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È. Â. Âîðîíêèíà è äð.
Óìåíüøåíèå íàêîïëåíèÿ êîëëàãåíà íà ïîâåðõíîñòè ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà...

Â ðàáîòå cðàâíèâàëè äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòîâ N-àöåòèëöèñòåèíà (NAC), ïàðû a-ëèïîåâîé (LA) è
äèãèäðîëèïîåâîé (DHLA) êèñëîò íà ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà â óñëîâèÿõ in vitro. Âûÿñíÿëè, êàê â
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ èçìåíÿþòñÿ ãåíåðàöèÿ êëåòêàìè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), àêòèâ-
íîñòü ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1 è æåëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9), à òàêæå íà-
êîïëåíèå íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê êîëëàãåíà I. Ïîêàçàëè, ÷òî NAC óìåíüøàåò ñîäåðæàíèå ÀÔÊ (äåòåêòè-
ðóåìîå ïî ôëóîðåñöåíòíîìó çîíäó H2DCFDA) â êëåòêàõ è àêòèâíîñòü âñåõ ÌÌÏ â ñðåäå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Â îòëè÷èå îò NAC LA è DHLA íå âëèÿþò íà óðîâåíü ÀÔÊ, óâåëè÷èâàþò àêòèâíîñòü êîëëàãåíàçû
ÌÌÏ-1, íî ìàëîýôôåêòèâíû â îòíîøåíèè æåëàòèíàç. Ïðè ýòîì NAC è DHLA óìåíüøàþò (ïðèáëèçè-
òåëüíî íà 20 %) êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â íîð-
ìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ àíòèîêñèäàíòû ñïîñîáíû âìåøèâàòüñÿ â ñîñòàâ (è ñâîéñòâà) âíå-
êëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà, ìåòàëëîïðîòåèíàçû, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðî-
äà, êîëëàãåí, N-àöåòèëöèñòåèí, a-ëèïîåâàÿ è äèãèäðîëèïîåâàÿ êèñëîòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÂÊÌ — âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ,
ÌÌÏ — ìåòàëëîïðîòåèíàçû, DHLA — äèãèäðîëèïîåâàÿ êèñëîòà, LA — a-ëèïîåâàÿ êèñëîòà, NAC —
N-àöåòèëöèñòåèí.

Àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ÿâëÿþòñÿ èçâåñò-
íûìè ìîäóëÿòîðàìè àêòèâíîñòè ìíîãèõ ðåäîêñ-÷óâñòâè-
òåëüíûõ ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë. Â óñëîâèÿõ ïîñòîÿííîãî
ñäâèãà ðåäîêñ-áàëàíñà êëåòêè â ñòîðîíó êàê îêèñëÿþùèõ,
òàê è âîññòàíàâëèâàþùèõ ýêâèâàëåíòîâ åå ôóíêöèè ìå-
íÿþòñÿ, ÷òî âåäåò ê ðàçâèòèþ íåæåëàòåëüíûõ ïîñëåäñò-
âèé è äëÿ ñàìîé êëåòêè, è äëÿ îðãàíèçìà â öåëîì.
Â ýòîé ñâÿçè âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ïðèâëåêàåò, â ÷à-
ñòíîñòè, ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíîñòü âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèê-
ñà (ÂÊÌ), êîòîðûé ñëóæèò íå òîëüêî ñâÿçóþùåé îñíîâîé
äëÿ êëåòî÷íîãî ñîîáùåñòâà, íî è îñíîâîé äëÿ âîçíèêíî-
âåíèÿ ìíîãî÷èñëåííûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ â êëåòêó.
Âåäóùèìè êëåòêàìè, ïðîäóöèðóþùèìè êîìïîíåíòû
ÂÊÌ, ÿâëÿþòñÿ ôèáðîáëàñòû. Ãëàâíûå êîìïîíåíòû
ÂÊÌ — êîëëàãåíîâûå áåëêè, îñíîâíàÿ ìàññà êîòîðûõ
(òèïû I, III, VII è äð.) â òêàíÿõ îòíîñèòñÿ ê ôèáðèëëîîá-
ðàçóþùèì. Ñèíòåç è äåãðàäàöèÿ ÂÊÌ (è ñîîòâåòñòâåííî
åãî ñòðóêòóðà è ñâîéñòâà) çàâèñÿò ïðåæäå âñåãî îò àêòèâ-
íîñòè ôèáðîáëàñòîâ è ñåêðåöèè èìè âî âíåêëåòî÷íóþ
ñðåäó ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÌÏ), ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ðåìîäåëèðîâàíèè òêàíåé, ìèãðàöèè, àäãåçèè è äðó-
ãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ (Sodek, Overall, 1992; Arthur,
1994; Touyz, Briones, 2011; Sakimoto, Sawa, 2012).

In vivo îñíîâíûì ôèçèîëîãè÷åñêèì àêòèâàòîðîì
ïðî-ÌÌÏ ÿâëÿåòñÿ ïëàçìèí. Îí îáðàçóåòñÿ â ðåçóëüòàòå
ìíîãîñòàäèéíîãî ïðîöåññà èç ïëàçìèíîãåíà (Monea et al.,

2002; Vayalil et al., 2005). Îäíàêî in vitro àêòèâíîñòü
ÌÌÏ ìîæåò ìåíÿòüñÿ â ïðèñóòñòâèè ðàçíûõ àãåíòîâ, â
òîì ÷èñëå òèîëîâûõ ñîåäèíåíèé è ðàçíûõ îêèñëèòåëåé,
áëàãîäàðÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê íèì ñâÿçè ìåæäó îñòàòêîì
öèñòåèíà â ïðîïåïòèäíîì äîìåíå è öèíêà â àêòèâíîì
öåíòðå áåëêà (Van Wart, Birkedal-Hansen, 1990; Björklund,
Koivunen, 2005; Pei et al., 2006).

Ðàçâèòèå òàêèõ òÿæåëûõ ïàòîëîãèé, êàê àòåðîñêëåðîç,
ôèáðîç òêàíåé (ëåãêèõ, ïå÷åíè è ñåðäöà) è ñèñòåìíûé
ñêëåðîç, îáúÿñíÿþò, â ÷àñòíîñòè, âìåøàòåëüñòâîì â ñèã-
íàëüíûå ïóòè ÀÔÊ (ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå) è â êî-
íå÷íîì èòîãå ðàçðàñòàíèåì ÂÊÌ çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ôóí-
êöèé ôèáðîáëàñòîâ (â ÷àñòíîñòè, àêòèâíîñòè ÌÌÏ) è
óñèëåíèÿ èìè ñèíòåçà êîëëàãåíà. Èññëåäîâàíèÿ, âûïîë-
íåííûå íà æèâîòíûõ ìîäåëÿõ è ÷åëîâåêå, à òàêæå íà
êëåòêàõ â êóëüòóðå, ïîäòâåðæäàþò ýòî çàêëþ÷åíèå (ñì.
îáçîðû: Touyz, Briones, 2011; Gonzalez-Gonzalez et al.,
2017).

Îêèñëèòåëüíàÿ è âîññòàíîâèòåëüíàÿ ìîäèôèêàöèÿ
áåëêîâ êëåòêè â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, âåäóùàÿ ê
êàðäèíàëüíîìó èçìåíåíèþ àêòèâíîñòè áåëêîâ, îáÿçàíà
ãëàâíûì îáðàçîì òèîëîâûì (SH) ãðóïïàì öèñòåèíà â áåë-
êîâîé ìîëåêóëå. Â êëåòêå âîññòàíîâëåíèå îêèñëåííûõ
SH-ãðóïï (ðàçðûâ ìåæáåëêîâûõ èëè âíóòðèáåëêîâûõ
S—S-ñâÿçåé) îñóùåñòâëÿåòñÿ âîññòàíîâëåííûì ãëóòàòèî-
íîì, áåëêàìè òèîðåäîêñèíîâîãî ñåìåéñòâà, ñïåöèàëèçè-
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ðîâàííûìè ôåðìåíòàìè è äðóãèìè ñîåäèíåíèÿìè. Äëÿ
èñêóññòâåííîãî âìåøàòåëüñòâà è èçìåíåíèÿ îêèñëèòåëü-
íîé ñèòóàöèè â êëåòêå in vitro èëè â îðãàíèçìå in vivo èñ-
ïîëüçóþò àíòèîêñèäàíòû. Íàèáîëåå ïðèâëåêàòåëüíûìè
ïîêà îñòàþòñÿ åñòåñòâåííûå äëÿ êëåòêè ñîåäèíåíèÿ, íå-
ñóùèå SH-ãðóïïû. Ê íèì îòíîñÿòñÿ èçâåñòíûå àíòèîê-
ñèäàíòû N-àöåòèëöèñòåèí (NAC) è ïàðà a-ëèïîåâàÿ (LA)
è äèãèäðîëèïîåâàÿ (DHLA) êèñëîòû. Ïðèðîäíûé àíòèîê-
ñèäàíò LA, áóäó÷è äèñóëüôèäíûì ñîåäèíåíèåì, â êëåòêå
âîññòàíàâëèâàåò SH-ãðóïïû ñ ïîìîùüþ NAD(P)Í-çàâè
ñèìûõ ðåäóêòàç, îáðàçóÿ ñóëüôãèäðèëüíóþ ôîðìó DHLA, è
äåéñòâóåò êàê ïðÿìîé àíòèîêñèäàíò âíóòðè êëåòêè (Pac-
ker, Cadenas, 2011). Îäíàêî LA ÿâëÿåòñÿ àíòèîêñèäàíòîì
è â âîññòàíîâëåííîé, è â îêèñëåííîé ôîðìàõ (Packer
et al., 1995; Whiteman et al., 1996).

Ñîãëàñíî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, â ýêñïåðèìåíòàõ,
êàê ïðàâèëî, äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòîâ íà ÂÊÌ èëè àê-
òèâíîñòü ÌÌÏ èñïûòûâàþò íà ôîíå óæå ñóùåñòâóþùèõ
èçìåíåíèé. In vitro îíè âûçâàíû îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì
èëè äðóãèì âëèÿíèåì, à in vivo — çàáîëåâàíèåì, ïðè êî-
òîðîì â î÷àãå ñ ïàòîëîãèåé óæå ïîâûøåí óðîâåíü ÀÔÊ.
Çàäà÷åé òàêèõ ðàáîò ÿâëÿåòñÿ ïîèñê ïîëîæèòåëüíîé êîð-
ðåëÿöèè ìåæäó ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ è óìåíüøå-
íèåì ïðèçíàêîâ ïàòîëîãèè (ïîíèæåíèåì íàêîïëåíèÿ êîë-
ëàãåíà â ÂÊÌ, èçìåíåíèåì àêòèâíîñòè ðÿäà êëþ÷åâûõ
ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, âêëþ÷àÿ ÌÌÏ) (ñì., íàïðèìåð: Oli-
ver et al., 2007; Dooley et al., 2010; Tsou et al., 2014; Chen
et al., 2015; Zhao et al., 2015). Îäíàêî ïðè ââåäåíèè àíòè-
îêñèäàíòîâ â îðãàíèçì â êà÷åñòâå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
àãåíòîâ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî îíè äåéñòâóþò íå
òîëüêî â î÷àãå ïàòîëîãèè, íî è íà íîðìàëüíûå òêàíè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ñðàâíèâàëè äåéñòâèå NAC,
LA è DHLA íà íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà
â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ. Âûÿñíÿëè, êàê ïðè ýòîì èç-
ìåíÿþòñÿ ãåíåðàöèÿ êëåòêàìè ÀÔÊ, àêòèâíîñòü ÌÌÏ
(êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1 è æåëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9), à
òàêæå íàêîïëåíèå íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê êîëëàãåíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è è à í ò è î ê ñ è ä à í ò û. Äëÿ âûäåëåíèÿ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà èñïîëüçîâàëè ìàòåðèàë ïîñëå êîñìå-
òîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé êîæè ëèöà óñëîâíî çäîðîâûõ äî-
íîðîâ. Êëåòêè ïîëó÷àëè ìåòîäîì ìèãðàöèè ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè â ñðåäå DÌÅÌ (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (FBS; HyClone,
ÑØÀ) è ñìåñü ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (100 åä./ìë
è 100 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; Gibco, ÑØÀ). Ôèáðîáëà-
ñòû ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 2 ïî ìåðå ôîðìèðîâà-
íèÿ èìè ìîíîñëîÿ. Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû àíòèîêñèäàíòîâ
NAC, LA è DHLA (Sigma, ÑØÀ) ãîòîâèëè íåïîñðåäñò-
âåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì, ïðè ýòîì âåëè÷èíó ðÍ äîâî-
äèëè äî 7.0. NAC èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è
20 ìÌ, LA è DHLA — 2 ìÌ. Ïàðàìåòðû èçìåðÿëè ÷åðåç
24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â ñðåäó àíòèîêñèäàíòà. Æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê, îöåíèâàåìàÿ ïî îêðàøèâàíèþ òðèïàíî-
âûì ñèíèì, ïîñëå âñåõ ýêñïåðèìåíòîâ ñîñòàâëÿëà
90—95 %.

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í û é ó ð î â å í ü À Ô Ê îöåíèâàëè
ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, èçìåðÿÿ ñðåäíþþ èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà, ÷óâñòâèòåëüíîãî ê
îêèñëåíèþ, ïðåèìóùåñòâåííî ïåðîêñèäîì âîäîðîäà
(H2Î2) — 2R,7R-äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöåèíäèàöåòàòà
(H2DCFDA; Invitrogen, D-399, ÑØÀ). Ïîäðîáíîñòè ìåòî-

äà îïèñàíû ðàíåå (Ëþáëèíñêàÿ è äð., 2013). Ìàòî÷íûé
ðàñòâîð (10 ìÌ) êðàñèòåëÿ ãîòîâèëè íà DMSO. Íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì ãîòîâèëè ðàáî÷èé ðàñ-
òâîð êðàñèòåëÿ (5 ìêÌ H2DCFDA) â ôîñôàòíî-ñîëåâîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå (PBS). Êëåòêè, êîíòðîëüíûå èëè ïðå-
äîáðàáîòàííûå àíòèîêñèäàíòîì, èíêóáèðîâàëè â ïðèñóò-
ñòâèè êðàñèòåëÿ â PBS 30 ìèí â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè
37 °Ñ â òåìíîòå. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè îò êðàñèòåëÿ, ïå-
ðåâîäèëè â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå ñ ïîìîùüþ ðàñòâî-
ðà òðèïñèíà—ÝÄÒÀ è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öè-
òîìåòðå EPICS XL (Beckman Coulter, ÑØÀ). Ôëóîðåñöåí-
öèþ âîçáóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (äëèíà âîëíû
488 íì). Èçìåðåíèÿ ïîâòîðÿëè äâàæäû, ýêñïåðèìåíòû —
3—5 ðàç. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Çíà÷èìûìè ñ÷èòàëè
ðàçëè÷èÿ ïðè P < 0.05.

Ï ð î ò å î ë è ò è ÷ å ñ ê ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï îïðå-
äåëÿëè ìåòîäîì çèìîãðàôèè (Oliver et al., 1999) â ñðåäå
êîíòðîëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è ÷åðåç 3 è 24 ÷ ïîñëå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ èõ â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòà. Ñóáñòðàòîì
äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1 ñëóæèë
êàçåèí, à äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè æåëàòèíàç ÌÌÏ-2
è ÌÌÏ-9 — æåëàòèí. Ïðîáû êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðå-
äû ñìåøèâàëè áåç íàãðåâàíèÿ ñ áóôåðîì ïî Ëýììëè (La-
emmli, 1970), íå ñîäåðæàùèì äèòèîòðåèòîëà, ïîñëå ÷åãî
ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç. Ãåëü (10 % àêðèëàìèäà) ñîäåð-
æàë 0.5 ìã/ìë êàçåèíà èëè 1 ìã/ìë æåëàòèíà. Ïðîáû íà-
íîñèëè â êîëè÷åñòâå, ñîîòâåòñòâóþùåì 10 ìêã áåëêà íà
äîðîæêó. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáå îïðåäåëÿëè ïî Áðýä-
ôîðä (Bradford, 1976). Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà
ãåëü ïðîìûâàëè 2.5%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100
2 ðàçà ïî 30 ìèí, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷
â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ Tris-HCl
(pH 7.6), 0.15 M NaCl, 10 ìÌ CaCl2 è 0.05 % Brij 35. Ïî-
ñëå èíêóáèðîâàíèÿ ãåëü îêðàøèâàëè Êóìàññè ñèíèì
R-250. Çîíû, ñîäåðæàùèå ÌÌÏ, ïðîÿâëÿëèñü â âèäå íå-
îêðàøåííûõ ïîëîñ. Èäåíòèôèêàöèþ çîí, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9, îñóùåñòâëÿëè ïî ñîîò-
âåòñòâóþùèì ìîëåêóëÿðíûì ìàññàì. Ìû àíàëèçèðîâàëè
ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü äëÿ êàæäîé ÌÌÏ. Äëÿ êîëè÷åñò-
âåííîãî àíàëèçà ãåëè ñêàíèðîâàëè, ïîëó÷åííûå èçîáðà-
æåíèÿ îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû QuantiS-
can 2.1.

Î ö å í ê à ê î ë è ÷ å ñ ò â à ê î ë ë à ã å í à í à ï î â å ð õ -
í î ñ ò è ê ë å ò ê è. In vitro äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûì,
ïðîñòûì è áûñòðûì ìåòîäîì îïðåäåëåíèÿ ñèíòåçèðóåìî-
ãî êëåòêîé êîëëàãåíà ÿâëÿåòñÿ îêðàøèâàíèå êëåòîê êèñ-
ëûì êðàñèòåëåì ñèðèóñîì êðàñíûì, ñïåöèôè÷åñêèì äëÿ
êîëëàãåíà (Tullberg-Reinert, 1999; Chen et al., 2013). Êëåò-
êè â ðàâíûõ êîëè÷åñòâàõ ðàññåâàëè â ëóíêè 24-ëóíî÷íûõ
ïëàíøåòîâ. ×åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäó ââîäèëè
àíòèîêñèäàíòû, èñïîëüçóÿ ëóíêè ïîïàðíî: 2 ëóíêè îñòà-
âàëèñü êîíòðîëüíûìè, à â 2 ëóíêè ââîäèëè àíòèîêñèäàíò
è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàíèå â òå÷åíèå åùå 24 ÷. Ïîñ-
ëå ýòîãî ñðåäó îò êëåòîê èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
àêòèâíîñòè ÌÌÏ, êëåòêè îäíîé èç äâóõ ïàðíûõ ëóíîê
(è êîíòðîëüíûõ, è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ) îêðàøèâàëè íà
êîëëàãåí, à êëåòêè äðóãîé èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòî÷íîãî áåëêà â ìèêðîâàðèàíòå
ìåòîäà Áðýäôîðä (Bradford, 1976). Ïîâåðõíîñòíûé êîëëà-
ãåí îêðàøèâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ïîñëå ñíÿòèÿ ñðå-
äû êëåòî÷íûé ñëîé òðèæäû ïðîìûâàëè õîëîäíûì ðàñò-
âîðîì ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà è ôèêñèðîâàëè, âíîñÿ â
ëóíêó ïî 1 ìë æèäêîñòè Áóýíà (íàñûùåííûé ðàñòâîð ïèê-
ðèíîâîé êèñëîòû, íåéòðàëüíûé 40%-íûé ôîðìàëèí è ëå-
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äÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà â ñîîòíîøåíèè 15 : 5 : 1). Ôèêñà-
öèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå, ïîòîì óäàëÿëè ðàñòâîð Áóýíà è ïðîìûâàëè ëóíêè
ïðîòî÷íîé âîäîé 15—20 ìèí äî èñ÷åçíîâåíèÿ æåëòîé
îêðàñêè ðàñòâîðà. Ïëàòó âûñóøèâàëè è â åå ëóíêè äîáàâ-
ëÿëè ïî 1 ìë ðàñòâîðà ñèðèóñà êðàñíîãî (Sirius Red F3B;
Sigma, Ãåðìàíèÿ) (0.5 ã êðàñèòåëÿ â 500 ìë íàñûùåííîãî
âîäíîãî ðàñòâîðà ïèêðèíîâîé êèñëîòû). Êëåòêè îêðàøè-
âàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïðè ìåä-
ëåííîì êà÷àíèè íà øåéêåðå. Çàòåì ðàñòâîð êðàñèòåëÿ
óäàëÿëè è îêðàøåííûå êëåòî÷íûå ñëîè èíòåíñèâíî ïðî-
ìûâàëè 0.01 Í ðàñòâîðîì HCl äëÿ óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøå-
ãîñÿ êðàñèòåëÿ. Äàëåå îêðàøåííûé ñëîé â ëóíêàõ ðàñòâî-
ðÿëè â 200 ìêë 0.1 Í NaOH â òå÷åíèå 30 ìèí íà øåéêåðå
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Îêðàøåííûå ðàñòâîðû ïåðå-
íîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîé ïëàòû è èçìåðÿëè îïòè÷å-
ñêóþ ïëîòíîñòü ïðè äëèíå âîëíû 500 íì íà èììóíîõèìè-
÷åñêîì àíàëèçàòîðå Fluorofot «Charity» (Ðîññèÿ), èñïîëü-
çóÿ â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ 0.1 Í NaOH (Tullberg-Reinert,
Jundt, 1999). Äëÿ êîððåêòíîãî ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ èí-
òåíñèâíîñòü îêðàñêè ðàññ÷èòûâàëè íà åäèíèöó îáùåãî
êëåòî÷íîãî áåëêà. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè êàê ñðåäíåå çíà-
÷åíèå è åãî îøèáêà, ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòå. Âñåãî
áûëî ïðîâåäåíî 5 ýêñïåðèìåíòîâ íà êëåòêàõ îò ðàçíûõ
äîíîðîâ.

Ðåçóëüòàòû

Ñ î ä å ð æ à í è å À Ô Ê. Ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ ïîêà-
çàëà, ÷òî âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ NAC (20 ìÌ) çíà÷èìî
óìåíüøàë (íà 10—20 % â çàâèñèìîñòè îò ýêñïåðèìåíòà)
ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â ôèáðîáëàñòàõ. Óìåíüøåíèå ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ óæå ÷åðåç 3 ÷. Ðåçóëüòàò ýêñïåðèìåíòà, ïðåäñòàâ-
ëåííûé íà ðèñ. 1, ïîêàçûâàåò óìåíüøåíèå íà 12 % (îò
1.0 � 0.04 äî 0.87 � 0.02 óñë. åä.). Â áîëüøèíñòâå ýêñïå-
ðèìåíòîâ LA (2 ìÌ) è DHLA (2 ìÌ) çíà÷èìîãî âëèÿíèÿ
íà ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â ôèáðîáëàñòàõ íå îêàçûâàþò. Õîòÿ
íàäî çàìåòèòü, ÷òî â íåêîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ ýòè äâà
àãåíòà îêàçûâàëè ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå è óâåëè-
÷èâàëè óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ. Îò êîëè÷åñòâà ñûâîðîò-
êè â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê (10 èëè 1 % â òå÷å-
íèå 24 ÷) è îò âðåìåíè äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòà
(30 ìèí—24 ÷) ýòîò ïàðàìåòð íå çàâèñèò (íå ïîêàçàíî).

À ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ì Ï. Äàííûå ëèòåðàòóðû îòíîñè-
òåëüíî âëèÿíèÿ LA è DHLA íà ðàçíûå ïàðàìåòðû êëåòêè
(ñì. íèæå) î÷åíü ïðîòèâîðå÷èâû, ïîýòîìó ìû ñòàíäàðòè-
çèðîâàëè ïî âîçìîæíîñòè âñå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåðèëè âëèÿíèå äëèòåëüíîñòè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íà àêòèâíîñòü ÌÌÏ. Ïðèíöèïèàëüíûõ ðàç-
ëè÷èé ìåæäó àêòèâíîñòÿìè ÌÌÏ ïî ìåðå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê (ïàññàæè 1—10) íå îêàçàëîñü. Îòâåò íà NAC
áûë âñåãäà îäíîçíà÷íûì è îò âîçðàñòà êëåòîê íå çàâèñåë,
à âîò ðàçáðîñ äàííûõ â îòâåò íà äåéñòâèå LA èëè DHLA
óâåëè÷èâàëñÿ ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ êëåòîê (íå äåìîíñò-
ðèðóåòñÿ). Ïîýòîìó â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèâîäèì ðå-
çóëüòàòû ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ, ïîëó÷åííûõ íà êëåòêàõ
6—7-ãî ïàññàæåé.

Ïðèñóòñòâèå 10—20 ìÌ NAC â ñðåäå äåðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ âûçûâàëî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè âñåõ
ÌÌÏ âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ, ïðè÷åì î÷åíü áûñòðî. Èí-
ãèáèðîâàíèå ðåãèñòðèðóåòñÿ óæå ÷åðåç 3 ÷ è ñîõðàíÿåòñÿ
íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà (24 ÷) (ðèñ. 2, à). Ðàç-
íèöà ìåæäó äåéñòâèåì NAC â êîíöåíòðàöèÿõ 10 è 20 ìÌ
î÷åíü íåçíà÷èòåëüíà (íå ïîêàçàíî). Â ïðèñóòñòâèè LA

èëè DHLA àêòèâíîñòü âñåõ ÌÌÏ èçìåíÿåòñÿ íå ñòîëü
äðàìàòè÷íî, êàê â ïðèñóòñòâèè NAC. Êàê ïîêàçûâàåò çè-
ìîãðàììà íà ðèñ. 2, îáà àãåíòà â îòëè÷èå îò NAC óâåëè-
÷èâàþò àêòèâíîñòü êîëëàãåíàçû I è ìàëî èçìåíÿþò àêòèâ-
íîñòü îáåèõ æåëàòèíàç. Îäíàêî íåîáõîäèìî ñêàçàòü, ÷òî
â ðåçóëüòàòå ìíîãèõ ýêñïåðèìåíòîâ íàì íå óäàëîñü ïîëó-
÷èòü ñòàáèëüíûé (ïîâòîðÿþùèéñÿ) îòâåò íà äåéñòâèå
ýòèõ äâóõ àãåíòîâ. Â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ðåãèñòðèðó-
þòñÿ è óâåëè÷åíèå, è óìåíüøåíèå, è îòñóòñòâèå èçìåíå-
íèé àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ïðè÷åì íàèáîëüøèé ðàçáðîñ äàí-
íûõ îòíîñèòñÿ ê æåëàòèíàçàì è íå çàâèñèò îò âðåìåíè
äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ.

Íåïîâòîðÿþùèéñÿ îòâåò íà äåéñòâèå LA è DHLA ìî-
æåò áûòü ðåçóëüòàòîì ðÿäà íåó÷èòûâàåìûõ ôàêòîðîâ.
Îäèí èç íèõ — ïðèñóòñòâèå â ñðåäå ñûâîðîòêè (10 %),
óæå ñîäåðæàùåé ÌÌÏ è, âîçìîæíî, ìåøàþùåé îöåíêå
èçìåíåíèé àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ñåêðåòèðóåìûõ êëåòêîé.
Ïîýòîìó ìû ïðîâåðèëè, êàê ìåíÿåòñÿ àêòèâíîñòü ÌÌÏ â
ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ïðè 3-÷àñîâîì äåé-
ñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ â óñëîâèÿõ ãîëîäàíèÿ (1 % ñûâî-
ðîòêè), â êîòîðûå êëåòêè ïåðåâîäèëè çà 24 ÷ äî íà÷àëà ýê-
ñïåðèìåíòà. Ðåçóëüòàòû çèìîãðàôèè îäíîãî èç ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, á. Ñðàâíåíèå ðèñ. 2 è 3
(íîðìàëüíûå óñëîâèÿ è óñëîâèÿ ãîëîäàíèÿ) ñâèäåòåëüñò-
âóåò â öåëîì îá èäåíòè÷íîñòè èçìåíåíèé àêòèâíîñòåé
ÌÌÏ â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ. Ðàçíèöà êàñàåòñÿ
ëèøü ÌÌÏ-1, àêòèâíîñòü êîòîðîé íåñêîëüêî óìåíüøè-
ëàñü â îòâåò íà DHLA ïðè ñîäåðæàíèè ñûâîðîòêè 1 %.
Ñðàâíåíèå âñåõ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîêàçûâàåò, ÷òî
â ïðèñóòñòâèè ìàëîãî ñîäåðæàíèÿ ñûâîðîòêè ðåçóëüòàòû
çèìîãðàôèè áîëåå ÷åòêèå è ñòàáèëüíûå. Îäíàêî èç-çà
áîëüøîé äëèòåëüíîñòè ýêñïåðèìåíòîâ (â öåëîì 3 ñóò)
îêàçàëîñü íåâîçìîæíûì êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè â óñëîâè-
ÿõ ãîëîäàíèÿ, òàê êàê îíè íà÷èíàëè ïîãèáàòü, îñîáåííî â
ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ.

Î ê ð à ñ ê à ê ë å ò î ê í à ê î ë ë à ã å í ñ è ð è ó ñ î ì
ê ð à ñ í û ì. Â òåõ æå ýêñïåðèìåíòàõ, â êîòîðûõ îöåíèâà-
ëè àêòèâíîñòü ÌÌÏ (ðèñ. 2, à) â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ,
êëåòêè îêðàøèâàëè ñèðèóñîì êðàñíûì. Êîëè÷åñòâî ñâÿ-
çàâøåãîñÿ ñ ïîâåðõíîñòíûì êîëëàãåíîì êðàñèòåëÿ, îïðå-
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Ðèñ. 1. Îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè (ÈÔ) ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà â ôèáðîáëàñòàõ êîæè
÷åëîâåêà ÷åðåç 3 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â êîíòðîëå (Ê) è â ïðè-

ñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ NAC, LA èëè DHLA.

Ïîêàçàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû èçìåðåíèé è èõ îøèáêè. Çíà÷åíèå 1.0 ñî-
îòâåòñòâóåò óðîâíþ ÈÔ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà
äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ (P < 0.05). Ïî äàííûì
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Çäåñü è íà ðèñ. 2 è 3 êîíöåíòðàöèÿ NAC — 20,

LA è DHLA — 2 ìÌ.



äåëÿåìîãî ôîòîìåòðè÷åñêè, çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà êëå-
òîê, ò. å. îò ñêîðîñòè èõ ðîñòà, íà êîòîðóþ âëèÿþò àíòè-
îêñèäàíòû (Ãàìàëåé è äð., 2003). Ïîýòîìó â êàæäîì
ýêñïåðèìåíòå îöåíèâàëè èçìåíåíèå ÷èñëà êëåòîê ïî îá-
ùåìó êîëè÷åñòâó êëåòî÷íîãî áåëêà è äëÿ êîððåêòíîãî
ñðàâíåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ñèðèóñà êðàñíîãî êîëëàãåíîì I íà

ïîâåðõíîñòè êëåòîê èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè îöåíèâàëè íà
åäèíèöó êëåòî÷íîãî áåëêà. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà
ðèñ. 3. Óìåíüøåíèå îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà çà 24 ÷ ïðè-
ñóòñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ (îñîáåííî NAC è DHLA) ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè ñâèäåòåëüñòâóåò î
çàìåäëåíèè ðîñòà êëåòîê (ðèñ. 3, à). Ïàðàëëåëüíî óìåíü-
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Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü ÌÌÏ â ðîñòîâîé ñðåäå ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà â êîíòðîëå (Ê) è ÷åðåç 24 ÷ ïðèñóòñòâèÿ NAC, ALA èëè
DHLA â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ (à, á) èëè â óñëîâèÿõ ãîëîäàíèÿ (â, ã).

à, â — çèìîãðàôèÿ íà êàçåèíå (ÌÌÏ-1) è æåëàòèíå (ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9); á, ã — äåíñèòîãðàììû ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîñ; ñîäåðæàíèå ñûâîðîòêè â ñðå-
äå 10 (à) èëè 1 (â) %.

Ðèñ. 3. Ðîñò ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà (à) è îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê (á) â êîí-
òðîëå (Ê) è ÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ NAC, LA èëè DHLA.

à — èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà (ÎÊÁ; ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ îøèáêè èç òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ); á — èíòåíñèâíîñòü
îêðàñêè (ÈÎ) êîëëàãåíà ñèðèóñîì êðàñíûì, ðàññ÷èòàííàÿ íà åäèíèöó êëåòî÷íîãî áåëêà (ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç òðåõ èçìåðåíèé è èõ îøèáêè, ïîëó÷åí-

íûå â òîì æå ýêñïåðèìåíòå, ÷òî è äàííûå íà ðèñ. 2, à). Çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ (P < 0.05).



øàåòñÿ è êîëè÷åñòâî ñâÿçàâøåãîñÿ êðàñèòåëÿ, ðàññ÷èòàí-
íîå íà åäèíèöó êëåòî÷íîãî áåëêà (ðèñ. 3, á). Óìåíüøåíèå
íàèáîëåå âûðàæåíî (îêîëî 20 %) â ñëó÷àå äåéñòâèÿ NAC
è DHLA (îò 0.9292 � 0.0034 â êîíòðîëå äî 0.7569 �
� 0.0266 è 0.07678� 0.0138 óñë. åä. ñîîòâåòñòâåííî). Ýòî
ãîâîðèò îá óìåíüøåíèè êîëè÷åñòâà êîëëàãåíà I íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê. Îòìåòèì, ÷òî âî âñåõ ïîñòàâëåííûõ ýê-
ñïåðèìåíòàõ â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ ñâÿçûâàíèå
ñèðèóñà êðàñíîãî óìåíüøàåòñÿ íåçàâèñèìî îò èçìåíåíèÿ
àêòèâíîñòè ÌÌÏ. Îäíàêî â ñðåäíåì ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ
ýêñïåðèìåíòîâ äîñòîâåðíûå èçìåíåíèÿ ïîëó÷åíû òîëüêî
â ñëó÷àå NAC è DHLA.

Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî LA è DHLA (â îò-
ëè÷èå îò NAC) óâåëè÷èâàþò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1, èçìåíÿ-
þò íå âñåãäà îäíîçíà÷íî àêòèâíîñòü æåëàòèíàç è íå èçìå-
íÿþò ñîäåðæàíèå ÀÔÊ, íà êîëè÷åñòâî ïîâåðõíîñòíîãî
êîëëàãåíà îíè âëèÿþò òàê æå, êàê è NAC, õîòÿ LA äåéñò-
âóåò íàèìåíåå ýôôåêòèâíî.

Îáñóæäåíèå

Êîæà ÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóåò ìíîæåñòâî ÌÌÏ,
âêëþ÷àÿ êîëëàãåíàçû ÌÌÏ-1, ÌÌÏ-8 è ÌÌÏ-13, êàæ-
äàÿ èç êîòîðûõ ñïîñîáíà àòàêîâàòü íàòèâíûé ôèáðèëëÿð-
íûé êîëëàãåí (Varani et al., 2002). Äëÿ äåãðàäàöèè ÂÊÌ
íàèáîëåå çíà÷èìà ÌÌÏ-1. Îíà ëó÷øå äðóãèõ êîëëàãåíàç
ôðàãìåíòèðóåò ôèáðèëëÿðíûé êîëëàãåí, êîòîðûé äàëåå
ìîæåò ïîäâåðãàòüñÿ äåãðàäàöèè æåëàòèíàçàìè (Varani
et al., 2002; Wenk et al., 2004). Åñòü äàííûå î êîððåëÿöèè
ìåæäó àêòèâíîñòüþ ÌÌÏ-1 è ôðàãìåíòàöèåé êîëëàãåíà
(Fisher et al., 2009). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
NAC íàðóøàåòñÿ êîëè÷åñòâåííûé áàëàíñ ìåæäó ÌÌÏ-1,
ÌÌÏ-9 è èõ èíãèáèòîðîì ÒIÌÏ-1, ÷òî âåäåò ê ðåñòðóê-
òóðèçàöèè è ïåðåðàñïðåäåëåíèþ êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíî-
ñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ (Âîðîíêèíà
è äð., 2014). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ðàñøèðèëè ñïåêòð
àíòèîêñèäàíòîâ è èñïûòàëè èõ äåéñòâèå íà íîðìàëü-
íûå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà â ôèçèîëîãè÷åñêèõ
óñëîâèÿõ.

Íàøè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî â íîðìàëüíûõ ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðÿìîé êîððåëÿöèè ìåæäó èçìåíå-
íèåì ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ (èçìåðÿåìîãî ñ ïîìîùüþ Í2Î2-çà-
âèñèìîãî çîíäà) â êëåòêàõ â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ
è íàêîïëåíèåì èìè êîëëàãåíà íå îêàçàëîñü. Ýòî îáúÿñíÿ-
åòñÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, îãðàíè÷åííîñòüþ ìåòîäà èçìåðå-
íèÿ ÀÔÊ â êëåòêàõ, à ñ äðóãîé — ðàçíûìè ìåõàíèçìàìè
äåéñòâèÿ ýòèõ àíòèîêñèäàíòîâ è èõ ðàçíîé ñïîñîáíîñòüþ
âîññòàíàâëèâàòü ÀÔÊ. Îñîáåííîñòè LA è DHLA è èõ
ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå íà ôèáðîáëàñòû, êîòîðûå ìû
îáñóæäàëè ðàíåå (Ëþáëèíñêàÿ è äð., 2013), âûðàæàþòñÿ â
òîì, ÷òî ÀLA è DHLA áîëåå àêòèâíû ïðîòèâ ðàäèêàëîâ,
÷åì ïðîòèâ ñòàáèëüíîé ìîëåêóëû Í2Î2 (ïî äàííûì õèìè-
÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ) (Packer et al., 1995; Whiteman
et al., 1996; Packer, Cadenas, 2011). Ýòî æå îòíîñèòñÿ è ê
NAC, êîòîðûé ïðÿìî íå âçàèìîäåéñòâóåò íè ñ ñóïåðîê-
ñèäíûì àíèîíîì, íè ñ Í2Î2, õîòÿ ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì
öèñòåèíà, óâåëè÷èâàåò ñèíòåç ãëóòàòèîíà è, òàêèì îáðà-
çîì, óìåíüøàåò ñîäåðæàíèå ÀÔÊ â êëåòêå (ñì. îáçîð: Sa-
muni et al., 2013). Ïîýòîìó ïîíÿòíî, ÷òî ìèøåíè äåéñòâèÿ
ýòèõ àíòèîêñèäàíòîâ è èõ ñèãíàëüíûå ïóòè â êëåòêå ðàç-
íûå è ìîãóò íå âêëþ÷àòü â ñåáÿ èçìåíåíèå ñîäåðæà-
íèÿ Í2Î2.

Íåïîâòîðÿþùèéñÿ îòâåò æåëàòèíàç íà äåéñòâèå LA è
DHLA â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ñâèäå-

òåëüñòâîì íàëè÷èÿ ìíîãèõ ìèøåíåé è âíóòðè, è âíå êëåò-
êè, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê èõ äåéñòâèþ è çàâèñèìûõ îò
ñîñòîÿíèÿ êëåòîê â ìîìåíò äåéñòâèÿ àãåíòà. Òåì íå ìå-
íåå, êàê îêàçàëîñü, ýòî íå âëèÿåò íà èçìåíåíèå êîëè÷åñò-
âà êîëëàãåíà I (âñåãäà óìåíüøåíèå). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî
óìåíüøåíèå êîëëàãåíà íà ïîâåðõíîñòè ôèáðîáëàñòîâ
ïðîèñõîäèò íå òîëüêî â ðåçóëüòàòå îáíàðóæåííîãî íàìè
óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ, ÌÌÏ-1 ïðåæäå âñåãî, íî è
â ñèëó èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòåé êàêèõ-òî äðóãèõ ñèãíàëü-
íûõ ìîëåêóë, áîëåå ñóùåñòâåííûõ äëÿ êîíå÷íîãî êëåòî÷-
íîãî îòâåòà. Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàþò è ýêñïåðèìåíòû ñ
NAC, êîòîðûé íå óâåëè÷èâàåò, à ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü
âñåõ ÌÌÏ è, êàçàëîñü áû, äîëæåí ñïîñîáñòâîâàòü íàêîï-
ëåíèþ êîëëàãåíà.

Äàííûå èç ëèòåðàòóðû, ïîñâÿùåííîé âëèÿíèþ àíòè-
îêñèäàíòîâ íà àêòèâíîñòü ÌÌÏ â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî NAC in vivo è
in vitro â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé òîæå èíãèáè-
ðóåò àêòèâíîñòü æåëàòèíàç ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 ëåãî÷íûõ
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòîâ (Wang et al., 2006). Ýòî ìîæåò
ïðîèñõîäèòü ÷åðåç ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà NF-kB è èçìåíåíèå ýêñïðåññèè åãî ãåíîâ
(Galis et al., 1998; Radomska-Leoeniewska et al., 2010). Ïî-
êàçàíî, ÷òî 10 ìÌ NAC ïîíèæàåò ñîäåðæàíèå ÀÔÊ è èí-
ãèáèðóåò ñèíòåç êîëëàãåíîâ I è II ëåãî÷íûìè ôèáðîáëà-
ñòàìè ÷åðåç àêòèâàöèþ êèíàçû JNK (Zhao et al., 2015).
Ïðè ëåãî÷íîì ôèáðîçå, âûçâàííîì ñèëèêîçîì ó êðûñ,
NAC óìåíüøàë ñîäåðæàíèå ÀÔÊ, ïîâðåæäåíèå ìèòî-
õîíäðèé è ñîäåðæàíèå ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ, à òàê-
æå óðîâåíü ìÐÍÊ êîëëàãåíà I è ïðîêîëëàãåíà III (Zhang
et al., 2014). Â ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ëåãêèõ ÷åëî-
âåêà NAC ñíèæàë ñîäåðæàíèå êîëëàãåíà I, óâåëè÷åííîå
äåéñòâèåì ëèïîïîëèñàõàðèäà, è óâåëè÷èâàë ñîäåðæàíèå
âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà; ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû
âêëþ÷àëè â ñåáÿ ERK1/2-êèíàçíûé ïóòü è ïîäàâëåíèå àê-
òèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB (Dooley
et al., 2010; Li et al., 2011). NAC (5—40 ìÌ) íà ôîíå äåé-
ñòâèÿ TGF-b1 óìåíüøàåò ïðîëèôåðàöèþ ëåãî÷íûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, èíãèáèðóÿ èíäóêöèþ öèêëèíà Å è
ñèíòåç ïðîêîëëàãåíà I (Hu, Zhong, 2009). Íèòðîçî-NAC
äåéñòâóåò åùå àêòèâíåå è ïîäàâëÿåò ýêñïðåññèþ êîëëàãå-
íà I, ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëåé è àêòèâíîñòü ÌÌÏ-2 ïðè
ôèáðîçå ó êðûñ ñ öèððîçîì ïå÷åíè (Vercelino et al., 2010).
Òàêèì îáðàçîì, óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êîëëàãåíà â
ÂÊÌ ïðè äåéñòâèè NAC çàâèñèò ãîðàçäî áîëüøå îò àê-
òèâíîñòè âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ÷åì îò ïî-
äàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ÌÌÏ, à óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ
ÀÔÊ ïðè ýòîì ñïîñîáñòâóåò áîëüøåé âûæèâàåìîñòè êëå-
òîê â óñëîâèÿõ ïàòîëîãèè.

Çíà÷èòåëüíî ìåíüøå äàííûõ î âëèÿíèè LA è DHLA
íà ñèíòåç êëåòêàìè ÂÊÌ, è îíè íå òàê îäíîçíà÷íû (êàê è
â íàñòîÿùåé ðàáîòå), êàê ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñ
NAC. Íåçàâèñèìî îò èñïîëüçîâàííîãî àãåíòà äåéñòâèå
LA àâòîðû ðàáîò âñåãäà ðàññìàòðèâàþò â ïàðå ñ DHLA,
ïîñêîëüêó â êëåòêå LA âîññòàíàâëèâàåòñÿ äî DHLA ñîîò-
âåòñòâóþùåé ñèíòàçîé. Ïîêàçàíî, ÷òî DHLA óìåíüøàåò
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëî-
âåêà ïðè ñèñòåìíîì ñêëåðîçå, òîæå èíãèáèðóåò ýêñïðåñ-
ñèþ êîëëàãåíà I è óâåëè÷èâàåò àêòèâíîñòü ÌÌÏ-1 (êàê è
â íàøåé ðàáîòå) è ÌÌÏ-3, ïðè÷åì â áîëüøèíñòâå ñëó÷à-
åâ äåéñòâóåò àêòèâíåå, ÷åì NAC (Tsou et al., 2014). In vivo
LA ïðåäîòâðàùàåò èëè óìåíüøàåò ôèáðîç, èíãèáèðóÿ
ïðîâîñïàëèòåëüíûå ïóòè è íàêîïëåíèå ÂÊÌ (Ekinci et al.,
2014), ñíèæàåò ýêñïðåññèþ ÌÌÏ-9 ÷åðåç èíãèáèðîâà-
íèå àêòèâíîñòè NF-kB (Kim et al., 2007). Â ðÿäå ñëó÷àåâ
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ÏÖÐ-àíàëèç ïîäòâåðæäàåò óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè
ÌÌÏ-2 è ÌÌÏ-9 â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè LA, äåìîíñòðè-
ðóÿ ñíèæåíèå ýêñïðåññèè èõ ìÐÍÊ (Shay et al., 2009; Lee
et al., 2010). Íåêîòîðûå àâòîðû ïîä÷åðêèâàþò áîëüøóþ
ñïîñîáíîñòü èìåííî LA, à íå DHLA óìåíüøàòü ýêñïðåñ-
ñèþ ÌÌÏ-9 (Marracci et al., 2004). Íî åñòü äàííûå è î
òîì, ÷òî LA (0.5 % â êîñìåòè÷åñêîì êðåìå) çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåò ñèíòåç êîëëàãåíà è åãî îòëîæåíèÿ â äåðìå ó
êðûñ (Han, Nimni, 2005). Ïî äàííûì äðóãèõ àâòîðîâ, â
ýêñïåðèìåíòàõ in vitro LA çàùèùàåò ôèáðîáëàñòû îò
îêèñëèòåëüíîãî ïîâðåæäåíèÿ, õîòÿ íå âëèÿåò íà èõ ôóíê-
öèè (ïðîëèôåðàöèþ, ñèíòåç êîëëàãåíà è ýêñïðåññèþ
ÌÌÏ) (Lateef et al., 2005).

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû, óïîìÿíóòûõ âûøå, ñëåäóåò,
÷òî âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòà íà óìåíüøåíèå ñåêðåöèè êîë-
ëàãåíà ëåãî÷íûìè ôèáðîáëàñòàìè ðåãèñòðèðóåòñÿ â ðàç-
íûõ ñëó÷àÿõ ÷åðåç 2—24 ÷ äåéñòâèÿ è äîñòèãàåò 40 % è
áîëåå, íî íà ôîíå ïðåäâàðèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ íà êëåò-
êè, ñâÿçàííîãî ñ ïðîäóêöèåé ÀÔÊ, à â ñëó÷àå çäîðîâûõ
êëåòîê ýôôåêò íàìíîãî ìåíüøå è ìîæåò ñîñòàâëÿòü íå
áîëåå 10 % (Hung et al., 2009; Doole et al., 2010; Li et al.,
2011; Chen et al., 2015). È â íàñòîÿùåé ðàáîòå íå ñòîëü
ÿðêî âûðàæåííîå âëèÿíèå LA è DHLA íà óðîâåíü ÀÔÊ â
ôèáðîáëàñòàõ è àêòèâíîñòü ÌÌÏ, îáúÿñíÿåòñÿ, âîçìîæ-
íî, îòñóòñòâèåì îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è ñòèìóëÿöèè
êëåòêè. Íî, íåñìîòðÿ íà ýòî, êîëè÷åñòâî êîëëàãåíà íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòîê çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñÿ, ïðè÷åì ýô-
ôåêòû NAC è DHLA ðàâíîçíà÷íû (îêîëî 20 %), äåéñòâèå
LA (ìåíåå 10 %) ñóùåñòâåííî ñëàáåå (ðèñ. 3). Åñòü ñðàâ-
íèòåëüíûå äàííûå î òîì, ÷òî â îòñóòñòâèå ïðåäâàðèòåëü-
íîé ñòèìóëÿöèè íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ äåéñòâèå LA
(Tsuji-Naito et al., 2010) èëè DHLA (Tsou et al., 2014) ìî-
æåò äàæå ïîâûøàòü ýêñïðåññèþ êîëëàãåíà I.

Àíàëèç ïðèâåäåííûõ äàííûõ ïîêàçûâàåò, ÷òî, íå-
ñìîòðÿ íà ïðÿìóþ çàâèñèìîñòü ðåñòðóêòóðèçàöèè ÂÊÌ
îò àêòèâíîñòè ÌÌÏ è ðåäîêñ-çàâèñèìîñòü ñàìèõ ÌÌÏ,
èçìåíåíèÿ â ÂÊÌ â ïðèñóòñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ ïðîèñ-
õîäÿò íå òîëüêî â ðåçóëüòàòå ïðÿìîãî èçìåíåíèÿ àêòèâíî-
ñòè ÌÌÏ, íî è â ðåçóëüòàòå èçìåíåíèé àêòèâíîñòè äðó-
ãèõ ìèøåíåé âî âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ.
Íàèáîëåå ÷àñòûì îáñóæäàåìûì ìåõàíèçìîì â ïëåéî-
òðîïíîì äåéñòâèè NAC ÿâëÿþòñÿ èíãèáèðîâàíèå òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà NF-kB è èçìåíåíèå ýêñïðåññèè
ðÿäà ãåíîâ. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ â ðàçíûõ êëåòêàõ
ïðè äåéñòâèè NAC â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè ïîêàçàë,
÷òî èçìåíåíèå ôóíêöèé êëåòêè ïðîèñõîäèò ïðè äëèòåëü-
íîì äåéñòâèè NAC (12—24 ÷), êîãäà èçìåíåíèÿ ãåííîé
ýêñïðåññèè ñòàíîâÿòñÿ áîëåå âûðàæåííûìè è ïðèâîäÿò
ãëàâíûì îáðàçîì ê èíãèáèðîâàíèþ ïðîëèôåðàöèè è ñòè-
ìóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê (Gustafsson et al.,
2005). Â êîíòåêñòå íàñòîÿùåé ðàáîòû âàæíî èíãèáèðîâà-
íèå NAC ïðîëèôåðàöèè è äðóãèõ ôóíêöèé ôèáðîáëàñòîâ.
Âåðîÿòíî, èçìåíåíèÿ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé ïðè äåéñòâèè
LA è DHLA ïðîèñõîäÿò, ãëàâíûì îáðàçîì, òîæå â ðåçóëü-
òàòå àêòèâàöèè (èíãèáèðîâàíèÿ) ýêñïðåññèè îïðåäåëåí-
íûõ ãåíîâ. Ðàñøèðåííûé àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîêà-
çàë, ÷òî LA óìåíüøàåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ ôàêòîðîâ ðîñòà,
õåìîêèíîâ è öèòîêèíîâ, òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è
ïðîòåàç (â òîì ÷èñëå ÌÌÏ), ÷òî âåäåò ê ðåñòðóêòóðèçà-
öèè ÂÊÌ (Alleva et al., 2008).

Èòàê, â íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (êàê
è ïðè ïàòîëîãèè â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà è àê-
òèâàöèè ôèáðîáëàñòîâ) àíòèîêñèäàíòû íåçàâèñèìî îò èõ
âëèÿíèÿ íà ðåäîêñ-áàëàíñ êëåòêè (äåòåêòèðóåìûé ïî
ôëóîðåñöåíòíîìó çîíäó H2DCFDA) ìåíÿþò àêòèâíîñòü

ÌÌÏ â ìåæêëåòî÷íîé ñðåäå è óìåíüøàþò êîëè÷åñòâî
êîëëàãåíà I íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè, ÷òî âåäåò ê ðåñòðóê-
òóðèçàöèè ÂÊÌ. Ýòî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ àê-
òèâíîñòåé ÌÌÏ è, ïî-âèäèìîìó, óìåíüøåíèÿ ñèíòåçà
êëåòêîé êîëëàãåíà.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü À. Â. Àãàôîíîâîé
çà òåõíè÷åñêóþ ïîìîùü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ÔÈÌÒ ïðåçèäèóìà ÐÀÍ.
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REDUCTION IN THE ACCUMULATION OF COLLAGEN I ON THE SURFACE

OF HUMAN SKIN FIBROBLASTS IN THE PRESENCE OF THIOL-CONTAINING ANTIOXIDANTS

I. V. Voronkina, K. M. Kirpichnikova, L. V. Smagina, N. M. Yudintseva,

O. G. Lyublinskaya, I. A. Gamaley*
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The effects of antioxidants N-acetylcysteine (NAC), a pair of a-lipoic (LA) and dihydrolipoic (DHLA)
acids on human skin fibroblasts in vitro was compared. Specifically we tried to determine changes in the gene-
ration of active oxygen spicies (ROS), activity of matrix metalloproteinases (MMP-1 collagenase and MMP-2
and MMP-9 gelatinases), and accumulation of collagen I on the cell surface in cell culture. Here we show that
NAC decreases both levels of ROS in cells (as detected by fluorescent probe H2DCFDA) and the activity of all
MMPs in the culture medium. In contrast of NAC, LA and DHLA did not changed ROS levels, increased the
activity of collagenase MMP-1, but had small effect on gelatinase activity. At the same time the amount of col-
lagen I on cells surface was reduced by about 20 % in the presence of NAC and DHLA. In summary, our data
indicate that under normal physiological conditions antioxidants are able to interfere with the composition/pro-
perties of the extracellular matrix.

K e y w o r d s: human skin fibroblasts, metalloproteinases, active oxygen spicies, collagen I , N-acetylcys-
teine, a-lipoic acid, dihydrolipoic asid.
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