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       Проведено исследование программированной гибели мононуклеаров периферической крови здоровых 
       доноров в условиях культивирования с различными концентрациями Н2О2,   JNKселективными ингибиторами  

(SP600125), 38  (р МАРК ML3403)      .  и у пациентов с внебольничной пневмонией Интенсификация внутриклеточной 
       -   продукции активных форм кислорода сопровождается увеличением числа аннексин положительных и TNF-R1-

 ,         презентирующих клеток а также мононуклеаров со сниженным значением митохондриального трансмем-
       бранного потенциала в случае индукции окислительного стресса Н2О2   1в концентрации   ммоль in vitro  и у 
 .    больных пневмонией Действие ингибиторов SP600125  и ML3403  in vitro    в условиях окислительного стресса 

   -  ,    предотвращает увеличение количества аннексин положительных мононуклеаров что свидетельствует о во-
 влечении JNK  38 -      .и р МАР киназ в механизмы окислительной дизрегуляции апоптоза

Ключевые слова:  , ,   (окислительный стресс апоптоз митогенактивируемые протеинкиназы JNK, 38), р мито-
, хондрия TNF- .рецептор

Programmed cell death of peripheral blood mononuclear leucocytes taken from healthy donors and cultivated with various concentration of Н2О2, selective 

inhibitors of JNK (SP600125), 38  (ML3403) and in case of pneumonia was investigated. Intensification of intracellular production of reactive oxyр МАРК -

gen species was accompanied by the increase in number of apoptotic and TNFR1-presented cells and mononuclears with reduced value of mitochondrial trans-

membrane potential in a case of oxidative stress induction with 1 mM hydrogen peroxide and in blood taken from patients with pneumonia. Action of inhibitors 

SP600125 and ML3403 in vitro in oxidative stress conditions prevents the increase in number of annexin- positive mononuclear cells, that confirms the particip-

ation of JNK and 38 -kinases in mechanisms of oxidative stress-mediated apoptosis dysregulation.р МАР
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Введение

   Окислительный стресс является универсаль-
     ным механизмом повреждения клетки при пато-
     логии разного генеза и характеризуется повы-

   шением внутриклеточной генерации активных 
  ( )  форм кислорода АФК вследствие нарушения 

   сбалансированности антиоксидантной и проок-
  [5].    сидантной систем В настоящее время кон-

,   цепция предполагающая исключительно повре-
    ждающее влияние АФК на функционирование 

, .  клетки пересматривается Широкую известность 

  «  »,приобрел термин окислительная регуляция  

   -отражающий активную роль окислительно
   восстановительной модификации протеинов в 

   [5, 6, 12]. регуляции функции клетки Измененные 
     в результате воздействия АФК молекулы можно 

 ,   считать сигналами несущими биологическую 
,    информацию необходимую для регуляции раз-

  ,   личных клеточных функций в частности реали-
  [6].     зации апоптоза АФК могут влиять на раз-

    личные пути инициации апоптотической про-
   граммы через внутриклеточные редоксзависи-

   [5].  мые сигналпередающие системы Оксидан-
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  тактивированные фосфолипазы стимулируют 
 ,  множество киназ включая митогенактивируемые 

 ( - )   JNK  протеинкиназы МАР киназы семейств и 
p38.    - ,Последние фосфорилируют белки мишени  

   связанные с регуляцией программированной 
    клеточной гибели и функционированием соот-

   [3].ветствующих факторов транскрипции
,    Установлено что редоксзависимая киназа 

JNK      может индуцировать апоптоз за счет уча-
      стия в передаче инициирующего сигнала с TNF-

,    рецептора путем фосфорилирования и актива-
   53 [3], ции фактора транскрипции р проапоптоти-

    Bad (   ческих белков Вах и после транслокации в 
),   митохондриях фосфорилирования и инактива-

    Bcl-2ции антиапоптотических белков семейства  

[10, 12, 13, 16].   Активация протеинкиназы 38 р также 
  Bad   вызывает фосфорилирование и повышает 

    53уровень экспрессии проапоптогенного белка р  

[8].

  ,  Однако имеются данные свидетельствую-
    JNK  p38щие об антиапоптотической функции и  

[13, 15],     зависящей от характера стрессовых сиг-
,     налов вариантов сочетания путей их передачи 

  .      и типов клеток В связи с этим целью настоя-
    щего исследования явилось изучение влияния 

 JNK  p38   протеинкиназ и на реализацию апоптоза 
  ,  при окислительном стрессе являющемся 

   неотъемлемым элементом патогенеза широкого 
  ( ,  спектра заболеваний онкологических сердеч-

-но сосуди , ).стых воспалительных

Материал и методы

   Исследованы мононуклеарные лейкоциты у 
15   (7   8 ) здоровых доноров мужчин и женщин и 
16  (8 , 8 )  пациентов мужчин женщин с внеболь-

     18  50 .ничной пневмонией в возрасте от до лет
     Клетки выделяли из крови путем центрифу-
    («Pharmacia», )гирования на слое фиколла Швеция  

 1,077,    плотностью затем ресуспендировали в 
   (90%  RPMI-1640,  10%полной питательной среде  

 (  56инактивированной при  °    30С в течение  )мин  

   (« »,эмбриональной телячьей сыворотки Биолот  

- ),  0,3Санкт Петербург  /  L- ,  100мг мл глутамина  

/  ,  HEPES   мкг мл гентамицина с концентрацией 
2 /  («Flow»,  )).  ммоль мл Великобритания Затем 

   мононуклеарные лейкоциты инкубировали при 
37 °   5% С и СО2   18в течение  . ч Окислительный 

    стресс индуцировали добавлением в культу-
     ральную среду перекиси водорода в концентра-

 10, 50, 100, 500циях    1мкмоль и  . ммоль
   JNK-   38-  Для изучения роли и р киназ в 
   культуры мононуклеарных лейкоцитов добавля-

 4ли    мкл с кон  20центрацией   мкмоль селективно-
  JNKго ингибитора  —  SP600125  («Biosource»,  )США  

  38 — ML3403 («Biosource», ) либо ингибитора р США и 
 1инкубировали    37ч при  °   5% С и СО2,  затем до-

 бавляли Н2О2   1в концентрации    ммоль и про-
    18должали культивировать в течение  . ч Культу-

    ры мононуклеарных лейкоцитов крови пациен-
    тов с внебольничной пневмонией инкубировали 

  -   с ингибиторами МАР киназ без добавления 
 .перекиси водорода

   ,Уровень продукции внутриклеточных АФК  

   количество апоптозных мононуклеарных лейко-
      цитов и клеток со сниженным потенциалом ми-

   тохондриальной мембраны определяли методом 
   (Epics XL («Beckmanпроточной лазерной цитометрии  

Coulter»,  )),     Франция для чего использовали ди-
  (DCF-DA)  («Sigmaхлорфлюоресцеина диацетат  

Aldrich»,  ),  FITC-   V  («Catlag»,США меченый аннексин  

)    «MitoScreen» («BD Pharmigen»,США и набор реагентов  

) . , США соответственно Показатель характеризу-
     (ющий содержание АФК в мононоцитах лимфо-
),     (цитах выражали в условных единицах интен-

   ).сивность свечения на клетку
   ,  Для определения количества клеток пре-

    зентирующих на своей поверхности мембран-
      ную форму рецептора к фактору некроза опу-
-холи α 1-   го типа (TNF-RI) (CD120), мононуклеарные 

  лейкоциты отмывали  фосфатным буфером 
(рН = 7,2)     и окрашивали стандартными мо-

    ноклональными антителами к данному рецепто-
,  FITC («Immunotech», ), ру меченными Франция соглас-
     30но протоколу производителя в течение  .мин  

     Анализ образцов проводили на проточном ци-
.тометре

   Полученные данные обрабатывали метода-
  .  ми вариационной статистики Уровень статисти-

 ческой зна   (чимости различий р < 0,05)  для неза-
      висимых и зависимых выборок оценивали с по-

 мощью непараметрических  —критериев Манна
   .  Уитни и Вилкоксона соответственно Данные 

    ,  представлены в виде медианы Ме верхнего и 
  Qнижнего квартилей 1—Q3.
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Экспериментальные и клинические исследования

Результаты и обсуждение

  , Для моделирования условий соответствую-
  ,   щих окислительному стрессу при инкубации 

   мононуклеарных лейкоцитов крови здоровых 
    доноров в культуральную среду добавляли 
    .перекись водорода в различных концентрациях  

     Добавление в культуру клеток перекиси водоро-
   10, 50, 100  500да в концентрациях и   мкмоль не 

    приводило к достоверному возрастанию внутри-
     клеточного содержания АФК по сравнению с 

,контролем  что могло свидетельствовать об эф-

   фективной работе антиоксидантной системы 
( .табл  1).  Статистически достоверное возраста-
ние внутриклеточной - , АФК продукции свидетель-

    ствующее об истощении резерва антиоксидант-
 ,    ной системы наблюдали при инкубации монону-

  клеарных лейкоцитов Н2О2  с концентрацией 
1 .    ммоль Поскольку дисбаланс окислительного 

     метаболизма сопряжен с развитием ряда рас-
 ,    пространенных патологий в том числе воспали-

    [5], тельных процессов различной этиологии для 
   подтверждения результатов эксперимента иссле-

    дуемые показатели оценивались при внеболь-
 .   ничной пневмонии Было зарегистрировано воз-

 (    )  растание по сравнению с нормой уровня АФК 
      в мононуклеарах крови у больных острой пнев-

, монией сопо      ставимое с таковым в случае экспе-
  риментально индуцированного окислительного 

 ( .стресса см  .табл  1).

  ,  Результаты аннексинового теста получен-
    ( )ные при инкубации моноцитов лимфоцитов  

      здоровых доноров с перекисью водорода в кон-
 10, 50, 100  500центрациях и  ,  мкмоль не отлича-

    ( .лись от контрольных значений см  .табл  1). 

    Статистически значимое возрастание числа ан-
-    нексин положительных клеток было зафиксиро-

    вано при индукции экспериментального окисли-
  тельного стресса Н2О2   1с концентрацией  ммоль 

     .и у пациентов с внебольничной пневмонией
    Наблюдаемая активация апоптоза в культу-

    ре мононуклеарных лейкоцитов при окислитель-
  (    ном стрессе экспериментальном и в клинике 

 )   острого воспаления может быть обусловлена 
     ( - индукцией различных путей ее запуска вне и 

). внутриклеточных
     Одним из ключевых путей инициации ле-

    тальной программы клеток является рецептор-
 (TNF-ный опосре ) [2, 7, 9]. дованный Связывание 

 TNF-R1  рецептора
     с соответствующим лигандом приводит к фор-

   мированию комплекса внутриклеточных обла-
     TRADDстей рецептора с адаптерным белком  

(TNFR-associated  death  domain).    В результате этого 
 происходит олиго  -8   меризация каспазы и ее 

.   саморасщепление Последующая активация 
 -3  -7  эффекторных каспаз и активирует каспа-

-6,     зу расщепляющую белок ядерного митоти-
 ,      ческого аппарата что приводит к сжатию и 

  [1, 2]фрагментации ядра .

   Результаты проведенного исследования сви-
,   TNF-R1-детельствуют что количество презентиру-

     ющих клеток возрастало в культуре мононуклеа-
      ров больных пневмонией и в культуре клеток 
   при экспериментальном окислительном стрессе 

( .табл  2).  ,   TNF-Таким образом увеличение числа
R1-       несущих клеток в культуре сопряжено с акти-

     вацией апоптоза на фоне интенсификации вну-
  .  триклеточной продукции АФК Можно предполо-

,    жить что дисбаланс окислительного метаболиз-
     ма влияет на функцию редоксзависимых систем 

 ,    сигнальной трансдукции ответственных за экс-
   прессию и презентацию TNF-R1,  запуск програм-

  .мированной клеточной гибели

 1Т а б л и ц а
Уровень активных форм кислорода и содержание апоптотических клеток в популяции мононуклеарных лейкоцитов крови у 

здоровых доноров 
в условиях культивирования in vitro с различными концентрациями перекиси водорода и у больных с острыми 

воспалительными заболеваниями (Me (Q1—Q3))

Условие    , .Уровень АФК в клетке усл  ед  -  ,Количество аннексин положительных клеток  
%

 ИКМЛ ЗД 0,24 (0,19—0,33) 1,33 (0,99—1,95)
   ИМЛ ЗД с Н2О2  :в концентрации
10 мкмоль 0,12 (0,05—0,20) 1,83 (1,01—2,07)
50 мкмоль 0,17 (0,16—0,256) 1,55 (1,12—2,21)
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100 мкмоль 0,25 (0,22—0,38) 1,65 (0,21—2,43)
500 мкмоль 0,27 (0,24—0,35) 1,23 (0,43—2,10)

1 ммоль 0,62 (0,52—0,69)* 13,12 (12,17—15,14)*
  ИКМЛ больных пневмонией 0,50 (0,46—0,54)* 10,54 (9,24—11,09)*

П р и м е ч а н и .    .е Здесь и в табл  2  3:  —    ;  — и ИКМЛ интактная культура мононуклеарных лейкоцитов ИМЛ инкубирование 
 ;  —  .мононуклеарных лейкоцитов ЗД здоровые доноры

* p < 0,001        . по сравнению с аналогичным показателем в интактной культуре

 2Т а б л и ц а
Внутриклеточная продукция активных форм кислорода, содержание апоптотических и TNFR1-презентирующих клеток, 

клеток со сниженным трансмембранным потенциалом в общей популяции мононуклеарных лейкоцитов периферической 
крови у здоровых доноров в условиях окислительного стресса in vitro и у больных с внебольничной пневмонией (Me (Q1—

Q3))

Условие  ИКМЛ ЗД    ИМЛ ЗД с Н2О2  в концентрации 
1 ммоль

  ИКМЛ больных пневмони-
ей

   , . Уровень АФК в клетке усл ед 0,24 (0,19 — 0,33) 0,62 (0,52—0,69)* 0,50 (0,46—0,54)*
    Количество клеток со сниженным ∆ψ, % 1,34 (1,10 —1,64) 9,05 (6,15—9,24)* 7,52 (5,01—8,84)*
 TNF-R1-  ,Количество презентирующих клеток  

%
1,47 (0,97 — 2,07) 8,87 (5,81—10,47)* 10,19 (9,13—1,96)*

* p < 0,001        . по сравнению с аналогичным показателем в интактной культуре
   Другим важнейшим механизмом инициации 

   .  апоптоза является митохондриальный путь В 
   митохондриях сосредоточено большое количе-

   (  ,ство проапоптотических факторов в частности  

 цитохром с) [11, 14],    выход которых в цитозоль 
 -9,   активирует прокаспазу запуская программу 

 [1].    апоптоза Этот процесс осуществляется 
   благодаря открытию пор пермеабилизационного 
     перехода между наружной и внутренней мито-

 ,   хондриальными мембранами а также формиро-
    ,  ванию каналов в наружной мембране что со-

  провождается падением митохондриального 
  [14].   трансмембранного потенциала В настоя-

    щем исследовании проводилась оценка числа 
   клеток со сниженным ∆ψ   в культуре мононукле-
   арных лейкоцитов при окислительном .стрессе  

   Увеличение значений исследуемого показателя 
(    )   по сравнению с контролем наблюдали в слу-

      чае инкубации клеток с перекисью водорода с 
 1концентрацией       ммоль и у пациентов с пнев-

 ( .монией см  .табл  2).   Поскольку митохондрии 
   изменяют свои функциональные характеристики 

(     ) в том числе трансмембранный потенциал в 
  -  , зависимости от редокс статуса клетки очевид-

      на их роль в активации апоптогенных механиз-
,    мов зафиксированной при окислительном 

   .стрессе в данном исследовании
 ,   Таким образом полученные результаты сви-

    детельствуют о запуске различных механизмов 
   инициации программированной гибели клеток 

  .   при окислительном стрессе В качестве элемен-
  ,  тов редоксзависимых путей обеспечивающих 

 ,   данный процесс могут выступать митогенакти-
  JNK  p38 [3—5, 12]. вируемые киназы и Установлена 
  корреляция между    повышенным уровнем АФК и 
  активацией фосфорилирования JNK  38 [10, 13].и р  

  Для оценки   JNK  p38 вклада протеинкиназ и в 
    реализацию апоптогенной программы при окис-

   лительном стрессе использовались селективные 
   (SP600125  ML3403ингибиторы данных ферментов и  

).соответственно   Полученные результаты 
,   демонстрируют что  добавление селективного 

 38 ML3403,    ингибитора р а также селективного ин-
 JNK SP600125    гибитора в культуры мононуклеар-

    ных лейкоцитов здоровых доноров предотвра-
 ,   щало апоптоз индуцируемый добавлением Н2О2 

  1с концентрацией     (ммоль в культуру .табл  3). 

   При культивировании мононуклеарных лейкоци-
  ,   тов периферической крови полученных у паци-

   ,  ентов с внебольничной пневмонией в присут-
 SP600125  ML3403  ствии или отмечалась аналогич-

     ная тенденция к снижению апоптотической ак-
 .тивности клеток    Блокирование запуска леталь-

    ной программы мононуклеарных лейкоцитов се-
  38  (ML3403)   JNKлективными ингибиторами р и  

(SP600125)     может свидетельствовать о проапо-
  JNK  38   птотической функции и р в условиях окис-
 . ,  JNKлительного стресса Известно что  участвует 

     в передаче инициирующего сигнала от TNF-R и 
  -способна фосфорилировать белки регуляторы 
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,  апоптоза отвечающие   за изменение проницае-
   [3].мости мембран митохондрий  Фосфорилиро-
 -    ванные МАР киназы воздействуют на факторы 

,  , транскрипции в частности Nf-κ  (   В в ряде случа-
   ев стимулирует экспрессию апоптозиндуцирую-
  щих генов Fas   )   53-и рецепторов смерти и р

необхо     димый элемент для запуска внутреннего 
  пути летальной программы [3, 5, 9]. 

 ,    Таким образом в условиях окислительного 
 -  38  JNK   стресса МАР киназы р и выступают в ка-

    честве редоксзависимых сигнальных молекул с 
 .проапоптотической функцией

 3Т а б л и ц а

Уровень аннексин-положительных клеток в общей популяции мононуклеаров периферической крови здоровых доноров в 
условиях культивирования in vitro с перекисью водорода и ингибиторами МАР-киназ (Me (Q1—Q3))

Условие  -  ,Количество аннексин положительных клеток  
%

 ИКМЛ ЗД 1,33 (0,99—1,95)

   ИМЛ ЗД с Н2О2   1 в концентрации ммоль 13,12 (12,17—15,14)*

   ИМЛ ЗД с Н2О2   1в концентрации     38 ммоль и ингибитором р ML3403 0,91 (0,24—2,56)**

   ИМЛ ЗД с Н2О2   1    в концентрации ммоль и ингибитором JNK SP600125 0,67 (0,32—2,13)**

  ИКМЛ больных пневмонией 10,54 (9,24—11,09)*

     38 ИМЛ больных пневмонией с ингибитором р ML3403 3,24 (2,76—3,65)***

     ИМЛ больных пневмонией с ингибитором JNK SP600125 3,95 (2,85—3,56)***

* p < 0,001            по сравнению с аналогичным показателем в интактной культуре мононуклеарных лейкоцитов здоровых 
.доноров

** p < 0,001              1по сравнению с аналогичным показателем в культуре с добавлением перекиси водорода в концентрации  
.ммоль

*** p < 0,001            по сравнению с аналогичным показателем в интактной культуре мононуклеарных лейкоцитов больных 
.пневмонией

Заключение

     В настоящее время выявлено большое чис-
  ,  . ло сигнальных путей регулируемых АФК Среди 
     ,них в наибольшей степени изучены механизмы  

    основанные на фосфорилировании и дефосфо-
   рилировании белков специфическими киназами 

 .   , и фосфатазами В частности универсальными 
    трансмиттерами сигналов от множества поверх-

    ностных трансмембранных рецепторов и вне-
   клеточных стимуляторов к внутриклеточным 

  - . компартментам являются МАР киназы
,     -Известно что после активации МАР киназы 

     могут участвовать в процессах клеточной проли-
,    .  ферации дифференцировки и апоптоза Полу-

    ченные результаты свидетельствуют о проапо-
      птогенной роли данных киназ в условиях окисли-

 ,     тельного стресса так как использование их се-
    лективных ингибиторов блокирует запуск леталь-

   . ной программы мононуклеарных лейкоцитов
   Результаты проведенного исследования мо-

      гут выступать в качестве предпосылок для раз-
    работки теоретических основ технологии кор-

     рекции нарушений реализации апоптоза при за-

,   болеваниях сопровождающихся дисбалансом 
 ,   окислительного метаболизма путем фармако-

   логического воздействия на соответствующие 
 .молекулярные мишени

Работа выполнена в рамках Федеральной це-
левой научно-технической программы «Исследо-
вания и разработки по приоритетным направле-
ниям  развития  науки  и  техники»  на  2002—
2006 гг.  (ГК  № 02.442.11.7276, ГК 
№ 02.445.11.7419),  при  финансовой  поддержке 
РФФИ (грант 07-04-12150).
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