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ВЛИЯНИЕ ДОНОРА СЕРОВОДОРОДА GYY4137 НА АКТИВАЦИЮ 
НЕЙТРОФИЛОВ ЧЕЛОВЕКА ЛИПОПОЛИСАХАРИДАМИ E. сoli
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Липополисахариды, компоненты клеточной стенки грамотрицательных бактерий, активируют
нейтрофилы, провоцируя многие патологические процессы, в том числе грамотрицательный сеп-
сис. Липополисахариды ингибируют спонтанный апоптоз нейтрофилов, что индуцирует развитие
воспаления. В работе охарактеризовано действие донора H2S (GYY4137) на активацию нейтрофилов
человека липополисахаридами Escherichia сoli. Оценено изменение редокс-статуса нейтрофилов
(уровня активных форм кислорода, внутриклеточного глутатиона, NO), апоптоза и митохондриаль-
ного потенциала клеток под действием липополисахаридов в присутствии и в отсутствие GYY4137.
GYY4137 снижает уровень активных форм кислорода в нейтрофилах, незначительно снижает уро-
вень внутриклеточного глутатиона и не влияет на уровень NO, не оказывая при этом апоптогенного
действия. Липополисахариды индуцируют повышение содержания активных форм кислорода и ин-
гибируют спонтанный апоптоз нейтрофилов. Установлено, что GYY4137 предотвращает рост уров-
ня активных форм кислорода, вызванный липополисахаридами, и приводит к снижению индуци-
рованного липополисахаридами ингибирования апоптоза нейтрофилов. Таким образом, механизм
защитного действия GYY4137 при воспалении, вызванном бактериальной инфекцией, связан с ней-
трализацией эффекта липополисахаридов на нейтрофилы.

Ключевые слова: нейтрофилы, донор сероводорода GYY4137, липополисахариды, апоптоз, актив-
ные формы кислорода, глутатион
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Клетки системы врожденного иммунитета –
нейтрофилы, или полиморфноядерные лейкоци-
ты, являются, наряду с макрофагами и дендрит-
ными клетками, первичными фагоцитами, кото-
рые привлекаются в очаг поражения для защиты
от внешнего патогена. Нейтрофилы активируют-
ся в ответ на патоген, что сопровождается выделе-
нием активных форм кислорода (АФК) во внеш-
нюю среду и способствует гибели чужеродных
клеток. Однако чрезмерная активация нейтрофи-
лов может вызывать развитие воспаления и ги-
бель собственных клеток организма. Нейтрофи-
лы несут на своей поверхности Толл-подобный
рецептор 4 (TLR4), они способны активироваться
под действием липополисахаридов (LPS) – ос-
новных компонентов клеточной стенки грамот-
рицательных бактерий. LPS высвобождаются из

клеточной стенки и образуют комплекс с LBP
(LPS-binding protein), который передает LPS на
мембранную форму CD14, а затем на молекулу
MD2. Далее в результате димеризации двух ком-
плексов LPS-MD2-TLR4 формируется гетероди-
мерный рецепторный комплекс [1]. Этот комплекс
активируется после присоединения большой груп-
пы адаптерных белков, что приводит к передаче
сигнала на внутриклеточные сигнальные пути (с
участием ERK1/2, p38MAPK, SAPK/JNK, PI3K).
На следующем этапе эти сигналы достигают фак-
торов транскрипции, таких как ядерный фактор
(NF-κB) и белок AP-1, что приводит к секреции
провоспалительных медиаторов, включая NO,
АФК, TNFα [2]. Активация нейтрофилов под
действием LPS вызывает увеличение продукции
АФК, повышение экспрессии факторов адгезии в

Сокращения: LPS – липополисахариды, АФК – активные формы кислорода, PBS – фосфатно-солевой буфер, GYY4137 –
донор H2S, DPI – хлорид дифенилениодония, PMA – форбол-12-миристат-13-ацетат.
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клеточной мембране и секреции ряда провоспа-
лительных цитокинов и медиаторов воспаления.
LPS ингибирует апоптоз нейтрофилов, что увели-
чивает время жизни активированных клеток. Акти-
вация нейтрофилов и других клеток врожденного
иммунитета под действием LPS считается ключе-
вым событием патогенеза грамотрицательного сеп-
сиса и других заболеваний, связанных с LPS [3].

Работы последних лет показали, что газо-
трансмиттер сероводород (H2S) вовлечен в регу-
ляцию многих биологических систем. Доноры се-
роводорода все чаще рассматривают в качестве
возможных терапевтических средств, обладаю-
щих противовирусными и противовоспалитель-
ными свойствами. Среди них особое внимание
уделяется GYY4137 (morpholin-4-ium 4-methoxy-
phenyl(morpholino) phosphinodithioate) – первой
органической малой молекуле, охарактеризован-
ной как медленный донор H2S, активно изучае-
мой на различных биологических моделях in vitro
и in vivo [4]. Показано, что GYY4137 сдерживает
развитие индуцированного LPS воспаления ды-
хательных путей у мышей, снижая, в частности,
количество нейтрофилов в бронхоальвеолярной
жидкости [5]. GYY4137 защищает также от LPS-
индуцированного повреждения легких, снижая
уровень окислительного стресса и воспаления [6].
Показано также, что GYY4137 защищает крыс от
эндотоксического шока, индуцированного LPS,
ингибируя продукцию провоспалительных цито-
кинов (TNF-α, IL-1 β, IL-6), снижая активацию
NF-kB, миелопероксидазы и других провоспали-
тельных факторов [7]. Механизмы защитного
действия GYY4137 и снижения количества ней-
трофилов в зоне воспаления до сих пор не уста-
новлены. Нами охарактеризовано действие доно-
ра сероводорода GYY4137 на нейтрофилы челове-
ка, подвергнутые воздействию LPS из Escherichia
сoli. Оценено изменение редокс-статуса нейтро-
филов, их апоптоза, жизнеспособности и способ-
ности к активации при действии LPS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использованы LPS из E. coli
О55:В5, культуральная среда RPMI-1640, йодид
пропидия (РI), HEPES, раствор Хенкса (HBSS),
L-глутамин, фиколл 400, фосфатно-солевой буфер
(PBS), форбол-12-миристат-13-ацетат (РМА),
хлорид дифенилениодония (diphenyleneiodonium
chloride (DPI)), GYY4137 morpholin-4-ium 4-me-
thoxyphenyl(morpholino) phosphinodithioate di-
chloromethane complex (“Sigma-Aldrich”, США).
Эмбриональная телячья сыворотка, тестирован-
ная на присутствие эндотоксина (0.01 ед./мл)
(“HyClone”, США).

Выделение нейтрофилов. Нейтрофилы выделя-
ли из периферической крови здоровых доноров-

добровольцев с помощью метода дифференци-
ального центрифугирования на двухслойном гра-
диенте фиколла–верографина (1.119 и 1.077 г/мл).
Чистоту выделенных нейтрофилов контролиро-
вали по их морфологии. Содержание нейтрофи-
лов в образце составляло ~98% от общего количе-
ства клеток. Жизнеспособность нейтрофилов во
всех экспериментах контролировали на флуо-
ресцентном микроскопе с использованием PI
(30 мкМ) в качестве флуоресцентного зонда, из-
меряя долю клеток, непроницаемых для PI, в об-
щем количестве клеток [8]. Жизнеспособность
клеток после выделения составляла 98–99%.

Проточная цитометрия. Популяции нейтрофи-
лов анализировали на проточном цитофлуори-
метре BD LSRFortessa™ (“Becton Dickinson”,
США). Перед окрашиванием клетки центрифу-
гировали, удаляли супернатант и ресуспендиро-
вали в 100 мкл PBS. Уровень АФК оценивали с
помощью дигидрородамина 123 (DHR 123) (“Invi-
trogen”, США, Ex/Em = 507/525), который позво-
ляет регистрировать АФК не только в цитозоле,
но и в митохондриях. Клетки окрашивали, добав-
ляя к ним DHR 123 до конечной концентрации
10 мкМ и инкубировали в течение 30 мин при
37°С в темноте. Уровень глутатиона оценивали с
помощью ThiolTracker (Ex/Em = 405/525 нм), а
уровень NO c помощью DAF-FM (Ex/Em =
= 495/515 нм) (“Invitrogen”). К клеткам для окра-
шивания добавляли ThiolTracker до конечной
концентрации 7.5 мкМ или DAF-FM до концен-
трации 10 мкМ и инкубировали в течение 30 мин
при 37°С в темноте [9, 10]. Апоптотические клет-
ки регистрировали с помощью аннексина V (“In-
vitrogen”), меченного флуоресцеином (FITC,
Ex/Em = 494/518 нм). Апоптотическими клетка-
ми считали клетки, которые окрашивались аннек-
сином V, но не окрашивались PI. Для определения
апоптоза суспензию клеток центрифугировали
(1000 об/мин, 10 мин), отбирали супернатант и
ресуспендировали в буфере для связывания ан-
нексина (10 мM HEPES, 140 мM NaCl, 2.5 мM
CaCl2, pH 7.4). Затем к 100 мкл суспензии клеток
(106 клеток/мл) добавляли 5 мкл раствора конъ-
югата аннексина. Пробы инкубировали в течение
15 мин в темноте при комнатной температуре, по-
сле чего добавляли 400 мкл буфера для связыва-
ния аннексина и ставили на лед [10]. Изменение
величины митохондриального потенциала (Ψ) оце-
нивали с помощью красителя MitoProbe DilC1(5)
(Ex/Em = 638/658 нм) (“Invitrogen”) в клетках с не-
поврежденной мембраной [10]. При снижении ми-
тохондриального потенциала интенсивность флуо-
ресценции DilC1(5) снижается. Для определения
клеток с поврежденной мембраной за 1 мин до из-
мерения добавляли PI до концентрации 10 мкг/мл
(“Sigma”, США, Ex/Em = 535/617 нм). Уровень глу-
татиона, АФК, NO и величину митохондриального
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потенциала определяли по средней интенсивности
флуоресценции в клетках, не окрашиваемых PI.

Статистический анализ. Приведены средние
значения ± стандартные отклонения (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние донора H2S GYY4137 и LPS из E. coli

на редокс-статус нейтрофилов
Влияние донора сероводорода GYY4137 на ре-

докс-статус нейтрофилов оценивали по его влия-
нию на уровень АФК, восстановленного глутати-
она и оксида азота как в контроле, так и в присут-
ствии LPS из E. coli.

Донор H2S снижает продукцию АФК в нейтрофилах 
и предотвращает повышение продукции АФК

под действием LPS
Инкубация нейтрофилов с донором H2S

GYY4137 (200 мкМ) в течение 17–18 ч приводит к
снижению уровня АФК в нейтрофилах более чем
на 35% (рис. 1). LPS (1 мкг/мл) индуцирует повы-
шение уровня АФК в нейтрофилах более чем на
40%. Присутствие в среде инкубации GYY4137
(добавлен за 30 мин до LPS) предотвращает повы-
шение продукции АФК под действием LPS, со-
храняя его значение на уровне контроля.

LPS и донор H2S снижают уровень 
восстановленного глутатиона в нейтрофилах
LPS, индуцирующие повышение продукции

АФК в нейтрофилах, приводят к снижению уров-
ня восстановленного глутатиона (GSH), что свя-
зано с развитием окислительного стресса (рис. 2).
Инкубация нейтрофилов с донором H2S незначи-
тельно снижает уровень GSH. Совместная инку-
бация LPS с GYY4137 также вызывает снижение
уровня GSH.

LPS и донор H2S не влияют на уровень NO
в нейтрофилах

Инкубация нейтрофилов с LPS не приводит к
изменению уровня NO. В присутствии донора се-
роводорода уровень NO также не меняется (рис. 3).

Влияние LPS и GYY4137
на жизнеспособность нейтрофилов

Жизнеспособность контрольных нейтрофи-
лов постепенно снижается (рис. 4–7) вследствие
спонтанного апоптоза. После инкубации в тече-
ние 17–18 ч существенно возрастает количество
апоптотических клеток (более чем до 50%), на по-
верхности которых повышено количество фосфа-
тидилсерина и снижен митохондриальный по-
тенциал (рис. 4, 5). При этом количество мертвых

клеток, т.е. клеток с поврежденной мембраной,
составляет около 10% (рис. 6). Содержание мерт-
вых и гибнущих клеток в контроле превышает
60% (рис. 7).

Инкубация нейтрофилов с LPS приводит к су-
щественному повышению их жизнеспособности,
снижая почти на 20% долю апоптотических кле-

Рис. 1. Изменение уровня активных форм кислорода
(АФК) в нейтрофилах человека через 17–18 ч инкуба-
ции клеток с донором H2S (GYY4137, 200 мкМ), LPS
(1 мкг/мл) или их комбинацией (GYY_LPS). Уровень
АФК в контрольных клетках принят за 100%.
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Рис. 2. Изменение уровня восстановленного глутати-
она (GSH) в нейтрофилах после инкубации клеток с
донором H2S (GYY4137, 200 мкМ), LPS (1 мкг/мл) или
их комбинацией (GYY_LPS) в течение 17–18 ч.
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Рис. 3. Изменение уровня внутриклеточного NO в
нейтрофилах после инкубации клеток с донором H2S
(GYY4137, 200 мкМ), LPS (1 мкг/мл) или их комбина-
цией (GYY_LPS) в течение 17–18 ч.
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ток, клеток со сниженным митохондриальным по-
тенциалом и общее число мертвых и гибнущих
клеток (рис. 4–7). Донор сероводорода GYY4137 не
влияет существенно на жизнеспособность нейтро-
филов, не индуцирует апоптоз. Однако в его при-
сутствии наблюдается тенденция к отмене инги-
бирования апоптоза, вызванного LPS (рис. 4, 5).
Суммарная доля гибнущих и мертвых клеток в
присутствии GYY4137 и LPS также выше, чем в
присутствии одного лишь LPS (рис. 7).

Донор сероводорода влияет
на активацию нейтрофилов

Охарактеризовано влияние GYY4137 и LPS на
активацию нейтрофилов форбол-12-миристат-
13-ацетатом (PMA). Предынкубация нейтрофи-
лов с GYY4137 перед добавлением PMA приводит
к стимуляции продукции АФК, тогда как LPS
практически не влияет на активацию нейтрофи-
лов PMA. Одновременное присутствие LPS и

GYY4137 также повышает продукцию АФК под
действием PMA (рис. 8).

Ингибирование NADPH-оксидазы в присут-
ствии DPI приводит к снижению уровня АФК во
всех случаях, более выраженному в присутствии
GYY4137. Однако эффект повышения ответа на
PMA в среде с GYY4137 сохраняется (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нейтрофилы – первичные эффекторные клет-

ки острого воспаления – одна из самых многочис-
ленных популяций циркулирующих лейкоцитов.
Главной функцией нейтрофилов является защи-
та организма от микроорганизмов путем фаго-
цитоза. Захваченные нейтрофилами клетки бак-
терий подвергаются фагоцитозу и погибают, при
этом ускоряется апоптоз нейтрофилов [11]. За-
тем эти апоптотические нейтрофилы удаляются
макрофагами без усиления воспаления. При вза-
имодействии LPS с нейтрофилами наблюдается

Рис. 4. Изменение содержания (%) апоптотических
клеток после инкубации нейтрофилов с донором H2S
(GYY4137, 200 мкМ) и LPS (1 мкг/мл) в течение 17–18 ч.
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Рис. 5. Изменение содержания (%) нейтрофилов со
сниженным митохондриальным потенциалом после
инкубации в течение 24 ч с донором H2S (GYY4137,
200 мкМ) и LPS (1 мкг/мл).
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Рис. 6. Изменение содержания (%) мертвых клеток,
т.е. клеток с поврежденной мембраной (клетки, окра-
шиваемые PI) после инкубации в течение 24 ч с доно-
ром H2S (GYY4137, 200 мкМ) и LPS (1 мкг/мл).

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

Kонтроль GYY LPS GYY_LPS

М
ер

тв
ы

е 
кл

ет
ки

, %

Рис. 7. Изменение содержания (%) мертвых и гибну-
щих клеток (все клетки, окрашиваемые PI и/или Ан-
нексином) после инкубации в течение 24 ч с донором
H2S (GYY4137, 200 мкМ) и LPS (1 мкг/мл).
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их активация и ингибирование апоптоза, что
проявляется, в первую очередь, в сборке и акти-
вации NADPH-оксидазы, которая может непо-
средственно взаимодействовать с TLR4 (после
связывания LPS) [12].

За сутки в кровоток человека поступает около
1011 клеток и столько же гибнет путем апоптоза.
Нейтрофилы отличаются коротким временем
жизни. В норме нейтрофилы циркулируют в кро-
ви менее 24 ч, а затем гибнут путем спонтанного
апоптоза [13]. Этим объясняется высокое содер-
жание апоптотических клеток в нашей популя-
ции нейтрофилов через 17 ч инкубации (рис. 4).
Сопоставление числа апоптотических (рис. 4) и
мертвых (PI-положительных) клеток с повре-
жденной мембраной (рис. 6) позволяет заклю-
чить, что основным путем гибели исследуемых
клеток является апоптоз. Необходимо отметить,
что содержание апоптотических клеток в популя-
ции совпадает с числом клеток со сниженным
митохондриальным потенциалом (рис. 4, 5). Кро-
ме того, для всех апоптотических клеток харак-
терно снижение митохондриального потенциала.
Таким образом, развитие апоптоза нейтрофилов в
данных условиях протекает по митохондриально-
му (внутреннему пути). Это согласуется с опубли-
кованными данными, согласно которым внутрен-
ний путь апоптоза критичен как для спонтанного
(конститутивного), так и для стимулированного
апоптоза нейтрофилов [13]. Сигнал, индуцирую-
щий гибель стареющих нейтрофилов, еще не уста-
новлен, однако показано, что одним из ключевых
ранних событий апоптоза является пермеабилиза-
ция внешней митохондриальной мембраны [13].

При инфицировании тканей или их поврежде-
нии под действием хемоаттрактантов, к которым
относятся и LPS, нейтрофилы мигрируют в тка-
ни, где могут функционировать еще несколько
дней. Регуляция апоптоза нейтрофилов очень
важна для нормализации воспалительной реак-
ции. При инфицировании и АФК, и протеазы мо-
гут высвобождаться из клеток, вызывая локальное
повреждение тканей в месте заражения. При вос-
палительных заболеваниях нейтрофилы, активи-
рованные цитокинами и хемокинами, также могут
вызывать повреждение тканей [14]. В здоровом ор-
ганизме работают антиоксидантные системы,
предотвращающие или снижающие повреждение
тканей. В частности, изменяется уровень экспрес-
сии таких ферментов, как глутатионпероксидаза и
супероксиддисмутаза, в ряде случаев наблюдается
даже выход супероксиддисмутазы из клеток [15].
Важную роль играют также такие антиоксиданты,
как глутатион, витамины А, E, С и коэнзим Q, ко-
торые восстанавливают пероксид водорода и
предотвращают дальнейшее образование АФК.
Однако при многих заболеваниях активность ан-
тиоксидантных систем снижется, что приводит к
существенному поражению собственных тканей
вследствие активации нейтрофилов.

Направленная регуляция времени жизни ней-
трофилов необходима для разрешения воспале-
ния, так как это предотвращает высвобождение
внутриклеточных компонентов, которые могут
повреждать здоровую ткань. Некоторые патогены
удлиняют жизнь нейтрофилов, поскольку это
способствует поддержанию необходимых для них
условий, а другие снижают жизнеспособность
нейтрофилов или вызывают их лизис, чтобы из-

Рис. 8. Изменение уровня АФК в нейтрофилах под действием PMA в присутствии GYY4137 (GYY4137, 200 мкМ), LPS
(1 мкг/мл) и GYY4137 c LPS. Клетки инкубировали в течение 30 мин с GYY4137, LPS или GYY4137 c LPS, после чего
добавляли 100 нМ PMA и инкубировали в течение еще 30 мин. В половину проб за 15 мин до добавления GYY4137 и
LPS вносили ингибитор NADPH-оксидазы DPI (5 мкМ). Уровень АФК в контроле в каждом случае (контроль, GYY,
LPS, GYY_LPS) принят за 100%.
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бежать атаки с их стороны [13]. Одним из факторов,
индуцирующих увеличение времени жизни нейтро-
филов, являются LPS. Согласно нашим данным, об-
работка нейтрофилов человека LPS в течение 17 ч
повышает продукцию АФК (рис. 1) и вызывает су-
щественное уменьшение числа апоптотических кле-
ток и клеток со сниженным митохондриальным по-
тенциалом (рис. 4–7), т.е. снижает уровень консти-
тутивного (спонтанного) апоптоза. Это согласуется
с опубликованными данными [13, 16]. Ингибирова-
ние апоптоза нейтрофилов наблюдается как при
бактериальной инфекции, так и при сердечно-сосу-
дистых и иных заболеваниях, сопровождающихся
развитием воспаления.

Во временной задержке апоптоза нейтрофи-
лов, мигрирующих из кровотока в инфицирован-
ные и воспаленные ткани, участвуют несколько
частично перекрывающихся сигнальных путей с
активацией PI3K и Akt, ERK и NF-kB, которые
действуют после активации рецепторов к факто-
рам роста, рецепторов адгезии и TLR4. Решаю-
щую роль в выживаемости нейтрофилов под дей-
ствием LPS играет сигнальный путь PI3K/Akt
[17]. В клетках, обработанных LPS, активируется
MAP-киназа [18] и увеличивается стабильность
белка Mcl-1 [19], ингибирующего Bax, который
индуцирует митохондриальный апоптоз, и XIAP
[20], ингибирующего каспазу 9, что приводит к
увеличению времени жизни нейтрофилов. TLR4-
зависимая задержка апоптоза связана с ростом
уровня Mcl-1 и A1, антиапоптотических членов се-
мейства Bcl-2. TLR4-зависимое подавление апо-
птоза нейтрофилов ингибиторами PI3K и NF-kB
имеет обратимый характер [21]. Под действием
LPS наблюдается не только активация NF-kB и
PI3K, но также фосфорилирование ERK и подав-
ление каспазы 3. В присутствии антител против
CD11b/CD18 и TLR4 полностью блокируется
LPS-индуцированная задержка апоптоза нейтро-
филов [22]. Значительную роль в регуляции апо-
птоза нейтрофилов играют MAP-киназы, в том
числе р38МАРК [23], фосфорилирование которой
увеличивается при спонтанном и Fas-индуциро-
ванном апоптозе, а также при праймировании
нейтрофилов LPS. Установлено взаимодействие
между ERK и р38МАРК-сигнальными путями,
которое определяет регуляцию апоптоза нейтро-
филов при грамотрицательном сепсисе [24]. Кро-
ме того, p38MAPK может непосредственно фосфо-
рилировать каспазы 8 и 3 и ингибировать их ак-
тивность, препятствуя таким образом апоптозу
нейтрофилов [25]. Под действием LPS в поверх-
ностной мембране нейтрофилов возрастает экс-
прессия β2-интегринов (CD11b/CD18). При кла-
стеризации этих рецепторов сигнал активации пе-
редается по цепочке MEK–ERK–XIAP, последний
член которой подавляет активность каспазы 3 [20].

Задача направленной регуляции времени жиз-
ни нейтрофилов очень актуальна, поскольку ее

решение позволило бы сократить или замедлить
развитие воспаления. В настоящее время идет поиск
соединений, индуцирующих апоптоз нейтрофилов.
Так, инкубация нейтрофилов с препаратами имму-
ноглобулинов, выделенных из крови (так называе-
мых внутривенных иммуноглобулинов) индуцирует
апоптоз LPS-индуцированных нейтрофилов, при-
водя к повышению содержания АФК и снижению
уровня GSH. При этом ингибитор NADPH-оксида-
зы (DPI) и антиоксиданты предотвращали этот про-
цесс [26]. Таким образом, в данном случае индукция
апоптоза в LPS-стимулированных нейтрофилах
связана с образованием АФК NADPH-оксидазой.
Ранее было показано, что экзогенные антиоксидан-
ты ингибируют апоптоз нейтрофилов [27, 28], в то
время как окислители его ускоряют [3, 29].

Однако мы обнаружили, что обработка ней-
трофилов сильным восстановителем – донором
сероводорода в концентрации 200 мкМ, стабиль-
но снижает уровень АФК (рис. 1), не влияя при
этом на спонтанный апоптоз. В присутствии до-
нора сероводорода LPS не вызывают повышения
уровня АФК (рис. 1). При этом наблюдается тен-
денция к отмене ингибирования апоптоза ней-
трофилов, индуцированного LPS. Это может сви-
детельствовать о положительной роли сероводо-
рода в снижении воспаления, индуцированного
нейтрофилами, активированными LPS. Понять
механизм, лежащий в основе действия сероводо-
рода, мы попытались, оценив влияние сероводо-
рода на редокс-статус нейтрофилов в присутствии
и в отсутствие LPS. Под действием сероводорода
уровень АФК в клетках понижается, уровень GSH
снижается не очень значительно, а уровень NO не
меняется. LPS приводят к росту продукции АФК и
снижают содержание GSH, не влияя на уровень
NO. Донор сероводорода подавляет индуцирован-
ный LPS рост АФК, практически не влияя при этом
на уровень глутатиона (рис. 1–3).

Таким образом, снижение уровня АФК и GSH
также может приводить к предотвращению LPS-
индуцированного ингибирования апоптоза. Роль
редокс-статуса в регуляции активации нейтрофи-
лов и продолжительности их жизни до конца не
установлена. Данные о роли АФК в регуляции
продолжительности жизни нейтрофилов несколь-
ко противоречивы. В ряде работ показано, что
АФК способны участвовать в активации спонтан-
ного апоптоза нейтрофилов – антиоксиданты ин-
гибируют апоптоз, снижение уровня глутатиона
приводит к росту АФК и снижению продолжи-
тельности жизни нейтрофилов [30]. Продолжи-
тельность жизни нейтрофилов у больных хрони-
ческим гранулематозом с нарушенным функцио-
нированием NADPH-оксидазы больше, чем у
здоровых доноров [31]. Однако в другой работе
было показано, что нейтрофилы со сниженным
уровнем АФК неустойчивы к апоптозу. Это сви-
детельствует о том, что АФК, образуемые NADPH,



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 1  2019

ВЛИЯНИЕ ДОНОРА СЕРОВОДОРОДА 107

не являются основными медиаторами апоптоза
нейтрофилов [32].

Исходя из данных об увеличении доли апопто-
тических нейтрофилов в присутствии LPS и H2S
по сравнению с LPS, можно предположить, что в
предотвращении LPS-индуцированного ингиби-
рования апоптоза под действием H2S важную
роль играют редокс-чувствительный путь NF-kB,
редокс-чувствительные факторы транскрипции и
белки, в том числе каспазы. В частности, ингиби-
рование апоптоза LPS сопровождается активаци-
ей NF-kB [3] при повышении уровня АФК, в то
время как H2S предотвращает рост АФК под дей-
ствием LPS и, следовательно, предположительно
будет предотвращать активацию NF-kB. Также в за-
держке апоптоза нейтрофилов важную роль играет
AФК-зависимая деградация проапоптотического
фактора Bad [33]. Поэтому можно полагать, что сни-
жение АФК под действием сероводорода приводит к
отмене ингибирования апоптоза, активируя Bad.

Даже кратковременная инкубация нейтрофи-
лов с ингибитором NADPH-оксидазы DPI при-
водит к снижению общего уровня АФК, что под-
тверждает участие этого фермента в повышении
продукции АФК под действием различных сти-
мулов. Нами установлено, что кратковременная
инкубация нейтрофилов с донором сероводорода
увеличивает их способность активироваться под
действием PMA. По-видимому, это происходит
вследствие того, что GYY4137, снижая уровень
АФК, позволяет клетке сохранить больший пул
восстановительных эквивалентов, в частности
NADPH, увеличивая тем самым ресурсы клеток
и обеспечивая большую активацию. Ингибитор
NADPH DPI не влияет на различия в уровне
АФК в активированных PMA нейтрофилах в при-
сутствии GYY4137, что свидетельствует о связи этих
различий с функционированием какой-то другой
системы. Можно предположить, что GYY4137 влия-
ет на уровень митохондриальных АФК.

Таким образом, полученные нами данные поз-
воляют предположить, что защитное действие до-
нора сероводорода GYY4137 при воспалении мо-
жет быть связано со снижением продукции АФК,
вызванным LPS, и LPS-индуцированного инги-
бирования апоптоза нейтрофилов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 17-74-30030).
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INFLUENCE OF THE DONOR OF HYDROGEN SULFIDE GYY4137
ON THE ACTIVATION OF HUMAN NEUTROPHILS 

BY E. coli LIPOPOLYSACCHARIDES

I. Y. Petrushanko1, E. V. Melnikova1, M. M. Yurinskaya1, 2, M. G. Vinokurov2,
A. V. Suslikov3, V. A. Mitkevich1, А. А. Makarov1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Science, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

3Hospital of the Pushchino Research Center, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
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Lipopolysaccharides (LPS), the components of cell wall of gram-negative bacteria, activate neutrophils that
trigger some pathological processes, including gram-negative sepsis. LPS inhibit spontaneous apoptosis of neu-
trophils that leads to the inflammation. In this study we tested the action of H2S donor (GYY4137) on activation
of human neutrophils by E. coli LPS. We estimated the changes in redox status (ROS level, intracellular gluta-
thione, NO), apoptosis and mitochondrial potential of neutrophils under the LPS action in the presence and
absence of GYY4137. GYY4137 reduces the ROS level, slightly reduces GSH, does not influence the NO level
and has no apoptogenic effect. LPS induce the increasing of ROS level and inhibit spontaneous apoptosis of
neutrophils. It was found that GYY4137 prevents the growth of ROS caused by LPS and leads to reduction of
LPS induced inhibition of neutrophil apoptosis. Thus the mechanism of GYY4137 protection against inflam-
mation, triggered by bacterial infection, is concerned with neutralization of LPS effect on neutrophils.

Keywords: neutrophils, H2S donor GYY4137, lipopolysaccharides, apoptosis, reactive oxygen species, glutathione
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