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Ãåíîòîêñè÷íîñòü ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû in vitro â ëèìôîöèòàõ...

Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå öèòî- è ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ (+)- è (–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé
êèñëîòû â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíî, ÷òî èçó÷åííûå ýíàíòèîìåðû óñíèíî-
âîé êèñëîòû â êîíöåíòðàöèè 0.04—0.30 ìÌ îáëàäàëè âûðàæåííûì öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ýíàíòèîìåðû óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíòðàöèè 0.04—0.30 ìÌ ïðîÿâëÿëè ãåíîòîêñè÷å-
ñêîå äåéñòâèå, ïðè ýòîì ãåíîòîêñè÷íîñòü (–)-ýíàíòèîìåðà óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíòðàöèÿõ 0.15 è
0.30 ìÌ áûëà â 2 ðàçà âûøå, ÷åì ó (+)-ýíàíòèîìåðà. Ïðè äåéñòâèè (+)- è (–)-ñòåðåîèçîìåðîâ óñíèíîâîé
êèñëîòû íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå àòèïè÷íûõ «ÄÍÊ-êîìåò», ïðè ýòîì (–)-óñíèíîâàÿ êèñëîòà èíäóöè-
ðîâàëà â 2.5—3.5 ðàçà áîëüøå àòèïè÷íûõ «êîìåò», ÷åì åå (+)-ñòåðåîèçîìåð.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèìôîöèòû, óñíèíîâàÿ êèñëîòà, ýíàíòèîìåðû, öèòîòîêñè÷íîñòü, ãåíîòîêñè÷-
íîñòü, ìåòîä ÄÍÊ-êîìåò.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÄÌÑÎ — äèìåòèë-
ñóëüôîêñèä, ÌÌÑ — ìåòèëìåòàíñóëüôîíàò.

Ëèøàéíèêîâûå âåùåñòâà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãðóïïó
ïðèðîäíûõ ñîåäèíåíèé, îáúåäèíÿåìûõ òåðìèíîì «ëè-
øàéíèêîâûå êèñëîòû», êîòîðûå íå âñòðå÷àþòñÿ ó äðóãèõ
ãðóïï îðãàíèçìîâ. Âñåãî èçâåñòíî ïîðÿäêà 800 ñîåäèíå-
íèé ëèøàéíèêîâûõ âåùåñòâ, èç êîòîðûõ íàèáîëåå ÷àñòî
âñòðå÷àåìîé â òàëëîìàõ ëèøàéíèêîâ è õîðîøî èçó÷åí-
íîé ÿâëÿåòñÿ óñíèíîâàÿ êèñëîòà (Ðàâèíñêàÿ, 1984; Øàïè-
ðî, 1991; Äåìáèöêèé, Òîëñòèêîâ, 2005).

Èçâåñòíî, ÷òî â ëèøàéíèêàõ ñîäåðæàòñÿ (+) è (–) îï-
òè÷åñêè àêòèâíûå ôîðìû óñíèíîâîé êèñëîòû, ðàçëè÷àþ-
ùèåñÿ R è S êîíôèãóðàöèåé õèðàëüíîãî àòîìà Ñ9b (ðèñ. 1).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî (+)-ñòåðåîèçîìåð îáëàäàåò áîëüøåé àí-
òèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè àýðîáíûõ è
àíàýðîáíûõ áàêòåðèé ïî ñðàâíåíèþ ñ (–)-ñòåðåîèçîìåðîì
(Lauterwein et al., 1995). Âìåñòå ñ òåì îáà ñòåðåîèçîìåðà
óñíèíîâîé êèñëîòû ïðîÿâëÿþò âûðàæåííîå áàêòåðèöèä-
íîå äåéñòâèå â îòíîøåíèè ãðàìïîëîæèòåëüíûõ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ è ìèêîáàêòåðèé, âêëþ÷àÿ øòàììû, óñòîé÷èâûå
ê àíòèáèîòèêàì (Stoll et al., 1950; Lauterwein et al., 1995;
Cocchietto et al., 2002).

Ïîìèìî àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòè ýíàíòèîìåðû
óñíèíîâîé êèñëîòû îáëàäàþò àíòèïðîëèôåðàòèâíûìè è
öèòîòîêñè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, ÷òî äåëàåò èõ ïåðñïåêòèâ-
íûìè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè ñîåäèíåíèÿìè (Stanojkovic,
2015). Òàê, íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî óñíèíîâàÿ êèñëîòà
ïðîÿâëÿåò in vitro öèòîñòàòè÷åñêóþ è ïðîàïîïòîòè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü îòíîñèòåëüíî êëåòîê ëåéêåìèè ÷åëîâåêà
(K562), êàðöèíîìû ýíäîìåòðèÿ (HEC-50), êëåòîê ðàêà
ãðóäè (MCF-7) è íåêîòîðûõ äðóãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (In-
golfsdottir, 2002; Bazin et al., 2008). Âìåñòå ñ òåì ñâåäåíèÿ
î ãåíîòîêñè÷åñêîì è ìóòàãåííîì äåéñòâèè ëèøàéíèêî-
âûõ êèñëîò, âêëþ÷àÿ óñíèíîâóþ, îñîáåííî åå ñòåðåîèçî-

ìåðîâ, â îòíîøåíèè «íîðìàëüíûõ» êëåòîê îðãàíèçìà
÷åëîâåêà äî ñèõ ïîð íîñÿò ñïîðàäè÷åñêèé è ïðîòèâîðå÷è-
âûé õàðàêòåð.

Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå
ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû in vitro íà ëèìôîöèòû
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì ÄÍÊ-êîìåò.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ äëÿ âûäåëåíèÿ (+)- è (–)-ýíàíòè-
îìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû èñïîëüçîâàëè ïðîèçðàñòàþ-
ùèå â Öåíòðàëüíîé ßêóòèè ëèøàéíèêè Cladonia arbuscu-
la è C. stellaris ñîîòâåòñòâåííî òàê êàê îíè ñîäåðæàò ïðå-
èìóùåñòâåííî äàííûå îïòè÷åñêèå èçîìåðû (Huovinen,
Ahti, 1986). Äëÿ âûäåëåíèÿ óñíèíîâîé êèñëîòû áðàëè ïî
50 ã èçìåëü÷åííûõ âîçäóøíî-ñóõèõ òàëëîìîâ êàæäîãî
âèäà ëèøàéíèêà è ýêñòðàãèðîâàëè ëåãêèì ïåòðîëåéíûì
ýôèðîì (ôðàêöèÿ 40—70 °C) ñ èñïîëüçîâàíèåì àïïàðàòà
Ñîêñëåòà â òå÷åíèå 12 ÷. Ïîñëå îñòûâàíèÿ èç ÷àñòè÷íî
óïàðåííûõ ýêñòðàêòîâ ëèøàéíèêîâ C. stellaris è C. arbus-
cula âûïàäàë ìåëêîêðèñòàëëè÷åñêèé îñàäîê æåëòîãî öâå-
òà (8—10 ìã íà 1 ã òàëëîìîâ).

ÈÊ-ñïåêòðû âûäåëåííûõ âåùåñòâ ñíèìàëè íà èíô-
ðàêðàñíîì ñïåêòðîìåòðå ñ ïðåîáðàçîâàòåëåì Ôóðüå Vari-
an 7000 FT-IR (ÑØÀ) â òàáëåòêàõ áðîìèäà êàëèÿ â äèàïà-
çîíå 400—4000 ñì–1. ÓÔ-ñïåêòðû ìåòàíîëüíûõ ðàñòâîðîâ
âûäåëåííûõ ñîåäèíåíèé ñíèìàëè íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå Shimadzu UV-2600 (ßïîíèÿ) â äèàïàçîíå 190—
350 íì.

Ìàêñèìóìû ïîãëîùåíèÿ â ÓÔ-ñïåêòðå (MeOH): 232
è 282 íì. ÈÊ-ñïåêòð (KBr): 1690, 1628, 1538, 1451, 1421,
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1375,1356, 1334, 1317, 1287, 1221, 1189, 1144, 1118, 1070,
1040, 1024, 992, 958, 840, 819, 802 b 701 ñì–1.

Ñîïîñòàâëåíèå ïîëó÷åííûõ ñïåêòðîâ âûäåëåííûõ âå-
ùåñòâ ñ óæå èçâåñòíûìè ñïåêòðàìè ëèøàéíèêîâûõ ìåòà-
áîëèòîâ ïîêàçàëî, ÷òî âûäåëåííûå ñîåäèíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ
óñíèíîâîé êèñëîòîé (Huneck, 1996). Èçìåðåíèÿ óãëà âðà-
ùåíèÿ ïëîñêîñòè ïîëÿðèçàöèè îïòè÷åñêè àêòèâíûõ ôîðì
âûäåëåííîé óñíèíîâîé êèñëîòû ïðîâîäèëè íà àâòîìàòè-
÷åñêîì ïîëÿðèìåòðå À1-ÅÏË (ÑÑÑÐ). Ïîäòâåðæäåíî, ÷òî
óñíèíîâàÿ êèñëîòà, âûäåëåííàÿ èç ëèøàéíèêîâ C. arbus-
cula è C. stellaris, ÿâëÿëàñü (+)- è (–)-ñòåðåîèçîìåðàìè ñî-
îòâåòñòâåííî [ ]a D

21 +420 è –500 (CHCl3, c 0.2).
Èññëåäîâàíèÿ öèòî- è ãåíîòîêñè÷íîñòè ïðîâîäèëè â

ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè÷åñêèìè ðåêîìåíäàöèÿìè (Äóðíåâ
è äð., 2006). Äëÿ âûäåëåíèÿ ëèìôîöèòîâ îòáèðàëè ïî
2.5 ìë ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó äâóõ çäîðîâûõ íåêóðÿ-
ùèõ ìóæ÷èí-äîíîðîâ â âîçðàñòå îò 20 äî 30 ëåò. Îòî-
áðàííóþ êðîâü ïåðåíîñèëè â ñòåðèëüíûå ïðîáèðêè, ñî-
äåðæàùèå 0.2 ìë ðàñòâîðà ãåïàðèíà. Äàëåå öåëüíóþ
êðîâü ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì ñðåäû RPMI-1640,
îñòîðîæíî íàñëàèâàëè íà 3 ìë ãðàäèåíòíîé ñðåäû ôèêîë-
ëà è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 400 g â òå÷åíèå 40 ìèí. Îáðà-
çóþùååñÿ íà ðàçäåëå ôàç «êîëüöî» èç ìîíîíóêëåàðîâ îò-
áèðàëè ïèïåòêîé è äâàæäû îòìûâàëè ñðåäîé RPMI-1640
ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 400 g â òå÷åíèå 10 ìèí.
Ïîñëå âòîðîé îòìûâêè îñàäîê ðàçâîäèëè â ñðåäå
RPMI-1640 äî êîíöåíòðàöèè êëåòîê 2.5�105/ìë.

Ãåíîòîêñè÷íîå äåéñòâèå ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé
êèñëîòû îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè ïîâðåæäåííîñòè ÄÍÊ
ëèìôîöèòîâ ìåòîäîì ùåëî÷íîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà èçî-
ëèðîâàííûõ êëåòîê, èçâåñòíûì â ëèòåðàòóðå êàê ìåòîä
«ÄÍÊ-êîìåò» (Òðîíîâ, Ïîëåâèíà, 1996). Äëÿ ýòîãî â ìèê-
ðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè ñî ñðåäîé RPMI-1640, ñîäåð-
æàùåé ëèìôîöèòû â êîíöåíòðàöèè êëåòîê 0.5�105/ìë,
âíîñèëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûå äèìåòèëñóëüôîêñèäíûå
(ÄÌÑÎ) ðàñòâîðû (+)- è (–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé
êèñëîòû äî ïîëó÷åíèÿ êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé 0.30, 0.15,
0.08, 0.04 è 0.02 ìÌ. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÄÌÑÎ âî
âñåõ èññëåäóåìûõ èíêóáàöèîííûõ ñìåñÿõ íå ïðåâûøàëà
1 îá. %. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
ëè 1 % ÄÌÑÎ, ïîëîæèòåëüíîãî — ìåòèëìåòàíñóëüôîíàò
(ÌÌÑ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.18 ìÌ. Ïîëó÷åííûå
ñìåñè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè 37 °C ïàðàëëåëüíî
ñ êîíòðîëÿìè.

Ïîñëå èíêóáàöèè ëåéêîöèòû äâàæäû îòìûâàëè îò
êîìïîíåíòîâ ñðåäû íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì (ÔÑÁ),
pH 7.5, ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè 1000 g â òå÷åíèå
5 ìèí. Ïîñëå âòîðîé îòìûâêè êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè
0.1 ìë ÔÑÁ. Çàòåì ñóñïåíçèþ êëåòîê (60 ìêë) âíîñèëè â
ïðîáèðêè ñ 240 ìêë 1%-íîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâêîé àãà-

ðîçû è íàíîñèëè íà ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòûå òóãîïëàâ-
êîé àãàðîçîé ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Ïîñëå çàòâåðäåâàíèÿ
àãàðîçû ìèêðîïðåïàðàòû ëèçèðîâàëè îõëàæäåííûì áó-
ôåðîì (10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 10, 2.5 M NaCl, 100 ìÌ
ÝÄÒÀ, 1 % Òðèòîíà X-100 è 10 % ÄÌÑÎ) íå ìåíåå 1 ÷
ïðè 4 °C. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ëèçèñà ìèêðîïðåïàðàòû ïîìå-
ùàëè â ùåëî÷íîé áóôåð äëÿ ýëåêòðîôîðåçà (300 ìÌ
NaOH è 1 ìÌ ÝÄÒÀ, pH > 13) íà 20 ìèí äëÿ äåíàòóðàöèè
ÄÍÊ è ðåàëèçàöèè ùåëî÷åëàáèëüíûõ ñàéòîâ â îäíîíèòå-
âûå ðàçðûâû. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 20 ìèí
ïðè íàïðÿæåííîñòè ïîëÿ 1 Â/ñì è ñèëå òîêà ~300 ìÀ,
ïîñëå ÷åãî ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàëè â 70%-íîì ðàñòâîðå
ýòàíîëà è âûñóøèâàëè. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ìèêðî-
ñêîïèðîâàíèåì ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè ôëóîðåñöèðóþ-
ùèì êðàñèòåëåì SYBR Green I (20 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 30
ìèí. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå
ËàáÌåä-2Ë (Ðîññèÿ), èñïîëüçóÿ âîçáóæäàþùèé è îòñåêà-
þùèé ñâåòîôèëüòðû íà 490 è 530 íì ñîîòâåòñòâåííî. Ïî-
ëó÷åííûå ñ ìèêðîïðåïàðàòîâ èçîáðàæåíèÿ «ÄÍÊ-êîìåò»
àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå-
÷åíèÿ CASP 2.2.1. Â êà÷åñòâå ïîêàçàòåëÿ ïîâðåæäåííîñòè
ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â õâîñòå
«êîìåò» (% ÄÍÊ â õâîñòå îò îáùåãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â
«êîìåòå»). Â ìèêðîïðåïàðàòàõ «ÄÍÊ-êîìåò» âûÿâëåííûå
àòèïè÷íûå «ÄÍÊ-êîìåòû» ñ îòñóòñòâóþùåé èëè ïðàêòè-
÷åñêè îòñóòñòâóþùåé ãîëîâîé è øèðîêèì äèôôóçíûì
õâîñòîì âûäåëÿëè â îòäåëüíóþ êàòåãîðèþ è èñêëþ÷àëè
èç îáùåãî àíàëèçà, ïîñêîëüêó ÄÍÊ â õâîñòå òàêèõ êîìåò
ïðåäñòàâëåíà â âèäå êîðîòêèõ äèñêðåòíûõ ôðàãìåíòîâ,
ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î íóêëåàçíîé äåãðàäàöèè ÄÍÊ.

Æèçíåñïîñîáíîñòü ëèìôîöèòîâ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
êîìáèíèðîâàííîé îêðàñêè ýòèäèóìîì áðîìèäîì è
5,6-êàðáîêñèôëóîðåñöåèí äèàöåòàòîì (CFDA). Äëÿ ýòîãî
ê 0.1 ìë êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå èíêóáà-
öèè ñ îïèñàííûìè âûøå êîíöåíòðàöèÿìè ýíàíòèîìåðîâ
óñíèíîâîé êèñëîòû, äîáàâëÿëè 25 ìêë ðàñòâîðà êðàñèòå-
ëåé (0.025%-íûé ýòèäèóì áðîìèä è 0.042%-íûé CDFA) è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîñëå îòìûâêè îò êðàñè-
òåëÿ êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè íàíîñèëè íà ïðåäìåòíûå ñòåê-
ëà è àíàëèçèðîâàëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Íà
êàæäûå 100 êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî æèâûõ (çå-
ëåíàÿ îêðàñêà) è ïîãèáøèõ (êðàñíàÿ îêðàñêà) êëåòîê.

Âñå èçìåðåíèÿ âûïîëíåíû â ÷åòûðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåé
àðèôìåòè÷åñêîé âåëè÷èíû è åå ñòàíäàðòíîé îøèáêè
(M � m). Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé âûáîðîê ïðîâîäè-
ëè ìåòîäîì îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà
(ANOVA), çíà÷èìîñòü îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ êðèòåðèÿ Äàííåòà äëÿ ìíîæåñòâåííûõ ñðàâíå-
íèé, ïðè óðîâíå p � 0.05. Ðàñ÷åò ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ

14 È. À. Ïðîêîïüåâ è äð.

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû.



ïàêåòà AnalystSoft, StatPlus — ïðîãðàììà ñòàòèñòè÷åñêî-
ãî àíàëèçà, v.2007.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ÄÌÑÎ, ÌÌÑ,
RPMI-1640, CFDA, ýòèäèóì áðîìèä è SYBR Green I (Sig-
ma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðàáîòå Êóï÷àíà è Êîïïåðìàíà (Kupchan, Kopper-
man, 1975) âïåðâûå ïðèâåäåíû ñâåäåíèÿ î öèòîñòàòè÷å-
ñêîì äåéñòâèè (–)-óñíèíîâîé êèñëîòû â îòíîøåíèè ëå-
ãî÷íîé êàðöèíîìû Ëüþèñà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäî-
âàíèÿ â ýòîé îáëàñòè ïðîäîëæàþòñÿ. Òàê, â ðÿäå ðàáîò
(Mayer et al., 2005; Koparal et al., 2006) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäà MTT ïîêàçàíî çíà÷èìîå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñò-
âèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé óñíèíîâîé êèñëîòû íà ðà-
êîâûå êëåòêè (MCF-7, MDA-MB-231 è A549) è ôèáðîá-
ëàñòû (V79). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî äàæå ñðàâ-
íèòåëüíî íåáîëüøèå êîíöåíòðàöèè óñíèíîâîé êèñëîòû
(5.0—10.0 ìêÌ) ñïîñîáíû èíèöèèðîâàòü íåêðîòè÷åñêèå
ïðîöåññû â êóëüòóðå êëåòîê ãåïàòîöèòîâ ìûøåé (Han
et al., 2004). Âìåñòå ñ òåì íå âñå àâòîðû åäèíîäóøíû â
îöåíêå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ óñíèíîâîé êèñëîòû.
Òàê, èññëåäîâàíèå âëèÿíèÿ (+)-óñíèíîâîé êèñëîòû â êîí-
öåíòðàöèÿõ îò 0.05 äî 0.60 ìÌ íà ôèáðîáëàñòû (V79) ìå-
òîäîì îêðàøèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì íå âûÿâèëî çíà-
÷èìîãî ñíèæåíèÿ èõ æèçíåñïîñîáíîñòè âïëîòü äî êîí-
öåíòðàöèè 0.40 ìÌ (Leandro et al., 2013).

Ïðîâåäåííîå íàìè èññëåäîâàíèå æèçíåñïîñîáíîñòè
êëåòîê ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîêàçàëî çíà-
÷èìîå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðà-
öèé (+)- è (–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû (ðèñ. 2).
Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî ÷èñëî æèâûõ êëåòîê ïðè äåéñòâèè
ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíòðàöèÿõ îò
0.04 äî 0.30 ìÌ áûëî â 1.1—7 ðàç íèæå, ÷åì â îòðèöà-
òåëüíîì êîíòðîëå. Ïîêàçàíî, ÷òî (–)-óñíèíîâàÿ êèñëîòà â
êîíöåíòðàöèÿõ 0.04 è 0.08 ìÌ ïðîÿâëÿëà ìåíåå âûðàæåí-
íîå öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íà êëåòêè ëèìôîöèòîâ,
÷åì åå (+)-ñòåðåîèçîìåð. Ðàíåå â ðàáîòå Êîïàðàëÿ ñ ñîàâ-

òîðàìè (Koparal et al., 2006) íà êëåòêàõ ëèíèé V79 è A549
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî (+)-óñíèíîâàÿ êèñëîòà îáëàäàëà áîëåå
âûðàæåííûì öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâàì, ÷åì (–)-ýíàíòè-
îìåð, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïîëó÷åííûìè íàìè äàííûìè.

Ïî èìåþùèìñÿ ïðåäñòàâëåíèÿì, îñíîâíûì èñòî÷íè-
êîì ýíåðãèè â ïîêîÿùèõñÿ ëèìôîöèòàõ ÿâëÿþòñÿ ìèòî-
õîíäðèè (Kramer et al., 2014). Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ öèòî-
òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ëèøàéíèêîâûõ êèñëîò, âêëþ÷àÿ
óñíèíîâóþ, ìîæåò áûòü ïîòåðÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìåì-
áðàííîãî ïîòåíöèàëà âñëåäñòâèå ðàçîáùåíèÿ äûõàíèÿ è
îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ, ïðèâîäÿùàÿ ê ñíè-
æåíèþ ñèíòåçà ÀÒÔ, ïîâûøåíèþ ïóëà àêòèâíûõ ôîðì
êèñëîðîäà (ÀÔÊ) è ê ïîñëåäóþùåé ãèáåëè êëåòîê
(Abo-Khatwa et al., 1996; Han et al., 2004; Pramyothin et al.,
2004; Einarsd*ottir et al., 2010; Ba*ckorova et al., 2012). Âìåñ-
òå ñ òåì â îäíîé èç ðàáîò (Brisdelli et al., 2013) áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðè îáðàáîòêå êëåòîê HeLa ëèøàéíèêîâûìè
êèñëîòàìè, â òîì ÷èñëå óñíèíîâîé, â ðàçëè÷íûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ ïðîÿâëåíèå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íå ñîïðî-
âîæäàëîñü èçáûòî÷íûì îáðàçîâàíèåì ÀÔÊ. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðîäîëæåíèå èññëåäîâàíèé êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ
öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ëèøàéíèêîâûõ êèñëîò îñòà-
åòñÿ àêòóàëüíûì.

Ïåðâûå èññëåäîâàíèÿ ãåíîòîêñè÷íîñòè óñíèíîâîé
êèñëîòû ìåòîäîì ìèêðîáèîëîãè÷åñêîãî òåñòà Ýéìñà íå
âûÿâèëè åå ìóòàãåííîãî äåéñòâèÿ (Shibamoto, Wei, 1984).
Ïîçäíåå áûëî ïîêàçàíî óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû îáðàçîâàíèÿ
ìèêðîÿäåð â ïîëèõðîìàòè÷åñêèõ íîðìîáëàñòàõ ìûøåé
ïðè ïåðîðàëüíîì ââîäå (+)-óñíèíîâîé êèñëîòû â ðàñ÷åòå
äîçû 100—200 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî (Al-Bekairi
et al., 1991). Â òî æå âðåìÿ â ðàáîòàõ ïî èññëåäîâàíèþ ãå-
íîòîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé (+)- è
(–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû íà ëèìôîöèòû ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà è ôèáðîáëàñòû (V79) íå
îáíàðóæåíî çíà÷èìîãî ïîâûøåíèÿ ÷àñòîòû îáðàçîâàíèÿ
õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé è ìèêðîÿäåð â êëåòêàõ (Koparal
et al., 2006; Leandro et al., 2013; Polat et al., 2013). Âìåñòå ñ
òåì èññëåäîâàíèå ãåíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ (+)-óñíèíî-
âîé êèñëîòû íà êëåòêè V79 áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòî-
äîì ùåëî÷íîãî ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà èçîëèðîâàííûõ êëå-
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Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü ëèìôîöèòîâ ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé (–)- è (+)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû.

Ñåðûå ñòîëáöû — (–)-ýíàíòèîìåð, áåëûå ñòîëáöû — (+)-ýíàíòèîìåð; çâåçäî÷êàìè îòìå÷åíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îò îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ (1 % DMSO, ÷åðíûé ñòîëáåö) ïðè p � 0.05 (ANOVA, t-òåñò Äàííåòà).



òîê âûÿâèëî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ
ãåíîìíîé ÄÍÊ ïðè êîíöåíòðàöèè 0.18—0.36 ìÌ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì (Leandro et al., 2013).

Íàìè ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ãåíîòîêñè÷íîñòè ðàç-
ëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé äâóõ ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñ-
ëîòû in vitro â ëèìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëî-
âåêà ìåòîäîì «ÄÍÊ-êîìåò» â ùåëî÷íîé ñðåäå. Ïîêàçàíî,
÷òî ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (% ÄÍÊ â õâîñòå «êîìå-
òû») ïîñëå èíêóáàöèè ëèìôîöèòîâ ïðè êîíöåíòðàöèè
0.04—0.30 ìÌ (+)- è (–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëî-
òû áûëà â 3—14 è 2—35 ðàç ñîîòâåòñòâåííî âûøå ïî
ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì (ñì. òàáëèöó).
Ïðè ýòîì ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå (–)-óñíèíîâîé êèñëî-
òû â êîíöåíòðàöèÿõ 0.15 è 0.30 ìÌ áûëî â ñðåäíåì â
2 ðàçà âûøå, ÷åì (+)-ñòåðåîèçîìåðà ïðè òåõ æå êîíöåíò-
ðàöèÿõ. Ïî-âèäèìîìó, áîëåå âûñîêàÿ ãåíîòîêñè÷íîñòü
(–)-óñíèíîâîé êèñëîòû (ðåàëèçóåìàÿ â îäíîíèòåâûõ ðàç-
ðûâàõ ÄÍÊ) ìîãëà áûòü ïðè÷èíîé ôîðìèðîâàíèÿ áîëü-
øåãî ÷èñëà àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ëèìôî-
öèòîâ ÷åëîâåêà, ÷òî íàáëþäàëè ðàíåå äðóãèå àâòîðû (Ko-
paral et al., 2006).

Ïîñëå èíêóáàöèè ëèìôîöèòîâ ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåí-
òðàöèÿìè ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû áûëè âûÿâ-
ëåíû «êîìåòû» ñ îòñóòñòâóþùåé èëè ïðàêòè÷åñêè îòñóò-
ñòâóþùåé ãîëîâîé è øèðîêèì äèôôóçíûì õâîñòîì, òàê
íàçûâàåìûå ghost cells èëè hedgehogs. Ïî èìåþùèìñÿ
ïðåäñòàâëåíèÿì, ïîÿâëåíèå òàêèõ àòèïè÷íûõ «ÄÍÊ-êî-
ìåò» ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ïðîöåññà êëåòî÷íîé ãèáåëè,
ñâÿçàííîãî ñ âûñîêèì óðîâíåì îêñèäàòèâíîãî ñòðåññà
ëèáî ñ ôîðìèðîâàíèåì êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè
ôðàãìåíòàöèè õðîìàòèíà (Olive et al., 1995; Yasuhara
et al., 2003; Æàíàòàåâ è äð., 2011).

Ïîêàçàíî, ÷òî äîëÿ ëèìôîöèòîâ ñ àòèïè÷íûìè «ÄÍÊ-
êîìåòàìè» â êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèÿõ, èíêóáèðóåìûõ ñ
(+)-óñíèíîâîé êèñëîòîé â êîíöåíòðàöèè 0.08—0.30 ìÌ è

(–)-ýíàíòèîìåðà â êîíöåíòðàöèè 0.04—0.30 ìÌ, áûëà
âûøå â 2—8 è 3—28 ðàç ñîîòâåòñòâåííî ïî ñðàâíåíèþ ñ
îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì. Âûÿâëåíî, ÷òî (–)-óñíèíîâàÿ
êèñëîòà â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0.04—0.30 ìÌ èíäó-
öèðîâàëà áîëüøå àòèïè÷íûõ «êîìåò» (â 2.5—3.5 ðàçà),
÷åì åå (+)-ñòåðåîèçîìåð.

Ïîÿâëåíèå àòèïè÷íûõ «ÄÍÊ-êîìåò», êàê áûëî îòìå-
÷åíî âûøå, ñâÿçûâàþò ñ ïðîöåññîì êëåòî÷íîé ãèáåëè.
Ìåæäó òåì â ðàáîòå Ëîðåíöî ñ ñîàâòîðàìè (Lorenzo et al.,
2013) áûëî èçó÷åíî ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ïåðîêñèäà
âîäîðîäà íà êóëüòóðó êëåòîê HeLa â çàâèñèìîñòè îò ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè èíêóáàöèè è ïîêàçàíî, ÷òî ïåðâè÷íîå
ñèëüíîå ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, âûðàæåííîå â âèäå àòèïè÷-
íûõ «êîìåò», ñíèæàåòñÿ â òå÷åíèå îïðåäåëåííîãî âðåìå-
íè âñëåäñòâèå àêòèâàöèè ñèñòåì ðåïàðàöèè. Ò. å. ãåíîòîê-
ñè÷åñêèå ýôôåêòû, ïðîÿâëÿþùèåñÿ â âèäå àòèïè÷íûõ
«ÄÍÊ-êîìåò», íå âñåãäà ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâèåì öèòîòîêñè-
÷åñêîãî äåéñòâèÿ èññëåäóåìîãî ñîåäèíåíèÿ. Íàìè âûÿâ-
ëåíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè (+)-óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíò-
ðàöèè 0.30 ìÌ ÷àñòîòà àòèïè÷íûõ «êîìåò» ñîñòàâëÿëà
21.5 � 1.5 % (ñì. òàáëèöó), ïðè ýòîì ôàêòè÷åñêèé öèòî-
òîêñè÷åñêèé ýôôåêò äîñòèãàë 85—90 % (ðèñ. 2). Âìåñòå ñ
òåì â ïîëîæèòåëüíîì êîíòðîëå (ÌÌÑ) íàáëþäàëè ïðîòè-
âîïîëîæíûé ýôôåêò — ïðè æèçíåñïîñîáíîñòè íà óðîâíå
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ÷àñòîòà àòèïè÷íûõ «êîìåò» ñî-
ñòàâëÿëà 17 � 2 %. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò
ìíåíèå î íåîáÿçàòåëüíîé âçàèìîñâÿçè ìåæäó ÷àñòîòîé
àòèïè÷íûõ «êîìåò» è æèçíåñïîñîáíîñòüþ êëåòîê, â ýòîé
ñâÿçè èññëåäîâàíèÿ ãåíîòîêñè÷íîñòè âñåãäà íåîáõîäèìî
ñîïðîâîæäàòü íàäåæíîé îöåíêîé öèòîòîêñè÷íîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, èçó÷åííûå ýíàíòèîìåðû óñíèíîâîé
êèñëîòû â êîíöåíòðàöèè 0.04—0.30 ìÌ îáëàäàëè âûðà-
æåííîé öèòîòîêñè÷íîñòüþ â îòíîøåíèè ëèìôîöèòîâ ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî (+)- è
(–)-ýíàíòèîìåðû óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíòðàöèè
0.04—0.30 ìÌ ïðîÿâëÿëè ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå, ïðè
ýòîì ãåíîòîêñè÷íîñòü (–)-óñíèíîâîé êèñëîòû â êîíöåíò-
ðàöèÿõ 0.15 è 0.30 ìÌ áûëà â 2.0 ðàçà âûøå, ÷åì ó
(+)-ýíàíòèîìåðà. Ïðè äåéñòâèè èçó÷åííûõ ýíàíòèîìåðîâ
óñíèíîâîé êèñëîòû íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå àòèïè÷íûõ
«ÄÍÊ-êîìåò», ïðè ýòîì (–)-óñíèíîâàÿ êèñëîòà èíäóöèðî-
âàëà â 2.5—3.5 ðàçà áîëüøå àòèïè÷íûõ «êîìåò», ÷åì åå
(+)-ýíàíòèîìåð. Ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ðàçëè÷íîå ãåíîòîê-
ñè÷åñêîå äåéñòâèå (+)- è (–)-ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé
êèñëîòû ÿâëÿåòñÿ ïðîÿâëåíèåì èõ õèðàëüíî-ñïåöèôè÷-
íîé àêòèâíîñòè, äåòàëüíîå èçó÷åíèå ìåõàíèçìà êîòîðîé
òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü âåäóùåìó íàó÷íî-
ìó ñîòðóäíèêó Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà
ôàðìàêîëîãèè èì. Â. Â. Çàêóñîâà ê. á. í. À. Ê. Æàíàòàå-
âó çà îêàçàííóþ ïîìîùü â îáñóæäåíèè ðåçóëüòàòîâ èñ-
ñëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííûõ çàäà-
íèé ïî ïðîåêòàì ¹ 0376-2014-0007 è 0376-2014-0005
ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà ãëàâû ÐÑ (ß) äëÿ ìî-
ëîäûõ ó÷åíûõ ñïåöèàëèñòîâ è ñòóäåíòîâ íà 2016 ã.
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òàáîëèòû ëèøàéíèêîâ. Íîâîñèáèðñê: Èçä-âî ÑÎ ÐÀÍ, ôèëèàë
«Ãåî». 135 ñ. (Dembitskij V. M., Tolstikov G. A. 2005. Organic me-
tabolites of lichens. Novosibirsk: Izd-vo SO RAN, «Geo». 135 p.)
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Ãåíîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé
ýíàíòèîìåðîâ óñíèíîâîé êèñëîòû

â îòíîøåíèè ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà

Êîíöåíòðàöèÿ,
ìÌ

Äîëÿ ÄÍÊ
â õâîñòå, %

×àñòîòà àòèïè÷íûõ
«ÄÍÊ êîìåò», %

Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü
(1 % DMSO)

0.9 � 0.1 2.6 � 0.6

Ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü
(MMS, 0.18)

38.3 � 3.0à 17.0 � 2.0à

(+)-ó ñ í è í î â à ÿ ê è ñ ë î ò à

0.02 0.5 � 0.1 1.7 � 0.3

0.04 2.9 � 0.7à 3.0 � 0.7
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0.15 15.1 � 0.5à 36.6 � 2.1à

0.30 35.2 � 2.8à 73.3 � 4.3à

à — Ðàçëè÷èÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû ïî ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëü-
íûì êîíòðîëåì ïðè p < 0.05 (ANOVA, t-òåñò Äàííåòà).
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GENOTOXIC EFFECT OF USNIC ACID ENANTIOMERS IN VITRO

IN HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

I. A. Prokopiev,1 E. V. Filippov, G. V. Filippova, N. P. Gladkina

Institute for Biological Problems of Cryolithozone SB RAS, Yakutsk, 677980;
1 e-mail: ilya.a.prokopiev@gmail.com

Cytotoxic and genotoxic effect of (+) and (–) enantiomers of usnic acid in human peripheral blood lympho-
cytes studed. We have shown that the studied usnic acid enantiomers in concentrations of 0.04—0.30 mM have
a pronounced cytotoxic effect. We have found that the enantiomers of usnic acid in concentrations
0.04—0.30 mM exhibit genotoxic effect. Genotoxicity of (–)-usnic acid enantiomer in concentrations of 0.15
and 0.30 mM was in 2 times higher than hat of the (+) enantiomer. It has been noted that (+) and (–) usnic acid
enantiomers induce atypical «comets» (hedgehogs). Wherein, (–)-usnic acid induced to 2.5—3.5 times more
atypical «comets» than its (+) enantiomer.

K e y w o r d s: lymphocytes, usnic acid, enantiomers, cytotoxicity, genotoxicity, comet assay.
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