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Введение

,     Известно что в условиях функционального 
     напряжения в отдельных органах и системах 
  , усиливаются деструктивные процессы скорость 

   которых характеризует восстановительную реге-
 .     нерацию тканей При любых воздействиях на 
,     ,организм приводящих к повреждению тканей  

   ,запускается процесс репаративной регенерации  

     в основе которого лежит усиление клеточной 
.     пролиферации Общим для всех процессов яв-

    [11]. ляется усиление биосинтеза белка
  ,   Ранее было показано что процессы регене-

      рации в организме зависят от активации рези-
  [3].   дентных макрофагов Захватывая продукты 

 ,   деградации клеток они кооперативно поглоща-
    .   ют ЛПВП и стероидные гормоны В клетке по-

   следние восстанавливаются с образованием 
,     тетрагидросоединений а ЛПВП при участии ли-

  .  зосомальных гидролаз разрушаются Освобо-
  дившийся аполипопротеин АI   с высоким аф-

    финитетом образует комплекс со стероидными 
,    гормонами который попадает в интерстициаль-

 ,     ное пространство а затем в соматические 
.   клетки Происходит усиление   экспрессии генов и 

     [7].  скорости биосинтеза белка в них Однако 
  ,      было не ясно лежит ли этот механизм в осно-

     ве редупликации ДНК и клеточной пролифера-
.ции

   Самой высокой пролиферативной активно-
   .  ,стью обладают опухолевые клетки Известно  

     что формирование опухоли во многом зависит 
    от активности инфильтрующих их макрофагов 

[15].    ,   Но оставалось не ясным в чем проявляет-
     ся участие макрофагов в усилении клеточного 

      . роста и от каких факторов это зависит Иссле-
    дования влияния липопротеинов на биосинтез 

     ,  -белка и ДНК в опухолевых клетках по ви-
,    .  димому никем ранее не проводились Однако 

встре  ,   чаются работы посвященные изучению 

   влияния ЛПВП на пролифера  цию опухолевых 
.  ,  клеток Так M. Rothender  и G. Kostner [19]  ,показали  

    что опухолевые клетки грудной же ,  лезы как 
,   ,гормонозависимые так и гормононезависимые  

    .активно пролиферируют под влиянием ЛПВП  

ЛПВП3   стимулировали включение мече  ного ти-
      549, мидина в ДНК опухолевых клеток линии А а 

    [14].  также усиливали их пролиферацию В клет-
  ках линии Hep G2   ЛПВП повышали ско  рость об-

  разования мРНК АпоAI [18].   Механизм этого 
       влияния на опухолевые клетки до сих пор не 
.раскрыт

     В данной работе была поставлена задача 
пока ,     зать что в основе усиления пролифератив-

     ных процессов в нормальных и опухолевых 
 клетках ле     жит активация макрофагов под влия-

    , нием ЛПВП и стероидных гормонов связанная 
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 с формировани   ем биологически активного 
 «  — комплекса тетрагидрокортизол АпоAI».

Материал и методы

Выделение  липопротеинов.  Исследование 
     (выполнено на крысах линии Вистар n = 50) 

 180—200массой  ,  г   содержащихся на стандартной 
 .   лабораторной диете Липопротеины сыворотки 

   крови выделяли с по  мощью ультрацентрифуги-
  рования после освобож   дения от хиломикронов 

[16].    Получали соответственно ЛПОНП 

(0,94 < d < 1,006 / ),  г мл ЛПНП 

(1,006 < d < 1,063 / ),г мл   (1,063ЛПВШ  < d < 1,125 /г
),  мл ЛПВП3 (1,125 < d <

< 1,21 / ).  г мл В дальней    шем работали с фракци-
 ей ЛПВП3.    Делипидирование ЛП проводили 

  охлажденной смесью хлоро   форма и метанола 
(1 : 1)    с последующей многократ  ной отмывкой 

.  -  эфиром Смесь Апо ЛПВП наноси   ли на колонку 
(1,6 × 100 )   6  см с сефарозой В CL «Pharmacia» (Шве-

)   0,01ция и элюировали   -моль трис HCl ,буфером  

рН = 8,6,   6   содержащим моль моче ,  0,01%вины  

   1   -азида натрия и ммоль фенилметан сульфо-
  ( ).   нила фторида ФМСФ Профиль элюции реги-

  -  2151  стрировали на УФ детекторе LKB (Шве ).ция  

  Проверку чистоты АпоAI   осуществляли с помо-
    щью электрофореза в полиакриламидном геле 

  .  с додецилсульфатом натрия Белок определяли 
  [17].по Лоури
Выделение  клеток  печени.   Клетки печени 

полу    чали по методу P. Seglen [20]   в нашей моди-
,  фикации ис   пользуя рециркуляционную перфу-

  0,03%-   . зию органа м раствором коллагеназы По-
 сле диссоциа     ции ткани гепатоциты отделяли от 
-    НП клеток с помощью дифференциального 

центрифугирова .    ния Подсчет клеток проводили 
  .   в камере Горяева Жизнеспособность их оцени-

    ,вали методом исключения трипанового синего  

  а чистоту кле     точных фракций определяли с по-
    .мощью световой и электронной микроскопии  

    Полученные клетки ресуспендировали в среде 
DMEM,  = 7,4, рН содер  15  жащей ммоль HEPES, 10% 

 эмбриональной сыво    50ротки крови и  /мкг мл 
. гентамицина Инкуба    цию проводили в СО2-инку-

   24баторе в течение  ,   24-ч используя луночные 
 «планшеты Linbro» ( ),  Германия покрытые колла-

 геном I .    типа Конечная плотность гепатоцитов в 
  первичной культуре со  700   ставляла клеток на 

1 мм2.

Измерение скорости биосинтеза ДНК и бел-
ка в культуре клеток.  2За     ч до окончания ин-

       20кубации в лунки с клетками добавляли по  

 мкл Н3- -  тимиди наили С14-   лейцина из расчета 
3,7 · 104 / . Бк мл Ре   акцию останавливали добавле-

 0,2нием N  раствора NaOH.   Для измерения радио-
  активности ДНК со   держимое каждой лунки 
  переносили на GF/C   фильтры и последователь-

  10%-   но промывали й трихлоруксусной кислотой 
( )  95%-  .   ТХУ и м этанолом Для измерения радио-

  активности белка содержи   мое лунки переносили 
  на фильтр FN-16, обрабо  0,1танный   моль раство-

   10%-   .  ром лейцина в м растворе ТХУ Затем 

  фильтры последовательно промыва  ли раство-
    .  ром ТХУ и спиртоэфирной смесью Ра-

    диоактивность образцов измерялась на жид-
кост    ном сцинтилляционном счетчике MARK-3 

( )      США и рассчитывалась в импульсах в минуту 
 .на лунку
Получение РНК-полимеразы.   -Препарат РНК

поли   7    меразы фага Т выделяли из клеток 
Е. coli,     -содержащих клонированный ген РНК
полимера    7.  зы из бактериофага Т Чистота пре-

 парата соста   вила не  90%  менее по результатам 
SDS- - - .  ПА АГ электрофореза Удель  ная активность 
фермен   20та составляла  000 /ед ОЕ260.  За едини-

 цу активно  -   сти РНК полимеразы принимали ко-
 личество фер ,  мента катализирующее включение 

1    нмоль нуклеозидтрифосфата в кислотоне-
 растворимый про   1дукт за    ч при температуре 

37 °     100С в реакционной смеси   мкл следующего 
:  40состава   -ммоль трис HCl,  рН = 7,5,  6 ммоль 

MgCb,  2  - 1,10   ммоль спермидин НС ммоль дитио-
,  1треитол    (ммоль нуклеозидтрифосфаты каж-

  4), 1  ,  7-дый из мкг плазмиды содержащий Т про-
.мотер

Выбор  сайта  связывания  комплекса  «тет-
рагид-рокортизол  (тГк)  —  АпоАI»  с  ДНК. 
Компьютер      ный поиск по базам данных нуклео-

 тидных после  довательностей млекопитающих 
(Gen.  Bank,  DNA Library)  ,    показал что в структуру 
мно     гих генов входит последовательность типа 
CC(GCC)n.     В структуре гена аполипопротеина АI 

   (она имеет вид СС GCC)3.  Эта последователь-
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,     5,  ность но с числом повторов была выбрана 
    для анализа на специфичность взаимодействия 

  «  — с комплексом тГк АпоAI».  Для сравне  ния был 
     также взят фрагмент кДНК регуляторной обла-

   -450   сти гена цитохрома Р и гомогенный олиго-
 ( 19).   нуклеотид Т Все последовательности имели 

:вид
1) 5'-CCGCCGCCGCCGCCGCC-3';

2) 5'-ATCTTTAACTGATGAACTTCT-3';

3) 5'- -3'.ТТТТТТТТТТТТТТТТТТТ
Малоугловое  рентгеновское  рассеяние 

(МУРР).    Для анализа эффектов взаимодействия 
    эукариотической ДНК и синтетических олигону-

   «  — клеотидов с комплексом тГк АпоAI» использо-
  .   вали метод МУРР Измерение малоугловых 

   рентгенограмм проводили на дифрактометре 
 фирмы Siemens ( ).   Германия Длина волны рентге-
 новского излуче  ния Х = 0,154  (нм СuКα). Исполь-

 зовали гомоген   ные препараты АпоAI, -РНК поли-
,      меразы ДНК и олигонуклеотидов с исходными 

  0,40;  4,16;  3,12  концентрациями соответственно и 
1,52 / .мг мл  Мало   угловые рентгенограммы полу-

   чали в угловом диа : 0,024пазоне  < h < 3,423 нм–1, 

 где h = 4π sin(θ)/λ,  2θ —   угол ра .  ссеивания В 
  рентгенограммы вносили по   правки на фоновое 

,  ;  рассеивание коллимацию про   водили их сгла-
.живание

SI-нуклеазный  анализ  взаимодействия 
комплекса «тГк — АпоAI» с ДНК.  «Комплекс глю-

-кокортикои
 — ды АпоAI» ,    получали выдерживая их смесь в 

мо   2лярном отношении  : 1   -в калий фосфатном 
 0,05буфере  , моль рН = 7,4   при комнатной темпе-
  ратуре в те  5 .  чение мин Полученный комплекс 

  500добавляли к    , нг нативной ДНК растворенной 
   в буфере для SI-нуклеазы   5в соотношении  моль 

  1000белка на  . .    п н К полученному раствору до-
 бавляли SI-    0,2нуклеазу в концентрации   ед ак-
     30тивности и инкубировали в течение   мин при 

 30температуре  ° .   С Электрофорез полученных 
    0,3-, 0,5-  1%-фрагментов ДНК проводили в и м 

  [2].    агарозных гелях В качестве маркеров испо-
   льзовали ДНК фага X   .  и ее рестрикты После 

элект     рофореза гель окрашивали в растворе 
бромисто     го этидия и фотографировали в 

.    ультрафиолете Фотопленки сканировали на 
  « » ( ).сканере фирмы Кора Новосибирск

Исследование  опухолевых  клеток.   В каче-
 стве экс   периментальной модели использовали 

 культуру кле     ток асцитной гепатомы мышей ли-
 нии HA-I, полученную . .В И   (  Калединым ИЦиГ СО 

, .РАН г  ).  Новосибирск Свежевыделенные клетки 
    гепатомы ресуспендировали в среде RPMI-1640, 

 10содержащей   ммоль HEPES- , 2буфера   ммоль L-

  50глютатиона и  /  , мкг мл гентамицина наносили 
 24-   «на луночные планшеты Linbro» ( ). США Инку-

ба     цию проводили в атмосфере СО2 (5%)  и воз-
 (95%)    37духа при температуре  °   С в течение 

1 .     сут Для получения культуры без макрофагов 
(  )   прилипающих клеток исходную культуру инку-

 1бировали  ;  ч после адге   зии макрофагов содер-
   жимое лунки осторожно пе   реносили в другой 

   планшет и продолжали инкуби   ровать в течение 
1 .     сут Плотность клеток в пер   вом случае со-

 5ставляла  · 103  1на  мм2,    во втором слу  —чае  

3,5 · 103  1на  мм2.  2За     ч до окончания инкубации 
    20в лунки добавляли по   мкл Н3-  (тимидина для 

   )   определения скорости синтеза ДНК или С14-

 (    лейцина для определения скорости биосинтеза 
бел ).    ка Условия измерения радиоактивности 

 ,     .такие же как и для нормальных гепатоцитов
   Достоверность полученных результатов оце-

   нивали с помощью t-   критерия Стьюдента при 
  уровне значимости р < 0,05.

Результаты 

 ,   Впервые показано что восстановленная 
  —  — форма кортизола тетрагидрокортизол яв-
    ляется биологически активной формой гормо .на  

      Она образуется в клетках Купфера при участии 
5 -  5 -      а и р редуктаз и принимает участие в регу-

  .   ляции экспрессии генов Данный эффект связан 
 с усиле    ,   нием биосинтеза как ДНК так и белка 

( .табл  1).    Однако биологическая активность 
 гормона про   ,   является только тогда когда он об-

 разует комп   лекс с АпоAI.   Данный белок входит 
  в структуру ЛПВП3    и освобождается при дез-

 интеграции по    следних во вторичных лизосомах 
    клеток Купфера под влиянием лизосомальных 

.   протеиназ В дан   ном случае АпоAI выполняет 
  роль адресного пе  реносчика тетрагидрокортизо-

    ла в ядро для даль   нейшего взаимодействия с 
  .  депротеинизированными участками ДНК Эта 

     .версия была проверена с помощью МУРР
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 1Т а б л и ц а
Влияние комплекса «тетрагидрокортизол — АпоAI» на 

скорость биосинтеза ДНК и белка в первичной культуре 
гепатоцитов (М ± m)

Условия 
инкубации

  Скорость включения
Н3-   ,тимидина в ДНК  

./   имп мин на лунку

  Скорость включения
С14-   ,лейцина в белок  

./   имп мин на лунку
 Без АпоAI  С АпоAI  Без АпоAI  С АпоAI

Контроль 4459 ± 157 3320 ± 511 760,0 ± 4,7 386,0 ± 21,1
Тетрагид-
рокортизол 3393 ± 333* 4928 ± 115*, + 692,0 ± 4,7 1098,0 ± 107,4*, +

П р и м е ч а н и . * — е р < 0,05    по сравнению с контро-
;  лем

+ —      по сравнению со скоростью без АпоAI.

     Ранее метод МУРР с успехом применялся 
     для получения информации о механизме моле-

куляр  ,   ных взаимодействий для определения 
стехиомет   ,  рии этого взаимодействия констант 

  ,равновесия макромолекулярных комплексов  

    структурных и весовых характеристик макромо-
   лекул и их агре  [21].   гатов Анализ полученных с 

   ,  помощью МУРР данных показал что препараты 

   - , используемых в работе РНК полимеразы АпоAI 
     и нативной ДНК были достаточно монодис-

.  персны Структур   ные характеристики АпоAI и 
натив       ной ДНК из печени крыс были определены 

 [8, 9];  ранее T7-спе  -цифическая РНК полимераза 
    содержала одну субъединицу с молекулярной 

 110  [13].массой кДа
,     Известно что о целостности вторичной 

струк       туры ДНК можно судить по наличию ди-
фракци     онного максимума в области углов 
h ≈ 2,66 нм–1   , на рентгенограмме МУРР соответ-

 ствующего диа    метру двойной цепи ДНК 
(2,2 ).  нм Из .рис  1 вид ,   но что при h ≈ 2,7 нм–1 на 

    рентгенограммах МУРР для препаратов натив-
       ной ДНК и для смесей ДНК с АпоAI  -и РНК по-

    лимеразой без тГк четко на  блюдается дифрак-
 ,     ционный максимум а в случае аналогичных 

      смесей в присутствии тГк величина пика досто-
 .    верно снижалась Это свидетельствует о плав-
     лении вторичной структуры ДНК в результате 

    «  — взаимодействия ее с комплексом тГк АпоAI».

.Рис  1.       Рентгенограммы МУРР смесей ДНК с АпоAI  -и РНК
поли       . :меразой без ТНС и в присутствии ТНС Концентрации  

 — ДНК 0,043 ; мкмоль АпоAI — 1,22 ;  — 2,55 ;мкмоль ТНС мкмоль  
- -РНК поли

 — 0,568 мераза мкмоль

    В полученных выше результатах оставалась 
   неясной область взаимодействия комплекса 

«  — тГк АпоAI»  .   с ДНК Поиск вероятных последо-
    вательностей по международным базам данных 

  -   (показал присутствие цис элемента типа GCC)n в 
  структуре гена АпоAI .  человека Аналогичная по-

следователь     ность выявлена в регуляторных об-
     ластях многих генов млекопитающих и челове-

.   ка Дальнейшие исследования  были проведены 

   на трех синтетических олигонуклеотидах ( .см  

).      выше При используемой в работе точности 
   измерений интенсивностей МУРР замет  ное вза-

 имодействие АпоAI    отмечено только с олигону-
-клеотидом I.  

   В отсутствие тГк взаимодей  ствие олигонуклео-
-тида I  с АпоAI  .  существенно слабее Характер 

  изменения значений A J(0) пока ,   зал что в сме-

8 Бюллетень сибирской медицины, 2008. Приложение 3
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   сях происходит образование комп  лексов исход-
 .ных макромолекул

   Для оценки максимальной стехиометрии 
комп ,     лекса образующегося в результате взаи-
модейст   (вия олигонуклеотида S)   с АпоAI (P), 

 была исполь   зована кооперативная равновесная 
, схема разра   [12].ботанная ранее

Kmn

mP + nS ↔ PmSn 

Kmn = [P]m[S]n/[PmSn]

R(m, n, Kmn) = 2/pΣ|∆Ii(0) – ∆Ji(0)|/∆Ii(0) + ∆Ji(0),
 где Kmn —    константа диссоциации комплекса 

PmSn; [P], [S], [PmSn] —  равновесные концентрации 
,  белка    олигонуклеотида и комплекса соответ-

; ственно R — кри  ; терий оптимизации ∆Ii(0), ∆Ji(0) 
—  экспериментальные   и модельные значения 
разно    стных интенсивностей рассеивания под 

 нулевым уг  [22].лом
   Минимальное значение критерия R соот-

ветст -ву
   ет стехиометрии образующегося комплекса 

1 : 1 (т = 1, п = 1)    при значении константы дис-
социа  ции Kmn = 60,1  (Kмкмоль асс = 1,66 · 106 моль–

1). 

 ,   Таким образом впервые описано специфи-
че   ское взаимодействие АпоAI  с олигонуклеоти-

 дом CC(GCC)5    и определены структурные харак-
тери      стики этого олигонуклеотида и их комплек-

  сов с АпоAI   .   в присутствии тГк При замене тГк 
      на кортизол и при отсутствии тГк константа 

диссоциа     .ции увеличивалась в несколько раз  

 Связывание АпоAI   с другими олигонуклеотидами 
  , . . оказалось достаточно слабым т е подтвержда-

 ется предпо ,    «  —ложение что комплексы тГк  

АпоAI»  при взаи    модействии с ДНК связываются 
  ,   (с участками цепи имеющими структуру GCC)n, 

  что и при     водит к разрыву водородных связей 
 между пара    .  ми азотистых оснований ДНК Ло-
 кальная денату     рация ДНК и расплетание двой-

     ной цепи являются необходимым условием для 
  -   взаимодействия с РНК полимеразой и усиления 

 .экспрессии генов
     О появлении однонитевых участков ДНК при 

    «  — взаимодействии ее с комплексом тГк АпоAI» 
     можно судить по взаимодействию с Sl-нукле-

.    азой Показано значительное увеличение числа 
Sl-нуклеазо    чувствительных участков в нативной 

,      ДНК полученной из печени крыс под влиянием 
 .  данного комплекса Комплекс АпоAI  с невосста-

новлен    —   ной формой гормона кортизолом не 
   увеличивал заметно количество Sl-нуклеазочув-
 .    ствительных участков Добавление к ДНК АпоАI 

 в отсутст       вие лиганда также не приводило к из-
 менению рас    пределения и количества однони-

 .   тевых участков Полученные результаты свиде-
  ,   тельствуют о том что Sl-нуклеазочувствитель-

 , ные участки появляющи     еся в ДНК под влияни-
  «  — ем комплекса тГк АпоAI»,  неравномерно рас-

   . пределены в структуре макромолекулы Однако 
   , при определенном соотношении ДНК комплекса 

«  —  тГк АпоAI»   и Sl-   нуклеазы удается выявить 
 определенную пери   одичность в распределении 

    , . . сайтов связывания комплекса с ДНК т е один 
   5,5   6сайт приходится на и  .  . .  тыс п н соответ-

.ственно
       В связи с тем что связывание ДНК с 

 «комплексом гор  — мон АпоAI»  ранее проводили 
   в буфере с рН = 7,5 [5],     а оптимум рН для Sl-

  5,0  [2],    нуклеазы составляет в данной работе 
    ,    исследования выполняли как в том так и в 

 . ,    другом буфере Оказалось что при замене бу-
    фера картина расщепления ДНК Sl-нук  леазой в 

   .присутствии комплекса не изменилась
  ,   «Ранее было показано что комплекс гормон 

— АпоAI»    активно формируется при рН = 5—8 [4]. 

      В этом же интервале рН осуществляется его 
взаи   ,  модействие с ДНК что ука , зывает вероят-

,     но на очень малый вклад электростатических 
     , связей как в образование самого комплекса так 

     . - ,и в его взаимодействие с ДНК По видимому  

опре     деляющую роль здесь играют гидрофоб-
 ные взаи ,    модействия не исключено также уча-
  стие и водо  .   родных связей Данный вывод поз-

 воляет предпола ,   гать что связывание комплекса 
  с ДНК осуществ    .ляется по малой бороздке

  Также были исследова   ны различные соот-
   ношения гормона и АпоAI  . в комплексе Оказа-

,     лось что соотношение два гор  ( ) мона тГк на 
  одну молекулу АпоAI   является самым оптималь-
   ным для взаимодействия комплек   .са с ДНК

   Выявленные молекулярные механизмы уси-
      ления биосинтеза ДНК и белка в первичной 

    культуре нормальных гепатоцитов под влияни-
     ем глюкокортикоидов и ЛПВП в дальнейшем 
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изуча     . лись на культуре опухолевых клеток Ис-
следова     ния проводились на клетках мышиной 

 гепатомы HA-I [1].    Эта клеточная линия получена 
  -   / ,  из печени мыши самца линии А Не которой 

   вводился ортоаминоазотолуол после перевода 
    (ее в асцитную культуру . 2рис ).

,     Оказалось что в культуре клеток гепатомы 

    в отсутствие макрофагов совместное добавле-
      ние кортизола и ЛПВП не оказывало влияния 

 на био    .  синтез ДНК и белка Добавление корти-
       зола и ЛПВП к исходной культуре клеток гепа-
 томы зна     ,чительно усиливало синтез как ДНК  

   (так и белка . 2табл ). 

     ,В свете изложенных данных это означает  

  , что перитонеальные макрофаги кото  рые всегда 
    присутствуют в асцитной опухоли мы ,  шей ак-

  тивно захватывают

.Рис  2.     -1.    Клетки асцитной гепатомы НА Окраска по Рома-
—новскому

. . 1800Гимзе Ув

 2Т а б л и ц а
Влияние кортизола и ЛПВП на скорость биосинтеза ДНК и 
белка в культуре клеток асцитной гепатомы мышей линии 

НА-I (М ± m)

 Условия
инкубации

  Скорость включения
Н3-   ,тимидина в ДНК  

./   1имп мин на   мг бел-
ка

  Скорость включения
С14-   , лейцина в белок

./   1имп мин на   мг белка

 -С макро
фагами

 Без макро-
фагов

 -С макро
фагами

 -Без макро
фагов

Контроль 115,0 ± 8,0 81,0 ± 9,0 4408,0 ± 376,0 3164,0 ± 98,0
Кортизол 
 и ЛПВП

153,0 ± 7,0* 77,0 ± 3,0 6610,0 ± 351,0* 3206,0 ± 107,4

* р < 0,05    . по сравнению с контролем

     кортизол и ЛПВП и формируют биологически 
  «  — активный комплекс тГк АпоAI».  Последний и 

    запускает механизм усиления биосинтеза белка 
 ,  .   ,и ДНК описанный выше Ранее было показано  

      что в сокультуре гепатоцитов и макрофагов до-
 бавление кортизо      ла и ЛПВП не оказывало уси-
      ливающего влияния на синтез белка без стиму-

   ( )ляции макрофагов липополисахаридами ЛПС  

[10].  В пере  живающих сре   зах печени одновре-
     менное добавление кортизола и ЛПВП значи-
     тельно усиливало биосинтез белка без добав-
  [6].    ления ЛПС Взаимодействия макрофага и 

    гепатоцита в условиях регенерации представ-
  лены на .рис  3.

 В пере    живающих срезах макрофаги стимули-
ру    , ются продуктами клеточного повреждения ко-
то     рые образуются в процессе приготовления 

. ,     срезов Оказалось что в культуре клеток гепато-
     мы также не обязательно стимулировать макро-
,      фаги чтобы повысить захват ими кортизола и 
  ЛПВП для даль   нейшего образования биологиче-

   «  — ски активного комплекса тГк АпоAI».   В связи с 
  этим можно по ,    лагать что опухолевые клетки 
  -  , сами синтезируют какие то продукты способные 

стимули -ро
 .    вать макрофаги Данное обстоятельство и 

   определяет программу деятельности макрофа-
,     гов направленную на повышение пролифера-

   .   тивной активности клеток гепатомы В таком 
 случае до     статочно появиться хотя бы одной 
  клетке в ре  ,   зультате мутации чтобы процесс 

 клеточного рос     та при участии макрофагов стал 
.необратимым

10 Бюллетень сибирской медицины, 2008. Приложение 3
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.Рис  3.  : Электронная микроскопия а —  . клетка Купфера Вид-
   (  ),  на вторичная лизосома белая стрелка содержащая про-

  , дукты клеточной деградации ЛПВП3,  меченные коллоидным 
   ; золотом и нагруженные кортизолом б — , гепатоцит ядрыш-

 .  ковый аппарат Усилен   ное образование предшественников 
   рибосом под влиянием комплекса 

«  — тетрагидрокортизол АпоАI»

Заключение

 ,   Таким образом в настоящем исследовании 
 вскрыты молекуляр  ,  ные механизмы лежащие в 

  основе клеточной про   лиферации и опухолевого 
. ,   роста Показано что предпочтительным сайтом 

  «  — связывания комплекса тГк АпоAI»   с ДНК яв-
 ляется последователь   ность типа CC(GCC)n. Взаи-

      модействие комплекса с ДНК в этих участках 
    ,   приводит к расплетанию двойной цепи что и 

   ведет к инициации взаимодей    -ствия ее с РНК
.     полимеразой Впервые с помощью МУРР даны 

 -   характеристики РНК полимеразы и комплексов 
      ее с нативной ДНК в присутствии АпоAI  .и тГк  

,     «Установлено что в образовании комплекса тГк 
— АпоAI»     важную роль играют резидентные ма-

.    крофаги Последние участвуют в восстановле-
     нии стероидных гормонов с образованием тет-

,     рагидросоединений в дезинтеграции ЛПВП с 
осво  бождением АпоAI   и образованием биологи-

   «  — чески активного комплекса тГк АпоAI». Впер-

 вые по ,   казано что тетрагидрокортизол является 
биоло    , гически активной формой гормона участ-

      вующей в усилении экспрессии генов в сомати-
 ческих клет ,    ках при этом АпоAI используется 

 для направ     .ленного транспорта гормона в ядро  

      Данный механизм играет важную роль в про-
  ,   лиферации как нормальных так и опухолевых 

.клеток

Литература

1.Каледин В.И.,  Серова И.А.,  Целлариус Ю.Г.  и  др. 
    Исследования по индукции и метастазированию 

   злокачественных опухолей у экспериментальных 
. , 1984. .животных Новосибирск С  98–124.

2.Маниатис Т., Фрич Э.,  Сэмбрук Дж.  Методы гене-
 тической .  .инженерии Молекулярное клонирование  

., 1984.М
3.Панин Л.Е. // .  . 1998. Бюл СО РАМН № 3. .С  11–23.
4.Панин Л.Е.,  Биушкина Н.Г.,  Поляков Л.М.  ,БЭБиМ  
1992. .Т  112. .С  34–36.

5.Панин Л.Е.,  Гимаутдинова О.П.,  Поляков Л.М., 
Наякшина Т.Н.  . 1998. .Молекулярная биология Т  112. 
.С  34–36.

6.Панин Л.Е.,  Маянская Н.Н. :   Лизосомы роль в 
  .  ,  1987.адаптации и восстановлении Новосибирск  

198 .с
7.Панин Л.Е.,  Тузиков Ф.В.,  Тузикова Н.А.  и  др. // 
Био  . 2001. .органическая химия Т  27. № 2. .С  114–119.

8.Панин Л.Е.,  Тузиков Ф.В.,  Тузикова НА.  и  др. // 
Биофизика. 2000. .Т  45. .С  611–619.

9.Панин Л.Е.,  Тузиков Ф.В.,  Тузикова Н.А.  и  др. // 
 . 1999. .Молекулярная биология Т  33. .С  1–6.

10.Панин Л.Е.,  Усынин И.Ф.,  Харьковский А.В.,  Труби-
цына О.М. //  .  .  .  1994.  .Вопр мед химии Т  40.  № 4. 
.С  6–8.

11. Саркисов Д.С.     Очерки по структурным основам го-
. ., 1977. 224меостаза М  .с

12.Тузиков Ф.В., Тузикова Н.А., Вавилин В.И. и др. // 
 . 1991. .Молекулярная биология Т  25. .С  740–751.

13.Уотсон Д.   . ., 1978.Молекулярная биология гена М
14. Favre G., Tazi K.A., Gaillard F.  et al. //  J. Lipid Res. 

1993. V. 34. P. 1093–1096.
15.Giormo R.,  Ringel S.P. //  Pathol.  Immunopathol.  Res. 1986. 
№ 5. P. 491–499.

16.Hatch F.T., Lees R.S. // Advanc. Lipid Res. 1968. V. 6. P. 2–
68.

17. Lowry O.H.,  Rosebrough N.J.,  Farr A.L.,  Ran-
dall R.J. // J. Biol. Chem. 1951. V. 193. P. 265–275.

18.Monge J.C.,  Hoeg J.M.,  Law S.W.,  Brewer H.B. // 
FEBS Letters. 1989. V. 243. № 2. P. 213–216.

19.Rothender M.,  Kostner G. //  Int.  J. Cancer.  1989.  V. 43. 
P. 875–879.

20. Seglen P. Methods of Cell Biology. N.Y., 1968. V. 13. P. 80–83.
21.Tuzikov F.V., Zinoviev V.V, Malygin E.G. et al. // FEBS 

Letters. 1988. V. 232. P. 107–110.
22.Tuzikov F.V.,  Zinoviev V.V.,  Vavilin V.A.,  Maly-

gin E.G. // Biopolymers. 1996. V. 38. P. 131–139.

Бюллетень сибирской медицины, 2008. Приложение 3 11


	Роль резидентных макрофагов в механизме клеточной пролиферации 
и опухолевого роста
	Панин Л.Е.
	Role of resident macrophages in mechanisms of cells proliferation 
and cancerogenesis
	Panin L.Ye.
	НИИ биохимии СО РАМН, г. Новосибирск





