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Ýíåðãîêîððèãèðóþùåå è àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå Öèòîôëàâèíà

Èññëåäîâàëè âëèÿíèå ïðåïàðàòà Öèòîôëàâèí (ÖÔ), îáëàäàþùåãî àíòèãèïîêñè÷åñêèì è àíòèîêñè-
äàíòíûì ñâîéñòâàìè, íà äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà â ìîäåëè èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè in vitro.
Ïðåïàðàò îáëàäàåò öèòîïðîòåêòîðíûì äåéñòâèåì, ñíèæàÿ êëåòî÷íóþ ãèáåëü ïîñëå èøåìèè â ïåðèîä ðå-
îêñèãåíàöèè êëåòîê â 2—2.7 ðàçà. Âûÿâëåíî, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ñèíòåçà ÀÒÔ â ïîñòèøåìè÷åñêîì ïå-
ðèîäå â ôèáðîáëàñòàõ çíà÷èòåëüíî óñêîðåíî (â 2.1 ðàçà) ïðè äîáàâëåíèè ÖÔ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.
ÖÔ ýôôåêòèâíî ñíèæàåò óðîâåíü àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â ôèáðîáëàñòàõ ïîñëå èõ êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè Í2Î2, ÷òî ïîçâîëÿåò ñîõðàíèòü èõ âûæèâàåìîñòü íà óðîâíå êîíòðîëüíûõ êëåòîê.
Ââåäåíèå ÖÔ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ çà 1 ñóò äî âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 ïîçâîëÿåò ïîääåðæè-
âàòü íîðìàëüíûé óðîâåíü ÀÔÊ ïîñëå 30-ìèíóòíîãî âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 è ñíèæàåò ãèáåëü êëåòîê ïî÷òè íà
òðåòü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè, êóëüòèâèðîâàííûìè â òå÷åíèå 1 ñóò äî âîçäåéñòâèÿ áåç
ÖÔ. Ââåäåíèå â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÖÔ â ïîñòèøåìè÷åñêîì ïåðèîäå íå âëèÿåò íà ñèíòåç áåëêà Hsp70,
íî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ïîâûøåííîãî ïîñëå èøåìèè â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè ñèíòåçà áåëêà GRP78 äî
êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçðåøåíèè êëåòî÷íîãî îòâåòà íà íåñâåðíóòûå áåëêè (UPR,
Unfolded Protein Response) è íîðìàëèçàöèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû, Öèòîôëàâèí, èøåìèÿ—ðåîêñèãåíàöèÿ, àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà, Hsp70, GRP78.

Â ïàòîãåíåçå ðÿäà îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé
ãèïîêñèÿ èëè èøåìèÿ çàíèìàåò öåíòðàëüíîå ìåñòî. Íåäî-
ñòàòîê êèñëîðîäà èíãèáèðóåò ìèòîõîíäðèàëüíóþ äûõàòåëü-
íóþ öåïü. Â ðåçóëüòàòå îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðîâà-
íèå, ÿâëÿþùååñÿ ãëàâíûì èñòî÷íèêîì ÀÒÔ, çàìåùàåòñÿ
çíà÷èòåëüíî ìåíåå ïðîäóêòèâíûì àíàýðîáíûì ãëèêîëè-
çîì, ïðèâîäÿùèì ê íåäîñòàòêó âûñîêîýíåðãåòè÷åñêèõ
ôîñôàòîâ äëÿ íîðìàëüíîãî êëåòî÷íîãî ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ è ê àöèäîçó. Âñëåäñòâèå ýíåðãîäåôèöèòà àêòèâíîñòü
ôåðìåíòàòèâíûõ àíòèîêñèäàíòîâ (êàòàëàçû, ãëþòàòèîí-
ïåðîêñèäàçû è ñóïåðîêñèääèñìóòàçû) è óðîâåíü íåôåð-
ìåíòàòèâíûõ àíòèîêñèäàíòîâ (âèòàìèíîâ Å è Ñ, áåòà-êà-
ðîòèíà, óáèõèíîíà è äð.) ñíèæàþòñÿ (Nordberg, Arner,
2001). Âîññòàíîâëåíèå êðîâîîáðàùåíèÿ (ðåîêñèãåíàöèÿ),
ïðîèñõîäÿùåå ñïîíòàííî èëè èíäóöèðîâàííîå òåðàïåâ-
òè÷åñêè, âûçûâàåò âòîðóþ âîëíó íàðóøåíèé â êëåòêàõ,
îáóñëîâëåííóþ ðîñòîì ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ (îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ), ÷òî âûçûâàåò àêòèâàöèþ ïåðåêèñíîãî
îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ, íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè êëåòî÷íûõ
ìåìáðàí, ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è âåäåò ê íåîáðàòèìûì èç-
ìåíåíèÿì è ê ãèáåëè êëåòîê, ÷àñòî äàæå â áîëüøåé ñòåïå-
íè, ÷åì èøåìèÿ (Li, Jackson, 2002). Ïîäîáíûé êàñêàä íà-
ðóøåíèé îïèñàí ïðè èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè äëÿ êàðäè-
îìèîöèòîâ (Doenst et al., 2008; Murphy, Steenbergen,
2008), íåéðîíîâ (Choe, 1996; Ñàìîéëîâ, 1999), ãëèàëüíûõ
êëåòîê (Ouyang et al., 2007), êëåòîê ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ
(Paller, Neumann, 1991) è ðÿäà äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèïîâ
(Li, Jackson, 2002).

Çàùèòíûì îòâåòîì êëåòêè íà ñòðåññîðíûå âîçäåéñò-
âèÿ, â òîì ÷èñëå íà ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè âûñîêîýíåð-
ãåòè÷åñêèõ ôîñôàòîâ, àöèäîç è èçìåíåíèÿ ðåäîêñ-áàëàí-
ñà, ÿâëÿåòñÿ ñèíòåç áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà (HSP); îáùèì
ñòèìóëîì àêòèâèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè HSP ïðè èøå-
ìèè—ðåîêñèãåíàöèè ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
íåñâåðíóòûõ áåëêîâ âíóòðè êëåòêè (Lipton, 1999; Chang
et al., 2001; Latchman, 2001; Chi, Karliner, 2004). HSP âû-
ïîëíÿþò ðîëü êëåòî÷íûõ øàïåðîíîâ è îòâå÷àþò çà ñâîðà-
÷èâàíèå âíîâü ñèíòåçèðóåìûõ íåçðåëûõ ïîëèïåïòèäîâ,
èñïðàâëåíèå íåïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ, ïðåïÿòñòâó-
þò àãðåãàöèè áåëêîâ è íàïðàâëÿþò «íåèñïðàâèìûå» áåë-
êè íà äåãðàäàöèþ â ïðîòåîñîìû. Êðîìå òîãî, HSP ó÷àñò-
âóþò â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà íà âñåõ åãî ýòàïàõ, îáëàäàþò
ïðÿìûì àíòèàïîïòîòè÷åñêèì äåéñòâèåì, ïðåïÿòñòâóÿ
äåéñòâèþ êëþ÷åâûõ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ. Ñðåäè
HSP íàèáîëåå èññëåäîâàíà çàùèòíàÿ ðîëü áåëêîâ ñåìåé-
ñòâà Hsp70: öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áåëêà Hsp70 è ëîêàëè-
çîâàííîãî â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (ÝÏÐ) áåëêà
GRP78. Öèòîïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà ýòèõ äâóõ øàïåðîíîâ
áûëè ïîêàçàíû íà ðàçëè÷íûõ ìîäåëÿõ èøåìè÷åñêèõ íàðó-
øåíèé in vitro è in vivo (Marber et al., 1995; Bush et al.,
1999; Meissner et al., 2000; Zhang et al., 2004; Martindale
et al., 2006; Thuerauf et al., 2006; Goel et al., 2010). Àêòèâà-
öèÿ è ýôôåêòèâíîñòü ñòðåññ-îòâåòà ñâÿçàíû ñ ýíåðãåòè÷å-
ñêèì ñòàòóñîì êëåòêè (Chang et al., 2001).

Èç ñêàçàííîãî âûøå ñëåäóåò, ÷òî ïðè èøåìèè è ðåîê-
ñèãåíàöèè öåëåñîîáðàçíûì ïîäõîäîì äëÿ óìåíüøåíèÿ
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ìåòàáîëè÷åñêèõ íàðóøåíèé, ïðèâîäÿùèõ ê óâåëè÷åíèþ
êëåòî÷íîé ãèáåëè, ÿâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ, ïîçâîëÿþùèõ ñòèìóëèðîâàòü ýíåðãîîá-
ðàçîâàíèå, àêòèâèðîâàòü ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû è ñíè-
æàòü óðîâåíü ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ â êëåòêàõ. Îäíèì èç
òàêèõ ïðåïàðàòîâ ÿâëÿåòñÿ Öèòîôëàâèí (ÖÔ), êîìáèíè-
ðîâàííîå àíòèãèïîêñàíòíîå è àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå
êîòîðîãî îáóñëîâëåíî êîìïëåêñîì âõîäÿùèõ â åãî ñîñòàâ
êîìïîíåíòîâ — ÿíòàðíîé êèñëîòû, íèêîòèíàìèäà, ðè-
áîêñèíà è ðèáîôëàâèíà.

Çàäà÷åé íàøåé ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå ýíåðãî-
êîððèãèðóþùåé è àíòèîêñèäàíòíîé ýôôåêòèâíîñòè ïðå-
ïàðàòà ÖÔ â ìîäåëè èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè äåðìàëü-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà in vitro è åãî âëèÿíèÿ íà óðî-
âåíü ñèíòåçà øàïåðîíîâ Hsp70 è GRP78.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Ôèáðîáëàñòû ÷åëî-
âåêà, âûäåëåííûå èç êîæè ïðåäïëå÷üÿ, êóëüòèâèðîâàëè â
ïîëíîé ðîñòîâîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå MEM (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), ñîäåðæàùåé 12 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Gib-
co, ÑØÀ), 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòî-
ìèöèíà (Gibco, ÑØÀ) è 0.3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà (Áèîëîò,
Ðîññèÿ). Ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ìåíÿëè 1 ðàç â 6—7 äíåé.
Èñïîëüçîâàëè êëåòêè 4—9-ãî ïàññàæåé.

È ø å ì è ÿ i n v i t r o. Ôèáðîáëàñòû âûðàùèâàëè â
ñòåêëÿííûõ ôëàêîíàõ Êàððåëÿ (ñòåêëî â îòëè÷èå îò ïëàñ-
òèêà íå ñâÿçûâàåò êèñëîðîä) è ïðè äîñòèæåíèè 70—80 %
êîíôëþýíòíîñòè êëåòêè ïîäâåðãàëè êèñëîðîäíîìó è
ãëþêîçíîìó ãîëîäàíèþ (Chen et al., 2007; Guo et al., 2007;
Osorio-Fuentealba et al., 2009). Äëÿ ýòîãî ïîëíóþ ðîñòî-
âóþ ñðåäó çàìåíÿëè íå ñîäåðæàùåé ãëþêîçû ñðåäîé
ÄÌÅÌ (Gibco, ÑØÀ), ïðåäâàðèòåëüíî áàðáîòèðîâàííóþ
àçîòîì äëÿ çàìåùåíèÿ ðàñòâîðåííîãî êèñëîðîäà, è çàìå-
ùàëè àòìîñôåðíûé âîçäóõ àçîòîì. Ïîñëå 1-÷àñîâîé ýêñ-
ïîçèöèè ïðè 37 °Ñ ôèáðîáëàñòû ïîäâåðãàëè ðåîêñèãåíà-
öèè â íîðìîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ â ïîëíîé ñðåäå óêàçàí-
íîå âðåìÿ â ïðèñóòñòâèè 1.6 ìêë/ìë ÖÔ (ÍÒÒÔ Ïîëèñàí,
Ðîññèÿ) èëè áåç íåãî. Äîëþ ìåðòâûõ êëåòîê âî âñåõ âàðè-
àíòàõ îïûòà îöåíèâàëè ÷åðåç 1 ñóò ðåîêñèãåíàöèè ñ ïî-
ìîùüþ 0.4%-íîãî òðèïàíîâîãî ñèíåãî ïî ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå, äîáàâëÿÿ åãî ê îáúåìó êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè â
ñîîòíîøåíèè 1 : 1.

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î å ñ î ä å ð æ à í è å À Ò Ô îïðå-
äåëÿëè ëþìèíåñöåíòíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ëþ-
öèôåðàçû è åå ñóáñòðàòà D-ëþöèôåðèíà (ATF Determina-
tion Kit, Molecular Probes, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êëåòêè ëèçèðîâàëè ëèòè÷åñêèì
áóôåðîì, 10 ìêë êàæäîãî îáðàçöà äîáàâëÿëè ê 90 ìêë ëþ-
öèôåðàçíîãî ðåàãåíòà. Ëþìèíåñöåíöèþ èçìåðÿëè â òå÷å-
íèå èíòåãðàöèîííîãî ïåðèîäà 10 ñ ñ ïîìîùüþ ëþìèíî-
ìåòðà TD-20/20 (Turner Designs, ÑØÀ). Ôîíîâîå çíà÷å-
íèå ëþìèíåñöåíöèè (áåç ÀÒÔ è êëåòî÷íîãî ëèçàòà)
âû÷èòàëè. Ïîëó÷åííûå äàííûå íîðìèðîâàëè ïî êîíöåíò-
ðàöèè áåëêà â îáðàçöàõ, îïðåäåëÿåìîé ìåòîäîì Ëîóðè.
Óðîâåíü ÀÒÔ âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò çíà÷åíèÿ â êîíò-
ðîëå (èíòàêòíûõ êëåòêàõ â íîðìîêñè÷åñêèõ óñëîâèÿõ),
ïðèíÿòîãî çà 100 %. Îáúåäèíÿëè äàííûå òðåõ íåçàâèñè-
ìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í û õ à ê ò è â -
í û õ ô î ð ì ê è ñ ë î ð î ä à ( À Ô Ê ) èñïîëüçîâàëè ðåäîêñ-
÷óâñòâèòåëüíûé ôëóîðåñöåíòíûé çîíä äèàöåòàò 5-(è-6)-
êàðáîêñè-2R,7R-äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöåèíà (êàðáîêñè-

H2DCFDA, Molecular Probes, ÑØÀ). Êàðáîêñè-H2DCFDA
ïàññèâíî äèôôóíäèðóåò â êëåòêè, ãäå âíóòðèêëåòî÷íûå
ýñòåðàçû îòùåïëÿþò àöåòàòíûå ãðóïïû. Îêèñëåíèå ìîäè-
ôèöèðîâàííîé ìåòêè ïðåâðàùàåò åå âî ôëóîðåñöåíòíûé
ïðîäóêò. Êëåòêè, âûðàùåííûå â ñòåêëÿííûõ ôëàêîíàõ
(äëÿ ïîñëåäóþùåé èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè) èëè â ïëàñ-
òèêîâûõ ÷àøêàõ 35 ìì (äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè ýêçî-
ãåííûì H2O2), îòìûâàëè îò ñðåäû êóëüòèâèðîâàíèÿ òåï-
ëûì ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS). Çàòåì êëåòêè íà-
ãðóæàëè ìåòêîé â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ â
áóôåðíîì ðàñòâîðå Õåíêñ-HEPES, ðÍ 7.4, è èíêóáèðîâà-
ëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè îò èç-
áûòêà ìåòêè PBS è ëèáî ïîäâåðãàëè èøåìèè â óêàçàííûõ
âûøå óñëîâèÿõ, ëèáî âîçäåéñòâîâàëè 500 ìêÌ H2O2 â ñðå-
äå êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî êëåòêè
îòìûâàëè è ïåðåâîäèëè â ðàñòâîð Õåíêñ-HEPES ñ äîáàâ-
ëåíèåì ÖÔ èëè áåç íåãî. Ôëóîðåñöåíöèþ êëåòîê âûÿâëÿ-
ëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Axiovert 200M (Carl Zeiss, Ãåð-
ìàíèÿ), ñíàáæåííîãî êàìåðîé Leica DFC 420c (Leica, Ãåð-
ìàíèÿ), ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè
ñîîòâåòñòâåííî 480 è 520 íì. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.35r
(National Institutes of Health, ÑØÀ). Äàííûå (âñå âîñïðî-
èçâîäèìûå) áûëè ïîëó÷åíû â 5 ýêñïåðèìåíòàõ (3 ýêñïå-
ðèìåíòà ñ èøåìèåé êëåòîê è 2 — ñ âîçäåéñòâèåì H2O2).

Î ö å í ê ó â û æ è â à å ì î ñ ò è è ï ð î ë è ô å ð à ö è è
ôèáðîáëàñòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà CellTiter
96 Aqueous One Cell Proliferation Assay (MTS-òåñò, Pro-
mega, ÑØÀ). Äåéñòâóþùèé êîìïîíåíò ðåàãåíòà — òåò-
ðàçîëèé (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-
phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium — MTS), ïðåîá-
ðàçóåòñÿ êëåòêàìè â öâåòíîé ïðîäóêò — ôîðìàçàí,
ðàñòâîðèìûé â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü ñðåäû â ÿ÷åéêàõ ïëàòû ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè-
÷åñòâó æèâûõ êëåòîê. Ôèáðîáëàñòû, ïîäâåðãíóòûå èøå-
ìèè—ðåîêñèãåíàöèè è èíòàêòíûå, ñíèìàëè ÷åðåç 24 ÷ ñî
äíà êóëüòóðàëüíîãî ôëàêîíà ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà
è Âåðñåíà, îòìûâàëè è íàíîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî
ïëîñêîäîííîãî ïëàíøåòà â êîëè÷åñòâå 104 êëåòîê â
100 ìêë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû íà 1 ëóíêó. Äàëåå êëåòêè
èíêóáèðîâàëè â ÑÎ2-òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ â íîðìîêñè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå ÖÔ. Ñïóñ-
òÿ 1 ñóò â ëóíêè äîáàâëÿëè ïî 20 ìêë ðåàãåíòà è ÷åðåç 2 ÷
èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñðåäû ïðè 492 íì ñ ïî-
ìîùüþ Titertek Multiskan (Ôèíëÿíäèÿ). Â ýêñïåðèìåíòàõ
ñ âîçäåéñòâèåì íà ôèáðîáëàñòû H2O2 âñå ìàíèïóëÿöèè
ïðîâîäèëè â 96-ëóíî÷íûõ ïëîñêîäîííûõ ïëàíøåòàõ.
Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíÿëè ïî 2—3 ðàçà â 4—8 ïîâòîð-
íîñòÿõ.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ -
í î ã î ö è ê ë à îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåò-
ðèè. Ôèáðîáëàñòû ïîñëå 1-ñóòî÷íîé ðåîêñèãåíàöèè îò-
ìûâàëè îò ñðåäû è ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS. Äàëåå êëåòêè
îáðàáàòûâàëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100 è îêðàøèâàëè
ñìåñüþ äâóõ êðàñèòåëåé — îëèâîìèöèíà è áðîìèñòîãî
ýòèäèÿ — â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ MgCl2 â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè
5—7 °Ñ. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ êðàñèòåëåé ñîñòàâëÿëà
40 ìêã/ìë äëÿ îëèâîìèöèíà è 20 ìêã/ìë äëÿ áðîìèñòîãî
ýòèäèÿ. Ïåðåä èçìåðåíèåì ôëóîðåñöåíöèè êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè â 0.05%-íîì ðàñòâîðå ÐÍÊàçû 30 ìèí ïðè
37 °Ñ. ÄÍÊ-ãèñòîãðàììû ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ëà-
áîðàòîðíîãî ìàêåòà ïðîòî÷íîãî öèòîìåòðà íà îñíîâå
ìèêðîñêîïà ËÞÌÀÌ-È (LUMAM-I). Â êà÷åñòâå èñòî÷-
íèêà ñâåòà èñïîëüçîâàëè ãàçîðàçðÿäíóþ ðòóòíóþ ëàìïó
ÄÐØ-250-2. Âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè îñóùåñòâëÿ-
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ëè â îáëàñòè 380—450 íì, ðåãèñòðàöèþ — ïðè 520 íì è
áîëåå.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ôèáðîáëà-
ñòû èíòàêòíûå, ïîñëå èøåìèè è íà ðàçíûõ ñðîêàõ ðåîêñè-
ãåíàöèè â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå ÖÔ îòìûâàëè ëåäÿ-
íûì PBS, ëèçèðîâàëè 50 ìêë áóôåðîì RIPA (20 ìÌ
Òðèñ-HCl, ðÍ 7.5, 150 ìÌ NaCl, 0.1 % SDS, 0.5 % äåçîê-
ñèõîëàòà Na, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 1 % NP-40, 1 ìÌ
Na3VO4, 1 ìÌ NaF, 1 ìÌ EDTA, 1 ìÌ PMSF è êîêòåéëü
ïðîòåàçíûõ èíãèáèòîðîâ (Protease inhibitor cocktail, Sig-
ma, ÑØÀ)) íà ëüäó â òå÷åíèå 5 ìèí. Ê ëèçàòó äîáàâëÿëè
1/4 ÷àñòü áóôåðà Ëýììëè (300 ìÌ Òðèñ, ðÍ 6.8, 10 %
SDS, 25 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 50 % ãëèöåðèíà) è èíêó-
áèðîâàëè íà âîäÿíîé áàíå ïðè 100 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí.
Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðä,
èñïîëüçóÿ îâàëüáóìèí äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé.

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè
â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè SDS
ïðè ñèëå òîêà 30 ìÀ â òå÷åíèå 2.5—3 ÷. Ðàçäåëåííûå â
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó (BioRad, ÑØÀ) ïðè íàïðÿæåíèè 100
Â è ñèëå òîêà íå áîëåå 300 ìÀ â òå÷åíèå 1.5—2 ÷ â áóôå-
ðå äëÿ ïåðåíîñà (48 ìÌ Òðèñ, 39 ìÌ ãëèöèí, 0.037 % SDS
è 15 % ìåòàíîëà). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ èñ-
ïîëüçîâàëè Ponceau S (Sigma, ÑØÀ). Èììóíîáëîòèíã
ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé ECL (Western
blotting protocols, Amersham, ÑØÀ), ñîáëþäàÿ óêàçàíèÿ
ïðîèçâîäèòåëÿ àíòèòåë. Ñðàçó ïîñëå ïåðåíîñà ìåìáðàíó
ïðîìûâàëè íåñêîëüêî ðàç áóôåðîì TTBS (20 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.5, 150 ìÌ NaCl è 0.1 % Tween-20). Çàòåì
ìåñòà íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áëîêèðîâàëè
5%-íûì ðàñòâîðîì ñóõîãî îáåçæèðåííîãî ìîëîêà â TTBS
(Valio, Ôèíëÿíäèÿ) â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Ïîñëå îòìûâêè äîáàâëÿëè ïåðâûå àíòèòåëà â
1—3%-íîì ðàñòâîðå BSA â TTBS íà íî÷ü ïðè 4 îÑ: êðî-
ëè÷üè àíòèòåëà ê Hsp70 ((K-20)-R, Santa Cruz Biotech.,
Inc., ÑØÀ) èëè ê GRP78 (Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â ðàç-
âåäåíèè 1 : 1000. Ïîñëå àíòèòåë ìåìáðàíó îòìûâàëè è
èíêóáèðîâàëè ñî âòîðûìè êîçüèìè àíòèòåëàìè, êîíúþãè-
ðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ), 1 ÷ â
5%-íîì ðàñòâîðå ìîëîêà íà TTBS â ðàçâåäåíèè 1 : 10 000,
ïîñëå ÷åãî ìåìáðàíó îòìûâàëè. Áåëêè, ñâÿçàâøèåñÿ ñ àí-
òèòåëàìè, âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà óñèëåííîé õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè. Äëÿ ýòîãî íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
ïðîìûâàëè 1 ðàç âîäîé (10—15 ñ), ïîñëå ÷åãî èíêóáèðî-
âàëè â ðàñòâîðå ECL â òå÷åíèå 1 ìèí è çàêëàäûâàëè ìåì-
áðàíó ìåæäó äâóìÿ ñëîÿìè ïëåíêè. Õåìèëþìèíåñöåíò-
íîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ýêñïîíèðîâàíèåì íà ðåíò-
ãåíîâñêóþ ïëåíêó CEA RP NEW (CEA AB, Øâåöèÿ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ðåçóëüòàòîâ ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microcal Origin 6.0
(ÑØÀ), ðàçëè÷èÿ îöåíèâàëè ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà
ïðè Ð < 0.05. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî è
ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû

Ïîñëå 1-÷àñîâîé èíêóáàöèè ôèáðîáëàñòîâ â óñëîâèÿõ
èøåìèè ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â íèõ ñíèæàåòñÿ äî 15.7 % îò
èñõîäíîãî óðîâíÿ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 1). Ñïóñòÿ
1 ÷ ïîñëå ïåðåâîäà êëåòîê â íîðìîêñè÷åñêèå óñëîâèÿ èí-
êóáàöèè â ïîëíóþ ñðåäó ñ ãëþêîçîé óðîâåíü ÀÒÔ â êëåò-
êàõ ïðîäîëæàåò ñíèæàòüñÿ (äî 12 %). Ýòî ìîæåò îáúÿñ-

íÿòüñÿ òåì, ÷òî àêòèâèðóåìûé ïðè ðåîêñèãåíàöèè ñèíòåç
ÀÒÔ íåìåäëåííî ðàñõîäóåòñÿ ýíåðãîçàâèñèìûìè ñèñòå-
ìàìè, è ñêîðîñòü óòèëèçàöèè ÀÒÔ ìîæåò â íà÷àëüíûå ïå-
ðèîäû ðåîêñèãåíàöèè ïðåâûøàòü ñêîðîñòü åå ñèíòåçà.
Â òî æå âðåìÿ äîáàâëåíèå ÖÔ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðè ðåîêñèãåíàöèè êëåòîê ïîâûøàåò ñîäåðæàíèå êëåòî÷-
íîãî ÀÒÔ â ñðåäíåì â 2.1 ðàçà (äî 25.5 %).

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîé âûæèâàåìîñòè ÷åðåç
1 ñóò ïîñëå íà÷àëà ðåîêñèãåíàöèè êëåòêè ñíèìàëè ñî äíà
ôëàêîíîâ è ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ ïîãèáøèõ êëåòîê ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì òðèïàíîâîãî ñèíåãî. Èøåìèÿ â òå÷åíèå 1 ÷
è ïîñëåäóþùàÿ ðåîêñèãåíàöèÿ â òå÷åíèå 24 ÷ ïðèâîäèëè
ê ãèáåëè îêîëî 6 % êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê ðåîêñèãåíàöèÿ
â ïðèñóòñòâèè ÖÔ ñîêðàùàëà óòðàòó êëåòîê äî 2.2 %
(äîëÿ ìåðòâûõ êëåòîê â êîíòðîëå — îêîëî 1 %). Êëåòî÷-
íóþ âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàöèþ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå
èøåìèè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ MTS-òåñòà (ñì. òàáëèöó).
×åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà ðåîêñèãåíàöèè êëåòêè â ðàâíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ ðàçíîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøå-
òà è êóëüòèâèðîâàëè 1 ñóò ëèáî â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè
(äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ ïðîëèôåðàöèè è àíàëèçà âûæèâàåìî-
ñòè êëåòîê), ëèáî â åå ïðèñóòñòâèè. Îáíàðóæåíî, ÷òî
ôèáðîáëàñòû ïîñëå èøåìèè â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè ïðî-
ÿâëÿþò ïîâûøåííóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü (ïî÷-
òè íà 10 % âûøå, ÷åì ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê), â òî âðåìÿ
êàê äîáàâëåíèå ÖÔ â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè îñòàâëÿåò
ýòîò ïîêàçàòåëü íà óðîâíå êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Êëåòî÷-
íàÿ ãèáåëü (òåñò â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè) ðåãèñòðèðóåòñÿ
òîëüêî ñðåäè êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ ïîñëå èøåìèè áåç
ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòà.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðàçëè÷èé â ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè ôèáðîáëàñòîâ ïîñëå èøåìèè, êóëüòèâèðóåìûõ
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå Öèòîôëàâèíà (ÖÔ) íà óðîâåíü ÀÒÔ â êëåòêàõ,
ïîäâåðãíóòûõ èøåìèè è ðåîêñèãåíàöèè.

1 — èíòàêòíûå êëåòêè, 2 — ÷åðåç 1 ÷ èøåìèè, 3 — 1 ÷ ðåîêñèãåíàöèè, 4 —
1 ÷ ðåîêñèãåíàöèè â ïðèñóòñòâèè ÖÔ.

Âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
ôèáðîáëàñòîâ â òå÷åíèå 2-õ ñóò ðåîêñèãåíàöèè

Ñðåäà êóëüòè-
âèðîâàíèÿ

Êëåòêè

èíòàêòíûå
(êîíòðîëü)

ïîñëå èøåìèè
è ðåîêñèãåíàöèè

(Èø/Ð)

ïîñëå èøåìèè
è ðåîêñèãåíàöèè

â ïðèñóòñòâèè
ÖÔ

Áåç ñûâîðîòêè 779.0 � 31.4 699.3 � 39.3à 781.0 � 28.2â

Ñ ñûâîðîòêîé 911.3 � 24.5 999.3 � 46.1á 922.5 � 29.5ã

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì äîñòîâåðíû ïðè àÐ < 0.1 è
áÐ < 0.05, ðàçëè÷èÿ ñ Èø/Ð äîñòîâåðíû ïðè âÐ < 0.05 è ãÐ < 0.1.



ñ ÖÔ è áåç íåãî, àíàëèçèðîâàëè ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà è ìåòîäîì ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öèòî-
ìåòðèè (ðèñ. 2). Óæå ñïóñòÿ 1 ñóò ïîñëå èøåìèè ìîæíî
îòìåòèòü èíäóêöèþ ïðîëèôåðàöèè ôèáðîáëàñòîâ, ñòðå-
ìÿùóþñÿ âîñïîëíèòü óòðàòó êëåòîê: ðàçëè÷èå â ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìåæäó êëåòêàìè, êóëüòèâèðóåìûìè
â ïðèñóòñòâèè ÖÔ è áåç íåãî, ñîñòàâëÿåò ïî÷òè 7 % (äîëÿ
êëåòîê â S-ôàçå 15.7 è 22.5 % ñîîòâåòñòâåííî). Â òî æå
âðåìÿ ðåîêñèãåíàöèÿ â ïðèñóòñòâèè ÖÔ ïðèâîäèò ê íà-
êîïëåíèþ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê (ðàçëè÷èå â êîëè÷åñòâå
êëåòîê â G2-ôàçå ñîñòàâëÿåò îêîëî 5 %). Ïîâûøåíèå òåò-
ðàïëîèäèçàöèè ñðåäè ðàíåâûõ ôèáðîáëàñòîâ ñâÿçûâàþò
ñ áîëåå óñïåøíûì çàæèâëåíèåì ïîâðåæäåíèÿ (Ermis
et al., 1998; Obberinger et al., 1999). Ïî êîëè÷åñòâó âûÿâ-
ëÿåìûõ ôðàãìåíòîâ ÿäåð òàêæå ìîæíî ñóäèòü î âåëè÷èíå

êëåòî÷íîé ãèáåëè, êîòîðàÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â
ïîñòèøåìè÷åñêîì ïåðèîäå â ïðèñóòñòâèè ÖÔ ïî÷òè â
2 ðàçà íèæå, ÷åì áåç ïðåïàðàòà (6.9 è 13.5 % ñîîòâåòñò-
âåííî).

Èçìåðåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ â êóëüòèâèðóåìûõ ôèáðî-
áëàñòàõ êîæè ïîêàçàëî, ÷òî ðåîêñèãåíàöèÿ êëåòîê ïîñëå
èøåìèè â òå÷åíèå 1 ÷ íå ïðèâîäèò ê åãî âîçðàñòàíèþ
ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè êëåòêàìè. Íàîáîðîò, íàáëþ-
äàåòñÿ ñíà÷àëà ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ, à çàòåì åãî
ïîñòåïåííîå âîññòàíîâëåíèå ê êîíòðîëüíîìó óðîâíþ
(ðèñ. 3, à). Ñíèæåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ íå áûëî ñâÿçàíî ñ
èíàêòèâàöèåé ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà, ÷òî ïîäòâåðæäà-
ëîñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè â êëåòêàõ ïðè
äîáàâëåíèè Í2Î2.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü àíòèîêñèäàíòíóþ ýôôåê-
òèâíîñòü ÖÔ, ìû èíäóöèðîâàëè îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â
êëåòêàõ äîáàâëåíèåì â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ 500 ìêÌ
Í2Î2 íà 30 ìèí (ðèñ. 3, á, â). Ïîñëåäóþùåå ââåäåíèå â
ñðåäó ÖÔ óæå ÷åðåç 30 ìèí ýôôåêòèâíî ñíèæàëî óðîâåíü
ÀÔÊ. Ñëåäñòâèåì ýòîãî ñíèæåíèÿ ÿâëÿëàñü âûñîêàÿ âû-
æèâàåìîñòü ôèáðîáëàñòîâ (íà óðîâíå èíòàêòíûõ êëåòîê),
îöåíåííàÿ ñ ïîìîùüþ MTS-òåñòà ÷åðåç 24 ÷ èíêóáàöèè
êëåòîê ñ ÖÔ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 (ðèñ. 3, ã). Êóëüòè-
âèðîâàíèå äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ â òå÷åíèå 1 ñóò ñ
ÖÔ ïåðåä äîáàâëåíèåì ê êëåòêàì Í2Î2 (30 ìèí) çíà÷èòå-
ëüíî èíãèáèðîâàëî îáðàçîâàíèå â íèõ ÀÔÊ, óðîâåíü êî-
òîðûõ íå îòëè÷àëñÿ îò óðîâíÿ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ â
èññëåäóåìûé ïåðèîä âðåìåíè. Ïðè ýòîì âûæèâàåìîñòü
ôèáðîáëàñòîâ, ïðåäâàðèòåëüíî êóëüòèâèðóåìûõ â ïðè-
ñóòñòâèè ÖÔ, ÷åðåç 24 ÷ îêàçàëàñü íà òðåòü âûøå, ÷åì ó
êëåòîê, êóëüòèâèðîâàííûõ äî ñòðåññà áåç ÖÔ.

Ïðè âûÿñíåíèè èçìåíåíèé â óðîâíå ñèíòåçà êëåòî÷-
íûõ øàïåðîíîâ Hsp70 è GRP78 áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ÷å-
ðåç 15 ÷ ðåîêñèãåíàöèè ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ïðîäóê-
öèè GRP78 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â îáîèõ âàðèàíòàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê — ñ ÖÔ è áåç íåãî (ðèñ. 4). Îä-
íàêî óæå ÷åðåç 24 ÷ â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ ñ ÖÔ, êî-
ëè÷åñòâî GRP78 ñíèæåíî è ïðèáëèæàåòñÿ ê óðîâíþ â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î äîñòèæåíèè
ôóíêöèîíàëüíîãî áëàãîïîëó÷èÿ ÝÏÐ. Â òî æå âðåìÿ êà-
êèõ-ëèáî çíà÷èìûõ èçìåíåíèé â óðîâíå ñèíòåçà Hsp70 íà
ïðîòÿæåíèè 24 ÷ ðåîêñèãåíàöèè â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóå-
ìûõ ñ ÖÔ èëè áåç íåãî, îòìå÷åíî íå áûëî.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ÖÔ îêà-
çûâàåò ýôôåêòèâíîå âëèÿíèå íà âîññòàíîâëåíèå ïðîäóê-
öèè ÀÒÔ, ñíèæåíèå óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ è òåì
ñàìûì — íà æèçíåñïîñîáíîñòü äåðìàëüíûõ ôèáðî-
áëàñòîâ, ïîäâåðãíóòûõ èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè èëè âîç-
äåéñòâèþ Í2Î2.

Îáñóæäåíèå

Êëåòêè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè ôèáðîáëàñòû — êëåò-
êè ñ îñîáåííûìè ñâîéñòâàìè. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ôèáðî-
áëàñòû âñåõ òèïîâ òêàíåé èìåþò óíèâåðñàëüíûå õàðàêòå-
ðèñòèêè: ýòî ïîäâèæíûå êëåòêè âåðåòåíîîáðàçíîé ôîðìû
ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ñèíòåçèðóþùèå êîìïî-
íåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), öèòîêèíû è ðîñ-
òîâûå ôàêòîðû. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ôèáðîáëàñòû ðàçíîé
òêàíåâîé ëîêàëèçàöèè îòëè÷íû äðóã îò äðóãà è âíóòðè
êàæäîé òêàíè ãåòåðîãåííû ïî ñâîåìó ñîñòàâó, ôåíîòèïó,
íàáîðó ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíîâ, ïîâåðõíîñòíûì ìàðêå-
ðàì, ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, óðîâíþ ñåêðåòèðóå-
ìûõ ïðîäóêòîâ è îòâåòó íà ðàçëè÷íûå ñòðåññîðíûå âîç-

492 È. È. Òþðÿåâà, Ì. Ë. Êóðàíîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðî-
òî÷íàÿ öèòîôëóîðîìåòðèÿ.

à — èíòàêòíûå ôèáðîáëàñòû, á — ôèáðîáëàñòû ïîñëå èøåìèè è 24-÷à-
ñîâîé ðåîêñèãåíàöèè, â — ôèáðîáëàñòû ïîñëå èøåìèè è 24-÷àñîâîé ðå-
îêñèãåíàöèè â ïðèñóòñòâèè ÖÔ. Ôß — ôðàãìåíòû ÿäåð. Ïðåäñòàâëåíû

ñðåäíåå è äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë.
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Ðèñ. 3. Óðîâåíü ÀÔÊ â ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ.

à — óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ ïîñëå ãèïîêñèè è ïîñëåäóþùåé ðåîêñèãåíàöèè: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè, 2 è 3 — 30 è 60 ìèí ðåîêñèãåíàöèè ñîîòâåòñòâåííî,
4 — ÷åðåç 60 ìèí ðåîêñèãåíàöèè äîáàâëåíà Í2Î2, óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè ñâèäåòåëüñòâóåò î ñîõðàíåíèè àêòèâíîñòè çîíäà. á — âëèÿíèå ÖÔ íà
óðîâåíü ÀÔÊ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, âûçâàííîì Í2Î2: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè, 2 — 30 ìèí â ïðèñóòñòâèè Í2Î2, 3 — ïîñëå Í2Î2 äîáàâëåí ÖÔ
(30 ìèí), 4 — 24 ÷ ïðåäûíêóáàöèè ñ ÖÔ, çàòåì ñðåäó ñìåíèëè íà ñðåäó ñ Í2Î2 íà 30 ìèí. â — ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ (îá. 20�) : 1 — èíòàêòíûå
êëåòêè, 2 — 30 ìèí â ïðèñóòñòâèè Í2Î2, 3 — ïîñëå Í2Î2 äîáàâëåí ÖÔ (30 ìèí), 4 — 24 ÷ ïðåäûíêóáàöèè ñ ÖÔ, çàòåì ñðåäó ñìåíèëè íà ñðåäó ñ Í2Î2 íà
30 ìèí. ã — âûæèâàåìîñòü ôèáðîáëàñòîâ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå Í2Î2 (MTS-àíàëèç): 1 — èíòàêòíûå êëåòêè, 2 — 30 ìèí â ñðåäå ñ Í2Î2, 3 — ïîñëå Í2Î2 24 ÷
â ñðåäå ñ ÖÔ, 4 — 24 ÷ ïðåäûíêóáàöèè ñ ÖÔ, çàòåì âîçäåéñòâèå Í2Î2. Ïî âåðòèêàëè — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (D) ôîðìàçàíà (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è

ìåòîäèêà»).

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ÖÔ íà ñèíòåç áåëêîâ GRP78 è Hsp70 ôèáðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà â ðàçíûå ñðîêè.

à — 6 ÷, á — 15—24 ÷ ðåîêñèãåíàöèè (Ð) ïîñëå èøåìèè (Èø). à: 1 — èíòàêòíûå êëåòêè, 2 —1 ÷ Èø, 3 — ñïóñòÿ 6 ÷ Ð â ïðèñóòñòâèè ÖÔ, 4 — ñïóñòÿ 6 ÷ Ð
áåç ÖÔ; á: 5 — 15 ÷ áåç ÖÔ, 6 — 15 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÖÔ, 7 — èíòàêòíûå êëåòêè, 8 — 24 ÷ áåç ÖÔ, 9 — 24 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÖÔ.



äåéñòâèÿ (Das et al., 2002; Sorrell, Caplan, 2004; Souders
et al., 2009). Òàêàÿ ïëàñòè÷íîñòü ôèáðîáëàñòîâ îïðåäåëÿ-
åòñÿ èõ îñîáîé ðîëüþ â óñòàíîâëåíèè è ïîääåðæàíèè îð-
ãàííûõ ôóíêöèé, êîòîðûå îñóùåñòâëÿþòñÿ ïîñðåäñòâîì
òîíêî ðåãóëèðóåìûõ ñèíòåçà è äåãðàäàöèè ÂÊÌ, àóòî- è
ïàðàêðèííîãî ñèãíàëèíãà, ïðîëèôåðàöèè, ìèãðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè â ìèîôèáðîáëàñòû. Ôèáðîáëàñòû èã-
ðàþò âåäóùóþ ðîëü â ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé â òêàíÿõ,
ñèíòåçèðóÿ ÂÊÌ è ôîðìèðóÿ ðóáåö. Äèçðåãóëÿöèÿ ïðî-
öåññîâ ñèíòåçà êîìïîíåíòîâ ÂÊÌ è åãî äåãðàäàöèè ìàò-
ðèêñíûìè ìåòàëëîïðîòåèíàçàìè, ïðîëèôåðàöèè ôèáðîá-
ëàñòîâ íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ è èõ àïîïòîçà íà ôèíàëüíûõ
ñòàäèÿõ òêàíåâîé ðåïàðàöèè ìîæåò ïðèâåñòè ê çàäåðæêå
(íåäîñòàòî÷íîñòè) çàæèâëåíèÿ èëè èçáûòî÷íîñòè çàæèâ-
ëåíèÿ, â òîì ÷èñëå ê ôèáðîçó. Ïîýòîìó óìåíüøåíèå î÷à-
ãîâ íåêðîçà è îêðóæàþùèõ èõ çîí àïîïòîçà, óìåíüøåíèå
óðîâíÿ âîñïàëèòåëüíîãî îòâåòà è óñêîðåíèå âîññòàíîâëå-
íèÿ íîðìàëüíîãî ìåòàáîëèçìà êëåòîê â èøåìè÷åñêîì è â
ïîñòèøåìè÷åñêîì ïåðèîäàõ ÿâëÿåòñÿ âàæíûì óñëîâèåì
äëÿ îáåñïå÷åíèÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îðãàíà
èëè òêàíè â öåëîì.

Ðàçëè÷èÿ â çàæèâëåíèè íîðìàëüíîé è èøåìèçèðîâàí-
íîé êîæè îïèñûâàþòñÿ ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäåëüþ (Xue
et al., 2009), íàõîäÿùåéñÿ â ñîãëàñèè ñ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûìè ðåçóëüòàòàìè (Roy et al., 2009). Ñîãëàñíî ýòîé ìî-
äåëè, ïîâðåæäåíèå, ê ïðèìåðó, ðàäèóñîì â 4 ìì â íîðìå
çàêðûâàåòñÿ â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî 13 ñóò, â òî âðåìÿ
êàê â èøåìèçèðîâàííîé îáëàñòè òàêîå ïîâðåæäåíèå çàëå-
÷èâàåòñÿ ãîðàçäî ìåäëåííåå: ÷åðåç 20 ñóò óðîâåíü çàæèâ-
ëåíèÿ ñîñòàâèò ëèøü 25 %.

Ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò ÖÔ íà ðåïàðàòèâíóþ ôóíê-
öèþ ôèáðîáëàñòîâ áûë ïîëó÷åí â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo
íà êðûñàõ â ìîäåëè èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ñåðäöà
(Áóëüîí è äð., 2002). Ïðèìåíåíèå ÖÔ êóïèðîâàëî ïðî-
ãðåññèþ íåêðîòè÷åñêèõ î÷àãîâ â ìèîêàðäå, ó÷àñòêè íå-
êðîçà çàìåùàëèñü ñîåäèíèòåëüíîé òêàíüþ, êîòîðàÿ ê èñ-
õîäó èíôàðêòà ìèîêàðäà ñîçðåâàëà â êðóïíîî÷àãîâûé
ñêëåðîç ñ ïîñëåäóþùèì ðóáöåâàíèåì.

Ïðåïàðàò ìåòàáîëè÷åñêîãî ðÿäà ÖÔ ðàçðàáîòàí îòå-
÷åñòâåííûìè ôàðìàêîëîãàìè è óæå áîëåå 10 ëåò óñïåøíî
ïðèìåíÿåòñÿ â ïðàêòèêå íåîòëîæíîé òåðàïèè è â ëå÷åíèè
õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (Àôàíàñüåâ, Ëóêüÿíîâà, 2010).
Ýòî êîìïëåêñíûé ïðåïàðàò, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ìåòàáîëè-
òîâ (ÿíòàðíîé êèñëîòû è ðèáîêñèíà) è äâóõ êîôåðìåíòîâ
(ðèáîôëàâèí-ìîíîíóêëåîòèäà è íèêîòèíàìèäà). Ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû êàæäîãî ñîñòàâëÿþùåãî ïî îò-
äåëüíîñòè øèðîêî èçâåñòíû. Ðèáîêñèí ÿâëÿåòñÿ ïðåäøå-
ñòâåííèêîì ÀÒÔ, îáåñïå÷èâàåò âíóòðèêëåòî÷íûé òðàíñ-
ïîðò ýíåðãèè, ïîâûøàåò àêòèâíîñòü ðÿäà ôåðìåíòîâ
öèêëà Êðåáñà, àêòèâèðóåò àíàýðîáíûé ãëèêîëèç â óñëîâè-
ÿõ ãèïîêñèè â îòñóòñòâèå ÀÒÔ. ßíòàðíàÿ êèñëîòà — âàæ-
íåéøèé ñóáñòðàò öèêëà Êðåáñà, ïðè åå îêèñëåíèè âûðà-
áàòûâàåòñÿ ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ýíåðãèè, îíà ïîâû-
øàåò êðóãîîáîðîò öèêëà, ñíèæàåò êîíöåíòðàöèþ ëàêòàòà,
ïèðóâàòà è öèòðàòà, êîòîðûå íàêàïëèâàþòñÿ óæå íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ ãèïîêñèè. Íèêîòèíàìèä — ïðåäøåñòâåííèê
êîôåðìåíòîâ äåãèäðîãåíàç (ÍÀÄ+ è ÍÀÄÔ+), ÿâëÿþ-
ùèõñÿ ïåðåíîñ÷èêàìè âîäîðîäà è îáåñïå÷èâàþùèõ
îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûå ïðîöåññû, — óëó÷øàåò
ìèêðîöèðêóëÿöèþ è àêòèâèðóåò àíòèîêñèäàíòíóþ ñèñòå-
ìó óáèõèíîíîâûõ ðåäóêòàç. Ðèáîôëàâèí-ìîíîíóêëåîòèä
â êà÷åñòâå êîýíçèìà âõîäèò â ñîñòàâ ôëàâèíîâûõ ôåðìåí-
òîâ, êîòîðûå ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðàñùåïëåíèè ÿíòàð-
íîé è äðóãèõ êèñëîò è ïîääåðæèâàþò â âîññòàíîâëåííîì
ñîñòîÿíèè ãëóòàòèîí (êîôàêòîð ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçû),

çàùèùàþùèé êëåòêó îò ÀÔÊ è â öåëîì îïðåäåëÿþùèé
âíóòðèêëåòî÷íûé ðåäîêñ-ñòàòóñ. Ñî÷åòàíèå ýòèõ êîìïî-
íåíòîâ â ÖÔ îêàçûâàåò ñèíåðãè÷íîå äåéñòâèå íà êëåòî÷-
íûé ìåòàáîëèçì è ïðèäàåò åìó ñâîéñòâà ýôôåêòèâíîãî
àíòèãèïîêñàíòà.

Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, äîáàâëåíèå ÖÔ â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ óæå â ðàííèå ñðîêè (1 ÷)
ðåîêñèãåíàöèè ïîñëå èøåìèè ïîçâîëÿåò óâåëè÷èâàòü ñî-
äåðæàíèå ÀÒÔ â êëåòêàõ â 2.1 ðàçà, ÷òî ãîâîðèò î áûñò-
ðîì ýôôåêòå ïðåïàðàòà íà ýíåðãîîáðàçîâàíèå.

Äëÿ îöåíêè àíòèîêñèäàíòíîãî äåéñòâèÿ ÖÔ ìû ïîä-
âåðãëè äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû èøåìèè è ïîñëåäóþ-
ùåé ðåîêñèãåíàöèè. Äëÿ ðÿäà êëåòîê îïèñàíî ïîâûøåíèå
ïðè ðåîêñèãåíàöèè óðîâíÿ ÀÔÊ, ïðèâîäÿùåå ê óâåëè-
÷åíèþ îáúåìîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè (Li, Jackson, 2002). Ðå-
çóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü
ÀÔÊ â ôèáðîáëàñòàõ ïîñëå 30 è 60 ìèí ðåîêñèãåíàöèè
áûë íèæå êîíòðîëüíîãî. Ýòî íàõîäèòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåçóëüòàòàìè äðóãîé ðàáîòû (Panchenko et al., 2000), ãäå
àâòîðàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ïåðèîä ãèïîêñèè äåðìàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû ñíèæàþò âûðàáîòêó ÀÔÊ, êîòîðàÿ
ìåäëåííî âîññòàíàâëèâàåòñÿ â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè äî
óðîâíÿ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ. Òåì íå ìåíåå â òêàíè in vivo
ôèáðîáëàñòû ïîäâåðãàþòñÿ âîçäåéñòâèþ ïîâûøåííîãî
êîëè÷åñòâà ÀÔÊ, âûäåëÿåìûõ ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêà-
ìè â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè (Terada, 1996), à òàêæå ôàãî-
öèòèðóþùèìè êëåòêàìè (ïðè ðåñïèðàòîðíîì âçðûâå) â
îáëàñòè ðàíû è (èëè) íåêðîçà (âûçûâàåìîãî â òîì ÷èñëå
õðîíè÷åñêîé è îñòðîé èøåìèåé). Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî
èìåííî âêëàä ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â óñèëåííóþ ïðî-
äóêöèþ ÀÔÊ ìîæåò ïðåäîïðåäåëÿòü îñíîâíóþ ãèáåëü
èøåìèçèðîâàííûõ òêàíåé (Zweier et al., 1988). Êðîìå
òîãî, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âûçûâàåò êà÷åñòâåííûå è
êîëè÷åñòâåííûå èçìåíåíèÿ ÂÊÌ, ñèíòåçèðóåìîãî, â ÷à-
ñòíîñòè, êàðäèàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè, ÷òî ìîæåò èã-
ðàòü ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ïàòîãåíåçå ðåìîäåëèðîâàíèÿ
ìèîêàðäà (Siwik et al., 2001; Sen et al., 2006; Roy et al.,
2010; Jun et al., 2011).

Äëÿ èíèöèèðîâàíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â äåð-
ìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìû èñïîëüçîâàëè Í2Î2. Ïðèìåíå-
íèå ÖÔ ïîñëå 30-ìèíóòíîãî âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 íà 2/3 ñíè-
æàëî ïîâûøåííûé óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ. Ýòîò àíòèîê-
ñèäàíòíûé ýôôåêò ïðåïàðàòà îòðàçèëñÿ íà âûñîêîé
âûæèâàåìîñòè äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ (íà óðîâíå èí-
òàêòíûõ êëåòîê). Ïðåäîáðàáîòêà êëåòîê ÖÔ ïðåïÿòñòâî-
âàëà óâåëè÷åíèþ âûðàáîòêè ÀÔÊ â ðàííèå ñðîêè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ Í2Î2, ÷òî ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ âûæèâàå-
ìîñòè ôèáðîáëàñòîâ ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ, ò. å.
ïîâûøàëà ðåçèñòåíòíîñòü ýòèõ êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó.

Îäíèì èç âàæíåéøèõ ìåõàíèçìîâ çàùèòû êëåòîê ïîñ-
ëå èøåìèè è ðåîêñèãåíàöèè ÿâëÿåòñÿ èíäóêöèÿ ñèíòåçà
çàùèòíûõ áåëêîâ Hsp70 è GRP78. Ïîñêîëüêó ÖÔ îáëàäà-
åò ñïîñîáíîñòüþ çíà÷èòåëüíî óñèëèâàòü áåëîêñèíòåòè÷å-
ñêóþ ôóíêöèþ êëåòîê ïðè ãèïîêñèè (Áóëüîí è äð., 2006),
ìû èññëåäîâàëè, íå âíîñèò ëè âêëàä â öèòîïðîòåêòîðíûå
ñâîéñòâà ÖÔ ïîâûøåííûé ñèíòåç ýòèõ øàïåðîíîâ. ×åðåç
15 è 24 ÷ ðåîêñèãåíàöèè ìû íàáëþäàëè óñèëåíèå ñèíòåçà
Hsp70, îäíàêî ïðèìåíåíèå ÖÔ íå ïðèâåëî ê ïîâûøåíèþ
ýòîãî ñèíòåçà. Èçâåñòíî, ÷òî îäíîé èç ôóíêöèé Hsp70 ÿâ-
ëÿåòñÿ åãî ìîäóëèðîâàíèå àêòèâíîñòè ãëóòàòèîíïåðîêñè-
äàçû è ãëóòàòèîíðåäóêòàçû, êîòîðûå ðåãóëèðóþò êëåòî÷-
íûé ðåäîêñ-ñòàòóñ â îòâåò íà èøåìè÷åñêèé ñòðåññ (Guo
et al., 2007). Âîçìîæíî, ÷òî ðåãèñòðèðóåìûé íàìè ïðè ðå-
îêñèãåíàöèè óðîâåíü ÀÔÊ â äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ,
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íå ïðåâûøàþùèé íîðìàëüíîãî, ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì, ïî-
çâîëÿþùèì íå èíèöèèðîâàòü çàìåòíûõ èçìåíåíèé â ýêñï-
ðåññèè Hsp70.

Â òî æå âðåìÿ 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïåðèîä
ðåîêñèãåíàöèè ñ ÖÔ ñíèçèëî ïîâûøåííûé ÷åðåç 15 ÷
ñèíòåç GRP78. Ïîñêîëüêó óñèëåíèå ýêñïðåññèè øàïåðîíà
GRP78 ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ñòðåññà
è ðàçâèòèÿ UPR, ïðîãðåññèðîâàíèå êîòîðîãî ïðèâîäèò ê
êëåòî÷íîé ãèáåëè, âûÿâëÿåìîå íàìè ñíèæåíèå ñèíòåçà
GRP78 ñâèäåòåëüñòâóåò î áëàãîïîëó÷íîì ðàçðåøåíèè îò-
âåòà íà íåñâåðíóòûå áåëêè â ÝÏÐ, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ è
óâåëè÷åíèåì âûæèâàåìîñòè ôèáðîáëàñòîâ ïðè èñïîëüçî-
âàíèè â ïåðèîä ðåîêñèãåíàöèè ÖÔ.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî
ÖÔ îêàçûâàåò íà äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû âûðàæåííûé
öèòîïðîòåêòîðíûé, ýíåðãîêîððåãèðóþùèé è àíòèîêñè-
äàíòíûé ýôôåêòû. Èñõîäÿ èç ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëàãàòü
öåëåñîîáðàçíîñòü ïðèìåíåíèÿ ÖÔ â êëèíèêå â êîìïëåêñ-
íîé òåðàïèè ïðè çàáîëåâàíèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ ïîâðåæäåíè-
ÿìè êîæíîãî ïîêðîâà òðàâìàòè÷åñêîãî è òðîôè÷åñêîãî
ãåíåçà.
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ENERGY CORRECTIVE AND ANTIOXIDATIVE ACTIONS OF CYTOFLAVIN

AFTER ISCHEMIA OF HUMAN DERMAL FIBROBLASTS IN VITRO

I. I. Tjurjaeva, M. L. Kuranova, I. V. Gonchar, Yu. M. Rozanov

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

e-mail: tii@mail.cytspb.rssi.ru

The influence of metabolic drug Cytoflavin (CF) with antihypoxic and antioxidative properties on human
dermal fibroblasts in a model of ischemia—reoxygenation in vitro was studied. It was revealed that the restora-
tion of ATP synthesis in fibroblasts in the postischemic period was considerably accelerated (in 2.1 times) by
the addition of CF to the culture medium. The drug had a cell protective effect of reducing cell mortality during
the reoxygenation after ischemia by 2—2.7 times. CF effectively reduced the level of reactive oxygen species
(ROS) in fibroblasts after H2O2 treatment which allowed maintaining their survival at the level of control cells.
Pretreatment of the cells with CF for one day ensured the maintenance of normal levels of ROS during the in-
vestigated time period in the fibroblasts subjected to H2O2 treatment, and reduced H2O2-induced cell death by
almost a third compared to control cells. The introduction of CF in culture medium after ischemia showed no
influence on Hsp70 synthesis, but led to decrease in GRP78 synthesis, raised after ischemia, to the control le-
vel, indicating a resolve of the endoplasmic reticulum (ER) stress and functional normalization of ER.

K e y w o r d s: dermal fibroblasts, Cytoflavin, ischemia—reoxygenation, reactive oxygen species. ROS,
Hsp70, GRP78.
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