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Èçó÷åíî âëèÿíèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà íà ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè è
ìåíàäèîíçàâèñèìóþ ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííóþ õåìèëþìèíåñöåíöèþ ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû
êðûñû C6. Óñòàíîâëåíî, ÷òî H2O2 â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 5�10–7—1�10–8 ìîëü/ë âûñòóïàåò â êà÷åñò-
âå ðåãóëÿòîðà ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ àñòðîöèòîâ, èíäóöèðóÿ ðåàêòèâàöèþ, êîòî-
ðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â ãèïåðòðîôèè êëåòî÷íûõ òåë, óâåëè÷åíèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ïðîäóêöèè
ñóïåðîêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ (O2

•– ), èíäóöèðóåìûõ ìåíàäèîíîì. Öèòîäåñòðóêòèâíîå äåéñòâèå ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèÿõ âûøå 1�10–6 ìîëü/ë â îòíîøåíèè êóëüòóðû êëåòîê C6 âûðàæàåòñÿ â ñíè-
æåíèè èõ èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè è ñïîñîáíîñòè ãåíåðèðîâàòü O2

•– ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà. Èñïîëüçîâà-
íèå ëèïîïîëèñàõàðèäà â êà÷åñòâå ôóíêöèîíàëüíîãî ñòèìóëÿòîðà ïîêàçàëî, ÷òî H2O2 ìîäèôèöèðóåò ñèã-
íàëüíûå ïóòè, ïðèâîäÿùèå ê óñèëåíèþ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê C6, è âûçûâàåò ñíèæåíèå
âûõîäà ëþöèãåíèíçàâèñèìîé ÕË àñòðîöèòîâ ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà äî óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðåâèâàåìûå êëåòêè ãëèîìû êðûñû C6, ïåðîêñèä âîäîðîäà, ëèïîïîëèñàõà-
ðèä, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, õåìèëþìèíåñöåíöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÏ — èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè, ËÏÑ — ëèïîïîëèñàõàðèä B, ÕË — õåìè-
ëþìèíåñöåíöèÿ, SI — èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ÕË.

Ïåðîêñèä âîäîðîäà â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè
îáëàäàåò äâîéñòâåííûì âëèÿíèåì íà ôóíêöèîíàëüíîå
ñîñòîÿíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê. H2O2 â ìèëëèìîëÿð-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ â êëåòêàõ in vitro èíäóöèðóåò ðàçðû-
âû öåïåé ÄÍÊ, ïåðåêèñíîå îêèñëåíèå ëèïèäîâ, ñíèæå-
íèå èíòåíñèâíîñòè ãëèêîëèçà è ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìå-
íåíèÿ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí, âûçûâàÿ ãèáåëü êëåòîê
ïî ìåõàíèçìàì àïîïòîçà èëè íåêðîçà (Finkel, Holbrook,
2000; Martindale, Holbrook, 2002). Ïåðîêñèä âîäîðîäà â
íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÿâëÿåòñÿ âòîðè÷íûì ìåññåíäæå-
ðîì, ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ òðàíñäóêöèè ñèãíàëà, èíè-
öèèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ (Suzuki, 1997), àê-
òèâèðóåò ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè, â ÷àñòíîñòè NF-kB
(Schreck, Baeuerle, 1991), MAP-êèíàçû (Guyton et al.,
1996; Crossthwaite et al., 2002) ïðîòåèíêèíàçû (Dröge,
2002) è ò. ä., âëèÿÿ òàêèì îáðàçîì íà ôóíêöèîíàëüíûå
ñâîéñòâà êëåòîê (Ãàìàëåé, Êëþáèí, 1996).

Îäíèì èç èñòî÷íèêîâ H2O2 â öåíòðàëüíîé íåðâíîé
ñèñòåìå ÿâëÿþòñÿ ìèêðîãëèàëüíûå êëåòêè, àêòèâèðîâàí-
íûå öèòîêèíàìè è b-àìèëîèäíûì ïåïòèäîì, è íåéðîíû
ïðè âîçíèêíîâåíèè íåäîñòàòêà L-àðãèíèíà èëè òåòðàãèä-
ðîáèîïòåðèíà (Torreilles, 1999). Âûñîêàÿ ïðîíèöàåìîñòü
ìåìáðàí äëÿ H2O2 è îòíîñèòåëüíî ïðîäîëæèòåëüíîå
âðåìÿ æèçíè ïðèâîäÿò ê òîìó, ÷òî ïåðîêñèä âîäîðîäà
äåéñòâóåò íå òîëüêî íà êëåòêè-ïðîäóöåíòû, íî è íà ñî-
ñåäíèå, â ÷àñòíîñòè íà àñòðîöèòû. Èçâåñòíî, ÷òî àñòðî-
öèòû â ìîçãå âûïîëíÿþò ðÿä âàæíûõ ôóíêöèé: ðåãóëè-
ðóþò âíåêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ èîíîâ, ìåòàáîëèòîâ è
íåéòðîòðàíñìèòòåðîâ, ïîääåðæèâàþò íåéðîíàëüíûå è

ñèíàïòè÷åñêèå ôóíêöèè, îáðàçóþò âìåñòå ñ öåðåáðàëü-
íûìè ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ãåìàòîýíöåôàëè÷å-
ñêèé áàðüåð (ÃÝÁ) (Ðîéòáàê, 1993; Hansson, Ronnbäck,
2003), ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â èíèöèàöèè è ðåãóëÿöèè èì-
ìóííîãî è âîñïàëèòåëüíîãî îòâåòîâ ïðè ïîâðåæäåíèè è
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ ìîçãà (Dong, Benveniste,
2001). Ïîýòîìó èçó÷åíèå âëèÿíèÿ H2O2 íà ñâîéñòâà àñò-
ðîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì.

Ðàíåå íàìè õåìèëþìèíåñöåíòíûì ìåòîäîì ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè ñòèìóëÿöèè ìåòàáîëèçìà êëåòîê C6 ÷àñòèöà-
ìè ëàòåêñà, àðàõèäîíîâîé êèñëîòîé, ëèïîïîëèñàõàðèäîì
(ËÏÑ) è ôèòîãåìàããëþòèíèíîì îáðàçîâàíèÿ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà íå íàáëþäàåòñÿ (Êóëàãîâà è äð., 2005).
Îäíàêî ïðè äîáàâëåíèè ìåíàäèîíà àñòðîöèòû ãåíåðèðó-
þò ñóïåðîêñèäíûå àíèîí-ðàäèêàëû (Kulahava et al.,
2003), ïðè÷åì èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ìåíàäèîíçàâè-
ñèìîé ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË îòðàæàåò ôóíêöè-
îíàëüíîå ñîñòîÿíèå ýòèõ êëåòîê. Òàê, ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ñïîñîáíîñòü êëåòîê C6 ïðîäóöèðîâàòü O
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•– ïîëîæè-
òåëüíî êîððåëèðóåò ñ èçìåíåíèåì èõ ìèòîòè÷åñêîé àê-
òèâíîñòè (Kulahava et al., 2003; Ñåìåíêîâà è äð., 2005).
Ýòî ïîñëóæèëî îñíîâàíèåì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ïàðàìåò-
ðîâ ìåíàäèîíçàâèñèìîé ÕË êëåòîê C6 â ïðèñóòñòâèè
ëþöèãåíèíà äëÿ îöåíêè èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
êëåòîê.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíî âëèÿíèå H2O2 íà
ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ìåíàäèîíçàâèñèìóþ ïðî-
äóêöèþ O

2

•– , ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè è æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïåðåâèâàåìàÿ ëèíèÿ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 ïîëó-
÷åíà èç Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñðåäó Èãëà MEM ñ äîáàâëå-
íèåì HEPES (Sigma, ÑØÀ), ñáàëàíñèðîâàííûé ñîëåâîé
ðàñòâîð Ýðëà (0.12 ìîëü/ë NaCl, 5.4�10–3 ìîëü/ë KCl,
0 .9�10 – 3 ìîëü/ë NaHPO4�2H 2 O, 0 .8�10 – 3 ìîëü/ë
MgSO4�7H2O, 5.6�10–3 ìîëü/ë ãëþêîçû, 1.8�10–3 ìîëü/ë
CaCl2 è 26.2�10–3 ìîëü/ë NaHCO3 ïðîèçâîäñòâà «Àíà-
ëèç Õ», Ðåñïóáëèêà Áåëàðóñü), ñûâîðîòêó ïëîäîâ êîðîâ
(ÃÓ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè ÌÇ Ðåñïóá-
ëèêè Áåëàðóñü), ãåíòàìèöèí (ÎÀÎ «Áåëìåäïðåïàðàòû»,
Ðåñïóáëèêà Áåëàðóñü), ëþöèãåíèí (10,10-äèìåòèë-áèàê-
ðèäèíèé) (Fluka, Øâåéöàðèÿ), H2O2 è Òðèòîí X-100
(«Äèàëåê», Ðåñïóáëèêà Áåëàðóñü), à òàêæå ËÏÑ, ãåìàòîê-
ñèëèí, ýîçèí, ìåíàäèîí (2-ìåòèë-1,4-íàôòîõèíîí), äèìå-
òèëñóëüôîêñèä è ïðîïèäèóì èîäèä (Sigma, ÑØÀ).

Ïåðåâèâàåìûå êëåòêè ãëèîìû êðûñû C6 êóëüòèâè-
ðîâàëè â ïëîñêèõ ôëàêîíàõ è íà ïîìåùåííûõ âî ôëàêî-
íû ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â ñðåäå Èãëà MEM ñ HEPES ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ è 1�10–4 ã/ìë
ãåíòàìèöèíà ïðè 37 °C. Ïîñåâíàÿ äîçà êëåòîê ñîñòàâëÿëà
1.5�105 êëåòîê/ìë (Êâà÷åâà è äð., 1980). ×åðåç 48 ÷ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà) ïðîâîäèëè ñìå-
íó ðîñòîâîé ñðåäû íà ïîääåðæèâàþùóþ (ñðåäà Èãëà áåç
ñûâîðîòêè). Çàòåì âî ôëàêîíû âíîñèëè ðàñòâîð H2O2 â
äèàïàçîíå êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 1�10–3—1�10–9 ìîëü/ë
è ËÏÑ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.1�10–6 ã/ìë íà 24 ÷.
Îáúåì äîáàâëÿåìûõ ðàñòâîðîâ íå ïðåâûøàë 10 % îò îáùå-
ãî îáúåìà ïðîáû. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû êëåòîê ôèêñèðî-
âàëè â æèäêîñòè Äþáîñê—Áðàçèëü—Áóýíà, îêðàøèâàëè
ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì, ïîñëå ÷åãî àíàëèçèðîâàëè ïîä
ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì, èñïîëüçóÿ îá. 40� è îê. 10�.

Âëèÿíèå H2O2 íà ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè
êëåòîê è íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü èññëåäîâàëè
ìåòîäîì ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî íàêîïëåíèþ êëåòîê â ñôîðìèðî-
âàííîì ìîíîñëîå â ñòàöèîíàðíîé ôàçå ðîñòà è âûðàæàëè
ñ ïîìîùüþ èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè êàê îòíîøåíèå êîëè-
÷åñòâà êëåòîê âî ôëàêîíå ê êîëè÷åñòâó ïîñåÿííûõ êëåòîê.

Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿëè ôëóîðåñöåíò-
íûì ìåòîäîì íà ñïåêòðîôëóîðèìåòðå (LSF 1211A «Ñî-
ëàð», Ðåñïóáëèêà Áåëàðóñü) ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîïèäèóì
èîäèäà (Kato et al., 1999), ìîëåêóëû êîòîðîãî ïðîíèêàþò
â êëåòêó òîëüêî ïðè ïîâðåæäåíèè öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí è âñòðàèâàþòñÿ ìåæäó íóêëåîòèäàìè ÄÍÊ è
ÐÍÊ. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ îáðàçöîâ C6 c H2O2 â òå÷å-
íèå 24 ÷ ìîíîñëîé êëåòîê äâàæäû ïðîìûâàëè ñáàëàíñè-
ðîâàííûì ñîëåâûì ðàñòâîðîì Ýðëà, ïîñëå ÷åãî âíîñèëè
ðàñòâîð ïðîïèäèóì èîäèäà â êîíöåíòðàöèè 4�10–6 ìîëü/ë,
ïåðåìåøèâàëè è ÷åðåç 5 ìèí èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè Fd1 (lâîçá. = 530 íì, lðåã. = 645 íì). Çàòåì
êëåòêè ðàçðóøàëè ñ ïîìîùüþ Òðèòîíà X-100 è ðåãèñòðè-
ðîâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè Ft1. Æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå
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ãäå Fd2 è Ft2 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðîïèäèó-
ìà èîäèäà è Òðèòîíà X-100 ñîîòâåòñòâåííî â ñáàëàíñè-
ðîâàííîì ñîëåâîì ðàñòâîðå Ýðëà.

Ìåíàäèîíçàâèñèìîå îáðàçîâàíèå O
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•– â ñóñïåíçèè
êëåòîê C6 ðåãèñòðèðîâàëè õåìèëþìèíåñöåíòíûì ìåòî-
äîì íà áèîõåìèëþìèíîìåòðå «ÁÕË-1» ïðè 37 °C è
pH 7.4 ñ èñïîëüçîâàíèåì 1.25�10–5 ìîëü/ë ëþöèãåíèíà
â êà÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêîãî ýìèòòåðà ÕË O

2

•– (Li et al.,
1998). Êëåòêè C6 êóëüòèâèðîâàëè ñ H2O2 â òå÷åíèå 24 ÷,
êàê îïèñàíî âûøå. Ïåðåä èçìåðåíèåì ÕË ïðèêðåïëåí-
íûå ê ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà êëåòêè ñíèìàëè ìåõàíè÷å-
ñêèì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ ñêðåáêà. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåí-
çèþ îòìûâàëè ñáàëàíñèðîâàííûì ñîëåâûì ðàñòâîðîì
Ýðëà è äîâîäèëè äî êîíöåíòðàöèè 1�106 êëåòîê/ìë. Ìå-
íàäèîí èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèè 1.6�10–5 ìîëü/ë.

Ïðè ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ îïðåäå-
ëÿëè ñðåäíþþ âåëè÷èíó äëÿ ãðóïïû èçìåðåíèé (áîëåå
òðåõ). Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíèå
çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû
êðûñû C6 â òå÷åíèå 24 ÷ ñ H2O2 â äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé îò 1�10–3 äî 1�10–9 ìîëü/ë îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, ñòåïåíü ïðîÿâëåíèÿ
êîòîðûõ çàâèñèò îò äîçû ïðåïàðàòà. H2O2 â êîíöåíòðà-
öèè 1�10–3—1�10–6 ìîëü/ë âûçûâàë ðàçðóøåíèå ìîíî-
ñëîÿ êëåòîê (10—100 %). Íà ðèñ. 1, á ïîêàçàíî óìåíüøå-
íèå ïëîòíîñòè ìîíîñëîÿ êëåòîê C6 ïî ñðàâíåíèþ ñ èí-
òàêòíîé êóëüòóðîé (ðèñ. 1, à) ïðè äåéñòâèè H2O2 â
êîíöåíòðàöèè 1�10–5 ìîëü/ë. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè àñò-
ðîöèòîâ ñ H2O2 â êîíöåíòðàöèè 5�10–7—1�10–8 ìîëü/ë
ìîíîñëîé íå íàðóøàëñÿ è êëåòêè ñîõðàíÿëè ñâîþ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü. Ïðè ýòîì ó ÷àñòè èç íèõ íàáëþäàëè ãèïåð-
òðîôèþ êëåòî÷íûõ òåë (ðèñ. 1, â). Âîçäåéñòâèå H2O2 â
êîíöåíòðàöèè 1�10–8—1�10–9 ìîëü/ë íå îêàçûâàëî âëèÿ-
íèÿ íà ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê C6.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè âëèÿíèÿ H2O2 íà ìîðôî-
ëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê C6 â êóëüòóðå (ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 24 ÷) îïðåäåëÿëè æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîïèäèóì èîäèäà.
Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî ñ óìåíüøåíèåì êîíöåíòðàöèè H2O2

îò 1�10–3 äî 1�10–8 ìîëü/ë êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ äî óðîâíÿ, çàðåãèñòðèðîâàííîãî â
êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ.

Â ëèòåðàòóðå ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíûå ôîðìû êèñëî-
ðîäà â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ìîãóò ñòèìóëèðî-
âàòü ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê (£uczak et al.,
2004). Íàìè îïðåäåëåí èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ) ïåðå-
âèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
H2O2 â òå÷åíèå 24 ÷. Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè H2O2 â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ îò 5�10–8

äî 5�10–7 ìîëü/ë ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó (äî 1.6 ðàçà)
ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê. Ïðè
äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè H2O2 ÈÏ ñíèæà-
åòñÿ è äîñòèãàåò óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé óæå ïðè
êîíöåíòðàöèè H2O2, ðàâíîé 1�10–6 ìîëü/ë.

Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü èíòåãðàëüíîé èí-
òåíñèâíîñòè ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË îò êîíöåíò-
ðàöèè H2O2 ïðè äîáàâëåíèè ìåíàäèîíà â ñóñïåíçèþ êëå-
òîê C6. Âèäíî, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ñ H2O2 â
êîíöåíòðàöèè 1�10–8—1�10–7 ìîëü/ë â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè-
âîäèò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè ÕË. Ìàêñèìàëü-
íûå çíà÷åíèÿ èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ÕË áû-
ëè çàðåãèñòðèðîâàíû ïðè êîíöåíòðàöèè H2O2, ðàâíîé
1�10–7 ìîëü/ë. Äàëüíåéøåå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè

Ðåãóëÿöèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ àñòðîãëèàëüíûõ êëåòîê 901



H2O2 ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíèåì âûõîäà O
2

•– äî óðîâíÿ
êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé, à ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
H2O2 äî 1�10–6 ìîëü/ë âûõîä O
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•– ñíèæàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì â 2 ðàçà.

ËÏÑ ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì ñòèìóëÿòîðîì èììóíî-
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå è àñòðîöèòîâ (Tap-
ping, Tobias, 1997). Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 3, ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 ñ ËÏÑ â êîíöåíòðàöèè
0.1�10–6 ã/ìë â òå÷åíèå 24 ÷ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü ïîâûøàåòñÿ â 1.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.
Âèäíî, ÷òî ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè ËÏÑ è H2O2 â êîí-
öåíòðàöèè 1�10–6 ìîëü/ë ÈÏ óìåíüøàåòñÿ â 2 ðàçà è äî-

ñòèãàåò çíà÷åíèÿ, çàðåãèñòðèðîâàííîãî ïðè äîáàâëåíèè
H2O2 â îòñóòñòâèå ËÏÑ. Â òî æå âðåìÿ ïîíèæåíèå êîí-
öåíòðàöèè H2O2 äî 1�10–8 ìîëü/ë íà ôîíå âîçäåéñòâèÿ
ËÏÑ ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ ÈÏ äî óðîâíÿ, îòìå-
÷åííîãî â êîíòðîëüíûõ ïðîáàõ ñ ËÏÑ.

Ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ C6 ïðè ñî÷å-
òàííîì äåéñòâèè H2O2 è ËÏÑ ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòà-
ìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èçó÷åíèè ìåíàäèîíçàâèñèìîé ÕË.
Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçìåðåíèÿ èíòå-
ãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè (SI) ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé
ÕË ñóñïåíçèè êëåòîê C6, ïîëó÷åííûå ïîñëå èõ ñîâìåñò-
íîãî èíêóáèðîâàíèÿ ñ 0.1�10–6 ã/ìë ËÏÑ è H2O2 â ðàç-

902 Ò. À. Êóëàãîâà, Ã. Í. Ñåìåíêîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 ïðè äåéñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â òå÷åíèå 24 ÷.

à — ñôîðìèðîâàííûé ìîíîñëîé êëåòîê C6; á — öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå H2O2 â êîíöåíòðàöèè 1�10–5 ìîëü/ë; â — ðåàêòèâàöèÿ àñòðîöèòîâ ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ñ 5�10–7 ìîëü/ë H2O2 (ñòðåëêàìè óêàçàíû ðåàêòèâèðîâàííûå êëåòêè). Îêðàñêà ýîçèíîì è ãåìàòîêñèëèíîì. Îá. 40�, îê. 10�.

Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðû-
ñû C6 ïîñëå âîçäåéñòâèÿ H2O2 â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò

1�10–3 äî 1�10–8 ìîëü/ë â òå÷åíèå 24 ÷.

Çà 100 % ïðèíÿòà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå, íå
ñîäåðæàùåé H2O2, â òå÷åíèå 24 ÷.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå H2O2 íà èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè ïåðåâèâàåìûõ
êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 â îòñóòñòâèå (1) è â ïðèñóòñòâèè (2)

0.1�10–6 ã/ìë ËÏÑ.

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ËÏÑ è (èëè) H2O2 24 ÷.



ëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 24 ÷. Ñî÷åòàííîå äåé-
ñòâèå ËÏÑ è H2O2 â êîíöåíòðàöèè 10–7—10–8 ìîëü/ë âû-
çûâàåò ñíèæåíèå âûõîäà ëþöèãåíèíçàâèñèìîé ÕË àñò-
ðîöèòîâ ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà äî êîíòðîëüíîãî óðîâ-
íÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñíèæåíèè àêòèâíîñòè ìåíàäè-
îíçàâèñèìûõ O

2

•– -ãåíåðèðóþùèõ ñèñòåì àñòðîöèòîâ.

Îáñóæäåíèå

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèÿõ (òðàâ-
ìàõ, íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèÿõ) è ïîñòòðàâìà-
òè÷åñêîé ðåãåíåðàöèè ìîçãà ïðîèñõîäÿò ìèãðàöèÿ àñòðî-
öèòîâ â îáëàñòü ïîâðåæäåíèÿ è ðåàêòèâàöèÿ ýòèõ êëåòîê
(Ridet et al., 1997; Raivich et al., 1999). Ïðè ýòîì íàáëþ-
äàþòñÿ ãèïåðòðîôèÿ êëåòîê è ÿäåð (àñòðîãëèîç), ïðîëè-
ôåðàöèÿ (àñòðîöèòîç), óäëèíåíèå è âåòâëåíèå îòðîñòêîâ,
óñèëåíèå ñèíòåçà ïðîòåèíîâ (ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿðíîãî
êèñëîãî áåëêà, âèìåíòèíà è íåñòèíà) — ñòðóêòóðíûõ
åäèíèö öèòîñêåëåòà àñòðîöèòîâ. Ðåàêòèâàöèÿ òàêæå õàðàê-
òåðèçóåòñÿ óñèëåíèåì ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòè àñò-
ðîöèòîâ, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ïðîäóêöèè ðàçëè÷íûõ
òðîôè÷åñêèõ è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, öèòîêèíîâ, ìîíîîê-
ñèäà àçîòà, ýêñïðåññèè öèòîçîëüíûõ àíòèîêñèäàíòíûõ
áåëêîâ (ãëóòàòèîí-S-òðàíñôåðàçû-1, öåðóëëîïëàçìèíà è
äð.) è ò. ä. (Norton et al., 1992; Liberto et al., 2004).

Ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ, ïå-
ðîêñèä âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèÿõ îò 5�10–7 äî 5�10–8

ìîëü/ë ïðèâîäèò ê ðåàêòèâàöèè ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê
ãëèîìû êðûñû C6. Òàê, â íàøåé ñèñòåìå ïðè äåéñòâèè
H2O2 â ýòèõ êîíöåíòðàöèÿõ îòìå÷åíû ãèïåðòðîôèÿ êëå-
òî÷íûõ òåë, ðîñò èíäåêñà ïðîëèôåðàöèè, à òàêæå óâåëè-
÷åíèå èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ìåíàäèîíçàâèñèìîé
ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË êëåòîê C6. Îñíîâûâàÿñü
íà ðàíåå ïîëó÷åííûõ äàííûõ (Ñåìåíêîâà è äð., 2005),
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî H2O2 â äàííîì äèàïàçîíå êîíöåí-
òðàöèé ñòèìóëèðóåò ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü êëå-
òîê C6. Îäíàêî ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè H2O2 äî
1�10–6 ìîëü/ë íàáëþäàþòñÿ ðàçðóøåíèå è ðàçðåæåííîñòü
êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ, íåçíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ÈÏ è SI

ìåíàäèîíçàâèñèìîé ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàííîé ÕË êëå-
òîê C6, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î öèòîäåñòðóêòèâíîì äåéñò-
âèè ïðåïàðàòà.

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû ñëåäóåò, ÷òî ìåæäó àñòðîöè-
òàìè è äðóãèìè êëåòêàìè ìîçãà — êàê íåéðîíàëüíûìè,
òàê è ãëèàëüíûìè — èäåò íåïðåðûâíûé îáìåí âåùåñò-
âîì è èíôîðìàöèåé (Hansson, Ronnbäck, 2003). Ïðè÷åì
îäèí àñòðîöèò ìîæåò êîíòàêòèðîâàòü ñî ìíîæåñòâîì
êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ îäíîâðåìåííî, âûïîëíÿÿ ôóíêöèþ
ïîñðåäíèêà â ïåðåäà÷å ñèãíàëà â ìîçãå, à òàêæå ó÷àñòâóÿ
â ïðîöåññàõ íåéðîãåíåçà, ñèíàïòîãåíåçà, âàñêóëîãåíåçà,
àíãèîãåíåçà, ðåìèåëèíåçàöèè è ò. ä. (Liberto et al., 2004).
Ñëåäîâàòåëüíî, öèòîäåñòðóêòèâíîå äåéñòâèå H2O2 áóäåò
ïðèâîäèòü ê ñíèæåíèþ ÷èñëà ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé.

Â ëèòåðàòóðå ïîêàçàíî, ÷òî H2O2, ÿâëÿÿñü âòîðè÷íûì
ìåññåíäæåðîì, âçàèìîäåéñòâóåò ñ íåêîòîðûìè ó÷àñòíè-
êàìè öåïåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ, âêëþ÷àÿ àñòðîöèòû, ìîäóëèðóÿ àêòèâàöèþ òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ýêñïðåññèþ ãåíîâ (Pawate
et al., 2004). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òîãî, êàêóþ ðîëü èãðàåò
H2O2 â ôóíêöèîíèðîâàíèè ñòèìóëèðîâàííûõ àñòðîöè-
òîâ, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå ýòîãî èíòåðìåäèàòà íà
ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ËÏÑ-ñòèìóëèðîâàííûõ êëå-
òîê C6. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè ýòîãî ýíäîòîêñèíà
àêòèâèðóþòñÿ âíóòðèêëåòî÷íûå ðåöåïòîðîïîñðåäîâàí-
íûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû è êëåòêè ïðîäóöèðóþò ðàçëè÷-
íûå öèòîêèíû, àäãåçèîííûå áåëêè è îêñèä àçîòà (II) (Ta-
saki et al., 1997; Chen et al., 1998).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè îöåíêå ÈÏ ïîñëå ñî÷å-
òàííîãî äåéñòâèÿ H2O2 è ËÏÑ, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó
ìîäèôèöèðóþùåãî âëèÿíèÿ H2O2 íà ñèãíàëüíûå ïóòè,
ïðèâîäÿùåãî ê óñèëåíèþ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè àñò-
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ëþöèãåíèíî-
ïîñðåäîâàííîé ÕË (SI) ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà íà ñóñïåíçèþ
ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 îò êîíöåíòðàöèè H2O2.

Êîíöåíòðàöèÿ ìåíàäèîíà 1.6�10–5, ëþöèãåíèíà — 1.25�10–5 ìîëü/ë.
Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ H2O2 24 ÷.

Ðèñ. 5. Èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ëþöèãåíèíîïîñðåäîâàí-
íîé ÕË (SI) ïðè äåéñòâèè ìåíàäèîíà íà ñóñïåíçèþ ïåðåâèâàå-
ìûõ êëåòîê ãëèîìû êðûñû C6 ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ ñ

ËÏÑ èëè H2O2 ïîðîçíü è ñîâìåñòíî â òå÷åíèå 24 ÷.

Êîíöåíòðàöèÿ H2O2 — 1�10–7 (à) èëè 1�10–8 (á) ìîëü/ë. Êîíöåíòðàöèÿ
ìåíàäèîíà 1.6�10–5, ëþöèãåíèíà — 1.25�10–5 ìîëü/ë, ËÏÑ —

0.1�10–6 ã/ìë.



ðîöèòîâ. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè
èçó÷åíèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ëèìôîöèòîâ
(Lee, Yea, 2000). Àâòîðàìè ïîêàçàíî, ÷òî H2O2 îêàçûâàåò
äîçîçàâèñèìîå èíãèáèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè B- è
T-ëèìôîöèòîâ, ñòèìóëèðîâàííîé ËÏÑ è êîíêàíàâàëè-
íîì A ñîîòâåòñòâåííî, ïðè÷åì ýòè ýôôåêòû ñâÿçûâàþò ñ
èíãèáèðóþùèì äåéñòâèåì H2O2 íà ïðîòåèíêèíàçó C, êî-
òîðàÿ àêòèâèðóåòñÿ ËÏÑ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
çàêëþ÷èòü, ÷òî H2O2 â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 5�10–7—
1�10–8 ìîëü/ë âûñòóïàåò â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðà ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ êëåòîê ïåðåâèâàå-
ìîé ãëèîìû êðûñû C6, èíäóöèðóÿ ðåàêòèâàöèþ àñòðîöè-
òîâ, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â ãèïåðòðîôèè êëåòî÷íûõ òåë,
óâåëè÷åíèè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è ïðîäóêöèè
O

2

•– , èíäóöèðóåìîé ìåíàäèîíîì. Öèòîäåñòðóêòèâíîå
äåéñòâèå H2O2 â êîíöåíòðàöèè âûøå 1�10–6 ìîëü/ë â îò-
íîøåíèè êóëüòóðû êëåòîê C6 âûðàæàåòñÿ â ñíèæåíèè èõ
ÈÏ è ñïîñîáíîñòè ãåíåðèðîâàòü O

2

•– ïðè äåéñòâèè ìåíà-
äèîíà.

Ðåçóëüòàòû âëèÿíèÿ H2O2 íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü è ëþöèãåíèíçàâèñèìóþ ÕË àñòðîöèòîâ, ñòèìó-
ëèðîâàííûõ è íå ñòèìóëèðîâàííûõ ËÏÑ, äàþò îñíîâà-
íèÿ ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïðè äåé-
ñòâèè H2O2 â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ è ËÏÑ
çàâèñÿò îò «ïåðåêðåñòíûõ» MAP-êèíàç, âõîäÿùèõ â ñèã-
íàëüíûå êàñêàäû, ÷òî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôóíêöèî-
íàëüíîãî îòêëèêà àñòðîöèòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Áåëî-
ðóññêîãî ðåñïóáëèêàíñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ãðàíò Á00-270).
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REGULATION OF MORPHOLOGICALAND FUNCTIONAL PROPERTIES OF ASTROGLIAL CELLS

BY HYDROGEN PEROXIDE
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Effects of hydrogen peroxide on morphological characteristics, proliferation index, menadione-dependent
lucigenin-enhanced chemiluminescence of C6 glioma cells were studied. It was established that H2O2 at
1�10–8—5�10–7 M concentrations acts as a regulator of morphological and functional properties of astrocytes
by inducing their reactivation that is manifested as a cell body hypertrophy and an increase of proliferative acti-
vity and of menadione-dependent production of superoxide (O2

•– ). Cytodestructive action of hydrogen peroxide
at a concentration higher than 1 mM on C6 glioma cells shows itself as a decrease of their proliferation index and
the ability to generate O2

•– under menadione action. Using lipopolysaccharide B as a functional stimulator it has
been shown that H2O2 modifies signaling pathways leading to the increase of mitotic activity of C6 glioma cells
and decreases the yield of lucigenin-enhanced chemiluminescence of astrocytes under menadione action to the
level of control values.

K e y w o r d s: C6 glioma cells, hydrogen peroxide, lipopolysaccharide, proliferative index, chemilumines-
cence.

Ðåãóëÿöèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ àñòðîãëèàëüíûõ êëåòîê 905


