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Ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå äàííûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî âûæèâàíèå êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ
íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ôàêòîðîâ ðîñòà è àóòîêðèííûõ ôàêòîðîâ (ÀÔ) âûæèâàíèÿ. Ìû èññëåäîâàëè
âëèÿíèå äåôèöèòà ÀÔ íà âûæèâàíèå, âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ÀÒÔ è òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë
ìèòîõîíäðèé êëåòîê ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè CTLL-2 ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ, ñòàíîâÿòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè CTLL-2, êîòîðûå êóëüòèâèðóþòñÿ â îòñóòñòâèå äåôèöèòà ÀÔ (êîíò-
ðîëü), è èõ ãèáåëü íàñòóïàåò ïðè ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 , ÷åì â ñëó÷àå êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Ñî-
äåðæàíèå ÀÒÔ â êëåòêàõ CTLL-2 áûëî ñíèæåíî ïðè äåôèöèòå ÀÔ äàæå â îòñóòñòâèå êàêîãî-ëèáî ñòðåñ-
ñà, è îáðàáîòêà êëåòîê ïåðîêñèäîì âîäîðîäà ïðèâîäèëà ê äîïîëíèòåëüíîìó çíà÷èòåëüíîìó åãî ñíèæå-
íèþ, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü íàðóøåíèÿìè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (áëåááèíã) è ðåçêèì ïàäåíèåì ïîòåíöèàëà
ìèòîõîíäðèé. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòî÷íàÿ ñìåðòü ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ ïðî-
òåêàåò êàê ïî ïóòè àïîïòîçà, òàê è ïî ïóòè íåêðîçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, àóòîêðèííûå ôàêòîðû, ÀÒÔ, ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé,
àïîïòîç, íåêðîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÀÔ — àóòîêðèííûå ôàêòîðû, ÈË — èíòåðëåéêèí, ÌÒÏ — ìèòîõîíä-
ðèàëüíûé òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ÔÈÒÖ — ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò, CICCP — êàðáîíèëöèà-
íèä-ì-õëîðôåíèëãèäðàçîí, MTT — 3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèéáðîìèä.

Â ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå âûæèâàíèå êëåòîê íà-
õîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ìíîæåñòâà öèòîêèíîâ ðàçëè÷íîé
ïðèðîäû. Òàêîé êîíòðîëü íåîáõîäèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ
ãîìåîñòàçà òêàíåé, êîòîðûé äîñòèãàåòñÿ çà ñ÷åò áàëàíñà
ìåæäó ñêîðîñòÿìè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è êëåòî÷-
íîé ãèáåëè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÈË-3 ñïîñîáñòâóåò âûæè-
âàíèþ êëåòîê ãåìîïîýòè÷åñêîé ëèíèè (Vander Heiden et
al., 2001), ôàêòîð ñòâîëîâûõ êëåòîê ïîìîãàåò âûæèâà-
íèþ êëåòîê ñòðîìàëüíîé ëèíèè (Huss et al., 1995), à
ÈË-4, ÈË-6 è ÈË-7 çíà÷èòåëüíî ïðîäëåâàþò âðåìÿ æèç-
íè ïîêîÿùèõñÿ T-ëèìôîöèòîâ â êóëüòóðå in vitro (Teague
et al., 1997; Vella et al., 1997; Rathmell et al., 2001). Êðîìå
òîãî, ÈË-2, ÈË-4, ÈË-7 è ÈË-15, à òàêæå èíòåðôåðîí-á è
èíòåðôåðîí-â ïîëíîñòüþ ïðåäîòâðàùàþò ãèáåëü àêòèâè-
ðîâàííûõ T-êëåòîê in vitro (Matzinger, 1994; Marrack et
al., 1998).

Íàðÿäó ñ äàííûìè îá ó÷àñòèè â êîíòðîëå êëåòî÷íîãî
âûæèâàíèÿ ïàðàêðèííûõ ôàêòîðîâ, ò. å. ôàêòîðîâ, êîòî-
ðûå êëåòêà ïîëó÷àåò îò êëåòîê äðóãèõ òèïîâ, èìåþòñÿ
äàííûå, óêàçûâàþùèå íà òî, ÷òî êîíòðîëü âûæèâàíèÿ
êëåòîê ìîãóò îñóùåñòâëÿòü òàêæå àóòîêðèííûå ôàêòîðû
(ÀÔ), ò. å. ôàêòîðû, ïðîäóöèðóåìûå êëåòêàìè òîãî æå
òèïà (Ishizaki et al., 1993, 1994; Ëóöåíêî è äð., 2001).
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íè ïðèðîäà òàêèõ àóòîêðèííûõ ôàê-
òîðîâ âûæèâàíèÿ, íè ìåõàíèçìû èõ äåéñòâèÿ ïðàêòè÷å-
ñêè íå èçó÷åíû.

Ðàíåå íàìè áûëà ðàçðàáîòàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìî-
äåëü, ïîçâîëÿþùàÿ ñîçäàâàòü èñêóññòâåííûé äåôèöèò
ÀÔ â êóëüòóðå è èññëåäîâàòü ïîñëåäñòâèÿ òàêîãî äåôè-
öèòà äëÿ âûæèâàíèÿ è ìåòàáîëèçìà êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê (Ëóöåíêî è äð., 2001). Ýòà ìîäåëü, èñïîëüçîâàí-
íàÿ äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ÀÔ íà âûæèâàíèå êëåòîê öèòî-
òîêñè÷åñêîé ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè CTLL-2, âêëþ÷àëà â
ñåáÿ ïðåäâàðèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê CTLL-2 â
êóëüòóðàõ âûñîêîé ïëîòíîñòè, èõ ïåðåíîñ â êóëüòóðû
íèçêîé ïëîòíîñòè è ïîñëåäóþùåå êóëüòèâèðîâàíèå â òà-
êèõ óñëîâèÿõ. Îñíîâîé äëÿ òàêîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìîäåëè ïîñëóæèëî ÿâëåíèå, íàçûâàåìîå êëåòî÷íîé äå-
ñåíñèòèçàöèåé è çàêëþ÷àþùååñÿ â òîì, ÷òî ïðè äëèòåëü-
íîì âîçäåéñòâèè êàêîãî-ëèáî ôàêòîðà íà êëåòêè èõ ïåð-
âîíà÷àëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ýòîìó ôàêòîðó ïîñòå-
ïåííî ñíèæàåòñÿ (Àëáåðòñ è äð., 1994). Â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê CTLL-2 â êóëüòóðå âûñîêîé
ïëîòíîñòè (â óñëîâèÿõ ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè ÀÔ),
ïî-âèäèìîìó, ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå èõ ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ê ÀÔ è ïåðåíîñ òàêèõ êëåòîê âìåñòå ñî ñâåæåé ñðå-
äîé â êóëüòóðó íèçêîé ïëîòíîñòè, ãäå ÀÔ ïðàêòè÷åñêè
îòñóòñòâóþò, ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî îíè íà÷èíàþò èñïû-
òûâàòü îñòðóþ íåõâàòêó ÀÔ (ïðè èçáûòêå ÈË-2 â ñðåäå).
Íåäàâíî ìû ïîêàçàëè, ÷òî äåôèöèò ÀÔ â êóëüòóðå ïðè-
âîäèò ê âðåìåííîìó íàðóøåíèþ ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòà-
áîëèçìà êëåòîê. Ýòî íàðóøåíèå ïðîÿâëÿëîñü â òîì, ÷òî
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ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â êëåòêàõ CTLL-2 ìíîãîêðàòíî ñíèæà-
ëîñü â òå÷åíèå 1—2 ìèí, äîñòèãàÿ 10—20 % îò èñõîäíî-
ãî óðîâíÿ, à çàòåì ïîñòåïåííî âîññòàíàâëèâàëîñü äî íîð-
ìàëüíûõ çíà÷åíèé â òå÷åíèå 2—4 ÷. Â òî æå âðåìÿ äîáàâ-
ëåíèå â êóëüòóðó íèçêîé ïëîòíîñòè êîíäèöèîíèðîâàííîé
ñðåäû, ïîëó÷åííîé èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè êëå-
òîê CTLL-2 è ñîäåðæàùåé ÀÔ â äîñòàòî÷íîé êîíöåíòðà-
öèè, ïðåïÿòñòâîâàëî ñíèæåíèþ óðîâíÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ,
÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü ýêçîãåííûì âîñïîëíåíèåì äåôè-
öèòà ÀÔ â êóëüòóðå (Ëóöåíêî, Äüÿ÷êîâà, 2003).

Èçâåñòíî, ÷òî ñàìî ïî ñåáå ïàäåíèå ñîäåðæàíèÿ ÀÒÔ
â êëåòêàõ íåêîòîðûõ ëèíèé, âûçâàííîå, íàïðèìåð, ãè-
ïîêñèåé è ýíåðãåòè÷åñêèì ãîëîäàíèåì, íå âñåãäà ñîïðî-
âîæäàåòñÿ èõ ãèáåëüþ. Îäíàêî ïðè äîïîëíèòåëüíûõ
ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèÿõ, íàïðèìåð ãèïåðòåðìèè, ïàäå-
íèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ ïðèâîäèò ê ìàññîâîé
ãèáåëè êëåòîê (Gerweck, 1985). Àíàëîãè÷íûå äàííûå
áûëè ïîëó÷åíû íàìè íåäàâíî äëÿ ãèïîòåðìè÷åñêîãî
ñòðåññà (Ëóöåíêî, Äüÿ÷êîâà, 2003). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî
âðåìåííîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ CTLL-2, âû-
çâàííîå äåôèöèòîì ÀÔ â êóëüòóðå, ñàìî ïî ñåáå íå ïðè-
âîäèò ê ãèáåëè êëåòîê, îäíàêî äàæå êðàòêîâðåìåííàÿ ãè-
ïîòåðìèÿ (0 °Ñ, 10 ìèí) âûçûâàåò ìàññîâóþ ãèáåëü êëå-
òîê â ýòèõ óñëîâèÿõ.

Îñîáîå ìåñòî â ðÿäó ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé íà
êëåòêó çàíèìàåò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïîñêîëüêó ìíî-
ãèå õèìè÷åñêèå è ôèçè÷åñêèå ôàêòîðû îïîñðåäóþò ñâîå
äåéñòâèå èìåííî ÷åðåç îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà-
÷åñòâå ìåäèàòîðà àïîïòîçà, ïðèíèìàþùåãî ñàìîå íåïî-
ñðåäñòâåííîå ó÷àñòèå â ìåõàíèçìå çàïóñêà ýòîãî ïðîöåñ-
ñà â êëåòêå (Buttke, Sandstrom, 1994). Áîëåå òîãî, íåäàâíî
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïåðîêñèä âîäîðîäà, îáðàçóåìûé
âíóòðè ìèòîõîíäðèé, ó÷àñòâóåò â ïåðåäà÷å àïîïòîçíîãî
ñèãíàëà îò êëåòêè ê êëåòêå (Ïëåòþøêèíà è äð., 2006).

Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòîÿëî âûÿñíèòü,
êàê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íàëè÷èå äåôèöè-
òà ÀÔ â êóëüòóðå ñêàæåòñÿ íà ñîñòîÿíèè ýíåðãåòè÷åñêî-
ãî ìåòàáîëèçìà è âûæèâàíèè êëåòîê CTLL-2. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî â ïðîöåññå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà êëåòîê
CTLL-2 â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ â êóëüòóðå íàáëþäàåò-
ñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ äî êðàéíå
íèçêèõ çíà÷åíèé, ÷òî ïðèâîäèò ê îòÿãîùåíèþ êëåòî÷íî-
ãî ñòðåññà è ïðîÿâëÿåòñÿ â óñèëåíèè áëåááèíãà êëåòî÷-
íîé ïîâåðõíîñòè, ïàäåíèè òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèà-
ëà ìèòîõîíäðèé è óñêîðåíèè ãèáåëè êëåòîê ïî ïóòè
àïîïòîçà èëè íåêðîçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è è ñ ð å ä û. Êëåòêè ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè
CTLL-2 âûðàùèâàëè â ñðåäå RPMI-1640 (Sigma, ÑØÀ) ñ
äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè,
2 ìÌ L-ãëóòàìèíà (Sigma), 50 ìêÌ 2-ìåðêàïòîýòà-
íîëà (Serva, Ãåðìàíèÿ), 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è
50—100 Åä/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî ÈË-2 («Áèîòåõ»,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 1 ìë ñðåäû
â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Costar, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ â àò-
ìîñôåðå ñ 5 % CO2. Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (pH 7.2—7.4) ñ äîáàâ-
ëåíèåì 5 % ñûâîðîòêè è 100 Åä/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî
ÈË-2.

Ê ó ë ü ò ó ð û â û ñ î ê î é è í è ç ê î é ï ë î ò í î ñ ò è. Äå-
ôèöèò ÀÔ â êóëüòóðàõ ïîëó÷àëè ïóòåì ïåðåíîñà êëåòîê

èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîò-
íîñòè. Â êà÷åñòâå êóëüòóðû âûñîêîé ïëîòíîñòè èñïîëü-
çîâàëè òàê íàçûâàåìóþ pellet-êóëüòóðó (Solursh, 1991) ñ
íåêîòîðîé ìîäèôèêàöèåé. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èñïîëü-
çîâàëè êðóãëîäîííûå êóëüòóðàëüíûå ïðîáèðêè îáúåìîì
10 ìë (Nunc, Äàíèÿ). Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä íà÷àëîì
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðîáèðêó âíîñèëè 1 ìë êëåòî÷íîé
ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé 1�106 êëåòîê â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå. Çàòåì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(200 g, 1 ìèí) è â òàêîì ïëîòíîì îñàäêå èõ êóëüòèâèðî-
âàëè â òå÷åíèå 14—16 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ïî îêîí÷àíèè ïåðâî-
ãî ýòàïà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ïåðåíîñèëè â êóëüòóðû
íèçêîé ïëîòíîñòè. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñîáèðàëè, îòìûâàëè
è ïåðåíîñèëè â 100 ìêë ñâåæåé ñðåäû â ëóíêè ïëîñ-
êîäîííîãî 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (Nunc) èëè â 1 ìë â
ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà è êóëüòèâèðîâàëè ïðè
êëåòî÷íîé ïëîòíîñòè 1�105—2�105 êëåòîê/ìë ñ äîáàâ-
ëåíèåì èëè áåç äîáàâëåíèÿ H2O2. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè îòìûâàëè ñðåäîé RPMI-1640.
Â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ âìåñòî ñâåæåé ñðåäû ñ êëåòêàìè
âíîñèëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó èç êóëüòóð âûñîêîé
ïëîòíîñòè. Êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó ïîëó÷àëè â âèäå
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè êóëüòóð êëåòîê CTLL-2, êóëüòè-
âèðóåìûõ â êîíöåíòðàöèè 1�106 êëåòîê/ìë â òå÷åíèå
24 ÷.

Â û æ è â à í è å êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
MTT-òåñòà (Denizot, Lang, 1986) ñ íåêîòîðûìè èçìåíå-
íèÿìè. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ òåñòà êëåòêè îñàæäàëè â ïëàíøå-
òå öåíòðèôóãèðîâàíèåì (400 g, 5 ìèí) è ñòðÿõèâàíèåì
óäàëÿëè íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü èç ëóíîê. Ïîñëå ýòîãî â
ëóíêè âíîñèëè ïî 30 ìêë ðàñòâîðà MTT (Sigma ), ïðèãî-
òîâëåííîãî íà ñðåäå RPMI-1640 (0.5 ìã/ìë), è èíêóáèðî-
âàëè 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2. Ïî èñòå÷åíèè
ýòîãî âðåìåíè ê ñîäåðæèìîìó êàæäîé ëóíêè äîáàâëÿëè
ïî 100 ìêë äèìåòèëñóëüôîêñèäà è ðàñòâîðÿëè êðèñòàë-
ëû ôîðìàçàíà, îáðàçîâàííîãî â ðåçóëüòàòå âîññòàíîâ-
ëåíèÿ MTT æèâûìè êëåòêàìè. Èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ñîäåðæèìîãî êàæäîé ëóíêè ïðîâîäèëè íà
ïðèáîðå Multiscan MCC/340 (Titertek, Âåëèêîáðèòàíèÿ)
ïðè äëèíå âîëíû 540 íì. Âûæèâàíèå êëåòîê îöåíèâàëè
ïî âåëè÷èíå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà ôîðìàçàíà
â êàæäîé ïðîáå.

Î ï ð å ä å ë å í è å ä î ë è ê ë å ò î ê ñ á ë å á á è í ã î ì
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êàìåðû Ãîðÿåâà, ïðîñìàò-
ðèâàÿ 150—200 êëåòîê. Ó÷èòûâàëè êëåòêè ñ îäíèì áîëü-
øèì ïóçûðåì áîëüøå ½ äèàìåòðà êëåòêè ëèáî ñ íåñêîëü-
êèìè ïóçûðÿìè ìåíüøåãî ðàçìåðà.

Ñ î ä å ð æ à í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î À Ò Ô îïðå-
äåëÿëè ëþöèôåðèí-ëþöèôåðàçíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñòàíäàðòíîãî íàáîðà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÀÒÔ (Sigma,
ÑØÀ) íà áèîëþìèíîìåòðå Triathler (Hidex, Ôèíëÿíäèÿ).

Ñ ð å ä í è é ó ð î â å í ü âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ îïðå-
äåëÿëè â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçó÷åíèþ êèíåòèêè ñîäåðæà-
íèÿ ÀÒÔ â îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ íà ïðîòÿæå-
íèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (ðèñ. 3, á).

Ñðåäíèé óðîâåíü ÀÒÔ â êëåòêàõ îïðåäåëÿëè ïî ñëå-
äóþùåé ôîðìóëå:

[ÀÒÔ] = ½ Ó ([ÀÒÔi] + [ÀÒÔi + 1])�ÄTi + 1/T,

ãäå [ÀÒÔ] — ñðåäíèé óðîâåíü ÀÒÔ â êëåòêàõ (íìîëü/106

êëåòîê), i = 0, 1, 2, 3 — ïîðÿäêîâûé íîìåð èçìåðåíèÿ,
[ÀÒÔi] — óðîâåíü ÀÒÔ ïðè i-òîì èçìåðåíèè, ÄTi + 1 —
èíòåðâàë âðåìåíè ìåæäó èçìåðåíèÿìè i è (i + 1), T =
= ÓÄTi + 1 = 4 ÷ — îáùåìó âðåìåíè îïûòà.

Âëèÿíèå äåôèöèòà àóòîêðèííûõ ôàêòîðîâ â êóëüòóðå íà âûæèâàíèå 285



Ò ð à í ñ ì å ì á ð à í í û é ï î ò å í ö è à ë ì è ò î õ î í ä-
ð è é îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ïðîòî÷íîé
öèòîôëóîðèìåòðèè. Äëÿ ýòîãî ïåðåä èçìåðåíèåì êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí â ñðåäå
RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà ðîäà-
ìèíà 123 (Molecular Probes, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè
1 ìêã/ìë, ïîñëå ÷åãî äâàæäû îòìûâàëè õîëîäíîé ñðåäîé.
Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå

FACScan (Becton Dickinson, ÑØÀ). Â êàæäîì îáðàçöå
àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 10 000 êëåòîê.

Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ à ï î ï ò î ç à è í å ê ð î ç à. Äâîéíîå
îêðàøèâàíèå êëåòîê àííåêñèíîì V—ÔÈÒÖ äëÿ ðåãèñò-
ðàöèè ôîñôàòèäèëñåðèíà è èîäèäîì ïðîïèäèÿ äëÿ ðåãè-
ñòðàöèè öåëîñòíîñòè êëåòîê ïðîâîäèëè, êàê ýòî îïèñàíî
ðàíåå (Vermes et al., 1995). Ïîñëå îòìûâêè â ôîñôàòíîì
áóôåðå 2�105 êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë áóôåðà
(10 ìÌ HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 ìÌ NaCl è 2.5 ìÌ
CaCl2) è äîáàâëÿëè 2.3 ìêã/ìë àííåêñèíà V—ÔÈÒÖ (Sig-
ma, ÑØÀ) è 10 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïèäèÿ (Sigma, ÑØÀ),
èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
15 ìèí, à ïî èñòå÷åíèè ýòîãî âðåìåíè äîáàâëÿëè ê ñóñ-
ïåíçèè 400 ìêë óêàçàííîãî âûøå áóôåðà è ïðîâîäèëè
èçìåðåíèå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå FACScan.
Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 10 000 êëå-
òîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Êîëè÷åñòâî ïî-
âòîðîâ äëÿ êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òî÷êè ñîñòàâëÿëî
îò 2 äî 4. Âñå îïûòû áûëè ïîâòîðåíû íå ìåíåå 3 ðàç. Íà
âñåõ ãðàôèêàõ óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå
îòêëîíåíèÿ. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ñðàâíèâàåìûõ
ñðåäíèõ çíà÷åíèé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû

Íàñòîÿùóþ ðàáîòó ìû íà÷àëè ñ èññëåäîâàíèÿ âëèÿ-
íèÿ äåôèöèòà ÀÔ â êóëüòóðå íà âûæèâàíèå êëåòîê
CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Äëÿ ýòîãî
êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè, ïå-
ðåíîñèëè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè âìåñòå ñî ñâåæåé
ñðåäîé è ïåðîêñèäîì âîäîðîäà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ, êóëüòèâèðîâàëè â ýòèõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 3 ÷, à çà-
òåì îïðåäåëÿëè èõ âûæèâàíèå ñ ïîìîùüþ MTT-òåñòà.
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè CTLL-2, ïîëó-
÷åííûå èç êóëüòóð íèçêîé ïëîòíîñòè è ïåðåíåñåííûå
òàêæå â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè. Êðèâûå çàâèñèìî-
ñòè âûæèâàíèÿ èññëåäóåìûõ êëåòîê îò êîíöåíòðàöèè ïå-
ðîêñèäà âîäîðîäà ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1.

Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî äåôèöèò
ÀÔ âåñüìà çíà÷èòåëüíî âëèÿåò íà âûæèâàíèå êëåòîê ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â óñëîâè-
ÿõ äåôèöèòà ÀÔ êëåòêè îêàçûâàëèñü áîëåå ÷óâñòâèòåëü-
íûìè ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, ÷åì êëåòêè, íå èñïûòû-
âàþùèå íåäîñòàòêà â ÀÔ (êîíòðîëü), è ïîãèáàëè ïðè ìåíü-
øèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåðîêñèäà âîäîðîäà, ÷åì ïîñëåäíèå
(ðèñ. 1, êðèâûå 1, 2). Òàê, ïðè êîíöåíòðàöèè H2O2, ðàâ-
íîé 50 ìêÌ, âûæèâàíèå êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëî
84.7 %, â òî âðåìÿ êàê âûæèâàíèå îïûòíûõ êëåòîê —
ëèøü 14.7 %. Âíåñåíèå âìåñòå ñ îïûòíûìè êëåòêàìè è
ïåðîêñèäîì âîäîðîäà íå ñâåæåé ñðåäû, à êîíäèöèîíèðî-
âàííîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé ýêçîãåííûå ÀÔ, ïðèâîäèëî ê
ïîâûøåíèþ óðîâíÿ âûæèâàíèÿ îïûòíûõ êëåòîê, òàê ÷òî
â ýòîì ñëó÷àå îí ïðåâûøàë äàæå êîíòðîëüíûé óðîâåíü
(ðèñ. 1, êðèâàÿ 3).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî îäíîé èç íàèáîëåå ðàííèõ ðåàêöèé
êëåòêè íà ïàäåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ, âû-
çâàííîãî ãèïîêñèåé, ñëóæèò áëåááèíã (ïîÿâëåíèå ïóçû-
ðåé íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè) (Lemasters et al., 1987). Îêèñ-
ëèòåëüíûé ñòðåññ òàêæå èíäóöèðóåò áëåááèíã ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòêè (Bellomo et al., 1988; Ãàáàé è
äð., 1994). Ìû ïðîâåðèëè, êàê âëèÿåò äåôèöèò ÀÔ â êóëü-
òóðå êëåòîê CTLL-2 íà èíäóêöèþ áëåááèíãà ïðè îêèñëè-
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Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü âûæèâàíèÿ êëåòîê CTLL-2 îò êîíöåíò-
ðàöèè H2O2 ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà

ÀÔ.

Êëåòêè CTLL-2 èç ðàçëè÷íûõ êóëüòóð (ñì. íèæå) ïåðåíîñèëè â êóëüòóðû
íèçêîé ïëîòíîñòè (2 · 105 êëåòîê/ìë) ñ äîáàâëåíèåì H2O2 â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ, êóëüòèâèðîâàëè 3 ÷, à çàòåì îöåíèâàëè èõ âûæèâàíèå ñ
ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà. 1 — äåôèöèò ÀÔ, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð
âûñîêîé ïëîòíîñòè (1 · 106 êëåòîê â ïëîòíîì îñàäêå) â ñâåæåé ñðåäå; 2 —
êîíòðîëü, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð íèçêîé ïëîòíîñòè (2 · 105 êëå-
òîê/ìë) â ñâåæåé ñðåäå; 3 — êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîò-
íîñòè â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå. Âñå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â ïðîöåí-
òàõ îò íà÷àëüíûõ óðîâíåé âûæèâàíèÿ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîí-
òðîëüíûìè äàííûìè (êðèâûå 1, 2) äîñòîâåðíû ïðè óðîâíÿõ çíà÷èìîñòè

P < 0.01 (*) è P < 0.001 (**).

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü áëåááèíãà êëåòîê CTLL-2 îò êîíöåíòðà-
öèè H2O2 ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â óñëîâèÿõ äåôèöèòà

ÀÔ.

Êëåòêè CTLL-2 èç ðàçëè÷íûõ êóëüòóð (ñì. íèæå) ïåðåíîñèëè â ñâåæåé
ñðåäå â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè ñ äîáàâëåíèåì H2O2 â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ, êóëüòèâèðîâàëè 3 ÷, à çàòåì îïðåäåëÿëè äîëþ (â %) êëå-
òîê ñ ïðèçíàêàìè áëåááèíãà. 1 — êîíòðîëü, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëü-
òóð íèçêîé ïëîòíîñòè; 2 — äåôèöèò ÀÔ, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð
âûñîêîé ïëîòíîñòè. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè äàííû-

ìè äîñòîâåðíû ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.01 (*).



òåëüíîì ñòðåññå ýòèõ êëåòîê. Äëÿ ýòîãî îïûòíûå è êîíò-
ðîëüíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ ñ äîáàâëå-
íèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ,
ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè â êóëüòóðàõ ïðîöåíòíîå ñîäåðæà-
íèå êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè áëåááèíãà. Ïîÿâëåíèå êëåòîê
CTLL-2 ñ ïðèçíàêàìè áëåááèíãà â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà è äåôèöèòà ÀÔ íàáëþäàëîñü ïðè áîëåå íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2, ÷åì â ñëó÷àå, êîãäà êëåòêè íå
èñïûòûâàëè íåõâàòêè ÀÔ. Òàê, åñëè â êóëüòóðå êîíò-
ðîëüíûõ êëåòîê ïðè êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
50 ìêÌ áëåááèíã ñîñòàâëÿë 10.5 % (ðèñ. 2, êðèâàÿ 1), òî
â êóëüòóðå êëåòîê ñ äåôèöèòîì ÀÔ îí äîñòèãàë 79.9 %
ïðè òîé æå êîíöåíòðàöèè H2O2 (ðèñ. 2, êðèâàÿ 2). Íàèáî-
ëåå âåðîÿòíîé ïðè÷èíîé òàêèõ ðàçëè÷èé â èíäóêöèè
áëåááèíãà ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè
ÿâëÿåòñÿ ðàçëè÷íîå ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â èññëåäóåìûõ
êëåòêàõ.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìû ïðîâåëè ñðàâ-
íåíèå êèíåòèêè óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå (50 ìêÌ H2O2) êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê CTLL-2 è êëåòîê, èñïûòûâàþùèõ íåõâàòêó ÀÔ. Ðà-
íåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ïîïàäàíèè êëåòîê
CTLL-2 â óñëîâèÿ äåôèöèòà ÀÔ, äàæå â îòñóòñòâèå êà-
êèõ-ëèáî ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé, íàáëþäàåòñÿ ðåçêîå
ïàäåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ, êîòîðîå ñìåíÿ-
åòñÿ ïîñòåïåííûì åãî âîññòàíîâëåíèåì äî èñõîäíûõ
çíà÷åíèé (Ëóöåíêî, Äüÿ÷êîâà, 2003) (ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 2).
Â ñëó÷àå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà òàêèõ êëåòîê ñîäåðæà-
íèå ÀÒÔ â íèõ ïîñëå ðåçêîãî ïàäåíèÿ íå âîññòàíàâëèâà-
ëîñü, à ïðîäîëæàëî ñîõðàíÿòüñÿ íà óðîâíå 8—11 % îò
èñõîäíîãî çíà÷åíèÿ â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 2). Â òî æå âðåìÿ â ñëó÷àå
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà êîíòðîëüíûõ êëåòîê íàáëþäà-
ëîñü ïëàâíîå ñíèæåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÒÔ
(ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 1), êîòîðûé êî 2-ìó ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñîñòàâëÿë îêîëî 30 % íà÷àëüíîãî óðîâíÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ðàçëè÷èé ìåæäó îïûòíûìè è
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè ìû ïîäñ÷èòàëè ñðåäíåå ñîäåð-
æàíèå ÀÒÔ â êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ êëåòêàõ íà ïðîòÿ-
æåíèè âñåãî âðåìåíè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (ñì. ðàçäåë
«Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Äëÿ êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ
êëåòîê ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÀÒÔ ñîñòàâèëè

1.78 è 0.42 íìîëü/106 êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî ñîñòàâ-
ëÿåò 38.7 è 11.3 % îò íà÷àëüíûõ çíà÷åíèé óðîâíÿ ÀÒÔ â
ýòèõ êëåòêàõ äî ïðîâåäåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ñîäåðæàíèè ÀÒÔ â îïûò-
íûõ è êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïîáóäèëè íàñ ïðîâå-
ðèòü, êàê äåôèöèò ÀÔ âëèÿåò íà èçìåíåíèå ìèòîõîíäðè-
àëüíîãî òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (ÌÒÏ) êëåòîê
CTLL-2, âûçûâàåìîå îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì. Ðåãèñò-
ðàöèþ ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé ìû ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðîäàìèíà 123 — ëèïîôèëüíîãî êàòèîííîãî ôëóîðåñöåí-
òíîãî êðàñèòåëÿ, ïðîíèêíîâåíèå êîòîðîãî ÷åðåç ìåìáðà-
íó ìèòîõîíäðèè êîððåëèðóåò ñ âåëè÷èíîé ÌÒÏ (Shapiro,
2003). Äåïîëÿðèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé êëåòîê CTLL-2 â
ïðèñóòñòâèè CICCP — ðàçîáùèòåëÿ îêèñëèòåëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ — ñâèäåòåëüñòâóåò î êîððåêòíîñòè
ïðèìåíåíèÿ äàííîãî ìåòîäà (ðèñ. 4). Êðîìå òîãî, íà
ðèñ. 4 âèäíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áîëü-
øèíñòâà êëåòîê, îáðàáîòàííûõ 20 ìêÌ CICCP, íå ïðå-
âûøàåò 200 îòí. åä. Â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ìåíåå 200 îòí. åä.
ðàññìàòðèâàëàñü êàê ñâèäåòåëüñòâóþùàÿ î äåïîëÿðèçà-
öèè èõ ìèòîõîíäðèé.
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Ðèñ. 3. Êèíåòèêà óðîâíÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ CTLL-2 ïðè äåôèöèòå ÀÔ â îòñóòñòâèå H2O2 (à) è â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ H2O2 (á).

1 — êîíòðîëü, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð íèçêîé ïëîòíîñòè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè; 2 — äåôèöèò ÀÔ, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð âûñî-
êîé ïëîòíîñòè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè. Óðîâåíü ÀÒÔ — â íìîëü íà 106 êëåòîê. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè äàííûìè äîñòîâåð-

íû ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.01 (*).

Ðèñ. 4. Ãèñòîãðàììû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
CTLL-2, îêðàøåííûõ ðîäàìèíîì 123, â ïðèñóòñòâèè ÑICCP.

Êîíöåíòðàöèè ÑICCP óêàçàíû íàä ñîîòâåòñòâóþùèìè ãèñòîãðàììàìè.
Ïðèâåäåíû äàííûå 1 èç 3 ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.



Íà ðèñ. 5 ïðèâåäåíû òèïè÷íûå ãèñòîãðàììû èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ êëå-
òîê CTLL-2, îêðàøåííûõ ðîäàìèíîì 123 ïîñëå îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà (50 ìêÌ H2O2), ïðîâåäåííîãî â òå÷åíèå
äâóõ ðàçëè÷íûõ èíòåðâàëîâ âðåìåíè. Èç ñðàâíåíèÿ ïðåä-
ñòàâëåííûõ ãèñòîãðàìì ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî
äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó, õàðàêòåðíî ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå ÌÒÏ ñ ïëàâ-
íûì íàðàñòàíèåì äîëè êëåòîê, èìåþùèõ áîëåå íèçêèé
ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèé (ðèñ. 5, à). Â òî æå âðåìÿ êëåòêè
CTLL-2, ïîäâåðãíóòûå îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó â óñëî-
âèÿõ äåôèöèòà ÀÔ, õàðàêòåðèçîâàëèñü ðåçêèì ñíèæåíè-
åì ÌÒÏ è äîñòàòî÷íî áûñòðûì íàðàñòàíèåì äîëè êëåòîê
ñ äåïîëÿðèçîâàííûìè ìèòîõîíäðèÿìè. Ïðè îêèñëèòåëü-
íîì ñòðåññå êëåòîê â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ ÷åðåç 1 ÷
ïîÿâëÿëîñü îêîëî 15 % êëåòîê ñ äåïîëÿðèçîâàííûìè ìè-

òîõîíäðèÿìè, à ÷åðåç 2 ÷ — óæå áîëåå 40 % (ðèñ. 5, á).
Ïðè ýòîì ãèñòîãðàììà ïðèîáðåòàëà áèìîäàëüíûé õàðàê-
òåð ñ ïðàâûì ïèêîì, ñîîòâåòñòâóþùèì êëåòêàì ñ âûñî-
êèì ÌÒÏ, è ëåâûì ïèêîì, ñîîòâåòñòâóþùèì êëåòêàì ñ
äåïîëÿðèçîâàííûìè ìèòîõîíäðèÿìè. Ïîäîáíûå áèìî-
äàëüíûå ãèñòîãðàììû ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèíà 123 ìû
ïîëó÷àëè òàêæå äëÿ êëåòîê CTLL-2, êîòîðûå ïåðåíîñèëè
èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîò-
íîñòè (óñëîâèÿ äåôèöèòà ÀÔ) è êóëüòèâèðîâàëè â òå-
÷åíèå 2 ÷ â îòñóòñòâèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà, íî ñ äîáàâ-
ëåíèåì 50 ìêÌ èîäîàöåòàòà — èíãèáèòîðà ãëèêîëèçà
(ðèñ. 5, â). Ïðè ýòîì óðîâåíü ÀÒÔ â êëåòêàõ óæå ÷åðåç
15 ìèí ïîñëå îáðàáîòêè èîäîàöåòàòîì ñîñòàâëÿë ëèøü
7.2 ± 0.9 % îò èñõîäíîãî óðîâíÿ.

Â çàêëþ÷åíèå íàñòîÿùåé ðàáîòû ìû ïðîâåëè îöåíêó
õàðàêòåðà ãèáåëè êëåòîê CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà è äåôèöèòà ÀÔ. Êàê èçâåñòíî, ãèáåëü êëå-
òîê ïðîòåêàåò ïî äâóì ïóòÿì — àïîïòîçó è íåêðîçó.
Ãëàâíîé îñîáåííîñòüþ íåêðîçà ÿâëÿåòñÿ ïîòåðÿ êëåòêà-
ìè öåëîñòíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, â òî âðåìÿ
êàê äëÿ ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà õàðàêòåðíà òðàíñëîêà-
öèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà èç âíóòðåííåãî ëèïèäíîãî ñëîÿ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû â åå âíåøíèé ñëîé áåç ðàçðó-
øåíèÿ ìåìáðàíû (Martin et al., 1995). Èñïîëüçîâàíèå
äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ïîñðåäñòâîì àííåêñèíà
V—ÔÈÒÖ (äëÿ îáíàðóæåíèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà íà
âíåøíåé ñòîðîíå êëåòî÷íîé ìåìáðàíû) è èîäèäà ïðîïè-
äèÿ (äëÿ ðåãèñòðàöèè öåëîñòíîñòè êëåòîê) ïîçâîëÿåò ñ
ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îòëè÷èòü àïîïòîç èñ-
ñëåäóåìûõ êëåòîê îò èõ íåêðîçà (Vermes et al., 1995).
Íà äâóõïàðàìåòðè÷åñêîé öèòîãðàììå «àííåêñèí V—
ÔÈÒÖ—ïðîïèäèÿ èîäèä» çîíà àïîïòîçà ñîîòâåòñòâóåò
îêðàøèâàíèþ òîëüêî àííåêñèíîì V—ÔÈÒÖ áåç îêðà-
øèâàíèÿ èîäèäîì ïðîïèäèÿ (ðèñ. 6, ïðàâûé íèæíèé
êâàäðàíò), à çîíà íåêðîçà — äâîéíîìó îêðàøèâàíèþ
(ðèñ. 6, ïðàâûé âåðõíèé êâàäðàíò). Ïðèìåíåíèå äàííîãî
ìåòîäà äëÿ îöåíêè õàðàêòåðà ãèáåëè îïûòíûõ è êîíòðîëü-
íûõ êëåòîê CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà
(50 ìêÌ H2O2, 3 ÷) ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî äåôèöèò
ÀÔ ïðèâîäèò ê ìàññîâîé ãèáåëè êëåòîê, ïðîòåêàþùåé
êàê ïî ïóòè àïîïòîçà, òàê è ïî ïóòè íåêðîçà (ðèñ. 6, ã).
Â îáðàçöàõ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ òàêîìó
æå îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, íî â îòñóòñòâèå äåôèöèòà
ÀÔ, óâåëè÷åíèÿ äîëè ïîãèáøèõ êëåòîê íå íàáëþäàëîñü
(ðèñ. 6, à, á).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ïðè÷èíîé
ãèáåëè êëåòîê ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ÿâëÿåòñÿ èñòî-
ùåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ (Spragg et al., 1985; Hys-
lop et al., 1988). Îäíèì èç ãëàâíûõ ìåõàíèçìîâ òàêîãî èñ-
òîùåíèÿ ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ ïîëè(ÀÄÔ-ðèáîçî)-ïîëèìå-
ðàçû — ôåðìåíòà, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ðåïàðàöèè ÄÍÊ.
Îí àêòèâèðóåòñÿ ðàçðûâàìè ÄÍÊ è êàòàëèçèðóåò ïî-
ëè(ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå) áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ.
×ðåçìåðíàÿ àêòèâàöèÿ ïîëè(ÀÄÔ-ðèáîçî)-ïîëèìåðàçû
ïðè ìíîæåñòâåííûõ ðàçðûâàõ ÄÍÊ, âûçûâàåìûõ îêèñ-
ëèòåëüíûì ñòðåññîì, ñèëüíî ñíèæàåò ñîäåðæàíèå âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ÍÀÄ+, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñóáñòðàòîì ýòîãî
ôåðìåíòà, è ýòî ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ãëèêîëèçà è ìè-
òîõîíäðèàëüíîãî äûõàíèÿ (Hyslop et al., 1988; Virag et
al., 1998). Êðîìå òîãî, ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå íà-
áëþäàåòñÿ ñïåöèôè÷åñêàÿ èíàêòèâàöèÿ ôåðìåíòà ãëèêî-
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Ðèñ. 5. Ãèñòîãðàììû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
CTLL-2, îêðàøåííûõ ðîäàìèíîì 123, ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà â îòñóòñòâèå äåôèöèòà ÀÔ (à), ïðè äåôèöèòå ÀÔ (á)

èëè ïîñëå îáðàáîòêè èîäîàöåòàòîì (â).

Êëåòêè CTLL-2 èç ðàçëè÷íûõ êóëüòóð (ñì. íèæå) ïåðåíîñèëè â ñâåæåé
ñðåäå â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè ñ äîáàâëåíèåì 50 ìêÌ H2O2 (à, á),
êóëüòèâèðîâàëè 1 èëè 2 ÷, à çàòåì îêðàøèâàëè ðîäàìèíîì 123. à — êîíò-
ðîëü, êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð íèçêîé ïëîòíîñòè; á — äåôèöèò ÀÔ,
êëåòêè ïåðåíîñèëè èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè; â — êëåòêè ïåðåíîñè-
ëè èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíîñòè ñ äîáàâ-
ëåíèåì 50 ìêÌ èîäîàöåòàòà (áåç H2O2), êóëüòèâèðîâàëè 2 ÷, à çàòåì îêðà-
øèâàëè ðîäàìèíîì 123. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè óêàçàíû íàä ñîîòâåòñòâóþùèìè ïèêàìè. Èñõîäíûå ãèñòîãðàììû
ïðåäñòàâëåíû â íåçàòåìíåííîì âèäå. Ìàðêåð Ì1 îòìå÷àåò êëåòêè ñ äåïî-
ëÿðèçîâàííûìè ìèòîõîíäðèÿìè. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 èç 3 ðåïðåçåíòà-

òèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.



ëèçà ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (Hyslop et
al., 1988), îñóùåñòâëÿåìàÿ ïîñðåäñòâîì ÀÄÔ-ðèáîçèëè-
ðîâàíèÿ ýòîãî ôåðìåíòà (Colussi et al., 2000), êîòîðàÿ
ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîìó ïîäàâëåíèþ ãëèêîëèçà è
èñòîùåíèþ ÀÒÔ.

Èç íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñëåäóåò, ÷òî ðåçêîå ïà-
äåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ
CTLL-2, îêàçàâøèõñÿ â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ, â îòñóò-
ñòâèå êàêèõ-ëèáî ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé ñìåíÿåòñÿ ïî-
ñòåïåííûì åãî âîññòàíîâëåíèåì äî íîðìàëüíîãî óðîâíÿ
â òå÷åíèå 2 ÷ (Ëóöåíêî, Äüÿ÷êîâà, 2003) (ðèñ. 3, à, êðè-
âàÿ 2). Ïî íàøåìó ìíåíèþ, âîññòàíîâëåíèå óðîâíÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ ïîñëå åãî ïàäåíèÿ, âûçâàííîãî äåôè-
öèòîì ÀÔ, îòðàæàåò ïðîöåññ àäàïòàöèè êëåòîê CTLL-2 ê
íîâûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå êëåòîê CTLL-2, îêàçàâøèõñÿ â óñëîâèÿõ äåôèöè-
òà ÀÔ, ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â íèõ îñòàâàëîñü íà íèçêîì
óðîâíå â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè êëåòî÷íîãî ñòðåññà
(ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 2). Ýòîò ôàêò, ïî-âèäèìîìó, óêàçûâàåò
íà òî, ÷òî óãíåòåíèå ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà êëå-
òîê, âûçâàííîå îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì, íàêëàäûâàåòñÿ
íà âðåìåííîå íàðóøåíèå ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà,
îáóñëîâëåííîå íåõâàòêîé ÀÔ, è â ðåçóëüòàòå òàêîãî íà-
ëîæåíèÿ àäàïòàöèè ê íîâûì óñëîâèÿì êóëüòèâèðîâàíèÿ
íå ïðîèñõîäèò. Èçâåñòíî, ÷òî ðàñõîä ýíåðãèè â êëåòêå

îñóùåñòâëÿåòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ îïðåäåëåííîé èåðàð-
õèåé, êîãäà â ïåðâóþ î÷åðåäü îáåñïå÷èâàþòñÿ ýíåðãèåé
ïðîöåññû, êðèòè÷íûå äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòêè, òàêèå, íà-
ïðèìåð, êàê ñîõðàíåíèå èîííîãî ñîñòàâà êëåòêè (Buttge-
reit et al., 2000). Ïðîöåññ àäàïòàöèè êëåòîê CTLL-2 ê äå-
ôèöèòó ÀÔ ÿâëÿåòñÿ, âåðîÿòíåå âñåãî, ýíåðãîçàâèñèìûì,
îäíàêî â èåðàðõèè ðàñõîäà ýíåðãèè â êëåòêå îí, ïî-âèäè-
ìîìó, íå îòíîñèòñÿ ê ïåðâîî÷åðåäíûì. Ïîýòîìó ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, èñòîùàþùåì âíóòðèêëåòî÷íûé
ÀÒÔ, ïðîèñõîäèò òîðìîæåíèå ïðîöåññà àäàïòàöèè, ÷òî
ïðîÿâëÿåòñÿ â ñîõðàíåíèè íèçêîãî óðîâíÿ ÀÒÔ â òå÷å-
íèå âñåãî âðåìåíè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Ïîëó÷åííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè
ñîäåðæàíèÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ, äëÿ êîòîðûõ îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ (50 ìêÌ H2O2, 4 ÷) îòÿãîùåí äåôèöèòîì ÀÔ, è
êëåòêàõ, êîòîðûå íå èñïûòûâàþò íåõâàòêè ÀÔ (0.42 è
1.78 íìîëü/106 êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî), íàõîäÿòñÿ â îá-
ðàòíîé çàâèñèìîñòè ñ ðàçëè÷èÿìè â óðîâíÿõ áëåááèíãà
ýòèõ êëåòîê ïðè òîé æå êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðî-
äà (ðèñ. 2). Âûñîêèé óðîâåíü áëåááèíãà ñðåäè êëåòîê,
èìåþùèõ íèçêîå ñîäåðæàíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ,
ñâÿçàí ñ íàðóøåíèåì öèòîñêåëåòà êëåòîê (Gabai et al.,
1992) è îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî ïðîöåññ ïîëèìåðèçàöèè
ìèêðîôèëàìåíòîâ è ìèêðîòðóáî÷åê òðåáóåò ïîñòîÿííîãî
âûñîêîãî ðàñõîäà ýíåðãèè (Àëáåðòñ è äð., 1994).
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Ðèñ. 6. Äâóõïàðàìåòðè÷åñêèå öèòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê CTLL-2 â êîîðäèíàòàõ «FL-1/àííåêñèí V-ÔÈÒÖ» è «FL-2/ïðîïè-
äèÿ èîäèä» äî è ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ.

Êëåòêè CTLL-2 èç êóëüòóð íèçêîé ïëîòíîñòè (êîíòðîëü) èëè êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè (îïûò) â ñâåæåé ñðåäå ïåðåíîñèëè â êóëüòóðû íèçêîé ïëîòíî-
ñòè ñ äîáàâëåíèåì 50 ìêÌ H2O2, êóëüòèâèðîâàëè 3 ÷, à çàòåì îêðàøèâàëè àííåêñèíîì V-ÔÈÒÖ è èîäèäîì ïðîïèäèÿ. à — êîíòðîëüíûå êëåòêè äî
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà; á — êîíòðîëüíûå êëåòêè ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà; â — îïûòíûå êëåòêè äî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà; ã — îïûòíûå êëåò-

êè ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ïðèâåäåíû äàííûå 1 èç 3 ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ.



Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ äåôèöèòà ÀÔ íà ïîòåí-
öèàë ìèòîõîíäðèé ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê
CTLL-2 ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà áèìîäàëüíûé õàðàê-
òåð ãèñòîãðàìì ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèíà 123 â îïûòíûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 5, á). Âîçíèêàåò âîïðîñ: ïî÷åìó â óñëîâèÿõ
äåôèöèòà ÀÔ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ïðèâîäèò ê ïîÿâëå-
íèþ êëåòîê CTLL-2 ëèáî ñ âûñîêèìè, ëèáî ñ íèçêèìè
çíà÷åíèÿìè ÌÒÏ, â òî âðåìÿ êàê êëåòêè ñî ñðåäíèìè
çíà÷åíèÿìè ÌÒÏ îòñóòñòâóþò? Îòñóòñòâèå íà îïûòíûõ
ãèñòîãðàììàõ êëåòîê ñî ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ÌÒÏ ñâè-
äåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè áûñòðîãî ïåðåõîäà êëåòîê îò ñî-
ñòîÿíèÿ ñ âûñîêèì ïîòåíöèàëîì ìèòîõîíäðèé ê ñîñòîÿ-
íèþ ñ èõ äåïîëÿðèçàöèåé. Ïî-âèäèìîìó, èíòåíñèâíûé
ðåæèì îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â îïûòíûõ
êëåòêàõ ïîääåðæèâàåòñÿ âïëîòü äî ïîëíîãî èñ÷åðïàíèÿ
êëåòêàìè ñâîèõ ðåñóðñîâ, ïîñëå ÷åãî ïðîèñõîäÿò ðåçêîå
ïàäåíèå ÌÒÏ è äåïîëÿðèçàöèÿ ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé.
Ïîäîáíîå îáîñòðåíèå â ýíåðãåòè÷åñêîì ñîñòîÿíèè êëå-
òîê íàáëþäàëîñü è â ýêñïåðèìåíòàõ, â êîòîðûõ ãëèêîëèç
â êëåòêàõ ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðîâàë ñ ïîìîùüþ èîäîà-
öåòàòà — èíãèáèòîðà ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðî-
ãåíàçû. Ïîëó÷åííûå â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ãèñòîãðàììû
èìåëè áèìîäàëüíûé õàðàêòåð è áûëè àíàëîãè÷íû ãèñ-
òîãðàììàì, ïîëó÷åííûì äëÿ îïûòíûõ êëåòîê ïðè îêèñ-
ëèòåëüíîì ñòðåññå (ðèñ. 5, â).

Èçâåñòíî, ÷òî ñíèæåíèå ÌÒÏ â êëåòêàõ, ïðèâîäÿùåå
ê äåïîëÿðèçàöèè ìèòîõîíäðèé, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïðè-
çíàêîâ àïîïòîçà (Zamzami et al., 1995; Scarlett et al.,
2000), îäíàêî íåêðîç, íàñòóïàþùèé, íàïðèìåð, ïðè êëå-
òî÷íîé ãèïîêñèè, òàêæå ñîïðîâîæäàåòñÿ äåïîëÿðèçàöèåé
ìèòîõîíäðèé (Lemasters et al., 1987). Ïîýòîìó ñäåëàòü
êàêèå-ëèáî âûâîäû î õàðàêòåðå ãèáåëè èññëåäóåìûõ
êëåòîê òîëüêî íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èç-
ìåðåíèè ÌÒÏ, íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì. Â ñâÿçè ñ
ýòèì äëÿ îöåíêè õàðàêòåðà ãèáåëè êëåòîê ìû èñïîëüçî-
âàëè èçâåñòíûé ïîäõîä, êîòîðûé îñíîâàí íà ðåãèñòðà-
öèè ôîñôàòèäèëñåðèíà íà âíåøíåé ñòîðîíå ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì áåëêà àííåêñèíà V,
ìå÷åííîãî ÔÈÒÖ, è ðåãèñòðàöèè öåëîñòíîñòè êëåòîê ñ
èñïîëüçîâàíèåì èîäèäà ïðîïèäèÿ (Martin et al., 1995;
Vermes et al., 1995). Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî äîëÿ àïîïòîçíûõ
êëåòîê CTLL-2 ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ïðîâåäåí-
íîãî â òå÷åíèå 3 ÷ â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ÀÔ, ñîñòàâèëà
îêîëî 20 %, à äîëÿ êëåòîê â ñîñòîÿíèè íåêðîçà — áîëåå
45 % (ðèñ. 6, ã). Çàðåãèñòðèðîâàííûé íàìè íåêðîç îïûò-
íûõ êëåòîê ìîæåò áûòü ïåðâè÷íûì èëè âòîðè÷íûì, ò. å.
íàñòóïèâøèì ïîñëå çàïóñêà àïîïòîçà (Darzynkiewicz et
al., 1997), îäíàêî ðàçëè÷èòü ýòè äâà òèïà íåêðîçà â ðàìêàõ
äàííîãî ïîäõîäà íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì.

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ïîêàçû-
âàþò, ÷òî ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê CTLL-2 äå-
ôèöèò ÀÔ, âûçûâàÿ çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå óðîâíÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ, ïðèâîäèò ê îòÿãîùåíèþ êëåòî÷íîãî
ñòðåññà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â óñèëåíèè áëåááèíãà êëåòî÷íîé
ïîâåðõíîñòè, ïîÿâëåíèè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ äå-
ïîëÿðèçîâàííûìè ìèòîõîíäðèÿìè è â êîíå÷íîì èòîãå — â
óñêîðåíèè èõ ãèáåëè ïî ïóòè àïîïòîçà èëè íåêðîçà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çà ó÷àñòèå â ïðîâå-
äåíèè ðàáîòû Âèëüÿìó Òýëôîðäó (William Telford; Íàöè-
îíàëüíûé èíñòèòóò çäîðîâüÿ — NIH, ÑØÀ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» ïðåçèäè-
óìà ÐÀÍ.
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INFLUENCE OF AUTOCRINE FACTOR DEFICIT IN CULTURE ON SURVIVAL
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A lot of data has shown recently that survival of mammalian cells is under a control of growth factors and
autocrine survival factors (AF). We studied the influence of AF deficit on survival, intracellular ATP content,
and transmembrane potential of mitochondria of IL-2-dependent CTLL-2 cells under oxidative stress. CTLL-2
cells cultivated under deficit of AF have been shown to be more susceptible to oxidative injury in comparison
with the cells cultivated without deficit of AF (control); they died at smaller concentrations of H2O2 than control
cells did. The ATP content in CTLL-2 cells was decreased under AF deficit conditions even without any stress
and treatment of the cells by hydrogen peroxide resulted in additional large decrease of it. ATP depression was
accompanied by disruption of cell membrane (blebbing) and drop of mitochondrial potential. Cell death under
oxidative stress in the presence of AF deficit has been shown to proceed by both apoptosis and necrosis.
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