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Èçó÷åíî âëèÿíèå ãåìîäåðèâàòà êðîâè òåëÿò (àêòîâåãèí) íà âûæèâàåìîñòü è ãèáåëü

íåéðîáëàñòîìíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà ëèíèè SK-N-SH â çàâèñèìîñòè îò äëèòåëüíîñòè

âîçäåéñòâèÿ ýòîãî ïðåïàðàòà. Êîëè÷åñòâî æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê â ïðîáàõ îïðåäå-

ëÿëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ çîí-

äîâ Hoechst 33342 è éîäèäà ïðîïèäèÿ íà ìèêðîñêîïå Keyence BZ8100, ßïîíèÿ. Àïîï-

òîç ðåãèñòðèðîâàëè ïî íàëè÷èþ ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ êëåòîê. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè

íåéðîáëàñòîìíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà in vitro èõ êîëè÷åñòâî ÷åðåç 48 è 72 ÷ âîçðàñòàëî íà

8,5 % ( p < 0,05) è 18,4 % ( p < 0,005), ñîîòâåòñòâåííî. Àêòîâåãèí, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-

ðîëåì, êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìî ñíèæàë êîëè÷åñòâî æèâûõ SK-N-SH êëåòîê è ýòîò

ïðîöåññ çàâèñåë îò âðåìåíè åãî ýêñïîçèöèè (àêòîâåãèí 1 ìã/ìë: ÷åðåç 72 ÷ íà 23,8 %;

àêòîâåãèí 5 ìã/ìë: ÷åðåç 48 íà 25,1 %, ÷åðåç 72 ÷ íà 33,2 %, p < 0,05). Àíàëèç êëåòî÷-

íîé ãèáåëè ïîêàçàë, ÷òî â êîíòðîëå è ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà â êîíöåíòðàöèè

0,2 ìã/ìë íà âñåõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷àëîñü óâåëè÷åíèå ïðîöåíòà êëåòîê,

ïîãèáøèõ êàê ïóòåì àïîïòîçà, òàê è íåêðîçà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âêëàä àïîïòîçà è íåêðî-

çà â êëåòî÷íóþ ñìåðòü íå ìåíÿëñÿ ÷åðåç 48 è 72 ÷. Ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà â êîí-

öåíòðàöèÿõ 1 è 5 ìã/ìë ðåãèñòðèðîâàëîñü óâåëè÷åíèå âêëàäà íåêðîçà â êëåòî÷íóþ ãè-

áåëü ÷åðåç 48 ÷, êîòîðûé çàòåì óìåíüøàëñÿ ÷åðåç 72 ÷ è ñìåùàë ñîîòíîøåíèå â ïîëüçó

àïîïòîçà. Ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî àêòîâåãèí òîðìîçèò äåëåíèå îïóõî-

ëåâûõ êëåòîê è ñïîñîáåí âûçûâàòü èõ ãèáåëü, êîòîðàÿ ïðîèñõîäèò êàê ïî ìåõàíèçìó

íåêðîçà, òàê è àïîïòîçà, à îòíîñèòåëüíûé âêëàä ýòèõ ïðîöåññîâ, âåðîÿòíî, ìåíÿåòñÿ â

çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè ýêñïîçèöèè ïðåïàðàòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: íåéðîáëàñòîìà ÷åëîâåêà SK-N-SH; àïîïòîç; íåêðîç; ãåìîäåðèâàò

êðîâè òåëÿò.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Îíêîëîãè÷åñêèå çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ îäíîé èç âå-

äóùèõ ïðè÷èí ïîòåðè òðóäîñïîñîáíîñòè è ñìåðòíîñòè

âî âñåì ìèðå. Îäèí èç âàæíûõ âîïðîñîâ îíêîãåíåçà

ñâÿçàí ñ âûÿñíåíèåì âëèÿíèÿ êèñëîðîäà íà ñêîðîñòü

ðîñòà îïóõîëåâûõ êëåòîê, ôîðìèðîâàíèå îïóõîëè è åå

ìàëèãíèçàöèþ. Äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè áûëà ðàñïðî-

ñòðàíåíà òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé êèñëîðîä

óñèëèâàåò ïðîëèôåðàöèþ êàíöåðîãåííûõ êëåòîê è

ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèþ îïóõîëåé, ò.å. îêàçûâàåò íåáëà-

ãîïðèÿòíîå âëèÿíèå íà îðãàíèçì îíêîëîãè÷åñêèõ

áîëüíûõ, â ñâÿçè ñ ÷åì íàäî ñòðåìèòüñÿ ê âîçäåéñòâèþ

íà îïóõîëè ãèïîêñèåé. Îäíàêî â ïîñëåäíèå ãîäû ïîêà-

çàíî, ÷òî ñíèæåíèå íàïðÿæåíèÿ êèñëîðîäà â ìèêðîîê-

ðóæåíèè êëåòîê ñîëèäíûõ îïóõîëåé ïðè ëîêàëüíîé ãè-

ïîêñèè ñïîñîáñòâóåò èõ àäàïòàöèè ê íåáëàãîïðèÿòíûì

óñëîâèÿì, ñòèìóëèðóåò àíãèîãåíåç, ïîäàâëÿåò ðàçâè-

òèå àïîïòîçà, âûçûâàåò ïåðåêëþ÷åíèå ýíåðãåòè÷åñêîãî

îáìåíà ñ îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ â ìèòî-

õîíäðèÿõ íà ãëèêîëèç, óâåëè÷èâàåò æèçíåñïîñîáíîñòü

îïóõîëåâûõ êëåòîê, èíâàçèþ è ìåòàñòàçèðîâàíèå [13].

Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè èçó÷èòü

âëèÿíèå óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ êèñëîðîäà â òêàíÿõ íà

ôîðìèðîâàíèå îïóõîëåé è èõ ìåòàñòàçèðîâàíèå. Îäèí

èç òàêèõ ïîäõîäîâ ñâÿçàí ñ ãèïåðáàðè÷åñêîé îêñèãåíà-

öèåé, êîãäà ïàöèåíòîâ ïîìåùàþò â áàðîêàìåðû ñî

100 % ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà è ïîâûøåííûì äàâëå-

íèåì [7]. Â ðåçóëüòàòå óâåëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ êèñëî-

ðîäà â ïëàçìå êðîâè è åãî äèôôóçèè ïî ãðàäèåíòó êîí-

öåíòðàöèè ïðîèñõîäèò åãî ïîñòóïëåíèå â ðàçëè÷íûå

òêàíè äàæå â óñëîâèÿõ íèçêîãî óðîâíÿ ýðèòðîöèòîâ è

èøåìèè. Ñèñòåìàòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëü-

òàòîâ ïîçâîëèë ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî ãèïåð-

áàðè÷åñêàÿ îêñèãåíàöèÿ íå óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü äå-

ëåíèÿ êàíöåðîãåííûõ êëåòîê, à óñèëåíèå äîñòàâêè êè-

ñëîðîäà â îïóõîëè íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåöèäèâàìè è

ìåòàñòàçàìè [5, 14]. Áîëåå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî âñëåäñò-

âèå ïîäîáíûõ âîçäåéñòâèé íà íåêîòîðûå âèäû îïóõî-

ëåé ïðîèñõîäèëî òîðìîæåíèå äåëåíèÿ êàíöåðîãåííûõ

êëåòîê è óìåíüøåíèå ðàçìåðîâ îïóõîëåé [4]. Ñ äðóãîé

ñòîðîíû, óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ñòîéêîé ãèïîêñèè âîç-

ðàñòàåò óñòîé÷èâîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ê õèìèî- è

ðàäèîòåðàïèè, à óâåëè÷åíèå ïîñòóïëåíèÿ êèñëîðîäà
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óñèëèâàåò ýôôåêòèâíîñòü òàêèõ âîçäåéñòâèé [15, 18].

Îäíàêî âûÿñíèëîñü, ÷òî ïðè ìíîãîêðàòíîì èñïîëüçî-

âàíèè ãèïåðáàðè÷åñêîé îêñèãåíàöèè ïðîèñõîäèò îáðà-

çîâàíèå ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà, êîòîðûå îêà-

çûâàþò öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íå òîëüêî íà îïóõî-

ëåâûå, íî è çäîðîâûå êëåòêè îðãàíèçìà ÷åëîâåêà [8].

Äðóãîé ñïîñîá óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ êèñëîðîäà â

êëåòêàõ ñâÿçàí ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèãèïîêñàíòîâ —

ãðóïïû ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, êîòîðûå óñèëèâà-

þò ïîñòóïëåíèå êèñëîðîäà â êëåòêè è ìèòîõîíäðèè. Ê

òàêèì ïðåïàðàòàì îòíîñèòñÿ, â òîì ÷èñëå, äåïðîòåèíè-

çèðîâàííûé äåðèâàò êðîâè òåëÿò — ïðåïàðàò àêòîâå-

ãèí. Â ñîñòàâ ïðåïàðàòà âõîäÿò áîëåå 200 áèîàêòèâíûõ

êîìïîíåíòîâ ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé äî 5 êÄà, ñðåäè

êîòîðûõ àìèíîêèñëîòû, îëèãîïåïòèäû, áèîãåííûå

àìèíû è ïîëèàìèíû, ñôèíãîëèïèäû, ãåêñîçû, ýéêîçà-

íîèäû, ëàêòàò, ñóêöèíàò, õîëèí, àäåíîçèí ìîíîôîñôàò

è èíîçèòîë ôîñôîîëèãîñàõàðèäû, ôîñôîëèïèäû, ñâî-

áîäíûå æèðíûå êèñëîòû, îêèñëåííûå ïîëèíåíàñû-

ùåííûå æèðíûå êèñëîòû è äðóãèå êîìïîíåíòû. Â

ðÿäå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî àêòîâå-

ãèí óâåëè÷èâàåò óðîâåíü êèñëîðîäà â êëåòêàõ, óñèëè-

âàåò îêèñëèòåëüíîå ôîñôîëèðèðîâàíèå è îêàçûâàåò

èíñóëèíîïîäîáíîå äåéñòâèå, ñòèìóëèðóÿ òðàíñïîðò

ãëþêîçû è îêèñëåíèå åå ìåòàáîëèòîâ â ìèòîõîíäðèÿõ

[9, 11]. Ïîìèìî ýòîãî, ïðåïàðàò îáëàäàåò àíòèîêñè-

äàíòíûìè ñâîéñòâàìè, ñíèæàÿ îáðàçîâàíèå ñâîáîäíûõ

ðàäèêàëîâ â èçîëèðîâàííûõ íåéðîíàõ è ôàãîöèòàõ

êðîâè, è òîðìîçèò èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç ïåðâè÷-

íûõ êóëüòóð íåéðîíîâ è íåéðîíàëüíûõ îïóõîëåâûõ

êëåòîê ÷åëîâåêà [2, 6, 12, 20].

Îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàê ìîãóò âëèÿòü àíòèãèïîê-

ñàíòû íà ðîñò è êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ òå÷å-

íèåì âðåìåíè. Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáî-

òû áûëî èçó÷åíèå âëèÿíèÿ àêòîâåãèíà íà æèçíåñïî-

ñîáíîñòü êëåòîê íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà ëèíèè

SK-N-SH, à òàêæå èõ ãèáåëü ïî ìåõàíèçìó íåêðîçà è

àïîïòîçà âî âðåìåíè ïðè êóëüòèâèðîâàíèèè in vitro.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó RPMI

1640, ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó òåëåíêà (ÝÒÑ), éî-

äèä ïðîïèäèÿ, Hoechst 33342, HEPES, L-ãëþòàìèí, ïå-

íèöèëëèí, ñòðåïòîìèöèí, ôîñôàòíûé áóôåð (PBS).

Êëåòêè íåéðîáëàñòîìû ÷åëîâåêà SK-N-SH (ïîëó÷åíû

èç àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð) âûðà-

ùèâàëè â ñðåäå RPMI 1640 c 10% ÝÒÑ, 2 ìÌ L-ãëþòà-

ìèíà, 1 % ñòðåïòîìèöèíà, 100 ÅÄ ïåíèöèëëèíà â

ÑÎ
2
-èíêóáàòîðå ïðè 37 °C è 5 % ÑÎ

2
. Ïåðåä äîáàâëå-

íèåì àêòîâåãèíà (Òàêåäà Ôàðìàñüþòèêàëñ, ßïîíèÿ)

êëåòêè ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, îïðåäåëÿëè èõ

êîëè÷åñòâî è ðàññåèâàëè â 4-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû

(“Nunc”) ïî 200 òûñ. êëåòîê íà ëóíêó â 1 ìë êóëüòó-

ðàëüíîé ñðåäû ñ 5 % ÝÒÑ. Ïîñëå 24 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ

ê êëåòêàì ïðèáàâëÿëè àêòîâåãèí â êîíå÷íûõ êîíöåí-

òðàöèÿõ â ïðîáàõ 0,2, 1 è 5 ìã/ìë è êóëüòèâèðîâàëè â

òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïðîáàõ îï-

ðåäåëÿëè ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Hoechst 33342.

Äëÿ ýòîãî ïîñëå îêîí÷àíèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè

îòìûâàëè ôîñôàòíûì áóôåðîì è îêðàøèâàëè 30 ìèí â

òåìíîòå ñ 10 ìêã/ìë Hoechst 33342 ïðè 37 °C [16], çà-

òåì äîáàâëÿëè éîäèä ïðîïèäèÿ äî êîíå÷íîé êîíöåí-

òðàöèè 30 ìêÌ è ðåãèñòðèðîâàëè ôëóîðåñöåíöèþ íà

èíâåðòèðîâàííîì ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå (Key-

ence BZ8100, ßïîíèÿ). Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ àíàëè-

çèðîâàëè íå ìåíåå 20 ïîëåé çðåíèÿ, â êàæäîì èç êîòî-

ðûõ íàõîäèëîñü íå ìåíåå 500 êëåòîê. Êàæäàÿ ïðîáà

êëåòîê áûëà èñïîëüçîâàíà â 4 ïîâòîðàõ. Ïîäñ÷åò êëå-

òîê ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû Image J

v.1.49. Ðåçóëüòàòû ðåãèñòðàöèè âëèÿíèÿ àêòîâåãèíà íà

êîëè÷åñòâî êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïðîáàõ ïðåä-

ñòàâëåíû â ïðîöåíòàõ, ãäå çà 100 % ïðèíÿòî êîëè÷åñò-

âî êëåòîê â êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ ïðè èõ êóëüòèâèðîâà-

íèè â òå÷åíèå 24 ÷. Àïîïòîç êëåòîê ðåãèñòðèðîâàëè ïî

íàëè÷èþ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ (ðèñóíîê). Ïî

îêîí÷àíèè êóëüòèâèðîâàíèÿ ê êëåòêàì íà 2 ÷ ïðè

32 Ì. Ã. Âèíîêóðîâ è äð.

1

1
1 1

2

3

Ìèêðîñêîïèÿ êëåòîê SK-N-SH. Êëåòêè îêðàøåíû ôëóîðåñöåíòíûìè çîíäàìè Hoechst 33342 (10 ìêã/ìë) è 30 ìêÌ ïðîïèäèÿ éîäèäà.

1 — àïîïòîçíûå êëåòêè, 2 — íåêðîòèçèðîâàííûå êëåòêè, 3 — æèâûå êëåòêè.



37 °C è 5 % ÑÎ
2

ïðèáàâëÿëè ðàñòâîð NBT äî êîíå÷íîé

êîíöåíòðàöèè 0,1 %. Çàòåì êëåòêè 2 ðàçà îòìûâàëè

PBS, ôèêñèðîâàëè ìåòàíîëîì è ñóøèëè. Âíóòðèêëå-

òî÷íûé ôîðìàçàí ðàñòâîðÿëè â 240 ìêë 2 Ì ÊÎÍ è

280 ìêë DMSO íà ëóíêó, îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó-

÷åííîãî ðàñòâîðà èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîëíû 620 íì

íà ïëàíøåòíîì ðèäåðå “Óíèïëàí” (Ðîññèÿ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâà-

íèÿ ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû SigmaPlot.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàí-

äàðòíûõ îòêëîíåíèé. Ìåæãðóïïîâûå ðàçëè÷èÿ îöåíè-

âàëè ïî çíà÷åíèþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà äëÿ íåçàâèñè-

ìûõ âûáîðîê. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-

ìûìè ïðè ð < 0,05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Êóëüòèâèðîâàíèå SK-N-SH íåéðîáëàñòîìíûõ êëå-

òîê in vitro ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì èõ êîëè÷åñò-

âà â êîíòðîëüíûõ ïðîáàõ è ÷åðåç 48 è 72 ÷ áûëî äîñòî-

âåðíî áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì óðîâíåì (íà

8,5 è íà 18,4 %, ñîîòâåòñòâåííî). Äîáàâëåíèå àêòîâå-

ãèíà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 24, 48 è 72 ÷ ïî-

êàçàëî êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìûé ýôôåêò ïðåïàðà-

òà. Îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â ïðîáàõ

ïðè êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà 0,2 ìã/ìë ÷åðåç 48 è 72 ÷,

òîãäà êàê â êîíöåíòðàöèè 5 ìã/ìë íàáëþäàëè äîñòî-

âåðíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà æèâûõ îïóõîëåâûõ êëå-

òîê ÷åðåç 48 è 72 ÷, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì

(òàáë. 1).

Àíàëèç êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïîãèáøèõ ïóòåì íåêðî-

çà â ïðîáàõ, ïîêàçàë óâåëè÷åíèå èõ ïðîöåíòà â êîí-

òðîëüíîé ïðîáå ÷åðåç 48 è 72 ÷. Â ïðîáàõ ñ äîáàâëåíè-

åì àêòîâåãèíà íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå íåêðîòè÷åñêîé

ãèáåëè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëå-

òîê â òå÷åíèå 48 ÷ è ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïî-

ãèáøèõ ïî ìåõàíèçìó íåêðîçà, ïðè êîíöåíòðàöèÿõ

ïðåïàðàòà 1 è 5 ìã/ìë ÷åðåç 72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ

(òàáë. 2).

Ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïîãèáøèõ ïóòåì àïîï-

òîçà, ïîêàçàë îäíîíàïðàâëåííîñòü ýòîãî ïðîöåññà, âû-

ðàæàâøåãîñÿ â óâåëè÷åíèè ïðîöåíòà ïîãèáøèõ êëå-

òîê, êàê â êîíòðîëüíîé ïðîáå, òàê è ïðè äîáàâëåíèè

ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé àêòîâåãèíà, ÷åðåç 24, 48 è

72 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ (òàáë. 3).

Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç äàííûõ êëåòî÷íîé ãèáåëè

ïîêàçàë, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà êëåòî÷íàÿ ãè-

áåëü ïðîèñõîäèëà êàê ïî ìåõàíèçìó íåêðîçà, òàê è

àïîïòîçà, îäíàêî âêëàä êàæäîãî ïðîöåññà ìåíÿëñÿ ñî

âðåìåíåì êîíöåíòðàöèîííî-çàâèñèìûì îáðàçîì. Â

êîíòðîëå è ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà â êîíöåíòðà-

öèè 0,2 ìã/ìë íà âñåõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷à-

ëè óâåëè÷åíèå ïðîöåíòà êëåòîê, ïîãèáøèõ êàê ïóòåì

àïîïòîçà, òàê è íåêðîçà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âêëàä àïîï-

òîçà è íåêðîçà â êëåòî÷íóþ ñìåðòü íå ìåíÿëñÿ ÷åðåç

48 è 72 ÷. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó ïðè äîáàâëåíèè

àêòîâåãèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 1 è 5 ìã/ìë ðåãèñòðèðîâà-

ëè óâåëè÷åíèå âêëàäà íåêðîçà â êëåòî÷íóþ ãèáåëü ÷å-

ðåç 48 ÷, êîòîðûé çàòåì óìåíüøàëñÿ ÷åðåç 72 ÷ è ñìå-

ùàë ñîîòíîøåíèå â ïîëüçó àïîïòîçà (òàáë. 4). Ïîëó-

÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äè-

íàìèêà ðàçâèòèÿ íåêðîçà è àïîïòîçà çàâèñèò îò

ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ êîìïîíåíòîâ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ

àêòîâåãèíà, âêëàä êîòîðûõ, âåðîÿòíî, ìåíÿåòñÿ ñî âðå-

ìåíåì.

Ìèøåíüþ, íà êîòîðóþ ñïîñîáåí âëèÿòü àêòîâåãèí,

ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ôàêòîð òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, èíäèêà-

òîð óðîâíÿ êëåòî÷íîãî êèñëîðîäà — ôàêòîð, èíäóöè-

ðîâàííûé ãèïîêñèåé (HIF-1) [17]. Ïîä âëèÿíèåì ýòîãî

ôàêòîðà ïðè ãèïîêñèè óâåëè÷èâàåòñÿ óñòîé÷èâîñòü

îïóõîëåâûõ êëåòîê íå òîëüêî ê íåáëàãîïðèÿòíûì óñ-

ëîâèÿì ìèêðîîêðóæåíèÿ, ïåðåêëþ÷àåòñÿ ýíåðãåòè÷å-

ñêèé îáìåí íà àýðîáíûé ãëèêîëèç, óñèëèâàåòñÿ àíãèî-

ãåíåç, íî è êàíöåðîãåííûå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå

÷óâñòâèòåëüíû ê óñêîðåíèþ àïîïòîçà [10]. Àêòîâåãèí,

âåðîÿòíî, ñïîñîáåí âëèÿòü íà HIF-1 ïî 2 ðàçíûì ìåõà-

íèçìàì: â ðåçóëüòàòå óâåëè÷åíèÿ ïîñòóïëåíèÿ êèñëî-

ðîäà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ðàçðóøåíèåì HIF-1
 ñóáúå-
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Ýêñïåðèìåí-

òàëüíàÿ

ïðîáà

Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê

24 ÷ 48 ÷ 72 ÷

Êîíòðîëü 9,3 � 0,5 13,7 � 0,8 23,6 � 1,5

Àêòîâåãèí:

0,2 ìã/ìë 8,0 � 0,5 11,6 � 0,7 17,4 � 1,2*

1 ìã/ìë 8,0 � 0,5 18,6 � 1,2* 16,4 � 1,1*

5 ìã/ìë 9,0 � 0,6 16,6 � 1,1* 13,8 � 0,9*

Óêàçàí % ïîãèáøèõ ïóòåì íåêðîçà êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïðî-

áàõ. Çà 100 % ïðèíèìàëè ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî âñåõ êëåòîê â ëóíêàõ.

Êîëè÷åñòâî âûïîëíåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ n = 8. Â êàæäîì ýêñïåðèìåí-

òå âñå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïðîáû âûïîëíåíû â 4 ïîâòîðàõ. Äîñòîâåð-

íîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â òå æå âðåìåííûå òî÷êè: *

p < 0,05.
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7M*N*7O ! H�,��$����#�� �-; �$�%�; �� $�=�-; H#���; �"� *

#�!�$�!���� �� � 7P(

Ýêñïåðèìåí-

òàëüíàÿ

ïðîáà

Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê

24 ÷ 48 ÷ 72 ÷

Êîíòðîëü 100,0 � 5,6 108,5 � 7,6
#

118,4 � 7,0
##

Àêòîâåãèí:

0,2 ìã/ìë 98,1 � 6,1 109,4 � 6,8 116,9 � 8,2

1 ìã/ìë 95,4 � 5,3 102,4 � 5,8 94,6 � 6,8*

5 ìã/ìë 91,6 � 5,5 83,4 � 5,4* 85,2 � 6,1*

Óêàçàíî êîëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê (%) ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíîé

ïðîáå, ïðèíÿòîå çà 100 %, ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êîëè÷åñòâî âû-

ïîëíåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ n = 8. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå âñå ýêñïåðè-

ìåíòàëüíûå ïðîáû âûïîëíåíû â 4 ïîâòîðàõ.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîáîé ÷åðåç 24 ÷

êóëüòèâèðîâàíèÿ:
#

p < 0,05;
##

p < 0,005.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â òå æå âðåìåííûå

òî÷êè: * p < 0,05.



äèíèöû HIF-1, îáðàçîâàíèåì ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà íå-

ïîñðåäñòâåííî â ìèòîõîíäðèÿõ è àêòèâàöèåé àïîïòîçà

âñëåäñòâèå âûõîäà â öèòîïëàçìó èç ìèòîõîíäðèé öè-

òîõðîìà Ñ. Âòîðîé ìåõàíèçì ñâÿçàí ñ àêòèâàöèåé

âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, â êîòîðûõ

ó÷àñòâóåò ìèòîãåí-àêòèâèðóåìàÿ ïðîòåèíêèíàçà —

ð38ÌÀÐÊ [1]. Ýòîò ïóòü àêòèâàöèè ìèòîõîíäðèé-çà-

âèñèìîãî ýíäîãåííîãî àïîïòîçà, ñâÿçàííûé ñî ñòèìó-

ëÿöèåé ïðîòåèíêèíàçû ð38 ÌÀÐÊ, êàê áûëî ïðîäå-

ìîíñòðèðîâàíî â ðÿäå èññëåäîâàíèé, ñîïðîâîæäàåòñÿ

âûðàæåííûì àïîïòîçîì SK-N-SH êëåòîê [3, 19, 21].

Ðàíåå â íàøåé ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî àêòîâåãèí ïîäàâ-

ëÿåò àêòèâíîñòü ð38ÌÀÐÊ è ñíèæàåò èíäóöèðîâàí-

íûé àïîïòîç â SK-N-SH êëåòêàõ [20]. Ìû ïðåäïîëàãà-

åì, ÷òî àêòèâàöèÿ ýòèõ 2 ìåõàíèçìîâ ïîä âëèÿíèåì àê-

òîâåãèíà ïðîèñõîäèò â ðàçíûå èíòåðâàëû âðåìåíè, ÷òî

íàõîäèò ñâîå îòðàæåíèå â ðàçâèòèè ìàêñèìóìà àïîï-

òîçà è íåêðîçà â ðàçíûå ñðîêè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè,

÷òî íåçàâèñèìî îò èçâåñòíîé ñïîñîáíîñòè àêòîâåãèíà

óñèëèâàòü óòèëèçàöèþ êèñëîðîäà è òðàíñïîðò ãëþêî-

çû â êëåòêè, îí íå óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî îïóõîëå-

âûõ êëåòîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â äàííûõ óñëîâèÿõ

ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì; áîëåå òîãî, ïðåïàðàò â âû-

ñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñíèæàåò èõ êîëè÷åñòâî. Ýòè ðå-

çóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòîâåãèí íå

òîëüêî òîðìîçèò äåëåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê, íî è ñïî-

ñîáåí âûçûâàòü èõ ãèáåëü, êîòîðàÿ ïðîèñõîäèò êàê ïî

ìåõàíèçìó íåêðîçà, òàê è àïîïòîçà, à èõ îòíîñèòåëü-

íûé âêëàä, âåðîÿòíî, ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò âðå-

ìåíè äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Àêòîâåãèí, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, êîíöåí-

òðàöèîííî-çàâèñèìî ñíèæàë êîëè÷åñòâî æèâûõ

SK-N-SH êëåòîê, è ýòîò ïðîöåññ çàâèñåë îò âðåìåíè

ýêñïîçèöèè ïðåïàðàòà (àêòîâåãèí 1 ìã/ìë: ÷åðåç 72 ÷

íà 23,8 %; àêòîâåãèí 5 ìã/ìë: ÷åðåç 48 íà 25,1 %, ÷åðåç

72 ÷ íà 33,2 %, p < 0,05).

2. Ïðè àíàëèçå êëåòî÷íîé ãèáåëè óñòàíîâëåíî, ÷òî â

êîíòðîëå è ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà â êîíöåíòðà-

öèè 0,2 ìã/ìë íà âñåõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îòìå÷à-

ëîñü óâåëè÷åíèå ïðîöåíòà êëåòîê, ïîãèáøèõ êàê ïó-

òåì àïîïòîçà, òàê è íåêðîçà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âêëàä

àïîïòîçà è íåêðîçà â êëåòî÷íóþ ñìåðòü íå ìåíÿëñÿ ÷å-

ðåç 48 è 72 ÷. Ïðè äîáàâëåíèè àêòîâåãèíà â êîíöåíòðà-

öèÿõ 1 è 5 ìã/ìë ðåãèñòðèðîâàëîñü óâåëè÷åíèå âêëàäà

íåêðîçà â êëåòî÷íóþ ãèáåëü ÷åðåç 48 ÷, êîòîðûé çàòåì

óìåíüøàëñÿ ÷åðåç 72 ÷ è ñìåùàë ñîîòíîøåíèå â ïîëü-

çó àïîïòîçà.
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Ýêñïåðèìåí-

òàëüíàÿ

ïðîáà

Âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê

24 ÷ 48 ÷ 72 ÷

Êîíòðîëü 8,4 � 0,5 20,0 � 1,5 32,2 � 1,8

Àêòîâåãèí:

0,2 ìã/ìë 8,3 � 0,6 18,0 � 1,8 30,0 � 1,7

1 ìã/ìë 7,8 � 0,5 13,6 � 1,4* 18,6 � 1,8**

5 ìã/ìë 6,7 � 0,6 10,0 � 1,1** 15,6 � 1,7**

Óêàçàí % ïîãèáøèõ ïóòåì àïîïòîçà êëåòîê â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïðî-

áàõ. Çà 100 % ïðèíèìàëè ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî âñåõ êëåòîê â ëóíêå.

Êîëè÷åñòâî âûïîëíåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ n = 8. Â êàæäîì ýêñïåðèìåí-

òå âñå ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïðîáû âûïîëíåíû â 4 ïîâòîðàõ. Äîñòîâåð-

íîñòü ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì â òå æå âðåìåííûå òî÷êè: *

p < 0,05; ** p < 0,005.
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Êîíòðîëü 24 17,7 � 0,5 0,47 0,53

48 33,7 � 1,2 0,59 0,41

72 55,8 � 1,5 0,58 0,42

Àêòîâåãèí:

0,2 ìã/ìë 24 16,3 � 0,6 0,51 0,49

48 29,6 � 1,3 0,61 0,39

72 47,4 � 1,2 0,63 0,37

1 ìã/ìë 24 15,8 � 0,5 0,51 0,49

48 32,2 � 1,3 0,42 0,58

72 35,0 � 1,1 0,53 0,47

5 ìã/ìë 24 ÷ 15,7 � 0,6 0,43 0,57

48 26,6 � 1,1 0,38 0,62

72 29,0 � 0,9 0,53 0,47
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EFFECTS OF CALF BLOOD HEMODERIVATIVE ON SURVIVAL, APOPTOSIS

AND NECROSIS OF HUMAN NEUROBLASTOMA SK-N-SH CELLS
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We studied the effect of actovegin (calf blood haemoderivate) on the survival and death of human neuroblastoma SK-N-SH cells, depending on the duration of

drug action. The numbers of survived and dead cells were determined by fluorescence microscopy on Keyence BZ8100 (Japan) instrument using Hoechst

33342 and propidium iodide fluorescent probes. Apoptosis was monitored by detecting the fragmentation of cell DNA. When cultured for 72 hours in vitro, the

number of human neuroblastoma cells increased by 8.5% at 48 h ( p < 0.05) and by 18.4% at 72 h ( p < 0.005). Actovegin dose-dependently reduced the num-

ber of viable SK-N-SH cells as compared to control, and this effect also depended on the time of exposure (actovegin 1 mg/mL, 23.8% at 72 h; actovegin

5 mg/mL, 25.1% at 48 h and 33.2% at 72 h; p < 0.05). Analysis of cell death showed that, in the control and with actovegin at 0.2 mg/mL, the number of cells

lost from both necrosis and apoptosis increased at all time points, so that the relative contribution of necrosis and apoptosis at 48 and 72 h was the same. In con-

trast, on adding actovegin to 1 and 5 mg/mL, the relative contribution of necrosis to cell death increased at 48 h followed by decrease at 72 h, which changed

the proportion in favor of apoptosis. The results may indicate that the drug not only inhibits the division of cancer cells, but is also capable of causing cell death

via both necrosis and apoptosis, the relative contribution of these processes being probably dependent on the duration of drug action.

Keywords: human neuroblastoma SK-N-SH cells; apoptosis; necrosis; calf blood hemoderivative; actovegin.
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