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Исследовано влияние синтетического антиоксиданта S-нитрозоглутатиона (GSNO) на экспрессию 
протеина матриксной металлопротеиназы-1 (ММП-1) в клетках фибросаркомы человека HT1080 
при гипоксической гипоксии. В условиях гипоксической гипоксии GSNO подавлял экспрессию протеина 
ММП-1 в клетках линии HT1080. При этом гиперэкспрессия супероксиддисмутазы-2 (СОД-2) повы-
шала, а гиперэкспрессия каталазы – снижала экспрессию протеина ММП-1 в клетках линии HT1080.
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The effect of the synthetic antioxidant S-nitrosoglutathione (GSNO) on the expression of matrix metalloprotein-
ase-1 protein (MMP-1) in human fibrosarcoma cells HT1080 in hypoxic hypoxia was studied. In hypoxic hypoxia, 
GSNO suppressed the expression of MMP-1 protein in cells of the HT1080 line. At the same time, hyperexpres-
sion of superoxide dismutase 2 (SOD-2) increased, and hyperexpression of catalase reduced the expression of 
MMP-1 protein in cells of the HT1080 line.
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Матриксные металлопротеиназы играют 
ключевую роль в регуляции межклеточных вза-
имодействий посредством расщепления ком-
понентов внеклеточного матрикса и высвобо-
ждения депонированных в матриксе цитокинов 
[1]. ММП играют ключевую роль в патогенезе 
различных заболеваний – преждевременных 
родах [2], инсульте [3] и метастазировании 
опухолей [4]. Изучение возможностей фарма-
кологической коррекции экспрессии ММП 
позволит разработать эффективные методы 
контроля над системой матриксных металло-
протеиназ при патологических процессах [5].

Ранее показано, что гипоксическая гипоксия 
стимулирует экспрессию ММП-1 в клетках 
линии HT1080, при этом СОД-2 повышает, а ка-
талаза снижает экспрессию мРНК и протеина 
ММП-1 [6]. Также установлено, что синтетиче-
ский антиоксидант S-нитрозоглутатион (GSNO) 
подавляет экспрессию мРНК ММП-1 [7].

Цель работы заключалась в оценке вли-
яния синтетического антиоксиданта GSNO 
на экспрессию протеина ММП-1 в клетках ли-
нии HT1080 фибросаркомы человека при ги-
поксической гипоксии на фоне гиперэкспрес-
сии СОД-2 и каталазы.

Материалы и методы
Культура клеток. В клетки линии HT1080 фи-

бросаркомы (ATCC кат. № CCL-121) с помощью 
вектора были введены дополнительные копии 
генов ММП-1, СОД-2 и каталазы, и получены 

три модифицированные линии клеток HT1080: 
HT1080-MMP1 содержали повышенное количе-
ство копий генов ММП-1; HT1080-MMP1SOD2 
содержали повышенное количество копий ге-
нов ММП-1 и СОД-2; HT1080-MMP1SOD2CAT 
содержали повышенное количество копий ге-
нов ММП-1, СОД-2 и каталазы. Каждый экспе-
римент проводили трехкратно.

Гипоксическая гипоксия. Использовали гото-
вые газовые смеси: нормоксическую (21 об. % 
кислорода, 5 об. % углекислого газа, 74 об. % 
азота) и гипоксическую (1 об. % кислорода, 5 
об. % углекислого газа, 94 об. % азота).

Синтез S-нитрозоглутатиона (GSNO) осу-
ществляли в день исследования. Смешивали 
1 мл 200 мМ-раствора нитрита натрия (кат. № 
S2252, Sigma-Aldrich, США) с 1 мл 200 мМ-рас-
твора L-цистеина (кат. № W326305, Sigma-
Aldrich, США), инкубировали в темноте на льду 
в течение 10 мин. Добавляли 2 мл 1 М раствора 
гидроортофосфата калия. В питательную среду 
добавляли водный раствор GSNO для дости-
жения его концентрации в среде 500 мкмоль/л, 
инкубировали 1 ч при нормоксических услови-
ях и заменяли среду на среду, не содержащую 
GSNO.

Эксперимент. Через 24 ч экспозиции кле-
ток в гипоксической газовой смеси оценивали 
экспрессию протеина ММП-1 вестерн-блотом 
с использованием кроличьих поликлональных 
антител (Millipore, кат. № AB8105) и вторич-
ных антител козы (Invitrogen, кат. № A-11069). 
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Денситометрический анализ результатов ве-
стерн-блота проводили с помощью програм-
мы ImageJ версии 1.47a (National Institutes of 
Health).

Статистический анализ. Статистический 
анализ выполнялся с использованием стати-
стического пакета программы SigmaPlot 11.0 
(Systat Software Inc., США). Различия оценива-
ли по t-критерию Стьюдента. Уровень значимо-
сти различий был принят 5% (p<0,05).

Результаты и обсуждение
При гипоксической гипоксии GSNO в куль-

туральной среду подавлял экспрессию белка 
ММП-1 в клетках HT1080-MMP1 (рисунок 1). 
Это свидетельствует о возможном антиокси-
дантном действии GSNO в сигнальном каскаде 
регуляции экспрессии ММП-1.

Рисунок 1 – Влияние гипоксической гипоксии и 500 мкМ-раствора S-нитрозоглутатиона (GSNO) на экспрессию 
белка ММП-1 в культуре клеток HT1080-MMP1. 

*P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1 при нормоксии и гипоксии. 
#P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1 при действии S-нитрозоглутатиона в 

сравнении с контролем.

Гиперэкспрессия митохондриальной фор-
мы супероксиддисмутазы (СОД-2) повышала 
синтез белка ММП-1 в нормоксических усло-
виях, что, по-видимому, было обусловлено 
повышенной генерацией H2O2 [8]. При этом 
GSNO усиливал экспрессию протеина ММП-1 
в нормоксических условиях, но подавлял экс-

прессию протеина ММП-1 при гипоксической 
гипоксии (рисунок 2). Возможно, это различие 
было обусловлено не только антиоксидантным 
действием GSNO, но и свойством этого агента 
как донора NO, запускающего нитрозативный 
сигнальный каскад [9].
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Рисунок 2 – Влияние гипоксии и 500 мкМ-раствора S-нитрозоглутатиона (GSNO)  
на экспрессию белка ММП-1 в культуре клеток HT1080-MMP1SOD2. 

*P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1 при нормоксии и гипоксии. 
#P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1 при действии  

S-нитрозоглутатиона в сравнении с контролем.

Гиперэкспрессия каталазы в клетках HT1080 
нейтрализовала эффект СОД-2 на экспрессию 
протеина ММП-1, что, по-видимому, обуслов-
лено расщеплением H2O2 [10]. GSNO подавлял 
экспрессию ММП-1 в условиях гипоксической 
гипоксии (рисунок 3).

Таким образом, в клетках линии HT1080 
GSNO подавляет не только синтез мРНК ММП-
1 [7], но и синтез протеина ММП-1. Эффект 
GSNO на экспрессию протеина ММП-1 в клет-
ках линии HT1080 более выражен при гипокси-
ческой гипоксии в сравнении с нормоксией.

Возможным механизмом индукции синтеза 
ММП-1 является каскад митоген-активируемой 
киназы (MAPK), включая киназы ERK 1/2 и JNK. 
При этом JNK фосфорилирует факторы транс-
крипции семейства Jun (c-Jun, JunD) [11], а ERK 
1/2 фосфорилирует факторы транскрипции 
семейства Jun (c-Jun) и Fos (Fra-1, Fra-2, c-Fos), 
а также фактор транскрипции семейства Ets 
(Ets-1) [12]. Димеры Jun-Jun и Jun-Fos трансло-
цируются в ядро, где усиливают транскрипцию 
генов. Транскрипция MMP усиливается AP-1 
и Ets [13].

Установленную закономерность реакции 
экспрессии протеина ММП-1 при гипоксиче-

ской гипоксии следует учитывать при изучении 
фармакологической коррекции экспрессии ма-
триксных металлопротеиназ, в частности, при 
изучении антиоксидантов и нитрозилирующих 
агентов.

Заключение
В условиях гипоксической гипоксии GSNO 

подавлял экспрессию протеина ММП-1 в клет-
ках линии HT1080. При этом гиперэкспрессия 
супероксиддисмутазы-2 (СОД-2) повышала, 
а гиперэкспрессия каталазы – снижала экспрес-
сию протеина ММП-1 в клетках линии HT1080.
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Рисунок 3 – Влияние гипоксической гипоксии и 500 мкМ-раствора S-нитрозоглутатиона  
на экспрессию белка ММП-1 в культуре клеток HT1080-MMP1SOD2CAT. 

*P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1 при нормоксии и гипоксии. 
#P<0,001 – достоверность различий уровня экспрессии протеина ММП-1  

при действии S-нитрозоглутатиона в сравнении с контролем.
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