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Ðîëü ðåäîêñ-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ ñèñòåì â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà

Èññëåäîâàëè ïðîãðàììèðîâàííóþ ãèáåëü ìîíîíóêëåàðîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ ñ îñòðû-
ìè âîñïàëèòåëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè (îñòðûì àïïåíäèöèòîì, âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèåé) â óñëîâèÿõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà in vitro (ìîíîíóêëåàðû çäîðîâûõ äîíîðîâ) è ïðè ñåëåêòèâíîì èíãèáèðîâàíèè
ÌÀÐ-êèíàç JNK è p38. Ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà îïðåäåëåí óðîâåíü àêòèâíûõ è íåàêòèâíûõ ôîðì
ÌÀÐ-êèíàç, ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè p53 è NF-êB. Óâåëè÷åíèå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè â óñëîâèÿõ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà in vitro è ïðè îñòðûõ âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèÿõ ñîïðÿæåíî ñ âîçðàñòàíèåì óðîâ-
íÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â êëåòêàõ. Äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ ÌÀÐ-êèíàç JNK (SP600125) è p38
(ML3403) in vitro ïðåäîòâðàùàåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà àííåêñèí-ïîëîæèòåëüíûõ ìîíîíóêëåàðîâ â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîâëå÷åíèè JNK è p38 ÌÀÐ-êèíàç â ìåõàíèçìû
îêèñëèòåëüíîé äèçðåãóëÿöèè àïîïòîçà. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ïîÿâëåíèå NF-êB â ìîíîíóêëåàðàõ ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â êëèíèêå îñòðîãî âîñïàëåíèÿ è â ýêñïåðèìåíòå; p53 ðåãèñòðèðîâàëñÿ òîëüêî â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà in vitro. Ðåçóëüòèðóþùèì ýôôåêòîì p53 è NF-êB ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå
÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè àíòèñóèöèäàëü-
íîé ðåãóëÿöèè NF-êB.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, îñòðîå âîñïàëåíèå, ÀÔÊ, àïîïòîç, ìèòîãåíàêòèâèðóå-
ìûå ïðîòåèíêèíàçû JNK, p38, p53, NF-êB.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, IL — èíòåðëåéêèí, ÌÀÐ-êèíà-
çû — ìèòîãåíàêòèâèðóåìûå ïðîòåèíêèíàçû, TNF — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè.

Àïîïòîç ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àêòèâíóþ ôîðìó êëåòî÷-
íîé ãèáåëè, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêèì ìåõàíèç-
ìîì óñòðàíåíèÿ èçáûòî÷íûõ è (èëè) ôóíêöèîíàëüíî íå-
ïîëíîöåííûõ êëåòîê. Íàðóøåíèå ðåàëèçàöèè äàííîé ïðî-
ãðàììû âñëåäñòâèå äèñáàëàíñà ïðî- è àíòèàïîïòîãåííûõ
ôàêòîðîâ ïðèâîäèò ê ïàòîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì îðãà-
íîâ è òêàíåé. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçëè÷íûå çàáîëåâàíèÿ (îí-
êîëîãè÷åñêèå, èíôåêöèîííûå, âîñïàëèòåëüíûå, ñåðäå÷-
íî-ñîñóäèñòûå è äð.) ñîïðîâîæäàþòñÿ íàðóøåíèåì ïðî-
ãðàììû àïîïòîçà, ñ îäíîé ñòîðîíû, è äèñáàëàíñîì
îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà — ñ äðóãîé (Çåíêîâ è äð.,
2001). Ïðè ýòîì èçáûòî÷íàÿ ãåíåðàöèÿ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â òêàíÿõ íà ôîíå èñòîùåíèÿ ðåçåðâîâ
àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ôóíêöèî-
íàëüíîå ñîñòîÿíèå ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ñèñòåì âíóò-
ðèêëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè àïîïòîçà. Ê ÷èñëó ïîñëåäíèõ îò-
íîñÿòñÿ ìèòîãåíàêòèâèðóåìûå ïðîòåèíêèíàçû JNK è p38,
ôîñôîðèëèðóþùèå îòâåòñòâåííûå çà ðåàëèçàöèþ ëåòàëü-
íîé ïðîãðàììû êëåòîê áåëêè-ìèøåíè, ñðåäè êîòîðûõ
ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè NF-êB è p53 (Gallo, Johnson,
2002).

Àêòèâàöèÿ JNK èãðàåò âåäóùóþ ðîëü â çàïóñêå ëå-
òàëüíîé ïðîãðàììû êëåòîê â îòâåò íà ñòðåññ, âûçâàííûé
âîçäåéñòâèåì ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, ñâîáîäíûõ

ðàäèêàëîâ è èíãèáèðîâàíèåì ñèíòåçà áåëêîâ (Gallo, John-
son, 2002). JNK ìîæåò èíäóöèðîâàòü àïîïòîç ïóòåì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ è àêòèâàöèè ôàêòîðà òðàíñêðèïöèè p53
(Ìîðãóíêîâà, 2005). Óñòàíîâëåíî, ÷òî JNK-êèíàçà ñïî-
ñîáíà ïðîíèêàòü â ìèòîõîíäðèè, ãäå ôîñôîðèëèðóåò è àê-
òèâèðóåò ïðîàïîïòîòè÷åñêèå áåëêè Bax è Bad, à òàêæå
èíàêòèâèðóåò àíòèàïîïòîòè÷åñêèå áåëêè ñåìåéñòâà Bcl-2
(Gallo, Johnson, 2002; Âëàîïóëîñ, Çóìïóðëèñ, 2004; Äàñ,
Ìîëèê, 2004; Teraishi, Wu, 2005; Harada, Nakamura, 2006).
Êèíàçà p38 àêòèâèðóåò ôàêòîðû NF-êB, MEF2C (Gallo,
Johnson, 2002), ñïîñîáñòâóåò ýêñïðåññèè îäíîãî èç âàæ-
íåéøèõ àïîïòîãåííûõ ìèòîõîíäðèàëüíûõ áåëêîâ Bax,
îïîñðåäóÿ ñâîå âëèÿíèå ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå p53
(Kim et al., 2002; Mayr et al., 2002).

Àêòèâèðóåìûå êèíàçàìè NF-êB è p53 â ñâîþ î÷åðåäü
êîíòðîëèðóþò ñèíòåç êëþ÷åâûõ áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ
àïîïòîçà. NF-êB ñòèìóëèðóåò òðàíñêðèïöèþ àíòèàïîïòî-
òè÷åñêèõ ãåíîâ Bcl-XL, X-IAP, c-IAP1 è c-IAP2, èíãèáè-
ðóÿ òåì ñàìûì ëåòàëüíóþ ïðîãðàììó êëåòîê (Wenger,
2000). Âìåñòå ñ òåì èìåþòñÿ äàííûå î áëîêèðîâàíèè ïðî-
ãðàììû àïîïòîçà NF-êB çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ ýêñïðåññèè p53
è Bax (Mayr et al., 2002). p53 îñóùåñòâëÿåò òðàíñêðèïöè-
îííûé êîíòðîëü àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîòåèíîâ ñåìåéñòâà
Bcl-2 (Bax, Puma, Noxa, Bid) (Wenger, 2000; Ìîðãóíêîâà,
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2005). Íåñìîòðÿ íà íàêîïëåííûé ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
ôàêòè÷åñêèé ìàòåðèàë, ñóùåñòâóþò çíà÷èòåëüíûå ïðîáå-
ëû â îöåíêå ïðî- è àíòèàïîïòîãåííîé ôóíêöèè äàííûõ
ýëåìåíòîâ ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè â çàâèñèìîñòè îò ïðè-
ðîäû èíäóöèðóþùåãî ñèãíàëà è ñîïóòñòâóþùèõ óñëîâèé
ñòèìóëÿöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èññëå-
äîâàíèå ðîëè ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ êèíàç JNK, p38 è
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè NF-êB, p53 â ðåàëèçàöèè ëåòàëü-
íîé ïðîãðàììû êëåòîê ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, ÿâëÿ-
þùåìñÿ óíèâåðñàëüíûì ìåõàíèçìîì èõ ïîâðåæäåíèÿ ïðè
ïàòîëîãèè ðàçíîãî ãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìàòåðèàëîì èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëèñü ìîíîíóêëåàðíûå
ëåéêîöèòû êðîâè, ïîëó÷åííûå ó 23 çäîðîâûõ äîíîðîâ (10
æåíùèí, 13 ìóæ÷èí) è 25 áîëüíûõ ñ îñòðûì âîñïàëèòåëü-
íûì ïðîöåññîì (14 ïàöèåíòîâ ñ îñòðîé âíåáîëüíè÷íîé
ïíåâìîíèåé, 11 ïàöèåíòîâ ñ îñòðûì àïïåíäèöèòîì) â âîç-
ðàñòå îò 18 äî 55 ëåò (12 æåíùèí, 13 ìóæ÷èí). Êëåòêè âû-
äåëÿëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ íà ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
Ficoll-Paque Plus (ñ = 1.077 ã/ñì3) (GE Helthcare, Øâåöèÿ)
è êóëüòèâèðîâàëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 90 % RPMI-1640 (Âåêòîð-Áåñò, Ðîññèÿ), 10%-íóþ ýì-
áðèîíàëüíóþ òåëÿ÷üþ ñûâîðîòêó (Áèîëîò, Ðîññèÿ), èíàê-
òèâèðîâàííóþ ïðè 56 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí, 0.3 ìã/ìë
L-ãëóòàìèíà, 100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, 2 ìÌ/ìë HEPES
(Flow, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (2�106

â 1 ìë).
Èíäóêöèþ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ìîíîíóêëåàð-

íûõ ëåéêîöèòàõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ äîñòèãàëè äîáàâëå-
íèåì 1 ìÌ H2O2 â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ñ ïîñëåäóþùåé
èíêóáàöèåé êëåòîê â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2.
Äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè êèíàç JNK è p38 â êóëüòóðû ìîíîíóê-
ëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ äîáàâëÿëè 4 ìêë 20 ìêÌ ñåëåêòèâíî-
ãî èíãèáèòîðà JNK — SP600125 (Biosource, ÑØÀ) ëèáî
èíãèáèòîðà p38 — ML3403 (Biosource, ÑØÀ) è èíêóáèðî-
âàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ è 5 % CO2, çàòåì äîáàâëÿëè 1 ìÌ H2O2

è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü â òå÷åíèå 18 ÷. Êóëüòóðû
ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ îñòðûìè
âîñïàëèòåëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè èíêóáèðîâàëè ñ èíãèáè-
òîðàìè ÌÀÐ-êèíàç áåç äîáàâëåíèÿ ïåðåêèñè âîäîðîäà.

Óðîâåíü ÀÔÊ è âûðàæåííîñòü àïîïòîçà â êóëüòóðàõ
ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé ëàçåðíîé öèòîìåòðèè (Epics XL (Beckman Coulter,
Ôðàíöèÿ)), äëÿ ÷åãî èñïîëüçîâàëè äèõëîðôëþîðåñöåèíà
äèàöåòàò (DCF-DA) (Sigma Aldrich, ÑØÀ) è FITC-ìå÷åí-
íûé àííåêñèí V (Catlag, ÑØÀ) ñîîòâåòñòâåííî. Ñîäåðæà-
íèå ÀÔÊ â ìîíîíóêëåàðàõ õàðàêòåðèçîâàëè â óñëîâíûõ
åäèíèöàõ (èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ íà êëåòêó), àïîïòîç â
êóëüòóðå — â ïðîöåíòíîì ñîäåðæàíèè àííåêñèí-ïîëîæè-
òåëüíûõ êëåòîê.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ îáùèõ è ôîñîôîðèëèðîâàí-
íûõ ôîðì ÌÀÐ-êèíàç p38, JNK è ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè
p53 è NF-êB â ìîíîíóêëåàðàõ ïðîâîäèëè ìåòîäîì âåñ-
òåðí-áëîòèíãà. Â êóëüòóðó êëåòîê äîáàâëÿëè ëèçèðóþ-
ùèé áóôåðíûé ðàñòâîð (50 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 6.5),
100 ìÌ äèòèîòðåéòîë, 2 % SDS, 0.1%-íûé áðîìôåíîëî-
âûé ñèíèé, 15%-íûé ãëèöåðîë (Helikon, ÑØÀ), ñìåñü
ïðîòåàçíûõ èíãèáèòîðîâ (Sigma, ÑØÀ) è ôîñôàòíî-ñîëå-
âîé áóôåð). Ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ðàçäåëÿëè â
SDS-PAGE-ãåëå, ñîäåðæàùåì 10%-íûé ïîëèàêðèëàìèä,
çàòåì ïåðåíîñèëè (â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè íàïðÿæåíèè 35 Â)
íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Bio-Rad, ÑØÀ). Ìåìá-

ðàíû ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè â TBST-áóôåðå ñ
5%-íûì îáåçæèðåííûì ñóõèì ìîëîêîì è ñ ïåðâè÷íûìè
àíòèòåëàìè ê JNK 1 è 2, p38, ê àêòèâíûì ôîðìàì
ÌÀÐ-êèíàç (ôîñôî JNK 1 è 2, ôîñôî p38) è ê p53, NF-êB
(Biosource, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200. Çàòåì äîáàâëÿëè
âòîðè÷íûå àíòèòåëà ñ ïåðîêñèäàçíîé ìåòêîé (Biosource,
ÑØÀ). Âûâîä î ñîäåðæàíèè èññëåäóåìîãî àíòèãåíà â
êëåòêå äåëàëè ïî èçìåíåíèþ îòíîøåíèÿ âåëè÷èíû ñèãíà-
ëà ìåòêè èñêîìîãî áåëêà ê âåëè÷èíå ñèãíàëà ñ ôåðìåíòà
ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàò äåãèäðîãåíàçû (G3FDG) (Che-
micon, ÑØÀ).

Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè ìåòîäàìè âàðèà-
öèîííîé ñòàòèñòèêè. Îöåíêó íîðìàëüíîñòè ðàñïðåäåëå-
íèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êðè-
òåðèÿ Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé
îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ êðèòåðèåâ
Ìàííà—Óèòíè (äëÿ íåçàâèñèìûõ âûáîðîê) è Âèëêîêñîíà
(äëÿ çàâèñèìûõ âûáîðîê). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíû-
ìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P < 0.05. Äàííûå ïðåäñòàâëå-
íû â âèäå ìåäèàíû (Me), âåðõíåãî è íèæíåãî êâàðòèëåé
(Q1—Q3).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîëîãè÷åñêèì ïîäõîäîì ê èñ-
ñëåäîâàíèþ îñîáåííîñòåé ìåòàáîëèçìà êëåòîê ïðè îêèñ-
ëèòåëüíîì ñòðåññå ÿâëÿåòñÿ âîçäåéñòâèå íà êëåòî÷íûå êó-
ëüòóðû ýêçîãåííûõ ÀÔÊ. Â íàøåì èññëåäîâàíèè â ðîëè
àãåíòà, èíäóöèðóþùåãî íàðóøåíèå îêèñëèòåëüíî-âîññòà-
íîâèòåëüíîãî áàëàíñà ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ, áûëà èñïîëüçîâàíà H2O2 â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ. Ïîñêîëüêó îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç òèïîâûõ ìåõàíèçìîâ ïîâðåæäå-
íèÿ êëåòîê ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ,
ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì ñðàâíèòü ïîëó÷åííûå â óñëî-
âèÿõ in vitro ðåçóëüòàòû ñ òàêîâûìè ïðè îñòðîì âîñïàëå-
íèè â êëèíèêå âíóòðåííèõ áîëåçíåé (â ÷àñòíîñòè, ïðè
âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèè è îñòðîì àïïåíäèöèòå).

Îòìå÷åííîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ
ÀÔÊ (äî 0.61 (0.51—0.68) óñë. åä. ïî ñðàâíåíèþ ñ 0.23
(0.18—0.33) óñë. åä. â êîíòðîëå) â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà in vitro ñîîòâåòñòâîâàëî òàêîâîìó ó ïàöèåí-
òîâ ñ îñòðûì âîñïàëåíèåì (ñì. òàáëèöó). Ïðè ýòîì îòñóò-
ñòâèå ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ñîäåð-
æàíèåì ÀÔÊ â ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ êðîâè ó
ïàöèåíòîâ ñ âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèåé è îñòðûì àïïåí-
äèöèòîì ïîçâîëèëî îáúåäèíèòü ïàöèåíòîâ â îäíó êëèíè-
÷åñêóþ ãðóïïó.

Ïðè èíêóáàöèè êóëüòóðû ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöè-
òîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ, ñ 1 ìÌ H2O2 è ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê, âûäåëåííûõ ó ïàöèåíòîâ ñ
îñòðûì âîñïàëåíèåì, îòìå÷àëîñü óâåëè÷åíèå ÷èñëà àïîï-
òîòè÷åñêè èçìåíåííûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûìè çíà÷åíèÿìè (ñì. òàáëèöó).

Çàïóñê ïðîãðàììèðîâàííîé êëåòî÷íîé ãèáåëè â êóëü-
òóðàõ ìîíîíóêëåàðîâ, ñîïðÿæåííûé ñ âîçðàñòàíèåì óðîâ-
íÿ ÀÔÊ â êëåòêàõ, ñâèäåòåëüñòâóåò î âîâëå÷åííîñòè ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ìåõàíèçìîâ â äàííûé ïðîöåññ. Äåé-
ñòâèòåëüíî, ðåãóëÿöèÿ ïðîãðàììû àïîïòîçà èçìåíÿåòñÿ
ïðè àêòèâàöèè ïðîöåññîâ ñâîáîäíîðàäèêàëüíîãî îêèñëå-
íèÿ è (èëè) íåäîñòàòî÷íîñòè àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìû,
ò. å. â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Ñêóëà÷åâ, 2001;
Ëèëüèí, Èâàíèöêàÿ, 2003; Klein, Ackerman, 2003; Logue et
al., 2005). Â îñíîâå äàííîãî ÿâëåíèÿ ëåæèò íåñêîëüêî ìå-
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õàíèçìîâ: óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ âûñîêîòîêñè÷íûõ ñâî-
áîäíûõ ðàäèêàëîâ â óñëîâèÿõ íàðóøåíèÿ ïðîöåññîâ ïåðå-
êèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ; ÿâëåíèå ýêçàéòîòîêñè÷íîñòè
çà ñ÷åò ýêñïðåññèè àñêàðáàòà è ãëóòàìàòà (×àëèñîâà,
2002); ïîâûøåíèå óðîâíÿ âíåêëåòî÷íîãî Ca2+; ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå êëþ÷åâûõ áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ (Çåíêîâ è äð.,
2001; Ëèëüèí, Èâàíèöêàÿ, 2003). Ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøå-
íèå óðîâíÿ ÀÔÊ àêòèâèðóåò ñèãíàëïåðåäàþùèå (â ÷àñò-
íîñòè, JNK- è p38-êèíàçíûå) ïóòè, çàïóñêàÿ êàñêàäû ðå-
àêöèé ôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Ïðè ýòîì èíäóêöèÿ àïîïòîçà
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà àêòèâàöèåé íåêîòîðûõ ôàêòîðîâ
òðàíñêðèïöèè (NF-êB, p53), ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ ïðîòåè-
íîâ Bad è Bax (Haddad, 2002) è (èëè) ôîñôîðèëèðîâàíèåì
è èíàêòèâàöèåé àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ ñåìåéñòâà
Bcl-2 (Fan et al., 2000; Lei, Davis, 2003). Âìåñòå ñ òåì, ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû, ÌÀÐ-êèíàçû JNK, p38 è òðàíñêðèï-
öèîííûå ôàêòîðû NF-êB è p53 â ðÿäå ñëó÷àåâ âûñòóïàþò
â ðîëè àíòèàïîïòîãåííûõ ôàêòîðîâ (Craig et al., 2000; An-
dreka et al., 2001; Hreniuk et al., 2001).

Áëîê èññëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ íàìè äëÿ âûÿñíå-
íèÿ ðîëè JNK è p38 â ðåãóëÿöèè ïðîãðàììû àïîïòîçà ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, âêëþ÷àë â ñåáÿ äâà ýòàïà. Íà ïåð-
âîì èñïîëüçîâàëñÿ ïîäõîä, îñíîâàííûé íà èçáèðàòåëü-
íîì áëîêèðîâàíèè ôóíêöèè êèíàç ñåëåêòèâíûìè èíãèáè-
òîðàìè (â ñëó÷àå JNK — SP600125, p38 — ML3403). Ïî-
ëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî äîáàâëåíèå
èíãèáèòîðîâ JNK è p38 â êóëüòóðó ìîíîíóêëåàðíûõ ëåé-
êîöèòîâ ïðåïÿòñòâîâàëî óâåëè÷åíèþ ÷èñëà àííåêñèí-
ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå in vit-
ro (ñîîòâåòñòâåííî 0.91 (0.25—2.78) è 0.68 (0.33—2.12) %
ïðîòèâ 13.10 (12.17—15.13) %) è óìåíüøàëî çíà÷åíèÿ
àíàëîãè÷íûõ ïîêàçàòåëåé ó ïàöèåíòîâ ñ îñòðûì âîñïà-
ëåíèåì (ñ 10.22 (9.56—11.32) äî 3.25 (2.78—3.67) % è
3.70 (2.85—3.73) % ñîîòâåòñòâåííî) (ðèñ. 1). Òàêèì îáðà-
çîì, â óñëîâèÿõ äèñáàëàíñà îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà
ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ ÌÀÐ-êèíàçû JNK è p38 âû-
ñòóïàþò â êà÷åñòâå ïðîàïîïòîãåííûõ ðåãóëÿòîðíûõ ìîëå-
êóë.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ áûëè èçó÷åíû ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû äàííîãî ÿâëåíèÿ. Äëÿ ýòîãî ïðåä-
ñòîÿëî îòâåòèòü íà âîïðîñ î ñîïðÿæåíèè àïîïòîãåííîé
ôóíêöèè JNK è p38 ñ óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ â ìîíî-
íóêëåàðíûõ ëåéêîöèòàõ èõ àêòèâíûõ (ôîñôîðèëèðîâàí-
íûõ) ôîðì, êîòîðûå ìîãóò îêàçûâàòü âîçäåéñòâèå íà äðó-
ãèå ýëåìåíòû ñèãíàëüíîé ñèñòåìû (ôàêòîðû òðàíñêðèï-

öèè, áåëêè-ðåãóëÿòîðû àïîïòîçà). Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåí-
íîé ìåòîäîì âåñòåðí-áëîòèíãà îöåíêè ñîäåðæàíèÿ â ìî-
íîöèòàõ (ëèìôîöèòàõ) îáùèõ è ôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì JNK è p38 ïîêàçàëè, ÷òî ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåñ-
ñå, èíäóöèðîâàííîì äîáàâëåíèåì 1 ìÌ H2O2 â êóëüòóðó
èíòàêòíûõ êëåòîê, îáùåå ñîäåðæàíèå JNK (ïîäêëàññû
JNK1 è JNK2) íå èçìåíÿëîñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(ðèñ. 2); àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è â ñëó-
÷àå îñòðîãî âîñïàëåíèÿ. Ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðî-
âàííûõ ôîðì JNK è p38 óâåëè÷èâàëîñü (ïî îòíîøåíèþ ê
êîíòðîëþ) ïðè èíêóáàöèè ìîíîíóêëåàðîâ, ïîëó÷åííûõ
ó çäîðîâûõ äîíîðîâ, ñ 1 ìÌ H2O2 è â ìîíîíóêëåàðíûõ
ëåéêîöèòàõ êðîâè ó ïàöèåíòîâ ñ îñòðûì âîñïàëåíèåì
(ðèñ. 2). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ êèíàç JNK è
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Óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
è ñîäåðæàíèå àïîïòîòè÷åñêèõ ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ êðîâè,

ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå in vitro
è ó áîëüíûõ ñ îñòðûìè âîñïàëèòåëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè (Me(Q1—Q3))

Óñëîâèå

Ïîêàçàòåëü

óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå,
óñë. åä.

êîëè÷åñòâî àííåêñèí-ïîëî-
æèòåëüíûõ êëåòîê, %

Èíòàêòíàÿ êóëüòóðà ìîíîíóêëåàðîâ çäîðî-
âûõ äîíîðîâ

0.23 (0.18—0.33) 1.34 (0.98—2.15)

Èíêóáèðîâàíèå ñ 1 ìÌ H O2 2

a 0.61 (0.51—0.68)
(P < 0.001)

13.10 (12.16—15.13)
(P < 0.001)

Èíòàêòíàÿ êóëüòóðà êëåòîê áîëüíûõ ñ îñò-
ðûì àïïåíäèöèòîìà

0.48 (0.46—0.51)
(P < 0.001)

10.46 (9.83—10.94)
(P < 0.001)

Èíòàêòíàÿ êóëüòóðà êëåòîê ïàöèåíòîâ ñ
âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèåéà

0.50 (0.49—0.56)
(P < 0.001)

10.98 (8.79—11.33)
(P < 0.001)

àP — äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûìè ïîêàçàòåëÿìè â èíòàêòíîé êóëüòóðå.

Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå àïîïòîòè÷åñêè èçìåíåííûõ ìîíîíóêëåàð-
íûõ ëåéêîöèòîâ êðîâè â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro ñ

èíãèáèòîðàìè MAP-êèíàç.

à — êîíòðîëü, á — îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ in vitro, â — êóëüòèâèðîâàíèå
ìîíîíóêëåàðîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ ñ 1 ìÌ H2O2 è ML3403, ã — êóëüòèâè-
ðîâàíèå ìîíîíóêëåàðîâ çäîðîâûõ äîíîðîâ ñ 1 ìÌ H2O2 è SP600125, ä —
êóëüòèâèðîâàíèå ìîíîíóêëåàðîâ ïàöèåíòîâ ñ îñòðûìè âîñïàëèòåëüíû-
ìè çàáîëåâàíèÿìè, å — êóëüòèâèðîâàíèå ìîíîíóêëåàðîâ ïàöèåíòîâ ñ
îñòðûìè âîñïàëèòåëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè â ïðèñóòñòâèè ML3403, æ —
êóëüòèâèðîâàíèå ìîíîíóêëåàðîâ ïàöèåíòîâ ñ îñòðûìè âîñïàëèòåëüíû-

ìè çàáîëåâàíèÿìè â ïðèñóòñòâèè SP600125.



p38 ñîïðÿæåíî ñ âîçðàñòàíèåì âíóòðèêëåòî÷íîé ïðîäóê-
öèè ÀÔÊ.

Âàæíåéøèìè ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè, àêòèâèðóþ-
ùèìèñÿ ÌÀÐ-êèíàçàìè è íåïîñðåäñòâåííî ÀÔÊ, à òàêæå
ó÷àñòâóþùèìè â ðåàëèçàöèè ëåòàëüíîé ïðîãðàììû êëå-
òîê, ÿâëÿþòñÿ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû NF-êB è p53
(ïîñëåäíèé äåéñòâóåò êàê ýôôåêòîðíûé ïðîàïîïòîãåí-
íûé áåëîê). Â ñâÿçè ñ ýòèì îñîáûé èíòåðåñ äëÿ íàñ ïðåä-
ñòàâëÿëî îïðåäåëåíèå èõ ñîäåðæàíèÿ è èçó÷åíèå âëèÿíèÿ
íà ðåãóëÿöèþ àïîïòîçà ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ ïðè
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå (â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà è â êëè-
íèêå îñòðîãî âîñïàëåíèÿ). Îöåíêà ñîäåðæàíèÿ òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà p53 â ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòêàõ
êðîâè ó çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ñ îñòðûì âîñïàëå-
íèåì, ïðîâåäåííàÿ ìåòîäîì âåñòåðí-áëîòèíãà, ïîêàçàëà
îòñóòñòâèå äàííîãî áåëêà â óêàçàííûõ êëåòêàõ. p53 ïîÿâ-
ëÿëñÿ ëèøü ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà ìîíîíóêëåàðíûå ëåéêî-
öèòû, ïîëó÷åííûå ó çäîðîâûõ äîíîðîâ, 1 ìÌ H2O2

(ðèñ. 3). Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, p53 èìååò êîðîòêèé ïå-
ðèîä ïîëóæèçíè è â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê è ïðèðî-
äû ñòðåññîâîãî ñèãíàëà èíàêòèâèðóåòñÿ â òå÷åíèå
6—20 ìèí MDM2 óáèêâèòèí ëèãàçîé (Dornan et al., 2004).
Îòñóòñòâèå p53 â ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòàõ, âûäåëåí-
íûõ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó áîëüíûõ ñ îñòðûì âîñïà-
ëåíèåì (ïíåâìîíèÿ), íåñìîòðÿ íà âûñîêèé óðîâåíü ïðî-
äóêöèè ÀÔÊ, ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî îáðàçîâàíèåì
êîìïëåêñà p53—MDM2 â ðåçóëüòàòå ïðîäîëæèòåëüíîãî

ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ íàðóøåíèÿ
îêèñëèòåëüíîãî áàëàíñà â îðãàíèçìå. Ïðîàïîïòîòè÷åñêàÿ
ôóíêöèÿ p53 ïîäòâåðæäàåòñÿ ïîëó÷åííûìè íàìè äàííû-
ìè î âûñîêîì ñîäåðæàíèè àííåêñèí-ïîëîæèòåëüíûõ êëå-
òîê â èññëåäîâàííûõ êóëüòóðàõ ìîíîíóêëåàðûõ ëåéêîöè-
òîâ. Èçâåñòíî, ÷òî p53 êîíòðîëèðóåò ýêñïðåññèþ áåëêîâ
ñåìåéñòâà Bcl-2, âûïîëíÿþùèõ àïîïòîòè÷åñêóþ ôóíê-
öèþ, òðàíñàêòèâèðóåò ãåí, êîäèðóþùèé Apaf1, ó÷àñòâóÿ
òàêèì îáðàçîì â ðåàëèçàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè çà-
ïóñêà àïîïòîçà (Joza et al., 2001; Ìîðãóíêîâà, 2005).

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íå ñâÿçàííûé ñ èíãèáèòîðîì
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð NF-êB (p65-ñóáúåäèíèöà) â
ìîíîöèòàõ (ëèìôîöèòàõ) èíòàêòíîé êóëüòóðû êëåòîê
êðîâè ó çäîðîâûõ äîíîðîâ îòñóòñòâóåò. Îäíàêî àíàëèç ñî-
äåðæàíèÿ p65-ñóáúåäèíèöû NF-êB â ìîíîíóêëåàðíûõ
ëåéêîöèòàõ ïðè îñòðîì âîñïàëåíèè è ýêñïåðèìåíòàëüíîì
îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ïðîäåìîíñòðèðîâàë ïîÿâëåíèå
óêàçàííîãî áåëêà â êëåòêàõ (ðèñ. 3). Ó÷èòûâàÿ ìíîãîîáðà-
çèå àêòèâàöèîííûõ ñòèìóëîâ â êëèíèêå îñòðîãî âîñïàëå-
íèÿ, âûÿâèòü, ïî êàêîìó âàðèàíòó ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå
p65-ñóáúåäèíèöû NF-êB, â äàííûõ óñëîâèÿõ ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ çàòðóäíèòåëüíûì, ïîñêîëüêó ýòî âîçìîæíî ÷åðåç
ÅNF- è ëèïîïîëèñàõàðèäîïîñðåäîâàííûå ïóòè. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü äîìèíèðóþ-
ùóþ ðîëü ÀÔÊ â âûñâîáîæäåíèè äàííîãî òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà èç êîìïëåêñà ñ èíãèáèòîðîì ïðè äèñáà-
ëàíñå îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà.
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Ðèñ. 2. Óðîâåíü àêòèâíûõ è íåàêòèâíûõ ôîðì ñòðåññàêòèâèðóåìûõ êèíàç, îïðåäåëåííûé ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà, â êóëüòóðàõ
ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâûõ äîíîðîâ (1—4 — èíòàêòíàÿ êóëüòóðà, 5—8 — êóëüòóðà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ

1 ìÌ H2O2) è ó áîëüíûõ ñ âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèåé (9—12).

Ðèñ. 3. Óðîâåíü òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ p53 è NF-êB, îïðåäåëåííûé ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà, â êóëüòóðàõ ìîíîíóêëåàðíûõ
ëåéêîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ ó çäîðîâîãî äîíîðà (1—4 — èíòàêòíàÿ êóëüòóðà, 5—8 — êóëüòóðà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 1 ìÌ H2O2) è ó

áîëüíîãî ñ âíåáîëüíè÷íîé ïíåâìîíèåé (9—12).



Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî íàìè èñ-
ñëåäîâàíèÿ óðîâíÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ (p53 è
NF-êB) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà âåñòåðí-áëîòèíãà áûëî
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ïîÿâëåíèå NF-êB â ìîíîíóêëåàð-
íûõ ëåéêîöèòàõ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â êëèíèêå
îñòðîãî âîñïàëåíèÿ è â ýêñïåðèìåíòå; p53 ðåãèñòðèðîâàë-
ñÿ òîëüêî â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà in vitro. Îä-
íàêî, êàê ñâèäåòåëüñòâóþò ïîëó÷åííûå äàííûå, ðåçóëüòè-
ðóþùèì âåêòîðîì àêòèâàöèè p53 è NF-êB ÿâëÿåòñÿ çà-
ïóñê ïðîãðàììû àïîïòîçà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
íåýôôåêòèâíîñòè àíòèñóèöèäàëüíîé ðåãóëÿöèè NF-êB â
äàííîì ñëó÷àå. Ïî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, ôóíêöèÿ
NF-êB èç àíòèàïîïòîòè÷åñêîé ìîæåò òðàíñôîðìèðîâàòü-
ñÿ â ïðîàïîïòîòè÷åñêóþ â çàâèñèìîñòè îò ïðèðîäû èíäó-
öèðóþùåãî ñèãíàëà (Perkins, Gilmore, 2006). Ïîëó÷åííûå
ôàêòè÷åñêèå äàííûå ïîçâîëèëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îêèñ-
ëèòåëüíûé ñòðåññ èíäóöèðóåò àêòèâàöèþ ðåäîêñ-÷óâñòâè-
òåëüíûõ ýëåìåíòîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ ÌÀÐ-êèíàç êàñêà-
äîâ ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ. Âîçíèêàþùàÿ ïðè ýòîì
äèçðåãóëÿöèÿ àïîïòîçà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êîìïîíåíòîâ
ïàòîãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïðè ñîñòîÿíèÿõ, ñîïðîâîæ-
äàþùèõñÿ äèñáàëàíñîì îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé íà-
ó÷íî-òåõíè÷åñêîé ïðîãðàììû «Èññëåäîâàíèÿ è ðàçðà-
áîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèÿì ðàçâèòèÿ íàóêè è
òåõíèêè» íà 2002—2006 ãã. (ÃÊ ¹ 02.442.11.7276 è
02.445.11.7419) è ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîññèéñêî-
ãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
07-04-12150).
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THE ROLE OF REDOX-DEPENDENT SIGNAL SYSTEMS

IN THE REGULATION OF APOPTOSIS UNDER OXIDATIVE STRESS CONDITION

N. V. Ryazanceva, V. V. Novickiy, N. Yu. Chasovskih,1 E. V. Kaigorodova, E. G. Starikova,

U. V. Starikov, T. T. Radzivil, I. V. Krat

Siberian State Medical University, Tomsk;
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Programmed death of peripheral blood mononuclear cells from donors with acute inflammatory diseases
(an acute appendicitis, a community-acquired pneumonia) was investigated under condition of oxidative stress
in vitro and under effect of selective inhibitors of MAP-kinases JNK and p38. Levels of active and inactive
forms of MAP-kinases, and factors of transcription were determined by immunoblotting (western blot analysis).
The increase in the activity of apoptosis under condition of oxidative stress in vivo and during the acute inflam-
matory diseases is associated with the increase in the level of reactive oxygen species (ROS) in the cells. The ac-
tion of inhibitors of MAP-kinases JNK (SP600125) and p38 (ML3403) in vitro under condition of oxidative
stress prevents increase in the quantity of annexin-positive mononuclear leucocytes that testifies to involving
JNK and p38 MAP-kinases in apoptosis deregulation oxidative mechanisms. The appearance of NF-êB in the
mononuclear leucocytes under condition of oxidative stress during the acute inflammatory diseases and at the
experiment was shown; p53 was registered only under condition of oxidative stress in vitro. The effect of p53
and NF-êB results in the increase in the quantity of apoptosis annexin-positive mononuclear leucocytes that tes-
tify to inoperativeness of antiapoptotic regulation NF-êB.

K e y w o r d s: oxidative stress, acute inflammation, ROS, apoptosis, mitogen-activated protein kinases
JNK, p38, p53, NF-êB.
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