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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность исследования. Апоптоз является физиологическим ме-
ханизмом устранения избыточных и/или функционально аномальных
клеток, необходимым как для нормального развития многоклеточного
организма в эмбриональном периоде, так и для поддержания тканевого
гомеостаза у взрослых особей (Фильченков, 2003). Нарушения механиз-
мов индукции апоптоза, приводящие к его ингибированию или, наоборот,
к излишнему активированию, могут быть важным фактором патогенеза
различных заболеваний, в том числе онкологических.

Известно, что многие цитостатические агенты, используемые в химиоте-
рапии опухолей человека, способны индуцировать дифференцировку клеток
опухолей in vivo и опухолевых линий in vitro, в ряде случаев сопровождаю-
щуюся запуском в них апоптотических процессов (Волкова и др, 2003; Меп-
gubas et al., 1996; Robertson et al., 1997; Terui et al., 1998). Опухоли гемапо-
этической системы представляют собой наиболее яркий пример сохранения
дифференцировочного статуса нормальных клеток при их неопластической
трансформации (Клиническая онкогематология, 2001). Например, клетки
К562, сохраняют фенотип незрелых предшественников эритроидного, мега-
кариоцитарного и моноцито/макрофагального путей клеточной дифферен-
цировки (Drew et al., 1977; Ekblom et al., 1983) и поэтому в ответ на действие
соответствующих индукторов, во многих случаях способны дифференциро-
ваться в указанных направлениях практически до зрелых форм. Так, обра-
ботка клеток К562 рядом нуклеозидов, адриамицином и другими соедине-
ниями приводит к индукции эритроидного пути клеточной дифференциров-
ки (Parodi et al., 1988; Jeannesson et al., 1997). Другие индукторы, например,
форбол-12-миристат-13-ацетат, дексаметазон способны усилить мегакарио-
цитарную или моноцито/макрофагальную дифференцировку клеток К562
(Butler et al., 1990).

Во многих экспериментальных системах, где используются вышеука-
занные дифференцирующие агенты, а также диметилсульфоксид, бутират
натрия имеет место запуск апоптотических процессов (Mengubas et al., 1996;
Robertson et al., 1997; Bernhardt et al., 1999). Однако следует отметить, что
индукция апоптоза опухолевых клеток сопряжена с рядом определенных
трудностей, поскольку для большинства опухолевых клеток характерными
являются генетические изменения, ведущие к нарушению процессов диффе-
ренцировки и к пониженной восприимчивости со стороны апоптоз-
индуцирующих сигналов, кроме того, прогрессирующие во времени. По-
добный эффект связан, например, в клетках К562 с биалллельной инактива-
цией опухолевого супрессора р53, образованием химерного гена bcr-abl и



соответствующего белка обладающего антиапоптотической ак-

тивностью (Lubbert et al., 1988; Ray et al., 1996; Ceballos et al., 2000), а также
постепенным развитием множественной лекарственной устойчивости. В
зависимости от условий обработки клеток опухолевых линий наряду с инду-
цирующим апоптоз эффектом может наблюдаться подавление клеточной
смерти, вызванное другим дифференцирующим агентом. В настоящее время
известно, что диметилсульфоксид способен подавлять апоптоз в В-
клеточных линиях человека (Lin et al., 1995), а также в клетках линии HL-60
(Nishizawa et al., 1998). В ряде экспериментальных систем антиапоптотиче-
ской активностью обладает форбол-12-миристат-13-ацетат, препятствуя це-
рамид-опосредованному апоптозу (Oberg et al., 1993).

В настоящее время установлено, что к числу первостепенных биохими-
ческих маркеров апоптоза относится изменение активности некоторых кле-
точных ферментов, в частности каспаз (caspases, cysteinyl aspartate-specific
proteinases). Модуляция активности этих ферментов является ключевым
фактором в процессах индукции/ингибирования апоптоза. Кроме того, пока-
зано, что некоторые каспазы способны трансактивироваться при индукции
других клеточных процессов, например, дифференцировки (Pandey et al.,
2000). Пандей и соавт. (Pandey et al., 2000) показали, что при дифференци-
ровке клеток линии U937, индуцированной ТРА (12-0-
тетрадеканоилфорболацетат), происходит выход цитохрома С из митохонд-
рий и активация каспазы 3. Поскольку ингибитор каспазы 3 z-VAD-FMK
блокирует дифференцировку клеток U937, авторами сделан вывод о том, что
для инициации дифференцировки клеток моноцитарного ряда требуется ак-
тивация каспаз. При дифференцировке клеток промиелоцитарного лейкоза
HL-60 и клеток остеосаркомы, индуцированной ретиноевой кислотой и три-
терпеноидом (CDDO) соответственно, также отмечено увеличение функцио-
нальной активности каспаз 3, 8 и 9 (Doule et al., 2002; Ito et al, 2001). Поэто-
му изучение регуляции таких клеточных функций как пролиферация, диф-
ференцировка и апоптоз на уровне вторичных и третичных мессенджеров а
также поиск химических соединений, способных регулировать указанные
клеточные функции, представляет несомненный интерес не только в изуче-
нии специфики развития и функционирования опухолевой клетки, но и для
ведения эффективной терапии онкологических и многих других заболеваний
человека.

Цель настоящего исследования заключалась в проведении сравнительного
анализа биологического действия нескольких групп химических реагентов на
индукцию или ингибирование процессов дифференцировки и апоптоза эрит-
ролейкемических клеток человека К562. В качестве специфических групп хи-
мических реагентов нами были использованы: нуклеозиды (тимидин, цитидин,



гуанозин), соли жирных кислот с укороченной цепью (бутират натрия, изобу-
тират натрия, изовалерат натрия), гормоны кортикостероидной природы и их
синтетические производные (гидрокортизон, преднизолон, дексаметазон),
константные активаторы протеинкиназы С (форбол-12-миристат-13-ацетат), а
также N-оксидированные производные ряда хинолина (2-DQO, 4-DQO, 4-
NQO, 2-NSQO, 4-NSQO) и пиридина (DPyO).

В задачи исследования входило:

1. Изучить цитотоксический и антипролиферативный эффекты ин-
дукторов дифференцировки на клетки К562. Определить ЕС5о изучаемых
соединений.

2. Установить, на основе данных по токсичности, дифференцирую-
щее и апоптогенное действия исследуемых индукторов и их комбинаций
на клетки К562. Определить основные маркеры эритроидного и миело-
идного путей дифференцировки опухолевых клеток.

3. Изучить влияние вышеуказанных групп химических реагентов на
модуляцию активности каспаз в клетках К562 как возможных участников
расхождения путей передачи сигнала от процессов дифференцировки к
апоптозу клеток.

4. Исследовать in vitro процессы биотрансформации новосинтезиро-
ванных N-оксидированных производных хинолина и пиридина клеточ-
ными гем-содержащими ферментами - микросомальными монооксигена-
зами и пероксидазой. Определить влияние на данные процессы митохон-
дриального цитохрома С.

5. Изучить взаимовлияние N-оксидированных производных хинолина и
пиридина на процессы окисления и восстановления цитохрома С как одного
из основных посредников передачи сигнала апоптоза в клетке. Установить
условия возможного выхода цитохрома С из митохондрий в системе in vitro.

6. Выявить возможный механизм индукции апоптоза новосинтезиро-
ванными N-оксидами хинолина и пиридина в клетках К562, основываясь
на результатах комплексной оценки биологического действия данных
гетероциклов.

Научная новизна. В результате проведенных нами исследований уста-
новлено, что каспазы принимают непосредственное участие не только в
реализации процессов апоптоза, но и дифференцировки клеток К562. В
частности, при обработке опухолевых клеток нуклеозидами имеет место
индукция эритроидной дифференцировки, активация каспаз 3 и 9 (но не
каспазы 6) и запуск процессов апоптоза. В отличие от используемых нук-
леозидов, РМА не индуцирует фрагментацию ДНК в клетках К562. Од-
нако в обработанных РМА клетках наблюдается повышение активности
каспазы 3 и 6 и индукция моноцито/макрофагальной дифференцировки.



Активность каспазы 9 в данном случае остается на уровне необработан-
ных клеток. Нами впервые показано, что переключение процессов кле-
точной дифференцировки с одного пути на другой, например, с эритро-
идного (индуцированного нуклеозидами) на моноцито/макрофагальный
или мегакариоцитарный (индуцированный РМА) влечет за собой пере-
ключение работы каспаз и модуляцию процессов апоптоза в клетках
К562. Так, при использовании в сочетании с нуклеозидами РМА, наблю-
дается внутриклеточная активация каспазы 6, значимое снижение актив-
ности каспазы 3, инактивация каспазы 9 и ингибирование РМА нуклео-
зид-индуцированного апоптоза.

Впервые нами предпринята попытка определить возможный механизм
апоптогенного действия N-оксидированных производных хинолина (2-
NSQO, 4-NSQO, 2-DQO) и пиридина (DPyO) на клетки К562. Установлено,
что в данный путь реализации программы апоптоза вовлечены митохондри-
альный цитохром С, каспазы 9 и 3. Показано, что клеточная активация гете-
роциклов происходит при участии микросомальных монооксигеназ. Кроме
того, изучаемые ксенобиотики могут существенно тормозить реакции окис-
ления, но не восстановления митохондриального цитохрома С. Нами также
установлено, что в зависимости от преобладания в цитоплазме клеток окис-
ленной или восстановленной форм цитохрома С, процессы микросомального
окисления ксенобиотиков замедляются или ускоряются, что в свою очередь
может вносить определенный вклад в реализацию процессов апоптоза.

Теоретическая и практическая значимость работы. Выполненная работа
представляет как теоретический, так и практический интерес в области кле-
точной биологии и молекулярной медицины. Полученные данные, направлен-
ные на изучение с использованием модельной системы механизмов сигналь-
ных путей, регулирующих взаимосвязь на уровне вторичных мессенджеров
таких клеточных процессов как пролиферация, дифференцировка и апоптоз,
позволят использовать этот факт в разработке новых методов лечения опухо-
лей, а именно, в подборе оптимальных схем цитостатиков и их комбинаций
для достижения наилучшего терапевтического эффекта Поскольку действие
большинства химиотерапевтических агентов направлено на поражение клеток
опухолей in vitro через индукцию процессов дифференцировки и/или апоптоза,
то накопление сведений о внутриклеточных мишенях и механизмах действия
используемых химических реагентов позволит максимально точно изучить
запуск и протекание различных путей дифференцировки клеток и программи-
рованной клеточной гибели (ПКГ).

Кроме того, результаты исследований могут быть использованы в
учебных курсах по молекулярной биологии, для написания учебных и
методических пособий, а также монографической литературы.



Апробация работы. Результаты исследований были представлены на VIII
Всероссийском симпозиуме "Биология клетки в культуре" (С-Петербург,
2001), Международной конференции "Медико-биологические и экологиче-
ские проблемы здоровья человека на Севере" (Сургут, 2002), V Международ-
ном симпозиуме "Химия протеолитических ферментов" (Москва, 2002), 6ой,
7ой и 8ой Путинской школе-конференции молодых ученых "Биология - наука
21 г о века" (Пущино, 2002,2003,2004), III Съезде Биохимического общества (С-
Петербург, 2002), Всероссийской конференции "Проблемы медицинской эн-
зимологии" (Москва, 2002), Научной конференции "Карелия и РФФИ" (Пет-
розаводск, 2002), XVI Всероссийском симпозиуме "Структура и функции кле-
точного ядра" (С-Петербург, 2002), V Конгрессе РААКИ (Москва, 2002), I
Съезде Общества клеточных биологов (С-Петербург, 2003).

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения и
четырех разделов (обзор литературы, материалы и методы исследования,
результаты исследования, обсуждение), заключения и выводов общим
объемом 185 страниц машинописного текста. В работу входит 35 рисун-
ков и 12 таблиц. Список цитируемой литературы содержит 50 отечест-
венных и 396 зарубежных источника.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Обзор литературы. Состоит из трех глав, отражающих сведения об
основных особенностях структурной и функциональной организации
лейкозных клеток, о влиянии различных соединений на процессы диффе-
ренцировки и апоптоза опухолевых клеток, охарактеризованы основные
пути реализации ПКГ.

Материалы и методы исследования. В работе были использованы клетки
человеческой эритромиелолейкозной линии К562 (Всероссийский банк кле-
точных культур, Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург).

1. Клетки культивировали в полной среде: 89% RPMI 1640 с добавле-
нием 11% эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глютамина, 40
мкг/мл гентамицина сульфата, 50 мкМ 2-меркаптоэтанола. Культуры за-
севали в 1мл (3 мл) среды при начальной плотности посева 105/106 кле-
ток/лунку соответственно, и инкубировали в течение 1-4 сут в присутст-
вии (или без) изучаемых химических реагентов.

2. Численность клеток К562 подсчитывали с помощью камеры Горяе-
ва. Процент жизнеспособности оценивали по тесту с трипановым синим.

3. Определение внутриклеточной концентрации гемоглобина (маркер
эритроидной дифференцировки) проводили с помощью бензидиновой
пробы (Andersson et al., 1979).



4. Фенотипирование маркеров моноцито/макрофагальной (мегакарио-
цитарной) дифференцировки клеток К562 проводили с помощью непря-
мой иммунофлуоресценции с использованием моноклональных антител
(CD 14, CD41), меченых ФИТЦ (Jackon, Warner, 1986).

5. Оценку фагоцитирующей способности стимулированных диффе-
ренцирующими агентами клеток К562 (НСТ-тест) проводили по методу
Парк и сотр. (Park et al., 1988).

6. Определение характера повреждений ДНК (1-й 2-нитевые разрывы)
проводили по изменению параметров флуоресценции двух ДНК-тропных
красителей: бромистого этидия (EtBr) и 4', 6-диамидино-2-фенилиндола
(DAPI) (Иванов, 1992; Анисимов и др., 1999а). ДНК в нуклеоидном виде
получали по методу (Cook, Brazell, 1978). Измерения проводили на приборе
ФМ-Ц-2. Находили характеризующие изменение флуорес-
ценции красителей при связывании с ДНК по формуле:

I1 - интенсивность флуоресценции пробы, содержащий клеточный лизат
и EtBr (DAPI); I2 - интенсивность флуоресценции клеточного лизата; 13 -
интенсивность флуоресценции EtBr (DAPI); I4 - интенсивность флуорес-
ценции буфера.

7. Определение активности каспаз проводили стандартным методом со-
гласно прилагаемой инструкции с использованием специфических субстра-
тов, меченных флуоресцентной меткой (7-амино-4-трифлуоро-метилкумарин
- AFC), детектируемой по изменению оптической плотности. Клетки К562
(106 клеток) снимали с лунок микропланшет, дважды отмывали фосфатным
буфером, добавляли 50 мкл литического буфера, приготовленного смешива-
нием 920 мкл Н2Од и с т, 40 мкл 25х реакционного буфера и 10 мкл каждого из
четырех ингибиторов: ФМСФ (фенилметансульфонилфторида) (35 мг/мл),
пепстатина А (1 мг/мл), апротинина (1 мг/мл) и лейпептина (1 мг/мл). 25х
реакционный буфер включал: 250 мМ ХЕПЕС, pH 7.4, 50 мМ ЭДТА, 2.5%
ЧАПС, 125 мМ дитиотреитол. Далее клетки трижды замораживали в атмо-
сфере жидкого азота, затем клеточный лизат центрифугировали на микро-
центрифуге при 17 000 G (4° С) в течение 30 мин, собирали супернатант (об-
разец). Определение активности каспаз 3,6,7,9 и 10 проводили в реакцион-
ном буфере путем смешивания образца и соответствующего специфического
субстрата. Субстрат для каспаз 3, 7, 10 - DEVD (Asp-Glu-Val-Asp), для кас-
пазы 9 - LETD (Leu-Glu-Thr-Asp), для каспазы 6 - VEID (Val-Glu-Ile-Asp).
Определение количества отщепленного AFC проводили на СФ-46 при 395
нм через 30,60, 90, 120, 150, 180 мин после начала реакции. Далее строили
график изменения активности каспаз в зависимости от времени инкубации
образца и соответствующего субстрата.



8. Определение ЕС 5 0 клеток, инкубированных с реагентами, проводи-
ли по методу Тсуруо и др. (Tsuruo et al., 1981).

9. Определение суммарной внутриклеточной концентрации никоти-
намидных коферментов [NAD±±NADH] проводили по методу Ниссель-
баума и Грина (Nisselbaum, Green, 1969).

10. Активность микросомальных монооксигеназ по отношению к N-
содержащим производным ряда хинолина и пиридина изучали in vitro путем
регистрации изменения оптической плотности растворов ксенобиотиков при
действии обозначенной группы ферментов. Микросомальную фракцию вы-
деляли из клеток печени самцов крыс линии "Вистар" неинбредного разве-
дения (Щепеткин, 1999). Концентрацию белка в пробе определяли спектро-
фотометрически на СФ-46 и биуретовым методом (Досон и др., 1991). Изме-
рение оптической плотности ксенобиотиков проводили на КФК-3 при λ 430

нм. Для изучения реакций биотрансформации N-содержащих гетероцик-
лов микросомами в контрольную пробу помещали: 3 мл фосфатного буфера
(pH 7.4), 2 мкл микросомальной фракции, 3 мкл'. В опытную пробу:
3 мл фосфатного буфера (pH 7.4), 2 мкл микросомальной фракции и 3 мкл
раствора одного из гетероциклов: 2-DQO(10"5M), DPyO(10"5M), 2-
NSQO (10"5M), 4-NSQO (10"5М). Показания снимали в течение 1 часа с ин-
тервалом каждые 5 мин. На основании полученных результатов строили
графики зависимости изменения оптической плотности изучаемых реагентов
в присутствии микросом от времени инкубации. Параллельно была проведе-
на серия экспериментов по изучению процессов биотрансформации N-
оксидов пероксидазой.

11. Изучение влияния цитохрома С на процессы биотрансформации
2-DQO, DPyO, 2-NSQO, 4-NSQO микросомальными монооксигеназами
проводили по следующей схеме. Для анализа процессов взаимопревра-
щения окисленной формы цитохрома С в восстановленную использовали
спектрофотометрический метод исследования. Регистрацию изменения
оптической плотности реакционной смеси проводили на СФ-46 в диапа-
зоне длин волн от 300 нм до 590 нм. Изучение реакций биотрансформа-
ции указанных N-оксидов микросомальной фракцией проводили на КФК-
3 при λ 430 нм.

а) Восстановление цитохрома С цистеином или аскорбиновой кисло-
той проводили, инкубируя смесь в течение 30 минут при 37° С. Далее
снимали спектр восстановленной формы цитохрома С (максимумы по-
глощения восстановленной формы цитохрома С - 553 нм (а), 524 (ß),
415 (γ)) (Диксон, Уэбб, 1982).

б) Окисление восстановленной формы цитохрома С проводили в присутст-
вии пероксидазы или феррицианида калия в течение 2 минут. Далее снимали



спектр окисленной формы белка (максимумы поглощения окисленной формы
цитохрома С - 550 нм 521 нм 407 им (γ)) (Диксон, Уэбб, 1982).

в) Влияние 2-DQO и DPyO на процессы окисления и восстановления
цитохрома С проводили в обозначенных выше условиях (см. п. а и б) после
15-ти минутной преинкубации цитохрома С с указанными реагентами. В
качестве контроля использовали пробы, не содержащие цитохром С.

г) Биотрансформацию стирильных производных N-оксидов пиридина
(DPyO) и хинолина (2-DQO, 2-NSQO, 4-NSQO) проводили гемсодержа-
щими ферментами (пероксидазой и цитохромом Р-450) по методу, опи-
санному в п. 10, но в присутствии цитохрома С. На протяжении всей ре-
акции регистрировали изменение оптической плотности N-оксидов до
стабилизации показаний. В качестве контроля использовали пробы, не
содержащие гетероциклов.

12. Выделение интактных митохондрий из клеток печени крыс для под-
бора и изучения условий выхода цитохрома С из внутреннего пространства
органелл во внешнюю среду проводили по методу Короткова и Лапина (Ко-
ротков, Лапин, 2003). Процессы набухания-сжатия митохондрий в гипо-
(0.015 М), изо- (0.15 М) и гипертоническом (1.5 М) растворах КС1, в присут-
ствии или без CaCl2,MgCl2, ряда ксенобиотиков (новокаин, доксициклин), а
также в условиях понижения pH среды до 6.6 оценивали, измеряя светорас-
сеивание суспензии в режиме турбидиметрии (на пропускание) или нефело-
метрии (на рассеянный свет). Все измерения проводили при концентрации
митохондриального белка 1.5 мг/мл среды инкубации. Концентрация сахаро-
зы в пробах составляла 250 мМ. Выход цитохрома С из органелл регистри-
ровали спектрофотометрически на СФ-46.

Достоверность полученных результатов оценивали по t-критерию
Стьюдента, а также с использованием непараметрического критерия Вил-
коксона-Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модуляция пролиферации и жизнеспособности клеток К562 при об-
работке рядом химических реагентов.

На первом этапе исследований нами были изучены цитотоксический и
антипролиферативный эффекты используемых в настоящей работе хими-
ческих реагентов на клетки линии К562. Определена ЕС5 0 ряда изучае-
мых соединений.

Результаты исследований показали, что инкубация клеток К562 в те-
чение 1-4 сут с нуклеозидами (1-3 мМ тимидина, цитидина и гуанозина)
приводила к дозо- и время-зависимому снижению темпа пролиферации



указанных клеток. На 2-е сут инкубации с 2 мМ тимидина и 2 мМ гуано-
зина, и на 4-е сут с 2 мМ цитидина численность клеток К562 составляла:
138.33±0.39, 95.33±0.47 и 358.24±0.81 тыс. клеток на лунку, соответст-
венно. Уровень пролиферации необработанных реагентами клеток ко 2-м
и 4-м суткам инкубации достигал значений: 229.33±0.31 и 723.58±0.97
тыс. на лунку. Жизнеспособность клеток при обработке нуклеозидами в
большинстве вариантов не падала ниже 85 %. Жизнеспособность кон-
трольных клеток составила 97.9010.31 %.

Снижение или полное подавление пролиферации регистрировалось
при обработке клеток К562 в течение 1-4 сут натриевыми солями жирных
кислот (1-3 мМ бутирата натрия, изобутирата натрия и изовалерата на-
трия). Так, к 4-м сут инкубации с 3 мМ бутирата натрия численность и
жизнеспособность клеток К562 снижалась на 87.65 и 23.59 %%, по срав-
нению с необработанными клетками.

Используемые в работе системные кортикостероиды (гидрокортизон,
преднизолон, 10 мкМ) в период 1-4 сут инкубации не оказывали значи-
мого влияния на численность и жизнеспособность клеток К562. В то вре-
мя как дексаметазон (10 мкМ) к 4-м сут на 65% снижал численность
(257.20±1.46 тыс. клеток/лунку) и до 89% жизнеспособность опухолевых
клеток в культуре. При обработке клеток К562 дексаметазоном в сочета-
нии с эритроидными индукторами (нуклеозиды, соли жирных кислот)
жизнеспособность клеток падала до 60-70 %.

Подавление численности клеток К562 в культуре отмечено при 2-х
суточной обработке 100 нМ РМА (р<0.05). К 4-м сут инкубации данный
показатель по сравнению с необработанными клетками снижался до
87.67±0.69 тыс. клеток на лунку (ρ<0,01). Жизнеспособность клеток при
обработке РМА, а также комбинациями РМА с эритроидными индукто-
рами (нуклеозиды, соли жирных кислот) составляла порядка 70-80 %.

N-оксидированные производные хинолина (2-DQO, 4-DQO, 4-NQO, 2-
NSQO, 4-NSQO) и пиридина (DPyO), ко 2-м сут инкубации значимо подав-
ляли пролиферацию клеток К562. Максимальную токсичность по отноше-
нию к клеткам в данных условиях проявлял DPyO (EC50 составила 33.11
мкМ). Наименьшей токсичностью обладал 4-NSQO (ЕС5оЗО3.5О мкМ).

Из полученных результатов следует, что структурно-родственные хи-
мические реагенты могут оказывать различный токсический эффект на
клетки К562, что во многом определяется спецификой строения соедине-
ния. Поэтому для изучения дифференцирующего и апоптогенного дейст-
вия использованных в настоящей работе реагентов были подобраны кон-
центрации веществ, при которых жизнеспособность клеток К562 не пада-
ла ниже 80-90 %.



Модуляция дифферениировки клеток К562 при обработке рядом хи-
мических реагентов

Изучена способность обозначенных выше групп химических реаген-
тов (при единичной обработке и в комбинациях) модулировать процессы
эритроидной и миелоидной (мегакариоцитарной и/или моноци-
то/макрофагальной) дифферениировки клеток К562.

Показано, что используемые нуклеозиды в течение 2-х и 4-х суточной
обработки стимулировали в клетках К562 эритроидную дифференциров-
ку (увеличение синтеза гемоглобина) (рис. 1). На основе полученных ре-
зультатов было предположено, что биологические эффекты нуклеозидов
могут проявляться на уровне ферментов синтеза и распада нуклеиновых
кислот, в частности рибонуклеотидредуктазы и тимидинкиназы.

Синтез гемоглобина в клетках К562 возрастал на 2-е сут инкубации
при обработке 2 мМ и 3 мМ бутирата натрия (р<0 01), и на 3-е сут с 3 мМ
изобутирата натрия и 3 мМ изовалерата натрия (р<0.05). На рис. 2 пред-
ставлены данные по изменению [Нb], в клетках К562, обработанных в
течение 4-х сут 2 мМ бутирата, изобутирата и изовалерата натрия.

Среди используемых кортикостероидов в концентрации 10 мкМ зна-
чимое влияние на базальный и индуцированный нуклеозидами и натрие-
выми солями жирных кислот синтез гемоглобина в клетках К562 оказы-
вал дексаметазон. На 4-е сут инкубации с указанным реагентом [Hb]t в
опухолевых клетках снижалась до 0.149±0.002 мкг/105 клеток по сравне-
нию с контролем 0.169±0.002 мкг/105 клеток (р<0.05).

Рис. 1. Кинетика синтеза гемоглобина в эритролейкемических клетках
К562 инкубированных в присутствии 2 мМ цитидина, 2 мМ тимидина и 1
мМ гуанозина в течение 2-х и 4-х суток инкубации.
К - необработанные индукторами клетки (контроль), Ц - клетки, культивируемые с 2 мМ
цитидина, Τ - с 2 мМ тимидина, Г - с 1 мМ гуанозина
* достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 05)
•* достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 01)



Рис. 2. Концентрация гемоглобина в клетках К562, инкубированных в
присутствии 2 мМ бутирата натрия, 2 мМ изобутирата натрия и 2 мМ изова-
лерата натрия в течение 4-х суток.
1 - необработанные индукторами клетки (контроль), 2 - клетки, культивируемые с 2 мМ
бутирата натрия, 3 - с 2 мМ изобутирата натрия, 4 - с 2 мМ изовалерата натрия
** достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 01)

[Нb], в опухолевых клетках при обработке в течение 2-х сут комбина-
циями: тимидин (2 мМ) ± дексаметазон (10 мкМ) и бутират натрия (2
мМ) ± дексаметазон (10 мкМ), снижалась на 21.5 и 23.1 %%, соответст-
венно по сравнению с тимидин- и бутират-обработанными клетками.

Ингибирование дексаметазоном эритроидной дифференцировки кле-
ток К562 может являться следствием запуска работы генов другого пути
дифференцировки, например, моноцито/макрофагального. Согласно по-
лученным нами данным (табл. 1), при обработке дексаметазоном на по-
верхности клеток значимо увеличивалась экспрессия антигенов моноци-
то/макрофагальной (CD 14) и мегакариоцитарной (CD41) дифференци-
ровки.

Таблица 1.
Процент клеток К562, экспрессирующих CD14- и СО41-антитены после инкуба-

ции с гидрокортизоном, преднизолоном и дексаметазоном в течение 4-х суток

Примечание * достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 05)



По результатам НСТ-теста, обработка клеток К562 в течение 4-х
сут 10 мкМ дексаметазона сопровождалась увеличением кислород-
зависимой фагоцитарной активности клеток на 43.9%, по сравнению
с контролем - 7.30±0.25 усл. ед. акт. Увеличение кислород-
зависимой фагоцитарной активности опухолевых клеток (на 14.3%)
также имело место на 4-е сут при инкубации с 10 мкМ преднизолона.
Однако, в условиях культивирования с преднизолоном или гидро-
кортизоном процент клеток, экспрессирующих CD14- и CD41-
антигены, значимо не изменялся (табл. 1).

Показано, что ингибирующее действие на синтез гемоглобина как
на фоне индукторов эритроидной дифференцировки, так и в их от-
сутствие оказывал РМА. К 4-м сут инкубации со 100 нМ РМА [Нb], в
клетках К562 снижалась до 0.097±0.004 мкг/105 клеток, по сравне-
нию с контролем - 0.169±0.003 мкг/105 клеток (р<0.01). При обра-
ботке опухолевых клеток в течение 4-х сут комбинациями: РМА (100
нМ) ± тимидин (2 мМ), РМА (100 нМ) ± бутират натрия (2 мМ)
[Нb], снижалась на 36.2 и 35.4 %%, но сравнению с тимидин- и бу-
тират-обработанными клетками. Подавление эритроидного фенотипа
связано с индукцией миелоидного пути дифференцировки клеток
К562. При инкубации в течение 4-х сут с РМА (100 нМ) на поверх-
ности клеток значимо возрастала экспрессия CD14- и CD41-
антигенов: 49.4±2.8 и 20.2±1.9 %%, по сравнению с необработанны-
ми клетками - 36.3±1.9 и 11.7±1.8 %%, соответственно (р<0.05).
Имело место также достоверное увеличение кислород-зависимой
фагоцитарной активности клеток (р<0.05).

N-оксидированные производные хинолина и пиридина, оказывали
различные эффекты на процессы дифференцировки клеток К562.
Индукция эритроидной дифференцировки отмечена при инкубации
клеток в течение 2-х сут с 0.1 мкМ 2-NSQO и 0.1 мкМ 4-NSQO
(0.183±0.003 и 0.177±0.004), и в течение 4-х сут с 0.1 мкМ DPyO
(0.202±0.004), по сравнению с необработанными клетками -
0.167±0.003 и 0.169±0.002 мкг/105 клеток, соответственно (р<0.05).
2-DQO и 4-DQO в концентрации 0.1 мкМ не обладали дифференци-
рующей активностью, 4-NQO (1 нМ), напротив, стимулировал диф-
ференцировку клеток К562 в миелоидном направлении. После инку-
бации в течение 4-х сут с 1 нМ 4-NQO процент клеток, экспресси-
рующих CD14- и СО41-антигены значимо возрастал (р<0.05). Раз-
личные эффекты, оказываемые обозначенными реагентами на про-
цессы дифференцировки клеток К562, в первую очередь могут быть
связаны с различными путями метаболической активации соедине-



ний, которые основываются на специфике структуры вещества, на-
пример, на наличии специфической функциональной группы - до-
норной ( ( - N(CH 3) 2) или акцепторной (-NO2), в составе стирильного
"хвоста" изучаемого N-оксида.

Согласно результатам исследования, дифференцирующее действие
вышеобозначенных групп химических реагентов на клетки К562 в пер-
вую очередь определяется внутриклеточными механизмами действия
соединений, в результате которых активируются (или ингибируются)
группы генов определенного пути дифференцировки. Несмотря на струк-
турное различие используемых в работе веществ, их дифференцирующие
эффекты на клетки К562 могут быть однотипны. Итогом подобного дей-
ствия во многих случаях является запуск апоптоза в опухолевых клетках.
Кроме того, ПКГ может индуцироваться в клетках независимо от диффе-
ренцировки.

В настоящее время известно, что одними из основных участников
апоптоза являются клеточные каспазы. При апоптозе происходит после-
довательная активация нескольких групп каспаз: инициаторные каспазы
трансактивируют эффекторные каспазы, которые в свою очередь гидро-
лизуют белковые субстраты клетки (Фильченков, 2003). Однако данная
группа ферментов может активироваться в клетке при реализации других
процессов, например, дифференцировке, пролиферации.

Модуляция активности каспаз и запуск апоптоза в клетках К562 при
обработке индукторами эритроидной и миелоидной дифференцировки

Далее нами были изучены временные и дозовые зависимости запуска
процессов апоптоза в клетках К562 при обработке исследуемыми хими-
ческими реагентами, а также их комбинациями.

Обработка клеток в течение 2-х сут тимидином и гуанозином приво-
дила к значимому увеличению активности каспаз 3,7,10 (рис. За). Кроме
того, в данном варианте имела место активация каспазы 9. Незначитель-
ная активация каспазы 9 и каспаз 3,7,10 в клетках К562 при инкубации с
2 мМ цитидина отмечена на 4-е сут. Во всех исследуемых вариантах ак-
тивация указанных каспаз коррелирует с запуском в клетках эритроидной
дифференцировки. Значимое увеличение флуоресценции DAPI и EtBr
при связывании с ДНК клеток, снижение [NAD±±NADH], (p<0.05) на-
блюдалось на 2-е сут инкубации клеток с 3 мМ тимидина, 1 мМ гуанози-
на и на 4-е с 2 мМ тимидина (р<0.05). При обработке цитидином незна-
чительное увеличение флуоресценции DAPI (но не EtBr) по сравнению с
контрольными пробами регистрировалось к 4-м сут инкубации клеток
К562 только с 3 мМ данного нуклеозида (ADAPI для опытной пробы -
37.30±0.10; для контрольной - 36.40±0.11).



Рис. 3. Изменение активности каспаз 3, 7, 10 в клетках К562, обработан-
ных нуклеозидами (а) и натриевыми солями жирных кислот (б) в течение 2-х
суток инкубации.
По оси ординат: изменение поглощения отщепленного AFC, определенное на СФ-46 при λ
395 нм
1 - базовый уровень активности каспаз 3,7,10 для нестимулированных клеток (контроль), 2
- активность каспаз 3, 7, 10 в клетках, обработанных 2 мМ цитидина (а), 2 мМ изобутирата
натрия (б); 3 - активность каспаз 3,7,10 в клетках, обработанных 2 мМ тимидина (а), 2 мМ
изовалерата натрия (б), 4 - активность каспаз 3, 7,10 в клетках, обработанных 1 мМ гуано-
зина (а), 2 мМ бутирата натрия (б).

В случае использования в качестве эритроидных индукторов бутира-
та, изобутирата и изовалерата натрия достоверное повышение активности
каспаз 3, 7, 10 имело место на 4-е сут культивирования клеток с реаген-
тами (рис. 36). Увеличение флуоресценции обоих ДНК-тропных красите-
лей наблюдалось к 4-м сут инкубации клеток К562 только с 3 мМ бутира-
та натрия (р<0.05). В вариантах обработки 3 мМ изобутирата натрия и 3
мМ изовалерата натрия на протяжении 4-х сут параметры флуоресценции
DAPI и EtBr, а также концентрация никотинамидных коферментов в опу-
холевых клетках достоверно не отличались от контрольных значений.

Активность каспаз 3, 7, 10 после инкубации опухолевых клеток с 10
мкМ гидрокортизона, преднизолона и дексаметазона в течение 2-х сут
значимо не изменялась (р>0.05). Гидрокортизон и преднизолон в исполь-
зованных нами условиях не индуцировали фрагментацию ДНК в клетках
К562 в течение 4-х сут инкубации (р>0.05). В то время как при обработке
клеток дексаметазоном (10 мкМ) на 4-е сут параметры флуоресценции
обоих ДНК-тропных красителей значимо возрастали (р<0.05). При до-
бавлении к клеткам К562 дексаметазона (5 мкМ) в сочетании с эритроид-
ными индукторами (тимидин, бутират натрия, 2 мМ) наблюдалось инги-



бирование эритроидной дифференцировки, значимое увеличение актив-
ности каспаз 3, 7, 10 и фрагментация ДНК. Увеличение активности ука-
занных каспаз (р<0.01) регистрировалось также при 2-х суточной обра-
ботке опухолевых клеток комбинацией преднизолона (10 мкМ) и бутира-
та натрия (2 мМ), в то время как при инкубации клеточных культур толь-
ко с преднизолоном, подобного эффекта не обнаружено.

В нашей системе РМА (100 нМ) не индуцировал фрагментацию ДНК
в клетках К562. Однако в обработанных РМА клетках наблюдалось по-
вышение активности каспаз 3 и 6, что может быть связано с индукцией
миелоидного пути дифференцировки клеток.

Показано, что форболовый эфир подавлял апоптоз в клетках К562,
индуцированный нуклеозидами или солями жирных кислот (бутиратом
натрия). При использовании РМА в сочетании с нуклеозидами, как и в
случае единичной обработки РМА, в клетках К562 наблюдалось значи-
мое увеличение активности каспазы 6 (рис.4).

Рис. 4. Изменение активности каспазы 6 в клетках К562, обработанных
РМА, тимидином, а также комбинацией тимидина с РМА в течение 2-х суток
инкубации.
По оси ординат изменение поглощения отщепленного AFC, определенное на СФ-46 при λ
395 нм
1 - базовый уровень активности каспазы 6 для нестимулированных клеток (контроль), 2 -
активность каспазы 6 в клетках, обработанных 3 мМ тимидина, 3 - активность каспазы 6 в
клетках, обработанных 100 нМ РМА, 4 - активность каспазы 6 в клетках, обработанных 3
мМ тимидина ±100 нМ РМА

Уровень активности каспаз 3 и 9, напротив, падал в среднем на 64 и 79
%%, соответственно, по сравнению с клетками, обработанными 3 мМ
тимидина в течение 2-х сут (данные не представлены). При замене в ком-



бинации тимидина на гуанозин или цитидин имела место аналогичная
закономерность. Обработка клеток К562 в течение 2-х сут тимидином (3
мМ) и гуанозином (1 мМ) приводила к значимому усилению флуорес-
ценции DAPI и EtBr (p<0.05). При использовании в комбинации с тими-
дином РМА имело место достоверное снижение флуоресценции DAPI и
EtBr (р<0.05), а в системе гуанозин ± РМА только EtBr (p<0.05). В ос-
тальных вариантах флуоресценция красителей не отличалась от соответ-
ствующего контроля. Не исключено, что именно с таким перераспреде-
лением функций клеточных каспаз в данном случае связано ингибирова-
ние РМА нуклеозид-индуцированного апоптоза.

В клетках К562, обработанных N-оксидами (2-NSQO, 4-NSQO, 2-
DQO, DPyO) в течение 2-х сут имело место увеличение активности кас-
паз 9 и 3, 7,10.

На рис. 5 представлены данные по изменению активности каспазы 9 в
клетках К562 обработанных в течение 1-х сут инкубации 2-NSQO и 4-
NSQO.

Рис. 5. Изменение активности каспазы 9 в клетках К562, обработанных 2-
NSQO и 4-NSQO в течение 1-х суток инкубации.
По оси ординат изменение поглощения отщепленного AFC, определенное на СФ-46 при λ
395 нм
1 - базовый уровень активности каспазы 9 для нестимулированных клеток (контроль), 2 -
активность каспазы 9 в клетках, обработанных 1 мкМ 4-NSQO, 3 - активность каспазы 9 в
клетках, обработанных 1 мкМ 2-NSQO

В случае использования других обозначенных N-оксидированных
производных наблюдалась аналогичная закономерность.

Все используемые N-оксиды индуцировали образование 1- и 2-
нитевых разрывов в молекуле ДНК. Однако в случае использования
DPyO достоверное увеличение флуоресценции красителя при связывании
с ДНК имело место только в вариантах с DAPI (табл. 2) Определение



внутриклеточной концентрации никотинамидных коферментов на 2-е сут
инкубации показало достоверное снижение [NAD±±NADH], во всех вари-
антах обработки клеток К562 исследованными соединениями (р<0.05),
что также коррелирует с запуском в них процессов апоптоза.

Из представленных результатов следует, что исследуемые N-оксиды
проявляют по отношению к клеткам К562 выраженное апоптогенное дей-
ствие. Не исключено, что активация каспаз в данном случае необходима
в первую очередь для успешного протекания процессов апоптоза, что
согласуется с результатами по фрагментации ДНК опухолевых клеток в
условиях обработки вышеуказанными химическими реагентами. Однако
следует отметить, что из-за высокой цитотоксической активности N-
оксидов разделить процессы дифференцировки и апоптоза во времени на
уровне обозначенных каспаз достаточно сложно.

Таблица 2.
Параметры Δ EtBr и Δ DAPI нуклеоидов клеток К562, обработанных стирильными

производными N-оксидов хинолина и пиридина в течение 2-х суток инкубации

Примечание. Клетки К562 инкубировали в 96-луночных микропланшетах по 0 02 млн кле-
ток/лунку.
* достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 05)

** достоверное отличие от контроля в отдельной серии опытов (р<0 01).

Таким образом, несмотря на специфику используемых химических индук-
торов, итоговый биологический эффект их действия на клетки может быть
совершенно одинаков или отличаться, т. е. в реализации конкретной клеточ-
ной функции принимают участие различные сигнальные пути клетки, воздей-
ствуя на которые можно определенным образом регулировать направление
протекания клеточного процесса в ту или иную сторону. С другой стороны,
одни и те же участники сигнальных путей клетки могут выполнять роль клю-
чевых звеньев модуляции различных клеточных функций, например, диффе-
ренцировки и апоптоза. Нами показано, что одними из таких ключевых участ-
ников процессов являются клеточные каспазы.

Производные N-оксидов хинолина и пиридина являются интересными
соединениями с точки зрения их биологической активности, поскольку



образуют широкий спектр метаболитов при внутриклеточной биотранс-
формации. Известно, что при попадании в клетку многие ксенобиотики
подвергаются биотрансформации под действием монооксигеназ и других
специфических ферментов. В настоящей работе нами были проведены
эксперименты, направленные на изучение in vitro активности микросо-
мальных ферментов при действии на N-содержащие гетероциклы (2-
DQO, DPyO, 2-NSQO, 4-NSQO).

Согласно полученным данным, при обработке обозначенных N-
оксидов микросомами наблюдались интенсивные процессы их био-
трансформации in vitro. При этом, несмотря на структурную аналогию
используемых химических реагентов, процессы биотрансформации
протекали по-разному, что может быть связано со специфическим рас-
положением функциональных групп относительно гетероцикла.

Нами также было изучено влияние исследуемых гетероциклов на мо-
дуляцию активности микросомальных NADPH-оксидоредуктаз (рис. 6).

Рис. 6. Кинетика восстановления цитохрома С микросомами клеток К562
без (1) и в присутствии 10 мкМ 2-NSQO (2-5).
Цитохром С и NADPH добавляли сразу после введения в суспензию микросом 2-NSQO (2)
или после 5 мин преинкубации микросом с указанным реагентом (3) На 10 мин регистра-
ции в систему 2 были добавлены NADH (50 мкМ) (4) или NADPH (50 мкМ) (5)
По оси ординат- поглощение света исследуемой системой при 553 нм

Добавление 2-NSQO в среду, содержащую суспензию микросом,
NADPH и цитохром С, вызывало снижение скорости восстановления ци-
тохрома С, которое со временем прогрессировало. Следует отметить, что
в зависимости от концентрации реагента наибольшее падение скорости
происходило в течение первых 1-5 мин реакции. Преинкубация микросом
с 2-NSQO в течение 5 мин с последующим внесением в реакционную
среду NADPH и цитохрома С не изменяла скорости восстановления белка



по сравнению с вышеописанным вариантом. После полного подавления
2-NSQO NADPH-цитохром С-редуктазной активности, добавление в сре-
ду инкубации NADH частично возобновляло восстановление цитохрома
С. В то время, как повторное добавление NADPH и/или цитохрома С не
вызывало повышения скорости реакции (р>0.05). При использовании
вместо 2-NSQO его структурного аналога (4-NSQO), а также 2-DQO и
DPyO наблюдалась схожая закономерность.

Поскольку клетки К562 не экспрессируют белок р53 (Копнин, 2000), ин-
дукция апоптоза в них протекает по независимому от р53 механизму, не
исключено, что в нем может принимать участие митохондриальный ци-
тохром С. Поэтому далее нами было изучено влияние стирильных произ-
водных хинолина и пиридина на процессы окисления и восстановления
цитохрома С в системе in vitro, а также изучены возможные условия вы-
хода данного белка из митохондрий в окружающую среду. Результаты
показали, что 2-DQO и DPyO в концентрации 5x10"7 Μ не влияли на про-
цесс восстановления цитохрома С. Напротив, процессы окисления ука-
занного белка (рис. 7) протекали со значительной задержкой во времени
(разница в скорости окисления цитохрома С проб, содержащих ксе-
нобиотик, по сравнению с пробами без вышеуказанных химических реа-
гентов составляла порядка 15-20 мин). Причем DPyO сильнее тормозил
реакции окисления цитохрома С по сравнению с 2-DQO.

Рис. 7. Влияние 2-DQO (а) и DPyO (б) на процесс окисления цитохрома С.
1 - спектр поглощения восстановленного цитохрома С (концентрация белка в

пробе 2.5 мг/мл); 2 - спектр поглощения восстановленного цитохрома С после
внесения 5xl0-7M 2-DQO (a), DPyO (б); 3 - спектр поглощения окисленного пе-
роксидазой цитохрома С; 4 - спектр поглощения окисленного в присутствии
5x10"7 Μ 2-DQO (a), DPyO (б) цитохрома С.



Нами также показано, что помещение митохондрий из изотонического
(0.15 М) в гипотонический (0.015 М) раствор КС1 приводило к набуха-
нию митохондрий, но не способствовало выходу цитохрома С в среду
инкубации. При действии гипертонического (1.5 М) раствора КС1 наблю-
далось сжатие органелл. Добавление к 0.15 Μ раствору КС1 1 мМ СаС12

(но не MgCl2) или снижении pH инкубационной среды до 6.6 сопровож-
далось резким набуханием митохондрий, более четко обозначились мак-
симумы поглощения цитохрома С. Не исключено, что в данных случаях
имел место незначительный выход цитохрома С в окружающую среду.
Внесение в пробу с СаС12 доксициклина (1%) приводило к блокированию
набухания органелл.

Таким образом, из представленных результатов следует, что индукция
апоптоза в клетках К562 при обработке N-оксидированными производ-
ными хинолина и пиридина может осуществляться при участии каспаз 9
и 3, а также митохондриального цитохрома С.

ВЫВОДЫ

1. Среди используемых индукторов дифференцировки наибольшую ток-
сичность по отношению к клеткам К562 проявляют 2-(4-
диметиламиностирил)пиридин-1 -оксид, 4-нитрохинолин-1 -оксид;
наименьший токсический эффект имеют цитидин, изобутират, изова-
лерат натрия и преднизолон. Инкубация с индукторами дифференци-
ровки сопровождается снижением или полным подавлением пролифе-
рации опухолевых клеток. Жизнеспособность клеток в зависимости от
используемого индуктора и концентрации варьирует от 60 до 95 %.

2. Индукция эритроидной дифференцировки клеток наблюдается при
обработке тимидином, цитидином, гуанозином; бутиратом, изобути-
ратом, изовалератом натрия; 2-(4-диметиламиностирил)пиридин-1-
оксидом, 2-(4-нитростирил)хинолин-1-оксидом и 4-(4-
нитростирил)хинолин-1-оксидом. Миелоидная дифференцировка ин-
дуцируется при инкубации с дексаметазоном, форбол-12-миристат-13-
ацетатом, 4-нитрохинолин-1-оксидом, что сопровождается экспресси-
ей на поверхности маркеров моноцито/макрофагального (CD 14) и ме-
гакариоцитарного (CD41) путей.

3. Наиболее сильный апоптогенный эффект по отношению к клеткам про-
являют: гуанозин, бутират натрия, 2-(4 -диметиламиностирил)пиридин-1-
оксид, 2-(4 -нитростирил)хинолин-1-оксид, 4-(4 -нитростирил)хинолин-1-



оксид и 4-нитрохинолин-1-оксид. Форбол-12-миристат-13ацетат, спосо-
бен блокировать нуклеозид-индуцированный апоптоз. Напротив, декса-
метазон и преднизолон способствуют протеканию апоптоза, индуциро-
ванного нуклеозидами. В присутствии стирильных производных N-
оксидов хинолина и пиридина реализация программы апоптоза в клетках
К562 осуществляется при участии митохондриального цитохрома С, кас-
паз 9 и 3.

4. Инкубация с нуклеозидами или натриевыми солями жирных кислот
приводит к значимому увеличению активности каспаз 9 и 3,7,10. При
обработке системными кортикостероидами в сочетании с тимидином
или бутиратом натрия наблюдается активация каспаз 3, 7, 10, ингиби-
рование эритроидной дифференцировки и апоптоз опухолевых кле-
ток. В то время как инкубация только с кортикостероидами не сопро-
вождается повышением активности указанных каспаз. Форбол-12-
миристат-13-ацетат индуцирует в клетках повышение активности кас-
паз 3 и 6, каспаза 9 в этом варианте обработки, напротив, инактивиру-
ется. Аналогичная закономерность имеет место в случае использова-
ния комбинаций форбол-12-миристат-13-ацетата с нуклеозидами. Об-
работка N-оксидированными производными хинолина и пиридина со-
провождается резким увеличением активности каспаз 9 и 3, 7, 10 и
фрагментацией ДНК.

5. При добавлении к N-оксидированным производным хинолина и пи-
ридина суспензии микросом наблюдаются интенсивные процессы
биотрансформации ксенобиотиков. В реакциях катализируемых пе-
роксидазой трансформация реагентов протекает более интенсивно,
по сравнению с системой, содержащей микросомальную фракцию.
Окисленная форма цитохрома С способствует биотрансформации
ксенобиотиков микросомальными монооксигеназами; восстановлен-
ная форма белка не влияет или частично замедляет указанные про-
цессы.

6. Стирильные производные N-оксидов хинолина и пиридина способны
существенно тормозить реакции окисления, но не восстановления ми-
тохондриального цитохрома С, что отражается на функционировании
электрон-транспортной цепи митохондрий.

7. Выходу цитохрома С из митохондрий в системе in vitro способству-
ют: помещение органелл в гипотонический раствор хлорида калия,
добавление в систему хлорида кальция, снижение pH инкубацион-
ной среды.
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