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Ðåàêöèÿ íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà â ïîñëåäíåå âðåìÿ âñå øèðå ïðèìåíÿþòñÿ â êà÷åñòâå èñ-
òî÷íèêà äëÿ ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ îðãàíîâ. Ïðè òðàíñïëàíòàöèè îíè çà÷àñòóþ ïîäâåðãàþòñÿ
îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ñî ñòîðîíû êëåòîê îêðóæàþùèõ òêàíåé. Ðàíåå â ýêñïåðèìåíòàõ ñ êëåòî÷íûìè
êóëüòóðàìè ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ÑÊÝ) ìû ïîêàçàëè, ÷òî õàðàêòåð îò-
âåòà ÑÊÝ íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ îïðåäåëÿåòñÿ ñèëîé îêèñëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ, êîòîðàÿ çàâèñèò îò
êîíöåíòðàöèè îêèñëèòåëÿ. Ïîìèìî êîíöåíòðàöèè Í2Î2 ñèëà îêèñëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà òàêæå ñ äëèòåëüíîñòüþ äåéñòâèÿ îêèñëèòåëÿ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè ðåàêöèþ ÑÊÝ è
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî ÷åëîâåêà (ÝÔ×) íà äåéñòâèå Í2Î2 â âûñîêèõ äîçàõ ïðè äëèòåëü-
íîñòè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà 60 è 10 ìèí. Îáðàáîòêà êàê ÑÊÝ, òàê è ôèáðîáëàñòîâ Í2Î2 â òå÷åíèå
60 ìèí ïðèâîäèëà ê îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè è äîçîçàâèñèìîé ãèáåëè êëåòîê âî âñåõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî
öèêëà â ðàâíîé ñòåïåíè. Ïðè ýòîì íàáëþäàëè ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ õàðàêòåðà è äèíàìèêè êëåòî÷íîé
ãèáåëè. Ñîâåðøåííî èíà÷å ðåàãèðîâàëè êëåòêè îáîèõ òèïîâ ïðè ñîêðàùåíèè âðåìåíè îêèñëèòåëüíîãî
âîçäåéñòâèÿ äî 10 ìèí. Ðîñò êëåòîê çàìåäëÿëñÿ, îíè ïîñòåïåííî íàêàïëèâàëèñü â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî
öèêëà è óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìåðå. Ñîâîêóïíîñòü ýòèõ ôàêòîâ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü èíäóêöèþ ïðåæ-
äåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ñîêðàùåíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïðè
äåéñòâèè Í2Î2 â âûñîêèõ äîçàõ äàåò âîçìîæíîñòü ìîäóëèðîâàòü îòâåò êëåòîê îò ãèáåëè äî èíäóêöèè
ñòàðåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ, ôèáðîáëàñòû, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, êëåòî÷-
íàÿ ãèáåëü, ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÑÊÝ — ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäî-
ìåòðèÿ ÷åëîâåêà, ÝÔ× — ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ÷åëîâåêà, PI — èîäèñòûé ïðîïèäèé,
AnV — àííåêñèí V.

Ïåðåêèñü âîäîðîäà (Í2Î2) ÿâëÿåòñÿ åñòåñòâåííûì ìå-
òàáîëèòîì êëåòêè, êîòîðûé ïîñòîÿííî ãåíåðèðóåòñÿ êàê â
êà÷åñòâå ïîáî÷íîãî ïðîäóêòà êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ, òàê è
â îòâåò íà ðàçëè÷íûå ñòèìóëû, âêëþ÷àÿ öèòîêèíû è ðîñ-
òîâûå ôàêòîðû. Í2Î2 âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ ðàçíîîáðàç-
íûõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ïðîëèôåðàöèÿ,
äèôôåðåíöèðîâêà, ìèãðàöèÿ êëåòîê è ýêñïðåññèÿ ãåíîâ
(Gamaley, Klyubin, 1999; Droge, 2002; Munoz et al., 2002;
Veal et al., 2007; Liochev, 2013). Êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 â
íîðìàëüíûõ êëåòêàõ êîëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ 1—700 íÌ è
â öåëîì êîíòðîëèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè ýíçèìàòè÷åñêèìè è
íåýíçèìàòè÷åñêèìè àíòèîêñèäàíòíûìè ñèñòåìàìè (Hay-
es, McLellan, 1999; Trachootham et al., 2008; Sarsour et al.,
2009; Gulden et al., 2010; Veal, Day, 2011). Ïîâûøåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2 (âûøå 1 ìêÌ) âû-
çûâàåò â êëåòêàõ îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïðèâîäÿùèé â
êîíå÷íîì èòîãå ê ðàçâèòèþ ðàçëè÷íîãî âèäà ïàòîëîãèé
(Dröge, 2002; Klein, Ackerman, 2003; Naderi et al., 2006;
Stone, Yang, 2006; Gu et al., 2009). Îáðàáîòêà êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ Í2Î2 îáû÷íî èñïîëüçóåòñÿ â êà-
÷åñòâå ìîäåëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé ôóíê-
öèè Í2Î2, îöåíêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê äåéñòâèþ
Í2Î2 è ýôôåêòèâíîñòè ðàáîòû àíòèîêñèäàíòíûõ ñèñòåì

(Trachootham et al., 2008; Sarsour et al., 2009; Gulden et al.,
2010; Kaczara et al., 2010). Îòâåò êëåòîê íà îêèñëèòåëü-
íûé ñòðåññ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñèñòåìàõ çàâèñèò îò
ìíîãèõ ôàêòîðîâ: òèïà êëåòî÷íûõ ìîäåëåé, êîòîðûå ðàç-
ëè÷àþòñÿ êàê ïî áàçàëüíîìó óðîâíþ àêòèâíûõ ôîðì êèñ-
ëîðîäà (ÀÔÊ), òàê è ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè îñíîâíûõ
ó÷àñòíèêîâ àíòèîêèäàíòíîé çàùèòû, ïëîòíîñòè ïîñåâà
êëåòîê, ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòîê, âðåìåíè ýêñ-
ïîçèöèè è, íàêîíåö, êîíöåíòðàöèè Í2Î2 (Garg, Chang,
2003; Naderi et al., 2003; Garg, Chang, 2004; Domazet-Dam-
janov et al., 2009; Benhusein et al., 2010; Brenner et al.,
2010; Gülden et al., 2010; Wang et al., 2010; Alarifi, 2011).
Ïðè èññëåäîâàíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê òîêñè÷åñ-
êîìó äåéñòâèþ Í2Î2 â ðàçíûõ ðàáîòàõ ìîæíî âñòðåòèòü
ñóùåñòâåííî îòëè÷àþùèåñÿ äðóã îò äðóãà ïîðîãîâûå öè-
òîòîêñè÷åñêèå çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè Í2Î2, íàõîäÿùèå-
ñÿ â äèàïàçîíå îò 10 äî 1000 ìêÌ (Davies, 1999; Gulden
et al., 2010). Òàêîé ðàçáðîñ îáúÿñíÿåòñÿ íå òîëüêî ðàçíîé
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ èññëåäóåìûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð ê
äåéñòâèþ Í2Î2, íî è èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ óñëîâèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îöåíêè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê ñ÷èòàåòñÿ êîððåêòíûì èñïîëüçîâàòü íå
íîìèíàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ Í2Î2, à êîëè÷åñòâî Í2Î2 â
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ðàñ÷åòå íà 1 êëåòêó (â åäèíèöàõ ïÌ/êë.) èëè íà åäèíèöó
îáùåãî áåëêà â êëåòêå (Spitz et al., 1987; Wiese et al., 1995;
Gulden et al., 2010). Â ýòîì ñëó÷àå öèòîòîêñè÷åñêèé ýô-
ôåêò Í2Î2 íå çàâèñèò îò ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê (Gulden
et al., 2010).

Îïèñàíî ìíîæåñòâî ðàçíîîáðàçíûõ îòâåòîâ êëåòîê
íà äåéñòâèå Í2Î2 — îò ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è âðå-
ìåííîé àäàïòàöèè äî èíäóêöèè ñòàðåíèÿ, àïîïòîçà è íå-
êðîçà (Bladier et al., 1997; Davies, 1999; Teramoto et al.,
1999; Chen et al., 2000; Hunt et al., 2010). Ïðè èññëåäîâà-
íèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó
îñíîâíîé õàðàêòåðèñòèêîé ÿâëÿåòñÿ æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê, êîòîðóþ îöåíèâàþò ëèáî ïðè ïîìîùè ÌÒÒ-òåñ-
òà, ëèáî ïóòåì ïîäñ÷åòà êëåòîê, îêðàøåííûõ òðèïàíîâûì
ñèíèì èëè èîäèñòûì ïðîïèäèåì. Äëÿ äåòåêöèè ãèáåëè è
ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê øèðîêî èñïîëü-
çóåòñÿ ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (Lecoeur
et al., 2001; Long et al., 2004; Duan et al., 2005; Noppe et al.,
2009; Park, 2013).

Ðåçóëüòàòû ìíîãî÷èñëåííûõ èññëåäîâàíèé, â êîòî-
ðûõ îöåíèâàëè âëèÿíèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà íà êëåò-
êè, ñëîæíî ñðàâíèâàòü ââèäó ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ óñëîâèé, è â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî êàñàåòñÿ êîíöåíòðà-
öèé Í2Î2. Íà àñèíõðîííûõ ôèáðîáëàñòàõ ëèíèè IMR-90
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íèçêèõ äîçàõ Í2Î2 íàèáîëåå ÷óâñòâè-
òåëüíûìè ê äåéñòâèþ îêèñëèòåëÿ ÿâëÿþòñÿ êëåòêè, íàõî-
äÿùèåñÿ â ôàçå S êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêèå êëåòêè ïîãèáà-
þò ïóòåì àïîïòîçà, à â êëåòêàõ, îñòàíîâëåííûõ â ôàçàõ G1

è G2/M, ðàçâèâàþòñÿ ÷åðòû ñòàðåíèÿ â òå÷åíèå 1 íåä. Áî-
ëåå âûñîêèå äîçû Í2Î2, ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, âûçûâàþò
íåêðîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê (Chen et al., 2000). Ó äðó-
ãèõ àâòîðîâ òå æå ñèíõðîíèçèðîâàííûå êëåòêè IMR-90
òîæå îáëàäàëè íàèáîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê äåéñò-
âèþ Í2Î2 â ôàçå S. Èìåííî â ýòèõ êëåòêàõ îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ èíäóöèðóåò óñòîé÷èâûå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ïîñòî-
ÿííûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è â êîíå÷íîì èòîãå ïðåæ-
äåâðåìåííîå ñòàðåíèå (Chen et al., 2005).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå îòâåòà
ÑÊÝ è ÝÔ× (ïðîëèôåðàòèâíûé ñòàòóñ, âûæèâàåìîñòü) íà
äåéñòâèå âûñîêèõ äîç Í2Î2 ïðè ìîäóëÿöèè âðåìåíè âîç-
äåéñòâèÿ. Îäíîâðåìåííûé àíàëèç âûæèâàåìîñòè è ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà ïîçâîëèë îöåíèòü õàðàêòåð èçìå-
íåíèé êëåòî÷íûõ îòâåòîâ íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ñîêðàùåíèå
âðåìåíè èíêóáàöèè êëåòîê ñ Í2Î2 ñ 60 äî 10 ìèí èçìåíÿ-
åò îòâåò êàê ÑÊÝ, òàê è ÝÔ×: ïðè äëèòåëüíûõ âîçäåéñò-
âèÿõ êëåòêè ïîãèáàþò, à ïðè êîðîòêèõ ñòðåññ èíäóöèðóåò
èõ ñòàðåíèå ïðè îòñóòñòâèè ãèáåëè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û è î á ð à á î ò ê à Í2Î2. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) ÷åëîâå-
êà ëèíèè 2304, ïîëó÷åííûå â Îòäåëå âíóòðèêëåòî÷íîé
ñèãíàëèçàöèè è òðàíñïîðòà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) èç äåñêâàìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ (Çå-
ìåëüêî è äð., 2011), è ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ëåã-
êîãî ÷åëîâåêà (ÝÔ×) ëèíèè FRL-9505. ÑÊÝ èñïîëüçîâàëè
íà 6—10-ì ïàññàæàõ. ÝÔ× ïîëó÷åíû èç ÍÈÈ ãðèïïà Ìè-
íèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ. Êëåòêè èñïîëüçîâàëè íà
15—28-ì ïàññàæàõ. Êëåòêè îáåèõ ëèíèé êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % ãåíòàìèöè-
íà è 1 % ãëóòàìàêñà, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ âî

ôëàêîíàõ 25 èëè 75 ñì2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàñ-
ñåâàëè íà ÷àøêè äèàìåòðîì 35 ìì. Ïîñåâíàÿ ïëîòíîñòü
ñîñòàâëÿëà 12 è 20—30 òûñ./ñì2 äëÿ ÑÊÝ è ÝÔ× ñîîòâåò-
ñòâåííî. Äëÿ èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà 30%-íóþ
H2O2 (Sigma) ðàçáàâëÿëè äî íóæíîé êîíöåíòðàöèè íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì. Ïðîäîëæèòåëüíóþ
îáðàáîòêó (24 ÷) ïðîâîäèëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ ðàñòâîðà
îêèñëèòåëÿ íåïîñðåäñòâåííî â ðîñòîâóþ ñðåäó. Ïóëüñ îá-
ðàáîòêè (60, 30 è 10 ìèí) êëåòîê ïðîâîäèëè â ñðåäå áåç
ñûâîðîòêè ïîñëå èõ ïðåäâàðèòåëüíîé îäíîêðàòíîé ïðî-
ìûâêè òîé æå ñðåäîé. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè ñ Í2Î2

êëåòêè ïðîìûâàëè äâàæäû ñðåäîé áåç ñûâîðîòêè èëè
PBS è äàëåå èíêóáèðîâàëè â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå ÑÎ2. Êëåòêè, âñïëûâøèå è äåçàãðåãè-
ðîâàííûå ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà ñ
ÝÄÒÀ (Gibco, Âåëèêîáðèòàíèÿ), îáúåäèíÿëè, îñàæäàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå
PBS. Äàëåå ÷àñòü êëåòîê èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåíêè âûæè-
âàåìîñòè, îñòàëüíûå — äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíîãî
ñòàòóñà êëåòîê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Î ö å í ê à â û æ è â à å ì î ñ ò è ê ë å ò î ê. Ê ñócïåíçèè
íåîáðàáîòàííûõ è îáðàáîòàííûõ Í2Î2 êëåòîê äîáàâëÿëè
50 ìêã/ìë èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI, Sigma), ïåðåìåøèâàëè
â òå÷åíèå 30 ñ è àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîìåòðå Coulter
EPICS XL (Backman Coulter, ÑØÀ) ïðè ìàêñèìàëüíîé
ñêîðîñòè ïîäà÷è îáðàçöà (1 ìêë/ñ) â òå÷åíèå 100 ñ. Ñáîð
äàííûõ îñóùåñòâëÿëè íà îñíîâå îïòè÷åñêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê — ôëóîðåñöåíöèÿ PI ïðîòèâ ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿ-
íèÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé øêàëå (FSLOG/FL4LOG). Âûæè-
âàåìîñòü êëåòîê îöåíèâàëè êàê îòíîøåíèå ÷èñëà æèâûõ
êëåòîê ïîñëå Í2Î2-îáðàáîòêè ê ÷èñëó æèâûõ êëåòîê â
êîíòðîëå. Äëÿ îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàì-
ìó WinMDI (âåðñèÿ 2.8).

Ä å ò å ê ö è þ à ï î ï ò î ç à ñ ï î ì î ù ü þ à í í å ê -
ñ è í à V îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (BD Pharmingen, ÑØÀ). Íåîáðà-
áîòàííûå è îáðàáîòàííûå Í2Î2 êëåòêè äâàæäû ïðîìûâà-
ëè îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì PBS è îñàæäàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì. Äàëåå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1-êðàòíîì
ñâÿçûâàþùåì áóôåðå (0.1 Ì HEPES/NaOH, pH 7.4, 1.4 M
NaCl è 25 ìÌ CaCl2), òàê ÷òîáû êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ñî-
ñòàâëÿëà 1�106/ìë; 100 ìêë ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëåòîê
ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêó äëÿ àíàëèçà. Çàòåì ê êëåòêàì äî-
áàâëÿëè 5 ìêë ðàñòâîðà àííåêñèíà V-FITC (AnV/FITC),
10 ìêë PI (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 5 ìêã/ìë) è èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 15 ìèí â òåìíîòå. Çàòåì ê êëåòêàì äîáàâ-
ëÿëè 400 ìêë 1-êðàòíîãî ñâÿçûâàþùåãî áóôåðà, îñòîðîæ-
íî ïåðåìåøèâàëè è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòî-
ìåòðå ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 1 ÷.

À í à ë è ç ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ 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. Ê êîíòðîëüíûì è îáðàáîòàííûì
ñ ïîìîùüþ Í2Î2 êëåòêàì äîáàâëÿëè 0.25 ìã/ìë ÐÍÊàçû,
50 ìêã/ìë PI è 0.2 ìã/ìë ñàïîíèíà (âñå îò Sigma). Îêðà-
øèâàíèå ÄÍÊ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30—60 ìèí. Äëÿ êàæ-
äîãî îáðàçöà àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 10 000 ñîáûòèé.
Äàííûå ñîáèðàëè â List Mode-ôàéëû è àíàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàìì ModFit LT äëÿ Win 32 (Verity Softwa-
re House, Topsham, ME) è WinMDI (âåðñèÿ 2.8). Äëÿ ïî-
ñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì èñïîëüçîâàëè Microsoft Office Excel
2003.

À í à ë è ç ñ î ä å ð æ à í è ÿ À Ô Ê â ê ë å ò ê à õ. Êëåòêè
îêðàøèâàëè H2DCFDA (Molcular Probes) â êîíöåíòðàöèè
10 ìêÌ â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè 37 °Ñ â òåìíîòå. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè
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êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå òðèïñèíà ñ ÝÄÒÀ, ïå-
ðåíîñèëè â ïðîáèðêó ñ ðîñòîâîé ñðåäîé è îöåíèâàëè èç-
ìåíåíèå ôëóîðåñöåíöèè DCF (îòí. åä.), èñïîëüçóÿ ïðî-
òî÷íûé öèòîôëóîðèìåòð.

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïåðâîì åå ýòàïå îöåíèâàëè îò-
âåò ÑÊÝ è ÝÔ× íà äåéñòâèå H2O2 â äèàïàçîíå äîç, áëèç-
êèõ LD50, ðàâíûõ LD50 è ïðåâûøàþùèõ LD50, ïðè ïðî-
ëîíãèðîâàííîì äåéñòâèè Í2Î2 (24 ÷). Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâ-
ëåíû ñðàâíèòåëüíûå äàííûå î âûæèâàåìîñòè ÑÊÝ è ÝÔ×
(à, á) è èõ ðàñïðåäåëåíèè ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (â,
ã) â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçîâàííûõ äîç Í2Î2. Çíà÷åíèÿ
LD50 ñîâïàäàþò ñ ïîëó÷åííûìè ðàíåå (Áóðîâà è äð.,
2012) è ñîñòàâëÿþò 12 è 4 ïÌ/êë. äëÿ ÑÊÝ è ÝÔ× ñîîò-
âåòñòâåííî. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2 íåçàâèñèìî
îò èñïîëüçîâàííûõ äîç îêèñëèòåëÿ êëåòêè îáåèõ ëèíèé
îòâå÷àþò îñòàíîâêîé ïðîëèôåðàöèè. Èíòåðåñíî îòìå-
òèòü, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå îáðàáîòàííûõ Í2Î2 êëåòîê ïî
ôàçàì öèêëà íå èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñïðåäåëåíè-
åì â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ â ìîìåíò äîáàâëåíèÿ îêèñëè-
òåëÿ. Ïðè ýòîì ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì öèêëà ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ êëåòîê â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ ñóùåñòâåííî

ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 1, â, ã). Íàáëþäàåìûå îäíîâðåìåííî
îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè, äîçîçàâèñèìàÿ ãèáåëü êëåòîê è
íåèçìåííîå ðàñïðåäåëåíèå èõ ïî ôàçàì öèêëà ïîçâîëÿþò
ïðåäïîëàãàòü ãèáåëü îáðàáîòàííûõ êëåòîê èç âñåõ ôàç
êëåòî÷íîãî öèêëà â ðàâíîé ñòåïåíè.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìû èññëåäîâàëè
îòâåòû êëåòîê îáåèõ ëèíèé ïðè ñîêðàùåíèè âðåìåíè èí-
êóáàöèè ñ Í2Î2 äî 60 ìèí. Íà îñíîâàíèè öèòîìåòðè÷å-
ñêîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì PI îïðåäåëåíû çíà÷åíèÿ
LD50, êîòîðûå ñîñòàâèëè 10—11 ïÌ/êë. äëÿ ÑÊÝ è
4 ïÌ/êë. äëÿ ÝÔ× (ðèñ. 2, à, á), ÷òî ñîâïàäàåò ñî çíà÷åíè-
ÿìè LD50 ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì âîçäåéñòâèè Í2Î2

(ðèñ. 1, à, á). Íà äâóõìåðíûõ öèòîãðàììàõ (ðèñ. 2, â, ã) â
êîîðäèíàòàõ ïðÿìîå ñâåòîðàññåèâàíèå (FS) ïðîòèâ ôëóî-
ðåñöåíöèè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI) ïîêàçàíî äîçîçàâèñè-
ìîå ïåðåðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äåéñò-
âèÿ Í2Î2. Çàìåòíû ïîñòåïåííîå ñîêðàùåíèå ïîïóëÿöèè
«æèâûõ» PI–-êëåòîê, óâåëè÷åíèå ïîïóëÿöèè PI+- èëè
«ìåðòâûõ» êëåòîê è ïîÿâëåíèå ïîïóëÿöèè êëåòîê (îòìå-
÷åíî ñòðåëêîé), êîòîðàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîñòåïåííûì
óìåíüøåíèåì âåëè÷èíû FS (êîððåëèðóþùåé ñ ðàçìåðîì
êëåòîê) è óâåëè÷åíèåì ïðîíèöàåìîñòè ê PI. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî äèíàìèêà ïîÿâëåíèÿ ýòèõ êëåòîê â ïðåäå-
ëàõ èññëåäóåìûõ ëèíèé ðàçëè÷àåòñÿ. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îïèñàííàÿ ïîïóëÿöèÿ
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Ðèñ. 1. Âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàòèâíûé ñòàòóñ ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ) è ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ëåãêîãî
÷åëîâåêà (ÝÔ×) ïîñëå ïðîäîëæèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ H2O2 â çàâèñèìîñòè îò äîçû îêèñëèòåëÿ.

Àíàëèç ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì PI, âûæèâàåìîñòü êëåòîê (à, á) îöåíèâàëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà êàê îòíîøåíèå ÷èñëà æèâûõ êëåòîê ïîñëå èíêóáàöèè ñ H2O2 ê ÷èñëó æèâûõ êëåòîê â êîíòðîëå â ìîìåíò äîáàâëåíèÿ H2O2, %;

â, ã — àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ÑÊÝ è ÝÔ× ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè ñòðåññà. Ïî âåðòèêàëè — äîëÿ êëåòîê, %.



«ãèáíóùèõ» êëåòîê îòíîñèòñÿ ê ðàííèì àïîïòîòè÷å-
ñêèì AnV+PI–-êëåòêàì. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûë ïðîâåäåí òåñò
ñ èñïîëüçîâàíèåì AnV-FITC/PI, òðàäèöèîííî ïðèìå-
íÿåìûé äëÿ äåòåêöèè àïîïòîçà. Äâóõìåðíûå öèòîãðàììû
(ðèñ. 3, I, II, à) â êîîðäèíàòàõ FS/PI äåìîíñòðèðóþò ïî-
ëîæåíèå âûäåëåííûõ â îòäåëüíîå «îêíî» ïîãèáàþùèõ
êëåòîê â êîîðäèíàòàõ AnV/PI. Èñêîìûå êëåòêè çàíèìà-
þò ïðàâûé íèæíèé êâàäðàò è ÿâëÿþòñÿ AnV+PI– (ðèñ. 3, I,
II, â).

Õàðàêòåð è äèíàìèêà ãèáåëè ÑÊÝ è ÝÔ× ïîñëå
60-ìèíóòíîãî âîçäåéñòâèÿ H2O2 ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4,
I, II. Âèäíî (ðèñ. 4, II, á), ÷òî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
H2O2 íà ÝÔ× ïîÿâëÿþòñÿ ðàííåàïîïòîòè÷åñêèå
(AnV+/PI–, 11.9 %) è ïîçäíåàïîïòîòè÷åñêèå (AnV+/PI+,
25.5 %) êëåòêè. Ïðè ýòîì èíäóêöèÿ àïîïòîçà óâåëè÷èâà-

åòñÿ ÷åðåç 48 ÷, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò óâåëè÷åíèå ïî÷òè
â 2 ðàçà ôðàêöèé AnV+/PI– è AnV+/PI+. Ïðè äîçå, ïðåâû-
øàþùåé LD50 â 2.5 ðàçà, íàáëþäàåòñÿ ìàññîâàÿ ãèáåëü
ÝÔ× (ðèñ. 4, II, â) óæå ÷åðåç 24 ÷; ïðè ýòîì äîëÿ ïîãèá-
øèõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò ïî÷òè 80, à ðàííåàïîïòîòè÷å-
ñêèõ — 5 %. Äèíàìèêà è õàðàêòåð ãèáåëè ÑÊÝ çàìåòíî
îòëè÷àëèñü îò ÝÔ×. Ïðè äîçå, âûçûâàþùåé ãèáåëü LD50
(ðèñ. 4, I, á), îñíîâíóþ ïîïóëÿöèþ ïîãèáøèõ êëåòîê
ïðåäñòàâëÿþò ïîçäíåàïîïòîòè÷åñêèå êëåòêè (AnV+/PI+,
41.9 % ÷åðåç 24 ÷), à äîëÿ ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ
AnV+/PI–-êëåòîê ñîñòàâëÿëà 6.6 %. Òàêîå ñîîòíîøåíèå ñî-
õðàíÿëîñü ïîñëåäóþùèå 24 ÷. Ïðè äîçå, ïðåâûøàþùåé
LD50 ïî÷òè â 3 ðàçà (ðèñ. 4, I, â), ïî÷òè âñå êëåòêè ïîãè-
áàëè (äîëÿ æèâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 9.4 è 5 % ÷åðåç 24 è
48 ÷ ñîîòâåòñòâåííî). Èíòåðåñíûì íàáëþäåíèåì ÿâëÿåòñÿ
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Ðèñ. 2. Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÑÊÝ (à, â) è ÝÔ× (á, ã) ê 60-ìèíóòíîìó äåéñòâèþ H2O2 â çàâèñèìîñòè îò äîçû
îêèñëèòåëÿ.

à, á — âûæèâàåìîñòü êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå èíäóêöèè ñòðåññà (ïðîòî÷íàÿ öèòîôëóîðèìåòðèÿ, êàê è íà ðèñ. 1); â, ã — òå æå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â
âèäå äâóõìåðíûõ öèòîãðàìì â êîîðäèíàòàõ: ïðÿìîå ñâåòîðàññåÿíèå (FS) ïðîòèâ ôëóîðåñöåíöèè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI); ñòðåëêàìè ïîêàçàíà ïîïó-

ëÿöèÿ ïîãèáàþùèõ PI-êëåòîê. Ê — êîíòðîëü.



âûÿâëåíèå îò÷åòëèâîé ôðàêöèè AnV+/PI–-êëåòîê (äî
11.8 % ÷åðåç 48 ÷) ïðè ýòîé äîçå.

Ñëåäóþùèì ýòàïîì ðàáîòû áûë àíàëèç îòâåòà êëåòîê
íà äåéñòâèå âûñîêèõ äîç Í2Î2 â òå÷åíèå 30 ìèí. Èñïîëü-
çîâàëè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÝÔ×. Äåéñòâèå
Í2Î2 â äîçàõ îò 4 äî 6 ïÌ/êë. íå âûçûâàëî ãèáåëè êëåòîê
÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëå-
òîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà íå âûÿâèë ðàçëè÷èé ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì ïîñëå ïðîëîíãèðîâàííîãî è 60-ìè-
íóòíîãî âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 (äàííûå íå ïîêàçàíû). Îäíàêî
àíàëèç êëåòî÷íîãî öèêëà (SS/PI) ïîêàçàë ñóùåñòâåííîå
ïåðåðàñïðåäåëåíèå êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè â êîíòðîëå (ðèñ. 5, à, á). Äåéñòâèå
Í2Î2 ïðèâîäèëî ê èñòîùåíèþ ïîïóëÿöèè êëåòîê â ðàííåé
S-ôàçå, ÷òî óêàçûâàåò íà òîðìîæåíèå ïåðåõîäà èç G1-ôà-
çû â S-ôàçó. Äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî
îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, îáðàáîòàííûõ Í2Î2, ñî-
õðàíÿåòñÿ â òå÷åíèå 3 ñóò (ðèñ. 6, à). Ïðè ýòîì âåëè÷èíà
FS, êîððåëèðóþùàÿ ñ ðàçìåðîì êëåòîê, âîçðàñòàåò â
1.5 ðàçà (ðèñ. 6, á) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Òàêèì îá-
ðàçîì, íàáëþäàåìûå ýôôåêòû (îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè,
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå FS è òîðìîæåíèå ïåðåõîäà
G1 � S) ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âîâëå÷åíèè êëåòîê,
îáðàáîòàííûõ Í2Î2 â òå÷åíèå 30 ìèí, â ïðîöåññ èíäóöè-
ðîâàííîãî ñòàðåíèÿ.

Íà ïîñëåäíåì ýòàïå ðàáîòû áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû
ðåàêöèè ÑÊÝ è ÝÔ× íà êðàòêîâðåìåííîå äåéñòâèå Í2Î2

(â òå÷åíèå 10 ìèí). Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 7, à, á, îáðàáî-
òàííûå Í2Î2 ÝÔ× çàìåäëÿþò ïðîëèôåðàöèþ êàê ìèíè-
ìóì íà 3 ñóò ïðè îòñóòñòâèè ãèáåëè. Àíàëèç ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà âûÿâèë èçìåíåíèå
ñîîòíîøåíèÿ îáðàáîòàííûõ êëåòîê â ðàçíûõ ôàçàõ öèêëà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè. Òàê, îòíîøåíèå G1/S ïî
÷èñëó êëåòîê óâåëè÷èëîñü â 2.5 ðàçà ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå

äåéñòâèÿ Í2Î2 (4 ïÌ/êë.), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëå-
íèè êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Àíàëîãè÷íûå
äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîðìîæåíèè ïðîëèôåðà-
öèè è ïîÿâëåíèè G1-áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, áûëè ïîëó-
÷åíû ÷åðåç 6 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ 10 ïÌ/êë. Í2Î2 íà ÑÊÝ
(ðèñ. 8, I, â). Â ðåçóëüòàòå òàêîé îáðàáîòêè âåëè÷èíà FS
êëåòîê îáåèõ ëèíèé óâåëè÷èëàñü (ðèñ. 8, I, II, ä, å). Ñîâî-
êóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü
èíäóêöèþ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ êàê ÝÔ×, òàê è
ÑÊÝ ïðè êðàòêîñðî÷íîì äåéñòâèè âûñîêèõ äîç Í2Î2. Äî-
ïîëíèòåëüíûì ïîäòâåðæäåíèåì èíäóêöèè ïðåæäåâðå-
ìåííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê ÑÊÝ ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæàíèå âû-
ñîêîãî óðîâíÿ ÀÔÊ, êîòîðûé ê 6-ì ñóò óâåëè÷èâàåòñÿ â
4 ðàçà (ðèñ. 8, I, æ).

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà áîëåå âûñîêóþ óñòîé÷è-
âîñòü ÑÊÝ ê Í2Î2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ÝÔ×, õàðàêòåð îòâåòà
êëåòîê è åãî âðåìåíí *àÿ çàâèñèìîñòü êàæäîé ëèíèè áûëè
îäèíàêîâû.

Îáñóæäåíèå

Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âûçûâàåò øèðîêèé ñïåêòð îò-
âåòîâ êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ îò ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðà-
öèè, âðåìåííîãî òîðìîæåíèÿ ðîñòà, àäàïòàöèè ê ñòðåññó
äî íåîáðàòèìîãî òîðìîæåíèÿ ðîñòà, àïîïòîòè÷åñêîé èëè
íåêðîòè÷åñêîé ãèáåëè (Davies, 1999). Îäíèì èç îñíîâíûõ
ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ õàðàêòåð îòâåòà, ÿâëÿåòñÿ êîí-
öåíòðàöèÿ Í2Î2. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ êîððåêò-
íûì ó÷èòûâàòü êîëè÷åñòâî Í2Î2 (äîçó), îòíåñåííîå ê ÷èñ-
ëó êëåòîê èëè ê êîëè÷åñòâó îáùåãî áåëêà â êëåòêå (Spitz
et al., 1987; Wiese et al., 1995; Chen et al., 2000; Gulden
et al., 2010). Îäíàêî íå âñå àâòîðû èñïîëüçóþò ýòîò ïîä-
õîä, ÷òî âåñüìà çàòðóäíÿåò àäåêâàòíóþ ñðàâíèòåëüíóþ
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Ðèñ. 3. Âûäåëåíèå ôðàêöèè ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ ÑÊÝ (I) è ÝÔ× (II).

Òåñò ñ èñïîëüçîâàíèåì àííåêñèíà V, ìå÷åííîãî ôëóîðåñöåèíîì, è PI (AnV-FITC/PI). Â êîîðäèíàòàõ FS/PI (I, II, à) äëÿ êàæäîé ëèíèè «ãèáíóùèå»
êëåòêè, íåãàòèâíûå ïî PI è ìåíüøèå ïî ðàçìåðó (FS), áûëè âûäåëåíû â îòäåëüíûå «îêíà». Äàëåå íàõîäèëè ïîëîæåíèå âûäåëåííûõ êëåòîê â êîîðäèíà-

òàõ AnV-FITC/PI. Âèäíî, ÷òî èñêîìûå êëåòêè ðàñïîëîæåíû â çîíå ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ An+PI–-êëåòîê (I, II, â).
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Ðèñ. 4. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äèíàìèêè è õàðàêòåðà ãèáåëè ÑÊÝ (I) è ÝÔ× (II) ÷åðåç 24 è 48 ÷ ïîñëå èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà, âûçâàííîãî 60-ìèíóòíûì äåéñòâèåì H2O2. AnV-FITC/PI-òåñò.

Äëÿ êàæäîé ëèíèè èñïîëüçîâàëè äîçó H2O2, ñîîòâåòñòâóþùóþ LD50 (I, II, á) è ïðåâûøàþùóþ LD50 (I, II, â); Ê (I, II, à) — êîíòðîëü.



îöåíêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Êðîìå òîãî, ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ìîæåò çàâèñåòü
îò ÷èñëà ïàññàæåé, âîçðàñòà äîíîðîâ êëåòîê è óðîâíÿ àê-
òèâíîñòè ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû (Allen
et al., 1999). Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåçåíõèìíûå ñòâî-
ëîâûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç êîæè ÷åëîâåêà (sMSC), è
êåðàòèíîöèòû ëèíèè HaCaT îáëàäàþò ðàçíîé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòüþ ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, âûçâàííîìó Í2Î2.
Àâòîðû ïîëàãàþò, ÷òî êëåòêè sMSC áîëåå ñêëîííû ê
àïîïòîçó, òàê êàê îáëàäàþò ñëàáîé àíòèîêèäàíòíîé çàùè-
òîé (Orciani et al., 2010). Äðóãèìè àâòîðàìè ïîêàçàíî, ÷òî
ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà ïðîÿâëÿþò
óñòîé÷èâîñòü ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, òàê êàê ñïîñîá-
íû ýôôåêòèâíî ðåãóëèðîâàòü åãî (Valle-Prieto, Conget,
2010). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÑÊÝ áîëåå óñòîé÷èâû ê
îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó, ÷åì ÝÔ× (Áóðîâà è äð., 2012).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîäòâåðäèëè ïîëó÷åííûå ðàíåå
ðåçóëüòàòû è ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ïðîëîíãèðîâàí-
íîå (1-ñóòî÷íîå) äåéñòâèå Í2Î2 â âûñîêèõ äîçàõ âûçûâàåò
áëîê ïðîëèôåðàöèè è ãèáåëü ÑÊÝ è ÝÔ× âî âñåõ ôàçàõ â
ðàâíîé ñòåïåíè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî àíàëîãè÷íîå áëî-
êèðîâàíèå êëåòî÷íîãî öèêëà óæå íàáëþäàëè ïðè âîçäåé-

ñòâèè ñóáëåòàëüíûõ äîç Í2Î2 íà ìûøèíûå ýìáðèîíàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû (Barnouin et al., 2002). Êðîìå òîãî,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìûøèíûå ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ëèíèè Ñ3Í10T1/2, íàõîäÿùèåñÿ â ðàçíûõ ôàçàõ
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Ðèñ. 5. Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ÝÔ× ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà â êîíòðîëå (à) è ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå 30-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ

H2O2 (4 ïÌ/êë.) (á).

Ïî ãîðèçîíòàëè — áîêîâîå ñâåòîðàññåÿíèå (SS, îòí. åä.); ïî âåðòèêà-
ëè — ôëóîðåñöåíöèÿ PI, îòí. åä.

Ðèñ. 6. Îòâåò ÝÔ× íà êðàòêîâðåìåííûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (30 ìèí).

à — êðèâûå ðîñòà â êîíòðîëå (Ê) è ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2 (4.5 ïÌ/êë.); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê çà 100 ñ. á — ãèñòîãðàììà
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â êîíòðîëå (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ) è ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2 ïî ïàðàìåòðó ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (FS).

Ðèñ. 7. Îòâåò ÝÔ× íà ñîêðàùåíèå âðåìåíè äåéñòâèÿ H2O2 äî 10 ìèí.

à — êðèâàÿ ðîñòà êëåòîê, èçìåðåíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì PI; êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ H2O2 (4 ïÌ/êë.), â òå÷åíèå 10 ìèí, öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî ñòàòóñà ÝÔ× îáðàáîòàííûõ è íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 1, 3 è 6 ñóò. á — ðàñïðåäåëåíèå ÝÔ× ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà;
îòíîøåíèå G1/S óâåëè÷èëîñü â 2.5 ðàçà ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2 (4 ïÌ/êë.), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëåíèè êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî

öèêëà.



êëåòî÷íîãî öèêëà, îäèíàêîâî ðåàãèðóþò íà äåéñòâèå âû-
ñîêèõ äîç Í2Î2 (Villani et al., 2000).

Îòâåò íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ìîæíî ìîäóëèðîâàòü
ðàçíûìè ñïîñîáàìè: èçìåíåíèåì èëè äîçû Í2Î2 íà
1 êëåòêó, èëè îáúåìà èíêóáàöèîííîé ñðåäû, èëè âðåìåíè
äåéñòâèÿ îêèñëèòåëÿ, èëè ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê (Gül-
den et al., 2010). Íà ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè Í2Î2 õàðàêòåð îò-
âåòà êëåòîê èçìåíÿåòñÿ îò îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè è ïî-
ÿâëåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ

ñòàðåþùèõ êëåòîê, äî àïîïòîòè÷åñêîé è íåêðîòè÷åñêîé
ãèáåëè (Bladier et al., 1997; Davies, 1999; Teramoto et al.,
1999; Chen et al., 2000; Guo et al., 2010; Hunt et al., 2010).
Â çàâèñèìîñòè îò ïëîòíîñòè ïîñåâà è ñîîòâåòñòâåííî ðàç-
ëè÷íîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòîê áûë ïîëó÷åí
ðàçíûé îòâåò ôèáðîáëàñòîâ íà äåéñòâèå Í2Î2 â âûñîêîé
(500 ìêÌ) êîíöåíòðàöèè â òå÷åíèå 1 ÷: àêòèâíî ïðîëèôå-
ðèðóþùèå êëåòêè (â 50%-íîì ìîíîñëîå) îòâå÷àëè èíäóê-
öèåé àïîïòîçà, â òî âðåìÿ êàê ïîêîÿùèåñÿ ôèáðîáëàñòû
(â 100%-íîì ìîíîñëîå) — èíäóêöèåé ïðåæäåâðåìåííîãî
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Ðèñ. 8. Ðåàêöèÿ ÑÊÝ (I) è ÝÔ× (II) íà êðàòêîâðå-
ìåííîå (10 ìèí) äåéñòâèå H2O2 (â êîíöåíòðàöèÿõ 9 è

4 ïÌ/êë. ñîîòâåòñòâåííî) ÷åðåç 6 ñóò.

Êîíöåíòðàöèÿ è âðåìÿ äåéñòâèÿ H2O2 ñîîòâåòñòâîâàëè äîçå
LD50 ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì èëè 60-ìèíóòíîì äåéñòâèè.
Ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îöåíèâàëè äèíàìèêó ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê (à, á) ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà (â, ã), èçìåíåíèå FS (ä, å) è óðîâåíü ÀÔÊ (äëÿ ÑÊÝ, æ)
÷åðåç 6 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ñòðåññà (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è

ìåòîäèêà»).



ñòàðåíèÿ (Naderi et al., 2003; Domazet-Damjanov et al.,
2009). Äðóãèìè àâòîðàìè áûëà ïîêàçàíà èíäóêöèÿ ñòàðå-
íèÿ ïîñëå 2-êðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ âûñîêîé äîçû Í2Î2

(4 ïÌ/êë. èëè 600 ìêÌ) â òå÷åíèå 2 ÷ (Chen et al., 2004).
Óïîìÿíóòûå âûøå äàííûå ñëîæíî ñðàâíèâàòü, òàê êàê àâ-
òîðû, èñïîëüçóþùèå îäíó è òó æå âûñîêóþ êîíöåíò-
ðàöèþ Í2Î2 íà êëåòêàõ ñ ðàçíîé ïëîòíîñòüþ ïîñåâà, íå
ó÷èòûâàëè ôàêòîðà äîçû Í2Î2 íà êëåòêó. Ïîíÿòíî, ÷òî
áîëüøåå ÷èñëî êëåòîê çà 60 ìèí áîëåå óñïåøíî óòèëèçè-
ðîâàëî îêèñëèòåëü, òåì ñàìûì çàùèùàÿ ñåáÿ îò åãî òîê-
ñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ. Ìû èñïîëüçîâàëè ïîñòîÿííóþ
äëÿ êàæäîé ëèíèè ïîñåâíóþ ïëîòíîñòü (ñóáêîíôëþýíò-
íóþ), âûñîêèå äîçû Í2Î2, à îòâåò êëåòîê ìîäóëèðîâàëè
ñîêðàùåíèåì ïðîäîëæèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ äî 60, 30 è
10 ìèí.

Ïðè 60-ìèíóòíîé äëèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ ðåàêöèÿ
êëåòîê ýíäîìåòðèÿ è ôèáðîáëàñòîâ íà âûñîêèå äîçû Í2Î2

áûëà ïîäîáíà òàêîâîé ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì (24 ÷)
ñòðåññå è ðàçëè÷àëàñü òîëüêî õàðàêòåðîì ãèáåëè êëåòîê:
äîëÿ ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ ÑÊÝ ñóùåñòâåííî ìåíüøå,
÷åì â ñëó÷àå ÝÔ×. Õàðàêòåðíóþ äëÿ êàæäîãî òèïà êëåòîê
äèíàìèêó ãèáåëè ìîæíî îáúÿñíèòü èõ ðàçíîé óñòîé÷èâî-
ñòüþ ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó. Âîçìîæíî, èíäóêöèÿ
àïîïòîçà ÑÊÝ âûçûâàåòñÿ ïðè áîëåå ñèëüíûõ ïîâðåæäå-
íèÿõ, ÷åì ýòî ïðîèñõîäèò ó ÝÔ×. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïî-
ñòîÿííîå íàëè÷èå áîëüøîãî ÷èñëà êëåòîê An+PI+ è îäíî-
âðåìåííî ìàëîãî ÷èñëà An+P– ó ÑÊÝ ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ÑÊÝ ïðåèìóùåñòâåííî ïîãèáàþò èíûì ñïîñî-
áîì, êîòîðûé òðåáóåò äîïîëíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ.
Èçâåñòíî, ÷òî ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì AnV-FITC/PI ñëîæíî îòëè÷èòü ðàííèå àïîïòî-
òè÷åñêèå îò ïåðâè÷íûõ íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê, òàê êàê òå
è äðóãèå ÿâëÿþòñÿ AnV+/PI– (Sawai, Domae, 2011). Âåðî-
ÿòíî, ïðåäëîæåííîå àâòîðàìè èñïîëüçîâàíèå íåêðîñòàòè-
íà-1, èíãèáèòîðà ïåðâè÷íîãî íåêðîçà, ïîçâîëèëî áû ïðî-
ëèòü ñâåò íà ïóòü ãèáåëè ÑÊÝ.

Ðàíåå íàìè óæå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â òå÷åíèå 60 ìèí
íèçêèå äîçû H2O2 (2.5 ïÌ/êë.) ïîëíîñòüþ óòèëèçèðóþòñÿ
ÑÊÝ (Borodkina et al., 2014). Ïðè ýòîì ìû íàáëþäàëè íå-
îáðàòèìîå áëîêèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè ÑÊÝ è îòñóòñò-
âèå èõ ãèáåëè â òå÷åíèå 5 ñóò. Âñåñòîðîííèé àíàëèç çà-
áëîêèðîâàííûõ êëåòîê ïîçâîëÿë âûÿâèòü ðàçëè÷íûå ìàð-
êåðû ñòàðåíèÿ (Áîðîäêèíà è äð., 2013; Burova et al., 2013).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàì áûëî èíòåðåñíî èçó÷èòü õàðàê-
òåð îòâåòà êëåòîê íà ñîêðàùåíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà äî 30—10 ìèí è èñïîëüçîâàíèå
âûñîêèõ äîç Í2Î2. Î÷åâèäíî, ÷òî, ñîêðàùàÿ ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü âîçäåéñòâèÿ äî 30 è 10 ìèí ïðè íåèçìåííîé
êîíöåíòðàöèè H2O2, ìû òåì ñàìûì óìåíüøàåì äîçó îêèñ-
ëèòåëÿ íà êëåòêó. Ïîýòîìó ïîíÿòèå «äîçà» ñòàíîâèòñÿ
÷èñòî óñëîâíûì. Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî îòâåò ÝÔ× è ÑÊÝ
íà êðàòêîñðî÷íûå âîçäåéñòâèÿ âûñîêèõ äîç Í2Î2 õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ îñòàíîâêîé ïðîëèôåðàöèè, îòñóòñòâèåì ãèáåëè
è óâåëè÷åíèåì ðàçìåðà êëåòîê ïðè èõ ïðîäîëæèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè, à òàêæå óâåëè÷åíèåì âíóòðèêëåòî÷íî-
ãî óðîâíÿ ÀÔÊ. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî îòâå-
òîì íà êðàòêîâðåìåííûé ñòðåññ äëÿ îáåèõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé ÿâëÿåòñÿ Í2Î2-èíäóöèðîâàííîå ïðåæäåâðåìåííîå
ñòàðåíèå êëåòîê.

Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âû-
âîä î ïîäîáíîì îòâåòå ÑÊÝ è ÝÔ× íà îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ â ïðåäåëàõ öèòîòîêñè÷åñêèõ äîç, õàðàêòåðíûõ äëÿ
êàæäîé ëèíèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå ïîÿâëÿåò-
ñÿ âñå áîëüøå äàííûõ â ïîëüçó âûÿâëåíèÿ ó ôèáðîáëà-
ñòîâ ÷åëîâåêà ñâîéñòâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìåçåíõèìíûõ

ñòâîëîâûõ êëåòîê: ýòî è ñóïðåññèÿ èììóííîãî îòâåòà, è
äèôôåðåöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë, è ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíî-
ñòíûõ àíòèãåíîâ (Haniffa et al., 2009; Chang et al., 2014).
Âîçìîæíî, èìåííî ýòèì îáñòîÿòåëüñòâîì îáúÿñíÿåòñÿ êà-
÷åñòâåííîå ñõîäñòâî îòâåòà ÑÊÝ è ÝÔ× íà äåéñòâèå Í2Î2

â äèàïàçîíå äîç, ñîîòâåòñòâóþùèõ èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
îêèñëèòåëüíîìó âîçäåéñòâèþ.

Â û â î ä û. Äèíàìèêà îòâåòà ÑÊÝ è ÝÔ× (èìåþùèõ
ðàçíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê Í2Î2) íà îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ ïðè èñïîëüçîâàíèè âûñîêèõ äîç Í2Î2 îäèíàêîâà è
íå çàâèñèò îò âðåìåíè äåéñòâèÿ Í2Î2. Ïðè êðàòêîì äåéñò-
âèè H2O2 (60 ìèí), êàê è ïðè ïðîëîíãèðîâàííîì (24 ÷),
îòâåò çàêëþ÷àåòñÿ â îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè è äîçîçàâè-
ñèìîé ãèáåëè âî âñåõ ôàçàõ. Ñîêðàùåíèå ýêñïîçèöèè äî
10 ìèí ïðèâîäèò ê çàìåäëåíèþ (îñòàíîâêå) ïðîëèôåðà-
öèè, îñòàíîâêå â ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà G1, óâåëè÷åíèþ
ðàçìåðîâ êëåòîê è ïîääåðæàíèþ â íèõ âûñîêîãî óðîâíÿ
ÀÔÊ, ò. å. ê ïîÿâëåíèþ ïðèçíàêîâ ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ. Íàìè ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ìîäóëÿöèè îòâåòà
êëåòîê îò ãèáåëè äî ñòàðåíèÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè êîðîò-
êîé ýêñïîçèöèè è âûñîêèõ äîç Í2Î2.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00718).
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Human mesenchymal stem cells are an attractive cell source for tissue engineering. During transplantation
they may be subjected to oxidative stress due to unfavorable cellular microenvironment, which is characterized
by increased levels of reactive oxygen species. Recently, we have demonstrated that oxidative stress responses
of human mesenchymal stem cells derived from endometrium (hMESCs) depend upon the oxidizer concentrati-
on. Besides, the duration of the cell treatment with oxidizer may play an important role. In this study, we inves-
tigate dependence of the cell response character on H2O2-treatment duration. The effects of the high H2O2 doses
on hMESCs and human lung embryonic fibroblasts were compared. In both cell types, H2O2-treatment for
60 min was shown to promote the multiphase cell cycle arrest, as well as to the dose-dependent cell death that
occurred equally from all phases of cell cycle. However, the cell death dynamics in hMESCs and fibroblasts
were different. Interestingly, in both cell types, shortening of H2O2-treatment duration from 60 to 10 min indu-
ced growth retardation, G1-phase accumulation and the cell size increase. Together, these findings allow us to
suggest an induction of the premature senescence as a result of the short cell exposure to the high H2O2 doses.
Thus, regarding both human endometrial stem cells and human embryonic fibroblasts, shortening of oxidative
stress duration induced by high H2O2 doses enables to avoid the cell death and to produce the features of the
premature senescence.

K e y w o r d s: endometrial stem cells, fibroblasts, oxidative stress, cell death, premature senescence.
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