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Äåéñòâèå áèîãåííûõ è àáèîãåííûõ äèñóëüôèäîâ íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ â êóëüòóðå

Âëèÿíèå áèîãåííûõ è àáèîãåííûõ äèñóëüôèäîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîé
âåíû ÷åëîâåêà â êóëüòóðå èññëåäîâàëè, ïðèìåíÿÿ òðè ìåòîäà — âêëþ÷åíèå â êëåòêè íåéòðàëüíîãî êðàñ-
íîãî (ÍÊ), îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ÀÒÔ â êëåòêàõ è âàðèàíòû ìåòîäà Ìîñìàíà, ñóòü êîòîðûõ ñîñòîèò â
âîññòàíîâëåíèè êëåòêàìè ñîëåé òåòðàçîëèÿ — MTT è MTS (Mosmann, 1983). Â êà÷åñòâå àáèîãåííîãî
äèñóëüôèäà áûë âûáðàí 2,2R-äèòèî-áèñ(N,N-äèýòèë)ýòàíàìèí (ÄÑ), à â êà÷åñòâå áèîãåííûõ äèñóëüôè-
äîâ èñïîëüçîâàëè îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) è ìàñëî ÷åñíîêà (Ì×), ìàæîðíûì êîìïîíåíòîì êîòî-
ðîãî ÿâëÿåòñÿ äèàëëèëäèñóëüôèä (ÄÀÄÑ). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÄÑ è Ì× îáëàäàþò ñîïîñòàâèìûì öèòîòîê-
ñè÷åñêèì äåéñòâèåì (ÅÑ50 ñîñòàâëÿåò ~0.6 ìÌ), â òî âðåìÿ êàê GSSG â êîíöåíòðàöèÿõ âïëîòü äî 1 ìÌ
íå âëèÿåò íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ. Âïåðâûå ïîêàçàíà ìåäèàòîðíàÿ àêòèâíîñòü ÄÑ è Ì×
ïî îòíîøåíèþ ê îêñèäîðåäóêòàçàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòà ñîëåé òåòðàçîëèÿ, îáóñëîâëèâàþùàÿ ëîæíîîòðèöàòåëüíûé ýôôåêò. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ìåòîä Ìîñìàíà èìååò ñåðüåçíûå îãðàíè÷åíèÿ ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ äèñóëüôèäîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê, íî ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ïðè èññëåäîâàíèè ìåõàíèçìà èõ äåéñòâèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèñóëüôèäû, ãëóòàòèîí, ìàñëî ÷åñíîêà, ýíäîòåëèé, öèòîòîêñè÷íîñòü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÑ — 2,2R-äèòèî-áèñ(N,N-äèýòèë)ýòàíàìèí, ÄÀÄÑ — äèàëëèëäè-
ñóëüôèä, Ì× — ìàñëî ÷åñíîêà, ÍÊ — íåéòðàëüíûé êðàñíûé, ÔÁ — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñò-
âîð, PMS — 5-ìåòèëôåíàçèíìåòèëñóëüôàò.

Òèîëû è äèñóëüôèäû øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â ïðè-
ðîäå (Jocelyn, 1972; Munday, 1989, 2012). Èõ ðîëü â ôóíê-
öèîíèðîâàíèè êëåòîê è îðãàíèçìîâ ÷ðåçâû÷àéíî âåëèêà.
Ìíîãèå ýêçîãåííûå òèîëû è äèñóëüôèäû áèîãåííîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ ÿâëÿþòñÿ âàæíåéøèìè êîìïîíåíòàìè
ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ è ëåêàðñòâåííûõ ðàñòåíèé, íàïðèìåð
àëëèöèí ÷åñíîêà èëè áèñ(2-ôóðôóðèë)äèñóëüôèä îáæà-
ðåííûõ êîôåéíûõ çåðåí. Â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâóåò íåìà-
ëî òîêñè÷íûõ äèñóëüôèäîâ áèîãåííîãî è îñîáåííî àáèî-
ãåííîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Munday, 1989, 2012), êîòîðûå
ìîãóò âûçûâàòü çàáîëåâàíèÿ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà (Hut-
chison, 1977; Munday, 1982; Stevens, 1984). Àáèîãåííûå
òèîëû è äèñóëüôèäû îáðàçóþòñÿ ïðè òåðìè÷åñêîé îáðà-
áîòêå ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ (Schutte, 1974; Garbusov et al.,
1976; Mac Leod, Seyyedain-Ardebili, 1981) è èñïîëüçóþòñÿ
â ïðîìûøëåííîñòè â êà÷åñòâå êîìïîíåíòîâ ñìàçî÷íûõ
ìàòåðèàëîâ, êàòàëèçàòîðîâ è îäîðàíòîâ ãîðþ÷èõ ãàçîâ
(Hiley et al., 1981; Nomura et al., 1982; Rygle et al., 1984).
Êðîìå òîãî, îíè îáðàçóþòñÿ êàê ïîáî÷íûå ïðîäóêòû â
ïðîèçâîäñòâå áóìàãè, ïðè î÷èñòêå íåôòè è ïðèðîäíîãî
ãàçà (Vol’tsov, Lyapina, 1980; Zygmunl et al., 1983; Kangas
et al., 1984). Ðàçëè÷íûå òèîëû èñïîëüçóþò äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ïåñòèöèäîâ ôîñôîðîðãàíè÷åñêîé ïðèðîäû, à ðàíåå èõ èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôîñôîðîðãàíè÷åñêèõ îòðàâëÿ-

þùèõ âåùåñòâ; êàê ïðàâèëî, ýòè æå òèîëû è ñîîòâåòñòâó-
þùèå äèñóëüôèäû îáðàçóþòñÿ ïðè ðàçðóøåíèè èëè
ñïîíòàííîì ãèäðîëèçå ýòèõ ñîåäèíåíèé (Murai, 1977; Lee
et al., 1978; Munro et al., 1999).

Ôîñôîðîðãàíè÷åñêèå îòðàâëÿþùèå âåùåñòâà V-òèïà,
â îñîáåííîñòè RVX, — ýòî íàèáîëåå òîêñè÷íûå âåùåñòâà
íåðâíî-ïàðàëèòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ. Ñîãëàñíî Êîíâåíöèè
ïî õèìè÷åñêîìó ðàçîðóæåíèþ 1993 ã. (Àíîí, 2005) â ÐÔ
âåäåòñÿ íåïðåðûâíàÿ ðàáîòà ïî îáåçâðåæèâàíèþ RVX íà
îáúåêòàõ óíè÷òîæåíèÿ õèìè÷åñêîãî îðóæèÿ, ñóòü êîòî-
ðîé çàêëþ÷àåòñÿ â èñïîëüçîâàíèè ñïåöèàëüíûõ äåãàçèðó-
þùèõ ðàñòâîðîâ, êîòîðûå ïîâûøàþò ñêîðîñòü ãèäðîëèçà
RVX â íàïðàâëåíèè îáðàçîâàíèÿ íåòîêñè÷íîé èçîáóòèë-
ìåòèëôîñôîíîâîé êèñëîòû è N,N-äèýòèëàìèíîýòàíòèî-
ëà. Â àáèîòè÷åñêîé ñðåäå ïî÷òè âåñü òèîë äîâîëüíî áûñò-
ðî îêèñëÿåòñÿ äî äèñóëüôèäà 2,2R-äèòèî-áèñ(N,N-äèý-
òèë)ýòàíàìèíà (ÄÑ) (Ñàâåëüåâà è äð., 2002). Âåðîÿòíîñòü
êîíòàêòà ïåðñîíàëà îáúåêòîâ ñ äàííûì ñîåäèíåíèåì äî-
ñòàòî÷íî âûñîêà, à ïîñëåäñòâèÿ êîíòàêòà íåèçâåñòíû, òàê
êàê òîêñè÷íîñòü äàííîãî ñîåäèíåíèÿ äî ñèõ ïîð íå îõà-
ðàêòåðèçîâàíà. Ïðîâåäåííûå íàìè èññëåäîâàíèÿ äåéñò-
âèÿ ÄÑ in vivo íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ ìûøàõ ïîçâîëèëè
óñòàíîâèòü ïàðàìåòðû åãî òîêñè÷íîñòè (ËÄ50 ñîñòàâèëà
560 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî ïðè âíóòðèæåëóäî÷íîì
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ââåäåíèè) è ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îñíîâíîé ìèøåíüþ ÄÑ
ìîãóò áûòü êëåòêè ýíäîòåëèÿ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (Âîé-
òåíêî è äð., 2013). Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
íåîáõîäèìî áûëî èññëåäîâàòü âëèÿíèå ÄÑ íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ â êóëüòóðå. Â êà÷åñòâå âå-
ùåñòâ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè äèñóëüôèäû áèîãåííîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ — îêèñëåííûé ãëóòàòèîí (GSSG) è ìàñ-
ëî ÷åñíîêà (Ì×), êîòîðîå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñìåñü ðàç-
ëè÷íûõ ìîíî-, äè- è ïîëèñóëüôèäîâ (Lawson et al., 1991;
O’Gara et al., 2000).

Äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ äèñóëüôèäîâ íà êëåòêè ýíäî-
òåëèÿ ìû âûáðàëè òðè øèðîêî èñïîëüçóåìûõ ìåòîäà
îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, êîòîðûå ìîæíî ïðè-
ìåíÿòü ïðè ðàáîòå ñ àäãåçèîííûìè êóëüòóðàìè â ïëàí-
øåòíîì ôîðìàòå: âêëþ÷åíèå íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî (Bo-
renfreund, Puerner, 1984), îïðåäåëåíèå ÀÒÔ â êëåòêàõ ñ
ïîìîùüþ áèîëþìèíåñöåíöèè (Kangas et al., 1984; Crouch
et al., 1993) è ìåòîä Ìîñìàíà ñ ìîäèôèêàöèÿìè (Mos-
mann, 1983; Denizot, Lang, 1986; Cory et al., 1991). Ñóòü
ìåòîäà Ìîñìàíà ñîñòîèò â âîññòàíîâëåíèè êëåòêàìè ñî-
ëåé òåòðàçîëèÿ — MTT è MTS. Âñå òðè ìåòîäà èìåþò õî-
ðîøóþ êîððåëÿöèþ ñ òðàäèöèîííûì ìåòîäîì îöåíêè
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê — èñêëþ÷åíèå òðèïàíîâîãî
ñèíåãî (Kuzmits et al., 1986; Ishikawa et al., 1993; Basha
et al., 1996; Lindl et al., 2005), íå óñòóïàÿ åìó â ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè (Kuzmits et al., 1986; Lindl et al., 2005). Êðîìå
òîãî, ïðåèìóùåñòâàìè ýòèõ ìåòîäîâ ÿâëÿþòñÿ ìåíüøàÿ
òðóäîåìêîñòü, áîëüøàÿ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü è îòñóòñòâèå
íåîáõîäèìîñòè ïåðåâîäà àäãåçèîííîé êóëüòóðû â ñóñ-
ïåíçèþ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — îöåíêà âëèÿíèÿ äèñóëüôè-
äîâ ðàçëè÷íîé ïðèðîäû íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ýí-
äîòåëèÿ ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà â êóëüòóðå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è è ñ â å ò î â à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ýíäîòåëè-
àëüíûå êëåòêè âûäåëÿëè èç ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà è êó-
ëüòèâèðîâàëè ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå (Gimbrone et al.,
1978) ñ ìîäèôèêàöèÿìè (Danilov et al., 1984; Ãîí÷àðîâ
è äð., 1987). Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2—3-ãî ïàññà-
æà, íàõîäÿùèåñÿ â ïëîòíîì ìîíîñëîå â 96-ëóíî÷íûõ
ïëàíøåòàõ. Ìîðôîëîãèþ êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axio Observer (Carl Zeiss,
Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ôàçîâîãî êîíòðàñòà, èñïîëüçóÿ îáú-
åêòèâ ñ óâåëè÷åíèåì 10�; êëåòêè ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû Penguin 150CL (Pixera,
ÑØÀ; àäàïòåð 1�, ìàòðèöà 1/2S CCD, 1.5 ìëí ïèêñåëåé)
è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Âèäåîòåñò-Ðàçìåð 5.0.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èññëåäóåìûõ âå-
ùåñòâ â òå÷åíèå 10 ìèí, 3, 6 è 24 ÷.

Ä è ñ ó ë ü ô è ä û è ð à ñ ò â î ð û ä ë ÿ ò å ñ ò è ð î â à-
í è ÿ. ÄÑ áûë ñèíòåçèðîâàí è ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí
À. Ô. Õëåáíèêîâûì (ÑÏáÃÓ). ×èñòîòà ïðåïàðàòà ïî äàí-
íûì ãàçîõðîìàòîãðàôè÷åñêîãî àíàëèçà, ñîñòàâëÿëà
99.1 %. Ìàòî÷íûé ðàñòâîð ÄÑ (1 ìÌ) ãîòîâèëè íà àöåòî-
íèòðèëå (î. ñ. ÷., Êðèîõðîì, Ðîññèÿ) è õðàíèëè ïðè
4 °Ñ. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ÄÑ ãîòîâèëè íà ôîñôàòíî-ñîëå-
âîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS) (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è âíîñèëè
èõ â ëóíêè ñ êëåòêàìè ïî 10 ìêë íà ëóíêó.

Êîíöåíòðàöèÿ ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà Ì× (ñìåñü 30—
50 % äèàëëèëäèñóëüôèäà (ÄÀÄÑ), 10—13 % äèàëëèëòðè-
ñóëüôèäà, 5—13 % àëëèëñóëüôèäà è ðÿäà äðóãèõ ìèíîð-
íûõ ñîåäèíåíèé; Aldrich, ÑØÀ) ñîñòàâëÿëà 200 ìã/ìë.

Êîíöåíòðàöèþ Ì× â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðåäñòàâëÿëè
â ïåðåñ÷åòå íà ÄÀÄÑ (ìÌ), ñîäåðæàíèå êîòîðîãî â Ì×
ïðèíèìàëè ðàâíûì 50 %. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû ãîòîâèëè
àíàëîãè÷íî ÄÑ íà àöåòîíèòðèëå è âíîñèëè â ëóíêè
ïî 1 ìêë. Ìàòî÷íûé ðàñòâîð GSSG (1 ìÌ, Sigma, ÑØÀ)
è ðàáî÷èå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà PBS. Âñå ðàáî÷èå
ðàñòâîðû ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èñïîëüçîâà-
íèåì.

Ê î í ò ð î ë ü í û å è õ î ë î ñ ò û å ï ð î á û. Êîíòðîëåì
ñëóæèëè êëåòêè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â ëóíêàõ, â êîòî-
ðûå âíîñèëè ïî 10 ìêë PBS èëè ïî 1 ìêë àöåòîíèòðèëà.
Ðåçóëüòàòû âñåõ èñïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ îöåíêè æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïîêàçàëè, ÷òî íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà
àöåòîíèòðèëà, ïðèñóòñòâóþùèå â ðàáî÷èõ ðàñòâîðàõ ÄÑ,
íå îêàçûâàþò öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êëåòêè ýíäî-
òåëèÿ. Â êà÷åñòâå õîëîñòîé ïðîáû èñïîëüçîâàëè ÷èñòóþ
ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ (áåç êëåòîê), êóäà òàêæå âíîñèëè
ñîîòâåòñòâóþùèé îáúåì PBS èëè àöåòîíèòðèëà. ×òîáû
óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî èññëåäóåìûå ñîåäèíåíèÿ íå âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ ðåàêòèâàìè èñïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ, ãîòîâè-
ëè äîïîëíèòåëüíûå õîëîñòûå ïðîáû, ïðåäñòàâëÿþùèå
ñîáîé ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ âíåñåííûìè â íåå ðà-
áî÷èìè ðàñòâîðàìè äèñóëüôèäîâ (ñì. òàáëèöó).

Ì å ò î ä û. Äëÿ îöåíêè íàêîïëåíèÿ êðàñèòåëÿ ÍÊ
(Tox-4 kit, Sigma, ÑØÀ) â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ãîòîâèëè ðà-
áî÷èé ðàñòâîð èç êîììåð÷åñêè äîñòóïíîãî 0.33%-íîãî
ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ ïóòåì ðàçáàâëåíèÿ åãî â 50 ðàç êóëü-
òóðàëüíîé ñðåäîé 199 (ñ ñîëÿìè Ýðëà, Sigma, ÑØÀ), ñî-
äåðæàùåé 5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (Invi-
trogen, ÑØÀ). Ðàñòâîð ãîòîâèëè çà 3 ÷ äî ýêñïåðèìåíòà è
âûäåðæèâàëè åãî ïðè 37 °Ñ. Ïåðåä ïðèìåíåíèåì ðàñòâîð
öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1500 g äëÿ óäà-
ëåíèÿ îáðàçîâàâøèõñÿ êðèñòàëëîâ. Ïî îêîí÷àíèè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ðàñòâîðîâ èññëåäóåìûõ
âåùåñòâ êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õýíêñà (Áèîëîò,
Ðîññèÿ), çàòåì âíîñèëè â ëóíêè ïî 100 ìêë ðàáî÷åãî ðàñ-
òâîðà ÍÊ, âûäåðæèâàëè ïëàíøåò â òåðìîñòàòå â òå÷åíèå
2.5 ÷, ñíîâà ïðîìûâàëè êëåòêè ðàñòâîðîì Õýíêñà è â êàæ-
äóþ ëóíêó âíîñèëè ïî 150 ìêë 1 %-íîãî ðàñòâîðà óêñóñ-
íîé êèñëîòû â 50%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå ýòèëîâîãî ñïèð-
òà äëÿ âûñâîáîæäåíèÿ êðàñèòåëÿ èç êëåòîê. Ñîäåðæèìîå
ëóíîê ïëàíøåòà ñíà÷àëà ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè 600 îá/ìèí íà øåéêåðå (Shaker ST-3L, ELMI, Ëàòâèÿ)
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à çàòåì âðó÷íóþ ñ ïîìîùüþ
ìíîãîêàíàëüíîé ïèïåòêè. Àáñîðáöèþ ïðîá ñ÷èòûâàëè
íà ïëàíøåòíîì ôîòîìåòðå Multiscan Ascent (Thermo Elec-
tron Co., ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 540 íì ïðîòèâ õîëîñòîé
ïðîáû.

Äëÿ àíàëèçà öèòîòîêñè÷íîñòè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
Ìîñìàíà è åãî ìîäèôèêàöèé (Mosmann, 1983; Denizot,
Lang, 1986; Cory et al., 1991) ïî âîññòàíîâëåíèþ êëåòêàìè
ñîëåé òåòðàçîëèÿ MTT è MTS (Sigma è Promega, ÑØÀ ñî-
îòâåòñòâåííî) â ëóíêè ïëàíøåòîâ ñ êëåòêàìè ïî îêîí÷à-
íèè êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ èññëåäóåìûìè âåùåñòâàìè âíî-
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Ñîñòàâ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ, êîíòðîëüíûõ è õîëîñòûõ ïðîá

Ïðîáà Êëåòêè Äèñóëüôèäû
PBS èëè

àöåòîíèòðèë

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ + + –

Êîíòðîëüíûå + – +

Õîëîñòûå – – +

Äîïîëíèòåëüíûå
õîëîñòûå

– + –



ñèëè ïî 20 ìêë ðàñòâîðà ÌÒÒ (5 ìã/ìë) èëè ñìåñü ðàñòâî-
ðîâ ÌÒS (2 ìã/ìë) è PMS (0.92 ìã/ìë) â îáúåìíîì
ñîîòíîøåíèè 20 : 1. Ñìåñü ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåííî ïå-
ðåä èñïîëüçîâàíèåì. Ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà PBS, ñòåðèëè-
çîâàëè ôèëüòðîâàíèåì è õðàíèëè â àëèêâîòàõ ïðè
–20 °Ñ. Àëèêâîòû ðàçìîðàæèâàëè â äåíü ýêñïåðèìåíòà è
áåðåãëè îò ñâåòîâîãî âîçäåéñòâèÿ. Ñ÷èòûâàíèå àáñîðá-
öèè ñîäåðæèìîãî ëóíîê ïðîâîäèëè ñïóñòÿ 1 ÷ ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ â ëóíêè ðàñòâîðîâ ïðîèçâîäíûõ ôîðìàçàíà
(MTT èëè MTS). Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÌÒÒ ïåðåä ñ÷èòû-
âàíèåì àáñîðáöèè ïðîá â ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè ïî
100 ìêë ÄÌÑÎ (Panreac, Èñïàíèÿ) äëÿ ðàñòâîðåíèÿ ôîð-
ìàçàíîâûõ êðèñòàëëîâ. Àáñîðáöèþ ïðè èñïîëüçîâàíèè
MTS ñ÷èòûâàëè ïðè äëèíå âîëíû 492 íì, à ïðè èñïîëüçî-
âàíèè ÌÒÒ — ïðè 540 íì ïëàíøåòíîì ôîòîìåòðå Multi-
scan Ascent (Thermo Electron Co., ÑØÀ).

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü àêòèâíîñòü îêñèäîðåäóêòàç
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè èñïîëüçîâàíèè ÌÒÒ, ïî
îêîí÷àíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ÄÑ â ÷àñòè ýêñïåðè-
ìåíòîâ, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ âíóòðèêëåòî÷íîé è
âíåêëåòî÷íîé àêòèâíîñòè îêñèäîðåäóêòàç, îòáèðàëè ñðå-
äó èç ëóíîê ïëàíøåòà è ïåðåíîñèëè åå â ïóñòîé ïëàí-
øåò äëÿ ïðîâåäåíèÿ èçìåðåíèÿ àáñîðáöèè ïðîá ïðè
540 íì. Îñòàâøèåñÿ â ïëàíøåòå êëåòêè îäíîêðàòíî ïðî-
ìûâàëè PBS, ýêñòðàãèðîâàëè èç íèõ ôîðìàçàíîâûé ïðî-
äóêò âíåñåíèåì â ëóíêè 150 ìêë ÄÌÑÎ è ðåãèñòðèðîâàëè
àáñîðáöèþ ñîäåðæèìîãî ëóíîê ïðè 540 íì äëÿ îöåíêè
âíóòðèêëåòî÷íîé àêòèâíîñòè îêñèäîðåäóêòàç. Â îòäåëü-
íûõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñâÿçàííûõ ñ èññëåäîâàíèåì ìåäèà-

òîðíîé àêòèâíîñòè äèñóëüôèäîâ, ìû èñïîëüçîâàëè MTS â
îòñóòñòâèå PMS, çàìåíÿÿ åãî ýêâèâàëåíòíûì îáúåìîì
PBS.

Äëÿ îöåíêè ñîäåðæèìîãî ÀÒÔ â êëåòêàõ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ âåùåñòâ èõ îäíîêðàòíî ïðîìû-
âàëè PBS è ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà, âõîäÿùå-
ãî â íàáîð ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåàãåíòîâ (ATP Biolumines-
cent somatic cell assay kit, Sigma, ÑØÀ). Ëþìèíåñöåíöèþ
ïîëó÷åííûõ ëèçàòîâ ðåãèñòðèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èí-
ñòðóêöèåé ïðîèçâîäèòåëÿ íà ïðèáîðå Multi-Detection
Microplate Reader (BioTek, ÑØÀ) ïðîòèâ õîëîñòîé
ïðîáû.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïîëó÷åííûõ äàí-
íûõ âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ
GraphPad Prizm 5.0. Ïåðåä àíàëèçîì äàííûõ ïðîâîäèëè
ïðîâåðêó íîðìàëüíîñòè èõ ðàñïðåäåëåíèÿ (òåñò Êîëìî-
ãîðîâà—Ñìèðíîâà). Ïîñêîëüêó äàííûå ïîä÷èíÿëèñü íîð-
ìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ, äëÿ äàëüíåéøåé îáðàáîòêè
èñïîëüçîâàëè ïàðàìåòðè÷åñêèé îäíîôàêòîðíûé äèñïåð-
ñèîííûé àíàëèç. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ ñ êîíòðîëüíûìè çíà÷åíèÿìè èñïîëüçîâàëè òåñò Dun-
nett, äëÿ âûÿâëåíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó äâóìÿ êîíöåíòðàöèÿìè èññëåäóåìûõ âåùåñòâ ïðè
ôèêñèðîâàííîì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ èñ-
ñëåäóåìûìè âåùåñòâàìè èñïîëüçîâàëè òåñò Áîíôåððîíè.
Êðèòè÷åñêèé óðîâåíü çíà÷èìîñòè (Ð) ïðè ïðîâåðêå ñòàòè-
ñòè÷åñêèõ ãèïîòåç ïðèíèìàëè ðàâíûì 0.05. Äëÿ ðàñ÷åòà
EC50 (ïîëóìàêñèìàëüíàÿ ýôôåêòèâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ äè-
ñóëüôèäîâ â îòíîøåíèè ïîêàçàòåëÿ, èçìåðÿåìîãî òåì èëè
èíûì ìåòîäîì îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê) ïðèìå-
íÿëè íåëèíåéíûé ðåãðåññèîííûé àíàëèç. Äëÿ îöåíêè õà-
ðàêòåðà è ñòåïåíè âëèÿíèÿ äâóõ ôàêòîðîâ (êîíöåíòðàöèè
è âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ äèñóëüôèäàìè) íà
ðåçóëüòàòû ìåòîäà Ìîñìàíà ïðèìåíÿëè äâóõôàêòîðíûé
äèñïåðñèîííûé àíàëèç. Äàííûå íà ðèñóíêàõ ïðåäñòàâëå-
íû â âèäå ñðåäíèõ âåëè÷èí è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíå-
íèé, ïîëó÷åííûõ ïî ðåçóëüòàòàì êàê ìèíèìóì òðåõ îò-
äåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Êàæäóþ ïðîáó â ýêñïåðèìåíòå
ãîòîâèëè â òðîéíîì ïîâòîðå.

Ðåçóëüòàòû

Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà íàêîïëåíèÿ ÍÊ ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ÄÑ íà÷èíàåò îêàçûâàòü ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå òîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ, êîãäà åãî êîíå÷-
íàÿ êîíöåíòðàöèÿ â ñðåäå ïðåâûøàåò 0.5—0.75 ìÌ, â çà-
âèñèìîñòè îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ ÄÑ íà êëåòêè (ðèñ. 1).
Óâåëè÷åíèå âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè ÄÑ ñ 3 äî 24 ÷ ïðèâîäèò ê íåêîòîðîìó ðîñòó íà-
áëþäàåìûõ ýôôåêòîâ äëÿ âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ÄÑ. Ñî-
ãëàñíî ìåòîäó âêëþ÷åííîãî ÍÊ, EC50 ïðè 24-÷àñîâîì âîç-
äåéñòâèè ÄÑ ñîñòàâëÿåò 0.56 � 0.01 ìÌ. Ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îïûòíûõ ïðîá îò êîíòðîëüíûõ ïðè
îïðåäåëåíèè êîëè÷åñòâà ÀÒÔ â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè ÄÑ
íà÷èíàþòñÿ ñ êîíöåíòðàöèè 0.5 ìÌ äëÿ âñåõ ñðîêîâ âîç-
äåéñòâèÿ (ðèñ. 2). Ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ÀÒÔ â 2 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì çíà÷åíèåì (EC50) ïðè âîçäåé-
ñòâèè ÄÑ â òå÷åíèå 1 ñóò ñîñòàâëÿåò 0.65 � 0.02 ìÌ. Äàí-
íûå, ïîëó÷åííûå äëÿ òðåõ âðåìåíí *ûõ èíòåðâàëîâ, ñâèäå-
òåëüñòâóþò îá îòñóòñòâèè âûðàæåííîé çàâèñèìîñòè ìåæ-
äó âðåìåíåì êîíòàêòà êëåòîê ñ ÄÑ è åãî âëèÿíèåì íà èõ
æèçíåñïîñîáíîñòü, çà èñêëþ÷åíèåì êîíöåíòðàöèé 0.75 è
1 ìÌ, ïðè êîòîðûõ íàáëþäàåòñÿ ãèáåëü êëåòîê ïðè äëè-
òåëüíîì âîçäåéñòâèè. Ìû íå âûÿâèëè ñóùåñòâåííûõ ðàç-
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå àáèîãåííîãî äèñóëüôèäà ÄÑ íà íàêîïëåíèå
êëåòêàìè ýíäîòåëèÿ íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî (ÍÊ).

Çäåñü è íà ðèñ. 2—4: Ê — êîíòðîëü.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ÄÑ íà ñîäåðæàíèå ÀÒÔ â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ.



ëè÷èé ìåæäó õàðàêòåðîì èçìåíåíèÿ êðèâûõ, ïîëó÷åííûõ
äâóìÿ ìåòîäàìè äëÿ îäíèõ è òåõ æå èíòåðâàëîâ âðåìåíè
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ÄÑ.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ñ 1 ìÌ ÄÑ â
òå÷åíèå 3 ÷ óðîâåíü ÀÒÔ â êëåòêàõ íå îòëè÷àåòñÿ îò
óðîâíÿ ïðè êîíöåíòðàöèè ÄÑ 0.75 ìÌ (ðèñ. 2). Îäíàêî
ñïóñòÿ åùå 3 ÷ êîëè÷åñòâî ÀÒÔ ïðè âîçäåéñòâèè 1 ìÌ
ÄÑ âûøå, ÷åì â ñëó÷àå 0.75 ìÌ ÄÑ (ðèñ. 2, êðèâàÿ 6 ÷;
Ð < 0.05). ×åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà âîçäåéñòâèÿ 1 ìÌ ðàñ-
òâîðà êîíöåíòðàöèÿ ÀÒÔ â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ñíèæàåòñÿ
äî íóëÿ è îíè ïîãèáàþò. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÄÑ
íå äåéñòâóåò èëè ñëàáî äåéñòâóåò íà ýíåðãîïðîäóöèðóþ-
ùèå ìåõàíèçìû (ãëèêîëèç, öèêë Êðåáñà è äûõàòåëüíàÿ
öåïü), à ãèáåëè êëåòîê ïðåäøåñòâóåò ôàçà âðåìåííîãî ïî-
âûøåíèÿ óðîâíÿ ÀÒÔ çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ ÀÒÔàçíîé àêòèâ-
íîñòè èîííûõ íàñîñîâ è ïîòðåáëåíèÿ ÀÒÔ â ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ðåàêöèÿõ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ.

Äàííûå ïî âëèÿíèþ Ì× íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Ì× íà÷èíàåò îêàçûâàòü öèòîòîêñè÷å-
ñêîå äåéñòâèå â òîì æå äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé, ÷òî è
ÄÑ. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îïûòíûõ ïðîá îò
êîíòðîëüíûõ ïî êîëè÷åñòâó ÀÒÔ â êëåòêàõ ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè Ì× íà÷èíàþòñÿ ñ êîíöåíòðà-
öèè Ì× 0.53 ìÌ ïðè 3- è 6-÷àñîâîì âîçäåéñòâèÿõ è ñ
0.35 ìÌ ïðè 24-÷àñîâîì. Îäíàêî äàæå ïîñëå 24-÷àñîâîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ñàìûì êîíöåíòðèðîâàííûì
ðàñòâîðîì Ì× ìû íå íàáëþäàëè 100%-íîãî ñíèæåíèÿ
óðîâíÿ ÀÒÔ. Ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3 êðèâûå âûõîäÿò
íà ïëàòî ïðè áîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ÷òî ïîìåøàëî íàì
ðàññ÷èòàòü EC50. Ýòè îòëè÷èÿ îò äåéñòâèÿ ÄÑ ìîãóò ñâè-
äåòåëüñòâîâàòü îá îãðàíè÷åííîé ðàñòâîðèìîñòè êîìïî-
íåíòîâ Ì× â ñðåäå è (èëè) î ðàçëè÷íûõ ïóòÿõ äåòîêñèêà-
öèè áèîãåííûõ è àáèîãåííûõ äè- è ïîëèñóëüôèäîâ. Ì× â
êîíöåíòðàöèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 0.35 è 0.71 ìÌ ÄÀÄÑ,
÷åðåç 24 ÷ îáóñëîâëèâàåò ïàðàäîêñàëüíûå, íî ñòàòèñòè÷å-
ñêè çíà÷èìûå (Ð < 0.05) ðàçëè÷èÿ óðîâíåé ÀÒÔ â êëåò-
êàõ: óðîâåíü ÀÒÔ ñóùåñòâåííî íèæå ïðè íèçêîé êîíöåí-
òðàöèè Ì×, ÷åì ïðè áîëåå âûñîêèõ. Àíàëîãè÷íóþ, íî ìå-
íåå âûðàæåííóþ êàðòèíó ìû íàáëþäàëè ïðè íàêîïëåíèè
ÍÊ (íå ïîêàçàíî). Î÷åâèäíî, ïðè äåéñòâèè áîëüøèõ êîí-
öåíòðàöèé Ì× ôàçà ðåçêîãî ñíèæåíèÿ ÀÒÔ íàñòóïàåò
ðàíüøå, â äèàïàçîíå ìåæäó 6 è 24 ÷.

×òî êàñàåòñÿ åùå îäíîãî áèîãåííîãî äèñóëüôèäà,
GSSG, ìû íå îáíàðóæèëè åãî âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîá-
íîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ â òå÷åíèå 24-÷àñîâîãî âîçäåéñò-
âèÿ âïëîòü äî êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ (äàííûå íå ïðåäñòàâ-
ëåíû), êîòîðàÿ íà 4 ïîðÿäêà ïðåâûøàåò ôèçèîëîãè÷å-
ñêóþ êîíöåíòðàöèþ GSSG â ïëàçìå êðîâè (Jones et al.,
2000).

Òàêèì îáðàçîì, ìû íå âûÿâèëè ñóùåñòâåííûõ ðàçëè-
÷èé ìåæäó õàðàêòåðîì êðèâûõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ
äâóõ òåñòîâ (ïî íàêîïëåíèþ ÍÊ è óðîâíþ ÀÒÔ) äëÿ ðàç-
íûõ ñðîêîâ äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ äèñóëüôèäîâ íà êëåò-
êè. Â òî æå âðåìÿ ïðèìåíåíèå åùå îäíîãî ìåòîäà îöåíêè
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê íåîæèäàííî äàëî ëîæíîîòðè-
öàòåëüíûé ðåçóëüòàò. Îêàçàëîñü, ÷òî ÄÑ è Ì× äîçîçàâè-
ñèìî ïîâûøàþò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ âîññòà-
íàâëèâàòü ñîëü òåòðàçîëèÿ, èñïîëüçóåìóþ â ìîäèôèöèðî-
âàííîì ìåòîäå Ìîñìàíà (Cory et al., 1991) (ðèñ. 4).

Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ñîëü òåòðàçî-
ëèÿ MTS, êîòîðàÿ â îòëè÷èå îò òðàäèöèîííî èñïîëü-
çóåìîé ÌÒÒ ïîñëå âîññòàíîâëåíèÿ îêñèäîðåäóêòàçàìè
â ïðèñóòñòâèè ìåäèàòîðà ýëåêòðîíîâ (PMS) îáðàçóåò âî-
äîðàñòâîðèìûé ïðîäóêò, ÷òî ïîçâîëÿåò ñíèçèòü òðóäî-
çàòðàòû è ïîãðåøíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ. Îêàçà-

ëîñü, ÷òî ÄÑ íà÷èíàÿ ñ 0.25 ìÌ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî
ïîâûøàåò ñïîñîáíîñòü êëåòîê âîññòàíàâëèâàòü MTS â
ïðèñóòñòâèè PMS, ÷òî ñïðàâåäëèâî äëÿ âñåõ ñðîêîâ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ âåùåñòâîì (ðèñ. 4). Îòëè÷èÿ îò êà-
æóùåãîñÿ «ïîâûøåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè» êëåòîê íà-
áëþäàþòñÿ ëèøü ÷åðåç 24 ÷ âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ÄÑ
â êîíöåíòðàöèÿõ 0.75 è 1 ìÌ. Â òî æå âðåìÿ íå òîëüêî
äàííûå äâóõ äðóãèõ òåñòîâ, íî è ìîðôîëîãèÿ ýíäîòåëè-
àëüíûõ êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóþò î íåãàòèâíîì âëèÿíèè
ÄÑ óæå ÷åðåç 3 ÷ âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè íà÷èíàÿ ñ êîí-
öåíòðàöèè 0.5 ìÌ (ðèñ. 5). Ñëåäîâàòåëüíî, ñíèæåíèå âîñ-
ñòàíîâèòåëüíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïî îòíîøå-
íèþ ê MTS ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÄÑ ñïóñòÿ 24 ÷
îáóñëîâëåíî èõ ãèáåëüþ. Ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòàòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ ïðè 3- è 6-÷àñîâîì äåéñòâèè ÄÑ íà êëåòêè,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íå òîëüêî êîíöåíòðàöèÿ, íî è âðåìÿ
äåéñòâèÿ âåùåñòâà ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî âëèÿåò íà âîñ-
ñòàíîâèòåëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ (Ð < 0.001).
Ïîñò-òåñò Áîíôåððîíè âûÿâèë çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ òîëüêî
äëÿ äâóõ èç ïÿòè èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé (Ð < 0.01).
Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè Ì×, ïðîÿâëÿþùååñÿ â èõ ñïîñîáíîñòè âîñ-
ñòàíàâëèâàòü MTS, íà÷èíàåòñÿ ñ êîíöåíòðàöèè 0.175 ìÌ
ñïóñòÿ 3 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ Ì×. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå íà÷à-
ëà âîçäåéñòâèÿ, êàê è â ñëó÷àå ñ ÄÑ, íàáëþäàåòñÿ ñíèæå-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå áèîãåííîãî äèñóëüôèäà Ì× íà ñîäåðæàíèå
ÀÒÔ â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ.

Êîíöåíòðàöèþ Ì× â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïåðåñ÷èòûâàëè íà ÄÀÄÑ
(îäèí èç êîìïîíåíòîâ Ì×), ñîäåðæàíèå êîòîðîãî â Ì× ïðèíèìàëè ðàâ-

íûì 50 %.

Ðèñ. 4. Ïîâûøåíèå êîëè÷åñòâà îáðàçóþùåãîñÿ ôîðìàçàíîâîãî
ïðîäóêòà (MTS â ïðèñóòñòâèè PMS) ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè

ýíäîòåëèÿ ÄÑ è Ì×.



íèå âîññòàíàâëèâàþùåé àêòèâíîñòè êëåòîê. Îäíàêî ñíè-
æåíèå àêòèâíîñòè â ñëó÷àå Ì× ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî
íà÷èíàåò ïðîÿâëÿòüñÿ ñ áîëåå íèçêîé êîíöåíòðàöèè —
0.175 ìÌ. Îòìåòèì, ÷òî ïðè 3-÷àñîâîì âîçäåéñòâèè ÄÑ
îêàçûâàåò áîëåå ñèëüíîå âëèÿíèå íà âîññòàíàâëèâàþùóþ
àêòèâíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ, ÷åì Ì×.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ïðè÷èí ïîâûøåíèÿ êîëè÷åñòâà îáðà-
çóþùåãîñÿ ôîðìàçàíîâîãî ïðîäóêòà ïðè èñïîëüçîâàíèè
MTS ìû çàìåíèëè ðàñòâîð PMS íà PBS ïðè äåéñòâèè íà
êëåòêè ýíäîòåëèÿ èññëåäóåìûõ âåùåñòâ. Â ðåçóëüòàòå àá-
ñîðáöèÿ êîíòðîëüíîé ïðîáû óìåíüøèëàñü ïðèìåðíî â

20 ðàç, íî ïîâûøàþùåå àáñîðáöèþ äåéñòâèå äèñóëüôè-
äîâ ñîõðàíèëîñü. Íà ðèñ. 6, à ïðåäñòàâëåíû äàííûå, ïî-
ëó÷åííûå äëÿ ÄÑ. Áîëåå òîãî, ñîõðàíèëñÿ õàðàêòåð
çàâèñèìîñòè àáñîðáöèè îò êîíöåíòðàöèè äèñóëüôèäîâ,
êîòîðûé ïîäòâåðæäàåòñÿ ñîâïàäåíèåì êðèâûõ, ïîëó÷åí-
íûõ â ýêñïåðèìåíòàõ áåç PMS (ðèñ. 6, à, êðèâàÿ 2), è êðè-
âûõ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå âû÷èòàíèÿ çíà÷åíèÿ àáñîð-
áöèè êîíòðîëüíîé ïðîáû èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ çíà÷å-
íèé ñ èñïîëüçîâàíèåì PMS (ðèñ. 6, à, êðèâàÿ 3).
Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû äëÿ 6-÷àñîâîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ (íå ïîêàçàíî). Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÄÑ è Ì×, êàê è PMS, ÿâëÿþòñÿ ìåäèà-
òîðàìè ýëåêòðîíîâ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ñðàâíèòü ìåäèàòîðíûå àêòèâíîñòè
èññëåäóåìûõ âåùåñòâ è PMS, óìåíüøèâ ïðè ýòîì çàâèñè-
ìîñòü ñèñòåìû îò âîçìîæíîé ýêñïðåññèè èíäóöèáåëüíûõ
áåëêîâ, ìû ñíèçèëè âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ âå-
ùåñòâàìè äî 10 ìèí, ïîñëå ÷åãî â ëóíêè ñ êëåòêàìè âíî-
ñèëè ðàñòâîð MTS. Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ÄÑ, Ì× è PMS
ïî èõ ñïîñîáíîñòè âûñòóïàòü â êà÷åñòâå ìåäèàòîðîâ
ýëåêòðîíîâ ïðèâåäåíû íà ðèñ. 7. Âîññòàíîâèòåëüíàÿ àê-
òèâíîñòü PMS áîëåå ÷åì íà ïîðÿäîê ïðåâûøàåò âîññòàíî-
âèòåëüíóþ àêòèâíîñòü ÄÑ. Ì× îêàçûâàåò ìåíåå âûðà-
æåííûé ýôôåêò íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÄÑ,
õîòÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ íà÷è-
íàþòñÿ ïðèìåðíî ñ îäíèõ è òåõ æå çíà÷åíèé êîíöåíòðà-
öèè — 0.25 ìÌ äëÿ ÄÑ è 0.35 ìÌ äëÿ Ì×.

×òîáû âûÿñíèòü, êàê âëèÿåò âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ñ âåùåñòâàìè íà èõ âîññòàíîâèòåëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ïî îòíîøåíèþ ê MTS ïðè êðàòêîñðî÷íîì âîçäåéñò-
âèè, áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðûõ íà
îäíîì ïëàíøåòå êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè ñ âåùåñòâîì â

414 Ä. Ñ. Ïðîêîôüåâà, Í. Â. Ãîí÷àðîâ

Ðèñ. 5. Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà â êóëüòóðå: êîíòðîëüíûå (à) è ÷åðåç 3 âîçäåéñòâèÿ ÄÑ â êîíöåíòðàöèÿõ
0.5 (á), 0.75 (â) è 1 (ã) ìÌ.

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå ÄÑ è Ì× íà âîññòàíîâëåíèå êëåòêàìè ñîëè
òåòðàçîëèÿ MTS.

à — ÄÑ, 3 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ; êðèâûå: 1, 2 — â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñò-
âèå PMS ñîîòâåòñòâåííî; 3 — ðàçíèöà ìåæäó çíà÷åíèÿìè àáñîðáöèè
êðèâîé 1 è êîíòðîëüíîé ïðîáû; 4 — ðàçíèöà ìåæäó çíà÷åíèÿìè àáñîðá-
öèè êðèâîé 2 è êîíòðîëüíîé ïðîáû. á — ÄÑ è Ì× (ïîêàçàíà ðàçíèöà çíà-
÷åíèé àáñîðáöèè ìåæäó îïûòíûìè ïðîáàìè è êîíòðîëüíîé); êðèâûå: 1,
2 — äåéñòâèå ÄÑ â òå÷åíèå 10 ìèí è 3 ÷ ñîîòâåòñòâåííî; 3, 4 — Ì× â òå-

÷åíèå 10 ìèí è 3 ÷ ñîîòâåòñòâåííî.



òå÷åíèå 10 ìèí è 3 ÷. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 6,
á. Âèäíî, ÷òî âîññòàíîâèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ýíäî-
òåëèÿ ïî îòíîøåíèþ ê MTS íå ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò
âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ ñ Ì× â óêàçàííîì èíòåðâà-
ëå (ðèñ. 6, á, êðèâûå 3 è 4). Îäíàêî äëÿ ÄÑ íå òîëüêî êîí-
öåíòðàöèÿ, íî è âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìî âëèÿåò íà âîññòàíîâèòåëüíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê
(ðèñ. 6, á, êðèâûå 1 è 2, Ð < 0.001). Êðîìå òîãî, ïîñò-òåñò
Áîíôåððîíè âûÿâèë ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ
äëÿ âñåõ èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé, çà èñêëþ÷åíèåì
0.1 ìÌ, ïðè ñðàâíåíèè äâóõ èíòåðâàëîâ âðåìåíè
(Ð < 0.01). Äàííûå, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 6, á, ìîãóò ñâè-
äåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòàöèîíàðíî-
ãî ñîñòîÿíèÿ â ñèñòåìå, ñîäåðæàùåé êëåòêè ýíäîòåëèÿ è
ÄÑ, òðåáóåòñÿ áîëåå 10 ìèí, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè Ì×
ýòîãî âðåìåíè âïîëíå äîñòàòî÷íî. Íåëüçÿ òàêæå èñêëþ-
÷àòü, ÷òî ÄÑ ÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî ìåäèàòîðîì ýëåêòðîíîâ,
íî è èíäóêòîðîì àêòèâíîñòè îêñèäîðåäóêòàç ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíû.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîò ìû èñïîëüçîâàëè ÌÒÒ,
ïîñêîëüêó ýòà ñîëü òåòðàçîëèÿ ëåãêî ïðîíèêàåò âíóòðü
êëåòîê è ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ îá àêòèâíîñòè
âíóòðèêëåòî÷íûõ îêñèäîðåäóêòàç. Êðîìå òîãî, ÷àñòü

ÌÒÒ ìîæåò âîññòàíàâëèâàòüñÿ âáëèçè ïîâåðõíîñòè êëå-
òîê (Burdon et al., 1993). Äàííûå íà ðèñ. 8 ïðåäñòàâëåíû â
âèäå ðàçíèöû ìåæäó àáñîðáöèåé îïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ
ïðîá. Ìû ïîäòâåðäèëè ìåäèàòîðíîå è (èëè) èíäóöèðóþ-
ùåå äåéñòâèå ÄÑ è Ì× ïî îòíîøåíèþ ê îêñèäîðåäóêòà-
çàì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (ðèñ. 8, êðèâûå 1 è 2). Âîñ-
ñòàíîâèòåëüíàÿ àêòèâíîñòü âíåêëåòî÷íûõ îêñèäîðåäóê-
òàç ïî îòíîøåíèþ ê ÌÒÒ è MTS â îòñóòñòâèå PMS
îêàçàëàñü èäåíòè÷íîé (íå ïîêàçàíî). Â òî æå âðåìÿ äåéñò-
âèå ÄÑ è Ì× íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ ïðèâîäèò ê äîçîçàâèñè-
ìîìó ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè âíóòðèêëåòî÷íûõ îêñèäîðå-
äóêòàç íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè 0.1 ìÌ (ðèñ. 8, êðèâûå 3 è
4). Ýòî òà æå ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ èññëåäóåìûõ
âåùåñòâ, ïðè êîòîðîé íàáëþäàþòñÿ èõ ìåäèàòîðíûå ýô-
ôåêòû ïî îòíîøåíèþ ê âíåêëåòî÷íûì îêñèäîðåäóêòàçàì.
Îäíàêî GSSG íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà âîññòàíîâèòåëü-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê MTS è ÌÒÒ
âïëîòü äî êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ ïðè 24-÷àñîâîì äåéñòâèè.

Îáñóæäåíèå

Ìåòîä Ìîñìàíà, îñíîâàííûé íà âîññòàíîâëåíèè
êëåòêàìè îäíîé èç ñîëåé òåòðàçîëèÿ (ÌÒÒ), áûë ðàçðàáî-
òàí äàâíî (Mosmann, 1983) è áûñòðî íàøåë øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå ïðè îöåíêå æèçíåñïîñîáíîñòè ðàçëè÷íûõ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð. Îäíàêî äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ íåâûÿñíåí-
íûì äî êîíöà, êàêèå áèîõèìè÷åñêèå ïðîöåññû âîâëå÷åíû
â âîññòàíîâëåíèå ñîëåé òåòðàçîëèÿ, à òàêæå âíóòðèêëå-
òî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïðîöåññîâ. Îò÷àñòè ïîýòîìó ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìåòîäà Ìîñìàíà âîçíèêàþò îøèáêè (Natara-
jan et al., 2000; Bruggisser et al., 2002; Maioli et al., 2009;
Wang et al., 2011). Ðàíåå ïîëàãàëè, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ñî-
ëåé òåòðàçîëèÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî âíóòðè êëåòîê è çàâè-
ñèò èñêëþ÷èòåëüíî îò ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòî-
õîíäðèé. Ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ýòî áûëî îïðîâåðãíóòî.
Äëÿ íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâ-
íîé âêëàä â âîññòàíîâëåíèå ñîëåé òåòðàçîëèÿ âíîñÿò öè-
òîçîëüíûå äåãèäðîãåíàçû. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ìîæíî
ïðèâåñòè ëèíèþ 32D, ïîëó÷åííóþ èç êîñòíîãî ìîçãà
(Berridge, Tan, 1993), êëåòî÷íóþ êóëüòóðó ãåïàòîöèòîâ
÷åëîâåêà HepG2 (Bernas, Dobrucki, 2002), àñòðîãëèþ (Ta-
kahashi et al., 2002) è êëåòî÷íóþ ëèíèþ Â12 (Liu et al.,
1997). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ÌÒÒ —
ñîëè òåòðàçîëèÿ, èñïîëüçóåìîé â îðèãèíàëüíîì âàðèàíòå
ìåòîäà Ìîñìàíà, — îñóùåñòâëÿåòñÿ ìåìáðàíàìè ëèçî-
ñîì è ýíäîñîì âíóòðè êëåòîê è ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íîé âíå êëåòîê (Liu et al., 1997). Â íà÷àëå 1990-õ ãîäîâ íà
ñìåíó ÌÒÒ ïðèøëè òåòðàçîëüíûå êðàñèòåëè (íàïðèìåð,
MTS), îáðàçóþùèå âîäîðàñòâîðèìûå öâåòíûå ïðîäóêòû
è òðåáóþùèå äëÿ ñâîåé ðàáîòû ïðèñóòñòâèÿ ìåäèàòîðîâ
ýëåêòðîíîâ, òàêèõ êàê PMS. Ýòà ãðóïïà ñîëåé òåòðàçîëèÿ
â îòëè÷èå îò ÌÒÒ õàðàêòåðèçóåòñÿ îáùèì îòðèöàòåëü-
íûì çàðÿäîì ñâîèõ ìîëåêóë è íåñïîñîáíîñòüþ ïðîíèêàòü
âíóòðü êëåòîê (Cory et al., 1991; Marshall et al., 1995).
Ïîëàãàþò, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ýòèõ êðàñèòåëåé îñóùåñò-
âëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ïîñðåäñòâîì òðàíñìåìá-
ðàííîãî ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ ñ ó÷àñòèåì ìåäèàòîðîâ
(Berridge et al., 1996; Ly, Lawen, 2003). Áåç ïîíèìàíèÿ ìå-
õàíèçìîâ âîññòàíîâëåíèÿ òðóäíî îáúÿñíèòü âîçíèêàþ-
ùèå â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ ðàñõîæäåíèÿ â ðåçóëüòà-
òàõ ìåòîäà Ìîñìàíà è äðóãèõ ìåòîäîâ îöåíêè æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê. Â ÷àñòíîñòè, ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ
äèñóëüôèäîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ îêà-
çàëîñü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà Ìîñìàíà äëÿ ýòîé öåëè
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Ðèñ. 7. Âîññòàíîâëåíèå MÒS ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè â
ïðèñóòñòâèè ÄÑ, Ì× è äîíîðà ýëåêòðîíîâ PMS â òå÷åíèå

10 ìèí.

Ïîêàçàíà ðàçíèöà çíà÷åíèé àáñîðáöèè ìåæäó îïûòíûìè ïðîáàìè è êîí-
òðîëüíîé.

Ðèñ. 8. Îáðàçîâàíèå ôîðìàçàíîâîãî ïðîäóêòà ÌÒÒ êëåòêàìè
ýíäîòåëèÿ â ïðèñóòñòâèè ÄÑ (1, 3) è Ì× (2, 4) â òå÷åíèå 3 ÷

êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Êðèâûå: 1, 2 — âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÑ è Ì× ñîîòâåò-
ñòâåííî; 3, 4 — òî æå âî âíóòðèêëåòî÷íîé ñðåäå. Ïîêàçàíà ðàçíèöà

Î—Ê.



íåïðèãîäíî. Îäíàêî ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìîäèôèêàöèé
äàííîãî ìåòîäà ìû ñìîãëè óñòàíîâèòü, ÷òî ÄÑ è Ì× îá-
ëàäàþò ìåäèàòîðíûì äåéñòâèåì ïî îòíîøåíèþ ïî êðàé-
íåé ìåðå ê äâóì ñîëÿì òåòðàçîëèÿ — ÌÒÒ è MTS. Êðîìå
òîãî, åñòü îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî ÄÑ â îòëè÷èå îò Ì×
ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü ýêñïðåññèþ áåëêîâ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â âîññòàíîâëåíèè ñîëåé òåòðàçîëèÿ. Îá ýòîì ñâèäå-
òåëüñòâóþò äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 4 è 6, á. Ìû
óñòàíîâèëè, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ñîëåé òåòðàçîëèÿ ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ Ì× íå çàâèñèò îò âðåìåíè
êóëüòèâèðîâàíèÿ, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ÄÑ áûëè ïîêàçàíû
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åí-
íûõ ñïóñòÿ 10 ìèí, 3 è 6 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðè-
ñóòñòâèè ÄÑ.

Äîâîëüíî ïðîñòîé è â òî æå âðåìÿ ýôôåêòèâíûé ñïî-
ñîá ðàñêðûòèÿ ìåõàíèçìîâ âîññòàíîâëåíèÿ ôîðìàçàíî-
âûõ êðàñèòåëåé — ïðèìåíåíèå «äâóõñòîðîííåãî» âàðè-
àíòà ìåòîäà Ìîñìàíà, êîòîðûé ïîçâîëÿåò îöåíèòü âíóò-
ðèêëåòî÷íîå è âíåêëåòî÷íîå âîññòàíîâëåíèå ñîëåé
òåòðàçîëèÿ â îäíîé è òîé æå ïðîáå. Ýòîò ïîäõîä ìû ïðè-
ìåíèëè âïåðâûå äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ èññëåäóåìûõ âå-
ùåñòâ íà êëåòêè. Ìû íàøëè ëèøü îäíó ïóáëèêàöèþ ñ
îïèñàíèåì òàêîãî äâóõñòîðîííåãî âàðèàíòà ìåòîäà Ìîñ-
ìàíà, â êîòîðîé ïðîâîäèëè îöåíêó íå òîëüêî âíóòðèêëå-
òî÷íîãî, íî è âíåêëåòî÷íîãî âîññòàíîâëåíèÿ ÌÒÒ (Bur-
don et al., 1993). Îäíàêî ýòî áûëî ñäåëàíî òîëüêî äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ñâåäåíèé î âîññòàíîâëåíèè
ÌÒÒ ðàçëè÷íûìè êëåòî÷íûìè êîìïàðòìåíòàìè (îðãàíåë-
ëàìè). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè òàêîãî äâóõ-
ñòîðîííåãî âàðèàíòà ìåòîäà êîëè÷åñòâî âîññòàíîâëåííî-
ãî ôîðìàçàíîâîãî ïðîäóêòà âíóòðè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïó-
ïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò 84 � 3 % îò åãî îáùåãî
÷èñëà, â òî âðåìÿ êàê âíå êëåòîê — 16 � 2 %. Ïðèìåðíî
òàêîå æå ñîîòíîøåíèå áûëî ïîëó÷åíî äëÿ êëåòîê ëèíèè
HeLa (Burdon et al., 1993).

Èçâåñòíî, ÷òî íåêîòîðûå âåùåñòâà ñïîñîáíû ðåàãè-
ðîâàòü ñ ñîëÿìè òåòðàçîëèÿ ñ îáðàçîâàíèåì îêðàøåííûõ
ïðîäóêòîâ â îòñóòñòâèå æèâûõ îðãàíèçìîâ, îáóñëîâëèâàÿ
ëîæíîïîëîæèòåëüíûå èëè ëîæíîîòðèöàòåëüíûå ðåçóëü-
òàòû ìåòîäà Ìîñìàíà (Peng et al., 2005; Lupu, Popescu,
2013). Ê íèì îòíîñÿòñÿ ìíîãèå ðåäîêñ-ñîåäèíåíèÿ: àñ-
êîðáèíîâàÿ êèñëîòà (Chakrabarti et al., 2000), àëüáó-
ìèí, öèñòåèí, âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí (Huang et al.,
2004; Funk et al., 2007), äèòèîòðåèòîë, b-ìåðêàïòîýòàíîë,
N-àöåòèë-L-öèñòåèí, ïèððîëèäèíäèòèîêàðáàìàò (Nata-
rajan et al., 2000), âèòàìèí E, ôèòîýñòðîãåíû (êåìïôåðîë
è ðåçâåðàòðîë) (Bruggisser et al., 2002) è ïîëèôåíîëû çå-
ëåíîãî ÷àÿ (Wang et al., 2010). Êðîìå òîãî, èçâåñòíû âå-
ùåñòâà, êîòîðûå ïðÿìî íå âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñîëÿìè òåò-
ðàçîëèÿ, íî ñïîñîáíû ïîâûøàòü èëè ïîíèæàòü êîëè÷å-
ñòâî ôîðìàçàíîâûõ ïðîäóêòîâ, îáðàçóåìûõ â ðåçóëüòàòå
æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè, íàïðèìåð: ðîòëåðèí (Maioli
et al., 2009), ïîâûøàþùèé êîëè÷åñòâî ôîðìàçàíîâîãî
ïðîäóêòà ïðåäïîëîæèòåëüíî èç-çà ðàçîáùåíèÿ îêèñëè-
òåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
ìèêðîñîñóäîâ ÷åëîâåêà; õîëåñòåðèí, îáëàäàþùèé ïðîòè-
âîïîëîæíûì äåéñòâèåì çà ñ÷åò ñâîåé ñïîñîáíîñòè ïîâû-
øàòü ñêîðîñòü ýêçîöèòîçà ôîðìàçàíîâûõ ãðàíóë, ÷òî
áûëî ïîêàçàíî íà ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ìèêðîñóäîâ
ëåãêèõ è êîðîíàðíûõ àðòåðèé ÷åëîâåêà (Ahmad et al.,
2006). Èñïîëüçîâàíèå äîïîëíèòåëüíûõ õîëîñòûõ ïðîá
ïðè ïðîâåäåíèè àíàëèçà ïîçâîëèëî íàì çàêëþ÷èòü, ÷òî
Ì× è ÄÑ îòíîñÿòñÿ êî âòîðîé êàòåãîðèè âåùåñòâ, òàê êàê
çíà÷åíèÿ àáñîðáöèé äîïîëíèòåëüíûõ õîëîñòûõ ïðîá
ëèøü íåçíà÷èòåëüíî îòëè÷àëèñü îò çíà÷åíèÿ àáñîðáöèè

õîëîñòîé ïðîáû, ÷òî ó÷èòûâàëè ïðè ïðîâåäåíèè ðàñ-
÷åòîâ.

Íåìàëî ïóáëèêàöèé ñâèäåòåëüñòâóåò î íåäîñòàòêàõ
(îãðàíè÷åíèÿõ) ìåòîäà Ìîñìàíà, íî ëèøü ÷àñòü èç íèõ
ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ ïðîöåññîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå
ìåòîäà, è ñïîñîáàì ïðåîäîëåíèÿ îãðàíè÷åíèé (Burdon
et al., 1993; Liu et al., 1997; Collier, Pritsos, 2003; Vellonen
et al., 2004). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñäåëàíû òîëüêî ïåð-
âûå øàãè ïî âûÿâëåíèþ âîçìîæíîñòåé ìåòîäà, êîòîðûé
ìîæåò îêàçàòüñÿ ïðîñòûì è ýôôåêòèâíûì èíñòðóìåíòîì,
ïîçâîëÿþùèì ðàñêðûòü ìåõàíèçì òîêñè÷åñêîãî è (èëè)
ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî äåéñòâèÿ òèîëîâ, äèñóëüôèäîâ è
äðóãèõ ðåäîêñ-ñîåäèíåíèé.

Èñïîëüçîâàíèå íåñêîëüêî ìåòîäîâ îöåíêè æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ïîçâîëèëî íàì îõàðàêòåðèçîâàòü âîçäåé-
ñòâèå èññëåäóåìûõ âåùåñòâ íà êóëüòóðó ýíäîòåëèÿ. Ñ ïî-
ìîùüþ ÍÊ è îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ÀÒÔ ìû óñòàíî-
âèëè, ÷òî âåëè÷èíà EC50, ïîëó÷åííàÿ ðàñ÷åòíûì ìåòîäîì
äëÿ ÄÑ, ëåæèò â äèàïàçîíå îò 0.56 äî 0.65 ìÌ. Äåéñòâèå
Ì× îêàçàëîñü ñîïîñòàâèìî ñ äåéñòâèåì ÄÑ, à GSSG íå
îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê âïëîòü
äî 1 ìÌ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî âûáðàííûé äëÿ
ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé ÄÑ
ÿâëÿåòñÿ òîêñèêîëîãè÷åñêè ðåëåâàíòíûì, ïîñêîëüêó ðàñ-
÷åòíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÄÑ â êðîâè ìûøåé ïðè îñòðîì
îòðàâëåíèè ÄÑ â äîçå ËÄ50 ëåæèò â äèàïàçîíå
0.2—0.6 ìÌ. Òàêèì îáðàçîì, ãèïîòåçà î ñóùåñòâåííîé
ðîëè ýíäîòåëèÿ â òîêñèêîëîãèè ÄÑ ïîëó÷èëà åùå îäíî
ïîäòâåðæäåíèå.
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EFFECTS OF BIOGENIC AND ABIOGENIC DISULPHIDES UPON ENDOTHELIAL CELLS

IN CULTURE: COMPARISON OF THREE METHODS OF VIABILITY ASSESSMENT
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Effects of biogenic and abiogenic disulphides on viability of human umbilical vein endothelial cells in cul-
ture has been investigated using three methods: the neutral red uptake assay, quantification of intracellular
ATP, and modifications of Mosmann method, the essence of which is the reduction of tetrazolium salts, MTT
and MTS, by cells. 2,2R-dithio-bis(N,N-diethyl)ethanamine (DS) was used as an abiogenic disulphide. As
for biogenic disulphides, we used GSSG and garlic oil (GO), the principal component of which is diallyl disul-
phide (DADS). It has been found that DS and GO have a similar cytotoxic effect upon the endothelial cells
(EC50 ~ 0.6 mM). GSSG in concentrations up to 1 mM did not effect the viability of endothelial cells. It has be-
en demonstrated for the first time that DS and GO can serve as mediators of plasma membrane oxidoreductase
activity, tetrazolium salts being as the substrate; this may cause false-negative effect. Thus, the Mosmann met-
hod has serious limitations when testing the cytotoxicity of disulphides, though can be used in studying the
mechanism of action of disulphides.

K e y w o r l d s: disulfides, glutathione, garlic oil, endothelium, cytotoxicity.

418 Ä. Ñ. Ïðîêîôüåâà, Í. Â. Ãîí÷àðîâ


