãèáèòîð êèíàçû ïèðóâàò äåãèäðîãåíàçû DCA è 2-DG, èíãèáèòîð òðàíñïîðòà ãëþêîçû
è ïðîöåññà ãëèêîçèëèðîâàíèÿ, èíäóöèðîâàëè äîçîçàâèñèìûé ñåëåêòèâíûé öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò. Óâåëè÷å-
íèå âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ êèñëîðîäíûõ ðàäèêàëîâ, èíäóöèðóåìîå DCA, â êëåòêàõ HeLa G-63 ïðåäïîëàãà-
åò, ÷òî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò DCA îïîñðåäîâàí àêòèâàöèåé ìèòîõîíäðèàëüíûõ ôóíêöèé. Çàâèñèìîñòü
öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà 2-DG îò óðîâíÿ ãëþêîçû â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íå
òîëüêî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, íî è ýíåðãåòè÷åñêîå ãîëîäàíèå âîâëå÷åíû â ýòîò ïðîöåññ.
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It is known that the production of energy and synthesis of macromolecules in cancer cells depend on the glucose metab-
olism to a greater extent than in non-tumor. In this paper we carry out a comparative study of the effectiveness of the two
modifiers glycolysis 2 — D-deoxyglucose (2-DG) and dichloroacetate (DCA) in the induction of the cell death,
changes in the cell cycle progression and in the alteration of the intracellular ROS levels in endothelial cells (line
ECV304) and human carcinoma cells (line HeLa G-63) in order to identify cause-effect relations between these events.
It has been shown that inhibition of the various stages of the glycolysis result in blocking cells in G2/M phase of the cell
cycle and the induction of the cell death. This effect was record for HeLa G-63 cells only. DCA is inhibitor of the
pyruvate dehydrogenase kinase and 2-DG is inhibitor of the glucose transport and glycosylation induced selective
dose-dependent cytotoxic effect in HeLa G-63 cells. The increase of intracellular levels of the oxygen radicals induced by
DCA in the cells HeLa G-63 suggests that the cytotoxic effect of the DCA is mediated by activation of the mitochondrial
functions. The cytotoxic effect of 2-DG depend on the level of glucose in the culture medium, therefore we suggest that
not only the oxidative stress, but and the energy depletion involved in selective response of the cancer cells on the actions of
the inhibitors of glycolysis.
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Ìàëèãíàíòíàÿ òðàíñôîðìàöèÿ êëåòêè ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ ðÿäîì ìåòàáîëè÷åñêèõ èçìåíåíèé, â òîì ÷èñëå
è àýðîáíûì ãëèêîëèçîì, êîòîðûé ìîæåò áûòü ñëåäñò-
âèåì íàðóøåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî äûõàíèÿ èç-çà
ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåôåêòîâ, àäàïòàöèè ê ãèïîêñè÷å-
ñêîìó îêðóæåíèþ, îíêîãåííûõ ñèãíàëîâ è íàðóøåíèÿ
ýêñïðåññèè ìåòàáîëè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ [1, 2]. Íå-
ñìîòðÿ íà ãåòåðîãåííîñòü êëåòîê â îïóõîëÿõ, ïî÷òè
âñå îïóõîëåâûå êëåòêè äåìîíñòðèðóþò óñèëåííîå
âêëþ÷åíèå è óòèëèçàöèþ ãëþêîçû, â òî âðåìÿ êàê ìè-
òîõîíäðèàëüíàÿ àêòèâíîñòü â íèõ â çíà÷èòåëüíîé ñòå-
ïåíè ïîäàâëåíà [3]. Ïåðâàÿ ñòàäèÿ ãëèêîëèçà — ýòî
ôîñôîðèëèðîâàíèå 6-ãî óãëåðîäà ãëþêîçû ãåêñîêèíà-
çîé. Èçâåñòíî, ÷òî ãëþêîçíûé àíàëîã 2-DG êîíêóðè-
ðóåò ñ ãëþêîçîé êàê çà òðàíñïîðò â êëåòêó, òàê è çà
ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ ãåêñîêèíàçîé [4]. Ïðè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèè 2-DG îáðàçóåòñÿ 2-DG-6P, êîòîðûé àêêó-
ìóëèðóåòñÿ â êëåòêå è íàðóøàåò êîíâåðòèðîâàíèå
2-D- ãëþêîçî-6-ôîñôàòà â 2-D-ôðóêòîçî-6-ôîñôàò.
Èíãèáèðîâàíèå 2-DG ýòîé ñòàäèè ãëèêîëèçà âûçû-
âàåò èñòîùåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÒÔ, áëî-
êèðîâàíèå ïðîãðåññèè ïî êëåòî÷íîìó öèêëó è ãèáåëü
êëåòîê in vitro [5]. Ñëåäóåò îòìåòèòü ãåòåðîãåííîñòü
ýôôåêòîâ 2-DG â ðàçëè÷íûõ îïóõîëÿõ [6], è ïîêà
îñòàåòñÿ íå âûÿñíåííîé âçàèìîñâÿçü ìåæäó óñèëåíè-
åì ãëèêîëèçà è àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê. Îä-
íàêî èçìåíåíèÿ â ðåäîêñíîì ñòàòóñå, îáóñëîâëåííûå
ñíèæåíèåì ðåãåíåðàöèè NADH è ëàêòàòà èç-çà èí-
ãèáèðîâàíèÿ ãëèêîëèçà, ïðåäïîëàãàþò çàïóñê àïîïòî-
çà [7]. Ê òîìó æå ïîêàçàíî, ÷òî 2-DG ìîæåò ñåëåê-
òèâíî óáèâàòü îïóõîëåâûå êëåòêè êàê ïðè àýðîáíûõ
óñëîâèÿõ (÷åðåç èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññà ãëèêîçèëè-
ðîâàíèÿ), òàê è ïðè ãèïîêñèè (÷åðåç èíãèáèðîâàíèå
ãëèêîëèçà) [4]. Ïîñëåäíÿÿ ñòàäèÿ ãëèêîëèçà — ýòî
èíäóêöèÿ êèíàçû ïèðóâàòäåãèäðîãåíàçû (PDK), êî-
òîðàÿ ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè ïèðóâàòäåãèäðîãåíàç-
íîãî êîìïëåêñà (PDC). PDC êàòàëèçèðóåò íåîáðà-
òèìîå äåêàðáîêñèëèðîâàíèå ïèðóâàòà äî àöåòèë-ÑîÀ,
ÑÎ2 è NADH [8].

Îáðàáîòêà îïóõîëåâûõ êëåòîê DCA, èíãèáèòîðîì
êèíàçû ïèðóâàòäåãèäðîãåíàçû, óâåëè÷èâàëà îêèñëå-
íèå ãëþêîçû è ïîíèæàëà óðîâåíü ëàêòàòà. Ïîñêîëüêó
îêèñëåíèå ãëþêîçû ïðîèñõîäèò â ìèòîõîíäðèÿõ,
ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ìèòîõîíäðèè îïóõîëåâûõ êëåòîê,
âîçìîæíî, ôóíêöèîíàëüíî ïîäàâëåíû, à íå îêîí÷àòå-
ëüíî ïîâðåæäåíû, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü ïðå-
ïàðàòû, ïîäîáíûå DCA, â êà÷åñòâå íîâûõ ïðîòèâî-
îïóõîëåâûõ àãåíòîâ [9]. DCA òàêæå èíäóöèðîâàë
ìèòîõîíäðèàëüíî-çàâèñèìûé àïîïòîç è ñíèæàë ïðî-
ëèôåðàöèþ êàê in vitro, òàê è in vivo [10]. Ñïîñîá-
íîñòü DCA ìåíÿòü ãëèêîëèòè÷åñêèé ôåíîòèï â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ ÷åðåç èíãèáèðîâàíèå êèíàçû ïèðó-
âàòäåãèäðîãåíàçû ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âûæèâàåìî-
ñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê è ðîñòà îïóõîëè. Òîðìîæåíèå

ðîñòà îïóõîëè íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè îáúÿñíÿþò
óâåëè÷åíèåì àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê ïîñëå îá-
ðàáîòêè DCA [10—12]. Ðÿä àâòîðîâ ñ÷èòàåò, ÷òî
DCA äåéñòâóåò áîëüøå êàê öèòîñòàòè÷åñêèé àãåíò, à
íå öèòîòîêñè÷åñêèé [13, 14]. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî
DCA àêòèâèðóåò îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå è
ñïîñîáñòâóåò àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè ïî äâóì ìåõà-
íèçìàì. Ïåðâûé — óâåëè÷åíèå ïîòîêà ÷åðåç ýëåêò-
ðîííóþ òðàíñïîðòíóþ ñåòü, ïðèâîäÿùåå ê äåïîëÿðè-
çàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû è âûñâîáîæäå-
íèþ àïîïòîòè÷åñêîãî ýôôåêòîðà — öèòîõðîìà Ñ.
Âòîðîé — óâåëè÷åíèå ãåíåðàöèè ÀÔÊ è àêòèâàöèÿ
âîëüòàæçàâèñèìîãî Ê+-èîííîãî êàíàëà, ÷òî ïðèâîäèò
ê óòå÷êå èîíîâ êàëèÿ è àêòèâàöèè êàñïàç [15].

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè
èíãèáèòîðîâ ãëèêîëèçà 2-DG è DCA â èíäóêöèè ãè-
áåëè êëåòîê, íàðóøåíèè ïðîãðåññèè êëåòîê ïî öèêëó è
èçìåíåíèé âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ â ýíäîòå-
ëèîöèòàõ (ëèíèÿ ECV304) è êëåòêàõ êàðöèíîìû ÷å-
ëîâåêà (ëèíèÿ HeLa G-63).

Ìåòîäèêà

Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ìîäåëüíîé ñèñòåìå, ñîñòîÿ-
ùåé èç äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà, îäíà èç êîòî-
ðûõ îïóõîëåâàÿ (HeLa G-63), à âòîðàÿ ïåðåâèâàå-
ìàÿ, òðàíñôîðìèðîâàííàÿ (ECV 304), íî ñîõðàíèâ-
øàÿ íåêîòîðûå õàðàêòåðèñòèêè èñõîäíîé ýíäîòåëèà-
ëüíîé ëèíèè. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå Èãëà ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Â êà-
÷åñòâå àíòèáèîòèêà èñïîëüçîâàëè ãåíòàìèöèí. Êëåòêè
âûðàùèâàëè â ïåíèöèëëèíîâûõ ôëàêîíàõ ñ ïîêðîâ-
íûìè ñòåêëàìè, ÷òî ïîçâîëÿëî îäíîâðåìåííî ïðîâî-
äèòü ìîðôîëîãè÷åñêèé è öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç îä-
íîé è òîé æå ïîïóëÿöèè êëåòîê. Êëåòêè, âûðàùåííûå
íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè ýòàíîëîì, çàòåì
îêðàøèâàëè àöåòîîðöåèíîì è àíàëèçèðîâàëè íà ñâå-
òîâîì ìèêðîñêîïå «Motic», ñíàáæ¸ííîì öèôðîâîé
ôîòîêàìåðîé. Íà ñò¸êëàõ ðåãèñòðèðîâàëè êëåòêè ñ õà-
ðàêòåðíûìè äëÿ àïîïòîçà ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðèçíà-
êàìè. Êëåòêè, âûðîñøèå íà ïîâåðõíîñòè ôëàêîíîâ,
ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñåíà, ïîëó÷åííóþ êëåòî÷íóþ
ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè è îñàäîê ñóñïåíäèðîâà-
ëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 0,1% áðîìèñòîãî ýòèäèÿ,
çà 15 ìèí äî àíàëèçà íà öèòîìåòðå è áåç ïîñëåäóþ-
ùåé îòìûâêè êðàñèòåëÿ äëÿ îöåíêè ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ.

Âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü àêòèâíûõ ôîðì êèñëî-
ðîäà (ÀÔÊ) ðåãèñòðèðîâàëè öèòîìåòðè÷åñêè ñ ïîìî-
ùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ 2`,7` äèõëîðôëóî-
ðåñöèíà äèàöåòàòà (DCFH-DA). Êëåòêè èíêóáèðî-
âàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 20 ìêÌ DCFH-DA, â òå-
÷åíèå 15 ìèí ïðè 37°C. DCFH-DA êîíâåðòèðóåòñÿ ñ
ïîìîùüþ âíóòðèêëåòî÷íîé ýñòåðàçû äî 2.7-äèõëîðô-
ëþðåñöåèíà (DCFH). Â ïðèñóòñòâèè H2O2 èëè äðó-
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ãèõ îêñèäàíòîâ DCFH îêèñëÿåòñÿ äî âûñîêîôëóî-
ðåñöåíòíîãî 2,7-äèõëîðôëþðåñöåèíà (DCF,
em = 535 íì, çåë¸íàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ). Ïîñëå èíêó-
áàöèè ñ êðàñèòåëåì êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè â õî-
ëîäíîì ôîñôàòíîì áóôåðå è äàëåå èçìåðÿëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå. Äëÿ äåòåêöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
àíèîíà ñóïåðîêñèäà èñïîëüçîâàëè äèãèäðîýòèäèí
(DHE), îêèñëåííàÿ ôîðìà êîòîðîãî èìååò ìàêñèìóì
ýìèññèè ïðè em = 590—610 íì, (êðàñíàÿ ôëóîðåñ-
öåíöèÿ). Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ èíêóáèðîâàëè â òåì-
íîòå ñ DHE (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 5—10 ìêÌ),
â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37°Ñ, à çàòåì àíàëèçèðîâàëè íà
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.

Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ ãëèêîëèçà èñïîëüçîâàëè
2-DG (Sigma, USA) è íàòðèåâóþ ñîëü äèõëîðóêñóñ-
íîé êèñëîòû (DCA), ñèíòåçèðîâàííóþ â ëàáîðàòî-
ðèè áèîîðãàíè÷åñêîé è ìåäèöèíñêîé õèìèè Áîíäàðå-
âûì Ã.Í.

Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîìåòðå, ñîçäàííîì â ãðóïïå ðàäèîáèîëîãèè è ìå-
äèöèíû ÏÈßÔ [16]. Àíàëèç ãèñòîãðàìì (ïðîöåíò-
íîå îòíîøåíèå êëåòîê ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì
ÄÍÊ ê îáùåìó ÷èñëó ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê)
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû (ñî-
çäàííîé ñîòðóäíèêîì ÏÈßÔ ÐÀÍ Í.Â.Êëîïî-
âûì), êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìîé
èçâåñòíîé ïðîãðàììû Dean [17]. Â êàæäîì ñëó÷àå
àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 20 òûñ. êëåòîê. Ýêñïåðèìåíò
ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 5 ðàç.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäè-
ëàñü â ïðîãðàììå Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïîçâîëÿåò ïðîñëåäèòü êàê çà ïðî-
ãðåññèåé êëåòîê ïî öèêëó: 2ñ- G1; 3c- S; 4c- G2/M,
òàê è îöåíèòü öèòîòîêñè÷íîñòü ïðåïàðàòîâ: êëåòêè ñ
ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ (<2ñ) èëè
sub-G1-ïîïóëÿöèþ èäåíòèôèöèðóþò êàê àïîïòîç

[18]. Â ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ECV304 è He-
La G-63 áûëè ðàññåÿíû ïî ïåíèöèëëèíîâûì ôëàêî-
íàì â êîíöåíòðàöèè 5 õ 105 â 1 ìë. ×åðåç 24 ÷ â ïè-
òàòåëüíóþ ñðåäó áûëè äîáàâëåíû ëèáî DCA, ëèáî
2-DG â êîíöåíòðàöèÿõ 20, 40, 80 ìÌ, ïîñëå ÷åãî
êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè åùå 48 ÷. Âûáîð êîíöåíòðà-
öèé è ïðîäîëæèòåëüíîñòè îáðàáîòêè áûëè îáóñëîâëå-
íû ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé, ñîãëàñíî êîòî-
ðûì 48-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ DCA â êîíöåíò-
ðàöèè 17 ìÌ íå èíäóöèðîâàëà àïîïòîòè÷åñêóþ ãè-
áåëü êëåòîê, à ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè äî 25
ìÌ è âûøå àïîïòîç ðåãèñòðèðîâàëñÿ, íî îòñóòñòâîâà-
ëà ñåëåêòèâíàÿ ãèáåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê [13]. Â òàá-
ëèöå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïÿòè íåçàâèñèìûõ ýê-
ñïåðèìåíòîâ ïî îöåíêå âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ êîíöåíò-
ðàöèé èíãèáèòîðîâ ãëèêîëèçà íà ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê ECV 304 è HeLa G63 ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ.

Êàê âèäíî èç òàáëèöû, â êîíòðîëå ñóùåñòâåííûõ
ðàçëè÷èé ìåæäó êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè êàê â ñïîíòàí-
íîì óðîâíå êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì
ÄÍÊ ECV 304, HeLa G-63, òàê è â ñêîðîñòè ïðî-
ãðåññèè ïî öèêëó (% ñîîòíîøåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà) íå íàáëþäàåòñÿ.
Èíêóáàöèÿ êëåòîê â òå÷åíèå 48 ÷ â ñðåäå ñ ðàçëè÷íû-
ìè êîíöåíòðàöèÿìè DCA è 2-DG èíäóöèðîâàëà äî-
çîçàâèñèìîå óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèä-
íûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ òîëüêî â ëèíèè HeLa G63.
Ïðè âñåõ èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿ ýòèõ èíãèáè-
òîðîâ ðåãèñòðèðîâàëàñü ñåëåêòèâíàÿ öèòîòîêñè÷íîñòü
â îòíîøåíèè êëåòîê êàðöèíîìû ÷åëîâåêà. Èíãèáèòî-
ðû ìåíÿëè òàêæå è ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê HeLa G-63
ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíò-
ðàöèè ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ äîëÿ êëåòîê â G1-ôà-
çå(2ñ) è óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ sub-G1(<2c) ôðàêöèè,
èç ÷åãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíãèáèòîðû íàðó-
øàþò ïðîãðåññèþ êëåòîê èç G1 â S-ôàçó. Ìû ïðîâå-
ðèëè ýòî ïðåäïîëîæåíèå, îöåíèâ ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ â ðàçëè÷íûå ñðîêè ïîñëå
ïîñåâà. Ôëàêîí Êàððåëÿ ñ ìîíîñëîåì êëåòîê HeLa
G63 è ECV 304 áûë ðàññåÿí ïî ïåíèöèëëèíîâûì
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Òàáëèöà

Ëèíèÿ êëåòîê

ECV 304 HeLa G63

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ <2c Sub-G1 2c G1-ôàçà 3c S-ôàçà 4c G2/M <2c Sub-G1 2c G1-ôàçà 3c S-ôàçà 4c G2/M

Êîíòðîëü 5,9 ± 1,5 56,6 ± 3,9 13,6 ± 3,1 24,6 ± 2,4 6,8 ± 2,7 58,2 ± 5,8 11,3 ± 3,4 23,4 ± 4,5

DCA 20 mM 7,7 ± 1,6 56,9 ± 6,6 13,2 ± 3,7 23,6 ± 6,1 17,9 ± 4,1 52,5 ± 12,3 9,8 ± 0,5 19,8 ± 6,5

40 mM 8,8 ± 3,6 54,7 ± 4,9 13,8 ± 4,5 22,7 ± 5,6 51,5 ± 9,8 27,0 ± 8,6 6,0 ± 1,0 15,5 ± 2,5

80 mM 15,8 ± 3,9 48,6 ± 6,7 13,0 ± 3,4 22,6 ± 4,9 86,0 ± 5,6 7,7 ± 2,4 3,2 ± 1,2 3,1 ± 1,3

2D-G 20 mM 5,2 ± 1,5 65,2 ± 6,1 12,1 ± 3,4 17,5 ± 5,5 12,2 ± 2,1 59,0 ± 4,3 9,8 ± 0,6 19,0 ± 5,3

40 mM 9,3 ± 2,6 58,5 ± 5,3 10,5 ± 1,5 21,7 ± 2,1 24,8 ± 2,5 49,6 ± 5,7 9,8 ± 2,1 15,8 ± 3,6

80 mM 7,3 ± 2,1 59,7 ± 3,4 8,3 ± 2,3 23,9 ± 4,1 41,8 ± 2,9 37,7 ± 2,1 7,8 ± 3,1 12,7 ± 2,9



ôëàêîíàì ñ ïîêðîâíûìè ñòåêëàìè, è ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå
ïîñåâà â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó áûë äîáàâëåí ëèáî
DCA, ëèáî 2-DG â êîíöåíòðàöèè 40 ìÌ. ×àñòü
êëåòîê ôèêñèðîâàëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíêóáàöèè ñ èí-
ãèáèòîðàìè, à ÷àñòü ÷åðåç 48 ÷. Èç ãèñòîãðàìì, ïðåä-
ñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1, âèäíî, ÷òî 24-÷àñîâàÿ îáðàáîò-
êà êëåòîê HeLa G63 ñ 40 ìÌ DCA (À) è 40 ìÌ
2-DG (Â) íå óâåëè÷èâàëà sub-G1(<2c) ôðàêöèþ, íî
èíäóöèðîâàëà àêêóìóëÿöèþ êëåòîê â G2/M ôàçàõ
êëåòî÷íîãî öèêëà. ×åðåç 48 ÷àñîâ (Á è Ã) èíêóáàöèè
êëåòîê áëîê G2/M èñ÷åçàåò, íî óâåëè÷èâàåòñÿ
sub-G1(<2c) ôðàêöèÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî DCA è 2-DG èíäóöèðóåò íåîáðàòèìîå áëîêèðî-
âàíèå ïðîëèôåðàöèè â G2/M, êîòîðîå ïðèâîäèò ê ãè-
áåëè êëåòêè. Íà êëåòêàõ ECV 304 áëîêèðîâàíèå
ïðîëèôåðàöèè íå çàðåãèñòðèðîâàíî (Ä è Æ).

Ïàðàëëåëüíûé ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç, âûïîë-
íåííûé íà êëåòêàõ, âûðîñøèõ íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ,
âûÿâèë êëåòêè ñ õàðàêòåðíûìè äëÿ àïîïòîçà ìîðôî-
ëîãè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè (êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è
ôðàãìåíòàöèÿ ÿäåð). Íàøè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ
äàííûìè, ïîëó÷åííûìè íà êëåòêàõ êîëîðåêòàëüíîãî
ðàêà [19]. Àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå îáðàáîòêè
êëåòîê 20 ìM DCA íàáëþäàëîñü çíà÷èòåëüíîå ñíè-
æåíèå ïðîëèôåðàöèè, êîòîðîå áûëî àññîöèèðîâàíî ñ
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ è îñòàíîâêîé êëåòîê
â G2/Ì ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Äëÿ íåêàíöåðîãåí-
íûõ êëåòîê ýòîò ýôôåêò DCA îòñóòñòâîâàë. Î÷åâèä-
íî, ÷òî öèòîòîêñè÷îñòü DCA äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
÷àñòè÷íî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà è åãî öèòîñòàòè÷å-
ñêèì ýôôåêòîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èíãèáèðîâàíèå
êèíàçû ïèðóâàòäåãèäðîãåíàçû DCA ñ ïîñëåäóþùåé
àêòèâàöèåé ìèòîõîíäðèé ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ [15].

Èñïîëüçóÿ äâà ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäà, ïåðîê-
ñèä-÷óâñòâèòåëüíûé 2,7- DCFH-DA è ñóïåðîê-
ñèä-÷óâñòâèòåëüíûé DHE, ìû îöåíèëè âëèÿíèå
DCA íà âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ
ECV 304 è HeLa G63. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ýòè êëåòî÷íûå ëèíèè ðàçëè÷àþòñÿ ïî âíóòðèêëå-
òî÷íîìó óðîâíþ îêñèäà àçîòà (NO). Â êëåòêàõ
ECV-304, ýêñïðåññèðóþùèõ êîíñòèòóòèâíóþ èçî-
ôîðìó NO-ñèíòàçû, îí áûë íèæå, ÷åì â êëåòêàõ He-
La G63, ýêñïðåññèðóþùèõ èíäóöèáåëüíóþ èçîôîðìó
NOS. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ðàçëè÷èÿ â áàçàëüíîì
âíóòðèêëåòî÷íîì óðîâíå NO îïðåäåëÿþò êëåòî÷íûå
îòâåòû íà äåéñòâèå àãåíòîâ, ìîäèôèöèðóþùèõ óðî-
âåíü ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ (èíãèáèòîðû NO-ñèíòàçû
èëè àíòèîêñèäàíòû) â ýòèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
[20—22]. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû îä-
íîãî èç ïÿòè ýêñïåðèìåíòîâ ïî îöåíêå âíóòðèêëåòî÷-
íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ. Ïðè èíêóáèðîâàíèè êëåòîê HeLa
G-63 êàê ñ DHE (À), òàê è ñ DCFH-DA(Á) èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áûëà çíà÷èòåëüíî áîëüøå,

÷åì â êëåòêàõ ECV 304. Ïèê ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
HeLa G63 áûë íà 20-ì êàíàëå, à ECV 304 íà
6-ì-8-ì êàíàëàõ. Îáðàáîòêà êëåòîê DCA â êîíöåíò-
ðàöèè 20 ìÌ â òå÷åíèå 6 ÷ èíäóöèðîâàëà óâåëè÷åíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà
â êëåòêàõ HeLa G63 (Â) è ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëà íà
òàêîâîé â êëåòêàõ ECV 304 (Ã). Î÷åâèäíî, ÷òî ïî-
âûøåííûé áàçàëüíûé óðîâåíü ÀÔÊ, óâåëè÷åííûé
åù¸ è îáðàáîòêîé DCA, ñïîñîáñòâîâàë èíäóêöèè
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê HeLa G63. Âçàèìî-
ñâÿçü ìåæäó àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëüþ êëåòîê è óâåëè-
÷åíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ, çàðåãèñòðè-
ðîâàííàÿ íàìè ïðè îáðàáîòêå DCA êëåòîê HeLa
G63, ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâàíèé [2, 10,
23], âûïîëíåííûõ íà äðóãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, è
ïîäòâåðæäàåò îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ ïðîòè-
âîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ DCA, à èìåííî — óâåëè÷å-
íèå ãåíåðàöèè ÀÔÊ çà ñ÷åò óñèëåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è àêòèâàöèè âîëüòàæçàâèñèìîãî
Ê+-èîííîãî êàíàëà, ÷òî ïðèâîäèò ê óòå÷êå èîíîâ êà-
ëèÿ è àêòèâàöèè êàñïàç [10]. Ñåëåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ
2-DG â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê îòìå÷àëàñü
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïî-
ñëå 24-÷àñîâîé èíêóáàöèè êëåòîê â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ 40ìÌ DCA
(À) è 2-D-G (Â) è 48-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ DCA ( Á) è 2-DG (Ã).



ðÿäîì àâòîðîâ [4, 24]. Áîëåå òîãî ðåãèñòðèðîâàëàñü
ãåòåðîãåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàçëè÷íûõ âèäîâ îïó-
õîëåé ê òîêñè÷åñêîìó ýôôåêòó 2-DG. Ïðåäïîëàãàåò-
ñÿ, ÷òî ýòî îáóñëîâëåíî ðÿäîì ôàêòîðîâ: ñòåïåíüþ
çàâèñèìîñòè îò ãëþêîçû, ãëèêîëèçà, èñòîùåíèÿ ýíåð-
ãèè ïðè ñíèæåíèè óðîâíÿ ÀÒÔ, îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà è äð. [25—27].

Çàâèñèìîñòü ýòèõ äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé îò ãëþ-
êîçû îöåíèâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ ïî êóëüòèâèðîâàíèþ
êëåòîê â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì
ãëþêîçû (1 ã/ë). Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Èç ãèñòîãðàìì âèäíî, ÷òî êóëüòè-
âèðîâàíèå â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû
ñóùåñòâåííî ïîâûøàåò öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò
2-DG â êëåòêàõ HeLa G63. Ïðè èíêóáàöèè êëåòîê
â íîðìàëüíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå (4,5 ã/ë ãëþêîçû)
äîëÿ êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ
â êîíòðîëå ñîñòàâëÿëà 5% (À), à ïîñëå äîáàâëåíèÿ
â ñðåäó 40 ìÌ 2-DG óâåëè÷èâàëàñü äî 44% (Á).
Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ñ ýòîé æå êîíöåíòðàöè-
åé 2-DG, íî â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæà-
íèåì ãëþêîçû äîëÿ êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåð-
æàíèåì ÄÍÊ óâåëè÷èâàëàñü äî 63% (Â), ÷òî óêàçû-
âàåò íà ñèëüíóþ çàâèñèìîñòü ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè
îò óðîâíÿ ãëþêîçû â ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ ëèíèè ECV 304 ïðè êóëüòèâè-

ðîâàíèè èõ êàê â íîðìàëüíîé ñðåäå (Ä), òàê è â ñðåäå
ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû è ñ êîíöåíòðàöèåé
2-DG 40 ìÌ (5 Å) ôðàêöèÿ êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèä-
íûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ (7%) ïðàêòè÷åñêè íå îòëè-
÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîé (6%) (Ã), ÷òî ñâèäåòåëüñòâó-
åò î ìåíüøåé çàâèñèìîñòè âûæèâàåìîñòè ýòèõ êëåòîê
êàê îò óðîâíÿ ãëþêîçû, òàê è îò ãëèêîëèçà. Ðåãèñòðè-
ðóåìûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó HeLa G63 è ECV 304 â îò-
íîøåíèè ê óðîâíþ ãëþêîçû â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷èè ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé ïîëó-
÷åíèÿ ýíåðãèè. Äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê HeLa G63 ýòî
ãëèêîëèòè÷åñêèé ïóòü, äëÿ ECV 304 — îêèñëèòåëü-
íîå ôîñôîðèëèðîâàíèå, õàðàêòåðíîå äëÿ íåìàëèãíå-
çèðîâàííûõ êëåòîê [28]. Ïî÷òè âñå îïóõîëåâûå êëåò-
êè äåìîíñòðèðóþò óñèëåííîå âêëþ÷åíèå è óòèëèçà-
öèþ ãëþêîçû. Ýòà îñîáåííîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê
ñåé÷àñ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå
äëÿ ðåãèñòðàöèè ìåòàñòàçèðóþùèõ îïóõîëåé ñ ïî-
ìîùüþ ïîçèòðîí-ýìèññèîííîãî ñêàíèðîâàíèÿ âêëþ-
÷åíèÿ 2-(18F)-2-äåçîêñè-D-ãëþêîçû. Ïðè ýòîì
îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ, êîãäà è ïî÷åìó îïóõîëå-
âàÿ êëåòêà ïåðåõîäèò íà ýòîò ìåòàáîëè÷åñêèé
ïóòü [29].

Èçâåñòíî, ÷òî ìàëèãíàíòíîé òðàíñôîðìàöèè êëå-
òîê ìëåêîïèòàþùèõ ñïîñîáñòâóþò îíêîáåëêè è îïó-
õîëåâûå ñóïðåñîðíûå áåëêè, âîçäåéñòâèåì íà ïðîëè-
ôåðàöèþ, ðåãóëÿöèþ êëåòî÷íîãî öèêëà. Ê àãåíòàì,
èíäóöèðóþùèì ìóòàöèè â ãåíàõ, êîäèðóþùèõ ýòè
áåëêè, îáû÷íî îòíîñÿò èîíèçèðóþùåå èçëó÷åíèå, õè-
ìè÷åñêèå ìóòàãåíû, âèðóñû. Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî,
÷òî ãèïîêñèÿ è/èëè ñòðåññîâûå óñëîâèÿ, ãîëîäàíèå
(íàïðèìåð, îòñóòñòâèå ãëþêîçû) ìîãóò èíèöèèðîâàòü
è óñêîðÿòü ïðîöåññ ìàëèãíàíòíîé òðàíñôîðìàöèè.
Óñèëåííûé ãëèêîëèç òðåáóåòñÿ äëÿ òîãî, ÷òîáû àäàï-
òèðîâàòüñÿ ê ãèïîêñè÷åñêèì óñëîâèÿì, êîãäà ðîñò
îïóõîëè îïåðåæàåò åå âàñêóëÿðèçàöèþ. Â îòâåò íà
ñíèæåíèå óðîâíÿ êèñëîðîäà â òêàíÿõ óâåëè÷èâàåòñÿ
ýêñïðåññèÿ èíäóöèáåëüíîãî ãèïîêñèåé òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà àëüôà 1 (HIF-1�). HIF-1� ìîæåò
ïðÿìî ðåãóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ
êàê â ëîêàëüíûå, òàê è ãëîáàëüíûå ðåàêöèè íà ãèïîê-
ñèþ, âêëþ÷àÿ áîëüøèíñòâî ãëèêîëèòè÷åñêèõ ôåðìåí-
òîâ [30, 31]. Ãèïîêñèÿ âûçûâàåò ïðîãðåññèðóþùóþ
ïðîäóêöèþ êèñëîðîäíûõ ðàäèêàëîâ è õðîíè÷åñêè âû-
ñîêèé óðîâåíü ÀÔÊ, êîòîðûé ñî âðåìåíåì ñòàáèëè-
çèðóåòñÿ â êëåòêàõ ÷åðåç óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè
HIF-2�, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü êëåòêàì âûæèâàòü.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîâûøåííûé âíóòðèêëå-
òî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ HeLa G63 îáóñëîâ-
ëåí ýòèìè ôàêòîðàìè.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèðîâà-
íèå ðàçëè÷íûõ ñòàäèé ãëèêîëèçà ïðèâîäèò ê íàðóøå-
íèþ ïðîëèôåðàöèè è ãèáåëè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ñå-
ëåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ DCA â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ
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Ðèñ. 2. Âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü êèñëîðîäíûõ ðàäèêàëîâ â ýíäîòå-
ëèîöèòàõ (ECV 304) è â êëåòêàõ êàðöèíîìû (HeLa G63) ÷åëîâåêà:
À — áàçàëüíûé óðîâåíü ÀÔÊ â ECV 304 è â êëåòêàõ HeLa G63, îöå-
íåííûé ñ ïîìîùüþ DHE;
Á — áàçàëüíûé óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ ECV 304 HeLa G63 , îöåíåí-
íûé ñ ïîìîùüþ DCFH-DA;
Â — âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê HeLa
G63 20 ìÌ DCA;
Ã — âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê ECV 304
20 ìÌ DCA



êëåòîê ëèíèè HeLa G63 îáóñëîâëåíà óâåëè÷åíèåì
âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ, êîòîðûé â ýòèõ
êëåòêàõ èñõîäíî âûøå, ÷åì â ëèíèè ECV 304. Ñå-
ëåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ 2-DG â îòíîøåíèè îïóõîëåâûõ
êëåòîê ëèíèè HeLa G63 îáóñëîâëåíà áîëüøåé çàâè-
ñèìîñòüþ ýòîé ëèíèè îò óðîâíÿ ãëþêîçû, ÷òî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ óñèëåíèåì åå öèòîòîêñè÷íîñòè ïðè ñíè-
æåíèè óðîâíÿ ãëþêîçû â ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ã.È. Êðàñîö-
êîé, Ô.Ì. Èáàòóëëèíó è Ñ.È. Ñòåïàíîâó çà ÷ðåç-
âû÷àéíî ïîëåçíîå ñîäåéñòâèå â ïðîâåäåíèè èññëå-
äîâàíèé.
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