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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó

Èññëåäîâàëè ðåàêöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) ÷åëîâåêà íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ìå-
òîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè äâå ëèíèè òåðìèíàëüíî äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà — ëåãî÷íûå ýìáðèîíàëüíûå è äåðìàëüíûå. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
ìîäåëèðîâàëè äåéñòâèåì ïåðåêèñè âîäîðîäà (Í2Î2) â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé (50—1500
ìêÌ) â òå÷åíèå 24 ÷. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ àäåêâàòíîé îöåíêè äåéñòâèÿ Í2Î2 íà ðàçíûå ëèíèè êëåòîê
ñëåäóåò ó÷èòûâàòü êîëè÷åñòâî Í2Î2 â ïåðåñ÷åòå íà 1 êëåòêó (ïìîëü/êë.), íî íå êîíöåíòðàöèþ Í2Î2 â ðî-
ñòîâîé ñðåäå. Â êà÷åñòâå ïàðàìåòðà æèçíåñïîñîáíîñòè áûëà âûáðàíà âåëè÷èíà LD50, ñîîòâåòñòâóþùàÿ
êîëè÷åñòâó Í2Î2 íà êëåòêó, ïðè äåéñòâèè êîòîðîé ÷åðåç 24 ÷ âûæèâàåò 50 % êëåòîê. Ïðè òàêîé îöåíêå
ÑÊÝ îêàçàëèñü áîëåå óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ Í2Î2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ëåãî÷íûìè ýìáðèîíàëüíûìè ôèá-
ðîáëàñòàìè, íî ìåíåå óñòîé÷èâûìè (áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè), ÷åì äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû. Òàêèì îá-
ðàçîì, â çàâèñèìîñòè îò âûáðàííîãî îáúåêòà ñðàâíåíèÿ ÑÊÝ ìîæíî õàðàêòåðèçîâàòü ëèáî êàê óñòîé÷è-
âûå (îòíîñèòåëüíî ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ), ëèáî êàê ÷óâñòâèòåëüíûå ê äåéñòâèþ Í2Î2 (îòíîñè-
òåëüíî äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòâîëîâûå êëåòêè, ýíäîìåòðèé, ïåðåêèñü âîäîðîäà, ôèáðîáëàñòû, îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ.

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé ñî-
âðåìåííîé ìåäèöèíû ÿâëÿåòñÿ ëå÷åíèå ìíîãèõ çàáîëåâà-
íèé ñ ïîìîùüþ òðàíñïëàíòàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Îáëà-
äàÿ âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, ýòè êëåòêè
ñïîñîáíû ñàìîîáíîâëÿòüñÿ (ò. å. ðåïëèöèðîâàòüñÿ â òå÷å-
íèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, ñîõðàíÿÿ èñõîäíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè), à òàêæå äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçëè÷íûå ñïåöèà-
ëèçèðîâàííûå êëåòêè ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ. Øè-
ðîêîå èñïîëüçîâàíèå ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà îãðàíè÷åíî ýòè÷åñêèìè ïðîáëåìàìè, ñâÿçàííû-
ìè ñ ïîëó÷åíèåì ìàòåðèàëà äëÿ íîâûõ ëèíèé, âåðîÿò-
íîñòüþ èììóííîãî îòòîðæåíèÿ è ðàçâèòèÿ îïóõîëåé ïî-
ñëå òðàíñïëàíòàöèè. Èñïîëüçîâàíèå òêàíåñïåöèôè÷íûõ
(ðåãèîíàëüíûõ) ñòâîëîâûõ êëåòîê, ëîêàëèçóþùèõñÿ â
ðÿäå îðãàíîâ è òêàíåé âçðîñëîãî îðãàíèçìà è îáåñïå÷èâà-
þùèõ âîçìîæíîñòü òðàíñïëàíòàöèè àóòîëîãè÷íûõ êëå-
òîê, ïîçâîëÿåò èçáåæàòü âûøåïåðå÷èñëåííûõ ïðîáëåì. Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè èñòî÷íè-
êàìè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåãèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÿâ-
ëÿþòñÿ êîñòíûé ìîçã (Fridenstein et al., 1968), æèðîâàÿ
òêàíü (Parker, Katz, 2006), ïóïîâèííàÿ êðîâü (Harris et al.,
2007), àìíèîòè÷åñêàÿ æèäêîñòü (De Coppi et al., 2007) è
òêàíü ýíäîìåòðèÿ (Cho et al., 2004; Gargett, 2006).

Ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) ÷åëîâåêà, ïîëó-
÷åííûå íåèíâàçèâíûì ìåòîäîì èç äîñòóïíîãî èñòî÷íè-
êà — äåñêâàìèðîâàííîãî (îòøåëóøèâøåãîñÿ) ýíäîìåò-
ðèÿ, ñîäåðæàùåãîñÿ â ìåíñòðóàëüíîé êðîâè, èìåþò ÿâíîå
ïðåèìóùåñòâî ïåðåä äðóãèìè òêàíåñïåöèôè÷íûìè ñòâî-
ëîâûìè êëåòêàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî ÑÊÝ ñîõðàíÿþò ñòàáèëü-
íûé êàðèîòèï ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè (Meng
et al., 2007; Patel et al., 2008). Êðîìå òîãî, îíè èìåþò áî-

ëåå âûñîêóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïî ñðàâíåíèþ
ñî ñòâîëîâûìè êëåòêàìè èç ïóïîâèííîé êðîâè è êîñòíîãî
ìîçãà (Meng et al., 2007; Patel et al., 2008) è ìîãóò äèôôå-
ðåíöèðîâàòüñÿ â ðàçíûå òêàíåñïåöèôè÷íûå êëåòêè. Òà-
êèì îáðàçîì, äîñòóïíîñòü ìàòåðèàëà äëÿ ïîëó÷åíèÿ,
ìóëüòèïîòåíòíîñòü, ñïîñîáíîñòü ê äëèòåëüíîìó ðàçìíî-
æåíèþ äåëàþò ÑÊÝ âåñüìà ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ êëèíè-
÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè ðàçëè÷íûõ òèïîâ ìîãóò èìåòü
ðàçëè÷íûé óðîâåíü óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó — îäíîìó èç ñàìûõ ðàñïðîñòðàíåííûõ òèïîâ
ñòðåññà ó æèâûõ îðãàíèçìîâ. Âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), â òîì ÷èñëå ïåðåêèñè âîäîðîäà
(Í2Î2), îáû÷íî âûçûâàåò ìíîãî÷èñëåííûå îêèñëèòåëü-
íûå ïîâðåæäåíèÿ, êîòîðûå â êîíå÷íîì èòîãå ÷åðåç ìíî-
æåñòâåííûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû ïðèâîäÿò ê ñòàðåíèþ,
àïîïòîçó è (èëè) îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Íà-
ïðîòèâ, óìåðåííûé óðîâåíü ÀÔÊ ìîæåò ïðÿìî èëè îïî-
ñðåäîâàííî ìîäóëèðîâàòü ôóíêöèè ìíîãèõ áåëêîâ è
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ. Ïðè ýòîì ÀÔÊ êàê ñèã-
íàëüíûå ìîëåêóëû ìîãóò ðåãóëèðîâàòü áîëüøîé ïóë êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññîâ (â çàâèñèìîñòè îò êëåòî÷íîãî òèïà),
òàêèõ êàê ïðîëèôåðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è îíêîãåííàÿ
òðàíñôîðìàöèÿ.

Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàíèé ïî äåéñòâèþ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà áûëî âûïîëíåíî íà ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ
êëåòîê ðàçëè÷íîé ïðèðîäû èëè ïîñòîÿííûõ ëèíèÿõ êëå-
òîê. Êàê ïîêàçûâàåò àíàëèç ëèòåðàòóðû, äëÿ îöåíêè æèç-
íåñïîñîáíîñòè êàê íîðìàëüíûõ (Long et al., 2004; Wang
et al., 2010), òàê è îïóõîëåâûõ (Mao et al., 2006; Alarifi,
2011) êëåòîê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ïåð-
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âóþ î÷åðåäü íåîáõîäèìî îïðåäåëèòü ïîðîã ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè êëåòîê, âåëè÷èíà êîòîðîãî çíà÷èòåëüíî âàðüèðóåò
äëÿ êëåòîê ðàçíîãî òèïà. Òàê, íàïðèìåð, äåðìàëüíûå ôèá-
ðîáëàñòû, êàê ïðàâèëî, ïîçèöèîíèðóþòñÿ êàê óñòîé÷èâûå
êëåòêè ê äåéñòâèþ Í2Î2 (Brenneisen et al., 1999; Chevanne
et al., 2003). Êðîìå òîãî, òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàí-
íûå ôèáðîáëàñòû ðàçëè÷íîé ïðèðîäû ÷àñòî èñïîëüçóþò
â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî îáúåêòà ñðàâíåíèÿ ïðè èññëåäî-
âàíèè ðåàêöèè êàê ýìáðèîíàëüíûõ, òàê è òêàíåñïåöèôè÷-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ.

Ïðîáëåìà óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó
ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îáñóæäàëàñü â
ðÿäå ðàáîò (Chen et al., 2006; George et al., 2009; Orciani
et al., 2010; Valle-Prieto, Conget, 2010). Ïîêàçàíî, ÷òî â
ñðàâíåíèè ñ êëåòêàìè êîíå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè òêà-
íåñïåöèôè÷íûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà ÿâëÿþòñÿ áî-
ëåå óñòîé÷èâûìè ê ýòîìó òèïó ñòðåññà. Îäíàêî ñëåäóåò
îòìåòèòü ïðîòèâîðå÷èâîñòü ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ î õà-
ðàêòåðå îòâåòà ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
íà ñòðåññ. Ïðè èçó÷åíèè ÑÊÝ âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé
ðàíåå áûëî ïðèâëå÷åíî â îñíîâíîì ê ðîëè àíòèîêñèäàíò-
íîé ñèñòåìû â ðåãóëÿöèè ýíäîìåòðèàëüíîé ôóíêöèè ýòèõ
êëåòîê ïðè èçìåíåíèè âíóòðèêëåòî÷íîãî óðîâíÿ ÀÔÊ, â
÷àñòíîñòè Í2Î2 (Sugino, 2007). Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå
ïðîâîäèëîñü èññëåäîâàíèé ðåàêöèé ÑÊÝ íà äåéñòâèå
Í2Î2, òàê æå êàê è èõ óñòîé÷èâîñòè ê Í2Î2, â ñðàâíåíèè ñ
äèôôåðåíöèðîâàííûìè êëåòêàìè. Â êîíå÷íîì ñ÷åòå ïåð-
ñïåêòèâû òåðàïåâòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ êóëüòóð ÑÊÝ
âî ìíîãîì çàâèñÿò îò òîãî, íàñêîëüêî îíè îêàæóòñÿ
óñòîé÷èâûìè ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì ðàçëè÷íîãî
ðîäà, â òîì ÷èñëå ê äåéñòâèþ îêèñëèòåëåé, îò èõ ñïîñîá-
íîñòè ñîõðàíÿòü íîðìàëüíûé êàðèîòèï, ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü è ìóëüòèïîòåíòíîñòü ïîä äåéñòâèåì
ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç óñòîé÷èâîñòè ÑÊÝ è òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ôèáðîáëàñòîâ ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, âûçâàí-
íîìó äåéñòâèåì Í2Î2 â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè ñòâî-
ëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) ÷åëîâåêà ëèíèé 1410,
2206 è 2304, ïîëó÷åííûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè (Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) èç äåñêâàìèðîâàííîãî
ýíäîìåòðèÿ îò ðàçíûõ äîíîðîâ (Çåìåëüêî è äð., 2011).
Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ÷åëîâåêà (ëèíèÿ
FRL-9505) ïîëó÷åíû èç ÔÃÁÓ ÍÈÈ ãðèïïà ÌÇ è ÑÐ ÐÔ;
ôèáðîáëàñòû êîæè ïîëó÷åíû â îòäåëå êëåòî÷íûõ êóëüòóð
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ ñïîñîáîì ìèãðàöèè èç ôðàã-
ìåíòîâ êîæè âåêà. Ôðàãìåíòû êîæè áûëè ïîëó÷åíû îò
ðàçíûõ äîíîðîâ 50-ëåòíåãî âîçðàñòà â ðåçóëüòàòå êîñìå-
òîëîãè÷åñêîé îïåðàöèè. Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû è
ÑÊÝ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ),
äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû — â ñðåäå a-MEM (ÏàíÝêî,
Ðîññèÿ); îáå ñðåäû ñîäåðæàëè 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % ãåíòàìèöèíà è 1 % ãëóòàìàê-
ñà. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðîâîäèëè â àòìîñôåðå 5 %
ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ âî ôëàêîíàõ 25 èëè 75 ñì2. Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àøêè äèàìåòðîì 35 ìì. Ïî-
ñåâíóþ ïëîòíîñòü ôèáðîáëàñòîâ âàðüèðîâàëè îò 10 äî
50 òûñ. êë./ñì2, à ÑÊÝ — îò 5 äî 15 òûñ. êë./ñì2. Èñïîëü-
çîâàëè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû 14—22-ãî ïàññàæåé,

ôèáðîáëàñòû êîæè 6—12-ãî ïàññàæåé, à òàêæå ÑÊÝ
6—12-ãî ïàññàæåé.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ïî êî-
ëè÷åñòâó êëåòîê, âûæèâøèõ ÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ H2O2, ïî
îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó èõ êîëè÷åñòâó. Îöåíêó ïðîâîäè-
ëè â òåñòå «æèâûå/ìåðòâûå êëåòêè» ìåòîäîì ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì èîäèäà ïðîïèäèÿ (PI),
îêðàøèâàþùåãî ÄÍÊ ïîãèáøèõ êëåòîê è íå ïðîíèêàþ-
ùåãî â æèâûå êëåòêè. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé âûáîðî÷íî
ñîïîñòàâëÿëè ñ ðåçóëüòàòàìè ïîäñ÷åòà êëåòîê â êàìåðå
Ãîðÿåâà ïðè îêðàñêå òðèïàíîâûì ñèíèì.

Ñóììàðíóþ ïîïóëÿöèþ îòêðåïèâøèõñÿ (ïëàâàþùèõ)
è ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê, ñíÿòûõ ñ ÷àøåê, îñàæäàëè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì è ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS. Äëÿ îêðàøè-
âàíèÿ PI íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä àíàëèçîì ê ñóñïåíçèè
êëåòîê äîáàâëÿëè 50 ìêã/ìë PI è îñòîðîæíî ïåðåìåøèâà-
ëè. Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðîâîäèëè íà öèòî-
ìåòðå Coulter EPICS XL Flow Cytometer (Backman Coul-
ter). Îöåíêó êîëè÷åñòâà ïîãèáøèõ è æèâûõ êëåòîê â îá-
ðàçöàõ ïðîâîäèëè ïî ãèñòîãðàììå (ôëóîðåñöåíöèÿ PI
ïðîòèâ ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé øêà-
ëå), âûäåëÿÿ ñîîòâåòñòâóþùèå îêíà. Àíàëèç ïðîâîäèëè
ïðè ïîñòîÿííîé ñêîðîñòè ïîäà÷è îáðàçöà.

Î ê è ñ ë è ò å ë ü í û é ñ ò ð å ñ ñ âûçûâàëè äîáàâëåíèåì
â ðîñòîâóþ ñðåäó H2O2 â ðàñòâîðå PBS íà 24 ÷. Êîíå÷íóþ
êîíöåíòðàöèþ H2O2 âàðüèðîâàëè â äèàïàçîíå îò 50 äî
1500 ìêÌ. Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ â àò-
ìîñôåðå 5 % ÑÎ2.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè ïðîèç-
âîäñòâà ôèðìû «Âåêòîí» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); ïåðåêèñü
âîäîðîäà, DAPI (4,6-äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë äèãèäðîõ-
ëîðèä) è ïðî÷èå ðåàêòèâû áûëè îò Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âûçûâàëè äåéñòâèåì íà êëåò-
êè H2O2 â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé
(50— 1000 ìêÌ) â òå÷åíèå 24 ÷. Âëèÿíèå îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ïóòåì öè-
òîôîòîìåòðè÷åñêîãî èçìåðåíèÿ äîëè êëåòîê, âûæèâøèõ
÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ H2O2, ïî îòíîøåíèþ ê èõ èñõîäíîìó
êîëè÷åñòâó. Â êà÷åñòâå ïàðàìåòðà æèçíåñïîñîáíîñòè
áûëà âûáðàíà âåëè÷èíà LD50, êîòîðàÿ îáû÷íî òðàêòóåòñÿ
êàê êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 â ðîñòîâîé ñðåäå, ïðè äåéñòâèè
êîòîðîé ÷åðåç 24 ÷ âûæèâàåò 50 % êëåòîê.

Èññëåäîâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü ÑÊÝ â çàâèñèìîñòè
îò êîíöåíòðàöèè H2O2 â ñðåäå äëÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ðàç-
íîé ïëîòíîñòè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, à, âûæèâàåìîñòü êëå-
òî÷íîé ïîïóëÿöèè çàâèñèò êàê îò êîíöåíòðàöèè H2O2, òàê
è îò ïëîòíîñòè êëåòîê. Ðàíåå ýòà îñîáåííîñòü öèòîòîêñè-
÷åñêîãî äåéñòâèÿ H2O2 ïîäðîáíî îáñóæäàëàñü â ðàáîòàõ,
ïîñâÿùåííûõ âëèÿíèþ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà ôèá-
ðîáëàñòû ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Spitz et al., 1987; Chen
et al., 2000à, 2000b). Àâòîðàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íà
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê âëèÿåò íå êîíå÷íàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ H2O2 â ñðåäå, à òî êîëè÷åñòâî H2O2, êîòîðîå ïðèõî-
äèòñÿ íà 1 êëåòêó, ò. å. óäåëüíîå êîëè÷åñòâî H2O2, èçìåðÿ-
åìîå â ïèêîìîëü íà 1 êëåòêó (ïìîëü/êë.). Óäåëüíîå êîëè-
÷åñòâî H2O2 âû÷èñëÿåòñÿ èç ïðîñòîãî ñîîòíîøåíèÿ:
v = (ñ�V)/N, ãäå v — óäåëüíîå êîëè÷åñòâî H2O2, ñ — ìî-
ëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ H2O2, V — îáúåì èíêóáàöèîííîé
ñðåäû, N — ÷èñëî êëåòîê íà ÷àøêå. Òàêîé ïîäõîä îêàçàë-
ñÿ ýôôåêòèâíûì äëÿ ñðàâíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
ðàçíûõ ïàññàæåé âíå çàâèñèìîñòè îò ïëîòíîñòè ïîñåâà.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó 479



Î÷åâèäíî, ýòà çàêîíîìåðíîñòü ñïðàâåäëèâà ïðè ïðîäîë-
æèòåëüíûõ èíêóáàöèÿõ â ñëó÷àå ïîëíîé óòèëèçàöèè ýêçî-
ãåííîé H2O2 àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìîé êëåòîê.

Ðàñ÷åò êîëè÷åñòâà H2O2 íà êëåòêó â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïîêàçàë, ÷òî ïðè îäíèõ è òåõ æå êîíöåíòðàöèÿõ
óäåëüíîå êîëè÷åñòâî H2O2 áûëî ðàçíûì, ÷òî îáúÿñíÿåò
íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ â âûæèâàåìîñòè êëåòîê, ïîêàçàí-
íûå íà ðèñ. 1, à. Ðàçáðîñ òî÷åê íà ýòîì ðèñóíêå íå ïîçâî-
ëÿë ïîñòðîèòü êðèâóþ çàâèñèìîñòè èçìåíåíèÿ âûæèâàå-
ìîñòè ÑÊÝ îò êîíöåíòðàöèè H2O2. Ïîñëå ïåðåñ÷åòà êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2 â ñðåäå ïî âûøåïðèâåäåííîé
ôîðìóëå óäåëüíîãî êîëè÷åñòâà H2O2 ïðåäñòàâèëè ðåçóëü-
òàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïîêàçàííûõ íà ðèñ. 1, à, êàê çàâèñè-
ìîñòü âûæèâàåìîñòè êëåòîê îò óäåëüíîãî êîëè÷åñòâà
H2O2 (ðèñ. 1, á). Â ýòîì ñëó÷àå ïî÷òè âñå ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå òî÷êè ëåãëè íà îäíó êðèâóþ, êîòîðàÿ íîñèò âûðàæåí-
íûé ïîðîãîâûé õàðàêòåð. Íà îñíîâàíèè ìíîãî÷èñëåííûõ
ýêñïåðèìåíòîâ ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî âèä ýòîé êðèâîé
íå çàâèñèò îò ïàññàæà è ïëîòíîñòè êëåòîê. Ñ ó÷åòîì ýòîãî
ôàêòà ïðè îöåíêå óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó â äàëüíåéøåì ìû áóäåì ðàññìàòðèâàòü LD50 êàê
âåëè÷èíó, ñîîòâåòñòâóþùóþ óäåëüíîìó êîëè÷åñòâó
H2O2, ïðè äåéñòâèè êîòîðîé ÷åðåç 24 ÷ âûæèâàåò 50 %
êëåòîê. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè òðåõ ðàçíûõ ëèíèé
ÑÊÝ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ äîíîðîâ, ïîçâîëèë îïðåäå-
ëèòü LD50 êàê 10 ± 1 ïìîëü/êë. (550—600 ìêÌ), à ïîðîãî-

âîå êîëè÷åñòâî H2O2, ïðèâîäÿùåå ê öèòîòîêñè÷åñêîìó
ýôôåêòó, êàê 8 ± 1 ïìîëü/êë. (450—500 ìêÌ).

Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè H2O2, ïðåâûøàþùåé
öèòîòîêñè÷åñêèé ïîðîã, íàáëþäàëè äîçîçàâèñèìóþ ãè-
áåëü êëåòîê â êóëüòóðå. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíû ôàçîâî-êîí-
òðàñòíûå èçîáðàæåíèÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê è ïîñëå äåé-
ñòâèÿ H2O2 â êîíöåíòðàöèè 600 ìêÌ â òå÷åíèå 3 è 24 ÷.
×åðåç 3 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ H2O2 óæå îò÷åòëèâî âèäíà ïî-
ïóëÿöèÿ ïîâðåæäåííûõ êëåòîê, êîòîðûå íå îòêðåïëÿþòñÿ
îò ïîâåðõíîñòè (ðèñ. 2, á). ×åðåç 24 ÷ ïëîùàäü, çàíÿòàÿ
òàêèìè êëåòêàìè, çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëàñü (ðèñ. 2, â).
Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ïîâðåæäåííûå êëåòêè îñòàâà-
ëèñü ïðèêðåïëåííûìè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïîñëåäóþ-
ùèõ ñóòîê. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè H2O2 äî 1 ìÌ
óâåëè÷èâàëñÿ òàêæå è ðàçìåð ïëîùàäè, çàíÿòîé ïîâðåæ-
äåííûìè êëåòêàìè (äàííûå íå ïîêàçàíû). ßäðà ïîïóëÿ-
öèè ìåðòâûõ êëåòîê îêðàøèâàëèñü DAPI, â òî âðåìÿ êàê
æèâûå êëåòêè ñ èíòàêòíîé ìåìáðàíîé îñòàâàëèñü íåîêðà-
øåííûìè. Ôðàãìåíòàöèþ ÿäåð ïîãèáøèõ êëåòîê íå íà-
áëþäàëè, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü íåàïîïòîòè÷åñêèé
ïóòü ãèáåëè êëåòîê. Îäíàêî äëÿ îêîí÷àòåëüíîãî âûâîäà î
ìåõàíèçìå H2O2-èíäóöèðîâàííîé ãèáåëè ÑÊÝ íåîáõîäè-
ìû äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ âîçìîæíîñòè àêòèâà-
öèè êàñïàç è ìå÷åíèå êëåòîê ïðè ïîìîùè àííåêñèíà.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå èññëåäîâàíèé èíòåðåñíî áûëî
ñðàâíèòü óñòîé÷èâîñòü ÑÊÝ è ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà

480 Å. Á. Áóðîâà, Î. Ã. Ëþáëèíñêàÿ è äð.

Ðèñ. 1. Âûæèâàåìîñòü ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ÑÊÝ) ïðè 24-÷àñîâîì îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â çàâèñèìîñòè îò
êîíöåíòðàöèè H2O2 â ðîñòîâîé ñðåäå (à) è îò óäåëüíîãî êîëè÷åñòâà H2O2 (á).

Êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Èñïîëüçîâàëè ÑÊÝ ëèíèè 2304, ïàññàæè ñ 6-ãî ïî
12-é; ïëîòíîñòü êëåòîê ïðè ïîñåâå ïîêàçàíà íà ðèñóíêå.

Ðèñ. 2. Ïðèæèçíåííûå ôîòîãðàôèè ÑÊÝ ÷åëîâåêà.

à — êîíòðîëüíûå êëåòêè äî èíêóáàöèè ñ H2O2; á, â — ñîîòâåòñòâåííî ÷åðåç 3 è 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ H2O2 â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 600 ìêÌ. Ñòðåë-
êè óêàçûâàþò íà ïîâðåæäåííûå êëåòêè (á, â). ×åðåç 24 ÷ áîëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ïîâðåæäåíà äåéñòâèåì H2O2 (â). ÑÊÝ ëèíèè 2304, ïàññàæ 7, ïëîòíîñòü
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ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ê äåéñòâèþ H2O2. Äëÿ èçó÷åíèÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî
èñïîëüçîâàëè øèðîêèé äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé Í2Î2, íà-
÷èíàÿ ñ ñóáöèòîòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèé (100 ìêÌ),
äåéñòâèå êîòîðûõ ðàíåå áûëî ïðîâåðåíî íà ïîäîáíûõ
êëåòêàõ (Chen et al., 1998, 2000à; Zdanov et al., 2006). Â
ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïîêàçàëè êîððåëÿöèþ
âûæèâàåìîñòè è ïëîòíîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðè îäè-
íàêîâîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2 â èíêóáàöèîííîé ñðåäå. Ïðè
ýòîì äîëÿ êëåòîê, âûæèâøèõ ïîñëå äåéñòâèÿ îêèñëèòåëÿ,
óâåëè÷èâàëàñü ïî ìåðå ðîñòà ïëîòíîñòè êëåòîê (äàííûå
íå ïîêàçàíû). Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷å-
íèÿ âûæèâàåìîñòè â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà,
ïîëó÷åííûå íà ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ðàçíûõ
ïàññàæåé è ïðè ðàçíîé ïëîòíîñòè ïîñåâà. Êàê è â ñëó÷àå
ÑÊÝ, êðèâàÿ çàâèñèìîñòè âûæèâàåìîñòè êëåòîê îò óäåëü-
íîãî êîëè÷åñòâà H2O2 ïî÷òè íå çàâèñèò îò ïàññàæà è
ïëîòíîñòè êëåòî÷íîé êóëüòóðû; âåëè÷èíà LD50 îïðåäåëÿ-
åòñÿ â äèàïàçîíå îò 3.4 äî 4.4 ïìîëü/êë. Òàêèì îáðàçîì,
ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÝ ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêî-
ãî áîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê äåéñòâèþ H2O2.

Äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëè-
òåëüíîìó ñòðåññó ÑÊÝ â êà÷åñòâå ìîäåëè áûëè èñïîëüçî-
âàíû òàêæå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà. Ââèäó ñîïîñòà-
âèìîãî ðàçìåðà ÑÊÝ è äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ýòè
êëåòêè ðàññåâàëè ñ îäèíàêîâîé ïëîòíîñòüþ äëÿ äîñòèæå-
íèÿ ñóáêîíôëþåíòà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îòâåòà äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ íà H2O2 ìû ïðèìåíèëè àíàëîãè÷íûé ïîä-
õîä, îïèñàííûé âûøå äëÿ ÑÊÝ è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ. Àíàëèç æèçíåñïîñîáíîñòè äåðìàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ ðàçíûõ ïàññàæåé è ïðè ðàçëè÷íîé ïëîòíîñòè ïî-
ñåâà ïîêàçàë, ÷òî âåëè÷èíà LD50 îïðåäåëÿåòñÿ â äèàïàçîíå
îò 10 äî 15 ïìîëü/êë., ÷òî ñîîòâåòñòâóåò êîíöåíòðàöèè
H2O2 700—800 ìêÌ (ðèñ. 4).

Ïî ñðàâíåíèþ ñ ÑÊÝ è ýìáðèîíàëüíûìè ôèáðîáëà-
ñòàìè äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû îêàçàëèñü ñàìûìè óñ-
òîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ H2O2. Âîçìîæíîé ïðè÷èíîé òàêîé
óñòîé÷èâîñòè, ïî ìíåíèþ îäíèõ àâòîðîâ, ìîæåò áûòü
êîððåëÿöèÿ ñòåïåíè îêèñëèòåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ñ êîëè÷åñòâîì ãëóòàòèîíïå-
ðîêñèäàçû, êîòîðîå âîçðàñòàåò âäâîå ïðè ñòàðåíèè êëåòîê

(Caldini et al., 1998). Èìåþùèåñÿ â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè
äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû áûëè äîñòàòî÷íî «âçðîñëûìè»
êëåòêàìè (îò 50-ëåòíåãî äîíîðà). Íàïðîòèâ, äðóãèå àâòî-
ðû óòâåðæäàþò, ÷òî äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ïðè ñòàðå-
íèè óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ïðîòèâîñòîÿòü îêèñëèòåëü-
íîìó ñòðåññó (Gurjala et al., 2005). Äëÿ âûÿñíåíèÿ èñòèí-
íîé ïðè÷èíû áîëåå âûñîêîé óñòîé÷èâîñòè äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ â íàøèõ îïûòàõ íåîáõîäèìû äîïîëíèòåëü-
íûå èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññà èõ ñòàðåíèÿ â óñëîâèÿõ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ïðè ñðàâíåíèè ðåàêöèè íà îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê äðóãîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (èç êîñòíîãî ìîçãà) è äåðìàëüíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëåäíèå â 2.5 ðàçà áîëåå
÷óâñòâèòåëüíû ê âîçäåéñòâèþ îêèñëèòåëÿ (Valle-Prieto,
Conget, 2010). Çíà÷åíèÿ LD50 äëÿ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ ó ýòèõ àâòîðîâ è ó íàñ îêàçàëèñü îäíîãî ïîðÿäêà. Â
äåéñòâèòåëüíîñòè ñîïîñòàâëåíèå ýòèõ çíà÷åíèé LD50 çà-
òðóäíåíî, òàê êàê â óïîìÿíóòîé ðàáîòå (Valle-Prieto, Con-
get, 2010) àâòîðû íå ó÷èòûâàëè â ðàñ÷åòàõ óäåëüíîå êîëè-
÷åñòâî Í2Î2 è íå îïèñûâàëè äåòàëüíî ýêñïåðèìåíòàëüíûå
óñëîâèÿ (îáúåì èíêóáàöèîííîé ñðåäû è ïëîòíîñòü ïîñåâà
êëåòîê) äëÿ âîçìîæíîé ýêñòðàïîëÿöèè ðåçóëüòàòîâ.

Ñóììèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìû çàêëþ÷àåì,
÷òî â çàâèñèìîñòè îò îáúåêòà ñðàâíåíèÿ ÑÊÝ ìîæíî õà-
ðàêòåðèçîâàòü êàê óñòîé÷èâûå (îòíîñèòåëüíî ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî) èëè êàê ÷óâñòâèòåëü-
íûå ê äåéñòâèþ Í2Î2 (îòíîñèòåëüíî äåðìàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ).

Äàííûå, ïîëó÷åííûå íà òðåõ ëèíèÿõ ðàçëè÷íûõ ïî
ïðèðîäå êëåòîê, ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âàæíûé âûâîä î òîì,
÷òî äëÿ àäåêâàòíîé îöåíêè ýôôåêòà Í2Î2 íà ðàçíûå ëèíèè
êëåòîê ñëåäóåò ó÷èòûâàòü êîëè÷åñòâî Í2Î2 â ðàñ÷åòå íà
1 êëåòêó, íî íå êîíöåíòðàöèþ Í2Î2 â ðîñòîâîé ñðåäå.
Ïðÿìîå ñîïîñòàâëåíèå óñòîé÷èâîñòè ÑÊÝ ê îêèñëèòåëü-
íîìó âîçäåéñòâèþ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ äðóãèìè òêà-
íåñïåöèôè÷íûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè â ñâåòå âûøåñêà-
çàííîãî ïðåäñòàâëÿåò îïðåäåëåííóþ ïðîáëåìó, ïîñêîëü-
êó âî âñåõ èçâåñòíûõ íàì àíàëîãè÷íûõ ðàáîòàõ äëÿ
îöåíêè ïîâðåæäàþùåãî äåéñòâèÿ òðàäèöèîííî ó÷èòûâà-
ëàñü êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 â ðîñòîâîé ñðåäå, à íå óäåëüíîå
êîëè÷åñòâî Í2Î2.
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Ðèñ. 3. Âûæèâàåìîñòü ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
â çàâèñèìîñòè îò óäåëüíîãî êîëè÷åñòâà Í2Î2.

Íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå) è îáðàáîòàííûå Í2Î2 â òå÷åíèå 24 ÷
êëåòêè àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Èñïîëü-
çîâàëè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè FRL-9505, ïàññàæè 14—22;

ïëîòíîñòü êëåòîê ïðè ïîñåâå â ðàçíûõ îïûòàõ ïîêàçàíà íà ðèñóíêå.

Ðèñ. 4. Óñòîé÷èâîñòü äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà â çà-
âèñèìîñòè îò óäåëüíîãî êîëè÷åñòâà Í2Î2.

Àíàëèç âûæèâàåìîñòè îáðàáîòàííûõ Í2Î2 â òå÷åíèå 24 ÷ è êîíòðîëüíûõ
êëåòîê ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè. Èñïîëüçîâà-
ëè ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà íà 6—13-ì ïàññàæàõ; ïëîòíîñòü êëåòîê

ïðè ïîñåâå â ðàçíûõ îïûòàõ ïîêàçàíà íà ðèñóíêå.



Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äàííûå î
âëèÿíèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà ÑÊÝ ÿâëÿþòñÿ àáñî-
ëþòíî íîâûìè è ïðåäñòàâëÿþò íåñîìíåííûé èíòåðåñ ñ
òî÷êè çðåíèÿ êàê èçó÷åíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííî-
ñòåé ýòèõ êëåòîê, òàê è îáùåãî âçãëÿäà íà óñòîé÷èâîñòü
ñòâîëîâûõ êëåòîê ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êëåòêàìè êîíå÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè, â ÷àñòíîñòè
ôèáðîáëàñòàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01581-à) è ïðîãðàììû Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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COMPARISON OF HUMAN ENDOMETRIAL STEM CELLS

AND FIBROBLASTS RESISTANCE TO OXIDATIVE STRESS
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The response of human endometrial stem cells (hESCs) to oxidative stress has been investigated by flow
cytometry. Two terminally differentiated cell lines were used for the comparison: human embryonic lung fib-
roblasts and human dermal fibroblasts. The oxidative stress was designed by hydrogen peroxide (H2O2) action
in the wide range of concentrations (50—1500 mM) during 24 h. It has been shown that the H2O2 amount per
one cell (pM/cell), but not H2O2 concentration in the growth medium, should be taken into account for the accu-
rate evaluation of H2O2 effect on different cell lines. Therefore, in our experiments LD50 reflects the amount of
H2O2 per cell, at which 50 % cells survived after 24 h. We have demonstrated that hESCs are more resistant to
H2O2 than embryonic lung fibroblasts, but less resistant than dermal fibroblasts.

K e y w o r d s: endometrial stem cells, H2O2, fibroblasts, LD50, oxidative stress.
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