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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå óëüòðàôèîëåòîâîãî (ÓÔ) ñâåòà (240—390 íì) â äîçå 151—3020 Äæ/ì2 íà õà-
ðàêòåð ãèáåëè ëèìôîöèòàðíûõ êëåòîê êðîâè äîíîðîâ (ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ àïîïòîòè÷åñêîé è íå-
êðîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê) è íà óðîâåíü ìàðêåðà àïîïòîòè÷åñêîé ïðåäóãîòîâëåííîñòè — ðåöåïòîðà
CD95. Ïîêàçàíî, ÷òî ÓÔ-èçëó÷åíèå ïîâûøàåò ýêñïðåññèþ CD95-ðåöåïòîðîâ, ÷òî îáóñëîâëåíî â îñíîâ-
íîì ñèíòåçîì de novo. Âûÿâëåíî, ÷òî â õîäå 1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöè-
òîâ (ïðè äîçàõ îáëó÷åíèÿ 151 è 755 Äæ/ì2) áåç àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû êðîâè ïðîèñõîäèò ãèáåëü êëåòîê
ïóòåì ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî àïîïòîçà. Âîçäåéñòâèå âûñîêèõ äîç îáëó÷åíèÿ (1510 è 3020 Äæ/ì2)
ïðèâîäèò ê ìàññîâîé íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè èììóíîöèòîâ. Èñïîëüçîâàíèå àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû êðîâè
ïðè èíêóáàöèè ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ ïîçâîëÿåò ñíèçèòü êîëè÷åñòâî è àïîïòîòè÷åñêèõ,
è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àïîïòîç, ëèìôîöèòû, íåêðîç, ÓÔ-ñâåò, CD95.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÏÎË — ïåðåêèñíîå îêèñëåíèå
ëèïèäîâ, ÑÎÄ — ñóïåðîêñèääèñìóòàçà, ÓÔ — óëüòðàôèîëåòîâûé, PI — èîäèñòûé ïðîïèäèé, PC5 —
êîìïëåêñ ôèêîýðèòðèíà ñ öèàíèíîì 5.

Èçó÷åíèå è àíàëèç ìåõàíèçìîâ òðàíñôîðìàöèè ýíåð-
ãèè óëüòðàôèîëåòîâîãî (ÓÔ) èçëó÷åíèÿ, ïîãëîùåííîé
æèâûìè ñèñòåìàìè ðàçëè÷íûõ óðîâíåé îðãàíèçàöèè, ñâÿ-
çàíû â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ òåì, ÷òî ÓÔ-ñâåò âûñòóïàåò â
êà÷åñòâå òîíêîãî ðåãóëÿòîðíîãî àãåíòà; ýòî ïîçâîëÿåò èñ-
ñëåäîâàòü áèîôèçè÷åñêèå îñíîâû âçàèìîñâÿçåé ñåòåé,
îáåñïå÷èâàþùèõ ïîääåðæàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ãîìå-
îñòàòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â æèâûõ ñèñòåìàõ. Â îðãàíèçìå
çäîðîâîãî ÷åëîâåêà êëåòî÷íûé ãîìåîñòàç îïðåäåëÿåòñÿ
áàëàíñîì ìåæäó ãèáåëüþ è ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê.

Àïîïòîç ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðîöåññ ôèçèîëîãè÷å-
ñêîé ãèáåëè êëåòîê, ïðè êîòîðîì ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ
âî âñåõ ñòðóêòóðàõ êëåòêè: â ÿäðå (ìåæíóêëåîñîìíàÿ
ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ, êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà, êàðèîðåê-
ñèñ ñ ïîñëåäóþùèì îáðàçîâàíèåì àïîïòîòè÷åñêèõ òå-
ëåö), â öèòîïëàçìå (ðàñøèðåíèå ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðå-
òèêóëóìà, êîíäåíñàöèÿ è óìåíüøåíèå ãðàíóë, ñíèæåíèå
òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé è äð.), â
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå (ïîâûøåíèå ïðîíèöàåìîñòè
äëÿ íåáîëüøèõ ìîëåêóë, óòðàòà âîðñèí÷àòîñòè è îáðàçî-
âàíèå ïóçûðåâèäíûõ âçäóòèé, ïîÿâëåíèå íà ïîâåðõíîñòè
ôîñôàòèäèëñåðèíà, íå îáíàðóæèâàåìîãî â íîðìå, è äð.)
(Ñàìóèëîâ è äð., 2000; ßðèëèí, 2001; Kountouras et al.,
2003). Àïîïòîç âàæåí äëÿ óðàâíîâåøèâàíèÿ ïðîöåññîâ
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè, à òàêæå ýëèìèíàöèè
ôóíêöèîíàëüíî íåïîëíîöåííûõ èììóíîêîìïåòåíòíûõ
êëåòîê (Íèêîíîâà è äð., 1999; Õàèòîâ, 2001; ßðèëèí,
2001; Áàðûøíèêîâ, Øèøêèí, 2002; Ïîòàïíåâ, 2002).

Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçëè÷íûå çàáîëåâàíèÿ ñîïðîâîæäàþò-
ñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, íàðóøåíèåì ïðîãðàììû àïîïòîçà, ñ
äðóãîé — äèñáàëàíñîì îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà
(Çåíêîâ è äð., 2001). Ïðè ýòîì èçáûòî÷íàÿ ãåíåðàöèÿ àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â òêàíÿõ è êëåòêàõ íà
ôîíå èñòîùåíèÿ ðåçåðâîâ àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû îêà-
çûâàåò âëèÿíèå íà ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ñèñòåì âíóòðèêëåòî÷íîé ðåãóëÿöèè
àïîïòîçà. Ê ÷èñëó ïîñëåäíèõ îòíîñÿòñÿ ìèòîãåíàêòèâè-
ðóåìûå ïðîòåèíêèíàçû JNK è p38, àêòèâèðóþùèå îòâåò-
ñòâåííûå çà ðåàëèçàöèþ ëåòàëüíîé ïðîãðàììû êëåòîê
áåëêè-ìèøåíè, ñðåäè êîòîðûõ ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè
NF-kB è ð53 (Gallo, Johnson, 2002).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè óñòàíîâëåíî, ÷òî ÓÔ-ñâåò ÿâ-
ëÿåòñÿ ïîòåíöèàëüíûì èíäóêòîðîì àïîïòîçà â êëåòêàõ
ðàçëè÷íûõ òèïîâ, â òîì ÷èñëå è èììóíîêîìïåòåíòíûõ
(Servomaa, Rytomaa, 1990; Martin, Cotter, 1991; Ëîíñêàÿ
è äð., 1997; Ìåíüùèêîâà, Çåíêîâ, 1997; Ïëåòþøêèíà
è äð., 2006). Âûÿâëåíî, ÷òî â ðåàëèçàöèè àïîïòîçà ëèìôî-
öèòîâ, îáëó÷åííûõ ÓÔ â äîçàõ 151 è 1510 Äæ/ì2, ïðèíè-
ìàþò ó÷àñòèå ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííûé (Fas-çàâèñèìûé)
è ð53-çàâèñèìûé ïóòè (Àðòþõîâ è äð., 2011á). Èíèöèà-
öèÿ àïîïòîçà â óñëîâèÿõ äåéñòâèÿ ÓÔ-ñâåòà îáóñëîâëåíà
ðÿäîì ïðîöåññîâ, èíäóöèðóåìûõ ôîòîõèìè÷åñêèìè ïðå-
âðàùåíèÿìè áèîìåìáðàí è ÄÍÊ êëåòîê. Ïðè ýòîì ïðîèñ-
õîäÿò îáðàçîâàíèå îëèãîìåðîâ Fas-ðåöåïòîðîâ è äàëüíåé-
øåå ïðåîáðàçîâàíèå àïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà ñ ó÷àñòèåì
öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Êðîìå òîãî, ïîñëå âîçäåé-
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ñòâèÿ ÓÔ-ñâåòà â ñóñïåíçèè ëèìôîöèòîâ âîçìîæíà àêòè-
âàöèÿ Fas-L, èíäóöèðóþùàÿ àïîïòîç èììóííûõ êëåòîê
(Caricchio et al., 1998). Âûÿâëåííûå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è
ðîñò êîíöåíòðàöèè ð53 â ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèì-
ôîöèòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè (Àðòþõîâ è äð.,
2011á) ñâèäåòåëüñòâóþò î çàïóñêå ð53-çàâèñèìîãî ïóòè
àïîïòîçà.

Ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè àïîïòîçà è âîñïàëåíèÿ, èõ
ìàðêåðû ïðè âîçäåéñòâèè ÓÔ-èçëó÷åíèÿ äî ñèõ ïîð îñòà-
þòñÿ íåäîñòàòî÷íî èçó÷åííûìè, íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êî-
ëè÷åñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ. Ìåæäó òåì áîëåå
ãëóáîêîå ïîíèìàíèå ðîëè ÓÔ-ñâåòà â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà
è âîñïàëåíèÿ ìîãëî áû ñïîñîáñòâîâàòü óãëóáëåíèþ çíà-
íèé î ïàòîãåíåçå ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé, à òàêæå ñîçäà-
íèþ ïðèíöèïèàëüíî íîâûõ íàïðàâëåíèé òåðàïèè. Äëÿ
ïîëíîãî ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà íåîáõîäèìî äåòàëüíîå
èññëåäîâàíèå ÓÔ-èíäóöèðîâàííûõ ïðåâðàùåíèé êîìïî-
íåíòîâ êðîâè ïî îòäåëüíîñòè è âî âçàèìîñâÿçè, ÷òî ïî-
çâîëèò â äàëüíåéøåì îñóùåñòâëÿòü íàïðàâëåííóþ èììó-
íîêîððåêöèþ ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû ïóòè ãèáåëè ôîòî-
ìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöèòàðíûõ êëåòîê, èíêóáèðî-
âàííûõ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè àóòîëîãè÷íîé ïëàç-
ìû êðîâè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Âûäåëåíèå ëèìôîöèòîâ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè äî-
íîðîâ îñóùåñòâëÿëè ïóòåì åå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðà-
äèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëë-óðîãðàôèíà (1.077 ã/ñì3).
ÓÔ-îáëó÷åíèå èññëåäóåìûõ êëåòîê (1 ìë, 1�106 êë./ìë)
ïðîâîäèëè ïðè èõ íåïðåðûâíîì ïåðåìåøèâàíèè ìàãíèò-
íîé ìåøàëêîé â òåðìîñòàòèðóåìîé êþâåòå (20 � 1 °Ñ)
ïîëóñôåðè÷åñêîé ôîðìû ñ ïîìîùüþ ðòóòíî-êâàðöåâîé
ëàìïû ÄÐÒ-400 ÷åðåç ñâåòîôèëüòð ÓÔÑ-1 ñ ïîëîñîé ïðî-
ïóñêàíèÿ 240—390 íì (ñî ñïåêòðàëüíûìè ëèíèÿìè 253.7,
265.2, 280, 296.7, 302.2, 312.6 è 365 íì). Ðàññòîÿíèå îò îñè
ëàìïû äî êþâåòû ñ ñóñïåíçèåé êëåòîê ñîñòàâëÿëî 23 ñì,
èíòåíñèâíîñòü èçëó÷åíèÿ ëàìïû — 151 Äæ/(ì2�ìèí). Èñ-
ïîëüçîâàëè äîçû 151, 755, 1510 è 3020 Äæ/ì2. Ïëîòíîñòü
ýíåðãèè èçëó÷åíèÿ, ñîçäàâàåìóþ ÓÔ-ëó÷àìè, èçìåðÿëè ñ
ïîìîùüþ óôèìåòðà, ñìîíòèðîâàííîãî íà êàôåäðå áèîôè-
çèêè Âîðîíåæñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà. Â
êà÷åñòâå òåïëîâîãî ïðèåìíèêà ÓÔ-èçëó÷åíèÿ â óôèìåòðå
ïðèìåíÿëè òåðìîáàòàðåþ, ñîáðàííóþ èç 50 íèõðîìî-
âî-êîíñòàíòàíîâûõ òåðìîïàð.

Íàòèâíûå è îáëó÷åííûå ëèìôîöèòû èíêóáèðîâàëè â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå RPMI-1640 â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñò-
âèè 18 % àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû êðîâè, öèêëîãåêñèìèäà
(10–4 ìîëü/ë), êàòàëàçû (10–6 ìîëü/ë) è ñóïåðîêñèääèñìó-
òàçû (2�10–7 ìîëü/ë) ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5%-íîãî ÑÎ2

â òå÷åíèå 24 ÷.
Äëÿ êîððåêòíîãî èñêëþ÷åíèÿ èç çîíû àíàëèçà âñåõ

÷àñòèö, êîòîðûå íå ñîîòâåòñòâóþò ïî ðàçìåðàì è ãðàíó-
ëÿðíîñòè æèâûì ëèìôîöèòàì, ââîäèëè íåîáõîäèìûå ëî-
ãè÷åñêèå îãðàíè÷åíèÿ â ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñ-
òèö ïî ìàëîóãëîâîìó, áîêîâîìó ñâåòîðàññåèâàíèþ è
CD45-PC5. CD45 — àíòèãåí, ïðåäñòàâëåííûé íà ïîâåðõ-
íîñòè âñåõ ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà. Èñïîëüçîâàíèå ìàðêåðà
CD45 ïîçâîëÿåò ÷åòêî îòäåëèòü ïîïóëÿöèþ ëèìôîöèòîâ
îò äåáðèñà.

Îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè CD95 è êîëè÷åñòâà
êëåòîê ñ èçó÷àåìûì ìàðêåðîì íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí
íàòèâíûõ è ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ îñóùå-

ñòâëÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (öèòî-
ôëóîðèìåòð CyFlow space, Partec). Îêðàøèâàíèå êëåòîê
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë:
CD95-FITC è ñîîòâåòñòâóþùèå èçîòèïè÷åñêèå êîíòðîëè.
Â êàæäîé ïðîáå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 104 êëåòîê.

Äâîéíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê ïîñðåäñòâîì ìå÷åííîãî
FITC àííåêñèíà V (äëÿ îáíàðóæåíèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà
íà âíåøíåé ñòîðîíå êëåòî÷íîé ìåìáðàíû) è éîäèñòîãî
ïðîïèäèÿ (PI) (äëÿ ðåãèñòðàöèè öåëîñòíîñòè êëåòîê) ïî-
çâîëèëî ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îòëè÷èòü
àïîïòîç èññëåäóåìûõ êëåòîê îò íåêðîçà. Ïîñëå îòìûâêè â
ôîñôàòíîì áóôåðå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë
ñâÿçûâàþùåãî áóôåðà (10 ììîëü/ë HEPES/NaOH, ðÍ 7.4,
140 ììîëü/ë NaCl è 2.5 ììîëü/ë CaCl2), äîáàâëÿëè 5 ìêë
êîìïëåêñà àííåêñèí V—FITC è 2.5 ìêë PI è èíêóáèðîâà-
ëè â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå
15 ìèí. Çàòåì äîáàâëÿëè 400 ìêë ñâÿçûâàþùåãî áóôåðà è
ïðîâîäèëè èçìåðåíèå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå.
Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 104 êëåòîê.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì Statgraphics plus 3.0. Ðàçëè÷èÿ
âåëè÷èí òåñòèðóåìûõ ïîêàçàòåëåé â êîíòðîëüíûõ è îïûò-
íûõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ïîïàðíîé ñòàòèñòèêè, èñïîëüçóÿ t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà.
Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð � 0.05.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ôèêîëë
400 (Dia-m, Øâåéöàðèÿ), óðîãðàôèí 76 % (Schering AG,
Èñïàíèÿ), êàòàëàçà, ñóïåðîêñèääèñìóòàçà (Sigma, ÑØÀ),
öèêëîãåêñèìèä (AppliChem, Ãåðìàíèÿ), CD95—FITC,
CD45—PÑ5 è Annexin V—FITC Kit System (Beckman Co-
ulter, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ ëèìôî-
öèòîâ â äîçàõ 151 è 755 Äæ/ì2 ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå
óðîâíÿ ñîäåðæàíèÿ ðåöåïòîðîâ CD95 íà 15 è 24 % ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 1, à, ñòîëáöû 1). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â óñëîâèÿõ îáëó÷åíèÿ ïðîèñõî-
äèò íàðóøåíèå ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿíèÿ ìåìáðàí ëèìôî-
öèòîâ, ñëåäñòâèåì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ýêñïîíèðîâàíèå
«çàìàñêèðîâàííûõ» ìàðêåðíûõ ìîëåêóë íà êëåòî÷íóþ
ïîâåðõíîñòü. Äåéñòâèòåëüíî, íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå
ÓÔ-îáëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè ëèìôîöèòîâ ïðîèñõîäèò ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ ÏÎË (Àðòþõîâ è äð., 2011à), ÷òî ñâÿçûâà-
þò êàê ñ íåïîñðåäñòâåííûì äåéñòâèåì ÓÔ-ñâåòà íà íåíà-
ñûùåííûå æèðíûå êèñëîòû, òàê è ñ ôîòîèíäóöèðîâàí-
íûì îáðàçîâàíèåì ÀÔÊ.

Â õîäå 1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè â îòñóòñòâèå àóòîëî-
ãè÷íîé ïëàçìû â ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ
óðîâåíü ýêñïðåññèè CD95 óâåëè÷èëñÿ íà 42 è 59 % ñîîò-
âåòñâåííî äîçàì îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 1, à, ñòîëáöû 2), ïðè
ýòîì ñòåïåíü ïîâûøåíèÿ ÏÎË òàêæå èìåëà äîçîçàâèñè-
ìûé õàðàêòåð (Àðòþõîâ è äð., 2011à).

Ïðè äîáàâëåíèè â èññëåäóåìóþ ñèñòåìó èíãèáèòîðà
áåëêîâîãî ñèíòåçà — öèêëîãåêñèìèäà — óðîâåíü CD95
îêàçûâàëñÿ çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ó êëåòîê, îáëó÷åííûõ
â îòñóòñòâèå ýòîãî àãåíòà, íî âûøå êîíòðîëÿ (ðèñ. 1, à,
ñòîëáöû 3). Ñëåäîâàòåëüíî, óâåëè÷åíèå óðîâíÿ CD95 â
óñëîâèÿõ èíêóáàöèè ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöè-
òîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ íå òîëüêî âñëåäñòâèå ýêñïîíèðîâà-
íèÿ íà ïîâåðõíîñòü ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ðàíåå íåäî-
ñòóïíûõ ìàðêåðîâ, íî è ñèíòåçà èõ íîâûõ ìîëåêóë. Âîç-
ìîæíî, òîò ôàêò, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ñèíòåçà áåëêà áîëåå
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âûðàæåíà â ÓÔ-îáëó÷åííûõ êëåòêàõ, îáúÿñíÿåòñÿ îáðà-
çîâàíèåì ÀÔÊ, ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî âëèÿíèå ðàçëè÷-
íûõ ñòèìóëÿòîðîâ íà ñèíòåç áåëêîâ (èíäóöèáåëüíîé
NO-ñèíòàçû, íåêîòîðûõ öèòîêèíîâ) â ìàêðîôàãàõ è äðó-
ãèõ êëåòêàõ îáóñëîâëåíî âíóòðèêëåòî÷íûì îáðàçîâàíèåì
ÀÔÊ, âûçûâàþùèõ ïåðåõîä òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
â àêòèâíîå ñîñòîÿíèå.

Îäíàêî è â íåîáëó÷åííûõ êëåòêàõ â õîäå 1-ñóòî÷íîé
èíêóáàöèè áåç ïëàçìû âûÿâëåíî ïîâûøåíèå óðîâíÿ
CD95 íà ìåìáðàíå (íà 24 % îòíîñèòåëüíî íàòèâíûõ êëå-
òîê ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå èõ âûäåëåíèÿ), ñâÿçàííîå ñ àêòèâà-
öèåé ñèíòåçà ýòèõ ðåöåïòîðîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ãèáåëü êëåò-
êè ïóòåì àïîïòîçà (à ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè ðåöåïòîðîâ
ñìåðòè CD95 íà ìåìáðàíå óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü çà-
ïóñêà ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ïóòè àïîïòîçà) ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíà íå òîëüêî íåãàòèâíîé ñèãíàëèçàöèåé,
íî è îòñóòñòâèåì ïîçèòèâíûõ ñèãíàëîâ èçâíå. Ïîêàçàíî,
÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ëèìôîöèòîâ â áåññûâîðîòî÷íîé ïè-
òàòåëüíîé ñðåäå, ëèøåííîé ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, èíèöèè-
ðîâàëî ãèáåëü ïîëîâèíû êîëè÷åñòâà êëåòîê çäîðîâûõ äî-
íîðîâ ïóòåì àïîïòîçà (Æóêîâà è äð., 2007). Âàæíóþ ðîëü
â ìåæêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè èãðàþò ïîëèïåïòèäíûå
ôàêòîðû ðîñòà, äåôèöèò êîòîðûõ âîñïðèíèìàåòñÿ êëåò-
êîé êàê ñèãíàë ê àïîïòîçó: ïðîèñõîäÿò äåôîñôîðèëèðîâà-
íèå ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà Bad, âíåäðåíèå åãî â íà-
ðóæíóþ ìåìáðàíó ìèòîõîíäðèé, âûñâîáîæäåíèå öèòî-
õðîìà ñ è ïîñëåäóþùàÿ àêòèâàöèÿ êàñïàçû-9 (Takamatsu
et al., 2001).

Ïðè äîáàâëåíèè àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû â õîäå èíêóáà-
öèè íàòèâíûõ è ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ íà-
áëþäàåòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ ðåöåïòîðîâ CD95 (ðèñ. 1, á,
ñòîëáöû 3). Òàê, â ñëó÷àå èíêóáàöèè íåîáëó÷åííûõ îá-
ðàçöîâ äàííûé ïàðàìåòð óìåíüøàåòñÿ äî çíà÷åíèÿ, õà-
ðàêòåðíîãî äëÿ ñâåæåâûäåëåííûõ êëåòîê. Â ôîòîìîäèôè-
öèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ óðîâåíü CD95 ñíèæàåòñÿ íà 11
è 15 % (ñîîòâåòñòâåííî äîçàì îáëó÷åíèÿ) îòíîñèòåëüíî
ëèìôîöèòîâ, èíêóáèðóåìûõ â îòñóòñòâèå ïëàçìû êðîâè.

Èñïîëüçîâàíèå ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû
(ÑÎÄ è êàòàëàçû) êàê ïðè ôîòîìîäèôèêàöèè, òàê è â õîäå

èíêóáàöèè ÓÔ-îáëó÷åííûõ îáðàçöîâ ïðèâîäèò ê ñíèæå-
íèþ óðîâíÿ ðåöåïòîðà CD95 ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèìôîöèòà-
ìè, îáëó÷åííûìè èëè èíêóáèðóåìûìè â îòñóòñòâèå ýòèõ
ôåðìåíòîâ (ðèñ. 2, ñòîëáöû 3—6).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÑÎÄ â õîäå ÓÔ-ìîäèôèêàöèè
ëèìôîöèòîâ óðîâåíü CD95 íå îòëè÷àåòñÿ îò çíà÷åíèÿ, õà-
ðàêòåðíîãî äëÿ ëèìôîöèòîâ íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå èõ

Àïîïòîç è íåêðîç ëèìôîöèòîâ, èíäóöèðîâàííûå ÓÔ-îáëó÷åíèåì 79

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå óðîâíÿ CD95 ó ëèìôîöèòîâ â õîäå èõ èíêóáàöèè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ñòîëáöû 1) è ïîñëå 24-÷àñîâîé èí-
êóáàöèè â îòñóòñòâèå (ñòîëáöû 2) è â ïðèñóòñòâèè (ñòîëáöû 3) öèêëîãåêñèìèäà (à) èëè ïëàçìû êðîâè (á).

Îá óðîâíå CD95 ñóäèëè ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ëèìôîöèòîâ, ñâÿçàâøèõ FITC-ìå÷åííûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD95.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå óðîâíÿ CD95 ó ëèìôîöèòîâ â òå÷åíèå 1-ñó-
òî÷íîé èíêóáàöèè èõ â ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíò-

íîé çàùèòû.

Ñòîëáöû: 1 — êëåòêè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ; 2 — ôîòîìîäèôèöèðî-
âàííûå êëåòêè ïîñëå ñóòî÷íîé èíêóáàöèè; 3, 4 — êëåòêè, èíêóáèðîâàí-
íûå â ïðèñóòñòâèè ÑÎÄ, äîáàâëåííîé äî è ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñò-
âåííî; 5, 6 — êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå â ïðèñóòñòâèè êàòàëàçû, äîáàâ-
ëåííîé äî è ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî. Îá óðîâíå CD95 ñóäèëè
ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ëèìôîöèòîâ, ñâÿçàâøèõ FITC-ìå÷åí-

íûå àíòèòåëà ïðîòèâ CD95.



îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 2, ñòîëáöû 3, 4), ÷òî óêàçûâàåò íà âåäó-
ùóþ ðîëü ñóïåðîêñèä-àíèîí-ðàäèêàëà â àêòèâàöèè àïîï-
òîçà.

Ïðèìåíåíèå êàòàëàçû ïðè ôîòîìîäèôèêàöèè è èíêó-
áàöèè ëèìôîöèòîâ òàêæå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ
óêàçàííîãî ìàðêåðà, ïðè÷åì îí ñíèæàåòñÿ â áîëüøåé ñòå-
ïåíè ïðè äîáàâëåíèè êàòàëàçû ïîñëå îáëó÷åíèÿ ëèìôî-
öèòîâ, ÷åì ïðè ñîâìåñòíîì îáëó÷åíèè, ÷òî ïîäòâåðæäàåò
ôàêò ÷àñòè÷íîé ôîòîèíàêòèâàöèè êàòàëàçû ïðè ÓÔ-ìî-
äèôèêàöèè. Òàêèì îáðàçîì, âêëàä ïåðîêñèäà âîäîðîäà â
èíäóêöèþ àïîïòîçà ìåíåå çíà÷èòåëåí, ÷åì ñóïåðîê-
ñèä-àíèîí-ðàäèêàëà.

ßâëÿÿñü òðàíñìåìáðàííîé áåëêîâîé ìîëåêóëîé,
CD95-ðåöåïòîð ìîæåò àêòèâíî îòâå÷àòü íà âîçäåéñòâèå
ÓÔ-ñâåòà è ïðåòåðïåâàòü êîíôîðìàöèîííûå ïåðåñòðîé-
êè, âûçûâàþùèå åãî îëèãîìåðèçàöèþ â ìåìáðàíå. Êðîìå

òîãî, ê ôîòîèíäóöèðóåìûì èçìåíåíèÿì ðåöåïòîðà ìîãóò
ïðèâîäèòü èíòåíñèôèêàöèÿ ïðîöåññîâ ÏÎË è íàêîïëåíèå
ÀÔÊ, êîòîðûå â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóþò áèîñèíòåç ýòî-
ãî áåëêà de novo.

Èçâåñòíî, ÷òî PI ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì êëåòîê, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà èëè íåêðîçà (ïðè íå-
êðîçå ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé
ìåìáðàíû, ÷òî ïîçâîëÿåò PI âîéòè â êëåòêó è ñâÿçàòüñÿ ñ
ÄÍÊ).

Ñóùåñòâóþò òàêæå ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè, ñïî-
ñîáíûå ïîìåòèòü êëåòêè, «ðåøèâøèå» èäòè ïî ïóòè àïîï-
òîçà. Íàèáîëåå ðàííèì ñîáûòèåì, ïðåäâàðÿþùèì òàêîå
ðåøåíèå, ÿâëÿåòñÿ îêèñëåíèå ëèïèäîâ êëåòî÷íûõ ìåìá-
ðàí, ïðîèñõîäÿùåå ïîä âëèÿíèåì èçáûòî÷íîé ïðîäóêöèè
ÀÔÊ. Ïðè ýòîì îñîáåííî óÿçâèìû íåíàñûùåííûå æèð-
íîêèñëîòíûå õâîñòû êèñëûõ ôîñôîëèïèäîâ, ïðåäñòàâ-
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Ðèñ. 3. Äâóõïàðàìåòðè÷åñêèå öèòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ëèìôîöèòîâ ïî èõ æèçíåñïîñîáíîñòè.

à, ã, æ — íàòèâíûå è ôîòîìîäèôèöèðîâàííûå (äîçû îáëó÷åíèÿ 151 è 755 Äæ/ì2) êëåòêè ÷åðåç 1 ÷ èíêóáàöèè; á, â — íàòèâíûå êëåòêè, èíêóáèðîâàí-
íûå 24 ÷ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ïëàçìû ñîîòâåòñòâåííî; ä, å — ôîòîìîäèôèöèðîâàííûå (äîçà îáëó÷åíèÿ 151 Äæ/ì2) êëåòêè ïîñëå 1-ñóòî÷íîé
èíêóáàöèè â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ïëàçìû êðîâè ñîîòâåòñòâåííî; ç, è — ôîòîìîäèôèöèðîâàííûå (äîçà îáëó÷åíèÿ 755 Äæ/ì2) êëåòêè ïîñëå
1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ïëàçìû êðîâè ñîîòâåòñòâåííî. Öèôðàìè ïîêàçàíû äîëè (%) æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê (ëåâûé íèæ-
íèé êâàäðàíò), àïîïòîòè÷åñêèõ (ïðàâûé íèæíèé êâàäðàíò) è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê (ïðàâûé âåðõíèé êâàäðàíò). FL-1 è FL-2 — êàíàëû ôëóîðåñöåí-

öèè; PI — éîäèñòûé ïðîïèäèé.



ëåííûå â ìåìáðàíàõ â îñíîâíîì ôîñôàòèäèëñåðèíîì.
Îáðàçîâàíèå ãèäðîïåðîêñèäîâ ôîñôàòèäèëñåðèíà íàðó-
øàåò åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà — àí-
íåêñèíàìè — è îáëåã÷àåò ìèãðàöèþ îêèñëåííîãî ôîñôà-
òèäèëñåðèíà ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû ìåìáðàííîãî áèñëîÿ
íà íàðóæíóþ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ôîñôàòèäèëñåðèí, êîòî-
ðûé â íîðìàëüíîé êëåòêå ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ëîêà-
ëèçîâàí ñ âíóòðåííåé ñòîðîíû áèñëîÿ, ïðè èíäóêöèè
àïîïòîçà íà÷èíàåò ïîÿâëÿòüñÿ è ñ âíåøíåé ñòîðîíû ìåì-
áðàíû (Fadok et al., 1998, 2000).

Ïîñêîëüêó òðàíñëîêàöèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà íàáëþ-
äàåòñÿ íà ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà, ìå÷åíèå êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ êîìïëåêñà àííåêñèí V—FITC ïîçâîëÿåò âûÿâèòü
áîëåå ðàííþþ ñòàäèþ àïîïòîçà, ÷åì ñ ïîìîùüþ ìåòîäèê,
îñíîâàííûõ íà ïîâðåæäåíèè ÿäðà (ÄÍÊ-ôðàãìåíòàöèè).

×åðåç 1 ÷ ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè ëèìôîöè-
òîâ â äîçàõ 151 è 755 Äæ/ì2 êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê (íà ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà) ñîñòàâëÿåò 2.3 è 5.3 %
(ðèñ. 3, ã, æ, ïðàâûé íèæíèé êâàäðàíò). Ýòî ìîæåò áûòü
ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì ôîñôîëèïèäíîãî áèñëîÿ ìåìáðàí
â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè ïðîöåññîâ ÏÎË, âñëåäñòâèå ÷åãî
ïðîèñõîäèò òðàíñëîêàöèÿ ôîñôàòèäèëñåðèíà â íàðóæíûé
ñëîé ìåìáðàíû.

Â õîäå 1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè íàòèâíûõ ëèìôîöèòîâ,
èíêóáèðîâàííûõ â îòñóòñòâèå àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû êðî-
âè, äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê óâåëè÷èâàåòñÿ ñ 1.9 äî
9.2 % (ðèñ. 3, à, á, ïðàâûé íèæíèé êâàäðàíò), ÷òî ñâÿçàíî
ñ îòñóòñòâèåì â ñðåäå èíêóáèðîâàíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ è
ôàêòîðîâ ðîñòà: ýòî ÿâëÿåòñÿ ñèãíàëîì ê àêòèâàöèè ïðî-
ãðàììû àïîïòîçà.

Ïðè ôîòîìîäèôèêàöèè êëåòîê â äîçàõ 151 è
755 Äæ/ì2 êîëè÷åñòâî ëèìôîöèòîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ðàí-

íåé ñòàäèè àïîïòîçà, âîçðàñòàåò äî 16.2 è 30.8 %, à ÷èñëî
íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 4.3 è 18.3 % ñîîòâåòñò-
âåííî (ðèñ. 3, ä, ç, ïðàâûé âåðõíèé êâàäðàíò). Ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè âûñîêèõ äîç îáëó÷åíèÿ (1510 è 3020 Äæ/ì2)
íàáëþäàåòñÿ ìàññîâûé õàðàêòåð ãèáåëè êëåòîê ïóòåì íå-
êðîçà (ðèñ. 4, à, â).

Çàðåãèñòðèðîâàííûé íåêðîç ìîæåò áûòü ïåðâè÷íûì
èëè âòîðè÷íûì, ò. å. íàñòóïèâøèì ïîñëå çàïóñêà àïîïòî-
çà (Darzynkiewicz et al., 1998), îäíàêî ðàçëè÷èòü ýòè äâà
òèïà íåêðîçà â ðàìêàõ íàñòîÿùåé ðàáîòû íå ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ âîçìîæíûì.

Èñïîëüçîâàíèå àóòîëîãè÷íîé ïëàçìû êðîâè â õîäå
èíêóáàöèè êàê íàòèâíûõ, òàê è ôîòîìîäèôèöèðîâàííûõ
êëåòîê ïîçâîëÿåò ñíèçèòü êîëè÷åñòâî è àïîïòîòè÷åñêèõ,
è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê (ðèñ. 3, â, å, è; 4, á, ã). Ýòî ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî â ïëàçìå êðîâè ñîäåðæàòñÿ ðîñòî-
âûå ôàêòîðû. Îáðàçóþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ
ÀÔÊ ìîãóò èçìåíÿòü ìèêðîîêðóæåíèå êëåòîê è òàêèì îá-
ðàçîì âîâëåêàòü â ðåàêöèþ íà ñâåòîâîé ñòèìóë öåëûå ñî-
îáùåñòâà êëåòîê è áèîìîëåêóë (Sauer et al., 2001; Reth,
2002). Òàê, öèòîêèíû è ðîñòîâûå ôàêòîðû íàõîäÿòñÿ â
êîìïëåêñå ñ òðàíñïîðòèðóþùèì èõ áåëêîì — ïëàçìåí-
íûì àëüôà2-ìàêðîãëîáóëèíîì (Borth, 1992; Gettins,
Crews, 1993). Áîëüøèíñòâî îáëàäàþùèõ ðîñòîñòèìóëè-
ðóþùèìè ñâîéñòâàìè ìîëåêóë (EGF, NGF, PDGF, bFGF,
ÈË-1, ÈË-2, ÈË-6 è TNF-a) ñâÿçàíî ñ àëüôà2-ìàêðîãëî-
áóëèíîì íåïðî÷íî, è ïðè äåéñòâèè íåêîòîðûõ ôàêòîðîâ,
â ÷àñòíîñòè îêñèäàíòîâ, êîìïëåêñ äèññîöèèðóåò, îñâî-
áîæäàÿ ðîñòîâûå ôàêòîðû è ñâÿçûâàÿ ïðîòèâîâîñïàëè-
òåëüíûå öèòîêèíû (Chu, Pizzo, 1994; Wu et al., 1998).
Â ðåçóëüòàòå àóòîëîãè÷íàÿ ïëàçìà ìîæåò ñíèæàòü â ëèì-
ôîöèòàõ ÷åëîâåêà êîëè÷åñòâî ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, âûçû-
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Ðèñ. 4. Ðàñïðåäåëåíèå ëèìôîöèòîâ ïî èõ æèçíåñïîñîáíîñòè â òå÷åíèå 1-ñóòî÷íîé èíêóáàöèè ïîñëå ÓÔ-îáëó÷åíèÿ â äîçàõ 1510 è
3020 Äæ/ì2.

à, á — äîçà îáëó÷åíèÿ 1510 Äæ/ì2, èíêóáàöèÿ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ïëàçìû ñîîòâåòñòâåííî; â, ã — äîçà îáëó÷åíèÿ 3020 Äæ/ì2, èíêóáàöèÿ â îò-
ñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ïëàçìû ñîîòâåòñòâåííî. Îñòàëüíûå îáúÿñíåíèÿ òå æå, ÷òî è ê ðèñ. 3.



âàåìûõ ÓÔ-îáëó÷åíèåì (Çóáàíîâà è äð., 2002). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, ïëàçìà êðîâè, îáëàäàÿ ìîùíîé àíòèîêèñëèòåëü-
íîé ñïîñîáíîñòüþ, ñíèæàåò óðîâåíü ÏÎË è ñîîòâåòñò-
âåííî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, òåì ñàìûì ïðåäîòâðàùàÿ
ãèáåëü êëåòîê, ò. å. ìîæåò âûñòóïàòü â ðîëè ôàêòîðà, ñ
ïîìîùüþ êîòîðîãî ìîæíî îïðåäåëÿòü è, ñëåäîâàòåëüíî,
ðåãóëèðîâàòü èëè ïðîãíîçèðîâàòü ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñò-
âà àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ ëèìôàòè÷åñêèõ êëå-
òîê êðîâè.
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APOPTOSIS AND NECROSIS OF LYMPHOCYTES INDUCED BY UV-RADIATION

IN THE PRESENCE OF AUTOLOGICAL PLASMA
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The influence of UV-light (240—390 nm) in doses 151—3020 J/m2 on the nature of the death of lympho-
cytes cells of donor’s blood (using markers of apoptotic and necrotic death of cells) and on the level of expressi-
on of the marker of apoptotic pre-preparation — CD95-receptor has been investigated. We have shown that
UV-radiation increases expression of CD95-receptors which is caused mainly by de novo synthesis of the re-
ceptors. It has been revealed that during daily incubation of photo-modified lymphocytes (151 and 755 J/m2)
without autological blood cell death occurs by receptor-involved apoptosis. Exposure to high doses of radiation
(1510 and 3020 J/m2) causes massive necrotic death of immunocytes. The use of autologous blood plasma du-
ring incubation of photo-modified lymphocytes allows decreasing the number of both apoptotic and necrotic
cells.

K e y w o r d s: apoptosis, CD95, lymphocytes, necrosis, UV-radiation.
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