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Íà 24 ïîëîâîçðåëûõ êðûñàõ-ñàìöàõ Âèñòàð, ó êîòîðûõ ñ ïîìîùüþ çîëîòèñòîãî ñòàôèëî-

êîêêà (øòàìì 209) ñîçäàí î÷àã õðîíè÷åñêîé èíôåêöèè â áîëüøåáåðöîâîé êîñòè, èçó÷åíà

âîçìîæíîñòü èíàêòèâàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ. 12 æè-

âîòíûì âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè ìåëàòîíèí â äîçå 1 ìã/êã â âå÷åðíåå âðåìÿ

(20:00 – 20:30) â òå÷åíèå 7 äíåé. Äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ ïå÷åíè áåëêîâ, ïðèíè-

ìàþùèõ ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè àïîïòîòîçà (Bcl-2, Bax, Bad, ð53), à òàêæå ìàðêåðà ïðîëèôå-

ðàöèè Ki-67, èñïîëüçîâàëè äâóõýòàïíûé èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ìåòîä. Ïðîâåäåííîå èñ-

ñëåäîâàíèå ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî ìåëàòîíèí ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, èìåþ-

ùèõ îòäàëåííûé î÷àã õðîíè÷åñêîé áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè, ñïîñîáñòâóåò óìåíüøåíèþ

çàñòîéíûõ ÿâëåíèé â ñèñòåìå ïå÷åíî÷íûõ âåí è óëó÷øåíèþ ìèêðîöèðêóëÿöèè, óìåíüøàåò

âûðàæåííîñòü ëèìôîãèñòèîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè â îáëàñòè ïîðòàëüíûõ òðàêòîâ è ïðå-

ïÿòñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ äèñêðåòíûõ èíôèëüòðàòîâ. Êðîìå òîãî, îòìå÷àþòñÿ ïðèçíàêè

èíàêòèâàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà â ïàðåíõèìàòîçíûõ êëåòêàõ, îáóñëîâëåí-

íûå îäíîâðåìåííûì ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè áåëêà Bcl-2 íà 185 %, p < 0,0001, è ñíèæåíèå

ýêñïðåññèè áåëêîâ Bax (íà 27 %, p = 0,008) è Bad (íà 42 %, p < 0,0001), à òàê æå óìåíüøå-

íèå ïóëà ãåïàòîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèé ð53 íà 50 %, p < 0,0001, è

êîìïåíñàòîðíîå ïîâûøåíèå èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè íà 133 %, p < 0,0005.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìåëàòîíèí; àïîïòîç; ãåïàòîöèòû; áàêòåðèàëüíàÿ èíôåêöèÿ; Bcl-2;

Bax; Bad; ð53; Ki-67.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, àïîïòîç

èãðàåò âàæíóþ ðîëü êàê â ïðîöåññå ýìáðèîíàëüíîãî

ðàçâèòèÿ, òàê è â îíòîãåíåçå â öåëîì [6, 12]. Âî âçðîñ-

ëîì îðãàíèçìå ýòîò ïðîöåññ íàáëþäàåòñÿ â ðàçëè÷íûõ

òèïàõ òêàíè, ãäå âûïîëíÿåò ðîëü ãîìåîñòàòè÷åñêîé ðå-

ãóëÿöèè. Ðåàëèçàöèÿ çàïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè

êëåòîê ïðîèñõîäèò è ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ

ñîñòîÿíèÿõ. Êàê èçâåñòíî, ýòî ìíîãîñòóïåí÷àòûé ïðî-

öåññ. Íà ïåðâîì ýòàïå ïðîèñõîäèò èíèöèàöèÿ è òðàíñ-

äóêöèÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà [8]. Çà íèìè ñëå-

äóåò ýôôåêòîðíàÿ ôàçà, â õîäå êîòîðîé ïðîèñõîäèò àê-

òèâàöèÿ êàñïàçíîé ñèñòåìû êëåòêè. Íà çàêëþ÷èòåëü-

íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ àïîïòîòè÷åñêîãî ïðîöåññà

íàñòóïàåò ôàçà äåãðàäàöèè êëåòêè, õàðàêòåðèçóþùàÿ-

ñÿ äåñòðóêöèåé êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà [8, 13, 14].

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ïóòåé ðàçâèòèÿ ýôôåêòîðíîé

ôàçû àïîïòîçà, ïðèíöèïèàëüíîå îòëè÷èå êîòîðûõ çà-

êëþ÷àåòñÿ â ìåõàíèçìå èíèöèàöèè è òðàíñäóêöèè

ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî ñèãíàëà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ó

ìëåêîïèòàþùèõ îïèñàíî 3 îñíîâíûõ ïóòè èíèöèàöèè

àïîïòîçà: ìèòîõîíäðèàëüíûé, ëèïèäíûé è Fas-çàâèñè-

ìûé [11, 14, 16].

Ïîêàçàíî, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûé ïóòü èíèöèàöèè

àïîïòîçà ÿâëÿåòñÿ çàâèñèìûì îò âçàèìîäåéñòâèÿ áîëü-

øîãî êîëè÷åñòâà áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ ñåìåéñòâà Bcl-2.

Áåëêè ýòîãî ñåìåéñòâà ïîñòîÿííî ïðåäñòàâëåíû íà

âíåøíåé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíå. Áåëîê Bcl-2 è

åãî ãîìîëîãè (Bcl-xL, Mcl-1 è äð.) âûïîëíÿþò ôóíê-

öèþ çàùèòû êëåòîê îò àïîïòîçà. Ôàêòîð Bcl-2 ïîääåð-

æèâàåò èíàêòèâèðîâàííîå ñîñòîÿíèå ïðîàïîïòîòè÷å-

ñêîãî áåëêîâîãî êîìïëåêñà, â ñîñòàâ êîòîðîãî âõîäÿò

ïðîêàñïàçà-9 (Apaf-3), àäàïòåð Apaf-1, ôëàâîïðîòåèí

AIF, öèòîõðîì ñ (Apaf-2), ôàêòîð Smac è ðÿä äðóãèõ

ôàêòîðîâ [4, 13].

Äëèòåëüíîå ñóùåñòâîâàíèå ôîêàëüíîé ïåðñèñòè-

ðóþùåé èíôåêöèè âûçûâàåò îïðåäåëåííûå èçìåíåíèÿ

â ôóíêöèîíèðîâàíèè îñíîâíûõ ãîìåîñòàòè÷åñêèõ ñèñ-

òåì, è êàê ñëåäñòâèå, ñòðóêòóðíóþ ïåðåñòðîéêó îðãà-

íîâ è òêàíåé. Îïèñàí ñèíäðîì ñî÷åòàííûõ äèñòðîôè-

÷åñêè-äåãåíåðàòèâíûõ èçìåíåíèé ìåçåíõèìàëüíûõ

ïðîèçâîäíûõ ïðè ëîêàëüíîì õðîíè÷åñêîì âîñïàëè-

òåëüíîì ïðîöåññå [1], ïðè ôîðìèðîâàíèè êîòîðîãî â

ïå÷åíè íàáëþäàþòñÿ ïðèçíàêè íåñïåöèôè÷åñêîãî ðå-

àêòèâíîãî ãåïàòèòà. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ïðè

ýòîì ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè

àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ [2], ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ èçó÷å-

íèå âîçìîæíîñòè áëîêàäû èëè íåéòðàëèçàöèè äàííîãî

ïðîöåññà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ óñòàíîâëåííûì, ÷òî,

ïîìèìî ðèòìîðãàíèçóþùåãî ýôôåêòà, ìåëàòîíèí îá-

ëàäàåò âûðàæåííûì àíòèîêñèäàíòíûì è èììóíîìîäó-

ëèðóþùèì äåéñòâèåì. Â ïîâûøåííîé êîíöåíòðàöèè

ìåëàòîíèí ñâÿçûâàåò ñâîáîäíûå ðàäèêàëû êèñëîðîäà

[15], â òî âðåìÿ êàê â ôèçèîëîãè÷åñêîé — âûñòóïàåò

êàê ðåãóëÿòîð îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûõ ôåð-

ìåíòîâ [9], ñóïðåññîð ïðîîêñèäàíòíî èíèöèèðîâàí-
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íûõ è âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ [10], à òàêæå êàê ìè-

òîõîíäðèàëüíûé ìîäóëÿòîð [7].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå

âëèÿíèÿ ìåëàòîíèíà íà èíäóêöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîãî

ïóòè àïîïòîçà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ ïðè ïåðñèñòåíöèè

áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû íà 30 ïîëîâîçðåëûõ êðû-

ñàõ-ñàìöàõ Âèñòàð ñ èñõîäíîé ìàññîé 180 – 220 ã (âè-

âàðèé ÔÃÁÎÓ ÂÎ ÍÃÌÓ Ìèíçäðàâà ÐÔ, Íîâîñè-

áèðñê). Ó 24 æèâîòíûõ ïîä îáùèì èíãàëÿöèîííûì

íàðêîçîì âûïîëíåíà òðåïàíàöèÿ áîëüøåáåðöîâîé êîñ-

òè ñ ïîñëåäóþùèì òàìïîíèðîâàíèåì îòâåðñòèÿ õëîï-

÷àòîáóìàæíîé íèòüþ, íàõîäèâøåéñÿ â òå÷åíèå 30 ìèí

â ñìûâå ñóòî÷íîé êóëüòóðû S. aureus (øòàìì 209).

Ïðåäâàðèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü,

÷òî ïðè ïîäîáíîé îáðàáîòêå íèòè íà íåé ñîäåðæèòñÿ

10
7

êîëîíèåîáðàçóþùèõ åäèíèö. Â ïîñëåäóþùåì ó

êðûñ ðàçâèâàëñÿ îñòåîìèåëèò áîëüøåáåðöîâîé êîñòè,

÷òî ïîäòâåðæäàëè ðåçóëüòàòàìè ìîðôîëîãè÷åñêîãî èñ-

ñëåäîâàíèÿ. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè ÷åðåç 2 è 3 ìåñ

ïîñëå âîñïðîèçâåäåíèÿ î÷àãà õðîíè÷åñêîãî âîñïàëå-

íèÿ â ãðóïïàõ: 1 — âîñïàëåíèå 2 ìåñ (6 êðûñ) è 2 —

âîñïàëåíèå 3 ìåñ (6 êðûñ).

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ìåëàòîíèíà íà àêòèâàöèþ

ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ êðû-

ñàì çà íåäåëþ äî ñðîêà 2 ìåñ îò ìîìåíòà âîñïðîèçâå-

äåíèÿ ó íèõ õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíèÿ âíóòðèáðþøèí-

íî ââîäèëè èçó÷àåìûé ïðåïàðàò (ìåëàòîíèí ICN

Biomedicals Inc., USA) â äîçå 1 ìã/êã â âå÷åðíåå âðåìÿ

(20:00 – 20:30) â òå÷åíèå 7 äíåé (ãðóïïà 3 — âîñïàëå-

íèå + ìåëàòîíèí, 2 ìåñ, 6 êðûñ). Â ãðóïïó 4 (âîñïàëå-

íèå + ìåëàòîíèí, 3 ìåñ, 6 êðûñ), äëÿ óòî÷íåíèÿ îòäà-

ëåííîãî ðåçóëüòàòà äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà âîøëè æèâîò-

íûå ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå îêîí÷àíèÿ êóðñà ââåäåíèÿ ìåëà-

òîíèíà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè 6

èíòàêòíûõ êðûñ. Ýêñïåðèìåíò âûïîëíÿëè ñ ñîáëþäå-

íèåì ïðèíöèïîâ ãóìàííîñòè, èçëîæåííûõ â äèðåêòè-

âàõ Åâðîïåéñêîãî ñîîáùåñòâà (86/609/ÅÅÑ) è Õåëüñèí-

ñêîé äåêëàðàöèè ïî çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, èñ-

ïîëüçóåìûõ äëÿ ëàáîðàòîðíûõ è èíûõ öåëåé. Æèâîò-

íûõ âûâîäèëè èç ýêñïåðèìåíòà ïóòåì äåêàïèòàöèè.

Â öåëÿõ ìàêñèìàëüíîãî ñîõðàíåíèÿ ïðèæèçíåííîãî

âçàèìîäåéñòâèÿ ìèêðîöèðêóëÿòîðíîãî ðóñëà è êîðíåé

ëèìôàòè÷åñêîé ñèñòåìû, îòìûâàíèÿ ïå÷åíè îò êðîâè

íå ïðîèçâîäèëè. Ìàòåðèàë ôèêñèðîâàëè â 12 % ôîð-

ìàëèíå. Èç çàëèòûõ â ïàðàôèí îáúåêòîâ äåëàëè ñåðèé-

íûå ñðåçû òîëùèíîé 7 ìêì, êîòîðûå äëÿ îáçîðíîé ñâå-

òîâîé ìèêðîñêîïèè îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Ýð-

ëèõà è ýîçèíîì. Äëÿ èçó÷åíèÿ ýêñïðåññèè â ãåïàòîöè-

òàõ áåëêîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ìåõàíèçìàõ

èíèöèàöèè è ïðîëîíãèðîâàíèè àïîïòîòè÷åñêîãî ïðî-

öåññà â êëåòêàõ (Bcl-2, Bax, Bad, ð53), à òàêæå ìàðêåðà

ïðîëèôåðàöèè (Ki-67), èñïîëüçîâàëè äâóõýòàïíûé èì-

ìóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ìåòîä. Äåìàñêèðîâêó àíòèãå-

íîâ ïðîâîäèëè ïðè èíêóáèðîâàíèè äåïàðàôèíèðîâàí-

íûõ ñðåçîâ â ðàñòâîðå òðèòîíà Õ100. Â êà÷åñòâå ïåð-

âè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè: Anti-Bcl-2 (Isotype:

Mouse IgG1, Clone: 7; BD Biosciences), Anti-Bax

(Polyclonal Rabbit Anti-Mouse/Rat; BD Biosciences),

Anti-Bad (Isotype: Mouse IgG2b, Clone 48; BD

Biosciences), Anti-p53 (Novocastra NCL-p53-CM5p,

Isotype: Mouse IgG), Anti-Ki-67 (RTU-Ki67-MM1,

Isotype: Mouse; Novocastra). Ïðåïàðàòû ïîñëåäîâà-

òåëüíî èíêóáèðîâàëè ñ «ïåðâûìè àíòèòåëàìè» ê ñîîò-

âåòñòâóþùèì ìàðêåðàì, âòîðûìè áèîòèíèëèðîâàííû-

ìè àíòèòåëàìè, ñòðåïòàâèäèí-ïåðîêñèäàçíûì êîì-

ïëåêñîì è íà êîíå÷íîì ýòàïå îêðàñêè — â ðàñòâîðå

äèàìèíîáåíçèäèíà (DAB), ñîäåðæàùåì Í
2
Î

2
. Çîíû

êëåòî÷íûõ ìåìáðàí èëè öèòîïëàçìû, ñîäåðæàùèå âû-

ÿâëÿåìûå àíòèãåíû, îêðàøèâàëèñü â ñïåöèôè÷åñêèé

òåìíî-êîðè÷íåâûé öâåò. Èíòåíñèâíîñòü òàêîé îêðàñêè

ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó ýêñïðåññèðóåìîãî

ìàðêåðà.

Àíàëèç èíòåíñèâíîñòè ýêñïðåññèè áåëêîâ è ïëîùà-

äè, íà êîòîðîé îíà âûÿâëÿëàñü, ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ

ñâåòîîïòè÷åñêîãî ìèêðîñêîïà è ìîðôîìåòðè÷åñêîãî

êîìïëåêñà íà áàçå ìèêðîñêîïà Micros MC 300A, öèô-

ðîâîé êàìåðû CX 13c ôèðìû Baumer è ïðîãðàììíîãî

îáåñïå÷åíèÿ ImageJ 1.42g (Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò

çäîðîâüÿ, ÑØÀ). Äëÿ êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé

ãðóïïû îöåíèâàëè ïî 48 èçîáðàæåíèé. Ïëîùàäü ïðå-

ïàðàòà, ïîëó÷àåìîãî íà îäíîì èçîáðàæåíèè, ñîñòàâëÿ-

ëà 21455 ìêì
2
. Îïðåäåëÿëè ïëîùàäü èçó÷àåìûõ êîì-

ïàðòìåíòîâ (sî
áë

), ñðåäíåå ñåðîå çíà÷åíèå èõ ÿðêîñòè

(r
îáë

), à òàêæå ñðåäíåå ñåðîå çíà÷åíèå ÿðêîñòè ôîíà

(r
ôîíà

). Çàòåì âû÷èñëÿëè: 1) èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè

ôîíà (io
ôîíà

) ïî ôîðìóëå: io
ôîíà

= 255 – r
ôîíà

; 2) èíòåí-

ñèâíîñòü îêðàñêè îáëàñòè, çàíèìàåìîé âûÿâëÿåìûìè

êîìïîíåíòàìè (io
îáë

), ïî ôîðìóëå: io
îáë

= 255 – r
îáë

–

io
ôîíà

; 3) îòíîñèòåëüíóþ ïëîùàäü s
îáë_îòí

ïî ôîðìóëå:

s
îáë_îòí

= s
îáë

� 100/s
ìèêðîôîòîãðàôèè

[3].

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè

ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû “SPSS 11.5 for

Windows”. Ïðè ñðàâíåíèè ïîêàçàòåëåé èññëåäóåìûõ

ãðóïï èñïîëüçîâàëè ìåòîäû íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòè-

ñòèêè, â ñâÿçè ñ íåíîðìàëüíûì ðàñïðåäåëåíèåì çíà÷å-

íèé â âàðèàöèîííûõ ðÿäàõ. ×èñëîâûå äàííûå ïðèâå-

äåíû â âèäå ìåäèàíû (Ìå) è èíòåðêâàðòèëüíîãî ðàç-

ìàõà (Q
1
; Q

3
). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ äëÿ k

íåçàâèñèìûõ âûáîðîê (Êðóñêàëëà — Óîëëèñà).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â òêàíè ïå÷åíè ÷åðåç

2 ìåñ ïîñëå ñîçäàíèÿ ïåðèôåðè÷åñêîãî î÷àãà áàêòåðè-

àëüíîé èíôåêöèè ñâèäåòåëüñòâîâàëè îá èìåâøèõ ìå-

ñòî ìèêðîöèðêóëÿòîðíûõ íàðóøåíèÿõ, ñîïðîâîæäàþ-

ùèõ çàñòîéíûå ÿâëåíèÿ â ñèñòåìå ïå÷åíî÷íûõ âåí;

ðàçâèâøåéñÿ íà ýòîì ôîíå òêàíåâîé ãèïîêñèè ñ óìå-

16 È. Ï. Æóðàêîâñêèé è Ñ. À. Àðõèïîâ



ðåííûìè äèñòðîôè÷åñêèìè èçìåíåíèÿìè ïàðåíõèìà-

òîçíûõ êëåòîê; âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè, ïðîÿâëÿâ-

øåéñÿ â èíôèëüòðàöèè ïîðòàëüíûõ òðàêòîâ ëèìôîãè-

ñòèîöèòàðíûìè ýëåìåíòàìè, à òàêæå íàëè÷èè äèñ-

êðåòíûõ èíôèëüòðàòîâ ñ êîíöåíòðàöèåé ëèìôîèäíûõ

ýëåìåíòîâ â ìåñòàõ ñêîïëåíèÿ äèñòðîôè÷åñêè èçìå-

íåííûõ ãåïàòîöèòîâ. Îòìå÷àëè ìèãðàöèþ òó÷íûõ êëå-

òîê, ðàçðàñòàíèå ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè â îáëàñòè òðè-

àä, â ñòåíêàõ è îêðóæåíèè öåíòðàëüíûõ âåí, è

óñèëåíèå àêòèâàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòî-

çà ãåïàòîöèòîâ, ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé èíòàêòíûõ

æèâîòíûõ (òàáëèöà).

Ïðè èçó÷åíèè ìîðôîëîãè÷åñêîé êàðòèíû ñðåçîâ ïå-

÷åíè, â îòëè÷èå îò ãðóïïû 1 (âîñïàëåíèå, 2 ìåñ), ó æè-
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Ïîêàçàòåëü

Âîñïàëåíèå Âîñïàëåíèå + ìåëàòîíèí Èíòàêòíûå

ãðóïïà 1 ãðóïïà 2 ãðóïïà 3 ãðóïïà 4 ãðóïïà 5

2 ìåñ N = 6 3 ìåñ N = 6 2 ìåñ N = 6 3 ìåñ N = 6 N = 6

Îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-

ùàäü ãåïàòîöèòîâ,

ýêñïðåññèðóþùèõ

Bad, %

5,96 (3,66, 8,23) 4,52 (2,98, 6,98) 1,18 (0,68, 2,03)

ð
1 < 0,0001

2,59 (1,70, 3,95)

ð2 < 0,0001

ð3 < 0,0001

2,27 (1,26, 3,34)

Èíòåíñèâíîñòü

îêðàøèâàíèÿ ãå-

ïàòîöèòîâ, ýêñï-

ðåññèðóþùèõ

Bad, ó. å.

34,0 (34,2, 39,1) 34,6 (28,6, 39,3) 43,4 (28,7, 48,0)

ð
1 < 0,0001

49,5 (44,0, 55,1)

ð2 < 0,0001

ð3 < 0,0001

31,0 (29,5, 32,7)

Îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-

ùàäü ãåïàòîöèòîâ,

ýêñïðåññèðóþùèõ

Bax, %

1,79 (1,17, 3,41) 2,23 (1,38, 3,05) 0,80 (0,45, 1,17)

ð
1 < 0,0001

1,63 (1,11, 2,32)

ð2 = 0,008

ð3 < 0,0001

1,55 (1,04, 2,87)

Èíòåíñèâíîñòü

îêðàøèâàíèÿ ãå-

ïàòîöèòîâ, ýêñï-

ðåññèðóþùèõ

Bax, ó. å.

48,1 (42,1, 65,9) 42,1 (39,0, 45,7) 53,5 (49,0, 58,7) 49,7 (43,7, 53,4)

ð
2 < 0,0001

p3 = 0,005

24,6 (20,5, 27,1)

Îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-

ùàäü ãåïàòîöèòîâ,

ýêñïðåññèðóþùèõ

Bcl-2, %

2,37 (1,17, 4,10) 2,78 (1,63, 3,72) 2,60 (1,98, 3,27) 5,14 (3,51, 7,14)

ð
2 < 0,0001

ð3 < 0,0001

7,50 (4,49, 10,49)

Èíòåíñèâíîñòü

îêðàøèâàíèÿ ãå-

ïàòîöèòîâ, ýêñï-

ðåññèðóþùèõ

Bcl-2, ó. å.

33,3 (24,4, 43,2) 38,0 (32,0, 42,4) 48,6 (45,3, 55,4)

ð
1 < 0,0001

49,0 (46,2, 54,9)

ð2 < 0,0001

28,9 (24,7, 32,1)

Îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-

ùàäü ãåïàòîöèòîâ,

ýêñïðåññèðóþùèõ

p53, %

0,79 (0,47, 1,39) 4,19 (2,75, 6,30) 1,99 (1,54, 3,00)

ð1 < 0,0001

2,08 (1,82, 2,58)

ð2 < 0,0001

2,66 (1,60, 4,33)

Èíòåíñèâíîñòü

îêðàøèâàíèÿ ãå-

ïàòîöèòîâ, ýêñï-

ðåññèðóþùèõ

p53, ó. å.

52,5 (50,4, 54,7) 41,0 (38,2, 45,7) 49,2 (42,4, 56,0) 58,6 (56,4, 62,0)

ð2 < 0,0001

ð3 < 0,0001

35,1 (32,9, 47,1)

Îòíîñèòåëüíàÿ ïëî-

ùàäü ãåïàòîöèòîâ,

ýêñïðåññèðóþùèõ

Ki67, %

0,50 (0,23, 0,96) 3,54 (2,24, 4,81) 3,28 (2,20, 5,65)

ð
1 < 0,0001

4,72 (3,97, 6,48)

ð2 < 0,0005

p3 = 0,014

4,03 (2,72, 6,74)

Èíòåíñèâíîñòü

îêðàøèâàíèÿ ãå-

ïàòîöèòîâ, ýêñï-

ðåññèðóþùèõ

Ki67, ó. å.

33,5 (31,8, 39,4) 49,6 (45,0, 54,9) 49,4 (47,7, 54,1)

ð
1 < 0,0001

42,6 (41,8, 45,0)

ð2 < 0,0001

ð3 < 0,0001

37,5 (32,3, 42,3)

Ïðèìå÷àíèå: ãðóïïà 1 – 2 ìåñ ïîñëå èíîêóëÿöèè S. aureus; ãðóïïà 2 – 3 ìåñ ïîñëå èíîêóëÿöèè S. aureus; ãðóïïà 3 — ââåäåíèå ìåëàòîíèíà â òå÷åíèå

7 äíåé çà íåäåëþ äî ñðîêà 2 ìåñ ñ ìîìåíòà èíîêóëÿöèè S. aureus; ãðóïïà 4 — ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå îêîí÷àíèÿ ââåäåíèÿ ìåëàòîíèíà (3 ìåñ ïîñëå

èíîêóëÿöèè S. aureus ). ð
1

— äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè 1 è 3; ð
2

— äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè 2 è 4; ð
3

—

äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè 3 è 4.



âîòíûõ ãðóïïû 3 (âîñïàëåíèå + ìåëàòîíèí, 2 ìåñ) îò-

ìå÷àëè óìåíüøåíèå çàñòîéíûõ ÿâëåíèé â ñèñòåìå ïå-

÷åíî÷íûõ âåí è óëó÷øåíèå ìèêðîöèðêóëÿöèè, ñòàëà

ìåíåå âûðàæåííîé ëèìôîãèñòèîöèòàðíàÿ èíôèëüòðà-

öèÿ â îáëàñòè ïîðòàëüíûõ òðàêòîâ, çíà÷èòåëüíî ìåíü-

øåå ïðèñóòñòâèå â äàííûõ èíôèëüòðàòàõ òó÷íûõ êëå-

òîê, îòñóòñòâîâàëè äèñêðåòíûå èíôèëüòðàòû, ìåíåå

âûðàæåííûìè ñòàëè äèñòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ãåïà-

òîöèòîâ. Êðîìå òîãî, îòìå÷àëè ïðèçíàêè èíàêòèâàöèè

ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà â ïàðåíõèìàòîçíûõ

êëåòêàõ è êîìïåíñàòîðíîå ïîâûøåíèå èõ ïðîëèôåðà-

òèâíîé àêòèâíîñòè (òàáëèöà).

Ìîðôîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïðåïàðàòîâ ïå÷åíè

÷åðåç 3 ìåñ ïîñëå ñîçäàíèÿ î÷àãà áàêòåðèàëüíîé èí-

ôåêöèè ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá óñèëåíèè ìèêðîöèðêó-

ëÿòîðíûõ íàðóøåíèé, ñîïðîâîæäàâøèõ çàñòîéíûå ÿâ-

ëåíèÿ â ñèñòåìå ïå÷åíî÷íûõ âåí, íàëè÷èè âûðàæåí-

íûõ äèñòðîôè÷åñêèõ èçìåíåíèé ïàðåíõèìàòîçíûõ

êëåòîê è èíôèëüòðàöèåé ïîðòàëüíûõ òðàêòîâ ëèìôî-

ãèñòèîöèòàðíûìè ýëåìåíòàìè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíè-

åì ìàñòîöèòîâ, âûðàæåííîå ðàçðàñòàíèå ñîåäèíèòåëü-

íîé òêàíè â îáëàñòè òðèàä, â ñòåíêàõ è îêðóæåíèè öåí-

òðàëüíûõ âåí, îòìå÷àëîñü äàëüíåéøåå óñèëåíèå àêòè-

âàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ

ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêòíûìè æèâîòíûìè.

Â îòäàëåííûé ïåðèîä ïîñëå ïðîâåäåííîãî êóðñà

ââåäåíèÿ ìåëàòîíèíà (ãðóïïà 4 âîñïàëåíèå + ìåëàòî-

íèí, 3 ìåñ), ïðè èçó÷åíèè ñðåçîâ ïå÷åíè îòìå÷àëè

íîðìàëèçàöèþ äèàìåòðà öåíòðàëüíûõ âåí, êîòîðûå

÷àùå âñåãî îêàçûâàëèñü ñâîáîäíûìè îò ôîðìåííûõ

ýëåìåíòîâ; ñèíóñîèäíûå êàïèëëÿðû, ðàñïîëîæåííûå

ìåæäó ïå÷åíî÷íûìè áàëêàìè, áûëè íå ðàñøèðåíû, â

íèõ îòñóòñòâîâàëè ýðèòðîöèòàðíûå àãðåãàòû; ãåïàòî-

öèòû èìåëè îáû÷íóþ ôîðìó è âåëè÷èíó, ÿäðà çàíèìà-

ëè öåíòðàëüíîå ïîëîæåíèå, ÷àñòî âñòðå÷àëèñü äâó-

ÿäåðíûå êëåòî÷íûå ýëåìåíòû, êàê èñêëþ÷åíèå, âñòðå-

÷àëèñü êëåòêè ñ ãèïî- èëè ãèïåðõðîìíûìè ÿäðàìè.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëèëî óñ-

òàíîâèòü, ÷òî ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ìåëàòî-

íèíà ïðîäîëæàëà ñîõðàíÿòüñÿ ñíèæåííàÿ, ïî ñðàâíå-

íèþ ñ æèâîòíûìè, êîòîðûì ïðåïàðàò íå ââîäèëè,

àêòèâíîñòü èíèöèàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîï-

òîçà è, êàê ñëåäñòâèå, îòìå÷àëè ïîâûøåííóþ ïðîëè-

ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ãåïàòîöèòîâ (òàáëèöà).

Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü,

÷òî ïðèìåíåíèå ìåëàòîíèíà â äîçå 1 ìã/êã â òå÷åíèå 7

äíåé ó êðûñ, èìåþùèõ î÷àã õðîíè÷åñêîé èíôåêöèè,

ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ïðèçíàêîâ íåñïåöèôè-

÷åñêîãî ðåàêòèâíîãî ãåïàòèòà. Ïðîâåäåííîå íà ýòîì

ôîíå èçó÷åíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ àïîïòî-

çà ïîçâîëèëî âûÿâèòü îïðåäåëåííóþ äèíàìèêó èçìå-

íåíèé, êàñàþùèõñÿ ýêñïðåññèè áåëêîâ ñåìåéñòâà

Bcl-2, îò ñîîòíîøåíèÿ êîòîðûõ çàâèñèò âåðîÿòíîñòü

èíäóêöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà. Òàê, íå-

ïîñðåäñòâåííî ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïðèìåíåíèÿ ìåëàòî-

íèíà âûÿâëåíî äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå îòíîñèòåëü-

íîé ïëîùàäè ãåïàòîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ Bax.

Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ îòìå÷àëèñü è â îòíîøåíèè

ïðîäóêöèè Bad. Â òîæå âðåìÿ óðîâåíü ïðîäóêöèè àí-

òèàïîïòîãåííîãî áåëêà Bcl-2 äîñòîâåðíî ñòàë âûøå, î

÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè

ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ ê äàííîìó ìàðêåðó.

Êàê èçâåñòíî, áåëêè Bcl-2 è Bax, à òàêæå Bcl-2 è

Bad, íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè ïîñòîÿííîãî äèíàìè÷åñêî-

ãî ðàâíîâåñèÿ, îáðàçóÿ ãîìî- è ãåòåðîäèìåðû, íå îáëà-

äàþùèå ïðîàïîïòîãåííîé àêòèâíîñòüþ. Ïðè äîìèíè-

ðîâàíèè ïðîäóêöèè ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ Bad è

Bax òàêîå ðàâíîâåñèå íàðóøàåòñÿ è ñìåùàåòñÿ â ñòî-

ðîíó îáðàçîâàíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ãîìîäèìåðîâ

èç ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ, îáëàäàþùèõ âûñîêîé

ïðîàïîïòîãåííîé àêòèâíîñòüþ [8]. Ñëåäîâàòåëüíî, ìå-

ëàòîíèí, âûçûâàÿ óñèëåíèå ïðîäóêöèè â ãåïàòîöèòàõ

Bcl-2 è ñíèæåíèå ñèíòåçà àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ

Bax è Bad, âëèÿåò íà ïðîöåññ èíèöèàöèè ìèòîõîíäðè-

àëüíîãî ïóòè àïîïòîçà.

Ìåëàòîíèí âûçûâàåò áîëåå ÷åì 2-êðàòíîå óâåëè÷å-

íèå îòíîñèòåëüíîé ïëîùàäè ãåïàòîöèòîâ, ýêñïðåññè-

ðóþùèõ ð53, ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûì ñðîêîì

âîñïàëèòåëüíîãî ïðîöåññà, íî áåç ïðèìåíåíèÿ ìåëàòî-

íèíà, â òî æå âðåìÿ îòíîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü ãåïàòîöè-

òîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ Ki-67, âîçðîñëà áîëåå ÷åì â 6

ðàç. Â ëèòåðàòóðå îïèñàí ìåõàíèçì, ïðèâîäÿùèé ê

àïîïòîçó ÷åðåç êîíêóðåíòíîå èíãèáèðîâàíèå Bcl-2,

îñóùåñòâëÿåìîå áåëêîì ð53, êîòîðûé çàìåäëÿåò â íîð-

ìàëüíûõ êëåòêàõ ìèòîòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü [17]. Èç-

âåñòíî, ÷òî íåêîòîðûå ñòèìóëû, íàïðèìåð ãèïîêñèÿ,

àêòèâèðóþò ãåí ð53, ïåðåâîäÿ êëåòêó íà àïîïòîòè÷å-

ñêèé ïóòü. Áåëîê ð53 çàäåðæèâàåò êëåòêó â ôàçå G1/S

êëåòî÷íîãî öèêëà (÷åðåç ðåïðåññèþ ãåíîâ, ðåãóëèðóþ-

ùèõ òðàíñêðèïöèþ), ÷òîáû äàòü âðåìÿ äëÿ ðàáîòû ðå-

ïàðàòèâíûõ ñèñòåì. Íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè ôàêòîð

ð53 ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â áëî-

êàäå êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå âçàèìîäåéñòâóåò ëèáî

ñ êîìïëåêñàìè, îïðåäåëÿþùèìè ñèíòåç è ðåïàðàöèþ

ÄÍÊ, ëèáî ñ áåëêàìè, ìîäóëèðóþùèìè àïîïòîç. Åñëè

ïîâðåæäåíèå ëèêâèäèðîâàòü íå óäàåòñÿ, òî ð53 çàïóñ-

êàåò àïîïòîç [5, 11]. Ïðîèñõîäèò ýòî ÷åðåç èíàêòèâè-

ðîâàíèå Bcl-2 ïðè åãî ñâÿçûâàíèè ñ áåëêîì Âàõ.

×åðåç 1 ìåñ ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ìåëàòîíèíà ó æèâîò-

íûõ ñ íàëè÷èåì î÷àãà áàêòåðèàëüíîãî âîñïàëåíèÿ îò-

ìå÷åííûå âûøå òåíäåíöèè ïî íåéòðàëèçàöèè äåéñò-

âèÿ ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ ñîõðàíÿëèñü. Îäíèì èç

âåðîÿòíûõ ìåõàíèçìîâ çàïóñêà àïîïòîçà ãåïàòîöèòîâ

ïðè ïåðñèñòåíöèè áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè ìîæåò ÿâ-

ëÿòüñÿ ïðîöåññ ãåòåðîäèìåðèçàöèè Bcl-2, îáóñëîâëåí-

íûé îäíîâðåìåííûì ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè áåëêà

Bcl-2 è ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè â ãåïàòîöèòàõ áåëêîâ

Bax è Bad. Óêàçàííûé ïðîöåññ ãåòåðîäèìåðèçàöèè

Bcl-2 ìîæåò áûòü ñîïðÿæåí ñ èçìåíåíèåì ñòåïåíè

ôîñôîðèëèðîâàíèÿ/äåôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà-èí-

äóêòîðà Bad. Êàê èçâåñòíî, â ýòèõ óñëîâèÿõ Bad äå-

ôîñôîðèëèðóåòñÿ, îáðàçóþòñÿ ãåòåðîäèìåðû

Bcl-2/Bad, è çàïóñêàåòñÿ ïðîöåññ àïîïòîçà çà ñ÷åò âû-

ñâîáîæäåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ôàêòîðîâ, ïðè ýòîì â
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êîíå÷íîì èòîãå ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ êàñïàçû-9 [8].

Èíûìè ñëîâàìè, âåðîÿòíîñòü èíäóêöèè ìèòîõîíäðè-

àëüíîãî ïóòè àïîïòîçà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ ïðè ïðèìå-

íåíèè êóðñîâîãî âîçäåéñòâèÿ ìåëàòîíèíîì ñóùåñò-

âåííî óìåíüøàåòñÿ. Òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî â îòäà-

ëåííûå ñðîêè êóðñîâîå ïðèìåíåíèå ìåëàòîíèíà ïðè

ïåðñèñòåíöèè áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè ñïîñîáñòâóåò

ñíèæåíèþ ïóëà ãåïàòîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ öèòî-

ïëàçìàòè÷åñêèé ð53, è óâåëè÷åíèþ ïàðåíõèìàòîçíûõ

êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ Ki-67. Ýòî, â ñâîþ î÷åðåäü,

ìîæåò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî ïðèìåíåíèå ìåëàòîíèíà

ñïîñîáñòâóåò ñîçäàíèþ óñëîâèé, â êîòîðûõ ïðîèñõî-

äèò âîññòàíîâëåíèå ÄÍÊ, è êëåòêè ìîãóò âñòóïèòü â

ôàçó äåëåíèÿ, âîñïîëíÿÿ ïóë ïîãèáøèõ èëè ïîâðåæ-

äåííûõ ãåïàòîöèòîâ.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ìåëàòîíèí (1 ìã/êã ïðè âíóòðèáðþøíîì ââåäå-

íèè â òå÷åíèå 7 äíåé) ñïîñîáñòâóåò óìåíüøåíèþ çà-

ñòîéíûõ ÿâëåíèé â ñèñòåìå ïå÷åíî÷íûõ âåí è óëó÷øå-

íèþ ìèêðîöèðêóëÿöèè, óìåíüøàåò âûðàæåííîñòü

ëèìôîãèñòèîöèòàðíîé èíôèëüòðàöèè â îáëàñòè ïîð-

òàëüíûõ òðàêòîâ è ïðåïÿòñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ äèñ-

êðåòíûõ èíôèëüòðàòîâ â òêàíè ïå÷åíè ó êðûñ, èìåþ-

ùèõ î÷àã õðîíè÷åñêîé áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè.

2. Ìåëàòîíèí âûçûâàåò ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè áåë-

êà Bcl-2 íà 185 %, p < 0,0001, è ñíèæåíèå ýêñïðåññèè

áåëêîâ Bax (íà 27 %, p = 0,008) è Bad (íà 42 %,

p < 0,0001) â ãåïàòîöèòàõ, à òàêæå óìåíüøàåò ïóë ãåïà-

òîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèé ð53

íà 50 %, p < 0,0001, è êîìïåíñàòîðíîå ïîâûøåíèå èõ

ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè íà 133 %, p < 0,0005.
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THE EFFECT OF MELATONIN ON ACTIVATION OF THE MITOCHONDRIAL APOPTOSIS

PATHWAY OF RAT HEPATOCYTES IN PERSISTENCE OF BACTERIAL INFECTION

I. P. Zhurakovskii and S. A. Arkhipov

Novosibirsk State Medical University, Ministry of Public Health of the Russian Federation,

Krasnyi prosp. 52, Novosibirsk, 630091 Russia

The possibility of inactivation of the mitochondrial pathways of apoptosis in rat hepatocytes was studied on a group of 24 adult male Wistar rats, in which a ni-

dus of chronic infection in the tibia was induced with the aid of Staphylococcus aureus (strain 209). Melatonin in a dose of 1 mg/kg was injected intraperitone-

ally to the test group of 12 animals in the evening (20.00 – 20.30) for seven days. The expression of proteins, involved in regulation of apoptotic (Bcl-2, Bax,

Bad, p53) in liver cells and the proliferation marker (Ki-67) were studied by two-stage immunohistochemical method, which revealed that the administration of

melatonin in test animals with distant foci of chronic bacterial infection decreased stagnation in the hepatic veins and improved microcirculation, reduced the

severity of lymphohistiocytic infiltration in the area of portal tracts, and prevented the formation of discrete infiltrates. In addition, there were signs of inactiva-

tion of the mitochondrial path of apoptosis in parenchymal cells due to simultaneous increase in the expression of Bcl-2 by 85% (p < 0.0001), decrease in exp-

ression of Bax by 27% (p = 0.008) and Bad (by 42%, p < 0.0001), decrease in the pool of hepatocytes expressing cytoplasmic p53 by 50% (p < 0.0001), and a

compensatory increase in their proliferative activity by 133% (p < 0.0005).

Keywords: melatonin; apoptosis; hepatocytes; bacterial infection; Bcl-2; Bax; Bad; p53; Ki-67.
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