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Ñðàâíèâàëè âëèÿíèå äâóõ àíòèîêñèäàíòîâ — N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû
(ALA) — íà àêòèâíîñòü äâóõ ïðåäñòàâèòåëåé ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ) — æåëàòèíàç
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, ñåêðåòèðóåìûõ íîðìàëüíûìè (3T3) è òðàíñôîðìèðîâàííûìè (3T3-SV40) ôèáðîáëà-
ñòàìè ìûøè. Ñ ïîìîùüþ çèìîãðàôèè ïîêàçàëè, ÷òî íîðìàëüíûå êëåòêè 3T3 õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëüøåé
àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2, à òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè 3T3-SV40 — áîëüøåé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-9. Äåéñò-
âèå NAC â òå÷åíèå 2—6 ÷ ïîëíîñòüþ âûêëþ÷àåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïàõ,
ïðè÷åì ýôôåêò ìàëî çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè NAC (1—10 ìÌ). Äåéñòâèå ALA (1.2 ìÌ) íå ñòîëü äðàìà-
òè÷íî. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 â ïðèñóòñòâèè ALA óìåíüøàëàñü ó îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ, àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-9 óìåíüøàëàñü ó êëåòîê 3T3, à ó êëåòîê 3T3-SV40 íåñêîëüêî óâåëè÷èâàëàñü. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ,
ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàíîé è íàõîäÿùèõñÿ â ñàìîé êëåòêå, ïðè ýòèõ æå âîçäåéñòâèÿõ íå ìåíÿëàñü. Âûçâàí-
íûå àíòèîêñèäàíòîì èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ ìîãóò áûòü îñíîâîé äëÿ ñëåäóþùèõ èçìåíåíèé â ñèã-
íàëüíûõ ïóòÿõ êëåòêè è â åå ôóíêöèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû, ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû, àíòèîê-
ñèäàíòû, N-àöåòèëöèñòåèí, àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÌÏ — ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû, ALA — àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñ-
ëîòà, GSH — âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí, NAC — N-àöåòèëöèñòåèí.

Ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðîòåèíàçû (ÌÌÏ) — ìàòðèêñ-
ðàçðóøàþùèå ôåðìåíòû, ñïîñîáíûå ãèäðîëèçîâàòü ïî÷òè
âñå êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, âñòðå÷àþùèåñÿ
â ñîåäèíèòåëüíûõ òêàíÿõ. Ñïåêòð è àêòèâíîñòü ÌÌÏ çà-
âèñÿò îò êëåòêè è åå òèïà è ìîãóò ïðèíöèïèàëüíî ìåíÿòü-
ñÿ â ïðîöåññå êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè (ñì. îáçîðû:
Mott, Werb, 2004; Êëèøî è äð., 2005). Îïóõîëåâàÿ òðàíñ-
ôîðìàöèÿ è èíâàçèÿ õàðàêòåðèçóþòñÿ óâåëè÷åííîé ýêñï-
ðåññèåé èëè àêòèâíîñòüþ ðàçëè÷íûõ êëàññîâ ÌÌÏ (Wes-
termarck, Kähäri, 1999; Schnaeker et al., 2004). ÌÌÏ îáðà-
çóþòñÿ èç íåàêòèâíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, êîòîðûå
ïðåâðàùàþòñÿ â àêòèâíûå ïðîòåèíàçû è ñåêðåòèðóþòñÿ
êëåòêîé âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó ïîä âîçäåéñòâèåì ðàçëè÷-
íûõ êëåòî÷íûõ è âíåêëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ (Björklund, Koi-
vunen, 2005). Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè ÌÌÏ ìîãóò ìåíÿòü ñâîþ àêòèâíîñòü ïðè äåéñòâèè
îêñèäàíòîâ è àíòèîêñèäàíòîâ (Van Wart, Birkedal-Hansen,
1990; Lai et al., 2006; Pei et al., 2006).

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðÿìîå äåé-
ñòâèå àíòèîêñèäàíòîâ N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC) è âîññòà-
íîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSH) ïðèâîäèò ê ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì è ôóíêöèîíàëüíûì èçìåíåíèÿì òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ, êîòîðûå âûðàæàþòñÿ â ÷àñòè÷íîé
ðåâåðñèè èõ ôåíîòèïà (Ãàìàëåé è äð., 2003; Ôèëàòîâà è
äð., 2006, 2008; Gamaley et al., 2006). Îáà àíòèîêñèäàíòà
ÿâëÿþòñÿ èñòî÷íèêîì ñóëüôãèäðèëüíûõ ãðóïï è ñäâèãàþò
îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûé áàëàíñ êëåòêè â ñòîðîíó

àíòèîêñèäàíòîâ, ãëàâíûì îáðàçîì GSH — îñíîâíîãî âîñ-
ñòàíàâëèâàþùåãî êîìïîíåíòà êëåòêè (Spolarics, Wu, 1997;
Gamaley et al., 2006). NAC ìîæåò âûçûâàòü â êëåòêàõ ìíî-
ãî÷èñëåííûå èçìåíåíèÿ, îïîñðåäîâàííûå ðàçíûìè ìåõà-
íèçìàìè (ñì. îáçîð: Zaffarullah et al., 2003). Àíàëèçèðóÿ èç-
ìåíåíèÿ, êîòîðûå âûçûâàë NAC ó êëåòîê 3T3-SV40 â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ìû ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî NAC
èçìåíÿåò íå òîëüêî ðåäîêñ-áàëàíñ è àêòèâíîñòü ðÿäà ñèãíà-
ëüíûõ áåëêîâ â êëåòêå, íî àêòèâèðóåò (èëè èíàêòèâèðóåò)
îïðåäåëåííûå ìîëåêóëû ïðÿìî íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè
è(èëè) âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âû-
çûâàåò ïåðåñòðîéêè è èçìåíåíèÿ åå ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè (Ôèëàòîâà è äð., 2006, 2008; Gamaley et al., 2006).
Òàê, âîçíèêàþùàÿ ïîñëå äåéñòâèÿ NAC óñòîé÷èâîñòü ôèá-
ðîáëàñòîâ 3T3-SV40 ê äåéñòâèþ åñòåñòâåííûõ êèëëåðîâ
ñîõðàíÿåòñÿ äîëüøå, åñëè íå ïåðåñåâàòü êëåòêè, ò. å. íå íà-
ðóøàòü ñòðóêòóðó âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, èñïûòàâøåãî
âìåñòå ñ êëåòêàìè äåéñòâèå NAC (Ôèëàòîâà è äð., 2006).
Ýòî äàåò îñíîâàíèå äëÿ ïîèñêà ïðÿìîé ìèøåíè äåéñòâèÿ
NAC ñðåäè ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ìîëåêóë íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòêè è âî âíåêëåòî÷íîì ìàòðèêñå. Ê òàêèì ìîëåêó-
ëàì îòíîñÿòñÿ, â ÷àñòíîñòè, ÌÌÏ (Weiss et al., 2003).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè âëèÿíèå äâóõ àíòèîê-
ñèäàíòîâ — NAC è àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòû (ALA) — íà
àêòèâíîñòü äâóõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà ÌÌÏ — æå-
ëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, ñåêðåòèðóåìûõ íîðìàëüíûìè
è òðàíñôîðìèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè ìûøè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ýìáðèî-
íàëüíûå ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè Balb/3T3 (êëåòêè
3T3) è òàêèå æå ôèáðîáëàñòû, òðàíñôîðìèðîâàííûå âè-
ðóñîì SV40 (êëåòêè 3T3-SV40). Êëåòêè ïîëó÷åíû èç Ðîñ-
ñèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòî-
ëîãèè ÐÀÍ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ
(Áèîëîò, Ðîññèÿ) äî îáðàçîâàíèÿ ìîíîñëîÿ. Ìàòî÷íûé
ðàñòâîð àíòèîêñèäàíòà NAC èëè ALA (Sigma, ÑØÀ) äî-
áàâëÿëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê äî íåîáõîäèìîé
êîíöåíòðàöèè íà 2—6 ÷. NAC èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðà-
öèÿõ îò 0.2 äî 10 ìÌ, ALA — 1.2 ìÌ.

Î ö å í ê à ï ð î ò å î ë è ò è ÷ å ñ ê î é à ê ò è â í î ñ ò è.
Ïðèñóòñòâèå ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 îïðåäåëÿëè ìåòîäîì çè-
ìîãðàôèè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Oliver et al., 1999) â
ñîáñòâåííîé ìîäèôèêàöèè (Âîðîíêèíà è äð., 2002). Ïðî-
áû êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû îòäåëÿëè îò êëåòîê öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì è ñìåøèâàëè ñ áóôåðîì ïî Ëýììëè (La-
emmli, 1970), ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç. Ãåëü
(10 % àêðèëàìèäà) ñîäåðæàë 0.5 ã/ìë æåëàòèíà. Ïðîáû
íàíîñèëè â êîëè÷åñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì 10 ìêã áåëêà íà
äîðîæêó. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáå îïðåäåëÿëè ïî Áðýä-
ôîðä (Bradford, 1976). Ïðè çèìîãðàôèè äëÿ âûÿâëåíèÿ ïî-
ëîæåíèÿ çîí, ñîîòâåòñòâóþùèõ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, â êà÷å-
ñòâå ìàðêåðà èñïîëüçîâàëè ñðåäó, êîíäèöèîíèðîâàííóþ
ôèáðîáëàñòàìè ëèíèè HT-1080 (Oliver et al., 1999). Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ãåëè ñêàíèðîâàëè,
ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû QuantiScan 2.1. Ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè ïðåä-
ñòàâëÿëè â âèäå ãèñòîãðàìì.

Àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ñâÿçàííûõ ñ ìåìáðàíàìè è íàõî-
äÿùèõñÿ â êëåòêàõ, îïðåäåëÿëè â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè, ïðîìûâàëè áóôåðíûì
ðàñòâîðîì PBS, ãîìîãåíèçèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ìèí â ñòåê-
ëÿííîì ãîìîãåíèçàòîðå â ëåäÿíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå
(100 ìÌ Òðèñ-HCl, 150 ìÌ NaCl, 5 ìÌ CaCl2, pH 7.6,
0.01 % BRIJ-35), ñîäåðæàùåì ñìåñü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç
(Sigma, ÑØÀ), ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè
5000 g. Ñóïåðíàòàíò íåìåäëåííî èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ ïðîá äëÿ çèìîãðàôèè.

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1, à, á ïîêàçàíû ïðèìåðû çèìîãðàìì ñðåäû,
êîíäèöèîíèðîâàííîé êëåòêàìè 3T3 è 3T3-SV40 â íîð-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ è ïðè äåéñòâèè NAC. Ðèñ. 2 è 3 (ãèñòî-
ãðàììû, ïîñòðîåííûå ïî äàííûì çèìîãðàôèè) ïîêàçûâàþò
èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ó íåòðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ (3T3) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ (3T3-SV40) êëåòîê
ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ. Âèäíî, ÷òî è äëÿ îäíèõ, è
äëÿ äðóãèõ êëåòîê õàðàêòåðíà àêòèâíîñòü îáåèõ æåëàòèíàç.
Ñðàâíåíèå êëåòîê ïî àêòèâíîñòè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 (ðèñ. 2,
3) ïîêàçûâàåò, ÷òî íîðìàëüíûå êëåòêè 3T3 õàðàêòåðèçóþò-
ñÿ áîëüøåé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-2, à òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè 3T3-SV40 — áîëüøåé àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-9. Äåéñò-
âèå NAC â òå÷åíèå 2—6 ÷ ïîëíîñòüþ âûêëþ÷àåò àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïàõ
(ðèñ. 2, à; 3, à). Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ ïðîñëåæèâà-
åòñÿ è ïðè óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè NAC äî 1 ìÌ (íå
ïîêàçàíî), ò. å. ýôôåêò î÷åíü ìàëî çàâèñèò îò êîíöåíòðà-
öèè NAC â äèàïàçîíå îò 1 äî 10 ìÌ è îò âðåìåíè åãî äåé-
ñòâèÿ â ïðåäåëàõ 2—6 ÷.

Ðèñ. 2, á è 3, á äåìîíñòðèðóþò èçìåíåíèå àêòèâíîñòè
òåõ æå ÌÌÏ ïðè àíàëîãè÷íîì äåéñòâèè äðóãîãî àíòèîê-
ñèäàíòà — ALA — â êîíöåíòðàöèè 1.2 ìÌ. Âèäíî, ÷òî
ALA, òàê æå êàê è NAC, ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ,
õîòÿ íå ñòîëü äðàìàòè÷íî. Íåîáõîäèìî çàìåòèòü, ÷òî óâå-
ëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ALA âûçûâàåò ãèáåëü êëåòîê. Àê-
òèâíîñòü ÌÌÏ-2 â ïðèñóòñòâèè ALA ðåçêî óìåíüøàåòñÿ
ó îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ (ó êëåòîê 3T3-SV40 â ìåíüøåé
ñòåïåíè, ÷åì ó êëåòîê 3T3), à âîò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 óìå-
íüøàåòñÿ ó êëåòîê 3T3, à ó êëåòîê 3T3-SV40 äàæå íåñêî-
ëüêî óâåëè÷èâàåòñÿ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü, âëèÿþò ëè àíòèîêñèäàíòû
íà ÌÌÏ â ñàìèõ êëåòêàõ, ìû ïðîâåëè çèìîãðàôèþ ëè-
çàòîâ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ 10 ìÌ NAC èëè 1.2 ìÌ ALA
â òåõ æå óñëîâèÿõ. Çèìîãðàììû ïðè 4-÷àñîâîì äåéñò-
âèè àãåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4. Òàêèå æå ðåçóëüòà-
òû ïîëó÷àþòñÿ è ïðè 2- è 6-÷àñîâîì äåéñòâèè àãåíòîâ.
Âèäíî, ÷òî â ëèçàòàõ îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ ïðèñóòñò-
âóåò òîëüêî ïîëîñà, ñîîòâåòñòâóþùàÿ ÌÌÏ-2, èíòåíñèâ-
íîñòü êîòîðîé íå èçìåíÿåòñÿ ïðè îáðàáîòêå êëåòîê
NAC èëè ALA. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äåéñòâèþ àíòèîêñè-
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Ðèñ. 1. Çèìîãðàììû êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3 (à) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3-SV40
(á) â êîíòðîëå è ïðè îáðàáîòêå èõ N-àöåòèëöèñòåèíîì (NAC).

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü; 2, 3 — 10 ìÌ NAC â òå÷åíèå 2 è 6 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.



äàíòîâ (èíãèáèðîâàíèþ) ïîäâåðãàþòñÿ ëèøü òå ÌÌÏ,
êîòîðûå ñåêðåòèðóþòñÿ êëåòêîé â ñðåäó êóëüòèâèðî-
âàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

ÌÌÏ ñåêðåòèðóþòñÿ â íåàêòèâíîé (ëàòåíòíîé) ôîð-
ìå, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì îáðàçîâàíèÿ âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà ìåæäó SH-ãðóïïîé åäèíñòâåííî-
ãî öèñòåèíîâîãî îñòàòêà (Cys73) â ïðîïåïòèäíîì äîìåíå
è àòîìîì öèíêà â êàòàëèòè÷åñêîì äîìåíå. Îñíîâîé àêòè-
âàöèè ÌÌÏ ÿâëÿåòñÿ äèññîöèàöèÿ êîìïëåêñà è îñâîáîæ-
äåíèå (ìîäèôèêàöèÿ) àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà Cys73 èç
ëàòåíòíîé ôîðìû ôåðìåíòà. Ýòîò ìåõàíèçì àêòèâàöèè,
ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå «öèñòåèíîâîãî âêëþ÷àòåëÿ» («cys-
teine switch»), ÿâëÿåòñÿ îáùèì äëÿ âñåõ ÌÌÏ (Spingman
et al., 1990; Björklund, Koivunen, 2005; Pei et al., 2006).
ÌÌÏ ìîãóò àêòèâèðîâàòüñÿ ïðè äåéñòâèè òðèïñèíà, ïî-
âåðõíîñòíî-àêòèâíûõ âåùåñòâ (äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ),
äèñóëüôèäíûõ ñîåäèíåíèé (íàïðèìåð, îêèñëåííîãî
GSH), îêñèäàíòîâ è äð.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå î âëèÿíèè NAC íà àêòèâ-
íîñòü ÌÌÏ âïîëíå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðÿäîì óæå èçâåñòíûõ
äàííûõ î ñïîñîáíîñòè íåáåëêîâûõ SH-ñîäåðæàùèõ ñîå-
äèíåíèé èíãèáèðîâàòü ÌÌÏ. Ïðè ýòîì áîëüøàÿ ÷àñòü
äàííûõ ëèòåðàòóðû îòíîñèòñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ê NAC,
à ñ äðóãîé — ê ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9. Èìåííî ýòè äâå ÌÌÏ
èññëåäóþòñÿ ÷àùå âñåãî. Îáíàðóæåííàÿ íàìè àêòèâíîñòü
ÌÌÏ-9, áîëüøàÿ ó òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê
3T3-SV40, ÷åì ó íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ 3T3, ïîäòâåðæ-
äàåòñÿ äàííûìè îá óñèëåííîé ýêñïðåññèè èìåííî ÌÌÏ-9
â ïðîöåññå êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè (Êëèøî è äð.,
2005). ×òî êàñàåòñÿ èíàêòèâàöèè ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïðè
äåéñòâèè NAC, òî ìû íå ïîëó÷èëè ïðèíöèïèàëüíîãî ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó íèìè íè äëÿ êëåòîê 3T3, íè äëÿ êëåòîê
3T3-SV40 â îòëè÷èå îò íåêîòîðûõ àâòîðîâ, èìåâøèõ äåëî
ñ äðóãèìè êëåòêàìè (Pei et al., 2006). Áîëåå òîãî, ïðàêòè-
÷åñêè íåò ðàçíèöû â ñòåïåíè èíàêòèâàöèè îáåèõ ÌÌÏ
ïðè äåéñòâèè NAC â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 1—10 ìÌ.
Îòìåòèì, ÷òî â äðóãèõ ðàáîòàõ ïî èçó÷åíèþ èçìåíåíèÿ
àêòèâíîñòè ÌÌÏ NAC èñïîëüçóþò â á *îëüøèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ (10—20 ìÌ).
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå íåòðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê 3T3 ïðè îáðàáîòêå èõ 10 ìÌ NAC (à) è

1.2 ìÌ àëüôà-ëèïîåâîé êèñëîòîé (ALA, á).

Ê — êîíòðîëü; Ë-2, Ë-9 — ëàòåíòíàÿ (ïðîïåïòèäíàÿ) ôîðìà ÌÌÏ-2 è
ÌÌÏ-9 ñîîòâåòñòâåííî; À-2, À-9 — àêòèâíàÿ ôîðìà ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9

ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñòðîåíî ïî äàííûì çèìîãðàôèè.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê 3T3-SV40 ïðè îáðàáîòêå èõ 10 ìÌ NAC (à) è

1.2 ìÌ ALA (á).

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.

Ðèñ. 4. Çèìîãðàììà ëèçàòà êëåòîê 3T3 (à) è 3T3-SV40 (á) ïðè
4-÷àñîâîé îáðàáîòêå èõ 10 ìÌ NAC èëè 1.2 ìÌ ALA.

Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2 — 10 ìÌ NAC â òå÷åíèå 4 ÷, 3 — 1.2 ìÌ ALA
â òå÷åíèå 4 ÷.



Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ñåêðåöèè è àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â òðåõ âíóòðèóòðîáíûõ îáîëî÷êàõ ïëî-
äà ÷åëîâåêà ïîêàçàëî, ÷òî ñåêðåöèÿ ýòèõ ÌÌÏ çàâèñèò îò
òèïà òêàíè (îáîëî÷êè) è åå ñîñòîÿíèÿ (Goldman et al.,
2003; Weiss et al., 2003). Îäíàêî äåéñòâèå NAC (10—
20 ìÌ) èíãèáèðîâàëî è ÌÌÏ-2, è ÌÌÏ-9 (êàê è â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ) íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíèÿ òêàíè
(Weiss et al., 2003). Èíòåðåñíî, ÷òî ýòè àâòîðû ïîêàçàëè
ïðÿìîå èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå NAC (íà 50—95 % â çà-
âèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè) íà ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ïðè çè-
ìîãðàôèè íà æåëàòèíå (Weiss et al., 2003). Äðóãèå àâòîðû
ïðè äåòàëüíîì èññëåäîâàíèè àêòèâàöèè ðåêîìáèíàíòíîé
ïðî-ÌÌÏ-9 ÷åëîâåêà â ïðèñóòñòâèè NAC èëè GSH ïðè-
øëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî ýòè àíòèîêñèäàíòû èíãèáèðóþò
àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 çà ñ÷åò S-òèîëèðîâàíèÿ ïðîïåïòèäíî-
ãî öèñòåèíîâîãî îñòàòêà è îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà ñ Zn2+

êàòàëèòè÷åñêîãî ñàéòà ôåðìåíòà (Pei et al., 2006). Ïðè÷åì
â ýòîé ðàáîòå ÌÌÏ-9 èíàêòèâèðîâàëàñü ïðè äåéñòâèè
NAC èëè GSH çíà÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì ÌÌÏ-2. Ïîêàçà-
íî, ÷òî îáðàçóþùèéñÿ ïðè ìåòàáîëèçìå êðåñòîöâåòíûõ
îâîùåé ó ÷åëîâåêà êîíúþãàò NAC è àëëèëèçîòèîöèîíàòà
èíãèáèðîâàë ýêñïðåññèþ ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, àäãåçèþ è
èíâàçèþ êëåòîê ãåïàòîìû SK-Hep1 ÷åëîâåêà (Hwang, Lee,
2006). NAC ïîäàâëÿë àêòèâíîñòü ÌÌÏ-9 è â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ T24 ìî÷åâîãî ïóçûðÿ ÷åëîâåêà (Kawakami et al.,
2001).

Îòíîñèòåëüíî äðóãèõ àíòèîêñèäàíòîâ åñòü äàííûå î
òîì, ÷òî ðàñòèòåëüíûé àíòèîêñèäàíò (salvianolic acid) èí-
ãèáèðóåò âûçâàííóþ ôàêòîðîì íåêðîçà îïóõîëåé ýêñï-
ðåññèþ ÌÌÏ-2 â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ àîðòû ÷åëî-
âåêà, è èíòåðåñíî, ÷òî ýòî èíãèáèðîâàíèå çàâèñèò îò ãåíå-
ðàöèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà NADPH-îêñèäàçîé
(Zhang, Wang, 2006). Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïî äåéñò-
âèþ ALA ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýòîò àíòèîêñèäàíò
òîæå èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ, íî èíãèáèðîâàíèå çà-
âèñèò îò êëåòî÷íîãî òèïà.

Óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ-9 òîëüêî ó êëåòîê
3T3-SV40 ïðè äåéñòâèè ALA ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè 3T3-SV40 áîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíû ê äåéñòâèþ àíòèîêñèäàíòîâ, ÷åì êëåòêè 3T3 (Ãà-
ìàëåé è äð., 2003), è òåì, ÷òî ALA îáëàäàåò èíûì, íåæåëè
NAC èëè GSH, ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ. Åñòåñòâåííûé àí-
òèîêñèäàíò ALA, íàçûâàåìûé ìåòàáîëè÷åñêèì, â îòëè÷èå
îò NAC íå èìååò âîññòàíîâëåííûõ SH-ãðóïï, íî áûñòðî
ïðèîáðåòàåò èõ, ïîïàäàÿ â êëåòêó. Óâåëè÷èâàÿ âíóòðèêëå-
òî÷íûé ïóë àíòèîêñèäàíòà, ALA äåéñòâóåò êàê âîñ-
ñòàíîâëåííûé àíòèîêñèäàíò (äèãèäðîëèïîåâàÿ êèñëîòà)
òîëüêî èçíóòðè êëåòêè (Packer et al., 1995; Sen, Packer,
2000; Moini et al., 2002). Çäåñü óìåñòíî îòìåòèòü ðàáîòó, â
êîòîðîé ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ ÌÌÏ â ðåçóëüòàòå GSH-çà-
âèñèìîãî S-ãëóòàòèîëèðîâàíèÿ ïðè äåéñòâèè ïåðîêñèíèò-
ðèòà (Okamoto et al., 2001).

Òàêèì îáðàçîì, àíòèîêñèäàíòû NAC è ALA, îáëà-
äàÿ ñïåöèôè÷íîñòüþ äåéñòâèÿ, ñïîñîáíû èíãèáèðîâàòü
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, ñåêðåòèðóåìûå ôèáðîáëàñòàìè 3T3
è 3T3-SV40. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÌÌÏ â ïðèñóòñò-
âèè àíòèîêñèäàíòîâ ìîæåò áûòü îñíîâîé äëÿ ñëåäóþ-
ùèõ èçìåíåíèé â ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ êëåòêè è â åå ôóíê-
öèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48586) è ÷àñòè÷íîé ïîääåðæêå ïðîåêòà «Âåäóùèå
íàó÷íûå øêîëû» (ÍØ-774.2008.4).
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The effect of two antioxidants on the activities of matrix metalloproteinases (MMP) secreted by normal
(3T3) and transformed (3T3-SV40) mouse fibroblasts was examined. We compared the effect of N-acetylcyste-
in (NAC) and alpha-lipoic acid (ALA) on two gelatinases, MMP-2 and MMP-9. Gel zymography demonstrated
that activity of MMP-2 was higher in normal 3T3 cells, and MMP-9 activity was higher in transformed
3T3-SV40 cells. NAC action for 2—6 hours completely inhibited MMP-2 and MMP-9 activity in both cell lines.
The inhibitory effect almost did not depend on NAC concentration at the range of 1—10 mM. ALA (1.2 mM)
affected the cells not so dramatically. ALA decreased the MMP-2 activity in both cellular types. As to MMP-9
activity, it decreased in 3T3 cells and slightly increased in 3T3-SV40 cells in the presence of ALA. The activity
of membrane bound and intracellular MMP was not changed under the same conditions. In conclusion, an alte-
red activity of MMP in the presence of an antioxidant may influence the intracellular signalling and cell functi-
ons.
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