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Òèîëîâûå àíòèîêñèäàíòû óâåëè÷èâàþò âíóòðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê

Â ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âçàèìîñâÿçü ìåæäó ïðèñóòñòâèåì â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå íèçêîìî-
ëåêóëÿðíûõ RSH-àíòèîêñèäàíòîâ (N-àöåòèëöèñòåèíà è ãëóòàòèîíà), ãåíåðàöèåé àêòèâíûõ ôîðì êèñëî-
ðîäà (ÀÔÊ) è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ êëåòîê ìûøèíîé ìèåëîìû SP2/0-SF. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè-
ñóòñòâèå ýòèõ ñîåäèíåíèé â ñðåäå â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé èçìåíÿëî ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â
êëåòêàõ è îêàçûâàëî äîçîçàâèñèìîå âëèÿíèå íà èõ ïðîëèôåðàöèþ. Ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè íå çàâèñåëà îò ïðèðîäû èñïîëüçîâàííîãî RSH-ñîåäèíåíèÿ. Îïòèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ îáîèõ àí-
òèîêñèäàíòîâ ñîñòàâëÿëà 0.2 ìM. Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå åå ïðèâîäèëî ê óãíåòåíèþ ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê, âûðàæåííîé â ðàçíîé ñòåïåíè äëÿ N-àöåòèëöèñòåèíà è ãëóòàòèîíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àíòèîêñèäàíòû, òèîëû, N-àöåòèëöèñòåèí, ãëóòàòèîí, àâòîîêèñëåíèå, àêòèâ-
íûå ôîðìû êèñëîðîäà, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïðîëèôåðàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, GSH — âîññòàíîâëåííûé ãëóòà-
òèîí, NAC — N-àöåòèëöèñòåèí, RSH — òèîëû.

Àíòèîêñèäàíòû, ñîäåðæàùèå òèîëîâûå ãðóïïû
(–SH), øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â ëàáîðàòîðíûõ è áèîòåõíî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà (Deneke, 2000). Ýòè ñîåäèíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ
êîìïîíåíòàìè êîìïëåêñíûõ êëåòî÷íûõ è âíåêëåòî÷íûõ
àíòèîêèñëèòåëüíûõ ñèñòåì è âûïîëíÿþò ðîëü ñêàâåíäæå-
ðîâ è íèçêîìîëåêóëÿðíûõ âîññòàíîâèòåëåé êëþ÷åâûõ
ôåðìåíòîâ, èíàêòèâèðóþùèõ ÀÔÊ è ïðîäóêòû îêèñëè-
òåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ. Ê íèì îòíîñÿòñÿ ñóïåðîêñèääèñ-
ìóòàçà (ÑÎÄ), êàòàëàçà, ïåðîêñèäàçà, ãëóòàòèîí-S-òðàíñ-
ôåðàçà, öåðóëîïëàçìèí, òèîðåäîêñèí è äð. (Lewin, Popov,
1994). Ñûâîðîòêè êðîâè, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå óíè-
âåðñàëüíûõ êîìïëåêñíûõ îáîãàòèòåëåé áîëüøèíñòâà ïè-
òàòåëüíûõ ñðåä, îáëàäàþò ñîáñòâåííîé âíåêëåòî÷íîé ñè-
ñòåìîé àíòèîêñèäàíòîâ, ñïîñîáíîé íåéòðàëèçîâàòü ìåõà-
íèçìû îáðàçîâàíèÿ è òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÀÔÊ
(Êëåáàíîâ è äð., 1999).

Âìåñòå ñ òåì ðåçóëüòàòû ïîñëåäíèõ èññëåäîâàíèé ïî-
êàçûâàþò, ÷òî â ñèñòåìàõ ñ îãðàíè÷åííûì âîññòàíîâè-
òåëüíûì ïîòåíöèàëîì, íàïðèìåð ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ, ìíîãèå íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûå àíòèîêñèäàíòû, â òîì ÷èñëå RSH-ñîåäèíåíèÿ,
ñïîñîáíû ê àâòîîêèñëåíèþ, ïðèâîäÿùåìó ê ãåíåðàöèè
ÀÔÊ (Long, Halliwell, 2001; Zhang et al., 2001; Ñîëîâüåâà
è äð., 2007; Cosentino-Gomes, Meyer-Fernandes, 2012). Ñî-
ãëàñíî îïóáëèêîâàííûì äàííûì, ÀÔÊ è ñâÿçàííûå ñ
íèìè àêòèâíûå ôîðìû àçîòà ñïîñîáíû ïðÿìî èëè êîñâåí-
íî ïîääåðæèâàòü àêòèâíîñòü êîìïîíåíòîâ ìèòîãåííûõ
êàñêàäîâ â êëåòêàõ è ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ (Da-
vies, 1999; Cosentino-Gomes, Meyer-Fernandes, 2012).

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — óñòàíîâèòü íàëè-
÷èå âçàèìîñâÿçè ìåæäó ïðîöåññàìè íàêîïëåíèÿ ÀÔÊ â
ðåçóëüòàòå àâòîîêèñëåíèÿ òèîëîâ N-àöåòèëöèñòåèíà
(NAC) è ãëóòàòèîíà (GSH) è ïðîëèôåðàöèåé êëåòîê áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé êóëüòóðû ìûøèíîé ìèåëîìû SP2/0.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï è ò à ò å ë ü í û å ñ ð å ä û è ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è -
ð î â à í è ÿ. Êëåòêè ëèíèè ìûøèíîé ìèåëîìû SP2/0-SF,
àäàïòèðîâàííîé ê áåññûâîðîòî÷íûì óñëîâèÿì êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, ïîëó÷åíû èç êðèîáàíêà êîìïàíèè ÏàíÝêî (Ðîñ-
ñèÿ). Â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîí-
òðîëüíûõ ñðåä èñïîëüçîâàëè áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó
Ãèáðèñ-2 (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) (Òàáàêîâ è äð., 2009). Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ 72-÷àñîâóþ êóëüòóðó êëåòîê
ìèåëîìû SP2/0-SF, âûðàùåííóþ â 6 ìë ñðåäû Ãèáðèñ-2,
ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, îäíîêðàòíî îòìûâàëè
ðàñòâîðîì Äþëüáåêêî (DPBS), ðåñóñïåíäèðîâàëè â òîì
æå ðàñòâîðå è çàñåâàëè â ÿ÷åéêè êóëüòóðàëüíûõ ïëàíøå-
òîâ (SPL, Êîðåÿ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëàì ìåòîäîâ èññëåäî-
âàíèÿ. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ìàòî÷íûå ðàñòâî-
ðû òèîëîâ (100 ìÌ) ñ ÷àñòè÷íîé íåéòðàëèçàöèåé èõ
ðÍ (äî 6.0). Ïðè ââåäåíèè àëèêâîò ìàòî÷íûõ ðàñòâîðîâ
ïîêàçàòåëü ðÍ â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ñðåäå íå îòëè÷àëñÿ
îò êîíòðîëüíîé. GSH è NAC áûëè ïðèîáðåòåíû â êîìïà-
íèè Sigma (ÑØÀ). Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ïðîâîäèëè â
óñëîâèÿõ ÑÎ2-èíêóáàòîðà Galaxy-S+ (RS-Biotech, Àíã-
ëèÿ) ïðè 37 °C, 5 % ÑÎ2 è âëàæíîñòè 92 � 5 %.
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Ä ë ÿ ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í î é î ö å í ê è í à ê î ï ë å í è ÿ
ê ë å ò î ê SP2/0-SF â ýêñïåðèìåíòàëüíîé (RSH-ñîäåðæà-
ùåé) è êîíòðîëüíîé ñðåäàõ èõ ðàññåâàëè ïî 4�104 â ÿ÷åéêè
6-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ, ñîäåðæàùèõ ïî 2.5 ìë èñ-
ïûòóåìûõ ñðåä. Êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 96 ÷. Ïî îêîí-
÷àíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè ïèïå-
òèðîâàíèåì è ñ÷èòàëè ïîä ìèêðîñêîïîì ïðè ïîìîùè ãå-
ìîöèòîìåòðà. Âû÷èñëÿëè îáùèé óðîæàé êëåòîê â êàæäîé
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ÿ÷åéêå. Ãèáåëü êëåòîê â êóëüòóðàõ
îöåíèâàëè â ïðîöåíòàõ îò îáùåãî óðîæàÿ ïî îêîí÷àíèè
êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåòîäîì èñêëþ÷åíèÿ ñ ïîìîùüþ òðèïà-
íîâîãî ñèíåãî. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ äèàãðàìì èñïîëüçîâàëè ïà-
êåò ïðîãðàìì Microsoft Excel. Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðî-
âîäèëè ïî äàííûì ÷åòûðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Î ö å í ê à ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì à ð ê å ð à ï ð î -
ë è ô å ð à ö è è K i - 6 7. Ïî 5.0�104 êëåòîê SP2/0-SF, ïîä-
ãîòîâëåííûõ, êàê îïèñàíî âûøå, çàñåâàëè â ÿ÷åéêè 24-ëó-
íî÷íîãî ïëàíøåòà, ñîäåðæàùèå ïî 1.0 ìë èñïûòóåìûõ
ñðåä. Êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷. Êëåòêè ñîáèðàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì, îòìûâàëè DPBS è ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â 1 ìë ðàñòâîðà DPBS, ñîäåðæàùåãî 2 % ïàðàôîðìàëü-
äåãèäà (Sigma, ÑØÀ). Ôèêñàöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37 °C
â òå÷åíèå 10 ìèí. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè 3 ðàçà
0.5%-íûì ðàñòâîðîì BSA-DPBS è ïîäâåðãàëè ïåðìåàáè-
ëèçàöèè 70%-íûì ýòàíîëîì. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë 0.5%-íîãî
ðàñòâîðà BSA-DPBS è îáðàáàòûâàëè àíòèìûøèíûìè ìå-
÷åííûìè FITC àíòèòåëàìè ïðîòèâ Ki-67 (Biolegend,
ÑØÀ): 1—2 ìêã/ìë, 1 ÷, ïðè 4 °C â òåìíîòå. Êëåòêè (ïðè-
áëèçèòåëüíî 104) àíàëèçèðîâàëè íà öèòîôëóîðèìåòðå
FACS CyFlow Cube (Partec, ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì
FITC-ñïåöèôè÷íîãî íàáîðà îïòè÷åñêîé ñèñòåìû (FL1-la-
ser). Ïîëó÷åíèå è ïåðâè÷íóþ îáðàáîòêó äàííûõ öèòîôëó-
îðèìåòðèè îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè Operating and ana-
lysis software FloMax (2.60). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ äèàãðàìì èñ-
ïîëüçîâàëè ïàêåò ïðîãðàìì Microsoft Excel. Ïîïàðíîå
ñðàâíåíèå ïðîöåíòíîãî ñîîòíîøåíèÿ ÷àñòîò äëÿ âûáîðîê
íåçàâèñèìûõ ðàñïðåäåëåíèé ôëóîðåñöåíöèè â èññëåäóå-
ìîé îáëàñòè ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òåñòà Ìàí-
íà—Óèòíè. Ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè äâàæäû.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ î ä å ð æ à í è ÿ À Ô Ê â ê ë å ò ê à õ.
Êëåòêè ìèåëîìû SP2/0-SF ãîòîâèëè è êóëüòèâèðîâàëè â
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ñðåäàõ â òå÷åíèå 24 ÷, êàê îïèñàíî â
ïðåäûäóùåé ìåòîäèêå. Çà 30 ìèí äî îêîí÷àíèÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â ÿ÷åéêè âíîñèëè ÀÔÊ-ðåàêòèâíûé çîíä
H2DCFÍ-DA (Invitrogen, ÑØÀ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
5 ìêÌ. Êëåòêè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, îäíîêðàò-
íî îòìûâàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1ìë DPBS. Öèòîôëóî-
ðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç ñóñïåíçèè êëåòîê (îêîëî 104) è îá-
ðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè òàê æå, êàê è â ñëó÷àå îïðå-
äåëåíèÿ ýêñïðåññèè Ki-67 Íà îñíîâàíèè äèàãðàìì
ôëóîðåñöåíöèè îêèñëåííîãî DCF, ïîëó÷åííûõ è îáðà-
áîòàííûõ ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû FloMax (2.60), îïðå-
äåëÿëè îáùåå êîëè÷åñòâî êëåòîê è ñðåäíåå çíà÷åíèå èí-
òåíñèâíîñòè èçëó÷åíèÿ íà êëåòêó â ðàáî÷åì äèàïàçîíå
ïîêàçàòåëÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè 1—210. Ýêñ-
ïåðèìåíò ïîâòîðÿëè äâàæäû.

Ðåçóëüòàòû

Çàâèñèìîñòü óðîæàÿ êëåòîê îò êîíöåíòðàöèè RSH-ñî-
åäèíåíèÿ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå Ãèáðèñ-2 ïðåäñòàâëå-
íà íà ðèñ. 1. Ïîëíîå ñîâïàäåíèå ãðàôèêîâ íà ó÷àñòêå âîç-
ðàñòàíèÿ êîíöåíòðàöèè 0.0—0.2 ìÌ ñâèäåòåëüñòâóåò î

íåçàâèñèìîñòè ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ äîáàâëÿåìîãî
òèîëà (NAC èëè GSH) íà êîëè÷åñòâî êëåòîê îò ñîåäèíå-
íèÿ. Î÷åâèäíî, íà äàííîì ó÷àñòêå ñòèìóëèðóþùàÿ ðîëü
ñâÿçàíà ñ ïðîöåññîì, çàâèñÿùèì òîëüêî îò êîíöåíòðà-
öèè õèìè÷åñêè àêòèâíîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû SH.
Â ïîëüçó òîãî, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê ñâÿçàíî ñ ïî-
âûøåííîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, ñâèäåòåëüñò-
âóåò ñîïîñòàâëåíèå äèàãðàìì ôëóîðåñöåíöèè FITC-êîíú-
þãèðîâàííûõ àíòèòåë ïðîòèâ ìàðêåðà ïðîëèôåðàöèè
Ki-67 (ðèñ. 2, à, á). Èç ïðåäñòàâëåííûõ äèàãðàìì âèäíî,
÷òî ïðè ââåäåíèè êàê îäíîãî, òàê è äðóãîãî òèîëà â êîí-
öåíòðàöèè 0.1 ìÌ â ñîñòàâ áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû ÷åðåç
24 ÷ â êëåòêàõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êóëüòóð ïðîèñõîäèò
èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè Ki-67 ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
êîíòðîëüíîé êóëüòóðû.

Äàííûå ïî ôëóîðåñöåíöèè DCF â êëåòêàõ ìûøèíîé
ìèåëîìû SP2/0-SF ñâèäåòåëüñòâóþò îá óâåëè÷åíèè ñî-
äåðæàíèÿ ÀÔÊ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè SH-ñîåäè-
íåíèÿ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå Ãèáðèñ-2 (ðèñ. 3, à—â;
ñì. òàáëèöó). Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ íàâîäèò íà
ìûñëü î òîì, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè äîáàâëÿåìûõ òèî-
ëîâ 0.1—0.2 ìÌ ÀÔÊ, îáðàçóþùèåñÿ â ïðîöåññå àâòî-
îêèñëåíèÿ, ïîääåðæèâàþò ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü
â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåõàíèçìîì, îïèñàííûì â ðàçäåëå «Îá-
ñóæäåíèå». Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â äàííîì äèàïàçî-
íå êîíöåíòðàöèé òèîëîâ àíòèîêñèäàíòíàÿ ñèñòåìà êëåòîê
ñïðàâëÿåòñÿ ñ ãåíåðàöèåé èçáûòî÷íûõ ÀÔÊ è îñíîâíûå
ÿâëåíèÿ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (óãíåòåíèå ïðîëèôåðà-
öèè, àïîïòîòè÷åñêàÿ ãèáåëü êëåòîê) íå ïðîÿâëÿþòñÿ. Îä-
íàêî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè òèîëîâ â ñðåäå äî 0.3 ìÌ
ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ñêà÷êó ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ â êëåòêàõ
(äàííûå ïî ôëóîðåñöåíöèè DCF ñâèäåòåëüñòâóþò îá óâå-
ëè÷åíèè ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ â êëåòêàõ ìûøèíîé ìèåëîìû
SP2/0-SF ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè SH-ñîåäèíåíèÿ â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå Ãèáðèñ-2 (ðèñ. 3, à—â; ñì. òàáëè-
öó)). Ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ óãíåòåíèåì ïðîëèôåðàöèè ïî
ïîêàçàòåëÿì íàêîïëåíèÿ êëåòîê è ìàðêåðó Ki-67 (ðèñ. 1,
2). Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî íà äàííîì óðîâíå êîíöåíòðà-
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Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü ÷èñëà êëåòîê â êóëüòóðå îò êîíöåíòðàöèè
òèîëà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 72 ÷. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç ÷åòû-
ðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ïîêàçûâàþò

äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû (Ð < 0.05).



926 Â. Þ. Òàáàêîâ è äð.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå òèîëîâ NAC (à) è GSH (á) íà ýêñïðåññèþ ìàðêåðà ïðîëèôåðàöèè áåëêà Ki-67 â êëåòêàõ SP2/0. Ïðîòî÷íàÿ öèòî-
ìåòðèÿ.

Êðèâûå: 1 — êîíòðîëü, 2 — 0.1 ìÌ, 3 — 0.3 ìÌ òèîëà. Ïîêàçàíî ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ôèêñèðîâàííûõ êëåòîê, ñâÿçàííûõ ñ
FITC-êîíúþãèðîâàííûìè àíòèòåëàìè ê Ki-67. Ðàçëè÷èÿ âûáîðîê äëÿ ïðîöåíòíîãî ñîîòíîøåíèÿ ÷àñòîò (òåñò Ìàííà—Óèòíè, Ð < 0.05) äîñòîâåðíû

ìåæäó êîíòðîëåì è 0.3 ìÌ òèîëà (à), ìåæäó êîíòðîëåì è 0.1 (è 0.3) ìÌ òèîëà è ìåæäó êîíöåíòðàöèÿìè òèîëà 0.1 è 0.3 ìÌ.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå NAC (à) è GSH (á) íà óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ SP2/0. Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ.

à, á — ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) íåôèêñèðîâàííûõ êëåòîê, îêðàøåííûõ H2DCFH-DA; êðèâûå: 1 — êîíòðîëü, 2 — 0.1 ìÌ,
3 — 0.3 ìÌ òèîëà. â — ìîäàëüíûå çíà÷åíèÿ ÷àñòîò ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ÈÔ â êîíòðîëå (Ê), â ïðèñóòñòâèè NAC (ñòîëáöû 1) è GSH (ñòîëáöû 2)
ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ. (Ñîîòâåòñòâóþùèå ïîêàçàòåëè ÈÔ óêàçàíû íà ñòîëáöàõ äèàãðàììû.) Ðàçëè÷èÿ âûáîðîê äëÿ ïðîöåíòíîãî ñîîòíîøå-

íèÿ ÷àñòîò (òåñò Ìàííà—Óèòíè, Ð < 0.05) äîñòîâåðíû ìåæäó êîíòðîëåì è 0.2 (èëè 0.3) ìÌ òèîëà (à, á).



öèé äîáàâëÿåìûõ òèîëîâ ïðîèñõîäÿò äåêîìïåíñàöèÿ àí-
òèîêèñëèòåëüíîé ñèñòåìû êëåòîê è èíäóêöèÿ ìåõàíèçìîâ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû íå íà-
áëþäàëè óâåëè÷åíèÿ ãèáåëè êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
êóëüòóðàõ, ñîäåðæàùèõ ñóáîïòèìàëüíûå êîíöåíòðàöèè
òèîëîâ 0.3—0.5 ìÌ, íåñìîòðÿ íà âûðàæåííîå óãíåòåíèå
ïðîëèôåðàöèè. Âûæèâàåìîñòü êëåòîê â êîíòðîëå è â ïðè-
ñóòñòâèè òèîëà âî âñåì äèàïàçîíå èññëåäóåìûõ êîíöåíò-
ðàöèé âàðüèðîâàëà îò 96.3 äî 97 %. Âìåñòå ñ òåì ðàçëè÷-
íàÿ äèíàìèêà óãíåòåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ðèñ. 1) è
ãåíåðàöèè ÀÔÊ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ RSH, ïðåâûøàþùèõ
0.2 ìÌ (ðèñ. 3; ñì. òàáëèöó), ñâèäåòåëüñòâóþò î ðàçëè÷è-
ÿõ ìåæäó ìåõàíèçìàìè àíòèîêèñëèòåëüíîãî äåéñòâèÿ
GSH è NAC â àíòèîêèñëèòåëüíîé ñèñòåìå êëåòîê.

Îáñóæäåíèå

Èç ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî ðàçëè÷íûå ñîåäèíåíèÿ
èç ãðóïïû òèîëîâ (öèñòåèí, ãîìîöèñòåèí, NAC, ìåðêàï-
òîýòàíîë è GSH) ñïîñîáíû ê àâòîîêèñëåíèþ ïðè ïîâû-
øåííûõ êîíöåíòðàöèÿõ in vivo è in vitro ñ ïîëîæèòåëü-
íûì âëèÿíèåì íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê (Broome, Jeng,
1973; Zhang et al., 2001; Noda et al., 2002).

Êàñêàäíûé ìåõàíèçì ðåàêöèé àâòîîêèñëåíèÿ òèîëîâ
â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ èîíû ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ,
áûë ïðåäëîæåí Ìèñðà (Misra, 1974). Õèìè÷åñêè àêòèâ-
íûìè ïðîäóêòàìè ýòîãî ïðîöåññà ÿâëÿþòñÿ ÀÔÊ (ñóïåð-
îêñèäíûé àíèîí-ðàäèêàë O
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–• , Í2Î2, ãèäðîêñèëüíûé ðàäè-
êàë OH• è èõ ïðîèçâîäíûå). Âûñîêèå êîíöåíòðàöèè
ÀÔÊ, íàáëþäàåìûå ïðè ðàçëè÷íûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ êëåòîê è òêàíåé, ïðèâîäÿò ê
ïîâðåæäåíèþ ìîëåêóë è çàìåäëåíèþ ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê, àêòèâèðóÿ êàñêàäíûå ðåàêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåñ-
ñà (Waris, Ahsan, 2006). Â òî æå âðåìÿ â ðÿäå ñîâðåìåí-
íûõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðà-
öèè ÀÔÊ ÿâëÿåòñÿ àòðèáóòîì ìèòîãåííîé àêòèâàöèè
êëåòîê, à íåêîòîðûå èç íèõ, òàêèå êàê H2O2, ìîãóò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ ìèòî-
ãåííûõ êàñêàäîâ (Sundaresan et al., 1995; Bae et al., 1997,
2000; Mahadev et al., 2004).

Ìîëåêóëÿðíîé ìèøåíüþ ïðè ðåàëèçàöèè ïðîïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÀÔÊ â äàííîì ñëó÷àå ÿâëÿåòñÿ
ìíîãî÷èñëåííàÿ ãðóïïà êëåòî÷íûõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ

ïðîòåèíòèðîçèíôîñôàòàç (ÐÒÐ). Ðîëü ÐÒÐ â ðåãóëÿöèè
ìèòîãåííîé àêòèâíîñòè ñâÿçàíà ñ èíàêòèâàöèåé ïðîòåèí-
êèíàç, âîâëå÷åííûõ â êàñêàäíûå ìåõàíèçìû ìèòîãåííîé
àêòèâàöèè (òèðîçèíêèíàçû êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ ôàêòî-
ðîâ ðîñòà, ÌÀÐ-êèíàçû, ïåðâè÷íûå ýôôåêòîðû ìèòîãåí-
íîé ñòèìóëÿöèè íà óðîâíå öèêëèíêèíàçíûõ êîìïëåêñîâ,
ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè) (Ostman et al., 2011; Cosentino-
Gomes, Meyer-Fernandes, 2012).

Àâòîîêèñëåíèå òèîëîâ â ñëó÷àå èõ âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèè è îãðàíè÷åííîãî âîññòàíîâèòåëüíîãî ïîòåíöèàëà
âíåêëåòî÷íîé ñðåäû ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèé ÀÔÊ, ñïîñîáíûõ ïðîíèêàòü â êëåòêè è èí-
ãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü ÐÒÐ ïîñðåäñòâîì îáðàòèìîãî
îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï îñòàòêîâ öèñòåèíà. Èíàêòèâàöèÿ
êîìïëåêñà êëåòî÷íûõ ÐÒÐ â ñâîþ î÷åðåäü îáóñëîâëèâàåò
ïîääåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ êèíàçíûõ
êîìïîíåíòîâ ìèòîãåííûõ êàñêàäîâ è âûñîêóþ àêòèâ-
íîñòü ìåõàíèçìà ìèòîãåííîé ñòèìóëÿöèè êëåòîê (Li
et al., 2000; Chan et al., 2001; Zhang et al., 2001).

Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé â
îòëè÷èå îò êëåòîê ïåðâè÷íûõ êóëüòóð è äèïëîèäíûõ
ïñåâäîëèíèé íå íóæäàþòñÿ â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèê-
ëà ñî ñòîðîíû ñïåöèàëüíûõ ôàêòîðîâ, ïðîäóöèðóåìûõ
êëåòêàìè è òêàíÿìè ìíîãîêëåòî÷íîãî îðãàíèçìà. Ýòî
ñâÿçàíî ñ êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèåé ýëåìåíòîâ ñèñòåì
ìèòîãåííûõ êàñêàäîâ â êëåòêàõ ýòèõ ëèíèé (Òàáàêîâ
è äð., 2013). Ïîääåðæàíèå âûñîêîé àêòèâíîñòè ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ áåëêîâ ìèòîãåííûõ êàñêàäîâ äîëæíî îáåñïå-
÷èâàòü âûñîêóþ ñêîðîñòü ïðîõîæäåíèÿ ýòàïîâ êëåòî÷íî-
ãî öèêëà è êàê ñëåäñòâèå — âûñîêóþ ìèòîòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü â êóëüòóðå.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî íèçêîìîëåêó-
ëÿðíûå àíòèîêñèäàíòû ñ âîññòàíîâëåííîé òèîëîâîé
ãðóïïîé ïðèâîäÿò ê íàêîïëåíèþ ÀÔÊ â êëåòêàõ áåññûâî-
ðîòî÷íîé êóëüòóðû ìûøèíîé ìèåëîìû SP2/0-SF. Íà
îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî èçìåíåíèå ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ áåññûâîðîòî÷-
íîé êóëüòóðû êëåòîê SP2/0-SF â ïðèñóòñòâèè àíòèîêèñ-
ëèòåëåé òèîëîâ ñâÿçàíî ñ ìåõàíèçìîì àâòîîêèñëåíèÿ
ýòèõ ñîåäèíåíèé â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è îáðàçîâà-
íèÿ ïóëà âòîðè÷íûõ ìåññåíäæåðîâ ïðîëèôåðàòèâíûõ êà-
ñêàäîâ â âèäå ÀÔÊ. Îáíàðóæåííûå â õîäå èññëåäîâàíèÿ
ðàçëè÷èÿ ìåæäó GSH è NAC ïðè êîíöåíòðàöèÿõ, ïðåâû-
øàþùèõ 0.2 ìÌ, ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ âîâëå÷åíèåì äî-
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Óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ ìèåëîìû SP2/0
ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ R-SH-ñîåäèíåíèé â ñðåäå Ãèáðèñ-2

[Òèîë], ìM

NAC GSH

äîëÿ êëåòîê â ðàáî÷åì äèàïàçîíå
ôëóîðåñöåíöèè, %

ÀÔÊ,
óñë. åä./êë.

äîëÿ êëåòîê â ðàáî÷åì äèàïàçîíå
ôëóîðåñöåíöèè, %

ÀÔÊ,
óñë. åä./êë.

0 (–çîíä) 0.18 13.86 0.18 13.86

0 (+çîíä) 41.46 63.74 41.46 63.74

0.1 42.30 65.29 42.86 62.88

0.2 40.12 68.94 39.44 63.24

0.3 47.02 72.48 39.22 68.35

0.4 47.72 70.08 36.90 68.31

0.5 51.14 71.63 36.54 65.30

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðåçóëüòàòû ðåãèñòðèðîâàëè ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïîñåâà êëåòîê â êîíòðîëüíóþ è ýêñïåðèìåíòàëüíûå ñðåäû. Çîíä
H2DCFÍ-DA äîáàâëÿëè çà 30 ìèí äî èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ). Çíà÷åíèÿ ÀÔÊ ðàññ÷èòûâàëè ïî ïîêàçàòåëþ
ñóììàðíîé ÈÔ â ðàáî÷åì äèàïàçîíå èçìåðåíèé â ïåðåñ÷åòå íà 1 êëåòêó (óñë. åä./êë.).



ïîëíèòåëüíûõ ìåõàíèçìîâ âíóòðèêëåòî÷íîé àíòèîêèñëè-
òåëüíîé ñèñòåìû è (èëè) ðàçëè÷íûìè óðîâíÿìè ïðîîêñè-
äàíòíîé àêòèâíîñòè òèîëîâ (Menon et al., 2007; Vivancos
et al., 2010). Èçâåñòíî, ÷òî ïðèðîäíûé àíòèîêñèäàíò GSH
â îòëè÷èå îò NAC ÿâëÿåòñÿ àêòèâíûì êîìïîíåíòîì ôåð-
ìåíòàòèâíîãî çâåíà àíòèîêñèäàíòíîé ñèñòåìû êëåòêè,
êîòîðàÿ èíäóöèðóåòñÿ îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì è ïðîòè-
âîäåéñòâóåò íàêîïëåíèþ ÀÔÊ, à òàêæå ïðîäóêòîâ îêèñ-
ëèòåëüíûõ è ñâîáîäíîðàäèêàëüíûõ ðåàêöèé (Go, 2008;
Deponte, 2013). Â òî æå âðåìÿ NAC ñïîñîáåí àêòèâíî
âêëþ÷àòüñÿ â ôèçèîëîãè÷åñêóþ ñèñòåìó àíòèîêñèäàíò-
íîé çàùèòû â êà÷åñòâå ïðåäøåñòâåííèêà ñèíòåçà GSH
(Sen, Packer, 2000; Whillier et al., 2009). Ïðîîêñèäàíòíûå
ñâîéñòâà NAC, ââîäèìîãî â ñûâîðîòî÷íûå ñðåäû â âûñî-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ (5—20 ìÌ), îïèñàíû â ðÿäå íåçàâèñè-
ìûõ èññëåäîâàíèé íà êóëüòóðàõ ëèíèé ôèáðîáëàñòîâ
ìûøè 3Ò3 (Åôðåìîâà è äð., 2004; Menon et al., 2007). Àâ-
òîðû îòìå÷àëè óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ÀÔÊ, ñòèìóëÿöèþ
ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ àïîïòîçà, òîðìîæåíèå êëåòî÷íîãî
öèêëà íà ñòàäèè G1 è èíãèáèðîâàíèå ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê 3Ò3 â êóëüòóðå in vitro. Ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé
ðàáîòå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâà-
íèé, õàðàêòåðèçóþùèìè NAC â êà÷åñòâå áîëåå ëåãêî-
îêèñëÿåìîãî òèîëà ïî ñðàâíåíèþ ñ ãëóòàòèîíîì (Munday,
1989; Held, Biaglow, 1994; Deponte, 2013). Íàêîïëåíèå
áîëüøèõ íåêîìïåíñèðóåìûõ êîëè÷åñòâ ÀÔÊ ïðè êîíöåí-
òðàöèÿõ NAC, ïðåâûøàþùèõ 0.2 ìÌ, î÷åâèäíî, ïðèâî-
äèò ê áîëåå âûðàæåííûì ïðîÿâëåíèÿì îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà è ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûì óãíåòåíèåì ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê (Davies, 1999).

Ïðèðîäíûå òèîëû íà îñíîâå öèñòåèíà ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé âàæíåéøèé êîìïîíåíò áóôåðà, îáåñïå÷èâàþùåãî
ïîääåðæàíèå ðåäóöèðóþùåãî ïîòåíöèàëà àíòèîêèñëèòå-
ëüíîé ñèñòåìû ó àýðîáíûõ îðãàíèçìîâ (Sen, Packer, 2000;
Atmaca, 2004). Íåîáõîäèìîñòü ïîääåðæàíèÿ ïóëà òèîëîâ
â âîññòàíîâëåííîé ôîðìå äëÿ ïðîòèâîäåéñòâèÿ îêèñëè-
òåëüíîìó ñòðåññó â êóëüòóðå êëåòîê âíå îðãàíèçìà ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíà ðÿäîì èññëåäîâàíèé (Aoshiba et al., 1999;
Ëþáëèíñêàÿ è äð., 2013). Îäíàêî çíà÷èòåëüíàÿ âàðèà-
áåëüíîñòü óñëîâèé, ñîçäàâàåìàÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
êëåòîê in vitro, ÷àñòî ñïîñîáñòâóåò èçìåíåíèþ àíòèîêñè-
äàíòíûõ ñâîéñòâ ýòèõ ñîåäèíåíèé íà ïðîîêñèäàíòíûå
(Halliwell, 2014). Ýòî ïðèâîäèò ê îïîñðåäîâàííîé èíâåð-
ñèè îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ðåàêöèé ñ ó÷àñòè-
åì àíòèîêèñëèòåëåé (òàê íàçûâàåìûé ðåäîêñ-ïàðàäîêñ)
(Chan et al., 2001). Âìåñòå ñ òåì ýòî îäíîâðåìåííî îòêðû-
âàåò âîçìîæíîñòü ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ äàííîãî
ôåíîìåíà äëÿ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ïðîöåññà êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå àíòèîêñèäàíòîâ, íå-
ñòàáèëüíûõ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû êëåòîê, â ñïåöèàëüíî
ïîäîáðàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ â
êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî èíñòðóìåíòà ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîãî öèêëà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ïåðåâèâàåìûõ
ëèíèé â áåññûâîðîòî÷íûõ ñðåäàõ.
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RSH ANTIOXIDANTS INCREASE INTRACELLULAR ROS LEVEL

AND PROLIFERATION OF SP2/0 MYELOMA CELLS IN SERUM-FREE MEDIUM
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At present research we have demonstrated the link between introducing of low molecular weight RSH-an-
tioxidants (N-acetylcysteine, glutathione) into serum-free medium composition, reactive oxygen species (ROS)
generation and mouse myeloma SP2/0-SF cells proliferative activity. The presence of these compounds in the
medium changed the pattern of ROS-activity in cells by concentration-dependent manner, and affected their
proliferative characteristics. The optimal value of the proliferative activity was related to 0.2 mM for both thy-
ols and not depended from the thyol-compound nature. Further increasing up from the found concentration opti-
mum lead to growth inhibition with different expression for N-acetylcysteine and glutathione.

K e y w o r d s: antioxidants, thiols, N-acetylcysteine, glutathione, oxidative stress, reactive oxygen species,
autooxidation, proliferation.
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