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реакций в объеме всей циркулирующей крови [1, 
3]. Известно, что ключевым моментом в фотомоди-
фикации клеток УФ-излучением является индукция 
пероксидного фотоокисления липидов (ПФОЛ). Это 
приводит к изменению структуры мембран и на-
рушению их целостности. В результате как ПФОЛ, 
так и непосредственного действия АФК на системы 
транспорта ионов повышается проницаемость мем-
бран для различных веществ, в том числе — для 
ионов кальция. Цитоплазматический кальций ис-
пользуется в качестве ключевого сигнального мес-
сенджера фактически во всех типах живых клеток. 
В Т-лимфоцитах повышение концентрации внутри-
клеточного Са2+ запускает транскрипцию эффектор-
ных цитокинов [4]. Снижение концентрации ионов 
кальция в клетке приводит к ослаблению активации 
Т-клеток [5].

Следует отметить, что увеличение содержания 
кальция внутри клетки приводит к активации мно-
гих ферментов, в том числе NО-синтазы, что при-
водит к усилению ПОЛ. Таким образом, поддержа-
ние концентрации Са2+ в определенном диапазоне 
является важной задачей живой клетки.

ВВЕДЕНИЕ
Для стимуляции в организме пролиферативных 

процессов (репаративной регенерации тканей, ге-
мопоэза, иммуногенеза) современная медицина 
широко использует различные методы светолечения 
[1, 2]. Одним из широко распространенных методов 
терапии является аутотрансфузия УФ-облученной 
крови (АУФОК). Ведущее место в лечебном эффек-
те АУФОК принадлежит перестройке иммунной 
системы организма. Объектами непосредственного 
воздействия УФ-света являются все компоненты 
крови, в том числе иммунокомпетентные клетки и 
гуморальные факторы иммунитета. Облученная 
кровь при возвращении в кровяное русло активи-
рует массу циркулирующих лимфоцитов. Предпо-
лагается, что передача вызванных светом изменений 
от фотомодифицированных клеток к интактным 
является следствием образования облученными 
лейкоцитами активных форм кислорода (АФК) и 
немедленной инициации каскада АФК-образующих 
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Abstract. It has been examined the infl uence of UV-light (240—390 nm) in dozes 151 and 755 J/m2 on 
the activity of Са2+-ATPase plasmatic membrane of photomodify lymphocytes of donors blood in the pres-
ence of antioxidant enzymes (catalase and superoxide dismutase) and the blocker of protein synthesis — 
cycloheximide. It has been shown that occurrence of catalase and superoxide dismutase in physiological 
concentration of UV-irradiated lympocytes render shielding effect on plasmatic membrane and blockade 
photoinactivation of observable enzymes. The increasing of activity of Ca2+-ATPase of photomodify lym-
phocytes in the course of diurnal incubation is caused basically for synthesis of protein de novo.
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Эукариотические клетки содержат системы 
транспорта Са2+ в плазматической мембране, в 
митохондриях и в эндоплазматическом ретикулу-
ме. Как правило, плазматическая мембрана со-
держит три системы: Са2+-каналы, специфичную 
АТФазу и Na+-Сa2+ обменник. Вход Са2+ в клетки 
по градиенту концентрации осуществляется, в 
основном, по Са2+-каналам плазматической мем-
браны. Выход Са2+ осуществляется Са2+-АТФазой 
и Na+/Сa2+-обменником. Уровень кальция поддер-
живается также Са2+-АТФазой эндоплазматическо-
го ретикулума (ЭР) и митохондриальными Са2+-
транспо ртирующими системами [6]. Известно, что 
объем эндоплазматического ретикулума составля-
ет около 1 % от общего объема Т-лимфоцитов, 
поэтому только вход экстраклеточного Са2+ через 
ионные каналы может обеспечить необходимый 
для активации лимфоцитов уровень внутриклеточ-
ного Са2+ [7].

В последнее время появляется все больше ра-
бот, в которых ионные каналы рассматриваются 
как возможные участники процессов, связанных 
как с пролиферацией, так и с программируемой 
смертью клеток. В ряде работ [8, 9] показано, что 
вход кальция через каналы TRPV6 может модули-
ровать пролиферацию трансформированных кле-
ток и менять их резистентность к апоптотической 
гибели. В процессе выведения Са2+ за пределы 
клетки важнейшую роль играет Ca2+-АТФаза плаз-
матических мембран — ионный насос, способный 
переносить Са2+ против 10000-кратного градиента.

В связи с вышеизложенным возникает необхо-
димость проведения исследований, направленных 
на изучение активности Са2+-АТФазы плазматиче-
ских мембран лимфоцитов, обеспечивающей под-
держание внутриклеточной концентрации Са2+ под 
действием УФ-света в терапевтическом диапазоне 
доз, используемых при АУФОК-терапии.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Выделение лимфоцитов из периферической 

крови доноров осуществляли путем ее центрифу-
гирования в градиенте плотности фиколл-
урографина (ρ = 1,077 г/см3).

УФ-облучение лимфоцитов (2 · 106 клеток/мл) 
в отсутствие и в присутствии ферментов антиок-
сидантной защиты (каталазы и супероксиддисму-
тазы) проводили при их непрерывном перемеши-
вании магнитной мешалкой в термостатируемой 
кювете (20 ± 1 °C) с помощью ртутно-кварцевой 
лампы типа ДРТ-400 через светофильр УФС-1 с 
полосой пропускания 240—390 нм в течение 1 и 

5 минут. Интенсивность облучения составляла 
151 Дж/(м2 · мин). Объем вносимого в кювету об-
разца 2 мл.

Нативные и облученные лимфоциты инкуби-
ровали в питательной среде RPMI-1640 в отсут-
ствие и в присутствии каталазы в конечной концен-
трации 10–6 моль/л, супероксиддисмутазы (2·10–7 
моль/л) и циклогексимида (10–4 моль/л) при темпе-
ратуре 37 °C в атмосфере с [СО2] = 5 %.

Для определения активности Са2+-АТФазы 
клетки лизировали путем гипоосмотического шока 
и центрифугированием осаждали плазматические 
мембраны [10]. Активность Са2+-АТФазы плазма-
тических мембран определяли по количеству про-
дукта гидролиза АТФ-фосфата по методу Лоури и 
Лопеса в модификации Скулачева [11]. Измерения 
проводили на спектрофотометре Shimadzu RF-5301 
PC (Япония).

Статистическую обработку результатов иссле-
дований проводили с помощью пакета программ 
”Excel”. Отличия величин тестируемых показате-
лей в контрольных и опытных сериях эксперимен-
тов оценивали с помощью метода попарной стати-
стики, используя t-критерий Стьюдента, с уровнем 
значимости 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее в работе [12] нами показано, что актив-

ность Са2+-АТФазы плазматических мембран 
увеличивается на 13 % непосредственно после 
облучения клеток в дозе 755 Дж/м2. Повышение 
активности Са2+-АТФазы на начальных стадиях 
ПФОЛ может происходить за счет накопления 
гидроперекисей фосфолипидов [13]. Наблюдаемая 
активация кальциевого насоса может быть вы-
звана также повышением концентрации Са2+ в 
цитоплазме — как за счет его выхода из внутри-
клеточных депо (митохондрии и эндоплазматиче-
ская сеть), так и в результате повышения пассив-
ной проницаемости наружной мембраны для 
ионов (в результате ПОЛ). Ионы Са2+, связываясь 
с кальмодулином, активируют фермент. Выявлен-
ное нами повышение активности фермента на-
правлено на нормализацию концентрации Са2+ в 
цитоплазме.

Активность многих мембранных ферментов, в 
том числе и Са2+-АТФазы, существенно зависит от 
вязкости и химической природы окружающих ли-
пидов: чем ниже текучесть липидного бислоя, тем 
меньше скорость гидролиза АТФ [14].

Снижение активности фермента на 38 % после 
4 часов инкубации может быть связано с тем, что 
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в ходе инкубации клеток в питательной среде про-
исходит повышение уровня ПОЛ. Известно, что 
Са2+-АТФаза инактивируется при повышении уров-
ня ПОЛ в мембране вследствие обеднения микро-
окружения фермента полиеновыми фосфолипида-
ми [13].

Чтобы определить вклад ПОЛ в процесс инак-
тивации фермента, мы исследовали влияние фер-
ментов антиоксидантной защиты (каталазы и су-
пероксиддисмутазы) на активность Са2+-АТФазы 
лимфоцитов при их УФ-облучении.

Повышение активности Са2+-АТФазы в при-
сутствии СОД (рис. 1) указывает на то, что в фото-
модифицированных клетках СОД оказывает за-
щитное действие на плазматическую мембрану, и, 
следовательно, снижение активности Са2+-АТФазы 
в среде без антиоксидантов обусловлено (даже от-
части) повышением ПФОЛ. Установлено, что при-
менение антиоксидантов наиболее эффективно при 
их внесении в среду за 10—20 мин до облучения, 
так как их фотопротекторные свойства зависят не 
только от присутствия в растворе, но и от взаимо-
действия с мембраной. Так, было показано [15] 
увеличение защитного действия СОД по отноше-
нию к эритроцитарной мембране при внесении 
антиоксиданта перед облучением. Тот факт, что 
фотопротекторные свойства СОД проявляются в 
большей степени в том случае, если воздействию 
УФ-света предшествовала инкубация эритроцитар-
ных клеток с ферментом, можно рассматривать как 
косвенное доказательство того, что в эритроцитах 
СОД может быть локализована на мембране. В 

случае лимфоцитов больший защитный эффект 
проявляется при добавлении СОД после облучения 
лимфоцитов (151 Дж/м2). Вероятно, для лимфоци-
тов большую роль в развитии ПФОЛ играет тем-
новая стадия процесса; возможно, не происходит 
сорбция СОД на мембране.

После УФ-модификации лимфоцитов в при-
сутствии каталазы не выявлено достоверных из-
менений в активности Са2+-АТФазы как непосред-
ственно после облучения, так и через 4 часа ин-
кубации (рис. 2). По-видимому, Н2О2, разрушае-
мый каталазой, вносит меньший вклад в повреж-
дение мембран УФ-облученных клеток (по 
крайней мере, на начальных стадиях). Увеличение 
активности УФ-облученной Са2+-АТФазы в при-
сутствии каталазы (фермент добавляли сразу по-
сле облучения лимфоцитов) в ходе суточной ин-
кубации клеток может быть обусловлено усиле-
нием процесса ПОЛ, в том числе за счет образо-
вания Н2О2 (например, в ходе супероксиддисму-
тазной реакции).

Кроме того, в активации Са2+-АТФазы опреде-
ленную роль может играть синтез белка de novo, о 
чем свидетельствует снижение активности фермен-
та в лимфоцитах, инкубируемых в присутствии 
циклогексимида (рис. 3). Известно [16], что про-
дуцируемые УФ-облученными лимфоцитами АФК 
могут активировать факторы транскрипции и сти-
мулировать таким образом синтез ряда белков. 
Вероятно, УФ-облучение индуцирует образование 
достаточного количества АФК для активации дан-
ных факторов.

Рис. 1.Изменение активности Са2+-АТФазы фотомоди-
фицированных лимфоцитов в присутствии СОД. Обо-
значения: 1 — нативные клетки; 2, 3, 4 — фотомодифи-
цированные в дозе 151 Дж/м2 клетки (2 — инкубируемые 
в отсутствие СОД; 3 — облучаемые в присутствии СОД; 
4 — инкубируемые в присутствии СОД)

Рис. 2. Изменение активности Са2+-АТФазы фотомоди-
фицированных лимфоцитов в присутствии каталазы. 
Обозначения: 1 — нативные клетки; 2, 3, 4 — фотомо-
дифицированные в дозе 151 Дж/м2 клетки (2 — инкуби-
руемые в отсутствие каталазы; 3 — облучаемые в при-
сутствии каталазы; 4 — инкубируемые в присутствии 
каталазы)
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Таким образом, использование каталазы и СОД 
при УФ-модификации лимфоцитов оказывает за-
щитное действие на плазматическую мембрану и 
препятствует фотоинактивации исследуемого фер-
мента. Следовательно, снижение (хотя бы частич-
но) активности Са2+-АТФазы при УФ-облучении 
является следствием интенсификации процессов 
ПОЛ. Повышение активности Са2+-АТФазы фото-
модифицированных лимфоцитов в ходе их суточ-
ной инкубации обусловлено в основном синтезом 
белка de novo.
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Рис. 3. Изменение активности Са2+-АТФазы в интактных 
и фотомодифицированных лимфоцитах, инкубируемых 
в присутствии циклогексимида. Обозначения: 1 — клет-
ки после выделения; 2, 3 — клетки, инкубируемые в 
течение 24 часов в отсутствие и в присутствии цикло-
гексимида соответственно
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