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Развитие плаценты во многом определяется взаимодействием естественных киллеров 
(NK-клетки) и клеток трофобласта. Несмотря на интенсивные исследования, роль NK-
клеток и методы коррекции их функциональной активности в репродукции остаются 
спорными. Целью данного исследования стало изучение влияния белковых фракций ли-
зата NK-клеток на пролиферацию клеток трофобласта в модельном эксперименте 
in  vitro. В результате хроматографического разделения было получено шесть фракций 
клеточного лизата с различным набором входящих в их состав белков (25–250 кДа). 
Установлено, что все исследованные фракции стимулируют пролиферацию клеток тро-
фобласта. Во фракциях с молекулярными массами 36–250 кДа, 29–66 кДа и 47–62 кДа 
обнаружены маркеры пролиферации – протеинкиназа В (AKT/PKB) и киназы, регули-
руемые внеклеточными сигналами (ERK1/2). Полученные данные об изменении проли-
феративной активности клеток линии JEG-3 под влиянием белковых фракций лизата 
клеток линии NK-92 гипотетически отражают поведение клеток хориона в окружении 
NK-клеток в случае их гибели при физиологических и патологических состояниях, вы-
званных вирусными и бактериальными инфекциями, а также другими стрессорными 
факторами, приводящими к репродуктивной патологии.
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Введение
Межклеточная коммуникация является не-

отъемлемой составляющей регуляции физиологи-
ческих процессов в многоклеточном организме. 
Обмен сигналами может производиться как в од-
ностороннем порядке, так и в контексте «диало-
га». Вариабельность биологического ответа зави-
сит от способов взаимодействия, среди которых 
можно выделить непосредственный клеточный 
контакт, секрецию и высвобождение сигнальных 
молекул, а также коммуникацию с помощью ми-
кровезикул [1, 2].

Естественные киллеры (NK-клетки, natural 
killer cells, NK cells) – популяция клеток врожден-
ного иммунитета, обладающая цитотоксическими 
функциями и играющая регуляторную роль в от-
ношении взаимодействующих с ними клеток бла-
годаря рецепторному аппарату и за счет продук-
ции цитокинов [3]. Развитие плаценты во многом 
определяется взаимодействием децидуальных 
NK-клеток и клеток трофобласта [4]. При насту-
плении беременности NK-клетки аккумулируют-

ся вокруг клеток трофобласта, принимая участие 
в  регуляции пролиферации, миграции и инвазии 
трофобласта за счет секреции цитокинов и росто-
вых факторов [5]. Трофобласт в свою очередь се-
кретирует хемокины и экспрессирует лиганды 
к адгезионным рецепторам NK-клеток [6]. В усло-
виях контактного взаимодействия NK-клетки об-
ладают прямым цитотоксическим действием в от-
ношении клеток трофобласта [7]. Причем их 
цитотоксичность зависит от того, находятся они 
в  составе фракции мононуклеаров или выделены 
из нее как самостоятельная популяция, а также от 
наличия в прошлом или настоящем у женщины 
беременности [8]. NK-клетки по-разному управ-
ляют ангиогенезом в совместной культуре эндоте-
лиальных клеток и клеток трофобласта в случае их 
дистантного и контактного сокультивирова-
ния [9]. Клетки трофобласта, в зависимости от ци-
токинового микроокружения, воздействующего 
как на NK-клетки, так и на сам трофобласт, по-
разному влияют на адгезию и трансмиграцию  
NK-клеток через собственный монослой [6, 10]. 
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БЕЛКОВЫЕ ФРАКЦИИ ЛИЗАТА NK-КЛЕТОК ИЗМЕНЯЮТ ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК ТРОФОБЛАСТА

Таким образом, регуляция функции трофобласта 
и NK-клеток носит взаимный характер. Несмотря 
на интенсивные исследования, роль NK-клеток 
и  методы коррекции их функциональной актив-
ности в репродукции остаются спорными. При 
этом до сих пор преобладают представления об их 
антагонистических взаимоотношениях, связан-
ных со способностью NK-клеток к цитотоксиче-
скому действию на трофобласт.

Ранее нами были получены данные о влиянии 
микровезикул NK-клеток на функциональное со-
стояние клеток трофобласта в системе in vitro [11]. 
Было установлено, что микровезикулы снижают 
пролиферативную активность клеток трофобла-
ста, не изменяя соотношения фосфорилирован-
ных и нефосфорилированных форм киназ, регу-
лируемых внеклеточными сигналами (ERK1/2, 
extracellular signal-regulated kinases 1/2), которое 
характеризует вовлеченность сигнального пути 
MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase) 
в  этот процесс. При этом влияние содержимого 
самих NK-клеток на интенсивность пролифера-
ции клеток трофобласта нами не изучалось. Ука-
занный методологический подход мог бы допол-
нить полученные ранее данные о взаимодействии 
NK-клеток и клеток трофобласта как при кон-
тактном, так и при дистантном взаимодействии 
(секреция биологически активных продуктов 
и продукция микровезикул), моделируя процессы, 
происходящие in vivo. Изучение роли белкового 
состава клеток в межклеточных взаимодействиях 
может способствовать лучшему пониманию по-
тенциальной роли тех или иных клеточных попу-
ляций в физиологических и патологических про-
цессах, опосредованных различными способами 
межклеточной коммуникации.

Таким образом, целью данного исследования 
явилось изучение влияния белковых фракций ли-
зата NK-клеток, полученных в результате микро-
препаративного хроматографического разделения, 
на пролиферацию клеток трофобласта в модель-
ном эксперименте in vitro.

Материалы и методы
Культуры клеток. В качестве NK-клеток ис-

пользовали клетки линии NK-92 (American Type 
Culture Collection, США), а в качестве объекта 
воздействия использовали клетки трофобласта ли-
нии JEG-3 (American Type Culture Collection, 
США). Для культивирования клеток линии NK-92 
использовали полную ростовую среду, содержа-
щую среду Minimum Essential Medium Eagle 
α-модификации с добавлением 12,5% инактиви-
рованной эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС), 12,5% инактивированной лошадиной сы-
воротки, 0,2 мМ мио-инозитола, 0,02 мМ фолие-
вой кислоты, 2 мМ L-глутамина, 100 мкг/мл 
стрептомицина, 100 Ед/мл пенициллина, 20 мМ 
буфера HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазин- 

этансульфоновая кислота), 0,1 мМ меркаптоэта-
нола (Sigma-Aldrich Chem. Co., США). Клетки ли-
нии JEG-3 культивировали в среде Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium с добавлением 10% инак-
тивированной ЭТС, 100 мкг/мл стрептомицина, 
100 Ед/мл пенициллина, 0,5 мМ L-глутамина, 
1  мл Minimum Essential Medium, 1  мМ пирувата 
натрия (Sigma-Aldrich Chem. Co., США). Все экс-
перименты проводили при 37°С во влажной ат-
мосфере, 5% СО2. Жизнеспособность клеток оце-
нивали при помощи раствора трипанового синего 
(Sigma-Aldrich Chem. Co., США), при этом она 
составляла не менее 96%.

Индукторы. В качестве индукторов клеток 
трофобласта линии JEG-3 использовали белковые 
фракции, полученные в результате разделения ли-
зата клеток линии NK-92 с помощью метода ми-
кропрепаративной эксклюзионной жидкостной 
хроматографии высокого давления (см. ниже).

Приготовление биоматериала. В настоящей 
работе был использован оригинальный метод раз-
рушения клеточных мембран [12]. Культуральную 
среду, содержащую клетки линии NK-92, центри-
фугировали при 500g (комнатная температура, 
10  мин), осадок собирали и трижды промывали 
охлажденным фосфатным буфером Phosphate-
Buffered Saline (0,01 М; рН 7,4) (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., США). Очищенный осадок ресуспен-
дировали в деионизированной воде стандарта 
MilliQ с добавлением коктейля ингибиторов про-
теаз и фосфатаз (Sigma-Aldrich Chem. Co., США) 
в  концентрациях, указанных изготовителями, 
и хранили при -80°С до анализа. В день экспери-
мента клетки размораживали и подвергали пяти-
кратному повторному замораживанию-оттаива-
нию, после чего интенсивно гомогенизировали 
в  стеклянном гомогенизаторе в течение 5 мин. 
Полученный материал центрифугировали при 
19800g (4°С, 20 мин), а полученный супернатант 
отбирали для дальнейшего исследования.

Препаративная хроматография. Для разделе-
ния тотального лизата 5,4×107 клеток на белковые 
фракции (субфракции цитоплазматической фрак-
ции) использовали хроматограф жидкостной 
1260 Agilent Technologies Infinity II с программным 
обеспечением OpenLAB CDS ChemStation (Agilent 
Technologies, Inc., США). Хроматографическое 
разделение проводили в неденатурирующих усло-
виях на колонке Agilent Bio SEC-3 Size Exclusion 
Сolumn, 3μm, 300Å, 4,6×300 мм, (Agilent 
Technologies, Inc., США). В качестве подвижной 
фазы использовали бидистиллированную воду. 
Анализ проводили в изократическом режиме при 
температуре +4°С со скоростью потока подвиж-
ной фазы 0,35 мл/мин. В качестве детектора ис-
пользовали диодную матрицу, регистрирующую 
поглощение при 210 и 230 нм. Время анализа со-
ставило 45 мин. Ввиду непрерывности хромато-
графического профиля деление на фракции осу-
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ществлялось в режиме time-line по временным 
отрезкам длительностью 3 мин, начиная с 6-й мин 
(с 24-й мин в подвижной фазе после выхода из 
хроматографической колонки и последующего 
концентрирования общий белок не обнаруживал-
ся, что позволило исключить данный материал из 
последующей работы). В результате эксперимента 
было проведено 15 итераций деления. Получен-
ные фракции концентрировали на вакуумном  
испарителе CentriVap Vacuum Concentrator 
(Labconco Corp., США) до объема, в котором кон-
центрация общего белка превышала значение 
5 мг/мл. Полученные концентраты стерилизовали 
пропусканием через шприцевые фильтры с диаме-
тром пор 0,45 мкм (Corning Inc., США), замора-
живали при -80°С и хранили до проведения ана-
лиза не более 2 нед.

Спектрофотометрия. Содержание общего бел-
ка в клеточных лизатах и белковых фракциях опре-
деляли по методу Бредфорда, используя спектро-
фотометр NanoDrop One (Thermo Scientific, США).

Электрофорез. Образцы белковых фракций ли-
зата клеток линии NK-92 с равным количеством об-
щего белка разделяли по молекулярным массам 
в 10%-ном полиакриламидном геле (Bio-Rad, США) 
в денатурирующих условиях по методу Лэммли.

Оценка цитотоксичности подвижной фазы для 
хроматографии и белковых фракций лизата клеток 
линии NK-92. Для определения минимальной ток-
сической дозы подвижной фазы для хроматогра-
фии и полученных белковых фракций лизата кле-
ток линии NK-92 в отношении клеток 
трофобласта линии JEG-3 в лунки 96-луночного 
плоскодонного планшета для адгезионных куль-
тур (Becton Dickinson, США) вносили клетки ли-
нии JEG-3 в концентрации 3,5×103 клеток на лун-
ку в 100 мкл полной культуральной среды (см. 
выше) с добавлением 10% ЭТС. Во избежание 
краевого эффекта в этом и всех последующих экс-
периментах с использованием планшетов крайние 
лунки по всему периметру заливали средой и не 
использовали в дальнейшем. Затем клетки культи-
вировали в течение 24 ч в инкубаторе при 37°С во 
влажной атмосфере, 5% СО2. После этого клеткам 
заменяли культуральную среду на подвижную 
фазу для хроматографии или белковые фракции 
лизата клеток линии NK-92 в нескольких разведе-
ниях. Для этого путем последовательного титрова-
ния на полной культуральной среде с добавлением 
10% ЭТС готовили серию разведений подвижной 
фазы или белковых фракций в концентрациях: 
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, 
0,39%, 0,20% и 0,10% (v/v). Для корректного  
статистического анализа каждое разведение пре-
парата готовили в шести повторах. В качестве 
контроля использовали культуральную среду с до-
бавлением 10% ЭТС. После этого клетки вновь 
культивировали в течение 24 ч в инкубаторе при 
37°С во влажной атмосфере, 5% СО2.

Спустя сутки из всех лунок планшета удаляли 
среду и окрашивали клетки 0,2%-ным раствором 
кристаллического фиолетового (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., США), содержащим 5% метанола, для 
чего в каждую лунку вносили 100 мкл раствора 
красителя и инкубировали 10 мин. Затем, после 
четырехкратной отмывки лунок дистиллирован-
ной водой, планшет высушивали, а краситель экс-
трагировали добавлением в лунки 100 мкл  
50%-ного раствора уксусной кислоты. Учет опти-
ческой плотности проводили на спектрофотоме-
тре ELx808 (BioTek Instruments Inc., США) при 
длине волны 540 нм (отсекающая длина волны 
630  нм). О снижении жизнеспособности клеток 
судили по изменению оптической плотности ана-
лизируемой пробы по сравнению с контролем.

Оценка пролиферации. Для оценки влияния 
белковых фракций лизата клеток линии NK-92 на 
пролиферацию клеток трофобласта линии JEG-3 
использовали метод, основанный на окраске бел-
ковых компонентов клеточной цитоплазмы ви-
тальным красителем кристаллическим фиолето-
вым (см. выше). Этот метод по чувствительности 
сопоставим с другими методами оценки пролифе-
рации [13, 14]. Для этого клетки трофобласта по-
мещали в лунки 96-луночного плоскодонного 
планшета с прозрачным плоским дном для адгези-
онных культур (Becton Dickinson, США) в кон-
центрации 2,5×103 клеток в 50 мкл полной культу-
ральной среды, дополненной 10% ЭТС, на лунку 
и оставляли в течение 24 ч для прикрепления кле-
ток к поверхности планшета.

Через сутки после начала культивирования из 
всех лунок планшета среду удаляли. Затем в лунки 
с клетками добавляли 100 мкл растворов индукто-
ров, приготовленных на культуральной среде без 
добавления раствора ЭТС с конечным содержани-
ем каждого индуктора: 0,05%; 0,025%; 0,0125%; 
0,00625%; 0,00313%; 0,00156%; 0,00078%; 0,00039%. 
После этого в каждую лунку добавляли ЭТС в ко-
личестве, равном 2% от содержимого лунки. 
Крайние лунки заполняли теплым (37°С) раство-
ром Hanks’ Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., США).

После инкубации в течение 72 ч культураль-
ную среду из всех лунок удаляли и клетки окра-
шивали 0,2%-ным раствором кристаллического 
фиолетового, содержащим 5% метанола. Интен-
сивность клеточной пролиферации оценивали по 
изменению оптической плотности окрашенных 
экстрактов, которую измеряли с помощью спек-
трофотометра ELx808 (BioTek Insruments Inc., 
США), как описано выше. Полученные значения 
оптической плотности сопоставляли с количеством 
клеток, используя кривую титрования, и результа-
ты выражали в количестве клеток. Об изменении 
клеточной пролиферации судили по изменению 
как оптической плотности образца, так и количе-
ства клеток по сравнению с инкубацией в культу-

А.В. Кореневский, Ю.П. Милютина, С.К. Бочковский и др.
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ральной среде, дополненной 2% ЭТС (контроль). 
Питательные среды, дополненные 10% ЭТС, ис-
пользовали в качестве дополнительного контроля. 
Одна серия экспериментов включала в себя иссле-
дование влияния всех шести индукторов в восьми 
разведениях в четырех повторах. Независимо друг 
от друга было проведено три серии экспериментов.

Иммунноблоттинг. Прокультивированные 
клетки трофобласта линии JEG-3 лизировали в бу-
фере Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (50 мМ 
Трис-HCl pH 8,1; 1% Тритон Х-100; 0,1% додецил-
сульфата натрия; 0,5% дезоксихолата натрия; 
150 мM хлорида натрия), содержащем коктейль ин-
гибиторов протеаз и фосфатаз (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., США). Для осаждения клеточного де-
бриса пробы центрифугировали при 20000g (+4°C, 
20 мин). Лизат клеток линии JEG-3 либо белковые 
фракции лизата клеток линии NK-92, содержащие 
по 50 мкг общего белка, разделяли в  10%-ном по-
лиакриламидном геле (Bio-Rad, США) в денатури-
рующих условиях по методу Лэммли и переносили 
на PVDF-мембрану (Bio-Rad, США). Мембраны 
блокировали 3%-ным водным раствором бычьего 
сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich Chem. 
Co., США) в буфере TBST (50 мM Tris-HCl; 
150  мM хлорида натрия; 0,1% (v/v) Tween 20; 
pH  7,5). Содержание белков в  исследуемых образ-
цах выявляли с помощью специфичных первичных 
антител к протенкиназе В  (AKT/PKB) (Akt (pan) 
(C67E7) Rabbit mAb), киназам, регулируемым вне-
клеточными сигналами (ERK1/2) (p44/42 MAPK 
(Erk1/2) (137F5) Rabbit mAb), и глицеральде- 
гид-3-фосфатдегидрогеназе (GAPDH (14C10) 
Rabbit mAb). Все антитела были приобретены 
у  компании Cell Signaling Technology (США). Ин-
кубацию проводили при +4°С в течение ночи. Да-
лее, после инкубации с соответствующими вторич-
ными антителами козы, конъюгированными 
с  пероксидазой хрена (HRP) (1/1000; Bio-Rad, 
США), сигналы визуализировали, используя уси-
ленную хемилюминесценцию Clarity Western ECL 
Substrate (Bio-Rad, США). Мембраны сканировали 
в гель-документирующей системе ChemiDocTM 
Touch Imaging System (Bio-Rad, США), интенсив-
ность полос определяли при помощи программно-
го обеспечения ImageLab Software (Bio-Rad, США). 
Полученные данные были нормализованы по со-
держанию общего белка в геле [15], определяемому 
с  применением технологии stain-free (Bio-Rad, 
США) согласно инструкции производителя.

Статистический анализ. Статистическую об-
работку полученных данных проводили с помо-
щью программ Statistica и GraphPad Prism 8. Для 
проверки достоверности различий применяли не-
параметрический U-критерий Манна-Уитни с по-
правкой Бонферрони. Различия считались значи-
мыми при p  <  0,05. Результаты на рисунках 
представлены в виде медианы, минимального 
и максимального значения.

Результаты и обсуждение
Использованные в настоящем исследовании 

клетки линии NK-92 позволяют воспроизвести in 
vitro основные биохимические процессы, проис-
ходящие в клетках in vivo, а клетки трофобласта 
линии JEG-3 воспроизводят основные морфоло-
гические, фенотипические и функциональные ха-
рактеристики клеток инвазивного трофобласта 
первого триместра беременности [16, 17].

Содержание общего белка в лизате клеток ли-
нии NK-92 составило 60,2  ±  6,1 мкг/106 клеток. 
В  результате микропрепаративного хроматогра-
фического разделения тотального лизата было по-
лучено шесть фракций.

Электрофоретическое разделение белков 
в полученных фракциях показало следующее рас-
пределение молекулярных масс с различной сте-
пенью обогащенности белком (данные указаны 
для белков с долей более 5% от общего количества 
белка во фракции): 36–250 кДа (фракция №1), 
29–66 кДа (фракция №2), 47–62 кДа (фракция 
№3), 50 кДа (фракция №4), «не определено» 
(фракции №№5–6) (рис. 1).

Оценка минимальной токсической дозы под-
вижной фазы для хроматографии и белковых 
фракций лизата клеток линии NK-92 показала, 
что в неразведенном состоянии и разведении 
культуральной средой в соотношении 50% и 25% 
они токсичны в отношении клеток трофобласта 
линии JEG-3 (отличие от жизнеспособности ин-
тактных клеток: p < 0,001). В разведении культу-
ральной средой в соотношениях 12,5%, 6,25% 
и  во  всех последующих разведениях подвижная 
фаза и белковые фракции не оказывали токсиче-
ского воздействия на клетки трофобласта (отли-
чие от жизнеспособности интактных клеток: 
p > 0,05).

Рис. 1. Электрофореграммы белковых фракций лизата есте-
ственных киллеров линии NK-92.
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В данной работе мы проанализировали влия-
ние белковых фракций лизата NK-клеток на про-
лиферацию клеток трофобласта в условиях in vitro 
при использовании метода микропрепаративного 
хроматографического фракционирования и по-
следующего культивирования клеток-мишеней 
в  присутствии индукторов. В  предварительном 
эксперименте, проведенном с целью проверки 
корректности получаемых данных, было показа-
но, что пролиферация неактивированных клеток 
линии JEG-3, культивируемых в полной росто-
вой среде с добавлением 2% инактивированной 

ЭТС (контроль), достоверно отличается от тако-
вой клеток, культивируемых в  отсутствие ЭТС 
(первый дополнительный контроль; p  <  0,001) 
или в  присутствии 10% ЭТС (второй дополни-
тельный контроль; p  <  0,001), что указывает на 
оптимально подобранные условия для последую-
щих испытаний.

Установлено, что все исследованные фракции 
лизата клеток линии NK-92 в той или иной степе-
ни стимулируют пролиферацию клеток линии 
JEG-3 по сравнению с контролем (рис. 2): так, 
пролиферативная активность клеток-мишеней 

Рис. 2. Пролиферативная активность клеток трофобласта линии JEG-3 в присутствии фракций лизата естественных киллеров 
линии NK-92 (n = 3). Достоверность различий относительно контроля: * – p < 0,05; ** – p < 0,01).
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повышалась в 1,16–2,42 раза после культивирова-
ния в присутствии индукторов с конечным содер-
жанием их в лунке: 0,025% и менее (фракции 
№№4–6); 0,0125% и менее (фракция №3); 
0,00625% и менее (фракции №№1–2). Наблюдае-
мый нами эффект может быть вызван тем, что 
в составе фракций, по-видимому, содержатся ци-
токины, усиливающие пролиферацию, такие как, 
например, IL-10 (IL, Interleukin) и IL-15 [18]. Полу-
ченные результаты согласуются с данными литера-
туры о влиянии NK-клеток на ключевые процессы 
развития клеток трофобласта [19] и  эндотелиаль-
ных клеток [20] в системах in vitro, причем в отно-
шении последних наблюдались тонкие различия 
в эффектах, зависящих от способа передачи сигна-
ла и от конкретной модели их изучения [21]. Ранее 
с  помощью метода масс-спектрометрии в клетках 
линии NK-92 было обнаружено большое разноо-
бразие цитокинов и рецепторов к ним – в частно-
сти, альфа-субъединица рецептора IL-15 (IL-15Rα) 
[20], что свидетельствует в пользу активного влия-
ния NK-клеток на функциональное состояние кле-
ток микроокружения, формирующих область взаи-
модействия плода и матери.

Принимая во внимание данные об эффекте 
влияния всех исследуемых фракций лизата клеток 
линии NK-92 на пролиферативную активность 
клеток линии JEG-3 и учитывая относительно вы-
сокое содержание общего белка в первых фракци-
ях, мы далее изучили распределение содержания 
белков AKT/PKB и ERK1/2 во фракциях №№1–3, 
обнаруженных с помощью метода иммуноблот-
тинга (рис. 3).

Установлено, что основная доля исследуемых 
белков приходится на фракцию №2 (49,0% отно-
сительно общего содержания белка во фракциях 
№№1–3), при этом содержание каждого из иссле-
дуемых белков в доминирующей фракции превы-
шало таковое во фракции №1 (в 2,35–2,56 раза) 
и фракции №3 (в 1,54–1,63 раза).

Параллельно с этим установлено, что в первых 
трех фракциях лизата присутствуют маркеры про-
лиферации, в частности, AKT/PKB и ERK1/2. При 
этом относительное содержание этих белков во 
фракции №2 было выше, чем во фракции №1 
и фракции №3. Учитывая эффективность всех ис-
следованных фракций в плане влияния на проли-
феративную активность клеток трофобласта в про-
веденном эксперименте, можно предположить 
присутствие этих и/или других маркеров пролифе-
рации и в остальных белковых фракциях. Необхо-
димо отметить, что все без исключения исследо-
ванные фракции изначально представлены 
большим разнообразием белков, способных оказы-
вать различные воздействия на клетку-мишень, по-
рой противоположные по своему эффекту. Именно 
этим можно объяснить то, что первые три фрак-
ции, как наиболее обогащенные белком, проявля-
ют свою доминирующую активность в отношении 
клеток трофобласта при относительно большем 
разведении, чем все последующие фракции.

Сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR (mTOR, 
mammalian target of rapamycin) в настоящее время 
признан одним из наиболее важных путей в регу-
ляции выживания клеток. Активация этого пути 
дает клеткам сигнал выживания, который позволяет 
им противостоять апоптотическим каскадам  [22]. 
AKT/PKB оказывает прямое влияние на путь апо- 
птоза – например, воздействуя на проапоптотиче-
ский белок BAD, родственный Bcl-2. Он также 
влияет на транскрипционный ответ на апоптотиче-
ские стимулы, например, воздействуя, на факторы 
FOX и активность семейства p53. Роль сигнального 
пути PI3K/AKT/mTOR в выживании клеток под-
черкивается для некоторых видов рака [23].

Белки-члены семейства ERK являются  
серин/треониновыми протеинкиназами, ответ-
ственными за передачу митогенных сигналов [24]. 
Множественные стимуляторы, такие как факторы 
роста, цитокины, вирусы, лиганды рецепторов, 
связанных с G-белком, и онкогены активируют 
сигнальный путь RAF/MEK/ERK (RAF, rapidly 
accelerated fibrosarcoma). ERK1/2 регулируют ак-
тивность различных факторов транскрипции по-
средством фосфорилирования, в конечном итоге 
регулируя клеточные метаболизм и функцию 
и влияя на специфические биологические эффекты 
клеток. Активация сигнальных путей ERK/MAPK 
активирует другие внеклеточные сигнальные 
пути [24]. Путь RAS/RAF/ERK усиливает актива-
цию рецепторов смерти за счет увеличения экс-
прессии лигандов смерти, таких как TNFα (tumor 
necrosis factor α) или FasL, или рецепторов смер-
ти, таких как Fas, DR4 или DR5 [25]. Активность 
ERK1/2 также способствует индукции FADD – 
адаптора каспазы-8 к рецепторам смерти [26]. 
Поскольку активация последней, опосредованная 
ERK, требует синтеза белка de novo, это может 
приводить к  активации факторов транскрипции, 

Рис. 3. Распределение содержания белков AKT/PKB, ERK1/2 
и GABDH во фракциях №№1–3 лизата естественных килле-
ров линии NK-92.
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регулируемых ERK1/2, таких как c-Fos, что связа-
но с активацией DR4 и DR5 [27].

Важной особенностью используемой нами 
экспериментальной модели является отсутствие 
образования иммунологического синапса, без ко-
торого активации ряда сигнальных путей в клет-
ках трофобласта не происходит. Центральная 
MAP-киназа ERK локализована в цитоплазме, 
при этом многие из ее субстратов находятся 
в  ядре. Для транслокации из цитоплазмы в ядро 
ERK использует специфический белок импор-
тин  7 [28]. Стимуляция клеток цитокинами при-
водит к тому, что фосфатидилинозитол-3-киназа 
(PI3K) способствует перемещению AKT/PKB из 
цитозоля в состав липидных рафтов плазматиче-
ской мембраны и активирует ее [29]. В литературе 
нам не удалось найти данные о возможности ре-
цепции ERK или AKT/PKB клетками из внекле-
точной области. В то же время липофильность ак-
тивированного AKT/PKB теоретически может 
способствовать слиянию этого белка с поверх-
ностными липидными рафтами на цитоплазмати-
ческой мембране клетки. Полученные данные 
о наличии в лизате клеток линии NK-92 активных 
форм ERK и в особенности липофильного  
AKT/PKB и о влиянии белковых фракций лизата 
на пролиферацию клеток трофобласта линии 
JEG-3 позволяют предположить участие сигналь-
ных путей PI3K/AKT/mTOR и RAF/MEK/ERK 
в  пролиферативных каскадах клеток-мишеней 
в нашей модели. Данное предположение открыва-
ет необходимость дальнейшего изучения возмож-
ности передачи сигнала с помощью ERK1/2 
и AKT/PKB из внеклеточного матрикса.

Таким образом, представленные в настоящем 
исследовании данные об изменении пролифера-
тивной активности клеток трофобласта линии 
JEG-3 под влиянием фракций лизата клеток ли-
нии NK-92 могут указывать на участие компонен-
тов их внутриклеточного содержимого (AKT/PKB 
и ERK1/2) в обеспечении коммуникации  
NK-клеток с клетками трофобласта. Сопоставле-
ние полученных данных с результатами преды- 
дущих исследований позволяет предложить  
конкретные белки, которые могут быть также за-
действованы в  данных процессах: кальций / каль-
модулин-зависимая протеинкиназа типа II, 
сфингозин-1-фосфатлиаза 1, хемокины CXC, про-
филин-3, α-катулин, релаксин-3 и др. Однако для 
уточнения иммунологических и биохимических 
механизмов, лежащих в основе этих процессов, не-
обходимы дальнейшие исследования, направлен-
ные на идентификацию эффекторных белков  
NK-клеток, и прямые доказательства их связи 
с  эффектами, наблюдаемыми при взаимодействии 
данного типа клеток с клетками микроокружения.

Изучение спектра белковых молекул лизатов 
NK-клеток, а также их биологической активности 
может способствовать пониманию потенциальных 

путей реализации не только влияния этих клеток на 
трофобласт, но также и изменения их поведения 
под влиянием последнего. В дальнейшем эти меха-
низмы реализуются с помощью как контактных, так 
и дистантных взаимодействий, включая секрецию 
цитокинов и продукцию внеклеточных везикул.

Заключение
В литературе в основном рассматриваются 

цитотоксические и эффекторные свойства  
NK-клеток, в том числе и в отношении трофо-
бласта. Ранее нами был установлен факт прямой 
цитотоксичности NK-клеток в отношении кле-
ток трофобласта [7]. В связи с этим можно пола-
гать, что основной функцией NK-клеток являет-
ся сдерживание избыточной пролиферации 
и миграции трофобласта. Ранее нами также было 
установлено, что NK-клетки по-разному управ-
ляют ангиогенезом в совместной культуре эндо-
телиальных клеток и клеток трофобласта в случае 
их дистантного и контактного сокультивирова-
ния [9]. Тем не менее, данных о прямом влиянии 
NK-клеток на пролиферацию трофобласта в ли-
тературе нам найти не удалось, что объясняется 
их прямой цитотоксичностью в моделях in vitro 
в отношении трофобласта. Полученные в настоя-
щем исследовании данные свидетельствуют 
в  пользу влияния лизатов NK-клеток в отноше-
нии пролиферации трофобласта и ставят вопрос 
о создании экспериментальных моделей для под-
тверждения этих данных.

Полученные нами результаты гипотетически 
отражают поведение клеток хориона под влия- 
нием NK-клеток в случае их гибели при фи- 
зиологических и патологических состояниях,  
вызванных вирусными и бактериальными ин-
фекциями, а  также другими стрессорными фак-
торами, приводящими к репродуктивной патоло-
гии. Проведенное исследование позволяет также 
оценить различия в данных по оценке влияния 
тех или иных биологически активных клеточных 
продуктов при межклеточных взаимодействиях, 
зависящих от способа передачи сигнала и от кон-
кретной модели их изучения.
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Natural killer cell lysate fractions affect trophoblast cell proliferation  
in vitro
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Placenta development is largely determined by the interaction of natural killer (NK) cells and 
trophoblast cells. Despite intensive research, the role of NK cells and methods for correcting 
their functional activity in reproduction remain controversial. The aim of this study was to 
investigate the effect of protein fractions of NK cell lysate on trophoblast cell proliferation in a 
model experiment in vitro. Chromatographic separation resulted in obtaining six cell lysate 
fractions with different sets of proteins (25–250 kDa). It was found that all the studied fractions 
stimulated trophoblast cell proliferation. Proliferation markers such as protein kinase B (AKT/
PKB) and extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2) were found in the protein fractions 
with molecular weights of 36–250 kDa, 29–66 kDa, and 47–62 kDa. The obtained data on the 
change in the proliferative activity of JEG-3 cells under the influence of the NK-92 cell lysate 
fractions hypothetically reflect the behavior of chorionic cells surrounded by NK cells in the 
event of their death under normal or pathological conditions caused by viral and bacterial 
infections, as well as other stress factors that lead to reproductive pathology.

Keywords: reproduction, placenta, natural killer cells, trophoblast, proliferation, AKT/PKB, 
ERK1/2
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