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Предложены клеточные in vitro тест-системы, которые позволяют определять активацию 
апоптоза при различных концентрациях сернистого иприта (СИ); была оценена эффек-
тивность этих тест-систем при действии N-ацетилцистеина (NAC). 

В качестве показателей токсического действия СИ оценивали как интегральную цитотоксичность, 
так и активацию молекулярных мишеней: поли(АДФ-рибоза)полимеразы, каспазы-3, каспазы-9, 
транскрипционного фактора p53 и других маркеров апоптоза в экстрактах клеток человека линии 
SH-SY5Y при действии СИ и при совместном действии СИ и NAC.

Можно выделить следующие основные мишени токсического действия СИ на клетки: каспазу-3, 
каспазу-9, PARP1 и транскрипционный фактор p53, который в данной системе является первич-
ной мишенью и активируется через 6 ч после добавления токсиканта. Активные формы фермен-
тов каспазы-3, каспазы-9 и PARP1 заметно накапливаются в клетках через 24 ч после добавления 
токсиканта. 
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Введение. Сернистый иприт [бис(2-хлорэтил)
сульфид] является наиболее известным бое-
вым отравляющим веществом кожно-нарыв-
ного действия. Cернистый иприт (СИ) являет-
ся алкилирующим агентом, который действует 
через циклизацию этиленовой группы с обра-
зованием чрезвычайно реакционноспособного 
сульфониевого иона. Данный электрофил спо-
собен реагировать с многочисленными нукле-
офильными центрами макромолекул клетки. 
Продуктами данного взаимодействия являются 
стабильные аддукты, образование которых мо-
жет нарушать нормальное функционирование 
макромолекул [1,2]. Подобные нуклеофильные 
области присутствуют в пептидах, белках, РНК, 
ДНК, клеточных мембранах. Хотя химия взаи-
модействия иприта с клеточными структурами 
в настоящее время достаточно хорошо исследо-
вана, корреляции между химическими взаимо-
действиями и токсическим действием иприта и 
других алкилирующих соединений на организм 
еще не выявлены в полной мере. Тем не менее, в 
патогенезе токсического действия СИ выделя-
ют, как минимум, три элемента [3].

Алкилирование нуклеотидов может приво-
дить к депуринизации ДНК, сшивкам и разры-
вам цепей, нарушению нормальной репликации 
ДНК. Этот процесс приводит в действие меха-
низмы восстановления ДНК путем активации 
поли(АДФ-рибоза)полимеразы (PARP1), что в 
свою очередь, приводит к резкому понижению 
клеточного уровня НАД+. Серьезное падение 
уровня внутриклеточного АТФ блокирует гид-
ролиз PARP1 проапоптотическим ферментом 
каспазой-3 и определяет дальнейший путь гибе-
ли клетки по некротическому типу, при меньшем 
уровне активации PARP1 возможен проапопто-
тический путь гибели клетки. Таким образом, 
в зависимости от концентрации СИ, возможны 
различные пути гибели клетки [4]. 

Вторым элементом токсического действия СИ 
является окисление внутриклеточных тиоловых 
групп [5]. Понижение уровня глутатиона, при-
водит к активизации активных форм кислоро-
да, которые окисляют сульфгидрильные группы 
белков. В дополнение к окислению сульфги-
дрильных групп, воздействие СИ, активизирует 
реакции, включающие генерацию высокоток-
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сичных окислителей. Кроме того, свободные ра-
дикалы как продукты перекисного окисления 
липидов (такие как эйкозаноиды и простаглан-
дины) активируют основной провоспалительный 
транскрипционный фактор NF-κB [6]. 

Более 90% неметаболизированного СИ вы-
водится в первые 48 часов после отравления. И 
дополнительным непрямым фактором токсиче-
ского действия СИ является последующая мощ-
ная воспалительная реакция, вызванная актива-
цией внутриклеточных путей, контролирующих 
воспаление, таких как NF-κB и МАР-киназный 
каскад [7,8].

Молекулярные события, активируемые ток-
сикантом, могут быть мишенью для разработки 
скрининговых тест-систем, позволяющим как 
прояснить возможные механизмы токсического 
действия, определения токсичных концентраций, 
так и являться ключевым элементом для оценки 
эффективности потенциальных антидотов. Ин-
гибиторы внутриклеточных путей NF-κB и р38 
МАР-киназы снижают уровень провоспалитель-
ных цитокинов в кератиноцитах человека на фо-
не действия СИ [9]. 

Целью настоящей работы являлось опре-
деление ключевых внутриклеточных маркеров 
апоптоза при действии различных концентраций 
СИ и при совместном действии СИ и цитопротек-
тора N-ацетилцистеина.

Материалы и методы исследования. Клетки 
линии SH-SY5Y (ATCC, CRL-2266) культивиро-
вали во флаконах в среде DMEM/F12 (Биолот, 
Санкт-Петербург) с добавлением 10% эмбрио-
нальной сыворотки крупного рогатого скота и 
антибиотиков стрептомицина-пенициллина при 
37 °С в СО2-инкубаторе в атмосфере 5% СО2. 

Для определения интегральной цитотоксично-
сти с помощью оборудования iCelligence RTCA 
(Acea Bioscience, США) 50 тыс. клеток вносили в 
лунку специализированного планшета, позволя-
ющего определять клеточный индекс в режиме 
реального времени и культивировали в полной 
среде DMEM/F12. На следующий день после 
пассажа к клеткам добавляли равный объем 
среды, содержащей 2-кратные концентрации 
СИ и NAC. Мониторинг клеточного индекса 
проводили в течение 3 дней после добавления 
токсиканта.

Для получения данных по определению мо-
лекулярных маркеров апоптоза, клетки куль-
тивировали в 24-луночных планшетах, про-
мывали на следующий день после пассажа, 
добавляли среду, содержащую СИ и NAC в раз-
личных концентрациях, и инкубировали 6 или 24 
часа. Маркеры апоптоза были проанализирова-
ны в клеточных лизатах с использованием мно-
гопараметрической иммунофлуоресцентной тех-
нологии Luminex xMAP.

Для получения клеточных лизатов после 
инкубации, в лунку 24-луночного планше-
та добавляли 200 мкл лизирующего буфера 
(Merck/Millipore) с добавлением набора ингиби-
торов протеаз (Complete, Roche) и ингибиторов 
фосфатаз (Sigma, Phosphatase Inhibitor Cocktail 2) 
и 25 Е/мл фермента бензоназы (Sigma) на 10 мин. 
Экстракт затем центрифугировали при 20000 g 
при 40С в течение 20 мин. В супернатанте опреде-
ляли концентрацию белка по методу Лоури с ис-
пользованием микропланшетного спектрофото-
метра Epoch (Biotek). Для дальнейшего анализа, 
концентрацию белка в экстракте выравнивали 
до концентрации 0,4 мг/мл. Анализ активирован-
ных фосфорилированных или протеолитически 
фрагментированных белков - маркеров апоп-
тоза проводили с помощью имуннофлуорес-
центного метода по технологии Luminex xMAP. 
Для анализа использовали набор реактивов для 
определения ранних маркеров апоптоза (7-Plex 
MILLIPLEX MAP Early Apoptosis Magnetic Bead 
Kit, Кат. № 48-669MAG Merck/Millipore), который 
позволяет определять активированные фосфо-
рилированные формы следующих белков: Akt1 
(Ser473), p53 (Ser46), BAD (Ser112), Bcl-2 (Ser70), 
JNK (Thr183/Tyr185), а также активных форм ка-
спазы 8 (гидролизованной по Asp384) и каспазы 
9 (гидролизованной по Asp315). В этих же об-
разцах определяли маркеры позднего апоптоза 
с помощью набора 3-Plex MILLIPLEX MAP Late 
Apoptosis Magnetic Bead Kit, Кат. № 48-670MAG 
Merck/Millipore), набор позволяет определять ак-
тивную форму каспазы 3, фрагментированную 
каспазой форму PARP1 (cleaved PARP1) и уро-
вень фермента глицеральдегидфосфатдегидро-
геназы в пробе.

Данные, полученные в ходе эксперименталь-
ных исследований, были обработаны в програм-
ме «Statistica 10.0». Оценку различий средних 
значений проводили с использованием много-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA).

Результаты и обсуждение. Одним из базовых 
способов интегральной оценки биологической 
активности различных соединений является 
оценка пролиферации и темпов роста популя-
ции, а также цитотоксичности клеток на фоне 
действия тех или иных соединений. На быструю 
оценку таких показателей ориентирован ряд ме-
тодов: методы по оценке классической пролифе-
рации – удвоению ДНК, по включению в ДНК 
меченых нуклеотидов; по оценке темпов роста, 
и цитотоксичности – построение кривых роста 
клеточной популяции, определение маркеров мо-
лекулярных событий, тесты на функциональные 
ответы клеток [10,11]. 

С помощью измерения электрического импе-
данса (полного сопротивления) поверхности кле-
ток можно в реальном времени интегрально с 
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использованием клеточного индекса оценивать 
целый ряд показателей – скорость роста и проли-
ферации культуры, степень адгезии и распласты-
вания на подложке, активацию рецепторов и.т.п. 
Оборудование для оценки импенданса монослой-
ной адгезионной культуры использует планшеты 
с нанесенными электродами на культивируемой 
поверхности, что позволяет измерять импеданс в 
реальном времени [12]. 

На культуру клеток нейробластомы в лога-
рифмической фазе роста был добавлен СИ в ди-
апазоне конечных концентраций 1-100 мкМ. На 
рисунке 1 представлен график изменения клеточ-
ного индекса от времени при внесении различ-
ных концентраций СИ. Дозозависимый эффект 
в этом диапазоне концентраций описывается сиг-
моидной зависимостью клеточного индекса от 
логарифма молярной концентрации СИ. С помо-
щью программного обеспечения к прибору был 
определен показатель IC50 СИ для этой культу-
ры клеток на уровне 2,52 мкМ. 

Для оценки протекторного действия N-ацетил-
цистеина, определяли эффект таких же концен-
траций СИ в присутствии 100 мкМ NAC. N-аце-
тилцистеин в такой концентрации не влиял на 
пролиферацию клеточной культуры и не обла-
дал цитотоксическим действием. IC50 для СИ в 
диапазоне концентраций 1-100 мкМ на фоне дей-
ствия 100 мкМ NAC был определен на уровне 16 
мкМ, что более чем в 6 раз превышает IC50 для 
СИ без протекторного действия NAC. 

Определение ключевых элементов внутрикле-
точных путей, определяющих апоптоз, проводи-
ли в экстрактах клеток SH-SY5Y по технологии 
Luminex xMAP. 

В таблицах 1 и 2 приведены значения флуо-
ресценции определенных активных форм мо-
лекулярных внутриклеточных маркеров апоп-
тоза при действии СИ в концентрациях 10 мкМ, 
50 мкМ, 100 мкМ и при совместном действии СИ 
и NAC через 6 ч и 24 ч. Изменения флуоресценции 
относительно контрольного уровня прямо кор-
релируют с внутриклеточным уровнем соответ-
ствующего белка. В качестве положительного 
контроля в предлагаемой тест-системе использо-
вали активатор апоптоза 2 (1-[(3,4-дихлорфенил)
метил]-1H-индол-2,3-дион). Это соединение ак-
тивирует апоптоз с IC50 4-9 мкМ, обеспечивая 
цитохром С-зависимую олигомеризацию белка 
Apaf-1 в зрелую апоптосому [13]. 

А к т и вн а я ,  ф о с ф ори л и р ов а н н а я по 
Thr183/Tyr185, форма белка JNK не продемон-
стрировала заметных изменений на фоне дей-
ствия СИ по сравнению с контролем. Высокая 
концентрация СИ (100 мкМ) практически не 
влияет на активацию белка JNK через 6 ч после 
добавления токсиканта, и снижает уровень фос-
форилированного белка через 24 часа. Концен-

трации 50 мкМ и 10 мкМ продемонстрировали 
разнонаправленное действия на активацию JNK: 
50 мкМ СИ снижает уровень белка через 6 ч и 
повышает через 24 ч; 10 мкМ СИ повышает уро-
вень белка через 6 ч и снижает через 24 ч. NAC не 
оказывает заметного влияния на эффекты СИ. 
Активатор апоптоза через 6 часов практически в 
два раза повышал уровень активной формы бел-
ка JNK, который снижался через 24 ч. 

СИ в концентрациях 100 мкМ и 50 мкМ в 1,5-1,7 
раза повышает уровень активной формы белка 
Bad, фосфорилированного по Ser112, через 24 ч 
после добавления к культуре клеток. Активатор 
апоптоза и NAC не оказывали влияния на уро-
вень активной формы белка Bad. 

СИ в изученных концентрациях снижает уро-
вень активной формы белка Bcl-2, фосфорилиро-
ванного по Ser70, в изучаемые сроки. Активатор 
апоптоза повышает уровень активной формы 
белка практически в 3 раза. 

Уровень активной фосфорилированной по 
Ser473 формы белка Akt практически не меняет-
ся на фоне действия СИ и других исследованных 
соединений. Можно отметить незначительное 
достоверное повышение уровня этого белка че-
рез 6 ч после добавления 10 мкМ СИ. 

Про-апоптотическая протеаза каспаза-9 акти-
вируется ограниченным протеолизом по сайту 
Asp315. Уровень активной формы этого фермен-
та в 1,5-2 раза повышается по сравнению с соот-
ветствующим контролем при суточном действии 
СИ в концентрациях 50 и 100 мкМ. Активатор 
апоптоза также повышает уровень активной ка-
спазы-9 через 24 ч после добавления к культуре 
клеток. 

Транскрипционный фактор p53 является од-
ним из ключевых стрессактивируемых внутри-
клеточных сигнальных белков, регулирующих 
клеточный цикл. СИ уже через 6 ч дозозависи-
мым образом повышает уровень активной фор-
мы белка, фосфорилированного по Ser46. Мак-
симальное повышение в 4,5 раза отмечено для 
100 мкМ СИ, действие NAC снижает этот рост 
до 3 раз для этой же концентрации СИ. Высокий 
уровень активных форм белка p53 сохраняется и 
через 24 ч. Положительный контроль – актива-
тор апоптоза через 24 ч продемонстрировал со-
поставимый уровень активации с высокими кон-
центрациями СИ. 

Заметного влияния СИ и активатор апоптоза 
на активную форму протеазы каспазы-8, активи-
рованной ограниченным протеолизом по сайту 
Asp384, не оказывал. Можно отметить незначи-
тельное достоверное снижение уровня активной 
формы этого фермента через 6 ч после добавле-
ния токсиканта в концентрациях 50 и 100 мкМ. 

НАД+ зависимый фермент глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназа (EC 1.2.1.12, 
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GAPDH) катализирует 6 этап гликолиза, но так-
же является транскрипционным фактором и мо-
жет принимать участие в инициализации апопто-
за и вовлекаться в процессы репарации ДНК [14].  
Концентрация СИ в 10 мкМ через 6 ч в наиболь-
шей степени повышает уровень белка GAPDH в 

клетках, вероятно при перераспределении из кле-
точных компартментов, таких как митохондрии, 
через 24 наибольший подъем уровня этого белка 
отмечен для концентрации 100 мкМ. 

Один из ключевых маркеров поздних стадий 
апоптоза, активная форма фермента каспазы-3, 

Таблица 1  
Влияние сернистого иприта в различных концентрациях на уровень активных форм маркеров 

апоптоза (отмечен сайт фосфорилирования/активирующего гидролиза) в лизатах клеток линии 
SH-SY5Y через 6 и 24 ч, интенсивность флуоресценции, отн. ед. (M±mx)  

Вещество Концен-
трация

Время 
инкубации

JNK
(Thr183/ 
Tyr185)

Bad
(Ser112)

Bcl-2
(Ser70)

Akt
(Ser473)

Каспаза-9
(Asp315)

контроль
6ч 194,50± 4,91 251,50± 6,06 47,00± 2,89 92,75± 2,17 25,00± 0,01

24ч 186,50± 4,91 214,75± 14,58 57,50± 2,02 94,75± 4,47 29,00± 1,15

СИ

100 мкМ
6ч 205,00± 

0,58↑$
262,75± 

8,23↑*↑$
34,50± 

1,44↓*↓# 92,00± 2,31↓* 30,50± 3,75

24ч 153,00± 
27,71↓$ 329,00± 57,74 26,50± 5,48↓# 88,75± 1,59↓@ 43,75± 5,92↑@

50 мкМ
6ч 152,75± 

7,07↓# 235,25± 3,32 30,00± 1,73 94,50± 2,89↑# 29,50± 1,44

24ч 217,75± 
3,03↑*↑@

372,25± 
15,16↑*↑@

46,50± 
3,18↓*↑@

103,50± 
2,02↑#↑@

60,00± 
4,62↑*↑@

10 мкМ
6ч 233,75± 

2,45↑*↑#
298,00± 

3,46↑*↑# 52,00± 0,01 114,50± 10,68 31,75± 1,59

24ч 171,25± 
7,07↓*↓@

255,50± 
9,53↑* 52,50± 1,44 104,50± 

1,44↑# 26,25± 0,43

СИ +NAC 
100мкМ 100 мкМ

6ч 157,50± 
5,48↓* 243,50± 10,68 36,00± 0,58↓* 92,75± 10,54 27,50± 2,02

24ч 161,00± 25,98 374,50± 
1,44↑*↑@ 30,00± 3,46↓* 104,75± 20,64 57,50± 10,97

NAC 100 мкМ
6ч 167,50± 

1,44↓* 251,50± 3,18 40,00± 1,73 75,00± 4,62 21,50± 2,02

24ч 199,50± 
3,18↑@

270,50± 
7,79↑*

73,00± 
1,15↑*↑@

111,25± 
0,72↑@ 33,00± 1,15↑@

Активатор 
апоптоза 2 10 мкМ

6ч 395,25± 
24,68↑* 250,25± 14,00 132,25± 

6,78↑* 91,50± 3,18 30,50± 1,44

24ч 245,75± 
1,88↑*↓@

295,00± 
0,58↑*

140,50± 
7,22↑*

102,75± 
1,01↑@

47,75± 
4,76↑*↑@

Примечание: 
↓ - понижение    ↑- повышение
* - различия в группе достоверны (p<0,05) по сравнению с контролем; 
# - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении между дозировками вещества в одной группе 
(дозозависимый эффект);
@ - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении между группами с равной концентрацией СИ, но разным 
временем отбора пробы;
$ - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении группы СИ+NAC 100 мкМ с группой того же времени и 
концентрации СИ. 
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через 6 ч действия СИ активируется незначитель-
но. Через 24 ч уровень активного фермента повы-
шается в 7 раз при действии 50 мкМ СИ и в 4 раза 
при действии 100 мкМ СИ и активатора апоптоза.

Фермент поли(АДФ-рибоза)полимераза 
(PARP1) является одним из ключевых регуля-
торов репарации ДНК и молекулярным марке-

ром генотоксического действия СИ. Заметная 
активация активной формы PARP1, протеоли-
тически гидролизованной по сайту Asp214, про-
исходит через 24 ч после действия СИ, дозоза-
висимым образом, для концентрации 100 мкМ 
СИ повышение в 11,4 раза, для концентрации 
50 мкМ - в 5,9 раза. Активатор апоптоза через 

Таблица 2
Влияние сернистого иприта в различных концентрациях на уровень активных форм маркеров 

апоптоза (отмечен сайт фосфорилирования/активирующего гидролиза) в лизатах клеток линии 
SH-SY5Y через 6 и 24 ч., интенсивность флуоресценции, отн. ед. (M±mx)

Вещество Концен-
тра ция

Время 
инкубации

p53
(Ser46)

Каспаза-8
(Asp384)) GAPDH PARP-1

(Asp214)

Каспаза-3
(Активная 

форма)

контроль
6ч 767,50± 51,67 52,75± 1,01 1876,25± 

91,08 63,75± 13,13 65,50± 5,20

24ч 971,50± 
126,73 52,00± 0,58 1415,50± 

60,33 73,00± 10,68 67,25± 5,34↑@

СИ

100 мкМ
6ч 3405,50± 

40,70↑*↑#↑$
43,25± 

0,14↓*↓#↓$
1711,00± 
64,66↓*

121,75± 
4,19↑#

135,75± 
11,98↑#

24ч 2806,50± 
718,51 46,50± 3,18↓# 2563,00± 

107,39↑*↑#↑@
832,00± 

11,84↑*↑#↑@
272,00± 
37,82↑*

50 мкМ
6ч 1786,00± 

25,40↑* 45,25± 0,72↓* 2113,75± 
22,95↑# 80,50± 3,46 98,25± 8,80

24ч 3955,00± 
173,78↑*↑@ 56,75± 2,45 2106,25± 

35,94↑*
428,75± 

7,07↑*↑@
463,75± 

7,07↑*↑#↑@

10 мкМ
6ч 1348,00± 

39,84↑* 51,50± 1,44 2559,00± 
62,93↑*↑#

166,50± 
6,64↑*

119,00± 
0,87↑*

24ч 1353,50± 
12,99 56,75± 2,17 936,75± 

233,39↓@ 78,50± 9,53 54,00± 
4,04↓*↓#↓@

СИ +NAC 
100мкМ 100 мкМ

6ч 2357,75± 
146,50↑* 53,25± 0,14 2516,25± 

27,57↑*
139,00± 
9,53↑*

115,00± 
2,31↑*

24ч 2503,50± 
626,14 44,50± 2,02↓* 1832,75± 

71,45↑*↓@
892,50± 
313,79

402,75± 
167,29

NAC 100 мкМ
6ч 541,50± 

3,18↓* 47,50± 1,44↓* 2145,00± 
45,90↑* 76,75± 5,92 90,75± 8,23↑*

24ч 1070,50± 
0,87↑@ 57,00± 1,73↑* 2477,00± 

233,25
147,00± 

8,08↑*↑@ 108,25± 6,50

Активатор 
апоптоза 

2
10 мкМ

6ч 1464,50± 
106,52↑* 57,00± 2,89 2296,75± 

59,61↑* 96,75± 15,44 72,25± 2,74

24ч 3380,75± 
131,49↑*↑@ 47,50± 3,46↓@ 1791,50± 

161,95
288,50± 
45,03↑*

290,50± 
20,50↑*↑@

Примечание: 
↓ - понижение    ↑- повышение
* - различия в группе достоверны (p<0,05) по сравнению с контролем; 
# - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении между дозировками вещества в одной группе 
(дозозависимый эффект);
@ - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении между группами с равной концентрацией СИ, но разным 
временем отбора пробы;
$ - различия показателя достоверны (p<0,05) при сравнении группы СИ+NAC 100 мкМ с группой того же времени и 
концентрации СИ. 
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24 ч в 4 раза повышает уровень активного фер-
мента PARP1, вероятно регулируя фермент ка-
спазу-3. 

Заключение. Таким образом, из проанали-
зированных молекулярных событий, ассоции-
рованных с проапоптотическим путем гибели 
клетки, можно выделить следующие основные 
мишени токсического действия сернистого 
иприта на клетки: каспазу-3, каспазу-9, PARP1 и 
транскрипционный фактор p53, который в дан-
ной сис теме является первичной мишенью и ак-
тивируется через 6 ч после добавления токси-
канта. Активные формы ферментов каспазы-3, 
каспазы-9 и PARP1 заметно накапливаются в 
клетках через 24 ч после добавления токсикан-
та. Активация этих же молекулярных мишеней 
была отмечена в легочной ткани крыс после 
ингаляции сернистого иприта [15] Основным 
фактором, определяющим дальнейший путь 
гибели клетки, является концентрация СИ. Вы-
сокие концентрации СИ приводят к быстрому 
истощению внутриклеточного НАД+ и АТФ, и 
невозможности дальнейшего энергозависимого 
апоптотического пути гибели клетки и гибель 
клетки происходит по пути некроза. Масштаб-
ный некроз, в свою очередь, может приводить к 

гиперактивации иммунной системы. Меньшие 
концентрации СИ могут определять дальней-
ший апоптотический путь гибели клетки. Бо-
лее высокий уровень активации фермента кас-
пазы-3 при суточном действии 50 мкМ СИ, чем 
при действии 100 мкМ СИ, демонстрирует про-
апоптотическое действие меньших концентра-
ций СИ. 

Выявленные молекулярные мишени токсиче-
ского действия СИ можно использовать в оцен-
ке эффективности потенциальных антидотов. 
В качестве средств фармакологической коррек-
ции при интоксикациях соединениями алкили-
рующего действия можно рассматривать как 
соединения класса «биоловушек», содержащие 
свободные сульфгидрильные группы (N-ацетил-
цистеин, унитиол, восстановленный глутатион и 
т.п.), так и соединения, влияющие на молекуляр-
ные пути, контролирующие воспаление (ингиби-
тор p38 MAP-киназы SB203580 на 90 % снижает 
продукцию провоспалительных цитокинов, вы-
званную СИ [16]). Определение молекулярных 
событий, вызванных токсическим действием 
ксенобиотиков, возможно не только в экстрак-
тах, полученных из культур клеток, но и в ткане-
вых экстрактах [17].

Рис. 1. График изменения нормализованного клеточного индекса клеток линии SH-SY5Y от времени инкубирования  
с сернистым ипритом в различных концентрациях,  момент введения отмечен на графике. 
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N. Yu. Rogovskaya, V.N. Babakov 

APOPTOSIS MARKERS ARE MOLECULAR TARGETS OF SULFURE MUSTARD TOXIC 
ACTION

Research Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Federal Medical Biological Agency, 188663 Leningrad 
region, Russian Federation

Cellular in vitro test systems, which allow to determine apoptosis activation at different concentrations of sulfur 
mustard, were proposed. The efficiency of these test systems was evaluated by the action of N-acetylcysteine.

As indicators of toxic effect, were evaluated an integral cytotoxicity and activation of the following targets: poly 
(ADP-ribose) polymerase (PARP1), caspase-3, caspase-9, transcription factor p53 and other markers of apoptosis 
in human SH-SY5Y cells extracts after sulfur mustard and sulfur mustard with N-acetylcysteine exposure.

We can distinguished the following main target of sulfur mustard toxic action on the cells: caspase-3, caspase-9, 
PARP1 and p53 transcription factor, which in this system was the primary target and was activated after 6 h 
toxicant exposure. The active forms of enzymes caspase-3, caspase-9 and PARP1 significantly accumulate in cells 
after 24 h toxicant exposure.

Keywords: sulfur mustard, N-acetylcysteine, apoptosis, p53, caspase-3, caspase-9, poly (ADP-ribose) polymerase, 
cellular test systems.
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