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Èññëåäîâàëè ïðîîêñèäàíòíîå è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå òèîëîâ N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è ãëóòà-
òèîíà (GSH) â ñî÷åòàíèè ñ âèòàìèíîì B12b. Ïîêàçàíî, ÷òî òèîëû GSH èëè NAC â ôèçèîëîãè÷åñêèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ïðè ñîâìåñòíîì ïðèìåíåíèè ñ B12b èíèöèèðóþò àïîïòîç. Óñòàíîâëåíî ïðîîêñèäàíòíîå äåé-
ñòâèå NAC (èëè GSH) ñîâìåñòíî ñ B12b, âûðàæàþùååñÿ â ãåíåðàöèè è íàêîïëåíèè ïåðåêèñè âîäîðîäà âî
âíåêëåòî÷íîé ñðåäå, ÷òî âûçûâàåò âíóòðèêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è íàðóøåíèå ðåäîêñ-áàëàíñà
êëåòîê. Îáíàðóæåííûå ýôôåêòû ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàþòñÿ íåòèîëîâûìè àíòèîêñèäàíòàìè — êàòàëà-
çîé è ïèðóâàòîì. Õåëàòîðû æåëåçà ôåíàíòðîëèí è äåôåðîêñàìèí íå ïðåïÿòñòâóþò íàêîïëåíèþ ïåðåêèñè
âîäîðîäà â ñðåäå, íî èíãèáèðóþò ãèáåëü êëåòîê, âûçûâàåìóþ ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì NAC è B12b èëè
GSH è B12b. Òàêèì îáðàçîì, òèîëû-àíòèîêñèäàíòû GSH èëè NAC ïðè ñî÷åòàííîì ïðèìåíåíèè ñ âèòàìè-
íîì B12b ïðîÿâëÿþò ïðîîêñèäàíòíûå ñâîéñòâà, âûçûâàÿ ïðè ó÷àñòèè âíóòðèêëåòî÷íîãî æåëåçà àïîïòî-
òè÷åñêóþ ãèáåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíòèîêñèäàíòû, âèòàìèí B12b, ãëóòàòèîí, N-àöåòèëöèñòåèí, îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, àïîïòîç, îïóõîëåâûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, DCFHDA — 2�,7�-äèõëîðîäèãèä-
ðîôëóîðåñöåèí äèàöåòàò, DFO — äåôåðîêñàìèí ìåçèëàò, GSH — âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí, NAC —
N-àöåòèëöèñòåèí.

Òèîëñîäåðæàùèå ñîåäèíåíèÿ èãðàþò âàæíóþ ðîëü â
çàùèòå áåëêîâ êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, â âîñ-
ñòàíîâëåíèè èõ äèñóëüôèäíûõ ãðóïï. Òèîëû øèðîêî
ïðèìåíÿþòñÿ â ìåäèöèíå êàê ðàäèîïðîòåêòîðû è àíòè-
îêñèäàíòû, â ëå÷åíèè ïíåâìîòîêñè÷íîñòè, ðåâìàòîèäíî-
ãî àðòðèòà, ïðè ïåðåäîçèðîâêå àöåòàìèíîôåíà. Îäíàêî
òèîëû â êîíöåíòðàöèÿõ, îáû÷íî ïðèìåíÿåìûõ äëÿ çàùè-
òû êëåòîê îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ìîãóò îêàçûâàòü è
íåîæèäàííûé ïîâðåæäàþùèé ýôôåêò (Munday, 1989;
Held et al., 1996; Tartier et al., 2000; Qanungo et al., 2004).
Ýòî îáóñëîâëåíî èõ äâîéñòâåííîé ïðèðîäîé: â ÷àñòíî-
ñòè, ñïîñîáíîñòüþ äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ) (Taatjes et al.,
1997; Spear, Aust, 1998), N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è ãëó-
òàòèîíà (GSH) (Held, Biaglow, 1994; Kwak et al., 1995;
Held et al., 1996; Chan et al., 2001; Thibodeau et al., 2001;
Sagrista et al., 2002; Borisenko et al., 2004; Farombi et al.,
2004), öèñòåèíà (Yang et al., 2000), öèñòåàìèíà è äðóãèõ
íèçêîìîëåêóëÿðíûõ òèîëîâ (Jeitner et al., 1998) ãåíåðè-
ðîâàòü àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â ðåàêöèÿõ ñ
èîíàìè ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ (Fe è Cu) èëè ðåàãèðîâàòü
ñî ñâîáîäíûìè ðàäèêàëàìè è ñàìèì ñòàíîâèòüñÿ òèèëü-
íûìè ðàäèêàëàìè, ÷òî â èòîãå âåäåò ê ïîâðåæäåíèþ
ÄÍÊ è äðóãèõ áèîìîëåêóë (Long, Halliwell, 2001).

Íåäàâíî ìû îáíàðóæèëè öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò
òèîëîâ GSH èëè NAC ïðè âíåñåíèè èõ â êóëüòóðó êëåòîê
îäíîâðåìåííî ñ âèòàìèíîì B12b (Ñîëîâüåâà è äð., 2005) è
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî â êîìáèíàöèè ñ Co3+, âõîäÿùèì â
ñîñòàâ ãèäðîêñèêîáàëàìèíà, ýòè âåùåñòâà, êàê è àñêîð-

áèíîâàÿ êèñëîòà (Akatov et al., 2000), ñïîñîáíû âûñòóïàòü
â êà÷åñòâå ïðîîêñèäàíòîâ. Êàê ïîä÷åðêèâàþò íåêîòîðûå
àâòîðû, â àíòèîêñèäàíòíîé òåðàïèè çà÷àñòóþ íå ó÷èòûâà-
åòñÿ ñîïóòñòâóþùåå ïîñòóïëåíèå ñîåäèíåíèé ïðîîêñè-
äàíòíîãî äåéñòâèÿ, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîíèæåíèþ åå
ýôôåêòèâíîñòè è äàæå ê ïîâðåæäàþùåìó âîçäåéñòâèþ íà
êëåòêè è òêàíè îðãàíèçìà (Áîáûðåâ è äð., 1994). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ñî÷åòàíèé òèîëà è B12b

ìîæåò áûòü âçÿò çà îñíîâó ïðè ðàçðàáîòêå íîâûõ ëåêàðñò-
âåííûõ (ïðîòèâîîïóõîëåâûõ) ñðåäñòâ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ìåõà-
íèçìà ïðîîêñèäàíòíîãî è öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ òè-
îëîâ NAC èëè GSH â ñî÷åòàíèè ñ âèòàìèíîì B12b.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè âèòàìèí B12b (Êóðãàíñêèé
êîìáèíàò ìåäïðåïàðàòîâ è èçäåëèé, Ðîññèÿ), ñðåäó
ÄÌÅ, ãëóòàòèîí, NAC, êàòàëàçó, ïèðóâàò, ôåíàíòðîëèí
(MPbiomedicals, ÑØÀ), ýìáðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâî-
ðîòêó (FBS) (HyClone, ÑØÀ), áèñáåíçèìèä H33342 è
H33258, ýòèäèóì áðîìèä, íåîêóïðîèí, äåôåðîêñàìèí
ìåçèëàò è êðèñòàëëè÷åñêèé ôèîëåòîâûé (Sigma, ÑØÀ) è
2�,7�-äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöåèí äèàöåòàò (Molecular
probes, ÑØÀ).

Êëåòêè êàðöèíîìû ãîðòàíè ÷åëîâåêà HEp-2, ïîëó-
÷åííûå èç Âñåðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð
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(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), âûðàùè-
âàëè â ñðåäå ÄÌÅ ñ äîáàâëåíèåì 10 % FBS, 80 ìêã/ìë
ãåíòàìèöèíà, 2.2 ã/ë áèêàðáîíàòà íàòðèÿ ïðè 37 °Ñ è 5 %
CO2. Èññëåäóåìûå âåùåñòâà äîáàâëÿëè â ñðåäó ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ïîñåâà êëåòîê (50 òûñ. êë./ìë). Íåîêóïðîèí è
ôåíàíòðîëèí äîáàâëÿëè èç ìàòî÷íûõ ðàñòâîðîâ â ýòàíî-
ëå çà 30 ìèí äî ââåäåíèÿ â ñðåäó B12b è òèîëà; èòîãîâàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ýòàíîëà â ñðåäå íå ïðåâûøàëà 0.1 %. Îñ-
òàëüíûå âåùåñòâà ðàñòâîðÿëè â ñðåäå ÄÌÅ. Õåëàòîð æå-
ëåçà DFO äîáàâëÿëè çà 2 ÷, êàòàëàçó è ïèðóâàò — íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä âíåñåíèåì òèîëà è B12b.

Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå âåùåñòâ îöåíèâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäèêè, îñíîâàííîé íà îêðàñêå êëåòî÷íûõ
êóëüòóð êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì (Nomizu et al.,
1995). Êëåòêè âûñåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ìèêðîïëàíøåòû
è ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà äîáàâëÿëè òèîë è âèòàìèí B12b

èëè òîëüêî òèîë. Ïîñëå 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ îöåíèâà-
ëè êîëè÷åñòâî ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê â ëóíêàõ, èñïîëü-
çóÿ îêðàñêó êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì. Î äîëå êëå-
òîê, âûðàæàåìîé â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëüíûõ çíà÷å-
íèé, ñóäèëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè. Â ðÿäå ýêñïå-
ðèìåíòîâ äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïîñëå èõ
îòêðåïëåíèÿ òðèïñèíîì, ñ ïîìîùüþ îêðàñêè òðèïàíî-
âûì ñèíèì.

Àáåððàíòíîå ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà âûÿâëÿëè
ìåòîäîì ëþìèíåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Âñå êëåòêè,
âêëþ÷àÿ îòêðåïèâøèåñÿ, ñîáèðàëè è îêðàøèâàëè îäíî-
âðåìåííî äâóìÿ êðàñèòåëÿìè — áèñáåíçèìèäîì H33342,
êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÄÍÊ æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê, è
ýòèäèóì áðîìèäîì, ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ ÄÍÊ ïîãèáøèõ
êëåòîê, â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë êàæäûé (Àêà-
òîâ è äð., 2000). Èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 40� è ñâåòî-
ôèëüòðû, ïðè êîòîðûõ ÿäðà ïîãèáøèõ êëåòîê ëþìèíåñ-
öèðîâàëè îðàíæåâûì öâåòîì, à ÿäðà æèâûõ êëåòîê —
çåëåíûì. Ê àïîïòîòè÷åñêèì îòíîñèëè êëåòêè ñ ôðàãìåí-
òèðîâàííûìè ÿäðàìè, ñ ìàðãèíàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì
õðîìàòèíà, à òàêæå ìåëêèå êëåòêè ñ îäíîðîäíûì, èíòåí-
ñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèì (êîíäåíñèðîâàííûì) õðîìàòè-
íîì (Cohen, 1993). Íåêðîòè÷åñêèìè ñ÷èòàëè êëåòêè ñ
ãåòåðîãåííûì õðîìàòèíîì, õàðàêòåðíûì äëÿ íåïîâðåæ-
äåííûõ êëåòîê êîíòðîëüíûõ êóëüòóð, íî ôëóîðåñöè-
ðóþùèì îðàíæåâûì öâåòîì. Â êàæäîì ïðåïàðàòå (300—
500 êëåòîê) ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ (íåêðî-
òè÷åñêèõ è àïîïòîòè÷åñêèõ) è æèâûõ êëåòîê (â òîì ÷èñ-
ëå àïîïòîòè÷åñêèõ).

Êðîìå òîãî, íàëè÷èå àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê îöåíè-
âàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñ ïîìîùüþ öèòî-
ìåòðà PARTECIII (Ãåðìàíèÿ) ïî ïðèñóòñòâèþ ÷àñòèö â
ñóá-G1-îáëàñòè íà ÄÍÊ-öèòîãðàììàõ. Âñå êëåòêè, âêëþ-
÷àÿ îòêðåïèâøèåñÿ, ôèêñèðîâàëè 50%-íûì ðàñòâîðîì
ýòàíîëà â ðàñòâîðå Ýðëà, pH 7.2. ÄÍÊ êëåòîê îêðàøèâà-
ëè êðàñèòåëåì áèñáåíçèìèäîì H33258 (5 ìêã/ìë).

×òîáû âûÿâèòü ìåæíóêëåîñîìíóþ ôðàãìåíòàöèþ,
1 ìêã êëåòî÷íîé ÄÍÊ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â
1.2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ñîãëàñíî îïèñàííîé ïðîöåäóðå
(Ren et al., 2001). Ãåëè îêðàøèâàëè ýòèäèóì áðîìèäîì
(0.5 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 20 ìèí.

Êîíöåíòðàöèþ H2O2 â ñðåäå îïðåäåëÿëè ïîëÿðîãðà-
ôè÷åñêèì ìåòîäîì, ïîñêîëüêó ìåòîäû, îñíîâàííûå íà
ïåðîêñèäàçíîé ðåàêöèè ñ îêèñëåíèåì êðàñèòåëÿ, â ïðè-
ñóòñòâèè âîññòàíîâèòåëåé íåïðèãîäíû (Akatov et al.,
2000; Long, Halliwell, 2001). ×åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà
350—400 òûñ. êëåòîê âî ôëàêîí Ò25 äîáàâëÿëè òèîë
(NAC èëè GSH äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ), â îò-
äåëüíîñòè èëè â ñî÷åòàíèè ñ 25 ìêÌ B12b. Ïðîáû ñðåäû

÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè âíîñèëè â èç-
ìåðèòåëüíóþ ÿ÷åéêó ñ O2-ýëåêòðîäîì. Êîíöåíòðàöèþ
H2O2 îïðåäåëÿëè ïî èçìåíåíèþ ñîäåðæàíèÿ O2 ïîñëå
äîáàâëåíèÿ êàòàëàçû.

Âíóòðèêëåòî÷íóþ îêèñëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü îöåíè-
âàëè ïî ôëóîðåñöåíöèè çîíäà DCFHDA ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîãî öèòîìåòðà PARTECIII. Êëåòêè âûñåâàëè â êóëü-
òóðàëüíûå ôëàêîíû (50 òûñ. êë./ìë) çà 1 ñóò äî îïûòà.
Âûïîëíÿëè ýêñïåðèìåíòû â äâóõ âàðèàíòàõ (Pantopoulos
et al., 1997).

1. Äëÿ îöåíêè íàðóøåíèÿ ðåäîêñ-áàëàíñà êëåòîê â
ðåçóëüòàòå ñî÷åòàííîãî äåéñòâèÿ B12b è òèîëà îöåíèâàëè
îêèñëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü ýíäîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Äëÿ ýòîãî êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ H2O2 èëè ñ B12b ñîâìå-
ñòíî ñ òèîëîì. Çàòåì îòêðåïèâøèåñÿ êëåòêè îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì, à ïðèêðåïëåííûå îòêðåïëÿëè ðàñ-
òâîðîì òðèïñèíà, îáúåäèíÿëè èõ, îêðàøèâàëè 40 ìêÌ
DCFHDA â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå â òåìíîòå ïðè 37 °Ñ â
òå÷åíèå 30 ìèí, öåíòðèôóãèðîâàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â õîëîäíîì PBS è ðåãèñòðèðîâàëè ôëóîðåñöåí-
öèþ êëåòîê íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå.

2. Âíóòðèêëåòî÷íóþ îêèñëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü,
îáóñëîâëåííóþ ãåíåðàöèåé ÀÔÊ âíóòðè êëåòêè è ïîòî-
êîì âíåêëåòî÷íîé H2O2 âíóòðü êëåòêè âî âðåìÿ èíêóáà-
öèè ñ H2O2 èëè ñ B12b ñîâìåñòíî ñ òèîëîì, îöåíèâàëè ñëå-
äóþùèì îáðàçîì. Êëåòêè îòêðåïëÿëè ñ ïîìîùüþ òðèï-
ñèíà, ñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, îêðàøèâàëè
DCFHDA, îòìûâàëè îò âíåêëåòî÷íîãî êðàñèòåëÿ, ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, èíêóáèðîâàëè ñ H2O2 èëè
ñ B12b è òèîëîì ñîâìåñòíî îïðåäåëåííîå âðåìÿ, ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â õîëîäíîì PBS è íåìåäëåííî ðåãèñòðèðî-
âàëè ôëóîðåñöåíöèþ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè áåç äî-
áàâëåíèÿ òèîëîâ è âèòàìèíà B12b.

Ðåçóëüòàòû îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè. Ïî äàí-
íûì 3—5 îïûòîâ îïðåäåëÿëè ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå
çíà÷åíèå è îøèáêó îïðåäåëåíèÿ ñðåäíåãî (x sx± ). Äî-
ñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþ-
äåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Íè NAC, íè GSH â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0.1—
10.0 ìÌ â ñðåäå ÄÌÅ ñ ñûâîðîòêîé íå îêàçûâàëè öèòî-
òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êëåòêè (ðèñ. 1, êðèâûå 3, 4).
Ñî÷åòàíèÿ 5 èëè 10 ìÌ NAC ñ 25 ìêÌ âèòàìèíà B12b

îêàçûâàëè âûðàæåííûé öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò (ðèñ. 1,
êðèâàÿ 1). Âèòàìèí B12b â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé
0.3 ìêÌ—3.0 ìÌ áûë íåòîêñè÷åí. Ãëóòàòèîí, êîòîðûé
îáû÷íî äîáàâëÿþò â ñðåäó èíêóáàöèè ñ öåëüþ èíãèáèðî-
âàòü îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, òàêæå áûë òîêñè÷åí äëÿ êëå-
òîê â ñî÷åòàíèè ñ âèòàìèíîì B12b (ðèñ. 1, êðèâàÿ 2). Äîñ-
òîâåðíîé ðàçíèöû â âåëè÷èíå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ B12b è 5 ìÌ GSH èëè B12b è 5 ìÌ NAC íå âûÿâëåíî.
Äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê, îêðàøåííûõ òðèïàíîâûì ñèíèì
èëè ýòèäèóì áðîìèäîì, íà÷èíàëà óâåëè÷èâàòüñÿ ÷åðåç
4 ÷ ïîñëå îäíîâðåìåííîãî äîáàâëåíèÿ B12b è òèîëà è äî-
ñòèãàëà 90 % ÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 2). Òàêèì
îáðàçîì, ñî÷åòàííîå ïðèìåíåíèå òèîëà è âèòàìèíà B12b

îêàçûâàåò èìåííî öèòîòîêñè÷åñêèé, íî íå öèòîñòàòè÷å-
ñêèé ýôôåêò. Ïðåðûâàÿ ñî÷åòàííîå äåéñòâèå B12b è òèîëà
ïóòåì çàìåíû èíêóáàöèîííîé ñðåäû íà ñâåæóþ ðîñòî-
âóþ ñðåäó, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî èíèöèàöèÿ ãèáåëè îñíîâ-
íîé ÷àñòè (90 %) êëåòîê ïðîèñõîäèò â òå÷åíèå ïåðâûõ
2 ÷ èíêóáàöèè. Â ýòîò ïåðèîä âðåìåíè äîëÿ ïîãèáøèõ
êëåòîê îñòàåòñÿ íà óðîâíå êîíòðîëÿ (5 %).
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Ïðè èçó÷åíèè òèïà ãèáåëè êëåòîê, âûçûâàåìîé ñî÷å-
òàííûì äåéñòâèåì òèîëà è âèòàìèíà B12b, ìû îáíàðóæè-
ëè óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê ñ óìåíüøåííûì îáúåìîì è
ôðàãìåíòèðîâàííûì, à òàêæå êîíäåíñèðîâàííûì õðîìà-
òèíîì, ÷òî ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíûì ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðè-
çíàêîì àïîïòîçà. Äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå äîëè àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê (ðèñ. 2) îòìå÷àëè óæå ïîñëå 4 ÷ äåéñò-
âèÿ òèîëà è âèòàìèíà B12b. Êîíäåíñèðîâàííûé è ôðàã-
ìåíòèðîâàííûé ïî àïîïòîòè÷åñêîìó òèïó õðîìàòèí áûë
îáíàðóæåí êàê â ïîãèáøèõ êëåòêàõ, òàê è â êëåòêàõ, ñî-
õðàíÿþùèõ öåëîñòíîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ò. å.
åùå æèâûõ. Äîëÿ êëåòîê ñ êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòè-
íîì ïðåâûøàëà äîëþ êëåòîê ñ ôðàãìåíòèðîâàííûì õðî-
ìàòèíîì, êîòîðàÿ â îïûòå ñîñòàâëÿëà îáû÷íî íå áîëåå
20 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê. Äîëÿ íåêðîòè÷åñêèõ êëå-
òîê íå ïðåâûøàëà 3.1 ± 0.5 %, â êîíòðîëå îíà ñîñòàâëÿëà
1.5 ± 0.1 %. Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè áûëî âûÿâ-
ëåíî ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå äîëè êëåòîê â ñóá-G1-îáëà-
ñòè ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè B12b è NAC èëè B12b è GSH,
÷òî îçíà÷àåò ïîÿâëåíèå êëåòîê ñ ñóáäèïëîèäíûì íàáî-
ðîì ÄÍÊ âñëåäñòâèå ïîòåðè ÷àñòè ÄÍÊ ïðè àïîïòîçå
(ðèñ. 3, á, â). Ïîÿâëåíèå ìåæíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòà-
öèè ÄÍÊ, õàðàêòåðíîé äëÿ àïîïòîçà, ïîñëå 8—10 ÷ èíêó-
áàöèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè B12b è NAC èëè B12b è GSH
ïîêàçàíî íà ðèñ. 4 (äîðîæêè 3—5).

Êàê èçâåñòíî, îäèí èç ìåõàíèçìîâ àíòèîêñèäàíòíîãî
äåéñòâèÿ òèîëîâ NAC è GSH — ïðÿìîé ïåðåõâàò ÀÔÊ.
Äåéñòâèòåëüíî, NAC èëè GSH â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ â
2—3 ðàçà óñêîðÿëè ýëèìèíàöèþ H2O2, äîáàâëåííîé â
êëåòî÷íóþ êóëüòóðó (ðèñ. 5, à, êðèâûå 2, 3). Ñàìè ïî
ñåáå ýòè òèîëû ïðàêòè÷åñêè íå âûçûâàëè îáðàçîâàíèÿ
H2O2 â ðîñòîâîé ñðåäå: îáíàðóæåíî ìåíåå 8 è íå áîëåå
5 ìêì H2O2 ïîñëå 2-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ NAC è GSH ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 5, á, êðèâûå 3, 4), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îò-
ñóòñòâèåì èõ òîêñè÷íîñòè. Íàïðîòèâ, NAC (5 ìÌ) â ñî-
÷åòàíèè ñ 25 ìêÌ B12b óæå ÷åðåç 10 ìèí âûçûâàë íàêîï-
ëåíèå H2O2 â ñðåäå äî 30 ìêÌ. Â ïîñëåäóþùèå 2 ÷

íàáëþäåíèÿ êîíöåíòðàöèÿ H2O2 ïîääåðæèâàëàñü íà
óðîâíå 25— 35 ìêÌ. Ïðè èíêóáàöèè êëåòîê ñ 25 ìêÌ
B12b è 5 ìÌ GSH òàêæå íàáëþäàëè ïîâûøåíèå êîíöåíò-
ðàöèè H2O2 â ñðåäå äî 25—30 ìêÌ (ðèñ. 5, á, êðè-
âûå 1, 2). Äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ýêñïåðèìåíòàìè
ñ NAC è GSH (ðèñ. 5, á, êðèâûå 1, 2) íå îáíàðóæåíî.
Â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ ìû íå îáíàðóæèëè íàêîïëå-
íèÿ H2O2 â ñðåäå.

Íåòèîëîâûå àíòèîêñèäàíòû êàòàëàçà (200 åä./ìë) è
ïèðóâàò (10 ìÌ) ïðè âíåñåíèè íà 2 ÷ â êóëüòóðàëüíóþ
ñðåäó âìåñòå ñ B12b è GSH (èëè NAC) ïîëíîñòüþ èíãèáè-
ðîâàëè èõ öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå (ðèñ. 6, à). Ýòî óêà-
çûâàåò íà òî, ÷òî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, îáóñëîâëåííûé
ñî÷åòàííûì äåéñòâèåì B12b è òèîëà, ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé
ãèáåëè êëåòîê. Õåëàòîðû æåëåçà — ôåíàíòðîëèí, ñâÿçû-
âàþùèé Fe2+ (50 ìêÌ), è DFO (0.3 ìÌ), áîëåå ïðî÷íî
ñâÿçûâàþùèé Fe3+ (Halliwell, Gutteridge, 1986; Byrnes,
1996), òàêæå óñòðàíÿëè öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ñî÷åòà-
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Ðèñ. 1. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå NAC ñîâìåñòíî ñ âèòàìèíîì
B12b (1) èëè GSH ñîâìåñòíî ñ B12b (2) íà êëåòêè HEp-2 â çàâèñè-

ìîñòè îò êîíöåíòðàöèè òèîëà.

Êðèâàÿ 3 — NAC, 4 — GSH. Òèîë (5 ìÌ) è B12b (25 ìêÌ) äîáàâëÿëè ÷åðåç
1 ñóò ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â ìèêðîïëàíøåò. ×åðåç 2 ÷ ñðåäó â ëóíêàõ çàìå-
íÿëè ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäîé. Öèòîòîêñè÷íîñòü îöåíèâàëè ÷åðåç 48 ÷ ïî
îêðàñêå êðèñòàëëè÷åñêèì ôèîëåòîâûì. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 5 ýêñïåðè-

ìåíòîâ.

Ðèñ. 2. Óâåëè÷åíèå äîëè àïîïòîòè÷åñêèõ (1) è ïîãèáøèõ (2)
êëåòîê ïîñëå ñî÷åòàííîãî äåéñòâèÿ 25 ìêÌ B12b ñ 5 ìÌ NAC

(à) è 25 ìêÌ B12b ñ 5 ìÌ GSH (á).

Ê àïîïòîòè÷åñêèì îòíîñèëè ïîãèáøèå êëåòêè ñ àáåððàíòíûì ðàñïðåäå-
ëåíèåì õðîìàòèíà è åùå æèâûå êëåòêè, íî ñ óæå ôðàãìåíòèðîâàííûì è
êîíäåíñèðîâàííûì õðîìàòèíîì. ×èñëî ïîãèáøèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè
êàê ñóììó ïîãèáøèõ àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê. Êîíò-
ðîëü — íåîáðàáîòàííûå êëåòêè (0 ÷). Çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû ðàçëè÷èÿ,
íåäîñòîâåðíûå ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ (P > 0.05). Ïðåäñòàâëåíû äàí-

íûå 5 ýêñïåðèìåíòîâ.



íèÿ B12b è òèîëà (ðèñ. 6, à) è ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè
àïîïòîçà, ñíèæàÿ ôðàãìåíòàöèþ ÿäåð è êîíäåíñàöèþ
õðîìàòèíà â 6—8 ðàç, ñ 89 è 93 % (ðèñ. 2, à, á) äî
11—15 %. Çàùèòíûé ýôôåêò DFO áåç ïðåèíêóáàöèè áûë
â 1.5—2.0 ðàçà ìåíåå âûðàæåí (P < 0.05). Ýôôåêòèâíîñòü
çàùèòíîãî äåéñòâèÿ ôåíàíòðîëèíà íå çàâèñåëà îò ïðåèí-
êóáàöèè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Íàêîïëåíèå H2O2 â ñðå-
äå, ñîäåðæàùåé B12b è òèîë, â ïåðâûå 2 ÷ íàáëþäåíèÿ
óñòðàíÿëîñü êàòàëàçîé è ïèðóâàòîì, íî íå ôåíàíòðîëè-
íîì è DFO (ðèñ. 6, á). Õåëàòîð ìåäè íåîêóïðîèí â êîí-
öåíòðàöèÿõ äî 10 ìêÌ íå óñòðàíÿë ãèáåëü êëåòîê, à ïðè
ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè îêàçûâàë ñîáñòâåííîå öèòî-
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâ-
íîñòè âî âðåìÿ èíèöèàöèè ãèáåëè êëåòîê ïðè äåéñòâèè
B12b ñîâìåñòíî ñ òèîëîì áûëî îáíàðóæåíî ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè. Â ïåðâûå 30 ìèí ñî÷åòàííîãî äåéñò-
âèÿ B12b è òèîëà íà êëåòêè, ïðåäâàðèòåëüíî îêðàøåííûå

ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì DCFHDA, íå îáíàðóæåíî ïî-
âûøåíèÿ èõ ôëóîðåñöåíöèè, õîòÿ â ñðåäå áûë êîíöåíò-
ðàöèîííûé ïèê H2O2. ×åðåç 1 ÷ ðåãèñòðèðîâàëè
ïîâûøåíèå ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â 2.0—2.5 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 7, à, á), ÷òî óêàçûâàåò íà
âíóòðèêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Ýòîò ñòðåññ
ìîã áûòü îáóñëîâëåí âíóòðèêëåòî÷íîé ãåíåðàöèåé ÀÔÊ
è ïîòîêîì â êëåòêó ïåðåêèñè âîäîðîäà, îáðàçóþùåéñÿ
âíå êëåòêè (ðèñ. 5). Äåéñòâèå íà êëåòêè NAC èëè GSH â
îòñóòñòâèå B12b (3—4 ÷) ïðèâîäèëî ê ïàäåíèþ èõ ôëóî-
ðåñöåíöèè îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ íà 20—30 %. Ýíäî-
ãåííàÿ îêèñëèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü, êîòîðóþ îöåíèâàëè
ïî ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, îêðàøåííûõ DCFHDA ïîñëå
èõ èíêóáàöèè ñîâìåñòíî ñ B12b è òèîëîì (NAC èëè GSH)
è óäàëåíèÿ èç ñðåäû ýòèõ âåùåñòâ, ÷åðåç 1 ÷ íå îòëè÷à-
ëàñü îò êîíòðîëÿ (ðèñ. 8). Ñëåäîâàòåëüíî, ðåäîêñ-ñèñòå-
ìà êëåòîê â òå÷åíèå 1-ãî ÷ ñî÷åòàííîãî äåéñòâèÿ B12b è
òèîëà îñòàâàëàñü íåèçìåííîé è ïîâûøåíèå âíóòðèêëå-
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Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê HEp-2 ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ ïîñëå ñî÷åòàííîãî äåéñòâèÿ B12b è òèîëà â òå÷åíèå 7 ÷.

à — êîíòðîëü, á — 25 ìêÌ B12b ñîâìåñòíî ñ 5 ìÌ NAC, â — 25 ìêÌ B12b ñîâìåñòíî ñ 5 ìÌ GSH.

Ðèñ. 4. Ìåæíóêëåîñîìíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ êëåòîê HEp-2, âûçâàííàÿ ñî÷åòàííûì äåéñòâèåì 25 ìêÌ B12b è 5 ìÌ òèîëà (NAC
èëè GSH).

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü; 2—5 — ñîîòâåòñòâåííî 7, 10, 12 è 16 ÷ ñî÷åòàííîãî äåéñòâèÿ B12b è 5 ìÌ NAC (à) èëè ñîîòâåòñòâåííî 6, 8, 10 è 12 ÷ ñî÷åòàí-
íîãî äåéñòâèÿ B12b è 5 ìÌ GSH (á). Äîðîæêà 6 — ìàðêåðû ÄÍÊ, êðàòíûå 100 ïàðàì îñíîâàíèé.



òî÷íîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 7) áûëî îáó-
ñëîâëåíî ýêçîãåííîé H2O2 (ðèñ. 5). Ñîâìåñòíîå 2-÷àñî-
âîå äåéñòâèå B12b è òèîëà ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïî-
âûøåíèþ ïðîäóêöèè ÀÔÊ ýíäîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(ðèñ. 8), êîòîðîå ñâèäåòåëüñòâóåò î íàðóøåíèè ðå-
äîêñ-áàëàíñà êëåòêè. ×åðåç 3—4 ÷ íàáëþäàëè ïîÿâëåíèå
êëåòîê ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, ïðåâûøàþ-
ùåé êîíòðîëüíóþ â 7—10 ðàç (ðèñ. 8). Êàòàëàçà ïðåäîò-
âðàùàëà âíóòðèêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, âû-
çâàííûé ñî÷åòàííûì äåéñòâèåì B12b è òèîëà (äàííûå íå
ïîêàçàíû). Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ íà
ðèñ. 8 ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, èí-
êóáèðîâàííûõ ñ 2 ìÌ H2O2 â òå÷åíèå 0.5 ÷, äî 20 ðàç ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâíîñòè âî âðåìÿ
èíèöèàöèè ãèáåëè êëåòîê ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè B12b

ñ GSH èëè ñ NAC îáóñëîâëåíî H2O2, îáðàçóþùåéñÿ â èí-
êóáàöèîííîé ñðåäå, à íà çàâåðøàþùåé ñòàäèè èíèöèà-
öèè (2-é ÷) — åùå è íàðóøåíèåì ðåäîêñ-áàëàíñà êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîñòèãíóòî ïîíèìàíèå òîãî, ÷òî
ëþáîé àíòèîêñèäàíò â ñèëó ñâîåé äâîéñòâåííîé ïðèðî-
äû â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ ìîæåò âûñòóïàòü â êà÷åñò-
âå ïðîîêñèäàíòà (Çåíêîâ è äð., 2001; Kohen, Nyska,
2002). Òàê, àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà â ðåàêöèè ñ äâóõâàëåíò-
íûì æåëåçîì (Buettner, Jurkiewicz, 1996), ñ èîíàìè äðó-
ãèõ ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ, íàïðèìåð ìåäè (Kimoto et al.,
1983) è êîáàëüòà (Âîëüïèí è äð., 1998; Ðóìÿíöåâà è äð.,
1989; Àêàòîâ è äð., 2000), ïðèâîäèò ê ãåíåðàöèè ÀÔÊ.
Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî øèðîêî èñïîëü-
çóåìûå â êà÷åñòâå àíòèîêñèäàíòîâ òèîëû NAC è GSH
ìîãóò òàêæå âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ïðîîêñèäàíòîâ, ïðîäó-
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Ðèñ. 5. Àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå òèîëîâ ïî îòíîøåíèþ ê ýê-
çîãåííîé H2O2 (à) è ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå òèîëîâ â ñî÷åòà-

íèè ñ 25 ìêÌ B12b â êóëüòóðå êëåòîê (á).

à: êðèâàÿ 1 — ïîñëå ââåäåíèÿ 100 ìêÌ H2O2 â êóëüòóðó êëåòîê; êðèâûå 2,
3 — ïîñëå ââåäåíèÿ 100 ìêÌ H2O2 â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ NAC èëè 5 ìÌ
GSH ñîîòâåòñòâåííî. á: êðèâûå 1, 2 — êèíåòèêà íàêîïëåíèÿ H2O2 â ðîñ-
òîâîé ñðåäå ïîñëå äîáàâêè B12b ñîâìåñòíî ñ 5 ìÌ NAC èëè ñ 5 ìÌ GSH â
êóëüòóðó êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî; êðèâûå 3, 4 — â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ NAC
èëè GSH ñîîòâåòñòâåííî. Òèîëû âíîñèëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà
3.5�105 êëåòîê â êóëüòóðàëüíûé ôëàêîí Ò25 íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä äî-

áàâëåíèåì H2O2 èëè B12b. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 3 ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå íåòèîëîâûõ àíòèîêñèäàíòîâ è õåëàòîðîâ æå-
ëåçà íà öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò (à) è íàêîïëåíèå ïåðåêèñè
âîäîðîäà â ñðåäå (á) ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè 5 ìÌ NAC èëè

5 ìÌ GSH ñ âèòàìèíîì B12b (25 ìêÌ).

à — àíòèîêñèäàíòû è õåëàòîðû æåëåçà äîáàâëÿëè, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»; ñî÷åòàííîå äåéñòâèå B12b è òèîëà ïðåðûâàëè
÷åðåç 2 ÷ ïóòåì çàìåíû èíêóáàöèîííîé ñðåäû ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäîé;
êîëè÷åñòâî êëåòîê ÷åðåç 48 ÷ îïðåäåëÿëè ïî îêðàñêå êðèñòàëëè÷åñêèì
ôèîëåòîâûì. á — êîíöåíòðàöèþ H2O2 â ñðåäå îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
O2-ýëåêòðîäà ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ â ñðåäó B12b ñîâìåñòíî ñ NAC èëè

GSH. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 5 ýêñïåðèìåíòîâ.



öèðîâàòü OH 1-ðàäèêàë è îêàçûâàòü ïîâðåæäàþùåå äåéñò-
âèå íà êëåòêè ïðè ïåðåõîäå â òèèëüíûå ðàäèêàëû (Sagris-
ta et al., 2002; Borisenko et al., 2004). Â íåêîòîðûõ ñëó÷à-
ÿõ öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå NAC, ïðèìåíÿåìîãî â
êà÷åñòâå ïðåäøåñòâåííèêà âíóòðèêëåòî÷íîãî ãëóòàòèî-
íà, çàìåòíî ïðåâûøàëî ýôôåêò, äîñòèãàåìûé ïðè èíêó-
áàöèè ñ ýêçîãåííûì GSH (Held, Biaglow, 1994; Thibodeau
et al., 2001). Ýòî îáúÿñíÿþò ìåíüøåé ñïîñîáíîñòüþ
GS 1-ðàäèêàëà ê îáðàçîâàíèþ ñóïåðîêñèäà ïî ñðàâíåíèþ ñ
N-àöåòèèëüíûì ðàäèêàëîì è áûñòðûì îáðàçîâàíèåì
GSSG (îêèñëåííîãî ãëóòàòèîíà) ïðè ðåàêöèè äâóõ ãëóòà-
òèîíèëüíûõ ðàäèêàëîâ. Ãëóòàòèîí ñïîñîáåí ñâÿçûâàòü
èîíû Cu+, áëîêèðóÿ èõ ðåàêöèþ ñ H2O2, ïðèâîäÿùóþ ê
îáðàçîâàíèþ ãèäðîêñèë-ðàäèêàëà. NAC â îòëè÷èå îò
GSH, âîññòàíàâëèâàÿ èîíû Cu2+ â Cu+, îáðàçóåò òèèëü-
íûé ðàäèêàë, êîòîðûé ðåàãèðóåò ñ êèñëîðîäîì âîçäóõà,
îáðàçóÿ ñóïåðîêñèä-àíèîí (Thibodeau et al., 2001). Â íå-
êîòîðûõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëàñü òîêñè÷íîñòü ãëóòàòèîíà
ïðè åãî âíåñåíèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Àâòîðû îáúÿñ-
íÿþò ýòîò ýôôåêò òåì, ÷òî ãëóòàòèîí ìîæåò âîññòàíàâëè-
âàòü èîíû æåëåçà, íåîáõîäèìûå äëÿ îáðàçîâàíèÿ OH 1-ðà-
äèêàëà, èç ïåðåêèñè âîäîðîäà (Brazzolotto et al., 1999).
Êðîìå òîãî, Fe2+ â ðåàêöèè ñ êèñëîðîäîì ìîæåò îáðàçî-
âàòü ïåðôåððèëüíûå èîíû, îáëàäàþùèå áîëåå âûðàæåí-
íûì ïîâðåæäàþùèì äåéñòâèåì (Farombi et al., 2004). Íå-
êîòîðûå àâòîðû ñ÷èòàþò, ÷òî ãëóòàòèîíèëüíûå èëè ðà-
äèêàëû, îáðàçóþùèåñÿ èç íèõ äàëåå ïî êàñêàäó ðåàêöèé,
ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â êëåòêàõ â çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷å-
ñòâàõ (Kwak et al., 1995). Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå
òèîëîâ â êà÷åñòâå àíòèîêñèäàíòîâ ìîæåò ïðèâåñòè ê íå-
îæèäàííûì ïîâðåæäàþùèì ýôôåêòàì. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû àíòèîêñèäàíòíîãî äåéñò-
âèÿ íà îñíîâå ãëóòàòèîíà è àöåòèëöèñòåèíà øèðîêî ïðè-
ìåíÿþòñÿ, ðàçðàáàòûâàþòñÿ èõ íîâûå ìîäèôèêàöèè
(Øàíèí è äð., 2003). Àíòèîêñèäàíòíàÿ òåðàïèÿ ÷àñòî äî-
ïîëíÿåòñÿ ââåäåíèåì âèòàìèííûõ ñìåñåé, êîìïîíåíòîì
êîòîðûõ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ãèäðîêñèêîáàëàìèí — âèòàìèí
B12b. Â íåêîòîðûõ ñòðàíàõ ââåäåíèå âèòàìèíà B12b ïðîèç-
âîäÿò èíòðàíàçàëüíî (Dharmarajan, Norkus, 2001). Ýòîò
æå ñïîñîá èñïîëüçóåòñÿ ïðè ëå÷åíèè íàñìîðêà ñ ïîìî-
ùüþ ïðåïàðàòà ÀÖÖ, îñíîâíûì êîìïîíåíòîì êîòîðîãî
ÿâëÿåòñÿ NAC. Ïîýòîìó èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ òèî-
ëîâ NAC è GSH ñ âèòàìèíîì B12b íåîáõîäèìî ñ öåëüþ
ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðèìåíåíèÿ ýòèõ âåùåñòâ è
ïðåäîòâðàùåíèÿ âîçìîæíûõ íåæåëàòåëüíûõ ïîñëåäñò-
âèé èõ ñîâìåñòíîãî èñïîëüçîâàíèÿ.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ðàñøèðÿþò è äåòàëèçè-
ðóþò ïðåäñòàâëåíèÿ î ïðîîêñèäàíòíîì äåéñòâèè òèîëîâ â
ñî÷åòàíèè ñ êàòàëèçàòîðàìè íà îñíîâå ìåòàëëîâ ñ ïåðåìåí-
íîé âàëåíòíîñòüþ. Íàìè óñòàíîâëåíà äëèòåëüíàÿ ãåíåðà-
öèÿ H2O2 ïðè âíåñåíèè òèîëîâ GSH èëè NAC â ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñîâìåñòíî ñ B12b, íî íå òèîëàìè â
îòäåëüíîñòè. Óðîâåíü H2O2 â ñðåäå äîñòèãàåò 30—40 ìêÌ.
H2O2 â ýòîé êîíöåíòðàöèè îêàçûâàåò íà êëåòêè HEp-2 íå-
çíà÷èòåëüíûé öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ïðè âíåñåíèè â
ñðåäó îäíîêðàòíî, íî ïðè âíåñåíèè òèîëà ñîâìåñòíî ñ B12b

ïîääåðæàíèå òàêîé êîíöåíòðàöèè H2O2 ïðîäîëæàåòñÿ â òå-
÷åíèå êàê ìèíèìóì 1.5—2.0 ÷. Èçâåñòíî, ÷òî âîçäåéñòâèå
íà êëåòêó íåâûñîêèõ, íî äëèòåëüíî ïîääåðæèâàåìûõ êîí-
öåíòðàöèé H2O2 ïî ñòåïåíè ýôôåêòà ïîäîáíî îäíîêðàòíîé
äîáàâêå H2O2 â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (Pantopoulos et al.,
1997). Î÷åâèäíî, îáíàðóæåííîå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
äëèòåëüíîå ïîääåðæàíèå êîíöåíòðàöèè H2O2 â êóëüòóðàëü-
íîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé B12b è GSH èëè B12b è NAC, íà
óðîâíå 30 ìêÌ è âûøå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå

ïðè÷èíû âûçûâàåìîãî èìè öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà. Ýòî
ïîäòâåðæäàåòñÿ òåì, ÷òî íåéòðàëèçàöèÿ H2O2 â ñðåäå ïðè
ïîìîùè êàòàëàçû èëè ïèðóâàòà èíãèáèðîâàëà è öèòîòîêñè-
÷åñêèé ýôôåêò, íàáëþäàåìûé ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè
òèîëà è âèòàìèíà B12b. Îòìåòèì, ÷òî NAC è GSH âî âñåõ
èñïîëüçóåìûõ íàìè êîíöåíòðàöèÿõ íå îêàçûâàëè öèòîòîê-
ñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ è âûçûâàëè íåçíà÷èòåëüíîå íàêîïëå-
íèå H2O2 â ñðåäå, ñóùåñòâåííî ìåíüøåå, ÷åì â ðàáîòå Ëîíã
è Õàëëèâåëë (Long, Halliwell, 2001). Òàêîå îòëè÷èå ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî, ñîãëàñíî íàøèì è ëèòåðàòóðíûì äàí-
íûì (Held et al., 1996), ñîñòàâîì èñïîëüçóåìîé ñûâîðîòêè,
â ÷àñòíîñòè ðàçíûì ñîäåðæàíèåì ìåòàëëîâ ïåðåìåííîé âà-
ëåíòíîñòè, ñ êîòîðûìè òèîëû ìîãóò âñòóïàòü â ðå-
äîêñ-âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ñîãëàñíî íàøèì ðåçóëüòàòàì, ðàçâèòèå îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà â êëåòêå ïðè ñî÷åòàííîì äåéñòâèè òèîëà
B12b âûãëÿäèò ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñíà÷àëà (íà ïðîòÿ-
æåíèè ïðèìåðíî 30 ìèí) îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëü-
íàÿ ñèñòåìà êëåòîê ñïðàâëÿåòñÿ ñ ïîòîêîì ýêçîãåííîé
H2O2, äîñòèãàþùèì ìàêñèìóìà óæå â ïåðâûå 10 ìèí.
Îäíàêî çàòåì, ê êîíöó 1-ãî ÷, îáíàðóæèâàåòñÿ âíóòðè-
êëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Ýòî óêàçûâàåò íà ñíè-
æåíèå ñïîñîáíîñòè ðåäîêñ-ñèñòåìû êëåòîê ñäåðæèâàòü
ïîòîê ýêçîãåííîé H2O2, õîòÿ, ñóäÿ ïî óðîâíþ ýíäîãåí-
íûõ ÀÔÊ, áëèçêîìó ê êîíòðîëþ, îíà åùå íå ïîâðåæäåíà.
Ñíèæåíèå àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâíîñòè â ýòî âðåìÿ âðÿä
ëè ñâÿçàíî ñ èñòîùåíèåì ãëóòàòèîíà, ïîñêîëüêó èçâåñò-
íî, ÷òî ïàäåíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ãëóòà-
òèîíà ïîä äåéñòâèåì ïåðåêèñè âîäîðîäà íà÷èíàåòñÿ
ïîçäíåå (Kwak et al., 1995). Òàê, ïðè ñî÷åòàííîì äåéñò-
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Ðèñ. 7. Ïîâûøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâíîñ-
òè â êëåòêàõ HEp-2 ïðè 1-÷àñîâîì äåéñòâèè B12b ñîâìåñòíî ñ
NAC (à) èëè GSH (á), âûçûâàåìîå ïîòîêîì H2O2 èç ñðåäû è

ñîáñòâåííîé ãåíåðàöèåé ÀÔÊ êëåòêîé.

1 — êîíòðîëü, 2 — NAC, 3 — B12b ñîâìåñòíî ñ NAC, 4 — GSH, 5 — B12b
ñîâìåñòíî ñ GSH. Êîíöåíòðàöèÿ B12b 25 ìêÌ, NAC è GSH — ïî 5 ìÌ.
Îáùåå ÷èñëî êëåòîê â êàæäîé èç öèòîãðàìì íå ìåíåå 10 òûñ. Ïðèâåäåíû

äàííûå 1 èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, äàâøèõ îäèíàêîâûé ðåçóëüòàò.



âèè âèòàìèíîâ B12b è C ñíèæåíèå GSH â êëåòêàõ HEp-2
íà÷èíàëîñü ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå èõ âíåñåíèÿ â ñðåäó, ïðè
ýòîì ðàçâèòèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, èíèöèàöèÿ è êè-
íåòèêà êëåòî÷íîé ãèáåëè áûëè áëèçêèìè ê òåì, êîòîðûå
îïèñàíû â íàñòîÿùåé ñòàòüå (Akatov et al., 2000). Íà-
ðóøåíèå ðåäîêñ-áàëàíñà êëåòêè íàáëþäàåòñÿ ê êîíöó
2-ãî ÷ äåéñòâèÿ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ïîâûøåíèè óðîâíÿ
ÀÔÊ ýíäîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Óñòðàíåíèå êàòàëà-
çîé ýòîãî ýôôåêòà íàðÿäó ñ êëåòî÷íîé ãèáåëüþ äîêàçû-
âàåò, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ÿâëÿ-
åòñÿ êëþ÷åâîé ñîñòàâëÿþùåé öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà
ïðè èíêóáàöèè êëåòîê ñ òèîëîì è B12b.

Îïûòû ñ õåëàòîðàìè ìåòàëëîâ ïîêàçûâàþò, ÷òî îä-
íîãî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà äëÿ èíèöèàöèè àïîïòîçà
ïðè ñî÷åòàííîì ïðèìåíåíèè òèîëà ñ âèòàìèíîì B12b íå-
äîñòàòî÷íî. Èçâåñòíî, ÷òî H2O2 â êëåòêå ìîæåò ðåàãèðî-
âàòü ñ ìåòàëëàìè ïåðåìåííîé âàëåíòíîñòè (Fe2+ è Cu+),
ïðè ýòîì «ïî ìåñòó» èõ ëîêàëèçàöèè ãåíåðèðóåòñÿ ãèä-
ðîêñèë-ðàäèêàë, ïîâðåæäàþùèé áèîìîëåêóëû (Halli-
well, Gutteridge, 1986; Held, Biaglow, 1994; Yang et al.,
2000; Barbouti et al., 2001; Thibodeau et al., 2001; Kohen,
Nyska, 2002). Îäíàêî ëèøü äåôåðîêñàìèí è ôåíàíòðî-
ëèí, ñâÿçûâàþùèå èîíû æåëåçà íà íåñêîëüêî ïîðÿäêîâ
ýôôåêòèâíåå, ÷åì èîíû ìåäè, óñòðàíÿëè ãåíî- è öèòîòîê-
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Ðèñ. 8. Èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé îêèñëèòåëüíîé àêòèâíîñòè ýíäîãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïîñëå èíêóáàöèè êëåòîê HEp-2 c B12b
è òèîëîì.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ôëóîðåñöåíöèÿ, îòí. åä.; ïî âåðòèêàëè — êîëè÷åñòâî êëåòîê. Îáùåå ÷èñëî êëåòîê â êàæäîé èç öèòîãðàìì íå ìåíåå 10 òûñ. Îêèñ-
ëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, îêðàøåííûõ DCHFDA. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, äàâøèõ îäèíàêîâûé

ðåçóëüòàò.



ñè÷åñêèé ýôôåêò, îáóñëîâëåííûé ñî÷åòàííûì äåéñòâè-
åì òèîëà è B12b, íå âëèÿÿ íà íàêîïëåíèå â ñðåäå H2O2. Õå-
ëàòîð èîíîâ ìåäè íåîêóïðîèí çàùèòíîãî äåéñòâèÿ íå
îêàçûâàë. Íåîáõîäèìîñòü äëÿ óñòðàíåíèÿ öèòîòîêñè÷å-
ñêîãî ýôôåêòà ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè ñ DFO, êîòî-
ðûé ïîñòóïàåò â êëåòêó ïóòåì ýíäîöèòîçà (Kotamraju et
al., 2002), åùå ðàç ïîä÷åðêèâàåò ðîëü èìåííî âíóòðèêëå-
òî÷íîãî æåëåçà. Îòñóòñòâèå äîñòîâåðíîé ðàçíèöû ìåæäó
ýôôåêòàìè ôåíàíòðîëèíà, ââåäåííîãî çà 1 ÷ èëè îäíî-
âðåìåííî ñ B12b è òèîëîì, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåòñÿ åãî áî-
ëåå áûñòðûì ïðîíèêíîâåíèåì â êëåòêó, à òàêæå áîëüøåé
ýôôåêòèâíîñòüþ â ñâÿçûâàíèè Fe2+, íåïîñðåäñòâåííî
ðåàãèðóþùåãî ñ H2O2 (Byrnes, 1996). Â öåëîì ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà íåîáõîäèìîñòü ó÷àñòèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîãî æåëåçà â èíèöèàöèè ãèáåëè êëåòîê ñî-
÷åòàííûì äåéñòâèåì òèîëà è B12b.

Òàêèì îáðàçîì, â íàøåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî òèî-
ëû-àíòèîêñèäàíòû (NAC èëè GSH) ïðè ñî÷åòàííîì ïðè-
ìåíåíèè ñ âèòàìèíîì B12b ïðîÿâëÿþò ïðîîêñèäàíòíûå
ñâîéñòâà. Ýêçîãåííûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, îáóñëîâ-
ëåííûé ðåàêöèåé òèîëà ñ B12b, âûçûâàåò âíóòðèêëåòî÷-
íûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, íàðóøåíèå ðåäîêñ-áàëàíñà è
èíèöèàöèþ àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê ïðè îáÿçàòå-
ëüíîì ó÷àñòèè âíóòðèêëåòî÷íîãî æåëåçà. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà âàæíîñòü ïðàâèëüíîãî ïîäáîðà
àíòèîêñèäàíòîâ è ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ äëÿ êëåòî÷íîé
áèîëîãèè, îíêîëîãèè è ôàðìàêîëîãèè.
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PROOXIDANT AND CYTOTOXIC ACTION OF N-ACETYLCYSTEINE
AND GLUTATHIONE COMBINED WITH VITAMIN B12b

M. E. Solovieva, V. V. Soloviev, A. A. Faskhutdinova, A. A. Kudryavtsev, V. S. Akatov

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Pushchino, Moscow region;
e-mail: groupakatov@rambler.ru

We studied the prooxidant and cytotoxic action of thiols N-acetylcystein (NAC) and glutathione (GSH)
combined with vitamin B12b. The synergism of action of the thiols and B12b resulted in human carcinoma cell
damage was found. It was shown that GSH and NAC in physiological doses combined with B12b caused the ini-
tiation of apoptosis. It was established that prooxidant action of the thiols combined with vitamin B12b, i. e. ge-
neration and accumulation of hydrogen peroxide in culture medium, led to intracellular oxidative stress and in-
jury of cell redox system. These effects were completely abolished by nonthiol antioxidants catalase and pyru-
vate. The chelators of iron phenanthroline and deferoxamine did not suppress the H2O2 accumulation in culture
medium but significantly inhibited the cell death induced by the thiols combined with B12b. Therefore, the thiols
GSH and NAC widely used as antioxidants, in combination with vitamin B12b show prooxidant characteristics
and induce, with the participation of intracellular iron, apoptotic HEp-2 cell death.

K e y w o r d s: thiols, antioxidants, vitamin B12b, oxidative stress, apoptosis, tumor cells.
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