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РЕГУЛЯЦИЯ Са2+-дсРНК ПРОЦЕССОВ ПРОЛИФЕРАЦИИ И 
ТЕРМИНАЛЬНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ФИБРОБЛАСТОВ

ЧЕЛОВЕКА, КЛЕТОК НсЬа

Р. А. ЗАХЛРЯН

'• Ся^ 1.'»г.1пгексп л-РНК, Поли с!А. .юли <1Т. пнзкомолекуллрной РНК 
дрожжей ироягсляют достаточно выраженный митогенный эффект на 
фдброблжты человека на ранних стадиях размножении фибробластов в 
культуре; на более поздних стадиях культивирования клеток Сэ՞՛՛- 
деРНК стимулирует процесс терминальной дифферениироакн. индуци
руя сшпе.՛ группы протенноп. характерных для поет митотической попу- 
лйцие фибробластов человека, претерпевающих процесс терминальной 
днффс-мг.шировь։»
Са-^сРНК оказывает стимулирующее влияние ив транскрипцию геиое 
«Հօտ и с Лип и Фибробластах и ՒԽԼյէ-Տ-Յ.

Երվջղթսւ ՌՆԱ՚-ի Са-’-կոմ պջերսներր, պոչի dT. "/"’Л 4A, որոմների 
ցսւծրմ պեկոպային ՌՆԱ~-ն i]niguiptipnut են բավական չ՚"վ արտահայտված մի֊ 
տողեն ա tj ղ ե g rt t.p ջուն 'մարղո։ ֆիրրէրբլաստների Հ//,ա ե փիրրոր չաստա ջին կոպ֊ 
տ օւր աներ ու մ՝ վերջինիս բազմացման վաղ ՚ փուչերում г Ավելի ուշ փուչերում 

երկշղ. ՌՆՐ՚֊ի բջիջների կուլտիվացիան աոաչ է բերում վերջնական 
տարբերակում' էրինիեե րլեչով պրոսւեինսւջին ի/մրեր, որոնք հատուկ են մարղու 
իիրրոբչաստների հետմիէոոտիկ պո պրւպջացի ա ջին. րչրանր էլ մանում են վերջնա. 

< կան տարբերակիչ պրոցեսների մեջ։

Ca complexes ol dsRNA, poll dA, poll df of low molecular RNA of ye
ast make enough expressed mitogenic effect on human fibroblasts In 
early stages of fibroblasts proliferation in culture; in late; stages of cell 
cultivation Ca-dsRNA stimulated the process oi terminal differentiation In
ducing the synthesis of a group of proteins characteristic for postmitotic 
population of human fibroblasts undergoing the terminal differentiation 
process.

Ca-dsRNA caused a stimulating effect of c-fos and c-jun gene trans
cription In fibroblasts ar.d Heli—5 — 3.

Фибробласты, человеки—клетки IieLa—Ca*+-OcPHK.

Антипролиферат явный эффект двуспиральной РНК. поли (И-Ц)» 
обнаруженный на целом ряде клеточных линий, обусловлен прежде 
всего активацией системы 2'-5'-олиго-А-РНКазы-1. и деРНК зависимой 
протеннкиназы. Он проявляется в достаточно выраженной форме и в 
условиях отсутствия интерферона на клетках карциномы легкого, 
Hcl.a, фибросаркомы. Вместе с тем, как недавно было показано, по
ли (И-Ц) способен индуцировать митогенный эффект в фиброблас
тах BAI В-ЗТЗ в противоположность антипрол иферативному воздей
ствию интерферона, аналогично фактору роста из тромбоцитов [24]. Бо- 
леетого, пролиферативный, митогенный эффект полн(И-Ц) на клетках 
фибробластов усиливается в присутствии антител к интерферону-В 
[19]. Последнее обстоятельство свидетельствует в пользу того пред
положения, что в клетках одних тканей отсутствие интерферона не 
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:препятс;вует проявлению антипролиферативного эффекта дсРНК, в 
других- выключение воздействия интерферона способствует потопли- 
рованию пролиферативного эффекта. Ранее нами [1—5], а затем и 
другими авторами! [II, 12, 20, 22] было показано, что рецепция нук
леиновых кислот, в том числе и двуспиральных РНК. на плазматиче
ское мембране клеток млекопитающих носи; высркоспецнфнческий 
характер и обусловлен взаимодействием различных типов полинуклео
тидов с различными рецепторами, молекулами-протеинами на поверх
ностной мембране клетки.

Одновременно нами было показано [6], что интерферон индуци
рующая • ктизность деРНК в комплексе с Са2, возрастает в 4-5 ра 
за, дсРМК и комплексе с Са2’ отличается от натриевой соли дс?НК 
более высокой антивирусной активностью, что позднее было подтвер
ждено |7].

В настоян.’». м сообщении представлены результаты изучения влия
ния Са՞՛ комплексов различных типов полинуклеотидов-деРНК, 
РНК из дро.клл .։, поли с1Л. поли (1Т—на процессы пролиферации и 
дифферснипрсвки фибробластов кожи человека, влияние Ся-дсРНК 
на транскрипцию иротоонкогенов с-]ип, с-тус в фибробластах
и клетках Hel.a-.S-3.

,\1ат; риал /; .՝՛.. ч.оика Фибробласты человека получены из биопсийного олера- 
пнанноги м,1т*'|։и;!.'и которую обрабатывали описанным методом [15] Кожу 
разрезали на фрагменты I мм3, переносили в чашки Петри, залипали средой Игла 
в модификации Дульбско. содержащей 20% сыворотки теленка. 500 ед/мл пени
циллина. 700 ед,'мл стрептомицина и инкубировали при 37° в атмосфере 95%-ного 
воздуха и 5% по'о <՝О2, Питательную среду меняли еженедельно. Через 3 нсд» ш 
первичную культуру фибробластов обрабатывали 0,05%-ным трипсином и 0.1 чым 
ЭДГ\ [8| и гЬ.’у•Ы11'-1"гопл.1П при еженедельном перенос։ и посеве ՛ плотность”» 
106к ։н.-| чаш» Пе։|и В ..кепериментах использовали мнготк госки активны.՛ (до 
15исдс'. ь . ,.| ш:.;..».. ф бр.бл.т ■՛ пз.-тчитпт. с.:.::։ ф :брзбляс։ы. изчодя- 
щнеея пу.лсинях гтлп'.ы.члрио■■■ ряста в культур- -. тсхннс 6 1.сде-:«‘- При ։иу”еп>!И 
влияния । о.։:шу.<..՛." ։ ндон процессы пр.: зиферзк.::: фибробласты культнягроьпли 
и среде ДМЕМ 7% сызоротк: теленка.

Клет(,1 1К4.а-8- ьырещивалн а Среде Игла, содержащей 50 сд/м. п.’щщ|щлч- 
на, Б0 мкг мл стрептомицина. 1% глутамина (200 мМ) и 15% сыворотки теленка. 
Исполцзоз.тл I кл։ т|.1՛ Нека г> логарифмической фазе роста, синхронизированные н 
поздней С»1 I! рач’-ей ■ фазе. Синтез ДНК в культуре Нека и фибробтастон «яре 
делили по включению рН]-тимидинз в ТХУ-осаждаемый материал клетки, 5ХЮ5 
клеток шч-.убироь;....! с pH]-тимидином (I мкКю/мл) в течение 5 чзеоэ Затем 
клетки промывали Фш (ратным буфером и лизировали в течение I часа. 40 буфе
ром содержащим >% БОБ, I мМ ЭЛТ А. 50 мМ трнс-НС1 (pH 7.5), 80 мкг/пл про
теиназы; к .шлагу добавляли 100 мкг ДНК и смесь осаждали равным объемом 
.20%-ион 1ХУ при 4 Огздок, после очажделия. промывали 10%-ной ТХУ :։рь 4Э и 
просчитыгз.м н <циип;лляииоиноы радиосчстчикс 81.30 (Франция)

Для изучения влияния Са-дсРНК из экспрессию генов г-кз, с-фи и с-шуг 
в клеткьх Пека пе . едино культивировали .՛,<> полного моиоелг.я, затем их инкубн 
р.щадя с пч и|.!? । лисп |дам'1 и добавляли 2-а.мимопурнн в колцеитргцин 10 мМ.

Для апзли.ш м-РНК к концу периода инкубации клеток с Са2+-дсРНК. Са-РНК 
иэ дрожжей ։.՝пороб.к.։т з промывзлп пзогоии'жким раствором Х’а<‘.1 и тогальчу՛՛՛ 
РНК выделяли гуанидин -нзотиоцииат С$С1 методом; м-РНК анализировали по Нор- 
терну [9]: в качестве зонда ;ля м-РНК с-Гоя использовали плазмиду рс-1ря-3 [13]՛; 
для илеитКфикбиин м-РНК с-։пус использовали экзон-1 гена «--тус (^Ате.-Ощт*), 
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и-РНК с-рн: клснтифнцнроьз.г.! [18]; дли идентификации м-РНК рсцепт.-ра льч 
дермального фактора роста использовали З’-СЬа! фрагмент к-ДНК гена РЭФР 
[21]. Пробы-зонды были мечены р2Р]-СТР (300 Кю/ммолц; ^АшсггИап!»} методом 

ННК-1 рлнсляинл.
Июиоченне ] -метионина в протеины. Фибробласты кулынвпровалч . |355] 

чегноннном (200. 4С0 Кю/ммоль) 1В ч и после лизиса гомогенат (около Ю5 ։։м։։/мин) 
анализировали и двумерном электрофорезе и полиакриламидном геле [16]

Фибробласт и человека обрабатывали 1П мкг/мл деРНК и течение 13 чагоз.
В Э(Й1терлмейтах нспЬльзовали Са-дсРНК с мол. массой 1.5ХЮ5 Дальтон из 

5ас1шотусе$ ссгсу^ге; тотальную низкомолекулярную Сз-РНК из дрожжей (*СаЬ 
Ыос1)ст>); Са?+?волвдезокси.։дс»шн (поли-йА), Са-по.|1идезе:.сиги.ми,",ин ( юлн-йТ) флр- 
мы *МПсз>. :Са=-*--сояь полинуклеотидов получали рдетверейнём палннуклэптидои и 
среде, содержащей 5(1 мМ СзС12.

Результаты а обсуждение. 1\ак видно из табл. 1. 10 мкг/мл Са- 
дсРНК через 4 ч после воздействия стимулировала включение мстил- 
[3Н]-тимидин а в ДПК митотически активных фибробластов человека 
(5 недель субкульт.чвироваимя) на 30%. /Аналогичным эффектом об
ладала Са-РНК из дрожжей. Вместе с тем, по ։н-<1Т и поли-с!А ию 
5мкг/мл) обладали более выраженным эффектом стимуляции вклю
чения тимидина в ДПК. соответственно на 100 и 50%.

влияние полинуклеотидов на включение pH] -тимидина 
с ДНК фибробластов человека и кжток Иска

Фибробласты
5 недель суйкуль- 15 педель суб- г. 

Полинуклеотиды тизпропакия ку..ын анроцания

рп]-тнииднн ими, мнн/10иклг7о:<

Контроль 48Х103 44ХЮ3 32x10»
Са’+-дсРНК 65X10’ 38x10։ 21x13»
Са- + -РПК 62x10» 52X10» —
Са3+-псл:։ йТ 97X103 75хЮ’ 72x10»
Са-Ч-пэли йА 70хЮ3 69 X103 02X10»
Са-лсРНК ; -2-:м !1Ю- / А

пурин \llMAl) — — 13X10’

Одновременно Са-дсРНК и РНК активировали в митотически.՛: ак
тивных фибробластах процесс транскрипции прртооикогспов с-1оят 
с-тус, с-]1пг, активация этих генов наступала уже через 2 ч после воз
действия поли нуклеотидов (рис. 1). Координированная экспрессия 
генов с-юь. счлус, с-]ип наблюдалась во многих клетках уже «:.։ ран
них егздиях митотической стимуляции [17]. хотя и в некоторых клет
ках положи голыш я коррелятивная связь между активацией указан
ных иротоонкогенов и процессами пролиферативного роста по обна
ружена [10, 14].

Полученный нами результат свидетельствует о том, что митоген
ный эффект использованных полинуклеотидов па фибробластах че
ловека сопровождается определенной активацией этих генов.

Несколько иным было влияние Са-дсРНК на рост митотически 
активных фибробластов человека в относительно поздний период раз- 
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множсния клеток (15 недель субкультпвнровання) В этом случае Га- 
дсРН’К не стимулировал включение тимидина в ДНК. наблюдалось 
некоторое подавление синтез:.՛ ДНК. выключение транскрипции гена 
с-шус. существенно нс менялся пониженный уровень гранскрипцмп 
генов с-105, С’]ии. Поли <1Т, пали-(1А, РНК дрожжей стимулирова
ли включение тимидина в ДНК соответственно на 75, 30 и 20%

Рис I. Идс։пе։[»нкация транскриптов гена с-Тоь. с-шус, с-ри н митотн- 
чеснп активных (5 недель субкультнввровакня) фибробластах кожи 
человека через 2 ч после воздействия Са-дсРНК. I—с-1о§, а—контроль, 
б—Са-дсРНК; II—е-тус. а - контроль. б—Са-дсРНК; III с-|ип, а—кон

троль. б—Са-дсРНК

Изучение профиля синтезируемых белков (рис. 2) показало, что 
в мнтотически активных фибробластах человека (15 недель субкуль
тивирования) сохраняется в основном тот же профиль синтезируемых

Рис. 2. Илентифвкш.'.ия тралскрнитоп гена с (оа, с-|ип. с-шус в фибробласта* 
1—с-1оз. а—контроль. б—Са-дсРНК; II—с-}ип, а—контроль, б—Са-дсРНК

белков, что и в митотически активных фибробластах, субкультнвиро- 
<ванных в течение 7 недель [8]; вместе с тем под влиянием Са-дсРНК 
наблюдалась индукция синтеза группы протеинов с мол. массами 
45—35 кД. характерных для постмитотической популяции фибро
бластов человека, претерпевающих процесс терминальной дифферен
цировки (3 недели культивирования в условиях стационарного роста).

Согласно полученным данным, использованные полинуклеотиды
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Рнс. 3. Идонтификзсня в двумерном 15% ПААГ электрофорезе- р>$] меченых 
протейной м»1тотн'хчкк активных фибробластов (15 недель субкультивирования) 
до и после воздействия Са.дсРНК (авторадиография). 1—контроль. II—после 
воздействия Са-деРНК, 111—[з5$]-меченые протеины лостмнмотнческой попу
ляции фибробластов (3 недели культивирования в условиях стационарного ро. 

ста) ИЭФ е градиенте pH 3—10, 7500 У/г. слева направо. 



оказывают различное влияние на процессы пролиферации фиброблас
тов человека. Поли 6А, поли с!Т, РНК дрожжей стимулируют про
цесс пролиферации фибробластов независимо от периода культиви 
ропалия клеток. Са-дсРНК повышает синтез ДПК в фибробластах 
на ранних стадиях размножения. иа более поздних же стадиях куль
тивирования клеток он стимулирует синтез протеиисв, характерных 
для стадий .ермивальиой дифференцировки фибробластов кожи че
ловека.

Синтетические и природные полинуклеотиды различной структу
ры неодинаково влияют на пролиферацию трансформированных эпи
телиальных клеток Нек«։-8-3 (табл. 1). ДеРНК в концентрации 
10 мкг/мл к 4ч воздействия ингибировал на 25% включение рП1-ти
мидина в ДНК Пека, Са-дсРНК подавлял синтез ДПК на 40%. По
ли ИА. полис!! стимулировали включение тимидина в ДНК клеток 
Иска.

ДеРНК не влияла на активность изучаемых протоонкогеноь в 
течение 30 мин и 3 ч воздействия. Са-дсРНК только через 4 ч вызы
вала активацию транскрипции генов с-(оз, с-]'ип, не индуцируя актив
ность гена с-гпус (рис. 4).

Испод։ юланпе 2-амйнсдурииа, специфического ингибитора про
цесса |р.։։нскрипцнп генов с-Гоз, с-]ип [23], совместно с Са-дсРНК су
щественно, на 60%, ингибировало включение тимидина в ДПК. По
лученная корреляция свидетельствуют о возможной роли продуктов 
экспрессии генов с-Гоз, с-уип как отрицательных регуляторов, сдер
живающих по типу обратной связи антипрол йферативный эффект 
дсРПК на клетки Не1а. Полученные результаты свидетельству  ют о 
том, что Са-формы полинуклеотидов, РНК дрожжей оказывают до
статочно выраженное митогенное влияние иа фибробласты человека, 
Са-дсРНК повышает в определенной степени синтез ДНК в фибро

ине. 4а.
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бластах на ранних стадиях размножения в культуре; на более позд
них стадиях культивирования клеток Са-деРНК стимулирует процесс 
терминальной дифференцировки: комбинированное применение Си- 
деРНК с Са-поли. <1А. Са-полн Л может быть использовано в кли
нической медицине в целях стимуляции процессов пролиферации и 
терминальной дифференцировки фибробластов и эпителиальных кле
ток и заживления ран различной этиологии, особенно н случаях тор
можения и вялого протекания терминальной дифференцировки фиб
робластов и клеток эпителия

Тнс. 4. б. Идентнфпкацнг тр. нсьрнитой гена с-1о* (а), сдип (6} в метках НЫ..Л 
под воздействием Са^-ЬдсРНК Справа налево: 1—контроль. м-РНК ныдслс- 

на га клеток .Не! о. культивировавшая до полного монослоя; 2. 3—положитель
ный контроль нидукцяя о НеЬа синтеза м-РНК гена с-1оь (а) в с-]ип (6). под 
вотдейстииси гормонт эпндермвдьяого факторе роста (ЭФР/ через 30 мин и 4 ч;
4, 5- гии.'н.’п.-т- к. сРНК через 30 млн я 4 ч; 6. 7—возДсй^твн։ Са^4 1-РНК 

через 30 мни 4ч; с-РНК с-՝Го$ (а) I? м-РНК с-рп ։б! (2.2 т. и. о).
/ .

Автор блаюдсрит проф. Шнмизу Н. и Гамп Ш. (Япония) за по
мощь в получении некоторых экспериментальных данных и в обсуж
дении результатов.
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