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С учетом особой роли бета�клеток поджелудочной железы при развитии сахарного диабета было проведено
исследование влияния пероксиредоксина 6 (Prx6) на жизнеспособность и функциональную активность бе�
та�клеток инсулиномы крыс (линия RIN�m5F) в условиях, моделирующих диабет. С этой целью клетки
культивировали при повышенных концентрациях глюкозы в среде или в присутствии провоспалительных
цитокинов (TNF�α и IL�1), известных своей особой ролью в цитотоксических аутоиммунных реакциях при
диабете. Было установлено, что повышение концентрации глюкозы в пределах 23–43 мМ вызывает гибель
20–60% бета�клеток. Добавление Prx6 вызывает снижение уровня активных форм кислорода и защищает
бета�клетки от гипергликемии, снижая гибель клеток RIN�m5F в несколько раз. Исследование секреции
инсулина бета�клетками RIN�m5F показало значительный стимулирующий эффект пероксиредоксина 6 на
инсулин�продуцирующую активность бета�клеток поджелудочной железы. Интересно, что стимулирующая
активность Prx6 была обнаружена как при культивировании бета�клеток в нормальных условиях, так и в
неблагоприятных условиях, вызывающих гибель клеток. Было показано, что в качестве одного из механиз�
мов действия пероксиредоксина 6 на бета�клетки может быть регуляция активности сигнального каскада
NF�κB, в частности, через активацию фосфорилирования RelA/p65 по Ser536.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пероксиредоксин 6, гипергликемия, цитокины, бета�клетки RIN�m5F, продукция
инсулина, сигнальный каскад NF�κB.
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Нарушение функций бета�клеток поджелу�
дочной железы является общим признаком са�
харного диабета 1 и 2 типа. Сахарный диабет 1
типа является аутоиммунным заболеванием, ко�
торое возникает из�за разрушения инсулин�
продуцирующих бета�клеток поджелудочной
железы в результате атаки аутореактивных кло�
нов цитотоксических Т�лимфоцитов. Это забо�
левание проявляется в том случае, когда гибнет

большинство панкреатических бета�клеток че�
рез механизм активации аутореактивных Т�лим�
фоцитов, что приводит к накоплению глюкозы в
крови и вызывает необходимость регулярного
пожизненного применения инсулина больным с
диабетом первого типа [1]. Для сахарного диабе�
та 2 типа, который является серьезным метабо�
лическим заболеванием, основным критерием
является не разрушение, а дисфункция бета�
клеток, а также нарушение инсулиновой резис�
тентности. Этот процесс называют «токсич�
ностью глюкозы» [2]. Окислительный стресс,
который возникает при развитии диабета 1 и 2
типа, считается главным патофизиологическим
фактором сахарного диабета [3]. В мировой ли�
тературе имеются сведения о применении анти�
оксидантов, в основном низкомолекулярных
природных и синтетических веществ, для лече�
ния различных патологий, сопряженных с са�
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харным диабетом [4, 5]. Между тем имеются все
основания считать, что ферменты�антиокси�
данты могут быть более эффективными по сво�
ей способности нейтрализовать активные фор�
мы кислорода (АФК) по сравнению с низкомо�
лекулярными антиоксидантами. Ранее мы пока�
зали терапевтический эффект рекомбинантного
пероксиредоксина 6 (Prx6) при различных пато�
логиях, связанных с окислительным стрессом,
например, механических и термических травмах
кожи, химических ожогах дыхательных путей,
гипоксии�реперфузии кишечника [6–8]. При
этом было доказано, что антиокислительная ак�
тивность Prx6 значительно превышает актив�
ность известных белков�антиоксидантов – супер�
оксиддисмутазы (SОD), каталазы и глутатион�
пероксидазы (GPx). Полагаем, что Prx6 может
быть эффективным в качестве агента, подавля�
ющего уровень окислительного стресса при са�
харном диабете. Действительно, в сравнении с
другими тканями млекопитающих, в бета�клет�
ках поджелудочной железы содержатся более
низкие уровни ферментов�антиоксидантов, та�
ких как SOD, каталаза и GPx, что делает эти
клетки более чувствительными к повреждающе�
му действию АФК [9]. В условиях дефицита эн�
догенных ферментов�антиоксидантов возраста�
ет интерес к использованию новых белков, об�
ладающих антиокислительной активностью и
способных защитить бета�клетки поджелудоч�
ной железы при развитии диабета. В нашей ра�
боте впервые изучали эффективность Prx6 для
снижения повреждающих эффектов в отноше�
нии панкреатических бета�клеток инсулиномы
крыс (линии RIN�m5F), культивируемых в усло�
виях, вызывающих апоптоз и подавление инсу�
лин�продуцирующей активности этих клеток.

Ранее мы показали, что в развитии диабета у
животных участвует система сигнальной транс�
дукции иммунных клеток, при этом особая роль
принадлежит каскаду NF�κB [10]. Действитель�
но, мы установили, что использование ингиби�
тора этого сигнального пути значительно снижа�
ет уровень иммунного дисбаланса в клетках мы�
шей с аллоксан�индуцированным диабетом [11].
В настоящей работе в условиях in vitro важно бы�
ло изучить влияние Prx6 в бета�клетках на ак�
тивность NF�κB, как одного из ключевых путей,
участвующих в регуляции провоспалительного
ответа при окислительном стрессе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование клеток линии RIN�m5F. Клет�
ки инсулиномы крыс (линия RIN�m5F) (ЦКП
«Коллекция культур клеток позвоночных»,

Санкт�Петербург, Россия) выращивали во фла�
конах для культивирования в среде, состоящей
из смеси RPMI 1640 и DMEM («ПанЭко», Рос�
сия) в соотношении 1 : 1, с добавлением 10%�ной
эмбриональной телячьей сыворотки («Thermo»,
Великобритания) и смеси антибиотиков (пени�
циллин – 100 мкг/мл, стрептомицин – 100 мкг/мл,
гентамицин – 50 мкг/мл), с низким содержани�
ем глюкозы (8,0 мМ) при 37 °C, в атмосфере 5%
CO2. В экспериментах были использованы клет�
ки после 3–7 пассажей. Для индукции гипер�
гликемии добавляли глюкозу в диапазоне кон�
центраций 15–35 мМ, конечная концентрация
глюкозы составляла 23–43 мМ. Для индукции
цитокин�индуцированного апоптоза добавляли
смесь провоспалительных цитокинов: фактор
некроза опухолей (TNF�α) (30 нг/мл) и интер�
лейкин (IL�1β) (15 нг/мл). Пероксиредоксин 6 в
концентрации 150 мкг/мл добавляли за 30 мин
до внесения глюкозы/цитокинов. В пределах
каждого независимого эксперимента характе�
ристики образцов измеряли параллельно в 9–12
повторах, получая среднее значение. Усреднен�
ные значения по четырем экспериментам ис�
пользовали для определения достоверности раз�
личий между группами (n = 4). В качестве конт�
ролей использовали клетки, не подвергавшиеся
дополнительной обработке глюкозой, цитоки�
нами или Prx6.

Тест на выживаемость (цитотоксический тест).
Клетки RIN�m5F культивировали в 96�луноч�
ных планшетах («TPP», Швейцария) по 100 мкл
(2 × 104 клеток) в лунку в среде RPMI 1640 («Пан�
Эко», Россия), содержащей 10% эмбриональной
телячьей сыворотки, 2,04 мМ L�глютамина
(«ПанЭко», Россия), 100 мкг/мл стрептомицина
при 37 °С, в атмосфере 5% CO2. Через 24 ч куль�
тивирования к образованному монослою клеток
RIN�m5F добавляли 1 мкг/мл актиномицина D
(«Sigma», США), затем добавляли глюкозу,
и/или цитокины и Prx6. Через 24 ч культивиро�
вания промытый три раза PBS монослой кле�
ток�мишеней окрашивали в течение 10 мин
0,05% кристаллвиолетом («Sigma», США), лунки
тщательно промывали проточной дистиллиро�
ванной водой, и в каждую лунку добавляли по
100 мкл 1%�ного додецилсульфата натрия. Пог�
лощение измеряли через 10 мин при 546 нм на
спектрофотометре для планшетов Titertek
Multiscan MCC/340 («Flow Laboratories», Фин�
ляндия).

Измерение концентрации инсулина. Клетки
RIN�m5F культивировали в 24�луночных план�
шетах («TPP», Швейцария) по 1 мл (1,5 × 106 кле�
ток) на каждую лунку в среде RPMI 1640, содер�
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворот�
ки, 2,04 мМ L�глютамина, 100 мкг/мл стрепто�
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мицина при 37 °С, в атмосфере 5% CO2. Через 24 ч
культивирования к образованному монослою
клеток RIN�m5F добавляли глюкозу или цито�
кины и/или Prx6 в концентрациях, указанных
выше. Затем через 24 ч клетки разрушали 3× за�
мораживанием�оттаиванием. Образцы центри�
фугировали («ELMI», Латвия) при 3000 g в тече�
ние 10 мин, супернатант использовали для даль�
нейшего анализа. Для определения концентра�
ции инсулина были использованы коммерчес�
кие наборы для определения инсулина крысы с
помощью иммуноферментного анализа Rat
Insulin,INS ELISA Kit («Cloud�Clone Corp.», Ки�
тай). Все последующие манипуляции были про�
ведены в соответствии с протоколами проведе�
ния анализа, которые были приложены к набо�
ру. Поглощение измеряли при 450 нм на спект�
рофотометре для планшетов Titertek Multiscan
MCC/340.

Определение активных форм кислорода с ис�
пользованием карбокси�Н2DCFDA. Клетки RIN�
m5F предварительно культивировали в течение
24 ч в 96�ти луночном планшете (2,5 × 104 клеток
на лунку в 100 мкл среды DMEM), отмывали
PBS и добавляли свежеприготовленный раствор
карбокси�Н2DCFDA («Invitrogen», США) в сте�
рильном DMSO в конечной концентрации 2,5 мкM
в среде с обедненной эмбриональной телячьей
сывороткой (2%). Клетки инкубировали с кар�
бокси�Н2DCFDA в темноте 1 ч, затем добавляли
Prx6 и глюкозу и инкубировали еще 1 ч. В качестве
контроля использовали клетки без добавок Prx6
и глюкозы. Зеленую флуоресценцию измеряли с
помощью флуоресцентного планшет�ридера Infi�
nite 200 («Tecan», Австрия) при длине волны воз�
буждения 480 нм и длине волны поглощения 530 нм
(Ex/Em = 485/535 nm), как описано ранее [12].

Ds�Na�ПААГ�электрофорез и иммуноблотинг.
Для приготовления образцов 2 × 106 клеток ли�
зировали с помощью ультразвукового дезинтег�
ратора («UZDN�2T», Россия) на льду при посто�
янном помешивании в течение 2 мин. Белок
осаждали с помощью ацетона и добавляли 2×
солюбилизирующий буфер (50 мМ Тris�НCl, 2%
Ds�Na, 25% (v/v) глицерина, 5% β�меркаптоэта�
нола и 0,1% бромфенолового синего, рН 6,8) в
соотношении 1 : 1. Образцы кипятили в течение
5 мин. Конечная концентрация белка в образцах
составляла 1 мг/мл (белок определяли по методу
Бредфорда [13]), образцы наносились по 10 мкл
в каждую лунку. Наличие белков в образцах оп�
ределяли методом Вестерн�блот анализа с ис�
пользованием наборов следующих антител: кро�
личьи антитела к ph�NF�κB (Ser276) («Santa
Cruz», США); кроличьи антитела к ph�NF�κB
(Ser536) и кроличьи антитела к caspase�3 («Cell
Signaling», США).

Для выявления белков использовали систе�
му ECL («GE Healthcare», Швеция). Фотогра�
фии полос были получены с помощью транс�
иллюминатора TFX�35.WL («Vilber Lourmat»,
Франция). Количественную оценку белков пос�
ле денситометрии проводили с использованием
программы Qapa (Ver. 3.7). Было проведено по
3 независимых эксперимента (используя клетки
от разных пассажей) для каждого белка. Полу�
ченные цифровые данные нормировали к соот�
ветствующему контролю нагрузки (полосам
GAPDH) и выражали в относительных единицах.

Статистический анализ проводили с исполь�
зованием t�критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние пероксиредоксина 6 на жизнеспо�
собность панкреатических бета�клеток изучали
в системе in vitro с использованием линии кле�
ток инсулиномы RIN�m5F. Известно, что про�
лиферативная и регенерационная способности
панкреатических бета�клеток тесно связаны с ко�
личеством высвобождаемого инсулина; действи�
тельно, существует обратная связь между секре�
цией инсулина и концентрацией глюкозы в кро�
ви [14]. Бета�клетки линии RIN�m5F использо�
вали в качестве модели сахарного диабета, при
этом исследовали жизнеспособность этих кле�
ток при их культивировании в неблагоприятных
условиях (повышенное содержание глюкозы и
провоспалительных цитокинов), а также опре�
деляли секрецию инсулина, уровень апоптоза,
активность сигнального каскада NF�κB и эф�
фективность защитного действия Prx6. Кроме
того, тестировали антиоксидантную активность
Prx6 в клетках c использованием зонда карбокси�
H2DCFDA. Результаты показали, что добавле�
ние Prx6 достоверно снижает уровень АФК в
клетках RIN�m5F, культивируемых в присут�
ствии 33 мМ глюкозы (таблица).
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Контроль

100 ± 10,5

Prx 6

115,6 ± 8,52

Глюкоза + Prx6

# 137,5 ± 20,8

Глюкоза

* 182,8 ± 14,6

Влияние Prx6 на уровень АФК в клетках RIN�m5F в присут�
ствии повышенного содержания глюкозы

Примечание. Клетки инкубировали 1 ч в присутствии флуо�
ресцентного красителя карбокси�H2DCFDA и 33 мМ глю�
козы и/или Prx6 (150 мг/мл). Каждое значение – уровень
зеленой флуоресценции, средний от 9–12 повторов, рас�
считанный в % от контроля.
* Достоверное отличие от контроля, р < 0,01; # – достовер�
ное отличие от группы «глюкоза», р < 0,05.
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Исследование влияния провоспалительных
цитокинов на выживаемость клеток. На рис. 1 по�
казаны результаты измерения выживаемости
бета�клеток в присутствии провоспалительных
цитокинов TNF�α и IL�1β. Показано, что до�
бавление смеси двух провоспалительных цито�
кинов индуцирует гибель бета�клеток поджелу�
дочной железы при времени культивирования
клеток в течение 24 и 48 ч. При этом цитотокси�
ческий эффект провоспалительных цитокинов
увеличивался, как при увеличении длительно�
сти культивирования, так и при увеличении кон�
центрации добавленных цитокинов. Так, при
культивировании клеток в течение 24 ч с макси�
мальной концентрацией цитокинов (40 нг для
TNF�α и 15 нг для IL�1β) гибель клеток RIN�
m5F составляла 50%, а при увеличении времени

экспозиции клеток в этих же условиях погибало
более 60% клеток.

Влияние пероксиредоксина 6 на выживаемость
бета�клеток в условиях гипергликемии. В следую�
щей серии экспериментов исследовали выжива�
емость бета�клеток RIN�m5F при повышении
концентрации глюкозы в среде культивирова�
ния, при этом изучали эффект добавления в сре�
ду культивирования клеток Prx6. Результаты
этих исследований представлены на рис. 2. По�
казано, что повышение концентрации глюкозы
в пределах 23–43 мМ вызывает гибель 20–60%
бета�клеток. Добавление Prx6 достоверно защи�
щает бета�клетки от гипергликемии, снижая
число погибших клеток 5× (при концентрации
глюкозы 43 мМ). Полученные результаты ка�
жутся очень важными, поскольку прямая защи�
та бета�клеток поджелудочной железы от гибели
в условиях гипергликемии с применением пе�
роксиредоксина 6 позволяет предположить эф�
фективность этого фермента�антиоксиданта и в
условиях in vivo. Сохранение бета�клеток в неб�
лагоприятных условиях гипергликемии при до�
бавлении Prx6 ставит вопрос о том, какова
функциональная активность этих клеток, ос�
новная роль которых связана с секрецией инсу�
лина.

Влияние пероксиредоксина 6 на секрецию ин�
сулина бета�клетками RIN�m5F. Результаты, по�
казанные на рис. 3, демонстрируют значитель�
ный стимулирующий эффект Prx6 на инсулин�
продуцирующую активность бета�клеток под�
желудочной железы. Интересно, что стимулиру�
ющая активность Prx6 была обнаружена как при
культивировании бета�клеток в нормальных ус�
ловиях, так и в неблагоприятных условиях, вы�
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Рис. 1. Гибель бета�клеток RIN�m5F при их культивирова�
нии в течение 24 и 48 ч в присутствии цитокинов. * Досто�
верное отличие от контроля, р < 0,05; ** достоверное отли�
чие от контроля, р < 0,01

Рис. 2. Защитное действие Prx6 на жизнеспособность кле�
ток RIN�m5F, культивируемых 24 ч в среде с высоким со�
держанием глюкозы. * Достоверное отличие от контроля,
р < 0,05; ** достоверное отличие от контроля, р < 0,01; # дос�
товерное отличие от клеток, культивируемых без Prx6 в
присутствии 35 мМ глюкозы, р < 0,01

Рис. 3. Продукция инсулина клетками RIN�m5F при их
культивировании 24 ч при добавлении в среду культивиро�
вания глюкозы (33 мМ), цитокинов (40 нг/мл TNF�α и
15 нг/мл IL�1β), Prx6 и их комбинаций. * Достоверное от�
личие от контроля, р < 0,01; # достоверное отличие от груп�
пы «цитокины», р < 0,01; + достоверное отличие от группы
«глюкоза», р < 0,01
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зывающих гибель клеток. Действительно, и в
присутствии цитокинов, и в условиях гипергли�
кемии, добавление Prx6 в среду культивирова�
ния резко увеличивало инсулин�продуцирую�
щую активность клеток.

Влияние пероксиредоксина 6 на апоптоз и ак�
тивность каскада NF�κκB в бета�клетках RIN�m5F.
Уровень апоптоза бета�клеток RIN�m5F оцени�
вали по измерению соотношения активирован�
ной/неактивированной каспазы 3 (рис. 4, а).
Показали, что при повышенном содержании
глюкозы в среде культивирования клеток (33 мМ)
наблюдается достоверное повышение уровня
апоптоза. При этом присутствие Prx6 в среде
полностью устраняло эффект гипергликемии,
нормализуя соотношение активированной и не�
активированной каспазы 3.

Фактор транскрипции NF�κB является клю�
чевым участником ответа клетки на стресс, по�
вреждение и воспаление [15]. В цитоплазме NF�κB
присутствует в качестве p65/p50 гетеродимера,
который поддерживается в неактивном состоя�
нии IκB белками. В ответ на воздействие раз�
личных факторов, включая окислительный

стресс, NF�κB активируется путем фосфорили�
рования IκB и высвобождения димера p65, что
вызывает транслокацию NF�κB в ядро и запуск
экспрессии генов, регулирующих продукцию
цитокинов [16]. Известно, что именно посттранс�
ляционные модификации сигнального белка
р65/NF�κB определяют его транскрипционную
специфичность. Наиболее важными сайтами фос�
форилирования p65 являются Ser276 и Ser536.
Ser536 фосфорилируется киназами IKK, TANK
(TBK1) и RSK1. Фосфорилирование Ser276 обыч�
но происходит при участии протеинкиназы А
(PKA) в цитоплазме и киназы MSK1 в ядре [17].
Посттрансляционная модификация p65 при
фосфорилировании Ser536 описана практичес�
ки при всех известных видах неспецифических
ответов клетки, ее биологическая роль сходна с
функцией фосфо�p65 (Ser276). В то время как
активация по Ser276 способствует увеличению
периода полураспада p65 [18], фосфорилирова�
ние Ser536 с участием IKK связано с усилением
протеосомной деградации этого транскрипцион�
ного фактора в активированных макрофагах [19].
Таким образом, фосфорилирование p65 по
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Рис. 4. Влияние Prx6 на апоптоз бета�клеток RIN�m5F (a) и на активность сигнального каскада NF�κB (б) при культиви�
ровании клеток в присутствии 33 мМ глюкозы в течение 24 ч. Показаны фотографии полос от одного эксперимента, ги�
стограммы показывают средние значения от трех независимых экспериментов. а – Гистограммы под полосками – соотно�
шение двух форм каспаз; * достоверное отличие от контроля, р < 0,05; # достоверное отличие между группами «глюкоза»
и «Prx6 + глюкоза», р < 0,01. б – гистограммы под полосками – результаты денситометрии полос, в относительных еди�
ницах. * Достоверное отличие от контроля, р < 0,05; # достоверное отличие между группами «глюкоза» и «Prx6 + глюкоза».
GAPDH (Глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназа) – контроль загруженности полосок



НОВОСЕЛОВА  и  др.

Ser276, скорее всего, связано с выживаемостью
клеток, тогда как фосфорилирование по Ser536
может приводить к гибели клеток путем апопто�
за. Активность сигнального каскада NF�κB оце�
нивали по фосфорилированию RelA/p65 по двум
сериновым остаткам (Ser276 и Ser536) (рис. 4, б).
Показали, что культивирование клеток в присут�
ствии 33 мМ глюкозы 2× увеличивает фосфори�
лирование RelA/p65 по Ser276, но не изменяет
фосфорилирование по Ser536. Интересно, что
добавление к клеткам Prx6 приводит к еще более
значительному фосфорилированию RelA/p65 по
Ser536, при этом не изменяется фосфорилиро�
вание NF�κB по Ser276. Важно отметить, что в
отсутствие повышенного содержания глюкозы,
добавление Prx6 также значительно повышает
активность каскада NF�κB, не влияя при этом
на уровень апоптоза RIN�m5F клеток.

Таким образом, Prx6 в условиях in vitro оказы�
вает очевидный защитный эффект на бета�клет�
ки, повышая их выживаемость и инсулин�проду�
цирующую активность в условиях повышенного
содержания глюкозы. Доказано, что влияние
Prx6 на бета�клетки осуществляется через акти�
вацию сигнального каскада NF�κB путем увели�
чения фосфорилирования RelA/p65 по Ser536.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что дисфункция бета�клеток под�
желудочной железы является ключевым процес�
сом в развитии и прогрессировании сахарного
диабета, а нарушение функций бета�клеток спо�
собствуют снижению секреции инсулина и по�
следующему ускоренному развитию патологии.
В нашей работе для защиты RIN�m5F бета�кле�
ток впервые использовали фермент�антиокси�
дант пероксиредоксин 6, при этом были получе�
ны впечатляющие результаты, доказывающие
эффективность применения Prx6 как для сни�
жения уровня апоптоза бета�клеток в условиях
гипергликемии, так и для восстановления их
способности секретировать инсулин.

В этой связи было важно исследовать влия�
ние Prx6 на инсулин�секреторную функцию бе�
та�клеток, а также на выживаемость этих клеток
в неблагоприятных условиях, вызванных присут�
ствием цитокинов или повышенного содержа�
ния глюкозы. В настоящем исследовании клет�
ки RIN�m5F, выращенные в среде с высоким со�
держанием глюкозы, были менее жизнеспособ�
ны по сравнению с клетками, выращенными в
условиях с низкой концентрацией глюкозы, что
не противоречит известным данным. Однако
нам удалось достичь значительного увеличения
выживаемости клеток, культивированных в ус�

ловиях гипергликемии, с использованием Prx6.
Это новые данные, неизвестные в мировой ли�
тературе, указывающие на перспективность
применения этого препарата для снижения па�
тологических последствий сахарного диабета.

Известно, что провоспалительные цитокины
(TNF�α и IL�1β) являются важными участника�
ми патогенеза диабета 1 типа [20], при этом ми�
шенью этих цитокинов являются бета�клетки.
Механизм разрушительного воздействия IL�1β
реализуется через ингибирование фактора транс�
крипции MafA и транскрипции гена инсулина [21].
Продукция и секреция этого цитокина, индуци�
руемая высоким содержанием глюкозы, способ�
ствует гибели бета�клеток [22]. В настоящей ра�
боте мы показали, что присутствие TNF�α и IL�1β
приводит к снижению выживаемости RIN�m5F
клеток, при этом добавление Prx6 в среду куль�
тивирования защищает клетки от токсического
действия цитокинов, способствуя повышению
их способности продуцировать инсулин. Таким
образом, удалось установить, что в присутствии
Prx6 бета�клетки поджелудочной железы, культи�
вируемые в неблагоприятных условиях (напри�
мер, при высоком содержании глюкозы или в
присутствии провоспалительных цитокинов),
сохраняют способность к повышенной секре�
ции инсулина. Считаем, что это является самым
важным результатом настоящей работы.

Возникает вопрос о механизме воздействия
Prx6 на секрецию инсулина бета�клетками, ко�
торые культивируются в обычных условиях.
Действительно, Prx6 приводит к стимуляции
выработки инсулина независимо от присут�
ствия добавок глюкозы или цитокинов. Другие
авторы, изучая влияние фермента�антиокси�
данта (пероральный миметик GPx) на измене�
ние уровня инсулина в крови молодых крыс по
мере их взросления, показали, что к 14�й неделе
количество инсулина у животных, получающих
антиоксидант, достоверно возрастало [23]. Авто�
ры считают, что это объясняется повышением
содержания двух транскрипционных факторов
(Pdx1 и белка MafA), важных для синтеза инсу�
лина. Вполне возможно, что Prx6 также может
участвовать в регуляции продукции инсулина,
причем это предположение в дальнейшем необ�
ходимо проверить.

Анализируя разные патологии, сопряжен�
ные с окислительным стрессом у животных, ус�
тановили, что механизм защитного действия
Prx6 обусловлен, по крайней мере, двумя обстоя�
тельствами: во�первых, пероксидазной актив�
ностью фермента и, во�вторых, сигнально�регу�
ляторной функцией Prx6, которая не связана с
его пероксидазной активностью, как указано в
нашем обзоре [24].
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Судя по результатам предыдущих исследова�
ний, активация NF�κB может запускать про�
или анти�апоптотические каскады [25]. Извест�
но, что бета�клетки поджелудочной железы яв�
ляются мишенями аутоиммунной атаки, кото�
рая провоцируется провоспалительными цито�
кинами, которые активируют NF�κB и способ�
ствуют транслокации NF�κB в ядро клетки [26].
Эти цитокины модифицируют экспрессию со�
тен генов, приводя к дисфункции бета�клеток и
их гибели от апоптоза [27]. Некоторые из этих
генов, индуцированных цитокинами, регулиру�
ются активацией NF�κB и являются предпола�
гаемыми мишенями для NF�κB [28].

Другие данные свидетельствуют о том, что
активированный сигнальный каскад NF�κB в
бета�клетках может играть защитную роль. Так,
была получена модель трансгенных диабетных
мышей, у которых наблюдали ингибирование
NF�κB в бета�клетках поджелудочной железы [29].
В этой работе было показано, что длительная
блокада NF�κB у новорожденных животных в те�
чение развития поджелудочной железы умень�
шала экспрессию ключевых генов в пути секре�
ции инсулина и уменьшала общее количество
эндокринных клеток в поджелудочной железе
мышей. Это не противоречит результатам, полу�
ченным в работе Kim et al. [30], которые показа�
ли, что NF�κB предотвращает клеточную гибель

и развитие диабета 1 типа у трансгенных NOD
мышей, и свидетельствует о том, что NF�κB мо�
жет играть анти�апоптотическую роль в бета�
клетках мышей NOD и потенциально может
предотвратить развитие диабета. В настоящей
работе показано, что добавление Prx6 к бета�клет�
кам RIN�m5F значительно увеличивает актив�
ность каскада NF�κB. На фоне того, что перок�
сиредоксин 6 увеличивает жизнеспособность и
инсулин�секреторную активность этих клеток, в
данном случае можно утверждать, что NF�κB
проявляет анти�апоптотическую активность.
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Taking into account the special role of pancreatic β�cells in development of diabetes mellitus, the effects of peroxire�
doxin 6 (Prx6) on the viability and functional activity of rat insulinoma RIN�m5F β�cells were studied under condi�
tions simulating diabetes. To this end, cells were cultured with elevated concentrations of glucose in the medium or in
the presence of pro�inflammatory cytokines (TNF�α and IL�1) that are known for their special role in cytotoxic
autoimmune reactions in diabetes. It was found that increased glucose concentration in the range 23–43 mM caused
the death of 20–60% of β�cells. Added Prx6 significantly reduced level of reactive oxygen species and protected β�cells
from hyperglycemia, reducing RIN�m5F cell death by several times. Prx6 showed a significant stimulatory effect on
the insulin�producing activity of pancreatic β�cells. Interestingly, the stimulating activity of Prx6 was detected during
cultivation of β�cells both in normal and adverse conditions that cause cell death. One of the mechanisms of Prx6
action on β�cells could be a regulation of NF�κB signaling cascade, in particular, through activation of RelA/p65
phosphorylation at Ser536.
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