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Calf Blood Gemodializat Reduces Neurotoxic Effect of Hydrogen 

Peroxide on Human Neuroblastoma Cells

Objective: Our aim was to study the effect of calf blood gemodializat on apoptosis and intracellular signaling pathways of neuroblastoma cells SK-N-

SH human. Methods: Apoptosis was recorded by fluorescent microscopy using Hoechst 33342. Necrosis cells was monitored by propidium iodide. 

The fluorescence of the cells was recorded on a fluorescence inverted microscope Keyence BZ8100 (Japan). Formation of reactive oxygen species (ROS) 

in the cells of SK-N-SH was determined using nitroblue tetrazolium by absorbance at 620 nm on a plate reader «Uniplan». Results: When adding 

hydrogen peroxide to the background of the calf blood gemodializat been decreasing apoptosis of these cells with 43 to 17% relative to apoptosis in the 

presence of a hydrogen peroxide. Under these conditions, the calf blood gemodializat significantly reduced ROS formation in human neuroblastoma 

cells SK-N-SH by the action of hydrogen peroxide. In these cells, we investigated the influence of calf blood gemodializat on apoptosis and intracellular 

signaling pathway involving mitogen-activated protein kinase (p38MAPK), extracellular regulatory kinase (ERK), phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI-3K) and-Jun-N-terminal kinase (JNK) using their selective inhibitors. Conclusion: It was shown that the mechanism of the protective effect of calf 

blood gemodializat against peroxide-induced apoptosis in SK-N-SH dominant role is played by p38 MAPK and PI-3K.
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Снижение нейротоксического эффекта 

пероксида водорода в эксперименте 

на перевиваемых нейронах человека 

при действии гемодиализата крови телят

Цель исследования: изучить влияние гемодиализата крови телят (ГКТ) на апоптоз и внутриклеточные сигнальные пути клеток нейро-

бластомы SK-N-SH человека. Методы: апоптоз клеток регистрировали методом флуоресцентной микроскопии с использованием Hoechst 

33342. Некроз клеток контролировали с помощью пропидия йодида. Флуоресценцию клеток регистрировали на инвертированном флуорес-

центном микроскопе Keyence BZ8100 (Япония). Образование активных форм кислорода (АФК) в клетках SK-N-SH определяли по оптической 

плотности при 620 нм с использованием нитросинего тетразолия на планшетном ридере «Униплан». Результаты: при добавлении пероксида 

водорода на фоне действия ГКТ происходило снижение апоптоза этих клеток с 43 до 17% по сравнению с апоптозом в присутствии одного 

пероксида водорода. В этих условиях ГКТ значительно снижал образование активных форм кислорода в клетках нейробластомы человека 

SK-N-SH при действии пероксида водорода. В этих клетках было исследовано влияние ГКТ на апоптоз и внутриклеточные сигнальные 

пути с участием митогенактивируемых протеинкиназ (p38MAPK), экстраклеточных регуляторных киназ (ERK), фосфатидилинозитол-

3-киназы (PI-3K) и с-Jun-N-терминальной киназы (JNK) с использованием их селективных ингибиторов. Заключение: впервые показано, 

что в механизме защитного действия ГКТ в отношении пероксидиндуцированного апоптоза клеток SK-N-SH доминантная роль принад-

лежит p38 MAPK и PI-3K.
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(Вестник РАМН. 2014; 9–10: 10–14)

АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ПАТОФИЗИОЛОГИИ

Обоснование

В клинической практике в качестве лекарственного 

препарата широко применяют Актовегин — безбелко-

вый гемодиализат крови телят (ГКТ). Этот препарат 

оказывает инсулиноподобное действие, усиливает энер-

гетический обмен клеток при нарушениях кровообраще-

ния и питания центральной нервной системы (ЦНС) — 

ишемических инсультах, черепно-мозговых травмах. Его 

применяют для улучшения периферического кровотока 

(ангиопатии и трофические язвы голеней), при лечении 

ран (вялотекущие раны и пролежни) и ожогов, а также 

при лучевых поражениях [1]. ГКТ характеризуется низ-

кой токсичностью и отсутствием побочных эффектов. 
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В его состав входят низкомолекулярные пептиды, про-

изводные нуклеиновых кислот, инозитолфосфоолиго-

сахариды и другие компоненты с молекулярной массой 

менее 5 кДа.

Известно, что многие нейродегенеративные заболе-

вания сопровождаются гибелью нейронов по механизму 

некроза и апоптоза [2]. В случае некроза наблюдается 

воспалительная реакция, связанная с участием провос-

палительных клеток и цитокинов [3]. К таким клеткам 

в ЦНС относятся клетки микроглии и фагоциты крови при 

ишемическом инсульте. Показано, что ГКТ снижает со-

держание радикалов кислорода, продуцируемых фагоци-

тами крови у пациентов с сердечной недостаточностью [4].

Повреждение клеток под действием оксидативно-

го стресса играет важную роль в патогенезе различ-

ных нейродегенеративных заболеваний, в т.ч. болезни 

Альцгеймера и Паркинсона [5]. Эти повреждения часто 

происходят под действием радикалов кислорода, а так-

же факторов, образуемых непосредственно нейронами, 

например β-амилоидных пептидов [6]. В конечном ито-

ге такие воздействия приводят к изменению структуры 

и нарушению функционирования нейронов и индукции 

их гибели по механизму апоптоза [2]. Показано, что ГКТ 

снижает некроз нейронов, индуцированный амилоид-

ным пептидом Aβ-(25-35), а также образование активных 

форм кислорода в цитоплазме этих клеток [6].

При нейродегенеративных заболеваниях, а также 

в случае гипоксии / ишемии мозга в ЦНС образуют-

ся значительные количества пероксида водорода, а ги-

бель нервных клеток индуцируется гидроксил-радика-

лами [7, 8]. Высокие концентрации пероксида водорода 

(H
2
O

2
) также обнаруживают в мозге после ишемии-

реперфузии [9]. Ранее нами было установлено, что ГКТ 

снижает гибель клеток нейробластомы человека SK-N-

SH, индуцированную пероксидом водорода [4].

В настоящее время описан ряд внутриклеточных сиг-

нальных процессов, участвующих в регуляции запуска 

апоптоза нейронов под влиянием пероксида водорода 

[10]. Однако внутриклеточные сигнальные процессы, 

с которыми связано защитное действие ГКТ, остаются 

неизвестными.

Целью исследования было изучение участия различ-

ных внутриклеточных сигнальных путей регуляции апоп-

тоза, индуцированного пероксидом водорода в клетках 

SK-N-SH, в защитном действии ГКТ.

Методы

Исследовано влияние ГКТ на апоптоз и внутрикле-

точные сигнальные пути с участием митогенактивируе-

мых протеинкиназ (p38MAPK), экстраклеточных регу-

ляторных киназ (ERK), фосфатидилинозитол-3 киназы 

(PI-3K) и с-Jun-N-терминальной киназы (JNK) с исполь-

зованием их селективных ингибиторов.

В работе использовали культуральную среду RPMI 

1640, эмбриональную телячью сыворотку (ЭТС), про-

пидия йодид, Hoechst 33342, HEPES, раствор Хенкса 

(HBSS), DMSO, нитросиний тетразолий (НСТ), пе-

нициллин, стрептомицин, фосфатный буфер (PBS), 

SB203580 (ингибитор р38МАРК), PD98059 (ингибитор 

ERK), Wortmannin (ингибитор PI3K), SP600125 (ингиби-

тор JNK; все производства Sigma, США).

Клетки SK-N-SH выращивали в среде RPMI 1640 

c 10% ЭТС, 2 мМ L-глутамина, 1% стрептомицина, 100 ед. 

пенициллина при 37 °С и 5% СО
2
. За 48 ч до добавления 

ГКТ клетки собирали центрифугированием, определяли 

их число. Затем клетки помещали в 24-луночные планше-

ты по 200 тыс. клеток на лунку в 1 мл 10% культуральной 

среды. За 24 ч до добавления ГКТ у клеток заменяли 10% 

культуральную среду на субстрат без ЭТС. После культиви-

рования экспериментальных проб в течение 24 ч к клеткам 

добавляли ГКТ, а через 1 ч в пробы добавляли 100 мкМ 

Н
2
О

2
. Эти пробы культивировали в течение 24 ч в СО

2
-

инкубаторе при 37 °С. В экспериментах с ингибиторами 

последние добавляли к клеткам за 30 мин до внесения ГКТ.

Апоптоз клеток регистрировали методом флуорес-

центной микроскопии с использованием Hoechst 33342. 

Некроз клеток контролировали с помощью пропидия 

йодида. По окончании культивирования клетки окраши-

вали 30 мин в темноте с 10 мкг/мл Hoechst 33342 при 37 °С 

[10], затем добавляли 30 мкМ пропидия йодида. Свечение 

клеток регистрировали на инвертированном флуорес-

центном микроскопе Keyence BZ8100 (Япония). Резуль-

таты регистрации апоптоза представлены на рисунках 

в процентах как доля от общего количества клеток (100%).

Образование активных форм кислорода (АФК) в клет-

ках SK-N-SH определяли с использованием нитросине-

го тетразолия (НСТ). По окончании культивирования 

к клеткам на 2 ч при 37 °С и 5% СО
2 

добавляли 0,1% НСТ. 

Затем клетки 2 раза отмывали PBS, фиксировали мета-

нолом и сушили. Внутриклеточный НСТ растворялся 

в 240 мкл 2 М КОН и 280 мкл DMSO на лунку. Далее оп-

тическую плотность полученного раствора измеряли при 

620 нм на планшетном ридере «Униплан» [11].

Статистический анализ

Для регистрации апоптоза и некроза клеток SK-N-SH 

во всех экспериментах анализировали не менее 20 полей 

зрения, в каждом из которых находилось 200–250 клеток. 

Каждая проба была в четырех повторениях.

Статистическую обработку результатов исследования 

проводили с применением программы SigmaPlot. Данные 

представлены в виде средних значений и стандартных 

отклонений. Межгрупповые различия оценивали по зна-

чению t-критерия Стьюдента для независимых выборок. 

Различия считали статистически значимыми при р <0,05.

Результаты

Обработка Н
2
О

2 
нейронов SK-N-SH сопровожда-

лась достоверным (p<0,001) увеличением содержания 

радикалов кислорода в цитоплазме клеток по сравнению 

с контрольными необработанными клетками (рис. 1). Этот

результат хорошо согласуется с данными других авторов 

[12]. Стимулирующий эффект пероксида водорода на 

фоне действия ГКТ снижался до значений генерации 

АФК контрольными клетками (см. рис. 1).

В следующих сериях экспериментов было изу-

чено влияние ГКТ на клеточную гибель клеток SK-

N-SH, вызываемую действием H
2
O

2
. На рис. 2 (А, Г) 

видно, что пероксид водорода увеличивал долю некроз-

ных и апоптозных клеток по сравнению с контролем 

(см. рис. 2 Б, Д). Численная обработка этих результа-

тов показала, что доля некрозных клеток увеличивалась 

до 5–10%, а доля апоптозных клеток — до 43%. При 

сравнении результатов апоптоза контрольных клеток 

(см. рис. 2 Б, Д), клеток с пероксидом водорода 

(см. рис. 2 А, Г), а также проб, обработанных ГКТ и пе-

роксидом водорода и ГКТ (см. рис. 2 В, Е), хорошо видно, 

что ГКТ значительно снижает долю апоптозных клеток 

(см. рис. 2 В, Е) по сравнению с действием только одного 

пероксида водорода (см. рис. 2 А, Г). На рис. 3 показан 

АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ПАТОФИЗИОЛОГИИ
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ингибиторный эффект разных доз ГКТ, добавленных до 

воздействия пероксида водорода, который не оказывал 

значительного влияния на величину апоптоза клеток в от-

сутствии пероксида водорода. При добавлении пероксида 

водорода на фоне действия ГКТ происходило снижение 

интенсивности апоптоза этих клеток с 43 до 17% по срав-

нению с таковой в присутствии одного H
2
O

2
 (см. рис. 3). 

Достоверный (p <0,001) защитный эффект ГКТ наблю-

дался уже в дозе 1 мг/мл, а максимальная защита была 

зарегистрирована на дозах 5 и 10 мг/мл (см. рис. 3).

Следует отметить, что добавление одного ГКТ или 

ГКТ вместе с ингибиторами соответствующих протеин-

киназ не изменяло долю клеток, подвергшихся апоптозу, 

по сравнению с контрольными клетками (рис. 4, столби-

ки а и б). В то же время на фоне действия H
2
O

2 
доля апоп-

тозных клеток резко возрастала (см. рис. 4, контрольные 

клетки (КС), столбик в). Если до пероксида к клеткам 

добавляли ингибиторы разных протеинкиназ, то все они 

в разной степени снижали защитный эффект ГКТ. Од-

нако некоторые ингибиторы полностью отменяли за-

щитное действие ГКТ (SB203580 — ингибитор р38МАРК, 

Wortmannin — ингибитор PI-3K), в то время как другие 

ингибиторы (PD98059 — подавляет активность ERK-

киназы, SP600125 — ингибитор JNK-киназы) блокиро-

вали защитный эффект ГКТ только частично. На основа-

нии этих результатов было предположено, что защитный 

эффект ГКТ обусловлен главным образом его влиянием 

на две ключевые протеинкиназы — PI-3K и р38МАРК.

Таким образом, все изученные протеинкиназы уча-

ствуют в регуляции апоптоза, активированного перокси-

дом водорода, однако только ингибиторы р38МАРК и PI-

3K блокируют защитный эффект ГКТ полностью (рис. 5).

Обсуждение

Болезнь Альцгеймера и другие нейродегенеративные 

заболевания характеризуются когнитивными наруше-

ниями, которые наступают в результате гибели нейро-

нов по механизму апоптоза. В настоящее время, к при-

меру, известно, что в патогенезе болезни Альцгеймера 

ключевую роль играет оксидативный стресс, индуци-

рованный амилоидным пептидом Аβ [13]. Этот процесс 

относится к наиболее ранним процессам в патогенезе 

болезни Альцгеймера. Важно отметить, что воздействие 

β-амилоидных пептидов также вызывает увеличение об-

разования АФК нейронами и клетками микроглии. Из-

вестно, что АФК участвуют в повреждениях нейронов при 

Рис. 1. Влияние гемодиализата крови телят (ГКТ) на образова-

ние активных форм кислорода в клетках SK-N-SH при действии 

пероксида водорода.

Примечание. 1 — контроль (без ГКТ и пероксида водорода); 

2 — 100 мкМ пероксида водорода; 3 — инкубация клеток 

с 5 мг/мл ГКТ (1 ч), а затем — добавление 100 мкМ пероксида 

водорода и культивирование в течение 24 ч. OD — оптическая 

плотность (n =6, p <0,001).

Рис. 2. Действие 5 мг/мл  гемодиализата крови телят (ГКТ) и 100 мкМ пероксида водорода на клетки SK-N-SH. Клетки окрашены 

флуоресцентными зондами Hoechst 33342 (10 мкг/мл) и 30 мкМ пропидия йодида.

Примечание. А, Г — клетки, обработанные пероксидом водорода; Б, Д — контрольные клетки; В, Е — клетки, обработанные ГКТ 

и пероксидом водорода. Г, Д, Е — увеличенные фрагменты A, Б, В, соответственно.
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Рис. 4. Действие ГКТ (5 мг/мл), пероксида водорода (100 мкМ) 

и различных ингибиторов на апоптоз клеток нейробластомы 

человека SK-N-SH.

Примечание. ГКТ — гемодиализат крови телят; КС — культураль-

ная среда; SB — 30 мкМ SB203580 (ингибитор р38МАРК); PD — 

50 мкМ PD98059 (ингибитор ERK); Wort — 100 нМ Wortmannin 

(ингибитор PI-3K); SP — 10 мкМ SP600125 (ингибитор JNK). 

Обозначения столбиков: а — клетки без Н
2
О

2
 и ГКТ; б — клетки 

без Н
2
О

2
 и с 5 мг/мл ГКТ; в — клетки с 100 мкМ Н

2
О

2
 без ГКТ; 

г — клетки с 5 мг/мл ГКТ и 100 мкМ Н
2
О

2
 (n =8, p <0,001).

Рис. 5. Схема влияния гемодиализата крови телят на механизмы 

регуляции апоптоза клеток нейробластомы при действии перок-

сида водорода.

других нейродегенеративных заболеваниях [5]. Наряду 

с провоспалительными цитокинами (фактор некроза опу-

холи α и др.), клетки микроглии продуцируют H
2
O

2
, кото-

рый является одним из сильнейших индукторов апоптоза 

в нейронах  и других типах клеток [7, 8]. Полученные нами 

результаты показывают, что ГКТ практически полностью 

ингибировал образование АФК в клетках нейробластомы 

под действием пероксида водорода. В то же время защита 

клеток ГКТ от апоптозактивирующего действия перок-

сидом водорода была неполной. Это свидетельствует 

о том, что одним их механизмов защиты клеток ГКТ 

от пероксидиндуцированной клеточной гибели является 

воздействие ГКТ на механизмы активации образования 

АФК в клетках. В этих процессах в клетках особое место 

отводится НАДФН-оксидазе, активация которой при-

водит к образованию АФК. В механизмах активации 

НАДФН-оксидазы важная роль принадлежит различным 

протеинкиназам, в т.ч. р38МАРК, PI-3K, JNK и дру-

гим механизмам. Эти ферменты также принимают уча-

стие в регуляции апоптоза в разных типах клеток. Ранее 

в ряде работ было показано, что в механизме апоптоза, 

индуцированного пероксидом водорода в нейронах, ло-

кализованных в разных отделах мозга, а также в клетках 

нейробластомы, принимают участие различные внутри-

клеточные сигнальные пути, в т.ч. связанные с протеин-

киназами р38МАРК, PI-3K, JNK, ERK [14, 15].

Защитное действие ГКТ на клетки нейробластомы 

при действии пероксида водорода реализуется путем сни-

жения содержания АФК в клетках, а также путем воздей-

ствия ГКТ на различные механизмы регуляции апоптоза 

клеток нейробластомы. Важно отметить, что сам ГКТ 

практически не влияет на апоптоз и некроз клеток SK-

N-SH и в достаточно высоких дозах не вызывает увели-

чения продукции АФК этими клетками. В присутствии 

ингибиторов ГКТ также практически не влияет на апоп-

тоз этих клеток. Значительное действие ГКТ оказывает 

на апоптоз клеток нейробластомы, индуцированный пе-

роксидом в присутствии и отсутствии ингибиторов. По-

лученные результаты говорят о том, что ключевую роль 

в активации апоптоза клеток под действием пероксида 

водорода играют сигнальные пути с участием MEK, ERK, 

JNK, p38MAPK, PI-3K, что не исключает участия других 

внутриклеточных механизмов в защите ГКТ клеток ней-

робластомы SK-N-SH от действия пероксида водорода.

Заключение

Нейродегенеративные заболевания занимают третье 

в мире место в качестве причины потери трудоспособ-

ности и смерти, обусловленной поражением ЦНС. Поиск 

новых подходов для защиты нейронов при этих заболева-

ниях имеет важное не только теоретическое, но и прак-

тическое значение. Один из таких подходов может быть 

связан с использованием Актовегина — безбелкового ге-

модиализата крови телят, применение которого в течение 

многих лет в лечебной практике не продемонстрировало 

серьезных побочных эффектов.
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Рис. 3. Действие ГКТ на апоптоз клеток нейробластомы человека 

SK-N-SH, индуцированный пероксидом водорода.
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ГКТ (n =6, p <0,001).
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