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Êàòàëàçà — êëþ÷åâîé ôåðìåíò, îïðåäåëÿþùèé ìåòàáîëèçì ïåðîêñèäà âîäîðîäà â óñëîâèÿõ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà. Èçâåñòíî, ÷òî ïîëèìîðôèçì Ñ-262Ò ãåíà êàòàëàçû ñâÿçàí ñ ïîâûøåííûì ðèñêîì ðàç-
âèòèÿ ðÿäà çàáîëåâàíèé. Â äàííîé ðàáîòå áûëà îöåíåíà æèçíåñïîñîáíîñòü â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ, âûäåëåííûõ ó ëèö ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè ïîëèìîðôèçìà
Ñ-262Ò ãåíà êàòàëàçû (ÑÑ, ÑÒ è ÒÒ). Îïðåäåëåíî, ÷òî êëåòêè ñ âàðèàíòîì ãåíîòèïà ÒÒ èìåþò ìåíüøóþ
æèçíåñïîñîáíîñòü â ïðèñóòñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèè 1000 ìêìîëü/ë ïî ñðàâíåíèþ ñ
âàðèàíòàìè ÑÑ è ÑÒ. Ïðè ýòîì â îòëè÷èå îò âàðèàíòîâ ãåíîòèïà ÑÑ è ÑÒ â ñëó÷àå ãåíîòèïà ÒÒ íå ïðî-
èñõîäèò àêòèâàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà äàæå ïðè êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
1 ìÌ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò îáúÿñíÿòü ïîâûøåííûé ðèñê ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ ðàáî-
òîé àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû ó íîñèòåëåé äâóõ ìóòàíòíûõ àëëåëåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïåðîêñèä âîäîðîäà, àïîïòîç, TSPO.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: TSPO — áåëîê-òðàíñëîêàòîð ïåðèôåðè÷åñêîãî áåíçîäèàçåïèíîâîãî
ðåöåïòîðà (translocator protein), CAT — êàòàëàçà.

Â ïðîöåññå áèîëîãè÷åñêîãî îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòà ìî-
ëåêóëÿðíûì êèñëîðîäîì â æèâîé êëåòêå îáðàçóþòñÿ ïðî-
ìåæóòî÷íûå ñîåäèíåíèÿ, îáëàäàþùèå õèìè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòüþ, — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà. Â íîðìå îíè âû-
ïîëíÿþò â êëåòêå âàæíûå çàùèòíûå è ðåãóëÿòîðíûå
ôóíêöèè, îäíàêî â ñèëó ñâîåé àãðåññèâíîñòè ìîãóò âû-
ñòóïàòü â êà÷åñòâå ïîâðåæäàþùåãî ôàêòîðà. Îäíèì èç
òàêèõ ñîåäèíåíèé ÿâëÿåòñÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà.

Ïåðîêñèä âîäîðîäà ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê âàæíàÿ ñèã-
íàëüíàÿ ìîëåêóëà â êëåòêå. Îí ó÷àñòâóåò â âîçíèêíîâå-
íèè è ïåðåäà÷å ñèãíàëîâ ïîñðåäñòâîì îêèñëåíèÿ öèñòåè-
íîâûõ îñòàòêîâ íåêîòîðûõ áåëêîâûõ ðåöåïòîðîâ, òàêèõ
êàê ïðîòåèíòèðîçèíôîñôàòàçû (Reth, 2002; Ree et al.,
2003), à òàêæå â îêèñëåíèè ðÿäà áåëêîâ, âûçûâàÿ èõ ïðî-
ñòðàíñòâåííóþ ìîäèôèêàöèþ è, ñëåäîâàòåëüíî, âîçìîæ-
íîå èçìåíåíèå èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè (Reth,
2002). Ñ ó÷àñòèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà ñâÿçûâàþò òàêèå
ïðîöåññû â êëåòêå, êàê ïðîëèôåðàöèÿ è àïîïòîç, à òàêæå
ðåàëèçàöèþ çàùèòû îò ÷óæåðîäíûõ àãåíòîâ â îðãàíèçìå
(×åñíîêîâà è äð., 2006à). Ñðåäè äðóãèõ àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà ïåðîêñèä âîäîðîäà âûäåëÿåòñÿ íå âûñîêîé ðå-
àêòèâíîñòüþ, íî ñòàáèëüíîñòüþ ìîëåêóëû è ñïîñîáíîñòüþ
ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ äàòü íà÷àëî äðóãîìó, ãîðàçäî
áîëåå àãðåññèâíîìó ñîåäèíåíèþ — ãèäðîêñèëüíîìó ðàäè-
êàëó. Êðîìå òîãî, ïîâûøåííîå ñîäåðæàíèå ýòîãî ñîåäèíå-
íèÿ ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèÿì â ðåãóëÿöèè òàêèõ ïðî-
öåññîâ, êàê êëåòî÷íàÿ ïðîëèôåðàöèÿ, àïîïòîç è äèôôåðåí-
öèðîâêà êëåòîê. Ïîýòîìó ïîääåðæàíèå åãî êîëè÷åñòâà íà
ôèçèîëîãè÷åñêîì óðîâíå ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ïðîöåññîì.

Óòèëèçàöèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà îñóùåñòâëÿåòñÿ
ãëàâíûì îáðàçîì ñ ó÷àñòèåì ôåðìåíòîâ ãëóòàòèîíïåðî-

êñèäàçû è êàòàëàçû, à òàêæå ïåðîêñèðåäîêñèíà (Ree et al.,
2003). Ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçà îáíàðóæèâàåòñÿ â öèòî-
ïëàçìå è ìèòîõîíäðèÿõ, ãäå îíà âûïîëíÿåò ñâîþ îñíîâ-
íóþ ôóíêöèþ, ðàçðóøàÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà ïðè åãî íèç-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ, òîãäà êàê êàòàëàçà ëîêàëèçóåòñÿ è
ïðîÿâëÿåò àêòèâíîñòü â ïåðîêñèñîìàõ, ìèêðîñîìàõ è öè-
òîçîëå êëåòêè, ÿâëÿÿñü âàæíåéøèì ôåðìåíòîì ðåãóëÿöèè
óðîâíÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà ïðè åãî ïîâûøåííûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ — â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Turrens,
2003; ×åñíîêîâà è äð., 2006á).

Èçâåñòíî, ÷òî íàëè÷èå òî÷å÷íîé ìóòàöèè Ñ-262Ò â
ïðîìîòîðíîé ÷àñòè ãåíà êàòàëàçû ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ
êàê óðîâíÿ ýêñïðåññèè äàííîãî ãåíà, òàê è àêòèâíîñòè ñà-
ìîãî áåëêà (Forsberg et al., 2001). Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì
ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé, äàííûé ïîëèìîðôèçì
âñòðå÷àåòñÿ âî âñåõ ÷åëîâå÷åñêèõ ïîïóëÿöèÿõ, ðàçëè÷àÿñü
ëèøü ÷àñòîòîé ìóòàíòíîãî àëëåëÿ. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåí-
íûõ èññëåäîâàíèé ïîçâîëÿþò ñâÿçûâàòü íàëè÷èå ìóòàíò-
íîãî àëëåëÿ â äàííîì ïîëîæåíèè ñ ïîâûøåíèåì ðèñêà ðàç-
âèòèÿ òàêèõ çàáîëåâàíèé, êàê àðòåðèàëüíàÿ ãèïåðòåíçèÿ,
èíäóöèðóåìûé ìûøüÿêîì ãèïåðêåðàòîç, ýëàñòè÷åñêàÿ
ïñåâäîêñàíòîìà (Zarbock et al., 2007), è äàæå ñ èçìåíåíèåì
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè (Ïàóê è äð., 2008).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèÿ
â ðàáîòå êàòàëàçû ïðè íàëè÷èè ìóòàöèè Ñ-262Ò ïðèâîäÿò
ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì â ðàáîòå âñåé ñèñòåìû, ñâÿ-
çàííîé ñ äàííûì ôåðìåíòîì, è ê èçìåíåíèþ ðåçèñòåíòíî-
ñòè êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, âûçâàííîìó ïåðîê-
ñèäîì âîäîðîäà.

Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ — ñîñòîÿíèå êëåòêè, ïðè êî-
òîðîì çàïóñêàþòñÿ ðåçåðâíûå ìåõàíèçìû çàùèòû, è áèî-

2 0 1 4 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 56, ¹ 8

599



ëîãè÷åñêîå ïîâåäåíèå êëåòêè ìîæåò èçìåíÿòüñÿ êàê â
ñòîðîíó âûæèâàíèÿ, òàê è â ñòîðîíó ãèáåëè. Â ïîñëåäíåì
ñëó÷àå â êëåòêå çàïóñêàåòñÿ ïðîöåññ àïîïòîçà. Àïîï-
òîç — ñëîæíûé ìíîãîñòóïåí÷àòûé ïðîöåññ, èíèöèàöèÿ
êîòîðîãî ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñ ó÷àñòèåì ðàçëè÷íûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Îñíîâíûìè ïóòÿìè ïåðåäà÷è ñèãíàëà
â öèòîïëàçìó êëåòêè ñ÷èòàþòñÿ ðåöåïòîð-çàâèñèìûé
ïóòü, èäóùèé îò ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, è ìè-
òîõîíäðèàëüíûé ïóòü — èç ìåæìåìáðàííîãî ìèòîõîíä-
ðèàëüíîãî ïðîñòðàíñòâà. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ àïîïòîç, îïî-
ñðåäîâàííûé ïðèñóòñòâèåì àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà,
ñâÿçûâàþò èìåííî ñ ìèòîõîíäðèàëüíûì ñèãíàëüíûì ïó-
òåì ðàçâèòèÿ, â ðåàëèçàöèè êîòîðîãî ïðèíèìàþò ó÷àñòèå
ðÿä ìèòîõîíäðèàëüíûõ áåëêîâ, â òîì ÷èñëå, áåëîê-òðàíñ-
ëîêàòîð (translocator protein, TSPO) (Casellas et al., 2002),
èçâåñòíûé òàêæå êàê ïåðèôåðè÷åñêèé áåíçîäèàçåïèíî-
âûé ðåöåïòîð (peripheral benzodiazepine receptor, PBR).
Ýòîò áåëîê ÿâëÿåòñÿ êîìïîíåíòîì ìåìáðàííîé ìèòîõîí-
äðèàëüíîé ïîðû è ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè åå ðà-
áîòû, ñïîñîáñòâóÿ èçìåíåíèþ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è
âûñâîáîæäåíèþ öèòîõðîìà ñ (Kroemer, Reed, 2000). Òà-
êèì îáðàçîì, TSPO ðàñöåíèâàåòñÿ êàê ìàðêåðíûé áåëîê
ìèòîõîíäðèàëüíîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà. Êðîìå
òîãî, â ñëó÷àå ïðèñóòñòâèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà îí
îáíàðóæèâàåòñÿ â êîìïëåêñå ñ áîëåå êðóïíûìè ìîëåêó-
ëàìè (Corsi et al., 2008).

Â ýòîé ñâÿçè ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ îïðåäåëåíèå óðîâ-
íÿ TSPO êàê ìàðêåðà êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ïðèñóòñòâèå
ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè
ïîëèìîðôèçìà Ñ-262Ò â ãåíå êàòàëàçû â óñëîâèÿõ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âîçìîæíîé
âçàèìîñâÿçè ìåæäó íàëè÷èåì ïîëèìîðôèçìà ãåíà êàòàëà-
çû Ñ-262Ò è ñïîñîáíîñòüþ êëåòêè ðåàãèðîâàòü íà îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ, èíäóöèðîâàííûé ïåðîêñèäîì âîäîðîäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ìîíîíóêëåàðíûå
ëåéêîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè äîáðîâîëüíûõ äîíî-
ðîâ ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè ïîëèìîðôèçìà Ñ-262Ò â
ãåíå CAT — ÑÑ, ÑÒ è ÒÒ, ïîäòâåðæäåííûìè ìåòîäîì
àíàëèçà ïîëèìîðôèçìà äëèí ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåí-
òîâ (ÏÄÐÔ-àíàëèçà). Âîçðàñò äîíîðîâ ñîñòàâèë 29—
31 ãîä.

Ëåéêîöèòû âûäåëÿëè èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïó-
òåì ãðàäèåíòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ñ ðàñòâîðîì Ôè-
êîëë-1077 Äèàêîëë (Äèà-Ì, Ðîññèÿ), ïîñëå ÷åãî ïðîìûâà-
ëè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì, ñóñïåíäèðîâàëè â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå RPMI-1640 ñ L-ãëóòàìèíîì ñ äîáàâëåíèåì
áû÷üåé ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè (10 %), ïåíèöèëëèíà
(100 Åä/ìë) è àìôîòåðèöèíà Â (0.25 ìêã/ìë) è äîâîäèëè
äî êîíöåíòðàöèè 2�106 êë./ìë. Çàòåì êëåòêè ðàññåâàëè â
ïëàíøåò äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïîìåùàëè â CO2-èíêóáà-
òîð (37 °C, 5 % CO2).

Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ â êóëüòóðû äîáàâëÿëè
ðàñòâîð ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ïèòàòåëüíîé ñðåäå
RPMI-1640 ñ L-ãëóòàìèíîì è áû÷üåé ôåòàëüíîé ñûâîðîò-
êîé. Êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà ñîñòàâ-
ëÿëè 400, 700 è 1000 ìêÌ.

×åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà
ïðîèçâîäèëè îöåíêó âûðàæåííîñòè àïîïòîçà ìåòîäîì
ïðÿìîãî ïîäñ÷åòà êëåòîê ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèêðî-

ñêîïîì Ìèêðîìåä 3 ËÞÌ (Ìèêðîìåä, Ðîññèÿ) ïîñëå
îêðàñêè àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì/áðîìèñòûì ýòèäèåì
(ÀÎ/ÅÂ; ïî 12 ìêã/ìë êàæäîãî) (Gerbu Biothechnick
GmbH, MP Biomedicals Inc.) ñîãëàñíî ìåòîäó Ðèááëà è
ñîàâòîðîâ (Ribble et al., 2005). Ïðè ýòîì æèâûå êëåòêè
èìåëè ðîâíóþ îêðóãëóþ ôîðìó, êðóïíîå ÿäðî è ïîë-
íîñòüþ îêðàøèâàëèñü â çåëåíûé öâåò. Àïîïòîòè÷åñêèå
êëåòêè èìåëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó çà ñ÷åò âûïÿ÷èâàíèé
öèòîïëàçìû, êîòîðàÿ îêðàøèâàëàñü ñëàáî. ßäðà àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê áûëè êîíäåíñèðîâàííûìè, èìåëè íåïðà-
âèëüíóþ ôîðìó, à òàêæå ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ îêðà-
øèâàëèñü â çåëåíûé èëè îðàíæåâûé öâåò (ðèñ. 1). Íåêðî-
òè÷åñêèå êëåòêè èìåëè âûðàæåííóþ êðàñíî-îðàíæåâóþ
îêðàñêó.

Äëÿ îöåíêè âêëàäà ìèòîõîíäðèàëüíîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè àïîïòîçà îïðåäåëÿëè óðîâåíü áåëêà TSÐO â êëåòêàõ,
äëÿ ÷åãî îñóùåñòâëÿëè âûäåëåíèå ìÐÍÊ èç êëåòî÷íûõ
êóëüòóð ìåòîäîì ãóàíèäèí-ôåíîë-õëîðîôîðìíîé ýêñò-
ðàêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêòà ðåàãåíòîâ Ðè-
áî-çîëü-Â (Amplisens, Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà Ðåâåðòà
(Amplisens, Ðîññèÿ). Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè
äëÿ ïîñòàíîâêè ðåàêöèè ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ïðè-
ìåíåíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ïðàéìåðîâ ê TSPO (Taq-
Man®Assay, Applied Biosystems, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ýíäî-
ãåííîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè b-àêòèí (Human ACTB
(Beta Actin) Endogenous Control; AppliedBiosystems,
ÑØÀ). ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè îñóùåñòâëÿëè íà ïðèáî-
ðå StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
ÑØÀ). Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé ïîðîãîâîãî öèê-
ëà Ct ðàññ÷èòûâàëè îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî TSPO â
êëåòêàõ (RQ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ îñóùåñòâëÿ-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Statistica 6.1. Ñòàòèñòè-
÷åñêóþ çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ íåïà-
ðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ Êðóñêàëà—Óîëëèñà. Ðàçëè÷èÿ
ñ÷èòàëèñü äîñòîâåðíûìè ïðè P < 0.05. Äàííûå ïðåäñòàâ-
ëåíû â âèäå ìåäèàíû è âåðõíåãî è íèæíåãî êâàðòèëåé.
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Ðèñ. 1. Ìîíîíóêëåàðíûå ëåéêîöèòû ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.

Îêðàñêà àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì/áðîìèñòûì ýòèäèåì. Æèâàÿ êëåòêà
(1) ïðè îêðàñêå èìååò îêðóãëóþ ôîðìó, ðîâíûé ÷åòêèé êîíòóð è îòíîñè-
òåëüíî ðàâíîìåðíóþ îêðàñêó. Àïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè (2) îòëè÷àþòñÿ
êîíäåíñèðîâàííûì ñîäåðæèìûì, ïðèîáðåòàþò íåïðàâèëüíóþ ôîðìó,
êîíòóð êëåòêè ñòàíîâèòñÿ ðàçìûòûì çà ñ÷åò âûïÿ÷èâàíèé öèòîïëàçìà-

òè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îá. 40�.



È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà
RPMI-1640 ñ L-ãëóòàìèíîì (Áèîëîò, Ðîññèÿ), 3%-íûé
ðàñòâîð ïåðîêñèäà âîäîðîäà (ÎÎÎ «Òóëüñêàÿ ôàðìàöåâ-
òè÷åñêàÿ ôàáðèêà», Ðîññèÿ), êîìïëåêòû ðåàãåíòîâ Ðè-
áî-çîëü-Â, Ðåâåðòà (Amplisens, Ðîññèÿ), ñïåöèôè÷åñêèå
ïðàéìåðû TaqMan®Assay, Human ACTB (Beta Actin) En-
dogenous Control (Applied Biosystems, ÑØÀ), àêðèäèíî-
âûé îðàíæåâûé (MP Biomedicals, Ãåðìàíèÿ), áðîìèñòûé
ýòèäèé (GERBU Biotechnik GmbH, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
â ñðåäå íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ ê ïîñòåïåííîìó ñíèæå-
íèþ êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê â êóëüòóðå ìîíîíóêëåàð-
íûõ ëåéêîöèòîâ ñ ãåíîòèïîì ÑÑ (P = 0.003). Ïðè
1000 ìêìîëü/ë H2O2 äîëÿ æèâûõ êëåòîê ñíèçèëàñü ñ 93.8
äî 61.6 % (Ð = 0.002). Ïàðàëëåëüíî ðîñëî ÷èñëî àïîïòî-
òè÷åñêèõ êëåòîê, äîñòèãíóâ 24.7 % ïðè 1000 ìêìîëü/ë
H2O2 (P = 0.003). Â êóëüòóðå êëåòîê ñ ãåíîòèïîì ÑÒ äîëÿ
æèâûõ êëåòîê ïðè êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
1000 ìêìîëü/ë ñíèçèëàñü ñ 95.2 äî 50.9 % (P = 0.013), à
äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê âûðîñëà ñ 4.0 äî 35.3 %

(P = 0.013). Â ñëó÷àå ãîìîçèãîòíîãî âàðèàíòà ãåíîòèïà
ÒÒ äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïðè 1000 ìêìîëü/ë H2O2 ñîñòàâèëà
49.2 % (P = 0.013), îäíàêî ïðè ýòîì áûëî ïîêàçàíî óâåëè-
÷åíèå ÷èñëà íå àïîïòîòè÷åñêèõ, à íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê
(17.3 %; P = 0.019). Ãèñòîãðàììû ìåäèàííûõ çíà÷åíèé
ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ æèâûõ, àïîïòîòè÷åñêèõ è íå-
êðîòè÷åñêèõ êëåòîê ñ âåðõíèìè è íèæíèìè êâàðòèëÿìè
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Ïðè ñðàâíåíèè êóëüòóð ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè ïî-
ëèìîðôèçìà Ñ-262Ò ïðè ðàâíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåðîêñè-
äà âîäîðîäà áûëî âûÿâëåíî ðàçëè÷èå â êîëè÷åñòâå æèâûõ
è íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê ìåæäó âàðèàíòàìè ãåíîòèïà ÑÑ
è ÒÒ ïðè 400 ìêìîëü/ë ïåðîêñèäà âîäîðîäà (Ð = 0.015).
Ïðè 700 ìêìîëü/ë ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÑÑ è ÒÒ âàðèàíòàìè
íàáëþäàëèñü äëÿ êîëè÷åñòâà æèâûõ è àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê (Ð = 0.015). Ïðè ñàìîé âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
H2O2 — 1000 ìêìîëü/ë — ðàçëè÷èÿ áûëè âûÿâëåíû òîëü-
êî äëÿ êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê. Ìåæäó ãåíîòèïàìè ÑÑ
è ÑÒ ïðè ìíîæåñòâåííîì ñðàâíåíèè ïî êðèòåðèþ Êðóñ-
êàëà—Óîëëèñà ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé âûÿâ-
ëåíî íå áûëî.

Âî âñåõ îáðàçöàõ íàáëþäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê â ïðîáàõ
ñ 1000 ìêìîëü/ë H2O2 (ÐÑÑ = 0.018, PÑÒ = 0.013,
PÒÒ = 0.013).
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Ðèñ 2. Ñðàâíèòåëüíîå ðàñïðåäåëåíèå äîëåé æèâûõ, àïîïòîòè÷åñêèõ è íåêðîòè÷åñêèõ ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ ñ ðàçëè÷íûìè
âàðèàíòàìè ïîëèìîðôèçìà Ñ-262Ò ãåíà êàòàëàçû â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå

(ïðåäñòàâëåíû ìåäèàííûå çíà÷åíèÿ, âåðõíèé è íèæíèé êâàðòèëè).

Çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðîöåíòíûì ñîäåðæàíèåì êëåòîê îäíîãî âàðèàíòà ãåíîòèïà Ñ-262Ò ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ ïåðîêñèäà âîäîðîäà (ïðè ìíîæåñòâåííîì ñðàâíåíèè ïî H-êðèòåðèþ Êðóñêàëà—Óîëëèñà, P < 0.05). Öèôðàìè 1—5 îáîçíà÷åíû äîñòîâåðíûå ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó ãåíîòèïàìè ÑÑ è ÒÒ ïðè ðàâíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåðîêñèäà âîäîðîäà (ïðè ìíîæåñòâåííîì ñðàâíåíèè ïî H-êðèòåðèþ Êðóñêàëà—Óîëëè-

ñà, ïðè P < 0.05).



Ïðè îïðåäåëåíèè óðîâíÿ TSPO â êëåòêàõ ìû òàêæå
íàáëþäàëè äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî êî-
ëè÷åñòâà ìÐÍÊ äàííîãî áåëêà â êëåòêàõ ñ ãåíîòèïàìè ÑÑ
è ÑÒ â ïðèñóòñòâèè H2O2 â êîíöåíòðàöèè 1000 ìêìîëü/ë.
Ïðè ýòîì åñëè â ñëó÷àå ãåíîòèïà ÑÑ óðîâåíü ýêñïðåññèè
âûðîñ â 2.4 ðàçà (P = 0.018) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ, òî â
ñëó÷àå ãåíîòèïà ÑÒ — â 5 ðàç (P = 0.012). Â êóëüòóðå êëå-
òîê ñ ãåíîòèïîì ÒÒ óâåëè÷åíèÿ îòíîñèòåëüíîãî êîëè-
÷åñòâà TSPO íå íàáëþäàëîñü, ïðè ìèíèìàëüíîé êîí-
öåíòðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ýêñïåðèìåíòå —
400 ìêìîëü/ë — áûëî îòìå÷åíî ñíèæåíèå óðîâíÿ TSPO
îòíîñèòåëüíî åãî óðîâíÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 700
(P = 0.045) è 1000 (P = 0.007) ìêìîëü/ë (ðèñ. 3).

Ïðè ñðàâíåíèè êëåòîê ñ ðàçíûìè ãåíîòèïàìè, êîòîðûå
êóëüòèâèðîâàëèñü â ñðåäå ñ îäèíàêîâûìè êîíöåíòðàöèÿìè
ïåðîêñèäà âîäîðîäà, áûëè îòìå÷åíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìûå ðàçëè÷èÿ óðîâíÿ TSPO äëÿ ãåíîòèïà ÒÒ ïî ñðàâíåíèþ
ñ òàêîâûìè ãåíîòèïîâ ÑÑ è ÑÒ ïðè êîíöåíòðàöèè ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà 400 ìêìîëü/ë (Ð = 0.034 è P = 0.041 ñîîòâåò-
ñòâåííî). Ïðè 700 ìêìîëü/ë ðàçëè÷èÿ áûëè ïîêàçàíû ìåæ-
äó âàðèàíòàìè ÑÑ è ÑÒ (P = 0.010), à ïðè 100 ìêìîëü/ë
óðîâåíü ýêñïðåññèè TSPO â îáðàçöå ñ ãåíîòèïîì ÑÒ áûë
âûøå òàêîâîãî â êëåòêàõ ñ ãåíîòèïîì ÒÒ (P = 0.005).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî íàëè÷èå ìóòàöèè â îäíîì àëëåëå ãåíà êàòàëàçû —
262CT — íå âëå÷åò çà ñîáîé ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé â

ðàáîòå ôåðìåíòîâ àíòèïåðåêèñíîé çàùèòû, âñëåäñòâèå
÷åãî óñòîé÷èâîñòü êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó íå
ìåíÿåòñÿ. Îäíàêî ïðè íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà ìû îòìå÷àåì çíà÷èìîå ñíèæåíèå óðîâíÿ
ýêñïðåññèè TSPO, òîãäà êàê äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè ñòðåññîâîãî àãåíòà äàåò ïðîòèâîïîëîæíûé ýô-
ôåêò. Â ýòîì ñëó÷àå, âîçìîæíî, èìååò ìåñòî äîçîçàâèñè-
ìîå âëèÿíèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà íà óðîâåíü TSPO. Äàí-
íîå ÿâëåíèå òàêæå áûëî îïèñàíî ïðè âîçäåéñòâèè íà
êëåòêè óëüòðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ (Ñàâ÷åíêî è äð.,
2010) è õëîðèäà àììîíèÿ (Caballero et al., 2013). Èçâåñòíî
òàêæå, ÷òî ÀÔÊ âûçûâàþò ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â
TSPO, èíäóöèðóÿ åãî ïîëèìåðèçàöèþ (Delavoie, 2003).
Â ñâîþ î÷åðåäü èçìåíåíèå ñòðóêòóðû áåëêà ìîæåò
áûòü ñîïðÿæåíî ñ èçìåíåíèåì åãî ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè. Îòñóòñòâèå âçàèìîñâÿçè ìåæäó óðîâíåì TSPO
è âûæèâàåìîñòüþ êëåòîê äëÿ âàðèàíòîâ ãåíîòèïà ÑÒ è
ÒÒ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïåðîêñèäà âîäîðîäà
400—700 ìêìîëü/ë äàåò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü íà-
ëè÷èå àëüòåðíàòèâíîãî, âîçìîæíî ðåöåïòîðíîãî, ïóòè
àïîïòîçà êëåòîê. Â ýòîì ñëó÷àå ïîäêëþ÷åíèå ìèòîõîíä-
ðèàëüíîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà, âåðîÿòíî, ïðîèñ-
õîäèò ëèøü ïðè äîñòèæåíèè êîíöåíòðàöèè H2O2 1 ìÌ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èññëå-
äîâàíèÿ Íîâèöêîãî ñ ñîàâòîðàìè (2008), ïîêàçàâøèìè
óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê ñî ñíèæåííûì ìåìáðàííûì ïî-
òåíöèàëîì â êóëüòóðå ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòîâ ïðè
èíäóêöèè àïîïòîçà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà â êîíöåíòðàöèè
1 ìÌ. Â òî æå âðåìÿ íàëè÷èå ãåíîòèïà ÒÒ çíà÷èìî ñíè-
æàåò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðè êîíöåíòðàöèè ïå-
ðîêñèäà âîäîðîäà 1 ììîëü/ë ïî ñðàâíåíèþ ñ âàðèàíòàìè
ÑÑ è ÑÒ. Ïðè ýòîì ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà TSPO ïðè
400 ìêìîëü/ë òàêæå ìîæåò ãîâîðèòü î äîçîçàâèñèìîì îò-
âåòå íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Â îòëè÷èå îò âàðèàíòîâ ãå-
íîòèïà ÑÑ è ÑÒ äëÿ ãåíîòèïà ÒÒ íå ïðîèñõîäèò àêòèâà-
öèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà äàæå ïðè êîíöåí-
òðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà 1 ìÌ, è ïðîãðàììèðóåìàÿ
êëåòî÷íàÿ ãèáåëü çàìåíÿåòñÿ ñïîíòàííûì ðàçðóøåíèåì
êëåòîê ïîä äåéñòâèåì áîëüøîãî êîëè÷åñòâà òîêñè÷íîãî
âåùåñòâà.

Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå ãîìîçèãîòíîé ìóòàöèè
C-262T â ãåíå êàòàëàçû ìîæåò ÿâëÿòüñÿ âàæíûì ôàêòî-
ðîì óñòîé÷èâîñòè êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ïîä
äåéñòâèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Ýòî ìîæåò îáúÿñíèòü ïî-
âûøåííûé ðèñê ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ ðàáî-
òîé àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû ó íîñèòåëåé äâóõ ìóòàíò-
íûõ àëëåëåé.
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Tuktarova I. A., Zueva L. P., Mustafina O. E. 2008. Antioxidant
gene polymorphism in connection with lifespan. Success of Geron-
tology. 21 (4) : 593—595.)
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Ðèñ. 3. Êîëè÷åñòâî (RQ) ìÐÍÊ TSPO ïî îòíîøåíèþ ê b-àêòè-
íó â ìîíîíóêëåàðíûõ ëåéêîöèòàõ ñ ðàçëè÷íûìè âàðèàíòàìè
ïîëèìîðôèçìà Ñ-262Ò ãåíà êàòàëàçû â çàâèñèìîñòè îò êîíöåí-
òðàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå (ïðåäñòàâ-
ëåíû ìåäèàííûå çíà÷åíèÿ è âåðõíèé è íèæíèé êâàðòèëè).

Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ RQ ìåæäó ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè H2O2

äëÿ îäíîãî ïîëèìîðôèçìà (ïðè ìíîæåñòâåííîì ñðàâíåíèè ïî H-êðèòå-
ðèþ Êðóñêàëà—Óîëëèñà): 1 — ìåæäó 0 è 1000 ìêÌ äëÿ âàðèàíòà ÑÑ,
2 — òî æå äëÿ âàðèàíòà ÑÒ, 3 — ìåæäó 700 è 1000 ìêÌ äëÿ âàðèàíòà ÑÒ,
4 — ìåæäó 400 è 700 ìêÌ äëÿ âàðèàíòà ÒÒ, 5 — ìåæäó 400 è 1000 ìêÌ

äëÿ âàðèàíòà ÒÒ.
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MODULATION OF APOPTOSIS IN MONONUCLEAR CELLS WITH DIFFERENT VARIANTS

OF POLYMORPHISM C-262T IN CATALASE GENE

A. V. Komina,1 T. G. Ruksha

Krasnoyarsk State Medical University;

* e-mail: komivlann@yandex.ru

Catalase is a clue enzyme metabolizing hydrogen peroxide under conditions of oxidative stress. It is known
that the C-262T polymorphism in catalase gene is implicated in higher risk of some diseases onset. In this artic-
le we have evaluated the viability of mononuclear leukocytes isolated from patients with different variants of
C-262T polymorphism in catalase gene (CC, CT, TT) under conditions of hydrogen peroxide induced oxidative
stress. It has been revealed that cells with TT variant of polymorphism have lower viability in the presence of
hydrogen peroxide in a concentration of 1000 mM/L in comparison with cells having CC and CT genotypes.
Furthermore, unlike CC and CT variants, cells with TT polymorphism showed no activation of mitochondrial
apoptotic pathway even with hydrogen peroxide at a concentration of 1 mM. The data obtained may explain the
increased risk of diseases related with the activity of the antioxidant system in patients with 262 TT promoter
polymorphism in catalase gene.

K e y w o r d s: oxidative stress, hydrogen peroxide, apoptosis, TSPO.
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