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À. Ä. Íàäååâ è äð.
Èíäóêöèÿ àïîïòîçà è íåêðîçà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà

Ïðîâåäåíà îöåíêà ñîîòíîøåíèÿ ðàííåãî àïîïòîçà è ïîçäíåãî àïîïòîçà (íåêðîçà) â ïðîöåññå ãèáåëè
êóëüòèâèðóåìûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ïðè âîçäåéñòâèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà
(H2O2) â óñëîâèÿõ in vitro, ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåííûõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì (âûñîêàÿ ïëîòíîñòü êëåòîê,
âûñîêîå ñîäåðæàíèå ñûâîðîòêè, êîíöåíòðàöèÿ H2O2 íå áîëåå 500 ìêÌ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè è ñî÷åòàííîãî ïðèìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ
PO-PRO-1, âûÿâëÿþùåãî ãèáíóùèå êëåòêè íà÷èíàÿ ñî ñòàäèè ðàííåãî àïîïòîçà, è DRAQ7, îêðàøèâàþ-
ùåãî êëåòêè íà ôèíàëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà è íåêðîòè÷åñêèå êëåòêè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ïåðâè÷íûì ìåõàíèçìîì ðàçâèòèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà H2O2 ÿâëÿåòñÿ àïîïòîç.
Êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèåé H2O2, âûçûâàþùåé ãèáåëü ïîïóëÿöèè êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ïëîòíîì ìî-
íîñëîå, ÿâëÿåòñÿ 250 ìêÌ. Ìåíüøèå êîíöåíòðàöèè H2O2 (200 ìêÌ è íèæå) îáóñëîâëèâàþò ãèáåëü îò-
äåëüíûõ êëåòîê, îäíàêî æèçíåñïîñîáíîñòü ïîïóëÿöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â ìîíîñëîå ñîõðàíÿåòñÿ;
ðåàêöèÿ íà àãîíèñòû, âûçûâàþùèå ìîáèëèçàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, íå èçìåíÿåòñÿ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðîêñèä âîäîðîäà, ýíäîòåëèé, öèòîòîêñè÷íîñòü, àïîïòîç, íåêðîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÑÎÄ — ñóïåðîêñèääèñìóòàçà,
PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Â íà÷àëå 1930-õ ãîäîâ áûë âïåðâûå îïèñàí ôåíîìåí
îêèñëèòåëüíîãî (äûõàòåëüíîãî) âçðûâà ïðè ôàãîöèòîçå
(Baldrige, Gerard, 1932). Ýòà ðàáîòà ïîëîæèëà íà÷àëî
ìíîãî÷èñëåííûì èññëåäîâàíèÿì ðîëè àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ è ñèñòåìàõ.
Íèçêèå êîíöåíòðàöèè ÀÔÊ ïîñòîÿííî îáðàçóþòñÿ ïðàê-
òè÷åñêè âî âñåõ êëåòêàõ îðãàíèçìà è âûïîëíÿþò ñèãíàëü-
íûå ôóíêöèè â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ ïîñðåäíèêîâ â ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ (Òêà÷óê è äð.,
2012; Íàäååâ è äð., 2014à). Îáðàçîâàíèå ÀÔÊ â âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé ôóíêöèåé ïðîôåñ-
ñèîíàëüíûõ ôàãîöèòîâ — êëåòîê âðîæäåííîãî èììóíè-
òåòà; â äðóãèõ êëåòêàõ âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ÀÔÊ âûçû-
âàþò îêñèäàòèâíûé ñòðåññ, âîñïàëåíèå è ãèáåëü êëåòîê.
Îêñèäàòèâíûé ñòðåññ â êëåòêàõ êðîâè è ñîñóäîâ ïîâûøà-
åò ïðîíèöàåìîñòü ãåìàòî-òêàíåâûõ áàðüåðîâ, îò óðîâíÿ
åãî èíòåíñèâíîñòè è ïðîäîëæèòåëüíîñòè â ñóùåñòâåííîé
ñòåïåíè çàâèñèò ðàçâèòèå ãèïåðòåíçèè è àòåðîñêëåðîçà
(Matsuda, Shimomura, 2013; Goncharov et al., 2015). ÀÔÊ
âíîñÿò ðåøàþùèé âêëàä â ðàçâèòèå ïàòîëîãèè ëåãêèõ è

ìîçãà ïðè ãèïåðîêñèè è ãèïîêñèè (Gardner et al., 1994; Al
Ahmad et al., 2012). Ñðåäè ýêçîãåííûõ èñòî÷íèêîâ ÀÔÊ â
êðîâåíîñíîì ðóñëå — ãåìîãëîáèí ýðèòðîöèòîâ, ìèåëîïå-
ðîêñèäàçà íåéòðîôèëîâ, NADPH-îêñèäàçà íåéòðîôèëîâ,
ìàêðîôàãîâ è òðîìáîöèòîâ (Martin-Ventura et al., 2012;
Goncharov et al., 2015). Íàèáîëåå ñòàáèëüíîé è âàæíîé
ôîðìîé ÀÔÊ ñ òî÷êè çðåíèÿ êàê òîêñè÷íîñòè, òàê è ñèã-
íàëèçàöèè ñ÷èòàåòñÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà (Íàäååâ è äð.,
2014à). Í2Î2 îáðàçóåòñÿ èç ñóïåðîêñèä-àíèîíà â ðåçóëüòà-
òå ðåàêöèè äèñìóòàöèè — ñïîíòàííîé èëè êàòàëèçèðóå-
ìîé ñóïåðîêñèääèñìóòàçàìè (ÑÎÄ). Êðîìå òîãî, â ýíäî-
òåëèàëüíûõ è íåêîòîðûõ äðóãèõ êëåòêàõ îáðàçîâàíèå
Í2Î2 êàòàëèçèðóåò NADPH-îêñèäàçà 4-ãî òèïà (Brandes
et al., 2011). Ýêçîãåííûé Í2Î2 ïðîíèêàåò â êëåòêó ïîñðåä-
ñòâîì äèôôóçèè, îäíàêî íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè, ÷òî âàæíóþ ðîëü â òðàíñïîðòå ïåðîêñèäà âîäîðîäà
÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó èãðàþò àêâàïîðèíîâûå
êàíàëû AQP3 è AQP8 (Miller et al., 2010; Vieceli Dalla
Sega et al., 2014). Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå H2O2 íà ýí-
äîòåëèàëüíûå êëåòêè ñâÿçûâàþò ñ èñòîùåíèåì âíóòðè-
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êëåòî÷íîãî ãëóòàòèîíà, àêòèâàöèåé ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëü-
íûõ êèíàç ð38 ÌÀÐ, JNK è Akt, ñèãíàëüíîãî ïóòè ñ ó÷àñ-
òèåì NF-kB, ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè àëüäîçîðåäóêòàçû
(Lee et al., 2004; Xie et al., 2015), óìåíüøåíèåì âíóòðè-
êëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ñèðòóèíà Sirt6, ïîâûøåíèåì ýê-
ñïðåññèè è àêòèâíîñòè b-ãàëàêòîçèäàçû; îòìå÷åíû è èç-
ìåíåíèÿ ýêñïðåññèè ýíäîòåëèàëüíîé NO-ñèíòàçû eNOS
(ñíèæåíèå) è áåëêà ð21 (ïîâûøåíèå), äåôîñôîðèëèðîâà-
íèå è àêòèâàöèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà ðåòèíîáëàñòîìû (Rb)
(Liu et al., 2014).

Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî èññëåäîâàíèÿ, â êîòîðûõ ïîêà-
çàíû ýòè è äðóãèå èçìåíåíèÿ, ïðîâîäèëè ñ î÷åíü âûñîêè-
ìè êîíöåíòðàöèÿìè H2O2 (0.5—3 ìÌ) è íåïðîäîëæèòåëü-
íîì åãî äåéñòâèè (1—3 ÷), ðåãèñòðèðóÿ ïðè ýòîì àïîïòîç
êàê îñíîâíîé òèï ãèáåëè êëåòîê (Chen et al., 2010; Sun
et al., 2012; Xie et al., 2015). ×åðåç 1 ñóò è áîëåå ïîñëå äî-
áàâëåíèÿ H2O2 â ñâåðõâûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ (ìèëëèìî-
ëè) îòìå÷àëè èñêëþ÷èòåëüíî íåêðîòè÷åñêèé òèï ãèáåëè
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (McKeague et al., 2003; Csordas
et al., 2006). Îäíàêî â 1990 ã. âûøëà ðàáîòà c îïèñàíèåì
ìîäåëè in vitro, ïîçâîëèâøåé ïðîèçâåñòè êîëè÷åñòâåííóþ
îöåíêó ïðåäåëüíûõ êîíöåíòðàöèé H2O2 ïðè âçàèìîäåéñò-
âèè íåéòðîôèëîâ ñ ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè â óñëîâè-
ÿõ âîñïàëèòåëüíîãî è îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà (Shappell
et al., 1990). Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êîíöåíòðàöèè ýêçî-
ãåííîãî H2O2, ïîðàæàþùåãî ýíäîòåëèé, ìîãóò äîñòèãàòü
ìàêñèìóì 400—500 ìêÌ. Ïîçäíåå â îäíîé èç ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ ðàáîò êëàññèêà ðåäîêñ-áèîëîãèè Äèíà Äæîíñà
(Jones, 2008) áûë òåîðåòè÷åñêè ðàññ÷èòàí ïðåäåëüíûé
óðîâåíü ýíäîãåííî ãåíåðèðóåìîãî H2O2, êîòîðûé óäèâè-
òåëüíûì îáðàçîì ñîâïàë ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè â ðà-
áîòå (Shappell et al., 1990) — 500 ìêÌ.

Íåñìîòðÿ íà ìíîæåñòâî ïóáëèêàöèé, ïîñâÿùåííûõ
èññëåäîâàíèþ ñèãíàëüíûõ è òîêñè÷åñêèõ ýôôåêòîâ Í2Î2

íà êëåòêè ýíäîòåëèÿ, äî ñèõ ïîð íåò ïîëíîé ÿñíîñòè îòíî-
ñèòåëüíî êîíöåíòðàöèîííîé ãðàíèöû ìåæäó îáðàòèìûì
äåéñòâèåì Í2Î2 (èñêëþ÷èòåëüíî ñèãíàëüíûì) è íåîáðà-
òèìûì (òîêñè÷åñêèì), à òàêæå îòíîñèòåëüíî îñíîâíîãî
ïóòè ãèáåëè êëåòîê â óñëîâèÿõ îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà.
Âûâîäû îá àïîïòîçå êàê åäèíñòâåííîì ïóòè ãèáåëè ýíäî-
òåëèàëüíûõ êëåòîê (Sun et al., 2012; Song et al., 2014) è
âûâîäû î íåêðîçå êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 (McKe-
ague et al., 2003; Csordas et al., 2006) âñòðå÷àþòñÿ ïðèìåð-
íî ñ îäèíàêîâîé ÷àñòîòîé. Êëåòêè, îáðàáîòàííûå Í2Î2,
ïîñòåïåííî óòðà÷èâàþò õàðàêòåðíóþ äëÿ íèõ ïîëèãî-
íàëüíóþ ôîðìó è ôîðìèðóþò âûòÿíóòûå ïñåâäîïîäèè;
ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû ðàçðûâàþòñÿ, ÿäðà íàáóõàþò.
Îäíàêî ýòè ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè è äàæå
ïðèìåíåíèå ðàçëè÷íûõ òåñòîâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëå-
òîê íå ïîçâîëÿþò óñòàíîâèòü òèï èõ ãèáåëè (Muzykantov
et al., 1987; Ïðîêîôüåâà, Ãîí÷àðîâ, 2014; Song et al.,
2014). Íå âñåãäà ìîæíî ïîíÿòü, êàêîå êîëè÷åñòâî ñûâî-
ðîòêè ïðèñóòñòâóåò (è ïðèñóòñòâóåò ëè âîîáùå) â ñðåäå
êëåòîê, ñîäåðæàùåé Í2Î2, êàêîâà ïëîòíîñòü êëåòîê è
(èëè) èõ êîëè÷åñòâî â ëóíêå. Èíîãäà âûâîäû î ìåõàíèç-
ìàõ ãèáåëè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñäåëàíû íà îñíîâå èñ-
ñëåäîâàíèé, ïðîâåäåííûõ íà ãîðàçäî áîëåå óñòîé÷èâûõ ê
äåéñòâèþ Í2Î2 ýíäîòåëèîïîäîáíûõ ëèíèÿõ (Sun et al.,
2012). Â ñâÿçè ñ ýòèì âîïðîñ î òîì, ãäå ëåæèò ãðàíèöà
ìåæäó öèòîòîêñè÷åñêèìè êîíöåíòðàöèÿìè Í2Î2 è òåìè,
ïðè êîòîðûõ ïðîÿâëÿåòñÿ åãî èñêëþ÷èòåëüíî ðåãóëÿòîð-
íîå äåéñòâèå êàê âòîðè÷íîãî ìåññåíäæåðà â ýíäîòåëèàëü-
íûõ êëåòêàõ, ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì.

Öåëü äàííîãî èññëåäîâàíèÿ — â óñëîâèÿõ, ìàêñè-
ìàëüíî ïðèáëèæåííûõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì (âûñîêàÿ

ïëîòíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, âûñîêîå ñîäåðæàíèå
ñûâîðîòêè â ñðåäå èíêóáàöèè), âûÿâèòü ïîðîãîâûå êîí-
öåíòðàöèè Í2Î2, ïðè êîòîðûõ îí íà÷èíàåò îêàçûâàòü òîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå íà ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïóïî÷íîé
âåíû ÷åëîâåêà, è îïðåäåëèòü ñîîòíîøåíèå ðàííåãî àïîï-
òîçà è ïîçäíåãî àïîïòîçà (íåêðîçà) â ïðîöåññå èõ ãèáåëè.

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). Ïóïî÷íóþ âåíó ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì Õýíê-
ñà ñ àíòèáèîòèêàìè, ïîñëå ÷åãî çàïîëíÿëè ñðåäîé 199, ñî-
äåðæàùåé 0.1 % êîëëàãåíàçû (Sigma, ÑØÀ), è èíêóáèðî-
âàëè 40 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîëó÷åííûå
êëåòêè ïðîìûâàëè è âûðàùèâàëè â ïëàñòèêîâîé ïîñóäå,
ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòîé 0.2 %-íûì æåëàòèíîì (Sigma),
èñïîëüçóÿ ñðåäó 199, ñîäåðæàùóþ ñîëè Ýðëà (Sigma),
20 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Invitrogen,
ÑØÀ), 300 ìêã/ìë ýíäîòåëèàëüíîé ðîñòîâîé äîáàâêè, ïî-
ëó÷åííîé èç ìîçãà êðîëèêà ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Maci-
ag et al., 1979), 100 ìêã/ìë ãåïàðèíà (Sigma) è 100 ìêã/ìë
ãåíòàìèöèíà (Sigma). Êëåòêè èäåíòèôèöèðîâàëè ïî ìîð-
ôîëîãè÷åñêèì êðèòåðèÿì, ýêñïðåññèè ôàêòîðà VIII, àíãè-
îòåíçèíïðåâðàùàþùåãî ôåðìåíòà, ìàðêåðîâ CD31,
CD54, CD61 è ðÿäà äðóãèõ (Êóäðÿâöåâ è äð., 2013). Â ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2—3-ãî ïàññàæåé, íàõîäÿùèå-
ñÿ â ïëîòíîì ìîíîñëîå (îêîëî 100 òûñ. êë./ñì2) â 24-ëó-
íî÷íûõ ïëàíøåòàõ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñò-
âèè Í2Î2 â òå÷åíèå 3 è 24 ÷. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîìîùüþ
ðàñòâîðà àêêóòàçû (Sigma). Ìîðôîëîãèþ êëåòîê îöåíèâà-
ëè ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà Axio Obser-
ver (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ôàçîâîãî êîíòðàñòà,
èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ ñ óâåëè÷åíèåì 10�; êëåòêè ôîòîãðà-
ôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû Penguin
150CL (Pixera, ÑØÀ; àäàïòåð 1�, ìàòðèöà 1/2» CCD,
1.5 ìëí ïèêñåëåé) è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Âèäåî-
òåñò-Ðàçìåð 5.0.

Î ï ð å ä å ë å í è å ò è ï à ê ë å ò î ÷ í î é ã è á å ë è. Äëÿ
îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê è ìåõàíèçìà èõ ãèáåëè
ìû ïðîâîäèëè îäíîâðåìåííîå îêðàøèâàíèå èõ ôëóîðåñ-
öåíòíûìè êðàñèòåëÿìè PO-PRO-1 è DRAQ7 ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ðåãèñòðàöèåé ôëóîðåñöåíöèè íà öèòîôëóîðèìåòðå
Navios™ (Beckman Coulter, ÑØÀ). Êðàñèòåëè PO-PRO-1
è DRAQ7 ñòåõèîìåòðè÷åñêè ñâÿçûâàþòñÿ ñ íóêëåèíîâû-
ìè êèñëîòàìè (Stemberger et al., 2010; Akagi et al., 2013).
Ïîäîáíîãî ðîäà âçàèìîäåéñòâèÿ ñîïðîâîæäàþòñÿ íàêîï-
ëåíèåì êðàñèòåëåé â öèòîïëàçìå (ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
ÐÍÊ) è â ÿäðå êëåòêè (ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÄÍÊ) è,
êàê ñëåäñòâèå, èçìåíåíèåì ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå âîçáóæ-
äåíèÿ ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 405 íì äëÿ PO-PRO-1 è 638
íì äëÿ DRAQ7 (ýìèññèÿ 455 è 695 íì ñîîòâåòñòâåííî).
Îäíàêî ñóùåñòâåííîå ðàçëè÷èå ìåæäó ýòèìè êðàñèòåëÿ-
ìè çàêëþ÷àåòñÿ â ñïîñîáíîñòè ïðîíèêàòü â êëåòêè. Êðà-
ñèòåëü PO-PRO-1 îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå öèàíèíîâûõ êðàñè-
òåëåé, çà íàêîïëåíèå êîòîðûõ âíóòðè öèòîïëàçìû îòâå÷à-
þò ëèãàíäçàâèñèìûå èîííûå êàíàëû P2X7, îòíîñÿùèåñÿ
ê ñåìåéñòâó ïóðèíîðåöåïòîðîâ (Glisic-Milosavljevic et al.,
2005; Stokes et al., 2006). Â íîðìàëüíûõ æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòêàõ íàêîïëåíèÿ PO-PRO-1 íå ïðîèñõîäèò, òàê êàê
ýòè êàíàëû íåàêòèâíû èëè îáëàäàþò íåâûñîêîé ñïîñîá-
íîñòüþ òðàíñïîðòèðîâàòü êðàñèòåëü. Îäíàêî èõ àêòèâà-
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öèÿ ïðîèñõîäèò ïðè çàïóñêå àïîïòîçà è ïî âðåìåíè ñîâ-
ïàäàåò ñ íàðóøåíèåì àñèììåòðèè ëèïèäíîãî ñîñòàâà ïî-
âåðõíîñòíîé ìåìáðàíû, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü
íàêîïëåíèå PO-PRO-1 â êëåòêàõ â êà÷åñòâå ñîáûòèÿ, õà-
ðàêòåðíîãî äëÿ ðàííèõ ñòàäèé àïîïòîçà. Ïîýòîìó äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ äðóãèõ ñòàäèé àïîïòîçà, à íå òîëüêî êîíñòàòàöèè
ôàêòà åãî çàïóñêà ïîìèìî PO-PRO-1 êëåòêè äîïîëíè-
òåëüíî îêðàøèâàþò âòîðûì ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì êðàñèòå-
ëåì — DRAQ7, îáëàäàþùèì íåñêîëüêî èíûìè ñâîéñòâà-
ìè. Êðàñèòåëü DRAQ7 íå èìååò êàêèõ-ëèáî èíòåãðèðî-
âàííûõ â ìåìáðàíó ñïåöèôè÷åñêèõ ïåðåíîñ÷èêîâ è
ìîæåò ïðîíèêàòü â öèòîïëàçìó è ÿäðî òîëüêî ÷åðåç ïî-
âðåæäåííûå ìåìáðàíû, ÷òî îáû÷íî èìååò ìåñòî íà ôèíà-
ëüíûõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà ïðè ôîðìèðîâàíèè àïîïòîòè÷å-
ñêèõ òåëåö èëè ïðè íåêðîçå êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, æè-
âûå êëåòêè â ïîïóëÿöèè íå îêðàøèâàþòñÿ íè îäíèì èç
óïîìÿíóòûõ âûøå êðàñèòåëåé. Êëåòêè, âñòóïèâøèå â
àïîïòîç, áóäóò ïîçèòèâíû òîëüêî ïî ÐO-PRO-1, òîãäà êàê
êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà
è íåêðîçà, áóäóò ýôôåêòèâíî îêðàøèâàòüñÿ îáîèìè êðà-
ñèòåëÿìè.

Î ê ð à ø è â à í è å ê ë å ò î ê ïðîâîäèëè â ïðîáèðêàõ
äëÿ ïðîâåäåíèÿ öèòîìåòðè÷åñêîãî ó÷åòà 12� 75 ìì (Beck-
man Coulter). Ìàòî÷íûé ðàñòâîð (100 ìêÌ) PO-PRO-1
(Invitrogen, ÑØÀ) ãîòîâèëè íà ÄÌÑÎ, àëèêâîòû ïî
10 ìêë õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. Ðàáî÷èé ðàñòâîð PO-PRO-1
ãîòîâèëè ex tempore, äîáàâëÿÿ ê 10 ìêë ìàòî÷íîãî ðàñòâî-
ðà 190 ìêë PBS. Ê 100 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè
(2—3 ìëí êë./ìë) äîáàâëÿëè 5 ìêë ðàáî÷åãî ðàñòâîðà, ïî-
ëó÷àÿ ðàáî÷óþ êîíöåíòðàöèþ êðàñèòåëÿ 250 íÌ. Çàòåì â
îáðàçöû âíîñèëè ïî 10 ìêë ðàñòâîðà âòîðîãî êðàñèòåëÿ
DRAQ7 (Beckman Coulter) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
3 ìêÌ. Îêðàñêó ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â
òå÷åíèå 15 ìèí â çàùèùåííîì îò ñâåòà ìåñòå. Ïî çàâåð-
øåíèè èíêóáàöèè ê îáðàçöàì äîáàâëÿëè ïî 200 ìêë PBS
è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Navi-
os™ (Beckman Coulter, ÑØÀ). Äëÿ êàæäîãî èç îáðàçöîâ
àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 15 òûñ. îäèíî÷íûõ êëåòîê. Äëÿ
äèñêðèìèíàöèè îäèíî÷íûõ êëåòîê îò àãðåãàòîâ èñïîëü-
çîâàëè ñëåäóþùèå ñî÷åòàíèÿ ñèãíàëîâ: ïî ñâåòîðàññåÿ-
íèþ ïðÿìîìó (FS — âåëè÷èíà, ïðîïîðöèîíàëüíàÿ ðàçìå-
ðó êëåòîê) è áîêîâîìó (SS — âåëè÷èíà, õàðàêòåðèçóþùàÿ
ôîðìó êëåòîê), èíòåíñèâíîñòü ïèêîâîãî ñèãíàëà ïðîòèâ
èíòåíñèâíîñòè èíòåãðàëüíîãî ïî FS èëè SS, à òàêæå
âðåìÿ ïîëåòà ïðîòèâ èíòåíñèâíîñòè èíòåãðàëüíîãî ñèã-
íàëà FS èëè SS. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðîâî-
äèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Kaluza™
(Beckman Coulter).

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ê î í ö å í ò ð à ö è è è î í î â ê à -
ë ü ö è ÿ â öèòîïëàçìå ([Ca2+]öèò) ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê,
âûðàùåííûõ â 96-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå, èñïîëüçîâàëè
ôëóîðåñöåíòíûé çîíä CalciumGreen (ThermoFisher Scien-
tific). Äëÿ çàãðóçêè êëåòîê çîíäîì èõ èíêóáèðîâàëè â ñðå-
äå M199 â ïðèñóòñòâèè 1 ìêÌ CalciumGreen-AM è
0.01%-íîãî Pluronic F-127 ïðè 37 °C â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå
ýòîãî ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ôèçèîëîãè÷åñêèé ñîëåâîé ðàñ-
òâîð (PSS, pH 7.4), ñîäåðæàùèé (â ìÌ) : 145 NaCl, 5 KCl,
5 HEPES, 1 MgCl2, 1 ÑaCl2 è 10 ãëþêîçû. Ïðåäâàðèòåëüíî
èõ îòìûâàëè ðàñòâîðîì PSS îò ñðåäû M199 ñ ôëóîðåñ-
öåíòíûì çîíäîì. Ôëóîðåñöåíöèþ 6 ëóíîê ðåãèñòðèðîâà-
ëè ïàðàëëåëüíî ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ïîìîùüþ
ïëàíøåòíîãî ñïåêòðîôëóîðèìåòðà Synergy 2 (BioTech,
ÑØÀ) ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 485 è èçëó÷åíèÿ
530 íì. Â 3 ëóíêàõ êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè, ïðåäâàðèòå-
ëüíî ïîäâåðãíóòûå äåéñòâèþ Í2Î2, à â 3 äðóãèõ ëóí-

êàõ — êîíòðîëüíûå êëåòêè. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê
îòíîøåíèå ïðèðîñòà ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â îòâåò íà
äîáàâëåíèå àãîíèñòà ê èõ èñõîäíîé ôëóîðåñöåíöèè.

Ðåçóëüòàòû

Ìû ïðîâåëè èçìåðåíèÿ ïàðàìåòðîâ æèçíåñïîñîáíî-
ñòè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïåðîêñèäà
âîäîðîäà. Êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»,
ïî îïðåäåëÿåìûì ïàðàìåòðàì êëåòêè îòíîñèëè ê ñëåäóþ-
ùèì êàòåãîðèÿì: æèâûå è íåïîâðåæäåííûå, íàõîäÿùèåñÿ
íà ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè íå-
êðîçà èëè ïîçäíåãî àïîïòîçà. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðå-
çóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî îïðåäåëåíèþ çàâèñèìîñòè
òèïà êëåòî÷íîé ãèáåëè îò êîíöåíòðàöèè Í2Î2 ÷åðåç 3 ÷
ïîñëå åãî âíåñåíèÿ â ñðåäó èíêóáàöèè. Ïîêàçàíî ðàçäåëå-
íèå êëåòîê íà æèâûå, íàõîäÿùèåñÿ â ñòàäèè ðàííåãî
àïîïòîçà, è êëåòêè ñ ïîâðåæäåííûìè ìåìáðàíàìè, îêðà-
øåííûå îáîèìè êðàñèòåëÿìè. Ïîñëåäíèå ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé ñìåñü íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê è êëåòîê â ñòàäèè
ïîçäíåãî àïîïòîçà. Èç ïðåäñòàâëåííûõ ãèñòîãðàìì ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôëóîðåñöåíöèè PO-PRO-1 è
DRAQ7 âèäíî, ÷òî â îòñóòñòâèå Í2Î2 íàêîïëåíèå êðàñè-
òåëåé â êëåòêàõ íåâåëèêî, ñîñòàâëÿåò ìåíåå 2 % (ðèñ. 1) è,
ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, îòðàæàåò ñïîíòàííûé ïðîöåññ ãèáå-
ëè îòäåëüíûõ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê. Ïðè êîíöåíòðà-
öèè Í2Î2 50 ìêÌ íèêàêèõ èçìåíåíèé íåò. Ïðè äåéñò-
âèè 150 ìêÌ Í2Î2 çàìåòíî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê,
âîøåäøèõ â ðàííèé àïîïòîç è ïîçäíèé àïîïòîç (íåêðîç).
Ïðîöåññ êëåòî÷íîé ãèáåëè ðåçêî óñèëèâàåòñÿ ïðè äàëü-
íåéøåì ðîñòå êîíöåíòðàöèè Í2Î2. Ðàñïðåäåëåíèå êëå-
òîê ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè çîíäîâ PO-PRO-1
è DRAQ7 íà ãèñòîãðàììàõ ïðè âûñîêèõ (250 ìÌ è áîëåå)
êîíöåíòðàöèÿõ Í2Î2 äàåò îñíîâàíèÿ ïðåäïîëàãàòü,
÷òî íåêîòîðàÿ ÷àñòü èç íèõ ãèáíåò ïî íåêðîòè÷åñêîìó
ïóòè, ìèíóÿ ñòàäèþ àïîïòîçà. Ýòè êëåòêè îêðàøèâàþòñÿ
çîíäîì DRAQ7 è ïî÷òè íå îêðàøèâàþòñÿ PO-PRO-1.
Äðóãàÿ ÷àñòü êëåòîê èçíà÷àëüíî âêëþ÷àåò PO-PRO-1 è
óæå ïîñëå ýòîãî ïåðåõîäèò â ñòàäèþ ïîçäíåãî àïîïòîçà è
ïîãèáàåò, ïîãëîùàÿ ïðè ýòîì çîíä DRAQ7. Îá ýòîì ñâè-
äåòåëüñòâóåò íàëè÷èå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ìàê-
ñèìàëüíî îêðàøåííûõ PO-PRO-1 è èìåþùèõ ïðîìåæó-
òî÷íîå è ïîñòåïåííî âîçðàñòàþùåå îêðàøèâàíèå çîíäîì
DRAQ7.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû îáîáùåííûå äàííûå òðåõ íå-
çàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Âèäíî (ðèñ. 2, à), ÷òî â òå÷å-
íèå 3 ÷ çíà÷èìîå âëèÿíèå íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
H2O2 îêàçûâàåò â êîíöåíòðàöèè 250 ìêÌ è âûøå. Òàê, ïî-
ñëå 3-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ 250 ìêÌ H2O2 â ñðåäíåì 71 %
êëåòîê ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü, 9 % íàõîäÿòñÿ â
ñòàäèè ðàííåãî àïîïòîçà, à 20 % — â ñòàäèè ïîçäíåãî
àïîïòîçà èëè íåêðîçà. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 350 ìêÌ H2O2

óæå 22 % êëåòîê íàõîäÿòñÿ â ðàííåì àïîïòîçå, à 46 % —
â ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà (íåêðîçà). Äåéñòâèå 500 ìêÌ
H2O2 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ëèøü 13 % êëåòîê îñòàþòñÿ
æèâûìè, 62 % ïîãèáàþò è îêðàøèâàþòñÿ îáîèìè êðàñè-
òåëÿìè, à 25 % íàõîäÿòñÿ â ðàííåé ñòàäèè àïîïòîçà. Òà-
êèì îáðàçîì, H2O2 îêàçûâàåò äîçîçàâèñèìîå âëèÿíèå íà
æèçíåñïîñîáíîñòü ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì äëÿ
êîíöåíòðàöèé 250 ìêÌ è âûøå áîëüøàÿ ÷àñòü ïîãèáàþ-
ùèõ êëåòîê (~2/3) èìååò ïðèçíàêè ïîçäíåãî àïîïòîçà èëè
íåêðîçà, à ìåíüøàÿ ÷àñòü êëåòîê (~1/3) íàõîäèòñÿ íà ñòà-
äèè ðàííåãî àïîïòîçà, êîãäà åùå ñîõðàíÿåòñÿ öåëîñò-
íîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.

Èíäóêöèÿ àïîïòîçà è íåêðîçà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà 911
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ïî ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëåé PO-PRO-1 è DRAQ7 ïîñëå äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ êîí-
öåíòðàöèé H2O2 â òå÷åíèå 3 ÷.

«early Ap» — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ðàííåãî àïîïòîçà, «late Ap/N» — êëåòêè â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà è (èëè) íåêðîçà, V — æèâûå êëåòêè.

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñòàäèÿì àïîïòîçà (íåêðîçà) ÷åðåç 3 (à) è 24 (á) ÷ äåéñòâèÿ H2O2 â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Ê — êîíòðîëü.



Íà ðèñ. 2, á ïîêàçàíî ñîñòîÿíèå êëåòîê ÷åðåç 24 ÷ ïî-
ñëå äîáàâëåíèÿ â ñðåäó H2O2. Â êîíöåíòðàöèè 250 ìêÌ
H2O2 âûçûâàåò ìàññîâóþ ãèáåëü êëåòîê, è ëèøü 11 % èç
íèõ îñòàþòñÿ æèâûìè, ïðè÷åì ïîäàâëÿþùåå ÷èñëî ãèá-
íóùèõ êëåòîê íàõîäÿòñÿ â ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà èëè
íåêðîçà. Ïðè ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ H2O2 ÷åðåç 24 ÷
ëèøü 3—8 % êëåòîê íàõîäÿòñÿ â ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòî-
çà (íåêðîçà) è 1—4 % — â ðàííåì àïîïòîçå.

Òàêèì îáðàçîì, H2O2 â ôèçèîëîãè÷åñêè îáîñíîâàí-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ â ïåðâûå ÷àñû äåéñòâèÿ íà ïëîòíûé
ìîíîñëîé ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (÷òî òîæå ñîîòâåòñòâó-
åò ôèçèîëîãè÷åñêèì óñëîâèÿì), íàõîäÿùèõñÿ â óñëîâèÿõ
ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîòêè (20 %), èíäóöèðóåò
îáà ïóòè êëåòî÷íîé ãèáåëè, ïðè÷åì êðèòè÷åñêîé êîí-
öåíòðàöèåé H2O2 ÿâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, êîíöåíòðàöèÿ
250 ìêÌ. Ïðè ýòîé êîíöåíòðàöèè ÷åðåç 3 ÷ êîëè÷åñòâî
ïîãèáøèõ êëåòîê åùå íåâåëèêî (29 %), íî ïðîöåññ ãèáåëè
êëåòîê â ïîïóëÿöèè ïðèíèìàåò íåîáðàòèìûé õàðàêòåð è
÷åðåç 1 ñóò ïîãèáàåò óæå 89 % êëåòîê. Ïðè êîíöåíòðàöèè
200 ìêÌ è ìåíåå H2O2 âûçûâàåò, ïî-âèäèìîìó, íåîáðàòè-
ìûå èçìåíåíèÿ òîëüêî â îòäåëüíûõ êëåòêàõ, íå íàíîñÿ ñå-

ðüåçíûõ íàðóøåíèé ïîïóëÿöèè â öåëîì. Ïî âñåé âåðîÿò-
íîñòè, ïîãèáøèå êëåòêè, ñîñòàâëÿþùèå íåáîëüøóþ ÷àñòü
îò âñåé ïîïóëÿöèè, çàìåùàþòñÿ äðóãèìè â ðåçóëüòàòå
ïðîëèôåðàöèè çäîðîâûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.

Íà ðèñ. 3, à, á ïîêàçàíû ôîòîãðàôèè ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê, ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ 200 ìêÌ Í2Î2, â ñðàâíå-
íèè ñ êîíòðîëüíûìè. ×åðåç 1 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ Í2Î2

ìîðôîëîãèÿ êëåòîê â ìîíîñëîå ìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî
(êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ ñëåãêà âûòÿíóòûìè). Âèäíû îòäåëü-
íûå ïîãèáøèå êëåòêè â âèäå ÿðêèõ ñôåðè÷åñêèõ è ïîëè-
ãîíàëüíûõ îáðàçîâàíèé íà ïîâåðõíîñòè ìîíîñëîÿ. Äëÿ
îöåíêè ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2 ìû èññëåäîâàëè èõ êàëüöèåâûå ñèã-
íàëû â îòâåò íà ñëåäóþùèå àêòèâàòîðû: ãèñòàìèí, ïåï-
òèä Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn (SFLLRN), ÿâëÿþùèéñÿ
àãîíèñòîì PAR1 (ðåöåïòîðîâ 1-ãî òèïà, àêòèâèðóåìûõ
ïðîòåàçàìè), è âåùåñòâ CGS12066B è BW723C86, ÿâëÿ-
þùèõñÿ àãîíèñòàìè ñåðîòîíèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ñîîòâåò-
ñòâåííî 5ÍÒ1Â è 5ÍÒ2Â. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 4, îòâåòû
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê íà ýòè àãîíèñòû îñòàëèñü íåèç-
ìåííûìè.

Îáñóæäåíèå

Â îäíîé èç ðàííèõ ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâà-
íèþ âçàèìîäåéñòâèÿ H2O2 è ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â êó-
ëüòóðå (Muzykantov et al., 1988), áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýêçî-
ãåííàÿ êàòàëàçà, ôóíêöèîíèðóþùàÿ â ãèäðîôèëüíîé ñðåäå,
íå çàùèùàåò ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè îò ïåðîêñèäà âîäîðî-
äà, ãåíåðèðóåìîãî ãëþêîçîêñèäàçîé â ñèñòåìå in vitro, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î áûñòðîì ïðîíèêíîâåíèè H2O2 â êëåòêè
ñ ìèíèìàëüíîé äèôôóçèåé â ãèäðîôèëüíîå îêðóæåíèå.
Èçâåñòíî, ÷òî â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ âíåêëåòî÷íûå
ìîëåêóëû-âîññòàíîâèòåëè, ñîäåðæàùèåñÿ â ïëàçìå è ñû-
âîðîòêå êðîâè (öèñòåèí, ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçà-3, ïàðàîê-
ñîíàçà-1 è àëüáóìèí), èãðàþò îïðåäåëåííóþ ðîëü â íåé-
òðàëèçàöèè ÀÔÊ (Magder, 2006; Zaki et al., 2014; Ãîí÷à-
ðîâ è äð., 2015). Íî âñå æå ãëàâíîå çíà÷åíèå äëÿ çàùèòû
îò ÀÔÊ â òîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ â êðîâåíîñíûõ ñî-
ñóäàõ èìåþò ñèñòåìû àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòû ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê è (èëè) ýðèòðîöèòîâ (Muzykantov et al.,
1987). Ñêîðîñòü íåéòðàëèçàöèè H2O2 ýíäîòåëèàëüíûìè
êëåòêàìè çàâèñèò îò óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñîñòàâ-
ëÿåò 25—35 % çà 1 ÷ ïðè êîíöåíòðàöèè H2O2 â ïðåäåëàõ
0.3—3 ìÌ è ïëîòíîñòè êëåòîê 1.4�104 â 200 ìêë ñðåäû â
ëóíêå ïëàíøåòà (Muzykantov et al., 1987).

Èíäóêöèÿ àïîïòîçà è íåêðîçà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà 913

Ðèñ. 3. Ôîòîãðàôèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.

à — êëåòêè â êîíòðîëå, á — êëåòêè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå äîáàâëåíèÿ â ñðåäó 200 ìêÌ H2O2.

Ðèñ. 4. Ïèêîâûé ïðèðîñò ([Ca2+]öèò) â êîíòðîëüíûõ (áåëûå ñòîëá-
öû) è îáðàáîòàííûõ H2O2 (÷åðíûå ñòîëáöû) ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ â îòâåò íà äîáàâëåíèå 1 ìêÌ ãèñòàìèíà, 100 ìêÌ
BW723C86 (àãîíèñòà 5HT2B-ðåöåïòîðîâ), 10 ìêã/ìë ïåïòèäà
SFLLRN (àãîíèñòà ðåöåïòîðîâ PAR1) è 50 ìêÌ CGS12066B

(àãîíèñòà 5HT1B-ðåöåïòîðîâ).

Ïî âåðòèêàëè — îòíîøåíèå ïðèðîñòà ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê â îòâåò íà
äîáàâëåíèå àãîíèñòà ê èõ èñõîäíîé ôëóîðåñöåíöèè. Ïðåäñòàâëåíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñî ñòàíäàðòíîé îøèáêîé èç 3—6 ïàðàëëåëüíûõ èçìå-

ðåíèé.



Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îòíîñèòåëüíî âûñîêèå è ïðè ýòîì ôèçèîëîãè÷åñêè
îáîñíîâàííûå êîíöåíòðàöèè H2O2 (250—500 ìêÌ) âûçû-
âàþò â ïîïóëÿöèè êëåòîê ðàçâèòèå àïîïòîçà è íåêðîçà,
ò. å. íåîáðàòèìûå èçìåíåíèÿ, êîòîðûå íå ìîãóò áûòü âîñ-
ñòàíîâëåíû ïðîëèôåðàöèåé çäîðîâûõ ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê. Êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â ðàííåì àïîïòîçå ÷åðåç
3 ÷, ÷åðåç 24 ÷ ïåðåõîäÿò â ñòàäèþ ïîçäíåãî àïîïòîçà è
íåêðîçà. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äåéñòâèè H2O2 â êîíöåíòðà-
öèè 250 ìêÌ è âûøå àïîïòîç ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê, íà-
õîäÿùèõñÿ â ïëîòíîì ìîíîñëîå, ìîæíî çàôèêñèðîâàòü
ëèøü â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ. Â òî æå âðåìÿ âîçäåé-
ñòâèå áîëåå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé H2O2 âîîáùå íå ïðèâî-
äèò ê ðàçâèòèþ àïîïòîçà â ïîïóëÿöèè êëåòîê. Áîëåå òîãî,
ìû óñòàíîâèëè, ÷òî êàëüöèåâûå ñèãíàëû ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê â îòâåò íà àãîíèñòû ãèñòàìèíîâûõ, òðîìáèíîâûõ
è ñåðîòîíèíîâûõ ðåöåïòîðîâ îñòàþòñÿ íåèçìåííûìè ÷å-
ðåç 1 ñóò äåéñòâèÿ Í2Î2 â ïîäïîðîãîâîé êîíöåíòðàöèè
(200 ìêÌ). Ýòè äàííûå ïðåäñòàâëÿþòñÿ âàæíûìè ñ òî÷êè
çðåíèÿ ðàçðàáîòêè àäåêâàòíîé ìîäåëè in vitro äëÿ ôåíîòè-
ïèðîâàíèÿ êëåòîê, èçó÷åíèÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ èçìå-
íåíèé, ñèãíàëüíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ îòâåòîâ â óñëîâè-
ÿõ îêñèäàòèâíîãî è äðóãèõ âèäîâ ñòðåññà (Òåðåõèíà è äð.,
2012; Êóäðÿâöåâ è äð., 2013; Affara et al., 2013). Êðîìå
òîãî, ýòè äàííûå ìîãóò èìåòü çíà÷åíèå â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro è in vivo ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ýôôåêòèâíî-
ñòè àíòèîêñèäàíòîâ è èíòåðïðåòàöèè êëèíèêî-äèàãíîñòè-
÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ýíäîòåëèàëüíîãî ãåíåçà (Øìóðàê
è äð., 2012; Íîâîæèëîâ è äð., 2013; Âîéòåíêî è äð., 2015).

Ðàíåå íàìè îïèñàí ðÿä èçìåíåíèé ýêñïðåññèè ïîâåðõ-
íîñòíûõ áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò èìåòü îòíîøåíèå ê îáðà-
òèìûì è íåîáðàòèìûì ïðîöåññàì, ñâÿçàííûì ñ ðàçâèòè-
åì àïîïòîçà è êëåòî÷íîé ãèáåëè. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç
3 ÷ äåéñòâèÿ 100—300 ìêÌ H2O2 íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøà-
åòñÿ (íà 9—21 %) ïëîòíîñòü ýêñïðåññèè CD31 (PE-
CAM-1), ïðè äåéñòâèè 200—300 ìêÌ Í2Î2 óìåíüøàåòñÿ
(íà 15—20 %) ýêñïðåññèÿ CD309 (VEGFR-2/KDR), òîãäà
êàê ÷åðåç 24 ÷ ó æèâûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê äîçîçàâè-
ñèìî ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü CD54 (ICAM-1) íàðÿäó ñ óìå-
ðåííûì óñèëåíèåì ýêñïðåññèè âñåõ äðóãèõ èññëåäîâàí-
íûõ CD-ìàðêåðîâ (Êóäðÿâöåâ è äð., 2013). Ôèçèîëîãè÷å-
ñêèé ñìûñë ýòèõ èçìåíåíèé ñîñòîèò â òîì, ÷òî ó êëåòîê,
âñòóïèâøèõ â àïîïòîç, â ïåðâûå ÷àñû äåéñòâèÿ H2O2 â öè-
òîòîêñè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè ñíèæàåòñÿ ðåöåïöèÿ ôàêòî-
ðà ðîñòà ýíäîòåëèÿ, íî âåðîÿòíîñòü èõ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ
òðîìáîöèòàìè ÷åðåç CD31 (PECAM-1) ïîâûøàåòñÿ, è ýòî
ìîæåò ïðèâîäèòü ê âûáðîñó ñåðîòîíèíà è çàïóñêó àëüòåð-
íàòèâíîãî ìåõàíèçìà àíãèîãåíåçà (ôèëîãåíåòè÷åñêè áî-
ëåå äðåâíåãî) ÷åðåç àêòèâàöèþ ýíäîòåëèàëüíûõ ðåöåïòî-
ðîâ 5HT4, 5ÍÒ1Â è 5ÍÒ2Â (Òåðåõèíà è äð., 2012; Íàäååâ
è äð., 2014á; Profirovic et al., 2013). ×åðåç 1 ñóò äåéñòâèÿ
H2O2 ó âûæèâøèõ êëåòîê ïîâûøàåòñÿ âåðîÿòíîñòü âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñ ôàêòîðîì ðîñòà è èíòåãðèíàìè ëåéêîöèòîâ
CD11/CD18 è LFA-1 (Yang et al., 2005). Â îðãàíèçìå òà-
êîå âçàèìîäåéñòâèå ìîæåò ïðèâåñòè ê óñèëåíèþ ãåíåðà-
öèè H2O2 íåéòðîôèëàìè, ò. å. ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç óñëîâèé
ôîðìèðîâàíèÿ ïîëîæèòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè (Shappell
et al., 1990). Êðîìå òîãî, àêòèâàöèÿ ýíäîòåëèÿ è ìîíîöè-
òîâ ïðèâîäèò ê âûáðîñó ýòèìè êëåòêàìè ýîòàêñèíà-1, îä-
íîãî èç íîâûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ õðîíè÷åñêîãî
âîñïàëåíèÿ (Âîéòåíêî è äð., 2015). Íà êëåòêàõ ìàêðîôà-
ãàëüíîé ëèíèè RAW264.7 ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ïåðå-
êëþ÷åíèÿ ïóòè ãèáåëè ñ íåêðîòè÷åñêîãî íà àïîïòîòè÷å-
ñêèé ïðè äåéñòâèè Í2Î2, êîòîðóþ îáúÿñíÿþò íàëè÷èåì
îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè ìåæäó NF-kB è MAP-êè-

íàçàìè (Lin et al., 2010). Íàøè äàííûå, òàê æå êàê è äàí-
íûå èç ëèòåðàòóðû, íå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î
âîçìîæíîñòè òàêîãî ïåðåêëþ÷åíèÿ â ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ.

Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå è àíàëèç ëèòåðàòóðû óêàçû-
âàþò íà òî, ÷òî H2O2 âûçûâàåò â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
ïóïî÷íîé âåíû â óñëîâèÿõ in vitro êàê ïðîàïîïòîòè÷å-
ñêîå, òàê è ïðîíåêðîòè÷åñêîå äåéñòâèå. Ïåðâè÷íûì ìåõà-
íèçìîì ðàçâèòèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà H2O2 ÿâëÿåò-
ñÿ, î÷åâèäíî, àïîïòîç. Êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèåé H2O2

äëÿ ðàçâèòèÿ íåêðîçà è íåîáðàòèìîé ãèáåëè êëåòîê â ïî-
ïóëÿöèè, íàõîäÿùåéñÿ â ïëîòíîì ìîíîñëîå, ÿâëÿåòñÿ 250
ìêÌ; ìåíüøèå êîíöåíòðàöèè H2O2 ìîãóò ïðèâåñòè ê íå-
îáðàòèìîé ãèáåëè îòäåëüíûõ êëåòîê, íî íå îáóñëîâëèâà-
þò ãèáåëü âñåé ïîïóëÿöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â ìî-
íîñëîå.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ñ. Í. Òîëìàñîâó
(Ñåðïóõîâñêèé ðîäèëüíûé äîì, Ìîñêîâñêàÿ îáë.) çà íå-
îöåíèìîå ñîäåéñòâèå â ïðåäîñòàâëåíèè ìàòåðèàëà äëÿ
âûäåëåíèÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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DUAL PROAPOPTOTIC AND PRONECROTIC EFFECT OF HYDROGEN PEROXIDE
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The ratio of early apoptosis and late apoptosis (necrosis) in the cultured human umbilical vein endothelial
cells was estimated after exposure to hydrogen peroxide (H2O2) in vitro trying to keep them close to the physio-
logical conditions (high cell density, high serum content, H2O2 concentration not over 500 µM). Cell viability
was assessed using flow cytometry and simultaneous staining with fluorescent dyes PO-PRO-1 to detect early
apoptotic cells, and DRAQ7 to detect late apoptotic and necrotic cells. The data obtained suggest that the pri-
mary mechanism of cytotoxic response is apoptosis. The critical concentration of H2O2 causing the death of the
cell population in a dense monolayer is 250 µM. Lower concentrations of H2O2 (up to 200 µM) cause death of
individual cells; however, viability of endothelial cell population is retained, and response to calcium activating
agonists does not change compared with control cells.

K e y w o r d s: hydrogen peroxide, endothelium, cytotoxicity, apoptosis, necrosis.
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