
Èññëåäîâàíî âëèÿíèå öèòîêèíîâ LIF, SCF, IL-3, 
EMAP II è ïðåïàðàòà Ëàôåðîáèîí (IFN-a2b) íà ýêñ-
ïðåññèþ ãåíà ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà MGMT â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî ýêçîãåííûå öèòî-
êèíû ìîäóëèðóþò ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT íà óðîâíå 
áåëêà. EMAP II ñïîñîáåí ïîâûøàòü èëè ïîíèæàòü óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé 
ýêñïåðèìåíòà. Öèòîêèíû LIF, SCF, IL-3 è Ëàôåðîáè-
îí, êàê ïðàâèëî, âûçûâàëè ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíà 
MGMT â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Îïðåäåëåíû 
óñëîâèÿ, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò ðàçðóøåíèþ áåëêîâîãî 
êîìïëåêñà MGMT.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: êóëüòóðà êëåòîê ÷åëîâåêà, ðåïàðà-
òèâíûé ýíçèì MGMT, ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè, öèòîêèíû, 
áåëêîâûå äèìåðû.

Ââåäåíèå. Â ðåïàðàöèè ïåðâè÷íûõ ïîâðåæ-
äåíèé ÄÍÊ, âûçâàííûõ äåéñòâèåì àëêèëèðó-
þùèõ ñîåäèíåíèé, âàæíóþ ðîëü èãðàåò ðåïà-
ðàòèâíûé ýíçèì Î6-ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ ìåòèë-
òðàíñôåðàçà (MGMT), êîäèðóåìûé ãåíîì MGMT 
[1]. Àëêèëèðîâàíèå ÄÍÊ ìîæåò ïðîèñõîäèòü â 
ðàçíûõ ñàéòàõ, îäíàêî íàèáîëåå âûðàæåííûé 
êàíöåðîãåííûé, öèòîòîêñè÷åñêèé è ìóòàãåí-
íûé ïîòåíöèàë èìååò ïîÿâëåíèå àëêèëüíûõ 
ãðóïï â Î6-ïîçèöèè ãóàíèíà [2]. Ìåòèëòðàíñôå-
ðàçà ïåðåíîñèò àëêèëüíóþ ãðóïïó ñ Î6-ìåòèë-
ãóàíèíà íà ñîáñòâåííûé öèñòåèíîâûé îñòàòîê 
â àêòèâíîì öåíòðå, ïðè ýòîì ÄÍÊ âîññòàíàâ-
ëèâàåòñÿ, à MGMT íåîáðàòèìî èíàêòèâèðó-
åòñÿ [1, 3].

Ïîñêîëüêó äåéñòâèå ýíçèìà MGMT ÿâëÿ-
åòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ ìåõàíèçìîâ â çàùèòå 
îðãàíèçìà îò âëèÿíèÿ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ, 
âàæíî îïðåäåëèòü ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà åãî 
ýêñïðåññèþ. Èçó÷åíèå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè 
ãåíà ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà MGMT èìååò êàê 
ôóíäàìåíòàëüíîå çíà÷åíèå (ïîíèìàíèå ïóòåé 
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà è ñòðóêòóðû/ôóíê-
öèé áåëêà), òàê è ïðàêòè÷åñêîå (ðàçðàáîòêà ýô-

ôåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ/àêòèâàòîðîâ MGMT) 
[3]. Òàê, íàïðèìåð, ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà MGMT â êëåòêàõ îïóõîëè ÿâëÿåòñÿ àê-
òóàëüíîé ïðîáëåìîé äëÿ îíêîëîãèè, ïîñêîëüêó 
ýòî ïîâûøàåò èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ 
õèìèîïðåïàðàòîâ íà îñíîâå àëêèëèðóþùèõ ñî-
åäèíåíèé [4]. Â òî æå âðåìÿ ïîâûøåíèå óðîâíÿ 
ýêñïðåññèè âàæíî äëÿ çàùèòû íîðìàëüíûõ êëå-
òîê îò äåéñòâèÿ àëêèëèðóþùèõ àãåíòîâ.

Íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT, ïî äàí-
íûì ëèòåðàòóðû [5–7], âëèÿþò ðàçëè÷íûå ôàê-
òîðû: àëêèëèðóþùèå ñîåäèíåíèÿ, îäíîöåïî-
÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè 
è äð. Îñîáóþ ðîëü ïðè ýòîì èãðàåò ñîñòîÿíèå 
ãèïåðìåòèëèðîâàíèÿ ïðîìîòîðà ãåíà MGMT. 
Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ 
è îïîñðåäîâàííî ÷åðåç ðàçëè÷íûå âíóòðèêëå-
òî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, íàïðèìåð òàêèå, â 
êîòîðûå âîâëå÷åí áåëîê ð53 [6]. Â ëèòåðàòóðå 
âñòðå÷àþòñÿ åäèíè÷íûå ñâåäåíèÿ î òîì, ÷òî 
íåêîòîðûå öèòîêèíû òàêæå ìîãóò âëèÿòü íà 
ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT (òàáëèöà). 

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èçó÷åíèå âëèÿíèÿ öèòî-
êèíîâ íà ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT ïåðåøëî íà 
áîëåå âûñîêèé óðîâåíü – îò êëåòî÷íûõ êóëüòóð 
ê öåëîìó îðãàíèçìó. Òàê, ïðè ëå÷åíèè ïàöèåí-
òîâ ñ íåäàâíî äèàãíîñòèðîâàííûìè ïåðâè÷íû-
ìè ãëèîáëàñòîìàìè ââåäåíèå IFN-  ïàðàëëåëü-
íî ñ èñïîëüçîâàíèåì õèìèîòåðàïåâòè÷åñêîãî 
ïðåïàðàòà òåìîçîëîìèäà ñïîñîáñòâîâàëî áëàãî-
ïðèÿòíîìó èñõîäó, îñîáåííî ó ïàöèåíòîâ ñ íå-
ìåòèëèðîâàííûì ïðîìîòîðîì ãåíà MGMT [12]. 

Äëÿ íàøåé ðàáîòû ìû âûáðàëè öåëûé ðÿä 
öèòîêèíîâ ñ ðàçëè÷íûì íàïðàâëåíèåì áèîëî-
ãè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, êîòîðûå ïðèíèìàþò ó÷àñ-
òèå â ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíî-ðåãóëÿòîðíûõ ïóòÿõ. 
Ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí 2b (IFN- 2b) 
áëàãîäàðÿ ñâîåé ïðîòèâîâèðóñíîé è ïðîòèâî-
îïóõîëåâîé àêòèâíîñòè øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ 
â ìåäèöèíå, â ÷àñòíîñòè îíêîëîãèè. Ïîýòîìó 
îãðîìíûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü 
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Å.Â. Êîöàðåíêî, Â.Â. Ëûëî, Ë.Ë. Ìàöåâè÷ è äð.

èñïîëüçîâàíèÿ óêàçàííîãî öèòîêèíà ñ öåëüþ 
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà MGMT êàê â íîð-
ìàëüíûõ, òàê è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. 
Ïî íåêîòîðûì äàííûì ëèòåðàòóðû ýêñïðåññèÿ 
ãåíà ýòîãî ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà  â êëåòêàõ ìî-
æåò èçìåíÿòüñÿ âî âðåìÿ èõ äèôôåðåíöèðîâêè 
[13]. Ïîýòîìó äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîñòåé âëè-
ÿíèÿ íà åãî ýêñïðåññèþ áûëè âûáðàíû òàêèå 
öèòîêèíû, êàê LIF, IL-3 è SCF, ïðèíèìàþùèå 
íåïîñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ äåëå-
íèÿ, ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê. Êðî-
ìå ïåðå÷èñëåííûõ öèòîêèíîâ, ìû ïðîäîëæèëè 
èññëåäîâàíèå öèòîêèíîïîäîáíîãî áåëêà EMAP 
II, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ ìíîæåñòâîì âû-
ïîëíÿåìûõ â êëåòêå ôóíêöèé. Òàê, íàïðèìåð, 
îí îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ïîäàâëÿòü ìèãðà-
öèþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, ñòèìóëèðîâàòü 
èõ àïîïòîç, âëèÿòü íà àêòèâíîñòü ìîíîöèòîâ, 
íåéòðîôèëîâ è ìàêðîôàãîâ, ñïîñîáñòâóÿ âîñ-
ïàëèòåëüíûì ïðîöåññàì â îïóõîëè [14, 15], à 
òàêæå, ïî íàøèì ïðåäûäóùèì äàííûì [16], îí 
ñòèìóëèðóåò ýêñïðåññèþ MGMT â êëåòêàõ ÷åëî-
âåêà. Áèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà ïåðå÷èñëåííûõ 
öèòîêèíîâ óæå äàâíî èçâåñòíû, îäíàêî èõ âîç-
ìîæíàÿ ðîëü â ïðîöåññå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè 
ãåíà MGMT íå èçó÷åíà.

Öåëüþ íàøåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå 
âëèÿíèÿ ðÿäà ýêçîãåííûõ öèòîêèíîâ íà óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â êóëüòóðàõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà. 

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå 
èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà, ïî-
ëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè (4BL – ëèíèÿ 
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê èç êðîâè âçðîñ-
ëîãî äîíîðà; CB1 – ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå 

êëåòêè èç ïóïîâèííîé êðîâè), ñòàíäàðòíóþ 
êëåòî÷íóþ ëèíèþ Hep-2 (ðàê ãîðòàíè) è ëè-
íèþ À102 (ôèáðîáëàñòû êîæè), ëþáåçíî ïðå-
äîñòàâëåííóþ ïðîô. ÌàêÊîðìèêîì. Êëåòêè 
êóëüòèâèðîâàëè â ñòàíäàðòíîé ðîñòîâîé ñðåäå 
ÄÌÅÌ («Sigma», ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % 
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî 
ñêîòà («Sigma», ÑØÀ), à òàêæå àíòèáèîòèêîâ 
ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà.

Èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû öè-
òîêèíîâ: Ëàôåðîáèîí («Áèîôàðìà», Óêðàèíà), 
LIF, IL-3 è SCF («Sigma», ÑØÀ). Öèòîêèíîïî-
äîáíûé áåëîê EMAP II ïîëó÷àëè â áàêòåðèàëü-
íîé ñèñòåìå Escherichia coli BL21(DE3)pLysE/
ðÅÒ30à-ÅÌÀÐ ²² ïî îïèñàííîìó ðàíåå ìåòîäó 
[17]. Óñëîâèÿ îáðàáîòêè êëåòîê öèòîêèíàìè â 
áåññûâîðîòî÷íîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå îïèñà-
íû íàìè ðàíåå [16]. 

Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîëó÷àëè ñîãëàñíî îïè-
ñàííîìó ðàíåå ìåòîäó [18]. SDS-ýëåêòðîôîðåç 
áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ ïðîâîäèëè â 12%-íîì ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïî ìåòîäó Ëýììëè [19]. 
Äëÿ ðàçðóøåíèÿ äèìåðîâ áåëêîâûå ýêñòðàêòû 
ïåðåä ïðîâåäåíèåì SDS-ýëåêòðîôîðåçà îáðà-
áàòûâàëè íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè â ñòàíäàðò-
íîì áóôåðå äëÿ îáðàçöîâ 2X (250 ìM Tðèñ-
HCl (pH 6,8), 2 % SDS, 5 % -ìåðêàïòîýòàíîë, 
0,5 % áðîìôåíîëîâûé ñèíèé, 20 % ãëèöåðèí) 
ñ ïÿòèìèíóòíûì êèïÿ÷åíèåì íà âîäÿíîé áàíå. 
Äëÿ ðàâíîìåðíîãî íàíåñåíèÿ áåëêà â êàæäîé 
ïðîáå îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ îáùåãî áåëêà 
ïî ìåòîäó Áðåäôîðäà [20] è â êàæäóþ ëóíêó 
íàíîñèëè ïî 50 ìêã áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ. Èç-
ìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà MGMT èññëåäîâàëè 
íà óðîâíå áåëêà ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò àíà-

Öèòîêèíû, âëèÿþùèå íà ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT

Öèòîêèíû Ðåçóëüòàò
Èñòî÷íèê 
ëèòåðàòóðû

IFN-  (100 ÌÅ/ìë)

Ðåêîìáèíàíòíûé ÷åëîâå÷åñêèé 
IFN-  (50 ÌÅ/ìë)

IL-24 (îò 0 äî 39 íã/ìë)

IL-1  (50 ÅÄ/ìë) + INF-  
(1000 ÅÄ/ìë)

Ñíèæàåò óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT è ïîâûøàåò ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ãëèîìû ÷åëîâåêà ê òåìîçîëîìèäó

Ñíèæàåò óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â êëåòêàõ íåéðî-
áëàñòîìû ÷åëîâåêà

Ñíèæàåò óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT äîçîçàâèñèìûì 
ñïîñîáîì â êëåòêàõ ìåëàíîìû ÷åëîâåêà

Ïðè êîìáèíèðîâàííîì äåéñòâèè öèòîêèíîâ IL-1  + IFN-  
óñòàíîâëåíî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â -êëåò-
êàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðûñ

[8]

[9]

[10]

[11]
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ëèçà ñîãëàñíî ìåòîäè÷åñêèì óêàçàíèÿì ôèð-
ìû-èçãîòîâèòåëÿ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðî-
òèâ ÷åëîâå÷åñêîãî MGMT (êëîí 23.2) «Novus 
Biologicals, Littleton, Co», ÑØÀ [21]. Â êà÷å-
ñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè âèäî-
ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ 
ïåðîêñèäàçîé õðåíà («Sigma», ÑØÀ). Äëÿ êîí-
òðîëÿ íàíåñåíèÿ ïðîèçâîäèëè äåíñèòîìåòðè÷å-
ñêèé àíàëèç îêðàøåííîé ìåìáðàíû [22]. Àíà-
ëèç èçîáðàæåíèé îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè 
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ ScionImage 4.0.2 è 
Origin 8.1; â ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðè÷åñêîãî 
àíàëèçà ñèãíàëà âíîñèëè ïîïðàâêó íà êîíòðîëü 
íàíåñåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Â õîäå íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèé óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ïðè Âåñòåðí-áëîò àíàëèçå ìîíî-
êëîíàëüíûå àíòè-MGMT àíòèòåëà (êëîí 23.2) 
ðàñïîçíàþò íå òîëüêî áåëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé 
ìàññîé 24 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìàññå áåëêà 
MGMT ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, íî è áå-
ëîê â îáëàñòè 48 êÄà [23]. Ïî íàøèì ïðåäïî-
ëîæåíèÿì òàê íàçûâàåìàÿ ìîäèôèöèðîâàííàÿ 
ôîðìà áåëêà (48 êÄà) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãîìî-
äèìåð êëàññè÷åñêîãî áåëêà MGMT (24 êÄà). Â 
íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâîäèëèñü ýêñïåðèìåíòû 
äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû ñ èñïîëüçîâàíèåì 
òåðìè÷åñêîé (êèïÿ÷åíèå 1 ÷) èëè õèìè÷åñêîé 
îáðàáîòêè (0,5 Ì äèòèîòðåèòîë (ÄÒÒ) èëè 8 Ì 
ìî÷åâèíà) áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà, ïðåäñòàâëåííûå 
íà ðèñ. 1, ïîêàçàëè, ÷òî âîçäåéñòâèå ïåðå÷èñ-
ëåííûõ ôàêòîðîâ íà áåëêîâûå ýêñòðàêòû ïðè-
âåëî ê ïîëíîìó (äîðîæêè 2 è 7) èëè ÷àñòè÷-
íîìó (äîðîæêè 3–5, 8) ðàçðóøåíèþ ìîäèôè-
öèðîâàííîé ôîðìû (48 êÄà) áåëêà MGMT è 
óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà áåëêà â íåìîäèôèöè-
ðîâàííîé ôîðìå (24 êÄà). Òàêèì îáðàçîì, ïî-
ëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëü-
çó ïðåäñòàâëåíèÿ î òîì, ÷òî ñèãíàë â îáëàñòè 
48 êÄà ïðè Âåñòåðí-áëîò àíàëèçå ñîîòâåòñòâóåò 
äèìåðíîé ôîðìå íàøåãî áåëêà, à ñèãíàë â îá-
ëàñòè 24 êÄà – åãî ìîíîìåðó. Â äàëüíåéøèõ 
èññëåäîâàíèÿõ îáðàáîòêó áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ 
äëÿ SDS-ýëåêòðîôîðåçà ïðîâîäèëè â îáû÷-
íûõ óñëîâèÿõ è àíàëèçèðîâàëè êàê íåìîäèôè-
öèðîâàííóþ, òàê è ìîäèôèöèðîâàííóþ ôîð-
ìû áåëêà. 

Ïðåæäå ÷åì ïðîâîäèòü ýêñïåðèìåíòû ñ öè-
òîêèíàìè, ìû èçó÷èëè íåêîòîðûå óñëîâèÿ ïî-

ñòàíîâêè ýêñïåðèìåíòà. Òàê, îäíîé èç âàæíûõ 
çàäà÷ ÿâëÿëñÿ ïîäáîð îïòèìàëüíûõ óñëîâèé 
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è èõ ïîñëåäóþùåé 
îáðàáîòêè ýêçîãåííûìè öèòîêèíàìè. Ïîýòîìó 
âíà÷àëå ïðîâåëè èññëåäîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùèå 
îïðåäåëèòü, íà êàêîì ýòàïå ïîñëå ïîñåâà êëå-
òîê ðàçëè÷íûõ ëèíèé â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó 
ñèíòåçèðóåòñÿ áîëüøå âñåãî áåëêà MGMT, òàê 
êàê ýòî èìååò çíà÷åíèå äëÿ àäåêâàòíîãî àíà-
ëèçà ðåçóëüòàòîâ. Â îäíîì èç îïûòîâ ñðàâíèâà-
ëè èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà MGMT íà óðîâ-
íå áåëêà â êëåòêàõ 4BL è Hep-2 â òå÷åíèå îä-
íîãî ïàññàæà ïðè 24–96 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ 
(ðèñ. 2).

Ìàêñèìàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà 
MGMT â êëåòêàõ 4BL íàáëþäàëè ïðè 48 ÷, à 
â Hep-2 – ïðè 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñëåäóåò 

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèÿ ìîäèôèöèðîâàííîé 
è íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîðì MGMT â áåëêîâûõ 
ýêñòðàêòàõ ïîä äåéñòâèåì òåìïåðàòóðíîé è õèìè-
÷åñêîé îáðàáîòêè (íà ãèñòîãðàììå ïðåäñòàâëåíû 
ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ñèãíàëîâ): 1 – Hep-2, 
5 ìèí êèïÿ÷åíèÿ (pH 6,8); 2 – Hep-2, 60 ìèí 
êèïÿ÷åíèÿ (pH 6,8); 3 – Hep-2, 4 ÷ èíêóáàöèè ñ 
0,5 Ì ÄÒÒ (pH 6,8), 5 ìèí êèïÿ÷åíèÿ; 4 – Hep-2, 
4 ÷ èíêóáàöèè ñ 0,5 Ì ÄÒÒ (pH 8,0), 5 ìèí êèïÿ÷å-
íèÿ; 5 – Hep-2, 60 ìèí èíêóáàöèè ñ 8 Ì ìî-
÷åâèíîé (pH 6,8), 5 ìèí êèïÿ÷åíèÿ; 6 – 4BL, 5 ìèí
êèïÿ÷åíèÿ (pH 6,8); 7 – 4BL, 4 ÷ èíêóáàöèè ñ 
0,5 Ì ÄÒÒ (pH 6,8), 5 ìèí êèïÿ÷åíèÿ; 8 – 4BL, 
4 ÷ èíêóáàöèè ñ 0,5 Ì ÄÒÒ (pH 8,0), 5 ìèí 
êèïÿ÷åíèÿ. Íà ðèñ. 1–7    – íåìîäèôèöèðîâàííàÿ 
ôîðìà;    – ìîäèôèöèðîâàííÿ ôîðìà
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îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ 4BL áåëîê MGMT íà 
âñåõ ñðîêàõ èññëåäîâàíèÿ âûÿâëÿëè òîëüêî â 
ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå, à â êëåòêàõ Hep-2 – 
ïî÷òè íà âñåõ ñðîêàõ (1, 2, 4-å ñóòêè) â íå-
ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå. Òîëüêî ÷åðåç 72 ÷ 
â êëåòêàõ Hep-2 îáíàðóæåí áåëîê â ìîäèôè-
öèðîâàííîé ôîðìå. Òàêèì îáðàçîì, îïòèìàëü-
íûì ñðîêîì äëÿ âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà 
MGMT ñëåäóåò ïðèçíàòü 2–3-è ñóòêè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê ïîñëå èõ ïîñåâà. 

Â õîäå íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ îòìå÷åíà òàêæå 
âàæíîñòü ïîäáîðà ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ 
êëåòîê. Â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíè-
åì ãëþêîçû (4,5 ã/ë) êëåòêè íå òîëüêî ëó÷øå 
ðàñòóò, íî è óðîâåíü ýêñïðåññèè MGMT âûøå, 
÷åì ïðè âûðàùèâàíèè êëåòîê â ñðåäå ñ íèçêèì 
ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (1 ã/ë). Ýòîò ôàêò ìû 
ó÷èòûâàëè â íàøèõ ïîñëåäóþùèõ îïûòàõ.

Áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò äëèòåëüíîñòü èí-
êóáàöèè êëåòîê ñ èññëåäóåìûìè ýêçîãåííû-
ìè öèòîêèíàìè. Ðåçóëüòàòû, ïðèâåäåííûå íà 
ðèñ. 3, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ 
ýêñïðåññèè ãåíà MGMT íà óðîâíå áåëêà ïîä 
äåéñòâèåì öèòîêèíîïîäîáíîãî áåëêà EMAP 
II íàáëþäàëàñü íà ïðîòÿæåíèè 8–32 ÷ îáðà-
áîòêè êëåòîê. Îáðàáîòêà êëåòîê EMAP II íå 
òîëüêî ïîâëèÿëà íà îáùèé óðîâåíü ýêñïðåññèè 
MGMT, íî è âûçâàëà ïîÿâëåíèå áåëêà â êëàññè-
÷åñêîé íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå, êîòîðàÿ 
â äàííûõ óñëîâèÿõ ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿëàñü 
â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå. Ïðè ýòîì 8-÷àñîâàÿ 
îáðàáîòêà ïðèâîäèëà ê áîëåå âûðàæåííîìó 
ýôôåêòó ïî ñðàâíåíèþ ñ áîëåå äëèòåëüíûìè 
ñðîêàìè (16 è 32 ÷). Âîçìîæíî, ýòî îáóñëîâ-
ëåíî ñíèæåíèåì óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà ïðè 
äëèòåëüíîì ïðåáûâàíèè êëåòîê â îáåäíåííîé 
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå. 

Äàëåå ìû èçó÷èëè õàðàêòåð âëèÿíèÿ EMAP 
II íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â îïóõî-
ëåâûõ êëåòêàõ, ñðàâíèâàÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, êî-
òîðûå ïîëó÷åíû íà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ îò 
çäîðîâûõ äîíîðîâ [16]. Êëåòêè Hep-2 îáðàáà-
òûâàëè EMAP II â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë â òå÷å-
íèå 8 ÷. Ïîñëå îáðàáîòêè óñòàíîâëåíî çíà÷èòåëü-
íîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ãåíà MGMT, ïðè ýòîì 
âûÿâëÿëîñü ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî 
áåëêà â íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå (ðèñ. 4). 

Êàê ïîêàçàíî íàìè ðàíåå [16], ïðåïàðàò 
EMAP II âûçûâàë ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà MGMT â êëåòêàõ ÷åëîâåêà 4BL â äèà-

Pèñ. 2. Âåñòåðí-áëîò àíàëèç çàâèñèìîñòè óðîâíÿ
ýêñïðåññèè ãåíà MGMT îò äëèòåëüíîñòè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè 4BL è Hep-2: 1 – 4BL 
(24 ÷); 2 – 4BL (48 ÷); 3 – 4BL (72 ÷), 4 – 4BL 
(96 ÷); 5 – Hep-2 (24 ÷); 6 – Hep-2 (48 ÷); 7 – Hep-2 
(72 ÷); 8 – Hep-2 (96 ÷)

Ðèñ. 3. Âåñòåðí-áëîò àíàëèç çàâèñèìîñòè óðîâíÿ 
ýêñïðåññèè MGMT îò âðåìåíè èíêóáàöèè êëåòîê 
4BL ñ ïðåïàðàòîì EMAP II: 1 – 4BL, êîíòðîëü; 
2 – 4BL + EMAP II (2 ìêã/ìë) 8 ÷; 3 – 4BL + 
EMAP II (2 ìêã/ìë) 16 ÷; 4 – 4BL + EMAP II 
(2 ìêã/ìë) 32 ÷
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ïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 0,2 äî 20,0 ìêã/ìë, 
ïðè ýòîì ïðîñëåæèâàëàñü òåíäåíöèÿ ïðÿìîé 
çàâèñèìîñòè ýôôåêòà îò êîíöåíòðàöèè. Àíàëî-
ãè÷íûé ýôôåêò EMAP II âûÿâëÿëñÿ òàêæå ïðè 
èñïîëüçîâàíèè äðóãèõ ëèíèé êëåòîê ÷åëîâåêà. 
Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äåé-
ñòâèå EMAP II çàâèñèò êàê îò åãî êîíöåíòðà-
öèè, òàê è îò ïðèðîäû êëåòîê, à òàêæå, âåðîÿò-
íî, îò èñõîäíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè MGMT â 
èññëåäóåìûõ êëåòêàõ. 

Âëèÿíèå öèòîêèíîâ IL-3 è SCF èññëåäîâàëè 
ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòî÷íîé ëèíèè 4BL. 

Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 5, áåëîê, êîòîðûé íà-
õîäèëñÿ â íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå, ïîñëå 
îáðàáîòêè öèòîêèíàìè ïîëíîñòüþ èñ÷åçàë, à 
åãî êîëè÷åñòâî â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå 
çíà÷èòåëüíî cíèæàëîñü. Ïîäîáíûå ðåçóëüòàòû 
ïîëó÷åíû ïðè îáðàáîòêå ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ êîæè ÷åëîâåêà è îïóõîëåâûõ êëåòîê Hep-2 
öèòîêèíîì LIF [24]; ðåçóëüòàòû îäíîãî èç 
îïûòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6.

Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ñâèäåòåëüñòâóåò î 
òîì, ÷òî öèòîêèí LIF, âåðîÿòíî, òàêæå ñïî-
ñîáåí èíãèáèðîâàòü ýêñïðåññèþ èññëåäóåìîãî 
ãåíà, ïðè÷åì áåëîê â íåìîäèôèöèðîâàííîé 
ôîðìå ïîëíîñòüþ èñ÷åçàë, à êîëè÷åñòâî áåë-
êà â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå ñîïîñòàâèìî ñ 
óðîâíåì êîíòðîëÿ.

Êàê ïîêàçàíî íàìè ðàíåå, öèòîêèí IFN- 2b, 
êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ äåéñòâóþùèì âåùåñòâîì 
ïðåïàðàòà Ëàôåðîáèîí, âåðîÿòíî, òàêæå ñïîñî-
áåí ìîäóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT íà 
óðîâíå áåëêà â êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà [25]. 
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê 
4BL ïðåïàðàòîì Ëàôåðîáèîí â øèðîêîì äèà-
ïàçîíå êîíöåíòðàöèé çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå 
êîëè÷åñòâà áåëêà MGMT â ìîäèôèöèðîâàí-
íîé ôîðìå ïðîèñõîäèëî ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 
20 è 2000 ÅÄ/ìë (ðèñ. 7). 

Ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê Hep-2 ïðàêòè÷å-
ñêè ïðè âñåõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðåïàðàòà (2–
2000 ÅÄ/ìë), êðîìå êîíöåíòðàöèè 20 ÅÄ/ìë 
(ðèñ. 7, äîðîæêà 8), ñíèæàëîñü êîëè÷åñòâî 
áåëêà MGMT â íåìîäèôèöèðîâàííîé ôîð-
ìå, à â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå âûÿâëÿëîñü 
ïðèìåðíî íà òàêîì æå óðîâíå, êàê è â êîí-
òðîëå. Òàêèì îáðàçîì, ïðåïàðàò Ëàôåðîáèîí, 
ïî-âèäèìîìó, ñïîñîáåí âëèÿòü íà ýêñïðåññèþ 
ãåíà MGMT, õîòÿ ïðÿìàÿ çàâèñèìîñòü ýôôåêòà 
îò åãî êîíöåíòðàöèè íå ïðîñëåæèâàëàñü. Òàêîé 

ñëîæíûé õàðàêòåð âëèÿíèÿ, âîçìîæíî, îïðåäå-
ëÿåòñÿ òåì, ÷òî öèòîêèí IFN- 2b â ðàçíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ äåéñòâóåò íà ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíî-
ðåãóëÿòîðíûå ïóòè.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòî÷íîé ëèíèè ÑÂ-1 
âûÿâëåíî ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà MGMT 
â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå ïðè êîíöåíòðà-
öèè ïðåïàðàòà Ëàôåðîáèîí 200 ÅÄ/ìë [25]. Îä-
íàêî â ñëó÷àå êëåòî÷íîé ëèíèè À102 îáðàáîò-
êà ýòèì ïðåïàðàòîì â êîíöåíòðàöèè 20 ÅÄ/ìë 
ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ êîëè÷åñòâà áåëêà 
MGMT â ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå. Ïî íà-
øåìó ìíåíèþ, òðåáóþòñÿ áîëåå äåòàëüíûå 
èññëåäîâàíèÿ ìåäèöèíñêîãî ïðåïàðàòà Ëàôå-
ðîáèîí, òàê êàê îí ðåàëüíî ïðèìåíÿåòñÿ â ñõå-
ìå ëå÷åíèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ, è âàæíî 
ïîíèìàòü ïîñëåäñòâèÿ åãî âëèÿíèÿ íà ðåïà-

Ðèñ. 4. Âåñòåðí-áëîò àíàëèç âëèÿíèÿ ïðåïàðàòà 
EMAP II íà ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT â îïóõîëåâûõ 
êëåòêàõ Hep-2: 1 – Hep-2, êîíòðîëü; 2 – Hep-2 +
+ EMAP II (2 ìêã/ìë)
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ðàòèâíûé ýíçèì, îò êîòîðîãî çàâèñèò óñïåø-
íîñòü ïðèìåíåíèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ àë-
êèëèðóþùèõ àãåíòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, íàì óäàëîñü ïîäòâåðäèòü 
äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ î ñïîñîáíîñòè ýêçîãåí-
íûõ öèòîêèíîâ âëèÿòü íà êîëè÷åñòâî èññëåäóå-
ìîãî ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà â êëåòêàõ ÷åëîâåêà 
[8–11], à òàêæå ðàñøèðèòü ñïåêòð öèòîêèíîâ, 
ïîòåíöèàëüíûõ ðåãóëÿòîðîâ ýêñïðåññèè ãåíà 
MGMT. Ñëåäóþùèì ýòàïîì íàøèõ èññëåäî-
âàíèé áóäåò îïðåäåëåíèå óðîâíÿ, íà êîòîðîì 
ïðîèñõîäèò ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè (íà óðîâíå 
áåëêà èëè ÐÍÊ), è èçó÷åíèå ðåãóëÿòîðíûõ ïó-
òåé, âîâëå÷åííûõ â ýòîò ïðîöåññ.

Îáñóæäåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Â ëèòåðà-
òóðå åæåãîäíî ïîÿâëÿþòñÿ ñîòíè ñòàòåé, ïî-
ñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà 
MGMT. Ñî âðåìåí îòêðûòèÿ ýòîãî óíèêàëü-
íîãî áåëêàè âûÿñíåíèÿ åãî âàæíåéøåé ôóíê-
öèè – óäàëåíèÿ àëêèëüíûõ ãðóïï íà ìîëåêóëå 
ÄÍÊ – èññëåäîâàòåëè ñóùåñòâåííî ïðîäâèíó-
ëèñü â ïîíèìàíèè ýòîé ñèñòåìû ðåïàðàöèè [26]. 
Îäíàêî íåêîòîðûå âîïðîñû, êàñàþùèåñÿ ñòðîå-

íèÿ è ôóíêöèé ñàìîãî áåëêà, äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ 
îòêðûòûìè. 

Â íàøåé ñòàòüå ìû çàòðîíóëè îäèí èç âàæ-
íûõ àñïåêòîâ – âîçìîæíîñòü ðåãóëèðîâàíèÿ 
ýêñïðåññèè ãåíà MGMT ïîä äåéñòâèåì ðàç-
ëè÷íûõ ýêçîãåííûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ 
âåùåñòâ. Äî íàøåé ðàáîòû áûëî èçâåñòíî, ÷òî 
öèòîêèíû IFN- , IFN- , IL-1 , IL-24 ñïîñîáíû 
âëèÿòü íà ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ãåíà MGMT 
[8–11]. Êàê ïðåäïîëîæèëè àâòîðû óïîìÿíóòûõ 
ðàáîò, â êà÷åñòâå ôàêòîðîâ, íåïîñðåäñòâåííî 
îñóùåñòâëÿþùèõ ðåãóëÿöèþ, ìîãóò âûñòóïàòü 
ðàçðûâû ÄÍÊ èëè æå áåëîê p53. 

Èçâåñòíî, ÷òî öèòîêèíû â âûñîêèõ äîçàõ 
ñïîñîáíû âûçûâàòü ðàçðóøåíèå ÄÍÊ, à ýòî â 
ñâîþ î÷åðåäü ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ãëàâíûõ ïóñêî-
âûõ ìåõàíèçìîâ äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåïàðàòèâíûõ 
ñèñòåì. Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû óðîâåíü 
ýêñïðåññèè áåëêà p53 íàõîäèòñÿ â îáðàòíîé çà-
âèñèìîñòè îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè MGMT [27]. 
Îäíàêî â íåêîòîðûõ ðàáîòàõ îòðèöàåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà MGMT 
ïîä âëèÿíèåì öèòîêèíà IFN- . 

Â èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâåäåííûõ íà êëåò-
êàõ ìåëàíîìû ÷åëîâåêà, ïîëîæèòåëüíûé ýô-
ôåêò âëèÿíèÿ IFN-  íà ïîâûøåíèå ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû ê òåìîçîëîìèäó 
îáúÿñíÿåòñÿ àâòîðàìè ðàáîòû ó÷àñòèåì ýòî-
ãî öèòîêèíà â ïðîöåññå âîññòàíîâëåíèÿ ïðî-
êàñïàçû-8, ÷òî ïðèâîäèò ê çàïóñêó àïîïòîç-
íîãî êàñêàäà [28]. Îäíàêî ìû ñêëîíÿåìñÿ ê 
ìûñëè, ÷òî ðåãóëÿöèÿ MGMT ïîä âëèÿíèåì 
öèòîêèíîâ âïîëíå âîçìîæíà, è â ýòîò ïðî-
öåññ, ïî-âèäèìîìó, âîâëå÷åíû öåëûå êàñ-
êàäû ñèãíàëüíî-ðåãóëÿòîðíûõ ïóòåé, êîòîðûå 
çàïóñêàþòñÿ òåìè èëè èíûìè öèòîêèíàìè. 
Òàê, íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî èíòåðôåðîíû 
îáëàäàþò ïðîòèâîâèðóñíîé è ïðîòèâîîïóõîëå-
âîé àêòèâíîñòüþ. Ïðîòèâîâèðóñíîå äåéñòâèå
ýòèõ öèòîêèíîâ ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîäàâëåíèè 
áåëêîâîãî ñèíòåçà. Êëåòêè â îòâåò íà âîçäåé-
ñòâèå èíòåðôåðîíà âûðàáàòûâàþò áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ïðîòåèíêèíàçû R, â ðåçóëüòàòå óðî-
âåíü áåëêîâîãî ñèíòåçà â êëåòêå ñíèæàåòñÿ. Ïî-
ñëå ïðîòåèíêèíàçû R àêòèâèðóåòñÿ ñèíòåç ðè-
áîíóêëåàçû L, êîòîðàÿ ðàñùåïëÿåò êëåòî÷íûå 
ÐÍÊ è åùå áîëüøå ñíèæàåò óðîâåíü áåëêîâîãî 
ñèíòåçà. Â öåëîì çàâèñèìîå îò èíòåðôåðîíà 
ïîäàâëåíèå òðàíñëÿöèè ÿâëÿåòñÿ ãóáèòåëüíûì 
êàê äëÿ âèðóñà, òàê è äëÿ êëåòêè-õîçÿèíà. 

Ðèñ. 5. Âåñòåðí-áëîò àíàëèç âëèÿíèÿ öèòîêèíîâ IL-3
è SCF íà ýêñïðåññèþ ãåíà MGMT â èììîðòàëè-
çîâàííûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà in vitro: 1 – 4BL, 
êîíòðîëü; 2 – 4BL + IL-3 (20 íã/ìë); 3 – 4BL + 
+ SCF (20 íã/ìë)
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Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà MGMT ïîä äåéñòâèåì ýêçîãåííûõ öèòîêèíîâ

Ïîìèìî âëèÿíèÿ íà òðàíñëÿöèþ, èíòåðôå-
ðîíû ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü ñîòíè äðóãèõ ãå-
íîâ, èãðàþùèõ ðîëü â çàùèòå êëåòêè îò âèðó-
ñîâ [29]. Êðîìå òîãî, èíòåðôåðîí ëèìèòèðóåò 
ðàñïðîñòðàíåíèå âèðóñíûõ ÷àñòèö ñ ïîìîùüþ 
àêòèâàöèè áåëêà p53, ÷òî âåäåò ê àïîïòîòè÷å-
ñêîé ñìåðòè èíôèöèðîâàííîé êëåòêè [30]. 

Ó÷èòûâàÿ äàííûå ëèòåðàòóðû, â êîòîðûõ 
ïîêàçàíà îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó óðîâíåì 
ýêñïðåññèè áåëêà p53 è MGMT, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî èìåííî ýòè ñèãíàëüíûå ïóòè âî-
âëå÷åíû â ïðîöåññ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíà 
ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà. 

Âòîðîé àñïåêò, ïîëó÷èâøèé îñâåùåíèå â 
íàøåé ðàáîòå, – íàëè÷èå ìîäèôèêàöèè áåëêà 
MGMT. Êàê ïîêàçûâàþò äàííûå ëèòåðàòóðû, 
ñàìîàññîöèàöèÿ áåëêîâ ñ îáðàçîâàíèåì äèìå-
ðîâ è îëèãîìåðîâ áîëåå âûñîêîãî ïîðÿäêà ÿâëÿ-
åòñÿ âåñüìà ðàñïðîñòðàíåííûì ÿâëåíèåì. Ïðè 
ýòîì âñòðå÷àþòñÿ êàê ãîìîäèìåðû, ïîñòðîåí-
íûå èç îäèíàêîâûõ ñóáúåäèíèö, òàê è ãåòåðî-
äèìåðû, ïîñòðîåííûå èç ðàçíûõ ñóáúåäèíèö 
[31]. Íåäàâíèå ñòðóêòóðíûå è áèîôèçè÷åñêèå 

èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî äèìåðèçàöèÿ è/
èëè îëèãîìåðèçàöèÿ ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç êëþ-
÷åâûõ ôàêòîðîâ â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, 
òàêèõ êàê ôåðìåíòû, èîííûå êàíàëû, ðåöåïòî-
ðû è òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ñàìîàññîöèàöèÿ â êàêîì-òî ñìûñëå 
ïîìîãàåò ñâåñòè ê ìèíèìóìó ðàçìåð ãåíîìà, è 
ïðè ýòîì ñîõðàíÿþòñÿ ïðåèìóùåñòâà ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìîäóëüíûõ êîìïëåêñîâ [32]. 

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ïðèìåíåíèå ïðè ýëåê-
òðîôîðåçå áåëêîâ òàêèõ äåíàòóðèðóþùèõ óñëî-
âèé, êàê -ìåðêàïòîýòàíîë, SDS, à òàêæå êè-
ïÿ÷åíèå, êàê ïðàâèëî, ïðèâîäèò ê ðàçðóøåíèþ 
èíòåð- è èíòðàìîëåêóëÿðíûõ äèñóëüôèäíûõ 
ñâÿçåé, ñóùåñòâóþò ñòàáèëüíûå áåëêîâûå êîì-
ïëåêñû, äëÿ ðàçðóøåíèÿ êîòîðûõ íåîáõîäèìû 
äîïîëíèòåëüíûå äåñòàáèëèçèðóþùèå ôàêòîðû 
(ðÍ, äåíàòóðèðóþùèå àãåíòû, âûñîêîå äàâëå-
íèå, âûñîêàÿ èîííàÿ ñèëà, èçìåíåíèå òåìïåðà-
òóðû è äð.) [33, 34]. Íåêîòîðûå èç ýòèõ ôàêòî-
ðîâ èñïîëüçîâàíû íàìè äëÿ ðàçðóøåíèÿ áåëêà 
ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 48 êÄà, ïîñêîëüêó ïðè 
ñòàíäàðòíîì SDS-ýëåêòðîôîðåçå ðàçðóøåíèå 
èññëåäóåìîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà íå ïðîèñ-
õîäèëî.

Ðèñ. 6. Âåñòåðí-áëîò àíàëèç âëèÿíèÿ öèòîêèíà 
LIF íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â êëåòêàõ 
Hep-2 (íà ãèñòîãðàììå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû 
äåíñèòîìåòðèè ñèãíàëîâ): 1 – Íep-2, êîíòðîëü; 2 – 
Íep-2 + LIF (20 íã/ìë)

Ðèñ. 7. Âëèÿíèå ïðåïàðàòà Ëàôåðîáèîí íà óðîâåíü 
ýêñïðåññèè ãåíà MGMT â êëåòêàõ 4BL è Hep-2 
(âðåìÿ èíêóáàöèè 8 ÷): (1–5) 4BL: 1 – êîíòðîëü; 2 – 
IFN- 2b (2 ÅÄ/ìë); 3 – IFN- 2b (20 ÅÄ/ìë); 4 – 
IFN- 2b (200 ÅÄ/ìë); 5 – IFN- 2b (2000 ÅÄ/ìë); 
(6–10) Hep-2: 6 – êîíòðîëü; 7 – IFN- 2b (2 ÅÄ/ìë); 
8 – IFN- 2b (20 ÅÄ/ìë); 9 – IFN- 2b (200 ÅÄ/ìë); 
10 – IFN- 2b (2000 ÅÄ/ìë)
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Å.Â. Êîöàðåíêî, Â.Â. Ëûëî, Ë.Ë. Ìàöåâè÷ è äð.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå 
î ðàçðóøåíèè áåëêîâîãî êîìïëåêñà MGMT ñ 
ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 48 êÄà ïðè òåðìè÷åñêîé 
è õèìè÷åñêîé îáðàáîòêå áåëêîâûõ ýêñòðàêòîâ, 
â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóåòñÿ áåëîê ñ ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññîé 24 êÄà, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëü-
çó ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîì ôîðìèðîâàíèè 
ñòàáèëüíîãî ãîìîäèìåðà, ò.å. áåëîê-áåëêîâîãî 
âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó äâóìÿ ìîëåêóëàìè áåë-
êà MGMT. Òåîðåòè÷åñêèì ïîäòâåðæäåíèåì íà-
øèõ ðåçóëüòàòîâ ñëóæèò îñóùåñòâëåíèå äèìå-
ðèçàöèè MGMT â áåñêëåòî÷íîé ñèñòåìå [35], 
à òàêæå òîò ôàêò, ÷òî â îáðàçîâàíèè äèìåðîâ 
âàæíóþ ðîëü èãðàþò òàêèå ñòðóêòóðíûå ýëå-
ìåíòû áåëêà, êàê öèñòåèíîâûå îñòàòêè è èîíû 
öèíêà, êîòîðûå èìåþòñÿ â ñòðóêòóðå ìîëåêóëû 
MGMT [36]. Ìû çàïëàíèðîâàëè äàëüíåéøåå 
èçó÷åíèå îáåèõ ôîðì áåëêà íà ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå.

Âûâîäû. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî öåëûé ðÿä ýêçîãåííûõ 
öèòîêèíîâ SCF, LIF, IL-3 EMAP II è IFN-
2b (ïðåïàðàò Ëàôåðîáèîí) ñïîñîáíû âëèÿòü 

íà ýêñïðåññèþ ãåíà ðåïàðàòèâíîãî ýíçèìà 
MGMT â êëåòêàõ ÷åëîâåêà in vitro. Ïîêàçà-
íî, ÷òî õàðàêòåð äåéñòâèÿ ýòèõ öèòîêèíîâ 
ìîæåò ìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðà-
öèè ñàìèõ öèòîêèíîâ, òèïà êëåòîê è óðîâ-
íÿ ýêñïðåññèè èññëåäóåìîãî ãåíà â êëåòêàõ. 
Îäíàêî ìåõàíèçìû, ñ ïîìîùüþ êîòîðûõ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ðåãóëÿöèÿ, äî ñèõ ïîð íå ÿñíû è 
íóæäàþòñÿ â äàëüíåéøåì èçó÷åíèè. Âûäâè-
íóòî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííàÿ 
ôîðìà MGMT ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 48 êÄà 
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëêîâûé êîìïëåêñ. 

Ìû áëàãîäàðèì ïðîô. Äæàñòèíà ÌàêÊîðìè-
êà (Justin McCormick) èç Ìè÷èãàíñêîãî ãîñóäàð-
ñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (ÑØÀ) çà ïðåäîñòàâ-
ëåííóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ À102.
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CHANGE OF THE MGMT GENE EXPRESSION 
UNDER INFLUENCE OF EXOGENOUS 
CYTOKINES IN HUMAN CELLS IN VITRO

The influence of cytokines LIF, SCF, IL-3, EMAP II 
and the medication Laferobion (IFN-a2b) on MGMT 

gene expression in human cell cultures has been studied. 
It was shown that exogenous cytokines can modulate the 
MGMT gene expression at the protein level. EMAP II is 
able to increase or decrease the MGMT level, depending 
on the experimental conditions. Cytokines LIF, SCF, 
IL-3 and Laferobion decreased the MGMT expession 
level in human cells in vitro. Some conditions leading 
to the destruction of the MGMT protein complex were 
identified.

Ê.Â. Êîöàðåíêî,  Â.Â. Ëèëî, Ë.Ë. Ìàöåâè÷, 
Ë.À. Áàáåíêî, Î.². Êîðíåëþê, Ò.À. Ðóáàí, Ë.Ë. Ëóêàø

ÇÌ²ÍÀ ÅÊÑÏÐÅÑ²¯ ÃÅÍÀ MGMT 
Ï²Ä Ä²ªÞ ÅÊÇÎÃÅÍÍÈÕ ÖÈÒÎÊ²Í²Â 
Â ÊË²ÒÈÍÀÕ ËÞÄÈÍÈ IN VITRO

Äîñë³äæåíî âïëèâ öèòîê³í³â LIF, SCF, IL-3, EMAP II
³ ïðåïàðàòó Ëàôåðîá³îí (IFN-a2b) íà åêñïðåñ³þ ãå-
íà ðåïàðàòèâíîãî åíçèìó MGMT â êóëüòóðàõ êë³òèí 
ëþäèíè. Âñòàíîâëåíî, ùî åêçîãåíí³ öèòîê³íè çäàò-
í³ ìîäóëþâàòè åêñïðåñ³þ ãåíà MGMT íà ð³âí³ á³ë-
êà. EMAP II ï³äâèùóâàâ àáî çíèæóâàâ ð³âåíü åêñ-
ïðåñ³¿ ãåíà MGMT â çàëåæíîñò³ â³ä óìîâ åêñïå-
ðèìåíòó. Öèòîê³íè LIF, SCF, IL-3 ³ Ëàôåðîá³îí, 
ÿê ïðàâèëî, ñïðè÷èíÿëè çíèæåííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà 
MGMT â äîñë³äæóâàíèõ êë³òèíàõ ëþäèíè. Âèçíà÷å-
íî óìîâè, ÿê³ ñïðèÿþòü ðóéíóâàííþ á³ëêîâîãî êîì- 
ïëåêñó MGMT.
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