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Î. Ã. Ëþáëèíñêàÿ è äð.
Ñðàâíèòåëüíîå âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ íà óðîâåíü àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà

Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà êàðáîêñè-H2DCFDA, ÷óâñòâèòåëüíîãî ê àêòèâíûì ôîðìàì êèñ-
ëîðîäà (ÀÔÊ), èçó÷àëè èçìåíåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ â íîðìàëüíûõ (3Ò3) è òðàíñôîðìèðîâàííûõ (3T3-SV40)
ìûøèíûõ ôèáðîáëàñòàõ ïðè êðàòêîâðåìåííîì (15 ìèí) äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ. Ïîêàçàëè, ÷òî N-àöå-
òèëöèñòåèí (NAC) óìåíüøàåò óðîâåíü ÀÔÊ â îáîèõ êëåòî÷íûõ òèïàõ. Äðóãîé àíòèîêñèäàíò — àëü-
ôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà (ÀLA) è åå âîññòàíîâëåííàÿ ôîðìà — äèãèäðîëèïîåâàÿ êèñëîòà (DHLA) â êîíöåí-
òðàöèîííîì äèàïàçîíå 0.1—1.25 ìÌ îêàçûâàþò ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå, ò. å. äîçîçàâèñèìî óâåëè÷è-
âàþò óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ. Ñ ïðèâëå÷åíèåì äàííûõ èç ëèòåðàòóðû îáñóæäàåòñÿ ñïîñîáíîñòü ÀLA è
DHLA àêòèâèðîâàòü îáðàçîâàíèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, N-àöåòèëöèñòåèí, àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà, äè-
ãèäðîëèïîåâàÿ êèñëîòà, ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå.

Ïîä àíòèîêñèäàíòàìè â æèâîé ñèñòåìå ïîäðàçóìåâà-
þò ìîëåêóëû, êîòîðûå ñïîñîáíû çàìåäëÿòü èëè ïðåäîò-
âðàùàòü îêèñëåíèå äðóãèõ ìîëåêóë ïðåæäå âñåãî àêòèâ-
íûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà (ÀÔÊ), àçîòà è èõ ïðîèçâîäíû-
ìè. Ñâîáîäíîðàäèêàëüíàÿ òåîðèÿ ñòàðåíèÿ (Harman,
1956, 2009) è âîçíèêøàÿ çàòåì òåîðèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ëåæèò â îñíîâå ïàòîãåíåçà ðàçëè÷-
íûõ çàáîëåâàíèé (íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ, àòåðîñêëåðîçà,
ñàõàðíîãî äèàáåòà è äð.) (Witztum, Steinberg, 1991; Roc-
hette et al., 2013), ìíîãèå ãîäû ñïîñîáñòâîâàëà ðàçâèòèþ
âçãëÿäà íà àíòèîêñèäàíòû êàê íà ñðåäñòâà ïðîòèâ áîëåç-
íåé, ïðîâîöèðóåìûõ îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì. Ïðè ýòîì
ñ÷èòàëîñü, ÷òî àíòèîêñèäàíòû íåéòðàëèçóþò ðàäèêàëû è
çàùèùàþò êëåòêó è îðãàíèçì îò èçáûòêà ÀÔÊ (îêèñëèòåëü-
íîãî ñòðåññà), ïðîäëåâàÿ æèçíü ìíîãèõ ìîëåêóë, â ïåðâóþ
î÷åðåäü ÄÍÊ (Birben et al., 2012). Ìíîãî÷èñëåííûå (íî íå
âñå) ýêñïåðèìåíòû in vitro äåéñòâèòåëüíî ïîäòâåðæäàþò
ýòîò òåçèñ. ×òî æå êàñàåòñÿ ðàáîò in vivo, ïîñâÿùåííûõ
êëèíè÷åñêîìó èñïûòàíèþ ðàçëè÷íûõ àíòèîêñèäàíòîâ, òî
ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íàêîïèëîñü ìíîãî äàííûõ îá èõ
íåãàòèâíîì äåéñòâèè íà ïàöèåíòîâ è çäîðîâûõ ëþäåé
(ñì. îáçîðû: Howes, 2006; Watson, 2013). Îäíàêî ìåõà-
íèçì äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ è èõ ñïåöèôè÷íîñòü, êàê
ïðàâèëî, îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Áîëåå òîãî, íå âñåãäà
ÿñíî, óìåíüøàåò ëè àíòèîêñèäàíò óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå.

N-àöåòèëöèñòåèí (NAC) è àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà
(ALA) õîðîøî èçâåñòíû íå òîëüêî êàê àíòèîêñèäàíòû, íî
è êàê ôàðìàêîëîãè÷åñêèå àãåíòû. NAC áëàãîäàðÿ íàëè-
÷èþ â ìîëåêóëå ñâîáîäíîé ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïû
óíè÷òîæàåò ðàçëè÷íûå ðàäèêàëû è ðàñùåïëÿåò äèñóëü-
ôèäíûå ñâÿçè (Aruoma et al., 1989; Parcell, 2002; Atmaca,

2004). Ïðèðîäíûé àíòèîêñèäàíò ALA â îòëè÷èå îò NAC
íå ñîäåðæèò âîññòàíîâëåííûõ SH-ãðóïï äî ïðîíèêíîâå-
íèÿ â êëåòêó (ÿâëÿåòñÿ äèñóëüôèäíûì ñîåäèíåíèåì).
Â êëåòêå ALA âîññòàíàâëèâàåò SH-ãðóïïû ñ ïîìîùüþ
NAD(P)Í-çàâèñèìûõ ðåäóêòàç (Packer, Cadenas, 2011),
îáðàçóÿ ñóëüôãèäðèëüíóþ ôîðìó — äèãèäðîëèïîåâóþ
êèñëîòó (DHLA), è äåéñòâóåò êàê ïðÿìîé àíòèîêñèäàíò
âíóòðè êëåòêè. ALA — ýòî óíèêàëüíûé àíòèîêñèäàíò,
ïîñêîëüêó îñóùåñòâëÿåò çàùèòíûå ôóíêöèè è â âîññòà-
íîâëåííîé, è â îêèñëåííîé ôîðìàõ (Packer et al., 1995;
Whiteman et al., 1996).

Çàäà÷à íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — âûÿñíèòü, êàê
ìåíÿåòñÿ óðîâåíü ÀÔÊ â íîðìàëüíûõ è òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ïðè äåéñòâèè àíòèîêñèäàíòîâ
NAC, ALA è DHLA â øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò à ì è èññëåäîâàíèÿ áûëè ýìáðèîíàëüíûå
ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû ëèíèè Balb/3T3 (êëåòêè 3Ò3) è
òàêèå æå ôèáðîáëàñòû, òðàíñôîðìèðîâàííûå âèðóñîì
SV40 (êëåòêè 3T3-SV40). Êëåòêè ïîëó÷åíû èç Ðîññèé-
ñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâî-
ðîòêè, äî îáðàçîâàíèÿ íåïëîòíîãî ìîíîñëîÿ. Àíòèîêñè-
äàíòû (Sigma, ÑØÀ) ââîäèëè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê äî íåîáõîäèìîé êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè (0.1—
10 ìÌ) íà êîðîòêîå (15 ìèí) èëè äëèòåëüíîå (24 ÷)
âðåìÿ. Ìàòî÷íûå ðàñòâîðû àíòèîêñèäàíòîâ NAC, ALA è
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DHLA (Sigma, ÑØÀ) ãîòîâèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
ýêñïåðèìåíòîì, ïðè ýòîì âåëè÷èíó ðÍ äîâîäèëè äî 7.0.
NAC èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìÌ, ALA è
DHLA — 1.25, 0.7 è 0.1 ìÌ

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í û é ó ð î â å í ü À Ô Ê îöåíèâàëè
ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè, èçìåðÿÿ ñðåäíþþ èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çîíäà, ÷óâñòâèòåëüíîãî ê
îêèñëåíèþ, ïðåèìóùåñòâåííî ïåðîêñèäîì âîäîðîäà —
2�,7�-äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöåèíäèàöåòàòà (H2DCFDA,
Invitrogen, D-399, ÑØÀ) èëè åãî êàðáîêñèëèðîâàííîé ìî-
äèôèêàöèè 6-êàðáîêñè-2�,7�-äèõëîðîäèãèäðîôëóîðåñöå-
èíäèàöåòàòà (carboxy-H2DCFDA, Invitrogen, C-400, ÑØÀ).
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà ñ êîíöåíòðàöèåé
10 ìÌ êðàñèòåëü ðàñòâîðÿëè â DMSO è õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ íå áîëåå 1 ìåñ. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðè-
ìåíòîì ãîòîâèëè ðàáî÷èé ðàñòâîð êðàñèòåëÿ â ôîñôàò-
íî-ñîëåâîì áóôåðíì ðàñòâîðå ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé
5 (H2DCFDA) èëè 10 (carboxy-H2DCFDA) ìÌ. Êîíòðîëü-
íûå èëè ïðåäîáðàáîòàííûå àíòèîêñèäàíòàìè êëåòêè èí-
êóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè êðàñèòåëÿ â ôîñôàòíî-ñîëåâîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå 30 ìèí â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè
37 °Ñ â òåìíîòå. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè îò êðàñèòåëÿ, ïå-
ðåâîäèëè â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå ñ ïîìîùüþ ðàñòâî-
ðà òðèïñèíà è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå
EPICS XL (Beckman Coulter, ÑØÀ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîç-
áóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (äëèíà âîëíû 488 íì). Äëÿ
îöåíêè âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ íà óðîâåíü ÀÔÊ ïî èç-
ìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (I) çîíäà èñïîëü-
çîâàëè îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ:

Iîòí. = (I* – I0)/(I – I0),

ãäå I* — óñðåäíåííàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëå-
òîê, ïðåäîáðàáîòàííûõ àíòèîêñèäàíòàìè, I — óñðåäíåííàÿ
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîíòðîëüíûõ êëåòîê, I0 —
óñðåäíåííàÿ èíòåíñèâíîñòü êëåòî÷íîé àâòîôëóîðåñöåíöèè.
Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ ìî-
äèôèêàöèé êðàñèòåëÿ, íè êà÷åñòâåííî, íè êîëè÷åñòâåííî
íå ðàçëè÷àëèñü, ïîýòîìó â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ
ìû èñïîëüçîâàëè êàðáîêñèëèðîâàííóþ ôîðìó çîíäà, äîëü-
øå óäåðæèâàåìóþ êëåòêîé ïîñëå îòìûâêè êðàñèòåëÿ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ðåçóëüòàòîâ ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ïðè
ýòîì çíà÷èìûìè ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ ñ 5%-íûì óðîâíåì
çíà÷èìîñòè. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íå ìåíüøå ÷åì â
äâóõ ïîâòîðíîñòÿõ, ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè 3—5 ðàç.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ àíòèîêñèäàíòîâ NAC, ALA è
DHLA íà ýíäîãåííûå óðîâíè ÀÔÊ â íîðìàëüíûõ (3Ò3) è
òðàíñôîðìèðîâàííûõ (3T3-SV40) ôèáðîáëàñòàõ êëåòêè,
îáðàáîòàííûå àíòèîêñèäàíòàìè, èíêóáèðîâàëè ñ ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûì êðàñèòåëåì è ñðàâíèâàëè èíòåí-
ñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) çîíäà â èññëåäóåìûõ è
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ. Öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî îáðàáîòêà àíòèîêñèäàíòàìè ïðèâîäèëà ê èç-
ìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ çîíäà â êëåòêàõ ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè. Íà ðèñ. 1 êàê ïðèìåð ïðåä-
ñòàâëåí ðåçóëüòàò îäíîãî èç ýêñïåðèìåíòîâ — ãèñòîãðàì-
ìû, îòîáðàæàþùèå ôëóîðåñöåíöèþ òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïðåäîáðàáîòàííûõ NAC èëè ALA â
òå÷åíèå 15 ìèí è îêðàøåííûõ çàòåì ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëü-
íûì êðàñèòåëåì. Êàê ïîêàçûâàåò ðèñóíîê, äåéñòâèå

10 ìÌ NAC ïîíèæàåò ÈÔ çîíäà â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ,
â òî âðåìÿ êàê äåéñòâèå ALA (1.25 ìÌ) òàêîé æå äëèòåëü-
íîñòè äâóêðàòíî ïîâûøàåò ÈÔ çîíäà ïî ñðàâíåíèþ ñ ÈÔ
êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû 3Ò3 ðåà-
ãèðóþò íà äåéñòâèå NAC è ALA àíàëîãè÷íûì îáðàçîì.
Çàìåòèì, ÷òî âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ è òå, è äðóãèå êëåòêè
ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ñåðèè èçìåðåíèé
ÈÔ (Iîòí.) ÀÔÊ-çàâèñèìîãî çîíäà â ôèáðîáëàñòàõ 3Ò3 è
3T3-SV40 ïîñëå îáðàáîòêè àíòèîêñèäàíòàìè. ÈÔ ðå-
äîêñ-çàâèñèìîãî çîíäà â êëåòêàõ, ïðåäîáðàáîòàííûõ àí-
òèîêñèäàíòàìè, íîðìèðîâàëè íà ÈÔ çîíäà â êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ â ñîîòâåòñòâèè ñ ôîðìóëîé (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðè-
àë è ìåòîäèêà»). Èç ðèñóíêà âèäíî, ÷òî NAC ïîíèæàåò
óðîâåíü ÀÔÊ ôèáðîáëàñòîâ, à ALA ïðèâîäèò ê åãî ïîâû-
øåíèþ. Çàìåíà ALA íà åå âîññòàíîâëåííóþ ìîäèôèêà-
öèþ DHLA â òîé æå êîíöåíòðàöèè (1.25 ìÌ) íå ïðèâîäèò
ê èçìåíåíèþ õàðàêòåðà îòâåòà êëåòîê (ðèñ. 2). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î òîì, ÷òî èñïîëüçóåìûå â íàøåé ðàáî-
òå àíòèîêñèäàíòû îêàçûâàþò ðàçíîíàïðàâëåííîå âëèÿíèå
íà ýíäîãåííûé óðîâåíü ÀÔÊ ôèáðîáëàñòîâ: NAC ñíèæà-
åò óðîâåíü ÀÔÊ, â òî âðåìÿ êàê ALA è DHLA ïîâûøàþò
åãî, ò. å. îêàçûâàþò ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå íà êëåòêè.

Ïîñêîëüêó ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå àíòèîêñèäàíòà
ìîæåò çàâèñåòü îò åãî êîíöåíòðàöèè, ìû èññëåäîâàëè ÈÔ
çîíäà â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ ALA è DHLA â øèðîêîì
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé. Êîíöåíòðàöèþ óìåíüøàëè äî
0.1 ìÌ. Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà ðèñ. 3. Èç ðèñóíêà âèä-
íî, ÷òî äåéñòâèå íà êëåòêè ALA â êîíöåíòðàöèîííîì
äèàïàçîíå 0.1—0.7 ìÌ èìååò äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð,
îäíàêî íàïðàâëåíèå èçìåíåíèé îñòàåòñÿ ïðåæíèì — ÈÔ
çîíäà, îòðàæàþùàÿ óðîâåíü ÀÔÊ, ïîâûøàåòñÿ. Òî æå îò-
íîñèòñÿ è ê DHLA (íå ïîêàçàíî). Äàëüíåéøåå óìåíüøå-
íèå êîíöåíòðàöèè ALA è DHLA óæå íå âëèÿëî íà ÈÔ
çîíäà è â òåõ, è â äðóãèõ êëåòêàõ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü
ALA, NAC îêàçûâàë àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå âî âñåì
èññëåäîâàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé — îò 5 äî 10 ìÌ
(ñì. òàáëèöó).

Â íåêîòîðûõ ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ ÈÔ çîíäà èçìå-
ðÿëè ÷åðåç 30 ìèí è ÷åðåç 20—24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ àíòè-
îêñèäàíòà â ñðåäó ñ êëåòêàìè. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå
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Ðèñ. 1. Ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè (ÈÔ) ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà (carboxy-H2DCFDA) â
êëåòêàõ 3T3-SV40 â êîíòðîëå (K) è ïîñëå 15-ìèíóòíîãî äåéñò-

âèÿ àíòèîêñèäàíòîâ NAC (10 ìÌ) èëè ALA (1.25 ìÌ).



÷åðåç 30 ìèí, íå îòëè÷àþòñÿ îò äàííûõ äëÿ 15-ìèíóòíîãî
äåéñòâèÿ àíòèîêñèäàíòîâ. ×åðåç 24 ÷ óðîâåíü ÀÔÊ â ïðè-
ñóòñòâèè NAC ïðîäîëæàåò ñîõðàíÿòüñÿ íà òîì æå íèçêîì
óðîâíå (íå äåìîíñòðèðóåòñÿ), à óðîâåíü ÀÔÊ â ïðèñóòñò-
âèè ALA ïîíèæàåòñÿ äî êîíòðîëüíîãî (ñì. òàáëèöó). Ýòè
äàííûå ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå ALA
ñî âðåìåíåì èñ÷åçàåò.

Îáñóæäåíèå

Èòàê, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá
àíòèîêñèäàíòíîì äåéñòâèè NAC è ïðîîêñèäàíòíîì äåé-
ñòâèè ÀLA è DHLA íà íîðìàëüíûå è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå ôèáðîáëàñòû. Ïðè÷åì ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå ðå-
ãèñòðèðóåòñÿ ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ àãåíòà â ñðåäó
ñ êëåòêàìè, íî ñî âðåìåíåì èñ÷åçàåò (20—24 ÷). Äàííûå î
ñïîñîáíîñòè NAC ïîíèæàòü óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêàõ, ïðî-

äåìîíñòðèðîâàííûå â íàñòîÿùåé ñòàòüå, ïîäòâåðæäàþò
äàâíî èçâåñòíûå àíàëîãè÷íûå ôàêòû, ïîëó÷åííûå ðàçíû-
ìè àâòîðàìè, â òîì ÷èñëå è íàìè (Ãàìàëåé è äð., 2003;
Gamaley et al., 2006). Âî-ïåðâûõ, NAC, ïðîíèêàÿ â êëåò-
êè, âêëþ÷àåòñÿ â ñèíòåç ãëóòàòèîíà — êëþ÷åâîé àíòèîê-
ñèäàíòíîé ìîëåêóëû (Sochman, 2002), óâåëè÷èâàÿ åãî ñî-
äåðæàíèå â êëåòêå (Gamaley et al., 2006), à âî-âòîðûõ, è
ñàì ìîæåò âîññòàíàâëèâàòü îêèñëåííûé ñóáñòðàò (îêèñ-
ëåííûå SH-ãðóïïû) è ïðåïÿòñòâîâàòü îáðàçîâàíèþ äèñó-
ëüôèäíûõ ñâÿçåé (Parasassi et al., 2010).

Ãîðàçäî ñëîæíåå îáñòîÿò äåëà ñ ÀLA è åå âîññòàíîâ-
ëåííîé ôîðìîé DHLA. Ýòè äâà ñîåäèíåíèÿ áûëè îáúÿâ-
ëåíû íîâûìè àíòèîêñèäàíòàìè áîëåå 20 ëåò íàçàä (Suzu-
ki et al., 1991), îäíàêî äî ñèõ ïîð äàííûå ëèòåðàòóðû ïå-
ñòðÿò ïðîòèâîðå÷èÿìè îòíîñèòåëüíî è ìåõàíèçìà, è
ðåçóëüòàòà èõ äåéñòâèÿ.

Â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà åñòåñòâåííûì ïóòåì âûðàáàòû-
âàåòñÿ òîëüêî îäèí èçîìåð — R-àëüôà-ëèïîåâàÿ êèñëîòà.

734 Î. Ã. Ëþáëèíñêàÿ è äð.

Ðèñ. 2. Îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ ÈÔ ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà (Iîòí.) â êëåòêàõ 3T3 è 3T3-SV40 ïîñëå 15-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ
ALA (1.25 ìÌ), DHLA (1.25 ìÌ) è NAC (10 ìÌ).

Çäåñü è íà ðèñ. 3: çíà÷åíèå 1 (øòðèõîâàÿ ëèíèÿ) ñîîòâåòñòâóåò óðîâíþ ÈÔ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò
êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ ïðè P � 0.05. Âû÷èñëåíèå Iîòí. — ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ALA â ðàçíîé êîíöåíòðàöèè (0.1—1.25 ìÌ, 15 ìèí) íà ÈÔ ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà â êëåòêàõ 3T3 è
3T3-SV40.



Âñå îáñóæäàåìûå ïîëåçíûå êà÷åñòâà ÀLA îòíîñÿòñÿ
èìåííî ê ýòîé ôîðìå. Õèìè÷åñêè ïîëó÷åííàÿ ÀLA ÿâëÿ-
åòñÿ ðàöåìè÷åñêîé ñìåñüþ (ñìåñüþ â ðàâíûõ ÷àñòÿõ äâóõ
çåðêàëüíûõ èçîìåðîâ) R- è ïëîõî óñâîÿåìîãî S-èçîìåðà
(Ikuta et al., 2013).

Îáùèå àíòèîêñèäàíòíûå ñâîéñòâà ÀLA è DHLA, øè-
ðîêî îáñóæäàåìûå â ëèòåðàòóðå, âûðàæàþòñÿ â èõ ñïî-
ñîáíîñòè õåëàòèðîâàòü ìåòàëëû, èíãèáèðóÿ òàêèì îá-
ðàçîì ðåàêöèþ Ôåíòîíà è ïðîäóêöèþ ãèäðîêñèëüíîãî
ðàäèêàëà, ëèêâèäèðîâàòü ãèïîõëîðíóþ êèñëîòó è ñèíã-
ëåòíûé êèñëîðîä; DHLA êàê áîëåå ìîùíûé àíòèîêñè-
äàíò â îòëè÷èå îò ÀLA ìîæåò âîññòàíàâëèâàòü ñóïåðîê-
ñèäíûé àíèîí-ðàäèêàë, ðåãåíåðèðîâàòü ýíäîãåííûå àíòè-
îêñèäàíòû (âèòàìèíû Ñ, Å è ãëóòàòèîí) è âîññòàíàâëèâàòü
îêèñëèòåëüíûå ïîâðåæäåíèÿ (Suzuki et al., 1991; ñì. îáçî-
ðû: Biewenga et al., 1997; Ghibu et al., 2009). Òàêèì îáðà-
çîì, ÀLA è DHLA â õèìè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ áîëåå àê-
òèâíû ïðîòèâ ðàäèêàëîâ, ÷åì ïðîòèâ ñòàáèëüíîé ìîëåêó-
ëû ïåðîêñèäà âîäîðîäà (Í2Î2), ñ ÷åì, î÷åâèäíî, ìîæåò
áûòü ñâÿçàíà ïëåéîòðîïíîñòü èõ äåéñòâèÿ íà êëåòêó. Áëà-
ãîäàðÿ ïåðå÷èñëåííûì ñâîéñòâàì ÀLA ïðèâëåêàåò âíè-
ìàíèå êàê àãåíò äëÿ áîðüáû ñ îêèñëèòåëüíûìè ïîâðåæ-
äåíèÿìè. Òåì íå ìåíåå âëèÿíèå ÀLA è DHLA íà âíóò-
ðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ íåîäíîçíà÷íî. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå îá óâåëè÷åíèè óðîâíÿ ÀÔÊ, ãëàâíûì îáðà-
çîì Í2Î2, â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè ÀLA è DHLA
ïîäòâåðæäàþòñÿ è îáúÿñíÿþòñÿ ðÿäîì äàííûõ èç ëèòå-
ðàòóðû.

Àíàëèç äàííûõ ïîêàçûâàåò, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò
óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà (in vivo èëè in vitro), ïðèðîäû
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, êîíöåíòðàöèè è îò êëåòî÷íîãî
òèïà (èëè îðãàíà) ÀLA ìîæåò âûçûâàòü ñëåäóþùèå ýô-
ôåêòû (ñì. îáçîðû: Biewenga et al., 1997; Ghibu et al.,
2009): 1) óâåëè÷èâàòü óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå; 2) óìåíü-

øàòü óðîâåíü ÀÔÊ â êëåòêå è çàùèùàòü êëåòêó îò îêèñ-
ëèòåëüíûõ ïîâðåæäåíèé; 3) ïðèâîäèòü ê ïîâðåæäåíèÿì
êëåòêè, êîòîðûå ñîïðîâîæäàþòñÿ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ
ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ è óìåíüøåíèåì ñîäåðæàíèÿ àíòè-
àïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ, óñèëåíèåì àêòèâíîñòè êàñïàç è â
èòîãå — êëåòî÷íîé ãèáåëüþ. Ïåðâîïðè÷èíîé ãèáåëè êëå-
òîê ðàññìàòðèâàåòñÿ è ïîâûøåíèå óðîâíÿ ÀÔÊ ïðè äåé-
ñòâèè ÀLA (ñì., íàïðèìåð: Kim et al., 2012), è ïîíèæåíèå
(Shi et al., 2008; Dozio et al., 2010). È îáà ôàêòà àâòîðû
ïðåäëàãàþò èñïîëüçîâàòü â áîðüáå ñ îïóõîëåâûìè êëåò-
êàìè. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ðåçóëüòàò äåéñòâèÿ ALA (ïî
äàííûì ðàçíûõ àâòîðîâ) çàâèñèò îò âðåìåíè åå äåéñòâèÿ.
ßðêî âûðàæåííûå ïîëîæèòåëüíûå ýôôåêòû (çàùèòíîå
àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå), êàê ïðàâèëî, òðåáóþò äëèòå-
ëüíîãî âðåìåíè (ìíîãèõ ÷àñîâ). Ñ ýòèì ôàêòîì ñîãëàñó-
åòñÿ íàø ðåçóëüòàò î âðåìåííîì ïðîîêñèäàíòíîì äåéñò-
âèè ALA. Îòìåòèì, ÷òî êîíöåíòðàöèè ALA, èñïîëüçóå-
ìûå â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ðàçíûìè àâòîðàìè, ëåæàò â
ïðåäåëàõ 0.2 ìêÌ—2 ìÌ.

Èíòåðåñíî, ÷òî ïðîîêñèäàíòíîå äåéñòâèå ALA â ðÿäå
ðàáîò îáñóæäàåòñÿ êàê íåîáõîäèìûé øàã â ñèãíàëüíîé
öåïè, ïðèâîäÿùèé â èòîãå ê àíòèîêñèäàíòíîé çàùèòå.
Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî äåéñòâèå ALA ìîæåò àêòèâèðîâàòü
NADPH-îêñèäàçó è óñèëèâàòü îáðàçîâàíèå ñóïåðîê-
ñèäíîãî àíèîí-ðàäèêàëà (Al-Rashed et al., 2013), âûçûâàòü
ýêñïðåññèþ ãåìîêñèãåíàçû 1, ÷òî ñïîñîáñòâóåò òðàíñ-
ëîêàöèè ôàêòîðà Nrf2 èç öèòîçîëÿ â ÿäðî, â ðåçóëüòàòå
÷åãî ýêñïðåññèðóþòñÿ ãåíû àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ
(Al-Rashed et al., 2013). ÀÔÊ, ïðîèçâîäèìûå ïðè äåéñò-
âèè ALA, ìîäèôèöèðóþò áåëîê Keap 1, êîòîðûé óäåð-
æèâàåò Nrf2 â ÿäðå (Koriyama et al., 2013). Ñîáûòèÿ ìîãóò
îñóùåñòâëÿòüñÿ ÷åðåç àêòèâàöèþ êèíàçû Akt (PI3-êè-
íàçíûé ïóòü) (Koriyama et al., 2013) èëè êèíàç
ERK1,2 (Cheng et al., 2006; Yao et al., 2012; Deng et al.,
2013).

Äàííûõ ïî äåéñòâèþ íà êëåòêè DHLA â ëèòåðàòóðå
ãîðàçäî ìåíüøå, íî â öåëîì îíè àíàëîãè÷íû äàííûì äëÿ
ALA. Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ â öåëîì îñòàåòñÿ íåâûÿñíåí-
íûì, íî óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî DHLA ñïîñîáíà çà-
ùèùàòü êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Wang et al.,
2008), ñ îäíîé ñòîðîíû, à ñ äðóãîé — óâåëè÷èâàòü âíóò-
ðèêëåòî÷íûé óðîâåíü ÀÔÊ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî DHLA â îòëè-
÷èå îò ALA âîññòàíàâëèâàåò ñóïåðîêñèäíûé àíèîí-ðàäè-
êàë äî Í2Î2, óâåëè÷èâàÿ, òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöèþ
Í2Î2 (Suzuki et al., 1991). Êðîìå òîãî, ïðîîêñèäàíòíîå
äåéñòâèå DHLA ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ åå ñïîñîáíîñòüþ âîñ-
ñòàíàâëèâàòü æåëåçî è îáðàçîâûâàòü ñåðîñîäåðæàùèé ðà-
äèêàë (Scott et al., 1994).

ALA ïðèìåíÿåòñÿ â êëèíèêå êàê ôàðìàêîëîãè÷åñêèé
àãåíò. Åå äåéñòâèå âûçûâàåò áîëüøîé èíòåðåñ èìåííî êàê
àíòèîêñèäàíòà, îñîáåííî ïðè ëå÷åíèè çàáîëåâàíèé îáìå-
íà âåùåñòâ, òàêèõ êàê äèàáåò. Îäíàêî ó÷èòûâàÿ ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå è àíàëîãè÷íûå äàííûå èç ëèòåðàòóðû,
íåëüçÿ íå ñîãëàñèòüñÿ ñ ñóùåñòâóþùèì ìíåíèåì î òîì,
÷òî âîïðîñ î ïîëüçå è îïàñíîñòè ïðèìåíåíèÿ ALA, èìåþ-
ùåé ÿâíîå äâîéñòâåííîå äåéñòâèå, îêîí÷àòåëüíî íå ðå-
øåí (Cakatay, 2006).

Àâòîðû áëàãîäàðíû Å. À. Âàõðîìîâîé çà ïîìîùü â
ïîñòàíîâêå ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-00935) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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Âëèÿíèå àíòèîêñèäàíòîâ íà ýíäîãåííûé óðîâåíü ÀÔÊ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè

Àíòèîêñèäàíò Êîíöåíòðàöèÿ, ìÌ Iîòí.

Ô è á ð î á ë à ñ ò û 3T3

ALA 0.10 1.6 ± 0.4

0.70 2.0 ± 0.4

1.25 2.8 ± 0.3

0.9 ± 0.2 (÷åðåç 24 ÷)

DHLA 0.10 1.0 ± 0.2

1.25 3.2 ± 0.4

NAC 5.00 0.6 ± 0.1

10.00 0.5 ± 0.1

Ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û å ô è á ð î á ë à ñ ò û 3T3-SV40

ALA 0.10 1.0 ± 0.1

0.70 1.6 ± 0.1

1.25 1.9 ± 0.1

DHLA 0.10 1.0 ± 0.2

1.25 2.6 ± 0.4

NAC 10.00 0.72 ± 0.06

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Iîòí. — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÔÊ-çàâè-
ñèìîãî çîíäà (carboxy-H2DCFDA) îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ,
ïðèíÿòîãî çà 1 (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Âðåìÿ äåéñòâèÿ àí-
òèîêñèäàíòà âî âñåõ ñëó÷àÿõ, êðîìå âûäåëåííîãî æèðíûì øðèôòîì, —
15 ìèí.
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COMPARATIVE ANTIOXIDANT ACTION ON THE LEVEL OF REACTIVE OXYGEN SPECIES

IN NORMAL AND TRANSFORMED FIBROBLASTS

O. G. Lyublinskaya, K. M. Kirpichnikova, I. A. Gamaley1
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We studied the changes in the level of reactive oxygen species (ROS) in normal (3T3) and transformed
(3T3-SV40) murine fibroblasts under the antioxidant action for 15 min using fluorescent probe carbo-
xy-H2DCFDA. We have shown that N-acetylcysteine (NAC) decreased ROS level in both cellular types. Another
antioxidant, alpha-lipoic acid (ALA), and its reduced form, dihydrolipoic acid (DHLA), caused the prooxidant ef-
fects. Both ALA and DHLA in the concentration range of 0.1—1.25 mM increased ROS level in dose dependent
manner in both cellular types. The ability of ALA and DHLA to activate hydrogen peroxide production is discussed.

K e y w o r d s: reactive oxygen species, N-acetylcysteine, alpha-lipoic acid, dihydrolipoic acid, prooxidant actin.
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