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Èññëåäîâàëè ðîëü àóòîêðèííûõ ïîëèïåïòèäíûõ ôàêòîðîâ (ÀÏÔ), ñåêðåòèðóåìûõ íàðÿäó ñ ïèðóâà-
òîì êëåòêàìè öèòîòîêñè÷åñêîé ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè CTLL-2, â çàùèòå êëåòîê îò îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà. Âíåñåíèå â êóëüòóðû êëåòîê CTLL-2 âìåñòå ñ ïåðîêñèäîì âîäîðîäà (H2O2) êîíäèöèîíèðîâàí-
íîé ñðåäû (ÊÑ), ñîäåðæàùåé ïèðóâàò è ÀÏÔ, çíà÷èòåëüíî ïîâûøàëî èõ âûæèâàíèå â óñëîâèÿõ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà. Ïîëó÷åíà êèíåòèêà óäàëåíèÿ H2O2 èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â
ñëó÷àå äîáàâëåíèÿ ÊÑ. Ïîêàçàíî, ÷òî íà íà÷àëüíîì ýòàïå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (äî 15 ìèí) óäàëåíèå
H2O2 ïðîèñõîäèò ãëàâíûì îáðàçîì çà c÷åò åãî ðåàêöèè ñ ïèðóâàòîì, ñîäåðæàùèìñÿ â ÊÑ. Îïðåäåëåíî
ñîäåðæàíèå ïèðóâàòà â ÊÑ, êîòîðîå ñîñòàâëÿåò 138 ± 7 ìêÌ. Äëÿ óäàëåíèÿ ïèðóâàòà èç ÊÑ áûëà èñïîëü-
çîâàíà ãåëü-ôèëüòðàöèÿ íà êîëîíêå ñ ãåëåì Bio-Gel P-10. Â ðåçóëüòàòå ãåëü-ôèëüòðàöèè áûëè ïîëó÷åíû
òðè ôðàêöèè ÊÑ (A, B è C), ñîîòâåòñòâóþùèå òðåì ðàçëè÷íûì ïèêàì íà õðîìàòîãðàììå. Íè â îäíîé èç
ôðàêöèé ïèðóâàòà íå îáíàðóæèëè. Ôðàêöèÿ A âûõîäèëà èç êîëîíêè ïåðâîé, îíà ñîäåðæàëà ñàìûå êðóï-
íûå ìîëåêóëû. Â òåñòå êëåòî÷íîãî âûæèâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñàìîé âûñîêîé çàùèòíîé ñïîñîá-
íîñòüþ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê CTLL-2 îáëàäàåò ôðàêöèÿ B. Ôðàêöèÿ A â ìåíüøåé ñòåïåíè
ïîääåðæèâàëà âûæèâàíèå êëåòîê, à ôðàêöèÿ C íå îáëàäàëà çàùèòíîé ñïîñîáíîñòüþ âîîáùå. Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî äîáàâëåíèå ôðàêöèè B ê êëåòêàì ïðèâîäèò ê ñîõðàíåíèþ â íèõ óðîâíÿ ÀÏÔ ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå íà áîëåå âûñîêîì óðîâíå, ÷åì â êîíòðîëå. Áîëåå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ÀÏÔ, âõîäÿùèå âî ôðàêöèþ
B, ñïîñîáíû íåïîñðåäñòâåííî ðåàãèðîâàòü ñ H2O2 è èíàêòèâèðîâàòü åãî â îòñóòñòâèå êëåòîê. Àóòîêðèí-
íûå ïîëèïåïòèäíûå ôàêòîðû, âõîäÿùèå âî ôðàêöèþ A, ïîäîáíûìè ñâîéñòâàìè íå îáëàäàëè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïåðîêñèä âîäîðîäà, àóòîêðèííûå ôàêòîðû, ïèðóâàò,
âûæèâàíèå êëåòîê, ÀÒÔ, àíòèîêñèäàíòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÏÔ — àóòîêðèííûå ïîëèïåïòèäíûå ôàêòîðû, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîð-
ìû êèñëîðîäà, ÈË — èíòåðëåéêèí, ÊÑ — êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà, ÌÒÒ — 3-(4,5-äèìåòèëòèà-
çîë-2-èë)-2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèéáðîìèä.

Êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ in vivo ïîñòîÿííî ñòàëêèâà-
þòñÿ â ïðîöåññå ñâîåé æèçíåäåÿòåëüíîñòè ñ àêòèâíûìè
ôîðìàìè êèñëîðîäà (ÀÔÊ), êîòîðûå ãåíåðèðóþòñÿ àýðîá-
íûì ìåòàáîëèçìîì, ëåêàðñòâåííûìè ïðåïàðàòàìè è äðó-
ãèìè êñåíîáèîòèêàìè, îáðàçóþòñÿ â ïðîöåññå îáëó÷åíèÿ
èîíèçèðóþùåé ðàäèàöèåé. Ïðè âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè
ñòèìóëèðîâàííûå íåéòðîôèëû è ìàêðîôàãè âûáðàñûâà-
þò ÀÔÊ, êîòîðûå íàðÿäó ñ êëåòêàìè-ìèøåíÿìè ïîðàæà-
þò íîðìàëüíûå êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â çîíå âîñïàëå-
íèÿ. Îñíîâíîé ôîðìîé ÀÔÊ, îòâåòñòâåííîé çà îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ, ÿâëÿåòñÿ H2O2. Íàðÿäó ñ âûïîëíåíèåì
ðîëè ýôôåêòîðíîãî çâåíà ïðè ïîðàæåíèè êëåòîê-ìèøå-
íåé H2O2, îáðàçóåìûé âíóòðè ìèòîõîíäðèé, ó÷àñòâóåò â
ïåðåäà÷å àïîïòîçíîãî ñèãíàëà îò êëåòêè ê êëåòêå (Ïëå-
òþøêèíà è äð., 2006). Êðîìå øèðîêî èçâåñòíûõ ìåõàíèç-
ìîâ çàùèòû êëåòîê îò H2O2 ñ ó÷àñòèåì êëåòî÷íûõ ôåð-
ìåíòîâ êàòàëàçû è ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû (Nathan et al.,
1980; O’Donnell-Tormey et al., 1985; Makino et al., 1994) â
ëèòåðàòóðå îïèñàí åùå îäèí ìåõàíèçì, êîòîðûé ñîñòîèò
â ñåêðåöèè ïèðóâàòà — ñóáñòðàòà öèêëà òðèêàðáîíî-
âûõ êèñëîò — âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó. Ïèðóâàò, âñòóïàÿ â
ðåàêöèþ ñ H2O2 è ïðåâðàùàÿñü â àöåòàò, óäàëÿåò åãî èç

ñðåäû (O’Donnell-Tormey et al., 1987; Desagher et al.,
1997; Wang, Cynader, 2001), ò. å. äåéñòâóåò êàê àíòèîêñè-
äàíò.

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. Öèòîêèíû, ÿâëÿþùèåñÿ ïîëèïåïòèäíûìè ôàêòî-
ðàìè, ìîãóò îêàçûâàòü ñèãíàëüíîå äåéñòâèå íà êëåò-
êó-ïðîäóöåíò (àóòîêðèííûå ôàêòîðû) èëè íà êëåòêó äðó-
ãîãî òèïà (ïàðàêðèííûå ôàêòîðû), êîíòðîëèðóÿ ìåòàáî-
ëè÷åñêèå ïðîöåññû â ýòèõ êëåòêàõ (Heldin, Westmark,
1990; Ïàëüöåâ, Èâàíîâ, 1995). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèìå-
íåå èçó÷åííûìè ÿâëÿþòñÿ àóòîêðèííûå ôàêòîðû âûæèâà-
íèÿ. Ýòè ôàêòîðû, íå ÿâëÿÿñü ôàêòîðàìè ðîñòà, äåéñòâó-
þò íà òå æå êëåòêè, êîòîðûå èõ ñåêðåòèðóþò, è òàêèì îá-
ðàçîì ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè èõ âûæèâàíèÿ (Ishizaki et
al., 1993, 1994; Tumber et al., 2000). Ôàêòîðû âûæèâàíèÿ
ÿâëÿþòñÿ ïîëèïåïòèäàìè, è ìû â äàëüíåéøåì áóäåì èñ-
ïîëüçîâàòü òåðìèí «àóòîêðèííûå ïîëèïåïòèäíûå ôàêòî-
ðû» (ÀÏÔ), äëÿ òîãî ÷òîáû îòëè÷àòü èõ îò ìåòàáîëèòîâ
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(ïèðóâàò) èëè àíòèîêñèäàíòîâ (ãëóòàòèîí), òàêæå ñåêðå-
òèðóåìûõ êëåòêàìè â îêðóæàþùóþ ñðåäó.

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÀÏÔ èãðàþò âàæ-
íóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýíåðãåòè÷åñêîãî ìåòàáîëèçìà è ìå-
õàíèçìå êîíòðîëÿ âûæèâàíèÿ Ò-ëèìôîöèòîâ (Ëóöåíêî,
Äüÿ÷êîâà, 2003; Ëóöåíêî è äð., 2005). Íàìè áûëà ðàçðàáî-
òàíà ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìîäåëü, ïîçâîëÿþùàÿ èñêóññò-
âåííî ñîçäàâàòü äåôèöèò ÀÏÔ â êóëüòóðå è èññëåäîâàòü
ïîñëåäñòâèÿ òàêîãî äåôèöèòà äëÿ âûæèâàíèÿ è ìåòàáî-
ëèçìà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê (Ëóöåíêî è äð., 2001). Íå-
äàâíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîé ìîäåëè ìû èññëåäîâàëè
âëèÿíèå äåôèöèòà ÀÏÔ â êóëüòóðå íà ñîñòîÿíèå êëåòîê
ëèíèè CTLL-2 â ïðîöåññå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî äåôèöèò ÀÏÔ â êóëüòóðå â óñëîâèÿõ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà âûçûâàåò ñíèæåíèå óðîâíÿ âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ÀÒÔ äî êðàéíå íèçêèõ çíà÷åíèé. Ýòî ïðèâî-
äèò ê îòÿãîùåíèþ êëåòî÷íîãî ñòðåññà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â
óñèëåíèè áëåááèíãà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ïàäåíèè
òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé è óñêîðåíèè
ãèáåëè êëåòîê CTLL-2 ïî ïóòè àïîïòîçà èëè íåêðîçà (Ëó-
öåíêî è äð., 2007).

Ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èññëåäîâàòü âëèÿíèå ï î â û -
ø å í í î é êîíöåíòðàöèè ÀÏÔ â êóëüòóðå íà âûæèâàíèå
êëåòîê öèòîòîêñè÷åñêîé ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè CTLL-2 â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è èçó÷èòü âîçìîæíûé
âêëàä ÀÏÔ â ìåõàíèçì çàùèòû êëåòîê îò ýòîãî ñòðåññà,
ïðè÷åì íåîáõîäèìî áûëî îòëè÷èòü çàùèòíûå ýôôåêòû
ÀÏÔ îò ýôôåêòîâ ïèðóâàòà — ìåòàáîëèòà, êîòîðûé íàðÿäó
ñ ÀÏÔ ñåêðåòèðóåòñÿ êëåòêàìè âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ÀÏÔ èñïî-
ëüçîâàëè êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó (ÊÑ) êëåòîê ëèíèè
CTLL-2, ñîäåðæàùóþ â ñâîåì ñîñòàâå è ïèðóâàò. Ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî ÊÑ îáëàäàåò çíà÷èòåëüíûì çàùèòíûì ýôôåê-
òîì ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê CTLL-2, ïðè÷åì
àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå ïèðóâàòà ïðîÿâëÿåòñÿ â ñàìîì
íà÷àëå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ïðîâåäåíèå ãåëü-ôèëü-
òðàöèè ÊÑ ïîçâîëèëî óäàëèòü ïèðóâàò è âûÿâèëî íåîäíî-
ðîäíîñòü ÀÏÔ, ñîäåðæàùèõñÿ â ÊÑ. Ïîêàçàíî, ÷òî îäíà
èç ôðàêöèé ÊÑ îáëàäàåò âûðàæåííûì çàùèòíûì äåéñòâè-
åì íà êëåòêè CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà,
ðåàãèðóÿ íåïîñðåäñòâåííî ñ H2O2 è óäàëÿÿ åãî èç ñðåäû.

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-ìåðêàïòîýòàíîëà
(Serva, Ãåðìàíèÿ), 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è 50—
100 Åä/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî ÈË-2 (Áèîòåõ, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 1 ìë ñðåäû â 24-ëóíî÷-
íûõ ïëàíøåòàõ (Costar, ÑØÀ) ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ
5 % CO2. Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó (pH 7.2—7.4) ñ äîáàâëåíèåì 5 %
ñûâîðîòêè è 100 Åä/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî ÈË-2.

Â û æ è â à í è å ê ë å ò î ê îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ÌÒÒ-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 ÌÒÒ (Sigma, ÑØÀ),
ïðèãîòîâëåííîãî íà ñðåäå RPMI-1640 (0.5 ìã/ìë), è èíêó-
áèðîâàëè 2 ÷ ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå ñ 5 % CO2. Ïî èñòå÷å-
íèè ýòîãî âðåìåíè ê ñîäåðæèìîìó êàæäîé ëóíêè äîáàâ-

ëÿëè ïî 100 ìêë äèìåòèëñóëüôîêñèäà è ðàñòâîðÿëè êðèñ-
òàëëû ôîðìàçàíà, îáðàçîâàííîãî â ðåçóëüòàòå âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ÌÒÒ æèâûìè êëåòêàìè. Èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ñîäåðæèìîãî êàæäîé ëóíêè ïðîâîäèëè íà ìíî-
ãîêàíàëüíîì ñïåêòðîôîòîìåòðå Multiscan ÌÑÑ/340 (Ti-
tertek, Âåëèêîáðèòàíèÿ) íà äëèíå âîëíû 540 íì. Âûæèâà-
íèå êëåòîê îöåíèâàëè ïî âåëè÷èíå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ðàñòâîðà ôîðìàçàíà â êàæäîé ïðîáå.

Ö å ë ü í ó þ Ê Ñ ïîëó÷àëè â âèäå íàäîñàäî÷íîé æèä-
êîñòè êóëüòóð êëåòîê CTLL-2, êóëüòèâèðóåìûõ ñ íà÷àëü-
íîé êîíöåíòðàöèåé 1�106 êë./ìë â òå÷åíèå 24 ÷ â ñðåäå ñ
äîáàâëåíèåì 5 % ñûâîðîòêè è 200 Åä/ìë ðåêîìáèíàíòíî-
ãî ÈË-2. Ñðåäó äëÿ òàêîé êóëüòóðû ïðèãîòàâëèâàëè íà
îñíîâå ñðåäû RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì 0.25 ìã/ìë â-öèê-
ëîäåêñòðèíà, 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 10 ìêã/ìë L-àëàíèíà,
5�10–7 Ì ïóòðåñöèíà (Sigma, ÑØÀ), 5�10–5 Ì 2-ìåðêàïî-
ýòàíîëà è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Ohmori, 1988). ÊÑ äëÿ
ïîñëåäóþùåãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïîëó÷àëè èç êóëüòóð,
àíàëîãè÷íûõ óêàçàííûì âûøå êóëüòóðàì, íî áåç äîáàâëå-
íèÿ ñûâîðîòêè. Êëåòêè ïåðåä âíåñåíèåì â òàêóþ êóëüòó-
ðó îäíîêðàòíî îòìûâàëè ñðåäîé RPMI-1640. Ôðàêöèîíè-
ðîâàëè ÊÑ ïóòåì óëüòðàôèëüòðàöèè ÷åðåç êîíè÷åñêèå
ôèëüòðû èëè ïîñðåäñòâîì ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå.
Ïî îêîí÷àíèè ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ÊÑ ê ïîëó÷åííûì
ôðàêöèÿì äîáàâëÿëè 5 % ñûâîðîòêè.

Ó ë ü ò ð à ô è ë ü ò ð à ö è þ Ê Ñ ïðîâîäèëè ïóòåì öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ (400 g) ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíè÷åñêèõ
ôèëüòðîâ CF50 è CF25 (Amicon, ÑØÀ). Ïðè ýòîì êîíöåíò-
ðàò CF50 ïîäâåðãàëè îòìûâêå îò ïèðóâàòà è íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûõ ÀÏÔ, ðàçáàâëÿÿ åãî 10-êðàòíûì îáúåìîì ñðåäû
RPMI-1640, à çàòåì ïðîâîäÿ ïîâòîðíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå.

Ã å ë ü - ô è ë ü ò ð à ö è þ Ê Ñ ïðîâîäèëè íà êîëîíêå
(0.8 � 75.0 ñì) ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåëÿ Bio-Gel P-10
(Bio-Rad, ÑØÀ) â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ. Ïåðåä íàíåñåíèåì
íà êîëîíêó îáðàçåö ÊÑ ïîäâåðãàëè óëüòðàôèëüòðàöèè ÷å-
ðåç êîíè÷åñêèé ôèëüòð CF25, ïðîâîäÿ åãî öåíòðèôóãèðî-
âàíèå ïðè 400 g. Ïîëó÷åííûé ôèëüòðàò êîíöåíòðèðîâàëè
íà SpeedVac-êîíöåíòðàòîðå (Savant, ÑØÀ) äî îáúåìà
0.3—0.5 ìë è íàíîñèëè íà êîëîíêó. Â êà÷åñòâå ýëþåíòà
èñïîëüçîâàëè ôîñôàòíûé áóôåð (pH 7.2—7.4). Ñîäåðæà-
íèå ïðîòåèíîâ â ýëþàòå ðåãèñòðèðîâàëè ïî ïîãëîùåíèþ
íà äëèíå âîëíû 226 íì.

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ ï è ð ó â à ò à â Ê Ñ îïðåäåëÿëè ïî
åãî ïðåâðàùåíèþ â ëàêòàò ïîä äåéñòâèåì ëàêòàòäåãèäðî-
ãåíàçû â ïðèñóòñòâèè NADH (O’Donnell-Tormey et al.,
1987) è ðåãèñòðèðîâàëè ïî èçìåíåíèþ ïîãëîùåíèÿ ñâåòà
íà äëèíå âîëíû 340 íì ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòî-
ìåòðà DU-640 (Beckman, ÑØÀ). Äëÿ èçìåðåíèÿ êîíöåíò-
ðàöèè ïèðóâàòà â îäíîì ðàñòâîðå ïðèãîòîâëÿëè ïî äâà îá-
ðàçöà, äîáàâëÿÿ ïî 100 ìêë òåñòèðóåìîãî ðàñòâîðà ê
0.4 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH 7.4), êîòîðûé ñîäåðæàë
50 ìêã NADH (Sigma, ÑØÀ). Ïðîâîäèëè èçìåðåíèå èñ-
õîäíîãî ïîãëîùåíèÿ ñâåòà îäíèì îáðàçöîì, çàòåì äîáàâ-
ëÿëè êî âòîðîìó îáðàçöó 5 Åä/ìë ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû
(Sigma, ÑØÀ) è ïîñëå êîðîòêîé èíêóáàöèè (1—2 ìèí)
ïðîâîäèëè âòîðîå èçìåðåíèå. Êîíöåíòðàöèþ ïèðóâàòà
îïðåäåëÿëè ïî ðàçíèöå ïîêàçàíèé ýòèõ äâóõ èçìåðåíèé,
ñðàâíèâàÿ ñ ïîêàçàíèÿìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ ñòàíäàðòíîãî
ðàñòâîðà ïèðóâàòà (Sigma, ÑØÀ).

Ñ î ä å ð æ à í è å H2O2 â ñ ð å ä å îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ìíîãîêàíàëüíîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà Multiscan MCC/340
ïî ïîãëîùåíèþ ñâåòà íà äëèíå âîëíû 450 íì, èñïîëüçóÿ
ïåðîêñèäàçó õðåíà (Sigma, ÑØÀ) è 3,3�,5,5�,-tetramethyl-
benzidine (TMB; Sigma, ÑØÀ) â êà÷åñòâå õðîìîãåííîãî
ñóáñòðàòà (Goka, Farthing, 1987; Nowak, 1990). TMB ðàñ-
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òâîðÿëè â êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ â áóôåðå ñëåäóþùåãî ñî-
ñòàâà: 10 ìÌ öèòðàòà íàòðèÿ, 20 % äèìåòèëôîðìàìèäà,
1.25 % ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (Sigma, ÑØÀ) è 10 ìÌ ìîíî-
ãèäðàòà ëèìîííîé êèñëîòû. Èññëåäóåìûé îáðàçåö ñðåäû
ñìåøèâàëè â ðàâíûõ îáúåìàõ (50 ìêë) ñ ðàñòâîðîì TMB,
ñîäåðæàùèì 5 Åä/ìë ïåðîêñèäàçû õðåíà, è ïîñëå èíêóáà-
öèè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå îñòàíàâ-
ëèâàëè ðåàêöèþ äîáàâëåíèåì 50 ìêë 10%-íîé ñåðíîé
êèñëîòû, à çàòåì ïðîâîäèëè èçìåðåíèå. Â ýêñïåðèìåíòàõ
ïî îïðåäåëåíèþ êèíåòèêè óäàëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà
èç êóëüòóð îáðàçöû ñðåäû, ñîäåðæàùèå H2O2, ïî èñòå÷å-
íèè òðåáóåìîãî âðåìåíè èçâëåêàëè èç ëóíîê ïëàíøåòà,
çàìîðàæèâàëè è õðàíèëè äî ìîìåíòà òåñòèðîâàíèÿ.

Ñ î ä å ð æ à í è å À Ò Ô â ê ë å ò ê à õ îïðåäåëÿëè ëþöè-
ôåðèí-ëþöèôåðàçíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-
äàðòíîãî íàáîðà ðåàêòèâîâ (Sigma, ÑØÀ) íà áèîëþìèíî-
ìåòðå Triathler (Hidex, Ôèíëÿíäèÿ).

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

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå îïóõîëåâûå ëèíèè è
íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû (O’Donnell-Tormey et al., 1987),
à òàêæå àñòðîöèòû (Wang, Cynader, 2001) êîíäèöèîíèðó-
þò êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñåêðåòèðóÿ ïèðóâàò, êîòîðûé
âûïîëíÿåò ôóíêöèþ àíòèîêñèäàíòà, óäàëÿÿ H2O2 èç ñðå-
äû. Ïîýòîìó íà ïåðâîì ýòàïå äàííîé ðàáîòû íàøåé çàäà-
÷åé áûëî îöåíèòü âîçìîæíûé âêëàä ïèðóâàòà â ñèñòåìó
çàùèòû êëåòîê ëèíèè CTLL-2 îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà,
÷òîáû âïîñëåäñòâèè âûÿâèòü ýôôåêòû, ñâÿçàííûå ñ äåé-
ñòâèåì ÀÏÔ. Ïðåæäå âñåãî ìû ïðîâåëè ñåðèþ ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ ïðåäïîëàãàåìîãî ñîâîêóïíîãî âëèÿ-
íèÿ ÀÏÔ è ïèðóâàòà íà âûæèâàíèå êëåòîê CTLL-2 â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ â ïðèñóòñòâèè H2O2 â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ ñ äîáàâëåíèåì 50 % ÊÑ êëåòîê ëèíèè
CTLL-2 èëè â ñâåæåé ñðåäå (êîíòðîëü). Ïî èñòå÷åíèè ýòî-
ãî ñðîêà îïðåäåëÿëè âûæèâàíèå êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÌÒÒ-òåñòà. ÊÑ, ñîäåðæàùóþ ÀÏÔ è ïèðóâàò, ïîëó÷àëè
èç êóëüòóð âûñîêîé ïëîòíîñòè êëåòîê CTLL-2. Äîáà-
âëåíèå 50 % ÊÑ ê êëåòêàì CTLL-2 çíà÷èòåëüíî ïîâûøà-
ëî èõ âûæèâàíèå ïðè H2O2 â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(100—150 ìêÌ) (ðèñ. 1). Ïðè÷èíîé òàêîãî çíà÷èòåëüíîãî
ïîâûøåíèÿ âûæèâàíèÿ êëåòîê ïðè âûñîêèõ äîçàõ H2O2

ìîæåò ñëóæèòü óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè åãî èíàêòèâàöèè â
ñðåäå â ïðèñóòñòâèè ïèðóâàòà è ÀÏÔ.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìû èññëåäîâàëè
êèíåòèêó óäàëåíèÿ âíåñåííîãî H2O2 èç êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð, ñîäåðæàùèõ êëåòêè CTLL-2 â ñâåæåé ñðåäå èëè 50 %
ÊÑ. Â êóëüòóðû êëåòîê âíîñèëè ïî 100 ìêÌ H2O2 è ÷åðåç
ðàçëè÷íûå èíòåðâàëû âðåìåíè îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå
H2O2 â ýòèõ êóëüòóðàõ. Â êóëüòóðàõ, â êîòîðûõ êëåòêè
CTLL-2 íàõîäèëèñü â ñâåæåé ñðåäå (ðèñ. 2, à, êðèâàÿ 1),
íàáëþäàëàñü òèïè÷íàÿ êàðòèíà ýêñïîíåíöèàëüíîãî ñíè-
æåíèÿ êîíöåíòðàöèè H2O2, îáóñëîâëåííîãî ôóíêöèîíè-
ðîâàíèåì ôåðìåíòîâ ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû è êàòàëàçû
(Makino et al., 1994). Â ýòîì ñëó÷àå âðåìÿ ïîëóóäàëåíèÿ
H2O2 èç ñðåäû (T1/2) ñîñòàâèëî îêîëî 30 ìèí. Âíåñåíèå ÊÑ
â êóëüòóðû ñóùåñòâåííî èçìåíÿëî êèíåòèêó óäàëåíèÿ

H2O2 èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû. Â ïðèñóòñòâèè ÊÑ íàáëþ-
äàëè çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè óäàëåíèÿ H2O2 èç
êóëüòóð íà íà÷àëüíîì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ, òàê ÷òî ÷å-
ðåç 15 ìèí ðàçíèöà â êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 ìåæäó îïûòîì
è êîíòðîëåì ñîñòàâèëà îêîëî 40 ìêÌ (ðèñ. 2, à, êðèâûå 1,
2). Â ýòîì ñëó÷àå âðåìÿ T1/2 îêàçàëîñü ìåíåå 15 ìèí. Ïðè
ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè êèíåòèêà óäàëåíèÿ H2O2

ïðèîáðåòàëà âèä, õàðàêòåðíûé äëÿ êîíòðîëüíûõ êóëüòóð.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî,

÷òî ñ 1-õ ìèí êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê CTLL-2 â ïðèñóò-
ñòâèè ÊÑ ïèðóâàò, êîòîðûé âõîäèò â åå ñîñòàâ, âñòóïàåò
â ðåàêöèþ ñ H2O2 è óäàëÿåò åãî ÷àñòü èç ñðåäû. Èçâåñòíî,
÷òî ðåàêöèÿ ïèðóâàòà ñ H2O2 ïðîòåêàåò äîñòàòî÷íî áûñò-
ðî, òàê ÷òî óæå ÷åðåç 5 ìèí êîíöåíòðàöèè ðåàãåíòîâ ñíè-
æàþòñÿ â 5—10 ðàç (O’Donnell-Tormey et al., 1987; Desag-
her et al., 1997). Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ê
15-é ìèí á *îëüøàÿ ÷àñòü ïèðóâàòà óæå ïðîðåàãèðîâàëà ñ
H2O2. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû èññëåäîâà-
ëè êèíåòèêó óäàëåíèÿ H2O2 èç êóëüòóð â ðåçóëüòàòå åãî
ðåàêöèè ñ ïèðóâàòîì â îòñóòñòâèå êëåòîê. Äëÿ ýòîãî ìû
ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ H2O2 (100 ìêÌ) â òå÷åíèå ðàçëè÷-
íûõ èíòåðâàëîâ âðåìåíè ñ äîáàâëåíèåì 50 è 75 ìêÌ ïè-
ðóâàòà â ïîëíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå è îïðåäåëÿëè ñîäåð-
æàíèå H2O2 ÷åðåç âûáðàííûå èíòåðâàëû âðåìåíè. Äëÿ
ïðîâåðêè ñòàáèëüíîñòè H2O2 â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â ðÿä
ëóíîê ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 100 ìêÌ H2O2 áåç äîáàâëåíèÿ
ïèðóâàòà (êîíòðîëü) è ïðîâåðÿëè åãî ñîäåðæàíèå â ýòèõ
ëóíêàõ ÷åðåç òå æå èíòåðâàëû âðåìåíè, ÷òî è â îïûòíûõ
êóëüòóðàõ. Êàê è îæèäàëîñü, óðîâåíü H2O2 â ïðèñóòñòâèè
ïèðóâàòà ñíèæàëñÿ òîëüêî â íà÷àëå èíêóáàöèè, ïîñëå
15-é ìèí åãî êîíöåíòðàöèÿ â ñðåäå ïðàêòè÷åñêè íå èçìå-
íÿëàñü (ðèñ. 2, á). Ñðàâíåíèå äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 2, à, á, óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïàäåíèå óðîâíÿ H2O2 â
íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè äîáàâëåíèè ÊÑ äåéñòâèòåëü-
íî îáóñëîâëåíî åãî ðåàêöèåé ñ ïèðóâàòîì, ïðèñóòñòâóþ-
ùèì â ÊÑ. Êðîìå òîãî, ñðàâíåíèå ýòèõ äàííûõ ïîçâîëÿåò
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Ðèñ. 1. Âûæèâàíèå êëåòîê CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñâåæåé ñðåäå (1) èëè â ñðåäå,

ñîäåðæàùåé 50 % êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (ÊÑ, 2).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè ðàçëè÷íûõ íà÷àëüíûõ äîçàõ H2O2 â òå÷åíèå
3 ÷; âûæèâàíèå êëåòîê ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 ðàññ÷èòûâà-
ëè â % îò èõ âûæèâàíèÿ â îòñóòñòâèå H2O2; ïëîòíîñòü êëåòî÷íûõ êóëüòóð
ñîñòàâëÿëà 2�105 êë./ìë; ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè
äàííûìè äîñòîâåðíû ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.05 (*) èëè P < 0.001

(**).



ãðóáî îöåíèòü êîíöåíòðàöèþ ïèðóâàòà â ÊÑ êàê íàõîäÿ-
ùóþñÿ â èíòåðâàëå îò 100 äî 150 ìêÌ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû èçìåðèòü êîíöåíòðàöèþ ïèðóâàòà, ñî-
äåðæàùåãîñÿ â ÊÑ êëåòîê CTLL-2, êóëüòèâèðóåìûõ â òå-
÷åíèå 24 ÷ ñ íà÷àëüíîé ïëîòíîñòüþ 1�106 êë./ìë, ìû èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä, îñíîâàííûé íà ðåàêöèè ïðåâðàùåíèÿ
ïèðóâàòà â ëàêòàò ñ ðåãèñòðàöèåé óðîâíÿ NADH (O’Don-
nell-Tormey et al., 1987). Îêàçàëîñü, ÷òî çíà÷åíèå êîíöåíò-
ðàöèè ïèðóâàòà â îáðàçöàõ ÊÑ, ïîëó÷àåìîé ïðè óêàçàí-
íûõ âûøå óñëîâèÿõ, ñîñòàâëÿåò 138 ± 7 ìêÌ (n = 15), ÷òî
íåïëîõî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (O’Don-
nell-Tormey et al., 1987). Ïðèñóòñòâèå ïèðóâàòà â ÊÑ â òà-
êèõ çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ ìîæåò ìàñêèðîâàòü ýô-
ôåêòû, îáóñëîâëåííûå äåéñòâèåì ñîáñòâåííî ÀÏÔ, ïîý-
òîìó âîçíèêëà íåîáõîäèìîñòü åãî óäàëåíèÿ èç ÊÑ. Äëÿ
óäàëåíèÿ ïèðóâàòà è ïåðâè÷íîãî àíàëèçà ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê ÀÏÔ, âõîäÿùèõ â ÊÑ, ìû ïðèìåíèëè
óëüòðàôèëüòðàöèþ ÊÑ ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (400 g)
ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíè÷åñêèõ ôèëüòðîâ äâóõ òèïîâ —
CF50 è CF25 (Amicon, ÑØÀ). Ýòè ôèëüòðû ïðîïóñêàþò
òîëüêî ìîëåêóëû, èìåþùèå ìîë. ìàññó ìåíåå 50 è 25 êÄà
ñîîòâåòñòâåííî. Â ïðîöåññå óëüòðàôèëüòðàöèè ÊÑ ÷åðåç
ýòè ôèëüòðû óäàëîñü ïîëó÷èòü âåùåñòâà ñ ìîë. ìàññàìè
áîëåå 50 êÄà (êîíöåíòðàò CF50) è ìåíåå 25 êÄà (ôèëüòðàò
CF25). Âåùåñòâà ñ ìîë. ìàññîé 25—50 êÄà íå îáíàðóæè-
âàëèñü, ôèëüòðàò CF50 ñâîáîäíî ïðîõîäèë ÷åðåç ôèëüòð
CF25. Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ïîëó÷åííûõ ôðàêöèé â
òåñòå âûæèâàíèÿ êëåòîê CTLL-2 ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå ïîêàçàëî, ÷òî äîáàâëåíèå êîíöåíòðàòà CF50 íå
îêàçûâàåò äîñòîâåðíîãî ýôôåêòà íà âûæèâàíèå êëåòîê
(ðèñ. 3, êðèâàÿ 2), â òî âðåìÿ êàê äîáàâëåíèå ôèëüòðàòà
CF25 ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ïîâûøåíèþ èõ âûæèâà-
íèÿ (ðèñ. 3, êðèâàÿ 3). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò
íà òî, ÷òî çàùèòíîå äåéñòâèå ÊÑ íà êëåòêè CTLL-2 â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ñâÿçàíî ñ ìîëåêóëàìè,
îáëàäàþùèìè ìîë. ìàññàìè ìåíåå 25 êÄà. Îäíàêî ïîñ-
êîëüêó ïèðóâàò òàêæå âõîäèò â ôèëüòðàò CF25, îõàðàêòå-
ðèçîâàòü ñîáñòâåííóþ ïðîòåêòèâíóþ àêòèâíîñòü ÀÏÔ,
èìåþùèõ íåâûñîêèå ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, ñ èñïîëüçîâà-

íèåì óëüòðàôèëüòðàöèè ÊÑ ÷åðåç ýòîò ôèëüòð íå ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì.

Ïîýòîìó äëÿ äàëüíåéøåé î÷èñòêè ÊÑ îò ïèðóâàòà ìû
ïîñëå óëüòðàôèëüòðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôèëüòðà CF25
ïðîâîäèëè åå ãåëü-ôèëüòðàöèþ íà êîëîíêå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ãåëÿ Bio-Gel P-10, äëÿ êîòîðîãî õàðàêòåðåí äèàïàçîí
ðàçäåëåíèÿ ãëîáóëÿðíûõ áåëêîâ îò 1.5 äî 20.0 êÄà. Òàêîé
âûáîð íîñèòåëÿ ïîçâîëÿë ðåøèòü ñðàçó îáå çàäà÷è, ñòîÿ-
ùèå ïåðåä íàìè, — èçáàâèòüñÿ îò ïèðóâàòà è ðàçäåëèòü
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Ðèñ. 2. Êèíåòèêà óäàëåíèÿ èç ñðåäû âíåñåííîãî H2O2 (100 ìêÌ) êëåòêàìè CTLL-2 (à) èëè â îòñóòñòâèå êëåòîê â ðåçóëüòàòå ðåàê-
öèè ñ ïèðóâàòîì (á).

à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè èëè â ñâåæåé ñðåäå (1) èëè ñ äîáàâëåíèåì 50 % ÊÑ (2); ïëîòíîñòü êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñîñòàâëÿëà 2�105 êë./ìë; á — â îòñóòñò-
âèå êëåòîê â ëóíêè âíîñèëè ñðåäó ñ ïèðóâàòîì â êîíöåíòðàöèÿõ 50 (1) è 75 (2) ìêÌ èëè ñðåäó áåç ïèðóâàòà (3, êîíòðîëü).

Ðèñ. 3. Âûæèâàíèå êëåòîê CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè â ñâåæåé ñðåäå (1), ñ äîáàâëå-
íèåì 50 % êîíöåíòðàòà CF50 (2) èëè 50 % ôèëüòðàòà CF25 (3).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè ðàçëè÷íûõ íà÷àëüíûõ äîçàõ H2O2 â òå÷åíèå
3 ÷; â êîíöåíòðàò CF50 è ôèëüòðàò CF25 âíîñèëè ïî 5 % ñûâîðîòêè;
ïëîòíîñòü êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñîñòàâëÿëà 2�105 êë./ìë; âûæèâàíèå êëå-
òîê ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 ðàññ÷èòûâàëè â % îò èõ âûæèâà-
íèÿ â îòñóòñòâèå H2O2; ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè äàí-
íûìè (êðèâûå 3 è 1) äîñòîâåðíû ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.005 (*) èëè

P < 0.001 (**).



ïðîòåèíû, ñåêðåòèðóåìûå êëåòêàìè CTLL-2 è ñîäåðæà-
ùèåñÿ â ÊÑ.

Íà õðîìàòîãðàììå, ïîëó÷àåìîé ïîñëå ãåëü-ôèëüòðà-
öèè ÊÑ, ìîæíî âûäåëèòü òðè îòäåëüíûõ ïèêà, ñîîòâåòñò-
âóþùèõ òðåì âèäàì ïðîòåèíîâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå áûëè
ñîáðàíû â îáúåäèíåííûå ôðàêöèè A, B è C (ðèñ. 4). Ýëþ-
àò, ñîîòâåòñòâóþùèé ÷åòâåðòîìó ïèêó õðîìàòîãðàììû

(50—60 ìë), â îïûòàõ íå èñïîëüçîâàëè. Îí ñîäåðæàë ôå-
íîëîâûé êðàñíûé — pH-èíäèêàòîð ñðåäû RPMI-1640 — è
äðóãèå íèçêîìîëåêóëÿðíûå ñîåäèíåíèÿ. Ôðàêöèÿ A âûõî-
äèëà èç êîëîíêè ïåðâîé, îíà ñîäåðæàëà ñàìûå êðóïíûå
ìîëåêóëû. Âî âñåõ èñïîëüçóåìûõ â îïûòàõ ôðàêöèÿõ ïè-
ðóâàò íå îáíàðóæèâàëñÿ.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ôðàêöèé, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëü-
òàòå ãåëü-ôèëüòðàöèè, íà âûæèâàíèå êëåòîê ëèíèè
CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ìû äîáàâëÿëè
H2O2 â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ëèáî ê êóëüòóðàì ñî
ñâåæåé ñðåäîé, ëèáî ê êóëüòóðàì ñ ôðàêöèÿìè ÊÑ, ñîäåð-
æàùèìè ðàçëè÷íûå ÀÏÔ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ýòèõ
óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 3 ÷ ñ äîáàâëåíèåì ÈË-2 è ñûâîðîòêè
(äî 5 %), à çàòåì îïðåäåëÿëè èõ âûæèâàíèå ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ-òåñòà. Îêàçàëîñü, ÷òî ñàìîé âûñîêîé çàùèòíîé ñïî-
ñîáíîñòüþ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê CTLL-2 îá-
ëàäàþò ÀÏÔ ôðàêöèè B. Âíåñåíèå â êóëüòóðû ôðàêöèè A,
ñîäåðæàùåé ìîëåêóëû ÀÏÔ ñ íàèáîëüøåé ìîëåêóëÿðíîé
ìàññîé, òàêæå ïðèâîäèëî ê äîñòîâåðíîìó ïîâûøåíèþ
âûæèâàíèÿ êëåòîê ïðè ñòðåññå, â òî âðåìÿ êàê ñîäåðæè-
ìîå ôðàêöèè C íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà âûæèâàíèå êëå-
òîê (ðèñ. 5).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî ïðè÷èíîé
ãèáåëè êëåòîê ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ÿâëÿåòñÿ èñòî-
ùåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ (Spragg et al., 1985; Hyslop
et al., 1988). Ïîýòîìó äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà çàùèòíî-
ãî äåéñòâèÿ ÀÏÔ íà êëåòêè CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà ìû â ïåðâóþ î÷åðåäü èññëåäîâàëè èõ
âëèÿíèå íà ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòàáîëèçì êëåòîê â ýòèõ
óñëîâèÿõ. Äåéñòâèå àêòèâíûõ ôðàêöèé A è B íà ýíåðãåòè-
÷åñêèé ìåòàáîëèçì êëåòîê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà (100 ìêÌ H2O2) îöåíèâàëè ïî èõ âëèÿíèþ íà êè-
íåòèêó óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ. Îêàçàëîñü, ÷òî
ôðàêöèÿ A íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â
êëåòêàõ CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, â òî
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Ðèñ. 4. Ãåëü-ôèëüòðàöèÿ ÊÑ íà êîëîíêå ñ ãåëåì BioGel P-10 (0.8 � 75.0 ñì).

Ïî âåðòèêàëè — àáñîðáöèÿ ïðè 226 íì; ýëþöèþ ïðîâîäèëè ôîñôàòíûì áóôåðîì, pH 7.3.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå ôðàêöèé ÊÑ (A, B è C), ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòà-
òå ãåëü-ôèëüòðàöèè, íà âûæèâàíèå êëåòîê CTLL-2 â óñëîâèÿõ

îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè ðàçëè÷íûõ íà÷àëüíûõ äîçàõ H2O2 â òå÷åíèå
3 ÷; âî ôðàêöèè A, B èëè C âíîñèëè ïî 5 % ñûâîðîòêè; ïëîòíîñòü êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð ñîñòàâëÿëà 2�105 êë./ìë; âûæèâàíèå êëåòîê ïðè ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 ðàññ÷èòûâàëè â % îò èõ âûæèâàíèÿ â îòñóòñòâèå
H2O2; ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè äàííûìè äîñòîâåðíû

ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.01 (*) èëè P < 0.001 (**).



âðåìÿ êàê âíåñåíèå ôðàêöèè B â êóëüòóðû ïðèâîäèëî ê
ñîõðàíåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÔ íà âñåì ïðîòÿæåíèè
ýêñïåðèìåíòà íà äîñòîâåðíî áîëåå âûñîêîì óðîâíå, ÷åì â
êîíòðîëå (ðèñ. 6). Ýòè äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü
ëèáî î íàëè÷èè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ ÀÏÔ èç ôðàê-
öèè B íà ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòàáîëèçì êëåòîê, ÷àñòè÷íî
êîìïåíñèðóþùåãî äåéñòâèå H2O2, ëèáî îá èõ ó÷àñòèè íå-
ïîñðåäñòâåííî â ïðîöåññå ðàçëîæåíèÿ H2O2, ëèáî î ðåàëè-
çàöèè îáåèõ ýòèõ âîçìîæíîñòåé.

Äëÿ ïðîâåðêè ñïîñîáíîñòè ìîëåêóë ÀÏÔ ôðàêöèé A
è B â îòñóòñòâèå êëåòîê ðåàãèðîâàòü ñ ìîëåêóëàìè H2O2 è
èõ èíàêòèâèðîâàòü ôðàêöèè ñìåøèâàëè ñ H2O2 (100 ìêÌ)
è ñ òå÷åíèåì âðåìåíè îïðåäåëÿëè åãî ñîäåðæàíèå â ëóí-
êàõ ïëàíøåòà. Ïðè âíåñåíèè ôðàêöèè B â ëóíêè â íèõ íà-
áëþäàëè çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè H2O2 óæå
÷åðåç 30 ìèí ( ðèñ. 7, êðèâàÿ 1), â òî âðåìÿ êàê ôðàêöèÿ A
íà ñîäåðæàíèå H2O2 äîñòîâåðíî íå âëèÿëà (ðèñ. 7, êðè-
âàÿ 2). Òàêèì îáðàçîì, ìîëåêóëû ÀÏÔ, âõîäÿùèå âî
ôðàêöèþ B, îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ íåïîñðåäñòâåííî ðåà-
ãèðîâàòü ñ ìîëåêóëàìè H2O2 è èíàêòèâèðîâàòü èõ â êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäå. Â òî æå âðåìÿ íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü
è òàêóþ âîçìîæíîñòü, ÷òî íà íà÷àëüíîì ýòàïå îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà, ïîêà ìîëåêóëû ÀÏÔ ôðàêöèè B åùå íå ïðî-
ðåàãèðîâàëè ñ ìîëåêóëàìè H2O2, îíè ñïîñîáíû îêàçûâàòü
ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòàáîëèçì
êëåòîê CTLL-2, ÷àñòè÷íî êîìïåíñèðóÿ èíãèáèðóþùåå
äåéñòâèå H2O2. Àóòîêðèííûå ïîëèïåïòèäíûå ôàêòîðû, ñî-
äåðæàùèåñÿ âî ôðàêöèè A, íå âëèÿþò íà ýíåðãåòè÷åñêèé
ìåòàáîëèçì êëåòîê CTLL-2 ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå
(ðèñ. 6) è ïðàêòè÷åñêè íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà óðîâåíü
H2O2 â êóëüòóðå â îòñóòñòâèå êëåòîê (ðèñ. 7). Ïî-âèäèìî-
ìó, ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ïðîòåêòèâíîå äåéñòâèå
ýòèõ ÀÏÔ íà êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî äðóãèì ìåõàíèç-
ìàì, è ýòîò âîïðîñ òðåáóåò îòäåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ.

Ñïîñîáíîñòü ÀÏÔ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå êëåòîê
íåïîñðåäñòâåííî ðåàãèðîâàòü ñ ìîëåêóëàìè H2O2 è èíàê-
òèâèðîâàòü èõ â ñðåäå åùå íå îïèñàíà â ëèòåðàòóðå. Âìåñ-

òå ñ òåì èìååòñÿ ìíîãî ñâèäåòåëüñòâ ñïîñîáíîñòè êëåòîê
ñåêðåòèðîâàòü ðàçëè÷íûå àíòèîêñèäàíòû âî âíåêëåòî÷-
íóþ ñðåäó è òåì ñàìûì îñëàáëÿòü äåéñòâèå ÀÔÊ íà êëåò-
êè ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå. Êðîìå ïèðóâàòà, êîòîðûé
ñåêðåòèðóþò ìíîãèå îïóõîëåâûå ëèíèè è íîðìàëüíûå
êëåòêè (O’Donnell-Tormey et al., 1987; Wang, Cynader,
2001), êëåòêè íåêîòîðûõ ëåéêîçíûõ ëèíèé îáëàäàþò ñïî-
ñîáíîñòüþ ê àóòîêðèííîé ïðîäóêöèè ýêñòðàêëåòî÷íîé êà-
òàëàçû (Sandstrom, Buttke, 1993; Moran et al., 2002), à ãåïà-
òîöèòû è êëåòêè ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ ñïîñîáíû ñåêðåòè-
ðîâàòü â îêðóæàþùóþ ñðåäó ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçó
(Avissar et al., 1989; Whitin et al., 2002). Êðîìå òîãî, òðè-
ïåïòèä ãëóòàòèîí, âûñòóïàþùèé â êà÷åñòâå êîôàêòîðà
ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû, íåêîòîðûìè âèäàìè êëåòîê òàêæå
ñåêðåòèðóåòñÿ âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó. Òàê, ãëóòàòèîí â
âîññòàíîâëåííîé ôîðìå ñåêðåòèðóåòñÿ êëåòêàìè ïå÷åíè è
ïîñòóïàåò â æåë÷ü, ãäå èãðàåò âàæíóþ ðîëü â èíàêòèâàöèè
ðåàêòèâíûõ ñîåäèíåíèé ýíäîãåííîãî è ýêçîãåííîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ (Jaeschke, Wendel, 1988; Ballatori, Rebbeor,
1998), à êðîìå òîãî, âûñâîáîæäàåòñÿ â ïëàçìó êðîâè (An-
derson, Meister, 1980; Ballatori, Rebbeor, 1998). Àñòðîöèòû
ñåêðåòèðóþò ãëóòàòèîí âìåñòå ñ ôàêòîðîì, îáëàäàþùèì
ñâîéñòâàìè ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, ÷òî îáåñïå÷èâàåò äî-
ïîëíèòåëüíóþ çàùèòó íåðâíîé òêàíè îò îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà (Stewart et al., 2002). Ñåêðåöèÿ ãëóòàòèîíà âî âíå-
êëåòî÷íóþ ñðåäó íàáëþäàåòñÿ òàêæå â ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ êîíúþíêòèâû ãëàçà, ïðè÷åì åãî ñåêðåöèÿ â ýòèõ
êëåòêàõ èäåò ïðåèìóùåñòâåííî â àïèêàëüíîì íàïðàâëå-
íèè, îáåñïå÷èâàÿ çàùèòó êîíúþíêòèâû îò îêèñëèòåëüíî-
ãî ñòðåññà â îáëàñòè åå êîíòàêòà ñ êèñëîðîäîì âîçäóõà
(Gukasyan et al., 2002).

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîëó÷åíû äàí-
íûå, óêàçûâàþùèå íà ñóùåñòâîâàíèå àóòîêðèííûõ ïîëè-
ïåïòèäíûõ ôàêòîðîâ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêàìè öèòîòîê-
ñè÷åñêîé ÈË-2-çàâèñèìîé ëèíèè CTLL-2 è ñïîñîáíûõ íà-
ðÿäó ñ ïèðóâàòîì ðåàãèðîâàòü ñ ìîëåêóëàìè H2O2 â
îêîëîêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå è èíàêòèâèðîâàòü èõ, ÷òî
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Ðèñ. 6. Âëèÿíèå ôðàêöèé A è B, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå
ãåëü-ôèëüòðàöèè ÊÑ, íà êèíåòèêó óðîâíÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ

CTLL-2 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Íà÷àëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ H2O2 100 ìêÌ; âî ôðàêöèè âíîñèëè ïî 5 % ñû-
âîðîòêè; ïëîòíîñòü êëåòî÷íûõ êóëüòóð ñîñòàâëÿëà 2�105 êë./ìë; óðîâåíü
ÀÒÔ äàí â íìîëü íà 106 êëåòîê; ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíò-
ðîëüíûìè äàííûìè äîñòîâåðíû ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.05 (*) èëè

P < 0.01 (**).

Ðèñ. 7. Êèíåòèêà óäàëåíèÿ èç ñðåäû âíåñåííîãî H2O2 â ðåçóëü-
òàòå åãî ðåàêöèè ñ ìîëåêóëàìè ÀÏÔ ôðàêöèé A, B â îòñóòñòâèå

êëåòîê.

H2O2 â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 ñìåøèâàëè ñ ôðàêöèåé B (1), ôðàêöèåé A (2) èëè
ñî ñðåäîé (3, êîíòðîëü); âî ôðàêöèè âíîñèëè ïî 5 % ñûâîðîòêè; íà÷àëü-
íàÿ êîíöåíòðàöèÿ H2O2 ñîñòàâëÿëà 100 ìêÌ; èíêóáàöèþ ïðîâîäèëè ïðè
37 °Ñ. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îïûòíûìè è êîíòðîëüíûìè äàííûìè äîñòîâåðíû

ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.001 (*).



ñïîñîáñòâóåò âûæèâàíèþ êëåòîê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà. Â òî æå âðåìÿ âîïðîñ î ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèêàõ ýòèõ ôàêòîðîâ è èõ ìåñòå ñðåäè äðóãèõ
àíòèîêñèäàíòîâ òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çà ïîìîùü â ïðîâå-
äåíèè äàííîé ðàáîòû Âèëüÿìó Òýëôîðäó (William Tel-
ford; Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò çäîðîâüÿ — NIH, ÑØÀ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÌÍÒÖ (ïðîåêò 2627).
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AUTOCRINE FACTOR PARTICIPATION IN DEFENCE OF CYTOTOXIC CTLL-2 CELLS

FROM OXIDATIVE STRESS
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The role of autocrine factors (AF) secreted by cytotoxic IL-2-dependent CTLL-2 cells along with pyruvate
in cell defense from oxidative stress was investigated. The addition of conditioned medium (CM) containing py-
ruvate and AF into CTLL-2 cell cultures increased significantly cell survival under oxidative stress condition.
The kinetics of hydrogen peroxide removal from cell cultures under oxidative stress in the case of CM addition
has been obtained. The removal of H2O2 mostly by means of its reaction with pyruvate that is contained in CM
has been shown at the beginning of oxidative stress (up to 15 min). Pyruvate content in CM was determined as
138 ± 7 ìM. Cell filtration on column with Bio-Gel P-10 was used for removal pyruvate from CM. Three fracti-
ons of CM (A, B and C) were obtained as a result of gel filtration. Pyruvate was not detected in any fraction. The
fraction A was eluted from column as the first one and contained the largest molecules. Cell survival test showed
the fraction B to have the highest ability to protect CTLL-2 cells under oxidative stress. The fraction A supported
cell survival to a less degree and fraction C was shown to have no protective ability. The addition of the fraction
B to the cell cultures resulted in preservation of significantly higher intracellular ATP level in the cells under
oxidative stress than in the control ones. Moreover, AF of the fraction B was shown to react directly with hydro-
gen peroxide and inactivate it in the absence of cells. AF of the fraction A did not have such properties.

K e y w o r d s: oxidative stress, hydrogen peroxide, autocrine factors, pyruvate, cell survival, ATP, antioxi-
dants.
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