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ВВЕДЕНИЕ

В конце 60-х годов было установлено, что в клетках аэробных орга
низмов образуется анион-радикал кислорода и выявлена специальная 
ферментная система, обеспечивающая его детоксикацию. В результате 
этого открытия и последовавших за ним исследований стало ясно, что 
образование свободных радикалов в организме не является каким-то ис
ключительным событием, имеющим место только при редких патологи
ческих состояниях, а, напротив, биорадикалы и продукты их взаимодей
ствия с органическими молекулами -  пероксиды, образуются как побоч
ные, а иногда и как основные продукты метаболизма. В нормально 
функционирующих клетках аэробных организмов уровень биорадикалов 
поддерживается на оптимальном уровне благодаря наличию сложной, 
многоуровневой системы антирадикальной защиты. Однако развитие 
промышленного производства и антропогенное воздействие на биосфе
ру, связанное с другими видами человеческой деятельности, сформиро
вали к началу 21 века агрессивную по отношению к живым организмам 
окружающую среду. Токсичные ксенобиотики, поступающие с продук
тами питания, питьевой водой и вдыхаемым воздухом, ионизирующая 
радиация и жесткое ультрафиолетовое излучение стимулируют повы
шенное образование в организме биорадикалов. Сложившаяся ситуация 
усугубляется тем, что современная технология приготовления пищи и 
рафинирование продуктов питания ведут к снижению потребления при
родных антиоксидантов, необходимых для защиты организма от повреж
дающего действия биорадикалов и предупреждения развития окисли
тельного стресса. Известно, что умеренный окислительный стресс может 
стимулировать пролиферацию клеток или, напротив, запустить реализа
цию программы гибели клетки -  апоптоз. Сильный окислительный 
стресс ведет к повреждению цитоскелета и хромосомного аппарата и в 
итоге -  гибели клеток и некрозу ткани. СПИД, рак, сердечно-сосудистые 
патологии, диабет, ревматоидный артрит, а также эпилепсия, катаракты и 
многие другие заболевания сопровождаются развитием окислительного 
стресса. Поэтому в настоящее время не вызывает сомнений целесообраз
ность использования в качестве средств профилактики и терапии соеди
нений-антиоксидантов. В химическом смысле антиоксидантами являют
ся вещества, способные взаимодействовать с пероксильными радикалами 
(алкилпероксилами) и обрывать процесс цепного свободнорадикального 
окисления, а также способные ингибировать окисление органических со
единений, акцептируя алкильные радикалы. Такими соединениями яв-
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ляются различные фенолы, как правило, пространственно затрудненные, 
ароматические амины, нитроксильные радикалы и хиноны. В живых ор
ганизмах ингибирующим действием в отношении процессов свободно
радикального окисления обладает значительно более широкая группа 
веществ, многие из которых не обладают способностью тормозить такие 
реакции в простых химических системах или обладают ею в незначи
тельной степени, то есть не являются классическими антиоксидантами. В 
качестве примера могут быть приведены глутатион и соединения селена
-  селенит и селенометионин и различные хелаторы ионов металлов. По
этому для обозначения всех потенциальных ингибиторов свободноради
кальных процессов в биологических системах часто используют термин
-  "биоантиоксиданты". В качестве возможных фармакологических 
средств среди биоантиоксидантов наибольшего внимания, несомненно, 
заслуживают витамины и другие природные малотоксичные соединения. 
Известно, что витамины природного происхождения на 50 % более ак
тивны, чем синтетические препараты, поскольку последние представля
ют рацемические смеси стереоизомеров. Значительно меньший риск от
рицательных побочных эффектов при длительном использовании также 
является несомненным преимуществом природных соединений. В по
следние годы научные и коммерческие интересы многочисленных фар
мацевтических фирм связаны с полифенольными соединениями расти
тельного происхождения -  флавоноидами. Флавоноиды входят в состав 
ряда лекарственных препаратов, многочисленных биологически актив
ных добавок (БАД) и пищевых добавок. Существует достаточно широкая 
клиническая практика использования флавоноидов как средств профи
лактической и даже заместительной и патогенетической терапии. Имен
но широкий научный и коммерческий интерес и то обстоятельство, что 
биологические эффекты флавоноидов являются областью научных инте
ресов авторов, обусловили особое внимание к флавоноидам в данной 
книге.
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1. БИОРАДИКАЛЫ

1.1 . Классификация и номенклатура
Биорадикалы -  это возникающие в биологических системах частицы, 

имеющие на внешней электронной оболочке один или несколько неспа
ренных электронов. Поскольку при химическом взаимодействии с дру
гими молекулами или атомами биорадикалы стремятся получить недос
тающий, или отдать "лишний" электрон, они характеризуются высокой 
химической активностью и способны инициировать быстрые, цепные 
неуправляемые реакции окисления различных субстратов, приводящие к 
модификации органических молекул и деградации надмолекулярных 
клеточных структур. Свободнорадикальное окисление -  наиболее из
вестный, но не единственный процесс, протекающий с участием биора
дикалов. Имеются убедительные экспериментальные данные, свидетель
ствующие, что в организме могут протекать реакции радикальной фраг
ментации, следствием которых также является структурно
функциональные нарушения клеточных структур и макромолекул [1, 2].

Биорадикалы образуются в результате окислительно
восстановительных превращений, ведущих к появлению на свободной 
валентной орбитали "родительской" молекулы нового электрона, или, 
наоборот, удалению одного электрона из электронной пары. Обычно та
кие одноэлектронные реакции протекают с обязательным участием ио
нов металлов с переменной валентностью. Гораздо реже биорадикалы 
образуются в результате гомолиза, т.е. разрыва химической связи, в ре
зультате которого обе образовавшиеся частицы имеют по одному неспа
ренному электрону. Такая возможность имеет место, например, при воз
действии на биологические объекты жесткого ультрафиолетового излу
чения. При написании структурных химических формул наличие неспа
ренного электрона обозначают точкой в положении верхнего индекса 
при соответствующем атоме. Если радикал является заряженной части
цей, то обозначение радикала предшествует обозначению заряда.

В настоящее время для биорадикалов существуют и используются в 
научной литературе как тривиальные, так и систематические названия. В 
соответствии с решением Международной Комиссии по Номенклатуре 
Неорганической Химии (ИЮПАК) рекомендовано два способа образо
вания систематического названия неорганических и органических ради
калов -  так называемая координационная (радикально-функциональная) 
и заместительная номенклатура [3]. При образовании систематического 
названия органических радикалов более удобно использовать замести-
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тельную номенклатуру, а координационная номенклатура более удобна в 
отношении названия неорганических радикалов. В соответствии с новы
ми номенклатурными требованиями больше нет необходимости писать 
"свободный" перед словом "радикал". О радикальной природе рассмат
риваемой частицы в соответствии с заместительной номенклатурой го
ворит окончание "ил". Так радикалы RO^ и НО^ имеют наименование, со
ответственно "алкоксил" и "гидроксил". В соответствии с координацион
ной номенклатурой о радикальной природе химической частицы говорит 
точка в скобках, которая идет после названия радикала. В случае наличия 
заряда после точки ставится арабская цифра, указывающая на величину 
заряда, и затем его знак. Кроме того, несущие заряд гомоатомные ради
кальные частицы и радикалы, состоящие из атома водорода и любого 
другого атома, имеют в названии окончание "ид", например О2̂ ", следует 
обозначать "диоксид (•!-)" и называть "диоксид-радикал-анион", хотя и 
устоявшийся русскоязычный термин "анион-радикал кислорода" широко 
используется. Допустимо также использование тривиального названия 
"супероксид", хотя в научной литературе ИЮПАК рекомендует преиму
щественно использовать систематические названия. Существенно новым 
можно считать и рекомендацию не злоупотреблять производными от 
"пероксид" и "гидропероксид". Группа из двух связанных между собой 
атомов кислорода называется "диоксид". В соответствии с номенклату
рой ИЮПАК радикал ROO^ рекомендуется называть "алкилдиоксил", но 
допускается и альтернативное название "алкилпероксил". Молекулярный 
кислород называется "диоксигеном", а озон -  "триоксигеном".

В результате химических превращений, протекающих с участием 
биорадикалов или собственно радикалов, в организме образуются весьма 
активные молекулярные соединения: перекись водорода, гипохлорит, 
гидроперекиси липидов и ряд подобных им по химической активности 
соединений. Такие активные молекулы, наряду с радикалами, получили в 
англоязычной литературе название "reactive species", что в русской лите
ратуре чаще всего переводится как "активные формы". Но в данной кни
ге для обозначения всей совокупности радикалов и активных молекул, 
образующихся при их участии в организме, мы будем использовать по
нятие биорадикалы. Halliwell [4] предложил разделить все биорадикалы 
на три основные группы: активные формы кислорода (АФК), азота 
(АФА) и хлора (АФХ). Каждая такая группа, как показано на рис. 1.1, 
включает первичные радикалы, образующиеся в организме в результате 
ферментативных и неферментативных реакций, а также при воздействии 
на живые системы различных внешних факторов, и образующиеся при 
участии первичных радикалов активные молекулы и вторичные радика-
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лы. Кроме того, предлагается выделить в отдельную группу и активные 
формы липидов [5].

Первичные
радикалы

РеіішжіЗішя
м&лякрш.

Вжвры*жьи!
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т ш
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радикал v = 1 Ŝ n*1

Радикалы липидов

Рис. 1.1. Классификация биорадикалов

1.2 Физико-химические свойства биорадикалов
Появление более двух миллиардов лет тому назад в атмосфере земли 

молекулярного кислорода явилось важнейшим фактором ускорения эво
люции. Благодаря более эффективным механизмам получения энергии, 
организмы, использующие кислород в качестве конечного акцептора 
электронов, оказались преимущественной формой живой материи и по
всеместно распространились в биосфере. Решающую роль в возникнове
нии и распространении аэробных организмов сыграло то обстоятельство, 
что, несмотря на высокий энергетический выход реакций окисления, мо
лекулярный кислород практически инертен по отношению к органиче
ским молекулам. Это уникальное свойство кислорода обусловлено тем, 
что его молекула в основном состоянии имеет триплетную электронную 
конфигурацию, для которой характерно наличие на р* - разрыхляющей 
молекулярной орбитали двух неспаренных электронов с параллельными 
спинами (рис. 1.2). В отличие от кислорода, большинство органических 
молекул в основном состоянии являются синглетными, то есть спины 
электронов на внешней орбитали ориентированы антипараллельно.
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Рис. 1.2. Электронная структура молекулы кислорода в основном, возбужденном и
частично восстановленном состоянии

Согласно принципу Паули, чтобы произошла химическая реакция с 
такой молекулой, у одного из электронов в молекуле кислорода должно 
произойти обращение спина. Ввиду того, что такое обращение спина от
носительно медленный процесс, кислород гораздо менее реакционноспо
собен, чем можно было предполагать на основании термодинамических 
расчетов [6, 7]. Спиновые запреты, ограничивающие реакции молеку
лярного кислорода, могут быть преодолены в результате перехода моле
кулы кислорода в возбужденное состояние или в случае последователь
ного добавления одиночных электронов с образованием радикальных 
промежуточных продуктов [6, 7]. Ключевую роль в свободнорадикаль
ных процессах, протекающих с участием молекулярного кислорода, иг
рает анион-радикал кислорода или супероксид. Анион-радикал кислоро
да характеризуется наличием на р* - разрыхляющей орбитали дополни
тельного электрона (см. рис. 1.2) и обладает ионными и радикальными 
свойствами. Несмотря на то, что для получения устойчивой электронной 
оболочки ему необходимо присоединение единственного электрона, 
анион-радикал кислорода является мягким, многофункциональным реа
гентом [8]. Его химическая активность сильно зависит от окружающей 
среды и наиболее выражена в апротонных, неполярных растворителях, 
тогда как в водных растворах она минимальна [6].
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В апротонной среде супероксид является сильным нуклеофильным 
агентом [6] и способен вступать в реакции нуклеофильного замещения.

R:X + У-  ^  R -Y  + X-  (1.1)
Такого типа реакции протекают при взаимодействии анион-радикала 

кислорода с диацилпероксидами [9] и фосфолипидами [6]. В последнем 
случае супероксид-анион атакует эфирную связь, отщепляя жирную ки
слоту. Стадия нуклеофильной атаки является начальным этапом окисле
ния анион-радикалом кислорода дисульфидных соединений [8].

Анион-радикал кислорода является также сильным Бренстедовским 
основанием, то есть акцептором протонов [6, 10]. В апротонной среде он 
депротонирует, в соответствии с уравнением 1.2, гидропероксиды [9], 
тиолы [8], хлороформ [11], молекулы воды [12].

ROH + О2" ^  HO2' + RO- (1.2)
Характер действия супероксида в конкретных системах зависит от ис

пользуемого растворителя. Например, в бензоле О2 " реагирует с хлоро
формом как основание, а в диметилформамиде он действует как нуклео
фил [11].

Участие анион-радикала кислорода в окислительно
восстановительных процессах обусловлено его способностью функцио
нировать в качестве как окислительного, так и восстановительного аген
та [12].
2H+ + О2" + e- —  H2O2; E0 = 0.92 в при рН 7 (1.3)
O2 + e- —  О Г  ; E0 = -0.155 V (1.4)

В апротонной среде супероксид способен окислять тиолы [8], арома
тические углеводороды [13], производные тимина и тимидина [14], кате- 
холы [10], нуклеотиды [15]. В водной среде О^" окисляет адреналин [16] 
и дезферриоксамин [17].

Особое внимание было уделено исследованию взаимодействия анион- 
радикала кислорода с основными природными антиоксидантами -  а- 
токоферолом и аскорбиновой кислотой. Было показано, что а-токоферол 
окисляется в О2 "- генерирующих системах [18, 19]. Однако в последую
щих исследованиях [10, 20, 21] было установлено, что супероксид анион 
взаимодействует с а-токоферолом без прямого переноса электрона, а по 
механизму переноса протона (депротонирования), то есть имеет место 
кислотно-основной процесс, при котором анион-радикала кислорода 
функционирует как основание Бренстеда. Образующийся анион субстра
та окисляется молекулярным кислородом по одноэлектронному меха
низму:
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О Г  + а-ТН ^  а-Т- + НО^ (1.5)
О2" + НО2 ^  НО2- + О2 (1.6)
О2 + а-Т- ' " О2 + а-Т. (17)

Очевидно, что а-токоферол не способен быть ловушкой анион- 
радикала кислорода, так как реакция 1.5 очень медленная, k5 = 0,59 М-1с-1 
[20] и, что еще более важно, в гидрофобных зонах клетки, в частности 
клеточных мембранах, взаимодействие О2 " с а-токоферолом приводит к 
образованию значительно более активной протонированной формы ани
он-радикала кислорода.

Ряд экспериментальных данных свидетельствует, что в апротонной 
среде по механизму депротонирования протекает и реакция анион- 
радикала кислорода с аскорбиновой кислотой [10, 20, 21]. Однако в вод
ной среде между ними, по-видимому, имеет место истинное окислитель
но-восстановительное взаимодействие с переносом атома водорода и 
протона с молекулы аскорбиновой кислоты (при физиологических зна
чениях рН - аскорбат иона, рКа = 4,2) на О2̂ " [22]:

АН2 (АН- + Н+) + О2" ^  А̂ " + Н2О2 (1.8)
Высокая скорость реакции 1.8 (k8 = 5 • 104 М-1с-1) [23] позволяет сде

лать вывод, что одной из функций аскорбиновой кислоты в организме 
является детоксикация анион-радикала кислорода.

При детальном исследовании механизма участия анион-радикала ки
слорода в окислении органических молекул установлено, что прямой пе
ренос электрона на супероксид имеет место при окислении только неко
торых субстратов, например, соединений типа сульфината натрия 
(ЯБО2" +Na) [8]. В основном, окисление органических молекул, напри
мер тиолов [8] и катехолов [10], протекает по депротонирующему меха
низму. В случае нуклеотидов окисление протекает через образование пе- 
роксидных радикалов [15].

Общепринято, что в водных растворах химическая активность анион- 
радикала кислорода, в том числе и его окислительные свойства, выраже
на значительно слабее, чем в апротонной среде, и в гидрофильном окру
жении он действует, в основном, как восстанавливающий агент [6, 24]. 
Показано, что О2 " легко восстанавливает паранитротетразолий хлори
стый [25, 26]. Константа скорости этой реакции равна 6,7 • 104 М-1с-1 
при рН 7 и 104 М-1с-1 при рН 10 [27]. Благодаря высокой скорости восста
новления, паранитротетразолий хлористый является одним из наиболее 
распространенных индикаторов О2̂~ [26, 28]. Другим широко используе
мым индикатором анион-радикала кислорода является феррицитохром с

11



[29]. Константа скорости этой реакции в диапазоне физиологических 
значений рH (7,0-7,6) находится в пределах 2,6-10 • 105 М-1с-1 [12, 30]. 
Наряду с ионами железа и меди, входящими в состав активных центров 
ферментов, анион-радикал кислорода восстанавливает свободные метал
лы и их низкомолекулярные комплексы [6, 24, 31].

В 1954 г Гершман и Жильберт (Gershman, Gilbert) предположили, что 
многие токсичные эффекты кислорода обусловлены образующимися в 
организме кислородными радикалами [6]. Позднее эта гипотеза, извест
ная в настоящее время как супероксидная теория токсичности кислорода, 
была развита и экспериментально подтверждена в работах Фридовича 
[7]. В настоящее время ключевая роль анион-радикала кислорода в раз
витии различных патологических процессов не вызывает сомнения [6, 
24, 32, 33], однако вопрос о конкретных механизмах этого феномена яв
ляется предметом интенсивных исследований и активно дискутируется. 
Неоднозначность существующих в этой области представлений в значи
тельной степени обусловлена тем, что анион-радикал кислорода спосо
бен вовлекаться, в зависимости от конкретных условий его микроокру
жения, в широкий круг химических реакций.

Существуют две возможности участия О2 " в деструктивных процес
сах в клетке. Первая связана с прямым повреждающим действием анион- 
радикала кислорода. Во втором случае имеет место опосредованное дей
ствие, при котором анион-радикал кислорода вовлекается в процессы, 
приводящие к появлению более активных химических агентов. Что каса
ется прямого повреждающего действия, то, несмотря на ряд косвенных 
данных, свидетельствующих о потенциальной способности О2 " модифи
цировать молекулы нуклеиновых кислот [14, 15], экспериментальные 
результаты свидетельствуют, что такая возможность в условиях in vivo 
не реализуется [32]. Более вероятной представляется возможность мо
дификации анион-радикалом кислорода белковых молекул. Показано, 
например, что О2 " инактивирует глутатионпероксидазу [34] и каталазу 
[35]. Тем не менее, инактивация ферментов супероксидом достаточно 
медленный процесс и не может рассматриваться в качестве основного 
механизма повреждающего действия О2̂ \ Анион-радикал кислорода 
практически инертен по отношению к неокисленным липидам и не спо
собен отрывать атом водорода даже в полиненасыщенных жирных ки
слотах [36], однако реагирует с гидропероксидами липидов (k9=7,4 . 10 
М-1с-1 при рН 8,1), образуя высокоактивный радикальный продукт (X •), 
способный инициировать перекисное окисление липидов [36, 37].
LOOH + О2" ^  + OH" + O2 (1.9)
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Возможность реакции (1.9) была подтверждена также Sutherland, и 
Gebicki, которые идентифицировали продукт Х̂  как радикал LO  ̂ [38]. К 
противоположному выводу пришли Bors с соавторами [39], установив
шие, что при нейтральном значении рН добавление гидропероксидов 
трет-бутила или линолевой кислоты не влияет на скорость спонтанного 
уменьшения содержания О2̂ ", полученного методом импульсного радио
лиза. Однако эти результаты не доказывают принципиальную невозмож
ность реакции (1.9), а свидетельствуют, что при физиологических усло
виях она значительно менее эффективна, чем неферментативная диссму- 
тация О2̂ ", константа скорости которой равна 5,6 • 105 М-1с-1. В апротон
ной среде взаимодействие радикала О2̂ " с гидропероксидами происхо
дит, по-видимому, по депротонирующему механизму с образованием 
протонированной формы анион-радикала кислорода [9]:

LOOH + О2" ^ L O O - + HO2 (1.10)
Таким образом, обобщая имеющиеся в настоящее время данные о хи

мической активности анион-радикала кислорода, можно заключить, что 
повреждение и гибель клеток в присутствии систем, генерирующих О2 " 
[6], не может быть следствием его прямого взаимодействия с липидами, 
белками и нуклеиновыми кислотами.

Значительно большее экспериментальное обоснование имеет точка 
зрения, в соответствии с которой цитотоксическое действие О2 " опосре
довано через образование других форм активированного кислорода: про- 
тонированного анион-радикала кислорода (HO2̂ ), синглетного кислорода 
(1О2), феррил (FeOH3+ или FeO2+) и перферрил (Fe^-О^" или Fe2+-O2) ио
нов, гидроксильного радикала (• OH), пероксинитрита (ONOO-).

Известно, что HO2 значительно более активный химический агент, 
чем О2 " [6, 24]. Кроме того, он не несет электрического заряда, что дает 
возможность ему легко внедряться в липидный слой клеточных мембран 
[24, 40]. Показано [40], что в водно-спиртовой среде (70 % этанола) при 
рН 2, HO2 способен отрывать протон и инициировать перекисное окис
ление ненасыщенных жирных кислот:
LH + HO2̂ + H2O2 к11 = 300 М-1с-1 (1.11)

L  + O2 ^  LOO^ (1.12)

LOO^ + LH ^  LOOH + L̂  k13 = 36 М-1с-1 (1.13)
Константа скорости реакции 1.11 сравнительно низкая и значительно 

уступает константе скорости спонтанной дисмутации HO2 в этих усло
виях (8,7 • 105 М-1с-1) [40]. Однако поскольку протонирование анион-
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радикала кислорода происходит в основном вблизи мембран (здесь раз
ница в значении рН с цитоплазмой достигает трех единиц), НО2 быстро 
внедряется в липидный слой, где большая концентрация полиненасы- 
щенных жирных кислот может обеспечить высокую скорость реакций 
1.11 и 1.13 [40].

При поглощении энергии и возбуждении молекулы кислорода ориен-
5ІСтация спина одного из электронов на p  разрыхляющей молекулярной 

орбитали изменяется на противоположную, что приводит к появлению 
электронов с антипараллельными спинами (см. рис. 1.2). Такое возбуж
денное состояние молекулы кислорода называется синглетным и харак
теризуется высокой химической активностью, поскольку в этом случае 
снимаются спиновые ограничения, налагаемые на молекулярный кисло
род принципом Паули. В природе возможно образование двух форм 
синглетного кислорода: !Ag и !Zg+ [6], однако биологического значения 
вторая форма возбужденного кислорода не имеет, поскольку существует 
чрезвычайно короткое время (значительно меньшее, чем нужно для 
взаимодействия с окружающими молекулами), после чего превращается 
в форму iAg (обычно обозначается 1О2). Экспериментальное подтвер
ждение участия синглетного кислорода в процессе перекисного окисле
ния липидов получено рядом авторов [39, 41, 42]. Обладая высокой 
окислительной активностью, 1О2 способен внедряться по месту двойных 
связей в молекулы полиненасыщенных жирных кислот с образованием 
соответствующих гидропероксидов [43, 44]. Поэтому его роль в пере- 
кисном окислении липидов заключается в поддержании и развитии цеп
ных радикальных реакций за счет процессов вторичного инициирования 
[45, 46]. Синглетный кислород вызывает окислительное повреждение 
белков, например, коллагена эпителия кожи, каталазы, супероксиддис- 
мутазы [47], а также ДНК [48, 49] в результате модификации гуанилово- 
го основания [49]. В то же время показано, что мутагенное действие та
кого мощного потенциального источника синглетного кислорода, как 
фотовозбужденный рибофлавин или люмифлавин, связано с О2̂ ~, но не с 
1О2 [50]. Синглетный кислород играет ключевую роль при развитии ряда 
патологических процессов, таких как катаракта [51, 52], протопорфирии 
[53], синдром ишемии-реперфузии [54]. Экспериментально доказано 
участие 1О2 в процессах фагоцитоза [55]. В организме синглетный кисло
род образуется в неферментативных процессах, протекающих с участием 
фотосенсибилизаторов [50-52], или с помощью ферментов, например, 
миелопероксидазы [55]. В последнем случае количество 1О2, генерируе
мого активированными фагоцитами, может составлять до 19 % от всего 
поглощенного кислорода [55]. В различных лабораториях с помощью
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специфических ловушек и прямых методов показано, что синглетный 
кислород может образовываться при взаимодействия О2 " с H2O2 [41, 56] 
или в результате спонтанной дисмутации анион-радикала кислорода [57, 
58]. Однако выход синглетного кислорода в обоих случаях незначителен, 
и этот механизм в реализации цитотоксического действия О2 " имеет 
только второстепенное значение [6, 24, 59].

Радикал OH чрезвычайно реакционноспособен и может окислять 
практически все низкомолекулярные органические молекулы [60-62], а 
также белки [63-68], нуклеиновые кислоты [32, 69, 70] и другие биопо
лимеры [71]. Гидроксильный радикал способен отрывать атом водорода 
от молекул ненасыщенных жирных кислот и инициировать перекисное 
окисление липидов [6, 24].

Общепринято, что в условиях in vivo "OH образуется, главным обра
зом, в результате катализируемой железом реакции Хабера-Вейса [6, 24, 
72], которая представляет собой совокупность двух элементарных про
цессов: реакции Фентона (14) и восстановления трехвалентного железа

В организме взрослого человека содержится около 4 г железа, однако 
практически все оно входит в состав гемоглобина, миоглобина, цитохро- 
мов и простетических групп ферментов. Некоторое количество железа 
связано с транспортирующими и депонирующими белками, нуклеино
выми кислотами или низкомолекулярными хелаторами типа: АТФ, ГТФ, 
цитрат, - и только крайне незначительный пул свободного железа нахо
дится в движении между запасающими и утилизирующими системами 
[6, 24]. Поэтому большое значение имеет выяснение возможности уча
стия различных форм связанного железа и других металлов с переменной 
валентностью в реакции Хабера-Вейса.

Образование комплекса железа с хелатором может изменить ОВП па
ры Fe2+/Fe3+ в сторону облегчения или, напротив, затруднения реакций 
1.14 и 1.15. Кроме этого, лиганд может быть ловушкой гидроксильного 
радикала, эффективность которой зависит от величины соответствующей 
константы скорости реакции и геометрии образовавшегося комплекса 
[24, 73]. Например, альбумин связывает ионы железа и меди, которые 
могут при этом восстанавливаться и работать как реагент Фентона. Об

Оъ" (15):

H2O2 + Fe2+ ^ O H  + -OH + Fe3+ 

Fe3+ + О ^  Fe2+ + O2

(114)

(1.15)

H2O2 + Q f" ^ O H  + -OH + O2 (1.16)
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разующийся в результате реакции 1.14 гидроксильный радикал взаимо
действует с молекулой белка, то есть имеет место биологически несуще
ственная, сайт-специфичная реакция, а альбумин функционирует как 
"жертвенный" антиоксидант [24].

В настоящее время установлено, что комплексы железа с рядом низ
комолекулярных лигандов, например ЭДТА или нуклеотидами, катали
зируют реакцию Хабера-Вейса более эффективно, чем свободное железо 
[6, 24, 73-75]. Среди нуклеотидов наиболее эффективные реагенты Фен
тона при связывании железа образуют гуанозинтрифосфат, цитидинтри- 
фосфат и аденозинтрифосфат. Менее активны комплексы соответствую
щих дифосфатов. Комплексы железа с монофосфатами реакцию Хабера- 
Вейса не катализируют [74, 76].

Относительно возможности участия в реакции Хабера-Вейса железа, 
связанного с металл-транспортирующими белками крови, имелись про
тиворечивые данные. Однако тщательные исследования, выполненные в 
ряде лабораторий, показали, что при существующей в условях in vivo 
степени "нагруженности" ионами железа, то есть на 20-50%, трансфер- 
рин и лактоферрин ингибируют реакцию Хабера-Вейса [6, 24, 77-79]. 
Полностью нагруженные железом белки [2 молекулы Fe3+ на молекулу 
белка] не проявляют антиокислительных свойств, но и сами не катализи
руют реакцию Хабера-Вейса [79]. Эти экспериментальные результаты 
согласуются с теоретическим выводом, который может быть сделан из 
сопоставления значений ОВП для пары О2/О2 " (-155 мВ) и трансферрин-

3+ 2+Fe / трансферрин-Fe (> -280 мВ) [80]. В кислой среде железо может 
высвобождаться из полностью нагруженных металл-транспортирующих 
белков и участвовать в реакции Фентона [79]. Вместе с тем, ионы железа, 
связанные с другими белками, в частности, утероферрином и пурпурной 
кислой фосфатазой из бычьй селезенки, способны восстанавливаться и 
катализировать реакцию Хабера-Вейса, оставаясь связанными с лиган
дом [80].

Железо, депонируемое в ферритине, также катализирует разложение 
пероксида водорода. Образующийся при этом гидроксильный радикал 
способствует деградации ферритина в гемосидерин, воздействуя на бе
лок в пределах мицеллярного ядра [24, 81]. Показано, что ряд агентов -  
анион-радикал кислорода [77, 82-85], аскорбиновая кислота [24], поли-
гидроксипиримидины [86] -  способны мобилизовать из молекулы фер-

2+ритина ионы Fe , которые вовлекаются в цитотоксические процессы че
рез реакцию Фентона. Имеются экспериментальные данные, свидетель
ствующие, что такой механизм может реализоваться при развитии артри
тов [83].

16



Гемопротеиды -  гемоглобин, миоглобин и, возможно, цитохром с, -  в 
обычных условиях способны катализировать гомолитическое разложе
ние органических гидропероксидов, но не Н2О2 [6, 24, 72, 87, 88]. Пер
воначальные данные, свидетельствующие об их способности функцио
нировать в качестве реагентов Фентона, по-видимому, являются некор
ректными, так как они были получены в экспериментах, не исключаю
щих возможность высвобождения свободного железа при деградации ге
мопротеидов. Кроме того, в этих экспериментах использовали неспеци
фические ловушки •ОН [24, 87]. В условиях in vivo деградация гемогло
бина и появление комплексов железа с низкомолекулярными лигандами 
может происходить в очагах воспаления, а также при проникновении ге
моглобина в различные ткани [89].

Гидроксильный радикал является, по-видимому, не единственной 
формой активного кислорода, образующейся при взаимодействии двух
валентного железа и пероксида водорода. Ряд исследователей показали, 
что в этом случае могут образовываться феррил (БеОН3+ или БеО2+) или 
перферрил (Fe3+-02̂~ или Бе2+-О2) ионы, химическая активность которых 
сравнима с активностью гидроксильного радикала [76, 77, 89-92]. Воз
можно, что выход продуктов в реакции 1.14 зависит от состояния железа: 
при реакции со свободным Fe2+ продуцируются преимущественно фер- 
рил-ион или Fe(H20 2)2+, а в случае хелатированного железа в основном 
(до 90%) образуется ^ОН [76]. В физиологических условиях, которые ха
рактеризуются крайне низкими концентрациями железа, доступного для 
участия в реакции Хабера-Вейса, наиболее вероятно преимущественное 
образование гидроксильного радикала [90].

К настоящему времени получены убедительные экспериментальные 
данные, свидетельствующие, что реакция Хабера-Вейса лежит в основе 
противоопухолевого действия и кардиотоксичности адриамицина и дру
гих антрациклиновых антибиотиков [70, 93] и канцерогенного действия 
асбестов [94]. Показано, что гидроксильный радикал играет ключевую 
роль в воспалительных процессах [95, 96]. Тем не менее, существует ряд 
фактов, которые ставят под сомнение значение этой реакции и участие 
гидроксильного радикала в патогенетических процессах [6, 72]. Один из 
них, который может быть назван "парадоксальным", заключается в чрез
вычайно высокой химической активности гидроксильного радикала. Бла
годаря этому, •ОН может пройти от места образования до места взаимо
действия путь, равный всего 5-10 собственным диаметрам [72]. При 
этом, любая молекула или даже фрагмент макромолекулы, не имеющий 
функциональной нагрузки, будет выполнять роль антиоксиданта. Это об
стоятельство значительно ограничивает возможности ^ОН реагировать с
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полиненасыщенными липидами, нуклеиновыми кислотами, каталитиче
скими центрами ферментов, несмотря на то, что они являются наиболее 
легко окисляемыми субстратами. Поэтому более выраженным патогене
тическим действием в биологических системах будет обладать агент, ак
тивность которого меньше, чем у гидроксильного радикала, но достаточ
ная, чтобы он избирательно и быстро реагировал с функционально более 
значимыми, легко окисляемыми субстратами [77]. Таким агентом может 
быть комплекс железа или другого металла с переменной валентностью с
низкомолекулярным лигандом. Например, в экспериментах in vitro пока-

2+ 2+зано, что комплексы Fe АДФ и Fe ЭДТА инициируют развитие пере- 
кисного окисления липидов в микросомах печени [46, 97, 98] и мозга 
[99]. Регенерация таких комплексов происходит при участии НАДФН- 
зависимого флавопротеида, в результате прямого переноса электрона 
[46, 97], или опосредуется через образование анион-радикала кислорода 
[98].

Аргументы, свидетельствующие об ограниченной возможности гид
роксильного радикала инициировать патогенетические процессы в орга
низме, в значительной степени снимаются, если принять во внимание так 
называемую "сайт-специфичную" концепцию его действия. Суть этой 
концепции заключается в том, что образование гидроксильного радикала 
в клетке происходит не равномерно во всем объеме, а только в опреде
ленных сайтах -  участках, где удерживаются ионы металлов с перемен
ной валентностью, главным образом, железа и меди [24, 77]. Если такой 
сайт локализован на внутриклеточной мембране или макромолекуле, не
сущей функциональную нагрузку, то вследствие минимального расстоя
ния между местом образования и потенциальной мишенью гидроксиль
ный радикал имеет большие шансы реализовать свой цитотоксический 
потенциал, избежав встречи с различными низкомолекулярными метабо
литами и антирадикальными агентами. Так, если лигандом металла явля
ется молекула ДНК, следствием образующегося •OH будет модификация 
азотных оснований. Если ионы металла связаны с фосфолипидами мем
бран, гидроксильный радикал будет инициировать перекисное окисление 
липидов. С позиции "сайт-специфичной" концепции достаточно убеди
тельно объясняется и выявленное в ряде случаев отсутствие эффекта ло
вушек •OH в модельных системах [24]. Однако остается неясным, почему 
при различных патологических процессах in vivo и в модельных систе
мах in vitro выявлена высокая эффективность защитного действия СОД, 
если роль О2 " сводится только к восстановлению ионов железа (реакция 
1.15), и в то же время во многих случаях неэффективна каталаза [6].
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Образование в организме гидроксильных радикалов происходит и при 
воздействии ионизирующей радиации, в результате радиолиза воды [100
103]. Однако принимая во внимание, что процесс радиолиза не является 
"сайт-специфичным" и происходит равномерно во всем объеме клетки, 
прямое повреждающее действие •OH имеет место, по-видимому, при 
воздействии очень высоких доз ионизирующей радиации.

В последнее время большое внимание уделяется взаимодействию 
анион-радикала кислорода с монооксидом азота (NO). Первые публика
ции об образовании NO в организме человека и животных появились в 
1987 году. Исследовательскими группами, возглавляемыми Сальватором 
Монкадой (Великобритания) и Луисом Иньярро (США), были получены 
однозначные доказательства того, что фактор, секретируемый клетками 
эндотелия кровеносных сосудов в ответ на действие ацетилхолина, бра- 
дикинина и некоторых других вазодилятаторов и вызывающий расслаб
ление гладких мышц сосудов, есть не что иное, как оксид азота (NO) -  
простая, двухатомная молекула, находящаяся при физиологических ус
ловиях в газообразном состоянии [104, 105]. В последовавших за этим 
открытием многочисленных исследованиях было показано, что NO явля
ется биологическим медиатором с широким спектром действия, участ
вующим в регуляции кровяного давления, моторики желудка, дыхания, 
синаптической передачи, памяти, роста и развития клеток костного моз
га, заживлении ран, иммунной регуляции и эрекции пениса [106-114]. 
Малые размеры и отсутствие заряда обеспечивают монооксиду азота вы
сокую проницаемость через мембраны клеток и субклеточных структур, 
а наличие одного электрона с неспаренным спином позволяет отнести 
его к биорадикалам и придает высокую реакционную способность. В
водном растворе реакция радикалов О2 " и NO протекает очень быстро,

7 -1 -1константа скорости равна 3,7 • 10 М  с [115], приводя к образованию 
высокотоксичного интермедиата -  пероксинитрита (ONOO"). Установ
лено, что ONOO" вносит существенный вклад в развитие атеросклероза 
[116], повреждение клеток и тканей при воспалительных процессах и 
сепсисе, ишемии-реперфузии [107, 117]. Возможно, что токсическое дей
ствие пероксинитрита в значительной степени обусловлено образую
щимся при его разложении гидроксильным радикалом [107, 116, 117].

1.3. Образование и роль биорадикалов в аэробных организмах
У аэробных организмов от простейших до млекопитающих монооксид 

азота, анион-радикал кислорода, пероксид водорода и другие биорадика
лы являются обычными метаболитами, образующимися в нормально 
функционирующих клетках. Существующие пути образования биоради
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калов можно разделить на две группы: физиологически значимые пути и 
нефизиологические пути. В первом случае биорадикалы являются рабо
чим элементом той или иной функциональной системы организма, на
пример неспецифического иммунитета или гуморальной сигнализации, и 
выполняют конкретную физиологическую функцию. Процесс их образо
вания, как правило, ферментативный, тонко регулируется, а продукция 
осуществляется в количествах, необходимых для реализации соответст
вующей функции. Нефизиологическое образование биорадикалов часто 
представляет собой неферментативный процесс, однако может полно
стью или частично катализироваться рядом оксидоредуктаз как интакт- 
ных, так и патологически модифицированных. Образующиеся в этих 
процессах биорадикалы в лучшем случае являются малотоксичными по
бочными продуктами метаболических и биоэнергетических процессов, в 
худшем, чрезвычайно опасными агентами, требующими немедленной 
детоксикации.

1.3.1. Физиологически значимые пути образования биорадикалов
В организме человека радикал N O  образуется из аминокислоты L- 

аргинина в результате ферментативной реакции, катализируемой NO- 
синтетазой [118]. Кофакторами NO-синтетазы служат: гем, FAD, FMN, 
тетрагидробиоптерин (ТГБ), кальмодулин и ионы кальция. Предполага
ют, что эти агенты также играют важную роль в регуляции активности 
фермента. В настоящее время известно три типа синтетаз оксида азота, 
или три изофермента, кодируемых разными генами, но имеющих значи
тельную гомологию аминокислотных последовательностей [111]. NО- 
синтетаза I типа присутствует в нейронах мозга, и ее нередко называют 
нейрональной конститутивной ситетазой NO. Активность конститутив
ной NO-синтетазы наиболее высока в нейронах мозжечка и в астроглии. 
Этот фермент представляет собой гомодимер (состоит из двух одинако
вых субъединиц) с молекулярной массой субъединицы 160 кДа и харак
теризуется обратимым связыванием с кальмодулином. Регуляция этого2 +
фермента осуществляется при участии ионов Са . NO-синтетаза II типа 
впервые была выделена из макрофагов. Она представляет собой гомоди
мер с молекулярной массой 130 кДа. Этот фермент преимущественно 
находится в растворимой форме и относится к индуцибельной изоформе
NO-синтетазы, в противоположность конститутивным ферментам он ме-

2+нее зависим от ионов Са или кальмодулина. NO-ситетаза III типа ха
рактерна для эндотелиальных клеток. Молекулярная масса этого фер
мента составляет 133 кДа. Этот изофермент, так же как и NO-ситетаза I 
типа, характеризуется обратимым связыванием с кальмодулином, и ак-
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2+тивность его зависит от внутриклеточной концентрации ионов Са . NO- 
ситетаза III типа также обнаружена в нейронах мозга. Данный изофер
мент может находиться как в растворимой, так и мембранно-связанной 
форме. Фермент, связанный с плазматической мембраной, по-видимому, 
играет существенную роль в регуляции кровотока, участвуя в механиз
мах передачи соответствующих сигналов (трансдукции), от регулятор
ных центров к эффекторам.

Основным физиологическим процессом, ведущим к образованию ани
он-радикала кислорода и пероксида водорода, является так называемый 
" дыхательный взрыв" в различных типах гранулярных и агранулярных 
лейкоцитов и, в первую очередь, нейтрофилах и макрофагах. Дыхатель
ный взрыв характеризуется возрастанием потребления клетками кисло
рода, усилением в них катаболизма глюкозы и образования НАДФН че
рез гексозомонофосфатный шунт. При этом практически весь потреб
ляемый кислород расходуется на образование анион-радикала кислорода 
НАДФН-оксидазным комплексом, локализованным на внешней стороне 
плазматической мембраны фагоцитирующих клеток [119, 120]. Анион- 
радикал кислорода и образующийся в результате его ферментативной 
дисмутации пероксид водорода играют чрезвычайно важную роль в ре
акциях неспецифического и специфического иммунитета, направленных 
против различных бактерий, грибковых и гельминтных инфекций, а так
же собственных инфицированных вирусами или трансформированных 
клеток. В настоящее время известны три возможных механизма реализа
ции бактерицидного действия АФК:

• участие в образовании активных оксидантов в реакции Хабера- 
Вейса (см. уравнения 1.14-1.16);

• реакция анион-радикал кислорода с моноокисдом азота и 
образование пероксинитрита;

• вовлечение пероксида водорода в реакции, катализируемые 
ферментом миелопероксидаза, в результате которых образуется 
активные формы хлора и, в первую очередь, гипохлорит.

По-видимому, наименьшее значение имеет первый из приведенных 
механизмов. Физиологическая роль реакции Хабера-Вейса, детально 
рассмотренной в разделе 1.2, ограничивается вероятным дефицитом в 
области развития иммунной реакции ионов металлов с переменной ва
лентностью. Что касается двух других механизмов, то считают, что пе- 
роксинитрит, образующийся в результате взаимодействия анион-радикал 
кислорода с моноокисдом азота, является важным цитотоксическим 
агентом, продуцируемым макрофагами, а гипохлорит, образующийся
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под действием миелопероксидазы, -  основной бактерицидный агент ней- 
трофилов.

Миелопероксидаза, сокращенно МПО (донор: пероксид водорода, ок- 
сидоредуктаза, КФ 1.11.1.7), молекулярная масса ~ 150 кДа, -  основной, 
сильно гликозилированный белок, образующий вместе с тиреоидперок- 
сидазой, лактопероксидазой, эозинпероксидазой, простагландин H- 
синтазой и пероксидасином суперсемейство пероксидаз [121-123]. Наи
большее количество МПО содержится в азурофильных гранулах поли
морфно-ядерных лейкоцитов (5 % от сухого веса клеток) и моноцитах (1
2 %) [124, 125]. При фагоцитозе, сопровождающимся обязательной акти
вацией фагоцитирующих клеток и развитием дыхательного взрыва, МПО 
секретируется вместе с АФК как во внеклеточную среду, так и в фагосо- 
му. В обоих компартментах МПО усиливает окислительный потенциал 
АФК, катализируя образование различных оксидантов, при этом перок
сид водорода используется как ко-субстрат [125-127]. В настоящее время 
с помощью рентгеноструктурного анализа выяснена трехмерная струк
тура (3Б-структура) МПО [128]. Фермент представляет собой гомоди
мер, каждый мономер которого состоит из легкой (A или B) и тяжелой 
(C или D) полипептидной цепи и включает гем и ион кальция. Между 
собой мономеры соединены одиночным дисульфидным мостиком. Лег
кие и тяжелые полипептидные цепи мономеров МПО образуются из об
щего белкового предшественника в ходе посттрансляционного 
процессинга.

Известно несколько молекулярных процессов, катализируемых МПО 
[124, 125]. Наиболее важным в плане реализации физиологического дей
ствия рассматриваемого фермента, по-видимому, является образование 
гипохлорита в результате реакции анионов хлора (CF) с пероксидом во
дорода, протекающей в соответствии со следующим уравнением:

Cl-+ H2O2 + H+ мПо > HOCl + H2O (1.17)
Именно с продукцией гипохлорита, который является чрезвычайно 

эффективным бактерицидным агентом, способным разрушить бактери
альные стенки, связывают участие МПО в процессах неспецифического 
иммунитета и, в частности, фагоцитоза [129]. Миелопероксидаза катали
зирует реакции пероксида водорода и с другими галидами (Br-, I-), а так
же псевдогалидами (SCN-), однако в силу их низкой концентрации в 
плазме (100 мкМ Br- и 50 мкМ SCN-), в сравнении с концентрацией ионов 
хлора (100 мМ) [125], физиологического значения эти реакции не имеют. 
Ключевую роль в каталитическом механизме МПО играет гем, который 
совершает переход из основного состояния в окисленную форму, -  ак
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тивный феррил п катион-радикал (комплекс I пероксидазы), -  и затем, в 
результате последующей одностадийной двухэлектронной реакции, воз
вращается в основное состояние, восстанавливая при этом галиды до ги
погалитов:

Fe3+ + H2O2 ^  [Fe4+]^+ (Комплекс I пероксидазы) + H2O (118)

[Fe4+fn+ + Cl-+ ^  HOCl + Fe3+ (1.19)

Совокупность двух приведенных выше реакций получила название -  
цикл хлоризации (chlorination cycle).

1.3.2. Нефизиологическая продукция биорадикалов
Существует несколько механизмов, обуславливающих возможность 

нефизиологической продукции биорадикалов:
• окисление органических соединений, в первую очередь фенолов и 

полифенолов;
• утечка электронов с компонентов электронтранспортных цепей на 

кислород;
• биотрансформация и токсификация некоторых ксенобиотиков 

монооксигеназами и некоторыми другими оксидоредуктазами.
В конце 60-х -  начале 70-х годов прошлого века было показано, что 

окисление ряда биологически важных флавинов, как свободных, так и 
входящих в состав белков [130, 131], а также адреналина, норадреналина 
и ряда других биогенных аминов [132] молекулярным кислородом (так 
называемое автоокисление) представляет собой цепной свободноради
кальный процесс, интермедиатами которого являются радикальные ме
таболиты соответствующих фенолов (семихиноны) и анион-радикал ки
слорода. В норме продукция биорадикалов в результате автоокисления 
эндогенных фенолов, по-видимому, не существенна, однако в некоторых 
условиях, например эмоциональном стрессе, способствующем выбросу 
катехоламинов, продукция биорадикалов может существенно усиливать
ся и быть одной из причин развития патологических изменений в орга
нах и тканях.

Утечка электронов в дыхательной цепи митохондрий и коротких элек- 
тронтранспортных цепях эндоплазматического ретикулума и некоторых 
других клеточных мембран, по-видимому, является основным механиз
мом нефизиологического образования биорадикалов. Хотя в нормально 
работающих митохондриях цитохромы и другие белки, входящие в со
став дыхательных комплексов с диоксигеном, не взаимодействуют, его 
одноэлектронное восстановление и образование анион-радикала кисло
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рода возможно на уровне убихинона. В условиях in vitro структурно
функциональные нарушения в митохондриях приводят к значительному 
росту нефизиологической продукции анион-радикала кислорода и перок
сида водорода, при этом утечка электронов происходит не только с мо
лекулы убихинола, но и на уровне цитохромов дыхательной цепи [133
135]. Классическим примером развития структурно-функциональных на
рушений в митохондриях, ведущих к росту продукции биорадикалов, яв
ляется синдром ишемии-реперфузии. В этом случае первичные наруше
ния в системе окислительного фосфорилирования митохондрий, вызван
ные дефицитом кислорода в условиях ишемии, способствуют значитель
ному увеличению утечки электронов с различных компонентов элек- 
трон-транспортной цепи и усиленной продукции анион-радикала кисло
рода и других АФК после восстановления кровообращения и уровня ки
слорода в ишемизированной ткани. В результате развивается окисли
тельный стресс и интенсифицируются процессы перекисного окисления, 
существенно усугубляющие последствия ишемии как в самих митохонд
риях, так и в клетках и ткани в целом. Существуют многочисленные экс
периментальные данные об образовании продуктов ПОЛ при ишемии 
(гипоксии) и особенно при реперфузии (реоксигенации) печени [136], 
скелетных мышц и миокарда [137-139], головного мозга [140-143]. О су
щественном вкладе свободнорадикальных процессов в повреждающее 
действие ишемии-реперфузии свидетельствует хороший терапевтиче
ский эффект различных по своей структуре антиоксидантов: а- 
токоферола [144], маннитола [139], производных 1,4-дигидропиридина 
[145] и о-бензохинона [146], низкомолекулярных СОД-миметиков [147] 
и даже лечебной диеты с высоким содержанием природных антиокси
дантов [148, 149].

Утечка электронов на кислород с компонентов дыхательной цепи ми
тохондрий далеко не единственный источник биорадикалов при ишемии- 
реперфузии. В 1981 г. Granger, Rutili u McCord высказали гипотезу, что 
при ишемии в слизистой тонкого кишечника фермент ксантиндегидроге- 
наза (КФ 1.2.1.37) способен под действием протеаз, активируемых иона
ми кальция, превращаться в ксантиноксидазу [150]. Оба фермента ката
лизируют окисление различных пуринов до мочевой кислоты, но если 
ксантиндегидрогеназа (Д-форма) использует в качестве акцепторов элек
тронов НАД+, то ксантиноксидаза (О-форма) переносит электрон на мо
лекулярный кислород с образованием анион-радикала [151]. Превраще
ние Д-формы фермента в О-форму может быть обусловлено и окислени
ем одной или нескольких тиоловых групп [152-154]. В последующих ис
следованиях [155, 156] были получены следующие экспериментальные
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доказательства, свидетельствующие, что образование ксантиноксидазы и 
генерация анион-радикал кислорода являются ключевым звеном в по- 
стишемическом повреждении слизистой тонкого кишечника:

• ксантиндегидрогеназа превращается в ксантиноксидазу сразу после 
создания ишемии;

• при ишемии происходит деградация макроэргических соединений 
и увеличение содержания гипоксантина более, чем в 20 раз;

• морфологические изменения, образование продуктов ПОЛ и 
снижение содержания восстановленного глутатиона происходят, 
главным образом, в первые минуты после начала реперфузии и в 
значительной степени подавляются аллопуринолом (ингибитор процесса 
конверсии ксантиндегидрогеназы) и особенно ферментом, убирающим 
анион-радикал кислорода, -  супероксиддисмутазой (СОД).

Высокая эффективность защитного действия супероксиддисмутазы 
была выявлена также при ишемии-реперфузии сердца в эксперименталь
ных [157-160] и клинических [161] исследованиях, при ишемии- 
реперфузии поджелудочной железы [162] и кожи [163]. В то же время в 
экспериментах с изолированными гепатоцитами установлено, что ксан- 
тиндегидрогеназа превращается в ксантиноксидазу после того, как прак
тически все клетки теряют жизнеспособность и, более того, конверсия 
происходит только после высвобождения фермента из гепатоцитов [164]. 
Тем не менее, аллопуринол [165] и СОД [136, 165, 166] оказывают хоро
ший защитный эффект при ишемически-реперфузионном повреждении 
печени. Объяснить эти противоречивые, на первый взгляд, результаты 
можно, допустив, что образование ксантиноксидазы и генерация анион- 
радикала кислорода при ишемии-реперфузии печени и других органов 
первоначально происходит не во всех клетках, а в наиболее чувствитель
ных к этому воздействию.

В связи с этим особого внимания заслуживают эндотелиальные клет
ки. Эндотелий выстилает внутреннюю поверхность кровеносных сосудов 
всех органов и тканей и является не просто пассивным барьером, разде
ляющим кровь и сосудистую стенку, но и важным регулятором сосуди
стого тонуса и проницаемости [167]. Регуляция сосудистого тонуса свя
зана с синтезируемыми в эндоплазматическом ретикулуме эндотелиаль
ных клеток эйкозаноидами - простагландинами и лейкотриенами [168]. 
Исходным субстратом для синтеза эйкозаноидов является арахидоновая 
кислота, транспортируемая в эндотелиальные клетки с кровью [167]. 
Функционирование сплошного монослоя эндотелиальных клеток как се
лективно-проницаемого барьера тесно связано с их морфологическими 
особенностями. Среди таких особенностей в первую очередь следует вы
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делить наличие гликокаликса, богатого углеводами покрытия, своеоб
разной "одежды" эндотелиальной клетки. Гликокаликс функционирует 
как барьер, разделяющий проникающие в клетки молекулы по размеру, 
форме и заряду [167]. Функция эндотелия как селективного барьера воз
можна только при плотном прилегании клеток друг к другу, которое 
обеспечивается цитоконтрактильными и цитоскелетными элементами. 
Повреждение микрофиламентов некоторыми препаратами приводит к 
нарушению проницаемости эндотелиального слоя, которое снимается 
после отмывания клеток и восстановления целостности микрофиламент- 
ного аппарата [169]. Эндотелиальные клетки капилляров и мелких сосу
дов различных органов, включая печень, сердце, легкие, почки, характе
ризуются высоким уровнем ксантиндегидрогеназы, значительно превы
шающим ее содержание в других типах клеток, например эпителиальных 
или паренхиматозных [152, 170]. В гипоксических условиях ксантинде- 
гидрогеназа эндотелиальных клеток почти полностью превращается в 
ксантиноксидазу [161]. Ratych, Chuknyiska, Bulkley [170] установили, что 
реоксигенация эндотелиальных клеток после 45-минутной гипоксии вы
зывает их повреждение и лизис без участия клеток белой крови, и эти 
повреждения почти полностью предотвращаются при добавлении в куль
туральную среду СОД и каталазы и, в несколько меньшей степени, алло- 
пуринола. Основываясь на этих результатах, они постулировали возмож
ность существования в различных органах и тканях единого пускового 
механизма реперфузионных повреждений, локализованного в эндотели
альных клетках [170]. Однако существуют экспериментальные данные, 
которые противоречат данной гипотезе. Например, показано, что пер
вичное повреждение может локализоваться в паренхиматозных клетках 
тонкого кишечника [150, 155] и эпителиальных клетках, выстилающих 
поверхность почечных канальцев [171].

Еще одним потенциальным источником активных форм кислорода в 
условиях реперфузии являются нейтрофилы, присутствующие в цирку
лирующей крови [41, 119, 120, 172]. Однако эти клетки не содержат 
ксантиноксидазы, и процесс генерации активных форм кислорода в них 
(феномен дыхательного взрыва) не чувствителен к действию аллопури- 
нола [173]. Поэтому, принимая во внимание имеющиеся эксперимен
тальные данные о высокой эффективности защитного действия аллопу- 
ринола при реперфузионных повреждениях почек [174], тонкого кишеч
ника [150, 155, 156], миокарда [175] и поджелудочной железы [162], ло
гичен вывод, что действием одних только активированных нейтрофилов 
нельзя объяснить возникновение и развитие реперфузионных поврежде
ний. Однако в некоторых тканях, например легких [176], тонком кишеч
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нике [177] и, возможно, мозге, в котором защитный эффект аллопурино- 
ла при реперфузии незначителен [178], нейтрофилы вносят основной 
вклад в реперфузионные повреждения. Накопление нейтрофилов в зоне 
первичного повреждения происходит благодаря хемоаттрактантным 
свойствам активных форм кислорода и поврежденных эндотелиальных 
клеток [170]. Реагируя со специфичными стимулами различной природы, 
нейтрофилы активируются, в них развивается дыхательный взрыв, со
провождающийся высвобождением протеолитических ферментов [179] и 
образованием активных форм кислорода: анион-радикала, пероксида во
дорода, гидроксильного радикала [41, 119, 120, 172] и HOCI [180]. В ре
зультате как внутри, так и снаружи эндотелиальных клеток создаются 
возможности для инициирования свободнорадикальных процессов, 
включая перекисное окисление липидов. Накапливающиеся гидроперок
сиды и другие продукты ПОЛ изменяют морфологию эндотелиальных 
клеток, нарушают их функции и, в первую очередь, барьерные свойства 
эндотелия [167, 170, 181-186]. Появляется возможность для взаимодей
ствия активированных фагоцитов с гладкомышечными и паренхиматоз
ными клетками и, вследствие этого, их повреждение. Таким образом, ак
тивированные нейтрофилы выполняют роль своеобразного усилителя в 
цепочке событий: стимул -  повреждение ткани.

Оригинальная концепция патогенеза при ишемии-реперфузии органов 
и тканей стала развиваться после того, как было установлено, что эндо
телиальный релаксирующий фактор является монооксидом азота (NO) 
[104, 105, 187, 188], и показано, что он способен с высокой скоростью 
реагировать с анион-радикалом кислорода, образуя пероксинитрит 
(ONOO") [115]. Монооксид азота продуцируется эндотелиальными клет
ками, а также макрофагами и нейтрофилами [111, 189-191]. Важнейшими 
физиологическими функциями NO является поддержание нормального 
уровня вазодилятации и предотвращение тромбогенеза [106, 188, 192, 
193]. Ингибирование синтеза эндотелиального релаксирующего фактора 
с помощью L-нитроаргинина в слизистой тонкого кишечника приводит к 
нарушению микроциркуляции и развитию ишемии [194, 195]. Аналогич
ный результат (вторичная ишемия) может быть следствием расходования 
монооксида азота в реакции с супероксидом, активно продуцируемым 
эндотелиальными клетками и нейтрофилами в постишемический период. 
Более того, высокотоксичный продукт этой реакции -  пероксинитрит и 
образующийся при его разложении гидроксильный радикал вносят суще
ственный, возможно основной, вклад в повреждение клеток и тканей 
[107, 116, 117, 196-199]. Такой механизм вовлечения анион-радикала ки
слорода в патогенетические процессы косвенно подтверждают экспери-
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ментальные данные, свидетельствующие, что кортикальная культура, 
полученная из трансгенных мышей с гиперпродукцией СОД, устойчива 
как к нейротоксическому действию агентов, стимулирующих продукцию 
NO, так и к действию ишемии [200, 201].

Наблюдающееся в последние десятилетия бурное развитие промыш
ленности и, в первую очередь, химического производства, повсеместно 
привели к резкому ухудшению экологической обстановки и накоплению 
в воздухе, воде и продуктах питания химических соединений, представ
ляющих потенциальную опасность для человека и животных. Токсиче
ское действие многих из этих соединений обусловлено способностью 
инициировать в организме свободнорадикальные процессы, приводящие 
к окислительному повреждению клеток и тканей, локализация и характер 
которых определяется природой воздействующего агента. Примером та
ких соединений являются: галогеналканы (тетрахлорметан, трихлор- 
бромметан, 1,2 дибромэтан, галотан), хинонсодержащие соединения (ме- 
надион, адриамицин), некоторые спирты [202-205].

Впервые идея о свободнорадикальном механизме токсического дейст
вия тетрахлорметана была высказана около сорока лет назад [206]. В се
редине 60-х прошлого века годов Ghoshal и Recknagel экспериментально 
подтвердили инициирование свободнорадикальных реакций и образова
ние продуктов перекисного окисления липидов при интоксикации CCl4 
[207, 208]. Несколько позднее Slater установил, что добавление НАДФН 
и CCl4 вызывает в микросомальной фракции печени крыс перекисное 
окисление липидов, и предположил, что оно инициируется трихлорме- 
тильным радикалом (CCV), образующимся в процессе метаболизма тет
рахлорметана [209, 210]. Существуют многочисленные эксперименталь
ные данные, свидетельствующие, что в метаболической активации CCl4 
главную роль играет монооксигеназная система эндоплазматического ре- 
тикулума печени крыс [211-215]. Благодаря тому, что связь углерод - 
хлор в молекуле тетрахлорметана сильно поляризована, углерод, имею
щий положительный заряд, легко принимает электрон с активного цен
тра цитохрома Р-450. В результате последующего гомолитического рас
пада восстановленного интермедиата образуется CCl32

CCl4 + e- ^  CCLf ^  CCV +Cl- (1.20)
Образование трихлорметильного радикала подтверждено методом 

ЭПР с использованием специфических спиновых ловушек в микросомах 
печени и условиях in vivo [216-218]. При исследовании кинетики взаимо
действия CCl3 с полиненасыщенными жирными кислотами установлено, 
что в присутствии кислорода интенсивность сигнала ЭПР, характерного
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для трихлорметильного радикала, резко снижается. На основании этих 
экспериментов было постулировано, что в аэробных условиях СС13̂ лег
ко реагирует с кислородом, и в результате этой реакции образуется пере- 
кисный радикал -  СС13О2 [219-221]. Однако экспериментально подтвер
дить образование СС13О2 радикала при метаболизме тетрахлорметана не 
удалось даже в системах in vitro, вероятно, вследствие его высокой хи
мической активности [221, 222]. Показано, что СС13О2 очень быстро реа
гирует с полиненасыщенными жирными кислотами и еще более активно 
-  с различными антиоксидантами: аскорбиновой кислотой, в-каротином, 
а-токоферолом, прометазаном. Значения соответствующих констант 
скорости реакции второго порядка находятся в диапазоне 106 М-1с-1 - 109 
М-1с-1 [219]. Радикал СС13 реагирует с различными субстратами значи
тельно медленнее, чем СС13О2\  значения констант скорости реакции не 
превышают 105 М-1с-1 [219]. Кроме того, СС13 взаимодействует с полине- 
насыщенными жирными кислотами и антиоксидантами практически с 
одинаковой скоростью. Поэтому а-токоферол и прометазан, эффективно 
ингибируя реакции СС13О2 с полиненасыщенными жирными кислотами, 
не оказывают существенного влияния на реакции этих субстратов с СС13 
[222].

Образующиеся в процессе метаболизма тетрахлорметана радикалы 
СС13̂ и СС13О2 вовлекаются в последующие метаболические процессы 
через реакции отрыва водорода и галоалкилирование. В результате пер
вой реакции образуется хлороформ и радикал молекулы донора водоро
да. В случае, если донором водорода являются полиненасыщенные аци- 
лы мембранных фосфолипидов, образующиеся радикалы инициируют 
процесс перекисного окисления липидов. В результате реакций галоал- 
килирования трихлорметильная группа ковалентно связывается с раз
личными молекулами: липидами, белками, нуклеиновыми кислотами, 
пиримидиновыми и пуриновыми основаниями. Так как а-токоферол и 
прометазан ингибируют перекисное окисление липидов, инициируемое 
тетрахлорметаном в микросомах печени и изолированных гепатоцитах, 
не оказывая существенного влияния на процессы ковалентного связыва
ния [220, 223-226], был сделан вывод о том, что в реакции отрыва водо
рода участвует, главным образом, активный радикал СС13О2\  а галоалки- 
лирование обусловлено ковалентным связыванием с различными суб
стратами радикала СС13 [204, 221, 222, 227]. Значительное внимание бы
ло уделено в последние годы исследованию роли перекисного окисления 
липидов и галоалкилирования в гепатотоксических эффектах галогенза- 
мещенных углеводородов. В экспериментах in vitro установлено, что по
вреждение компонентов электронтранспортных цепей эндоплазматиче-
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ского ретикулума и инактивация системы микросомального окисления 
[204, 223], нарушение системы кальциевого гомеостаза [204, 222, 224, 
228], секреция липопротеидов и жировое перерождение печени [204, 
223] обусловлены, главным образом, галоалкилированием. Однако пока
зано, что основной причиной повреждения и гибели изолированных кле
ток печени при их инкубации в присутствии галогензамещенных углево
дородов является развитие перекисного окисления липидов [204, 223]. 
Повреждающее действие перекисного окисления липидов обусловлено, 
по-видимому, двумя механизмами [204]. Во-первых, изменяются струк
турно-функциональные свойства мембран в результате потери полинена- 
сыщенных жирных кислот и накопления окисленных липидов. Во- 
вторых, образуются низкомолекулярные, токсичные продукты окисления 
мембранных липидов. Среди этих соединений особое значение придает
ся насыщенным и ненасыщенным альдегидам. Так, малоновый диальде
гид, один из конечных продуктов ПОЛ, образует внутри- и межмолеку- 
лярные перекрестные сшивки, в результате происходит инактивация 
ферментов, в том числе и не имеющих сульфгидрильных групп [229], 
сшивание белков и нуклеиновых кислот [230]. Получающиеся в этих 
случаях флуоресцентные хромофоры, так называемые шиффовы основа
ния, имеют следующую структуру: R-N=CH-CH=CH-NH-R1 [229]. Де
тально исследованы механизмы образования и особенности цитотокси- 
ческого действия 4-гидроксиалкенов, обладающих широким кругом ток
сических эффектов [204, 231-237]. Эти водорастворимые соединения 
диффундируют от места образования в различные участки клетки и даже 
в межклеточное пространство, а связываясь с альбумином крови, они 
способны распространиться по всему организму. 4-гидроксиалкены лег
ко вступают в реакции с -SH и -NH2 группами белков, образуя соответст
вующие аддукты. Уже в физиологических концентрациях (менее 10-6 М) 
4-гидроксиалкены стимулируют аденилатциклазу и фосфолипазу плаз
матической мембраны гепатоцитов и нейтрофилов, оказывают хемоат- 
трактантное и хемокинетическое действие на нейтрофилы, ингибируют 
ДНК-полимеразу и модулируют процессы пролиферации и неопластиче
ской трансформации [204, 235-237]. При концентрации 10-5 М и выше 4- 
гидроксиалкены снижают скорость дыхания митохондрий и микросо-
мального окисления, ингибируют глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназу,

2+ 2+микросомальную Са -Mg -АТФазу, лизосомальные ферменты [204]. 
Эти соединения рассматривают как основные медиаторы эксперимен
тального фиброза печени, индуцируемого тетрахлорметаном [238].

При рассмотрении роли галоалкилирования и перекисного окисления 
липидов в патогенетических эффектах галогензамещенных углеводоро-
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дов следует учитывать, что в нормальном организме только незначи
тельная часть образующихся пероксидов липидов вовлекается в процес
сы радикального разрушения до альдегидов и других токсичных низко
молекулярных продуктов [239]. Основное количество гидропероксидов 
быстро восстанавливается в соответствующие оксисоединения, неспо
собные участвовать в дальнейших свободнорадикальных процессах 
[240]. Так, например, через час после перорального введения четырех
хлористого углерода в дозе 250 мкл/100 г массы тела на фоне значитель
ного увеличения в печени количества диеновых конъюгатов наблюдается 
сравнительно небольшое увеличение содержания гидропероксидов ли
пидов и ТБК-активных соединений (табл. 1.1). Это означает, что обра
зующиеся при С 0 4-инициируемом ПОЛ гидропероксиды липидов 
(LOOH) быстро восстанавливаются в соответствующие спиртовые груп
пы, не вовлекаясь в последующие процессы радикальной деградации, а 
сопряженные двойные связи (диеновые коньюгаты) сохраняются в моле
кулах образующихся продуктов (LOH) [240].

Таблица 1.1
Содержание различных продуктов перекисного окисления липидов, 
образующихся в печени крыс через 1 ч после перорального введения 

четыреххлористого углерода (250 мкл/100 г массы тела)
Определяемый параметр Содержание, 

нмоль/г ткани
Диеновые конъюгаты 158,0 ± 25,2
Гидропероксиды 10,9 ± 1,8
ТБК-активные продукты 4,0 ± 3,2

Интересно, что если в экспериментах использовались животные, 
предварительно содержащиеся на диете, исключающей содержание ви
тамина Е и селена, доля гидропероксидов липидов среди продуктов ПОЛ 
существенно увеличивается [241, 242]. Напротив, дополнительное введе
ние в пищу селена, витамина Е или других антиоксидантов приводило 
почти к полному ингибированию перекисного окисления липидов [241, 
242]. Гидропероксиды полиненасыщенных жирных кислот могут легко 
восстанавливаться в присутствии глутатионпероксидазы [243]. Однако 
продукты окисления фосфолипидов и других входящих в состав мембран 
липидов не являются субстратом данного фермента [244]. Для восста
новления гидропероксидов фосфолипидов может быть предложен меха
низм, включающий их предварительный гидролиз и последующее вос
становление пероксидов жирных кислот глутатионпероксидазой [245, 
246]. Реализации такого механизма способствует то, что гидролиз окис
ленных фосфолипидов под действием фосфолипазы А2 происходит зна
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чительно быстрее, чем в случае неокисленных молекул [247-249]. Кроме 
того, фосфолипаза А2 активируется продуктами свободнорадикального

окисления [249]. Однако это не единствен
ный механизм восстановления гидропе
роксидов фосфолипидов. В ряде работ по
казано, что в печени и некоторых других 
органов может иметь место восстановле
ние гидропероксидов фосфолипидов без их 
предварительного гидролиза [244, 250
256]. Об этом, например, свидетельствуют 
эксперименты [244, 255], в которых гидро
пероксиды фосфатидилхолина инкубиро
вались 20 мин при 37°С в 10 %-ном гомо- 
генате печени и затем методом жидкостной 
хроматографии высокого давления анали
зировались образующиеся продукты. По
лученные результаты (рис. 1.3) позволяют 
сделать вывод, что гидропероксиды фос- 
фатидилхолина легко восстанавливаются в 
гомогенате печени в соответствующие ок- 
сисоединения и для их восстановления не 
требуется предварительного гидролиза 
фосфатидилхолина. Данный процесс фер
ментативный и катализируется рядом ци
топлазматических белков, которые в каче
стве кофактора используют восстановлен
ный глутатион [256].

Рис. 1.3. Хроматограммы ВЭЖХ окисленного фосфатидилхолина и продуктов его
восстановления

а -  окисленный ФХ; б - то же после обработки NaBH4 ; в -  окисленный ФХ сразу по
сле добавления в гомогенат печени; г -  окисленный ФХ после 20 мин инкубации в 

гомогенате печени; д -  липиды из гомогената печени

Возвращаясь к вопросу о роли процессов ПОЛ и галоалкилирования 
(ковалентного связывания) в реализации токсического действия продук
тов метаболической активации четыреххлористого углерода, следует от
метить, что ответ на этот вопрос могут дать исследования с использова
нием соединений, способных избирательно влиять на эти процессы в ус
ловиях in vivo. В этом отношении интерес представляют производные 
1,2-бензохинона, структурные формулы которых приведены на рис. 1.4.
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Рис. 1.4. Структурные формулы производных 1,2-бензохинона ингибиторов свобод
норадикальных процессов, инициируемых в печени четыреххлористым углеродом

Эти соединения обладают выраженным антиоксидантным действием в 
условиях ферментативного и аскорбат-зависимого перекисного окисле
ния липидов [257]. Они также оказывают ингибирующее действие на 
свободнорадикальные процессы, инициируемые четыреххлористым уг
леродом в модельных системах, содержащих микросомы печени [240, 
258, 259]. Однако эффективность ингибирования процессов ПОЛ и гало- 
алкилирования при этом существенно различается. Например 4-[N- 
натрий-Ы-(5-этил-1,3,4-тиадиазол-2-ил)]-сульфаниламидо-5-метокси-1,2- 
бензохинон (ОБХ2) обладает селективным действием в отношении пере
кисного окисления липидов, тогда как ОБХ1 и особенно ОБХ3 практиче
ски в одинаковой степени ингибируют оба процесса (табл. 1.2). ОБХ2 об
ладает селективным действием в отношении свободнорадикальных про
цессов, инициируемых четыреххлористым углеродом в печени крыс in 
vivo, а именно при внутрибрюшинном введении в дозе 200 мг/кг ингиби
рует процессы ПОЛ более, чем на 90 %, тогда как процессы галоалкили- 
рования ингибируются в этих условиях только на 27 % (табл. 1.3).

Таблица 1.2
Влияние некоторых о-бензохинонов на процессы перекисного окисления 

липидов и галоалкилирования, инициируемые четыреххлористым углеродом в
микросомах печени крыс

Условия эксперимента ПОЛ, ТБК-активные со
единения*, в процентах

Ковалентное связывание 
14С из CCl4*, в процентах

Исходная среда инкубации

+ ОБХ1, 2 мкМ 
+ ОБХ2, 4 мкМ 
+ ОБХ2,10 мкМ 
+ ОБХ3, 10 мкМ

100 ± 5,0 
(6,52 ± 0,59) 
14 ± 0,8 
27 ± 0,4 

9 ± 0,4 
50 ± 2,0

100 ± 4,0 
(1,96 ± 0,2) 
48 ± 0,4 
98 ± 0,4 
74 ± 2,3 
50 ± 0,6

* - цифры в скобках - нмоль/мг белка.
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Таблица 1.3
Влияние ОБХ2* на образование первичных продуктов ПОЛ (ДК) и ковалентное 

связывание радикальных метаболитов в печени крыс через два часа после 
перорального введения четыреххлористого углерода

Условия эксперимента ДК, нмоль/г тка
ни

Ковалентное связывание 
14С из СС14, нмоль/г ткани

Контрольные животные 0 0
+ СС14, 250 мкл/кг 119 ± 18,2 8,3 ± 0,25
+ СС14, 250 мкл/кг + ОБХ2, 200 мг/кг 11 ± 4,0 6,1 ± 0,95

* - ОБХ2 вводился за 10 мин до введения четыреххлористого углерода

Известно, что одной из мишеней гепатотоксического действия четы
реххлористого углерода являются гидроксилирующие ферменты эндо- 
плазматического ретикулума печени. Так, было показано [260, 261], что 
пероральное введение четыреххлористого углерода в дозе 1 мл/кг массы 
тела уже через 2 часа приводит к снижению содержания цитохрома Р-450 
в эндоплазматическом ретикулуме печени более чем на 50 % (табл. 1.4, 
рис. 1.4). Еще в большей степени снижается эффективность микросо- 
мального окисления, в частности скорость гидроксилирования анилина и 
полностью подавляется способность микросом печени к метаболической 
активации СС14. Такой результат действия СС14 является следствием 
структурной и функциональной гетерогенности цитохрома Р-450, по
скольку очевидно, что в первую очередь инактивируются формы цито
хрома, катализирующие метаболизм галогензамещенных углеводородов.

Таблица 1.4
Влияние предварительного введения ОБХ1 на содержание диеновых 

конъюгатов и состояние системы микросомального окисления печени крыс 
через 2 часа после отравления СС14 (1 мл/кг массы тела)

Условия экспери
мента

Содержание ДК, 
нмоль/г ткани

Параметры системы микросомального окисления
Содержание ци
тохрома Р-450 
нмоль/мг белка

Гидроксилазная
активность

СС14 -пероксидазная 
актив ность

нмоль/мг белка мин

Контроль 0 0,82 ± 0,10 0,52 ± 0,10 1,04 ± 0,20

+ССІ4 194,9 0,37 ± 0,03 0,10 ± 0,02 0,07 ± 0,03

+ ОБХ2+ССІ4 30,5 0,45 ± 0,03 0,19 ± 0,04 0,12 ± 0,04
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Рис. 1.4. Влияние предварительного 
введения ОБХ2 (200 мг/кг) на спек

тры, отражающие содержание цито
хрома Р-450 и ДК в печени крыс в 

норме и через два часа после инток
сикации СС14 (1 мл/кг) [260].

а -  типичные дифференциальные спектры 
карбонильного комплекса цитохрома Р-450 
из печени: контрольных животных (1), жи
вотных, отравленных СС14, без (2) и на фоне 
предварительного введения ОБХ2 (3); б -  
типичный УФ-спектр липидов печени кон
трольных животных (1) и животных, 
отравленных СС14 (2); в -  типичный УФ- 
спектр липидов печени животных, которым 
вводили ОБХ2 (1) и животных, отравленных 
СС14 на фоне предварительного введения 
ОБХ2 (2)

Предварительное введение 
ОБХ2 в дозе 200 мг/кг массы 
тела за 10 мин до отравления 

СС14 приводило к ингибированию образования диеновых коньгатов поч
ти на 85 % (табл. 1.4, рис.1.4 б и в). Однако способность микросом пече
ни к метаболической активации СС14 практически не восстанавливалась, 
а их N-гидроксилазная активность и содержание в мембранах эндоплаз- 
матического ретикулума цитохрома Р-450 восстанавливались только на 
10-20 % (табл. 1.4, рис.1.4 а). Таким образом, полученные данные свиде
тельствуют, что ингибирование перекисного окисления липидов не уст
раняет инактивирующего действия СС14 на систему микросомального 
окисления клеток печени. Основным повреждающим фактором в этом 
случае является, по-видимому, ковалентное связывание радикальных ме
таболитов СС14 (CCV) с соответствующими белковыми молекулами.

1.4. Механизмы детоксикации биорадикалов в организме
Для локализации и ограничения зоны действия физиологически зна

чимых биорадикалов и детоксикации биорадикалов, возникающих нефи
зиологическим путем, у аэробных организмов в ходе эволюции сформи
ровались сложная защитная система, включающая ферменты и низкомо
лекулярные соединения.

Ключевым ферментом антиокислительной защитной системы являет
ся супероксиддисмутаза (КФ 1.15.1.1), катализирующая реакцию дис- 
пропорционирования анион-радикалов кислорода:
O2 " + O2 " +2H+ ^  Н2О2 + О2 (1.21)
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Впервые супероксиддисмутазная активность была выявлена Мак
Кордом и Фридовичем в 1969 году [29]. Они показали, что ускорение ре
акции (1.21) является физиологической функцией медь-содержащего 
белка эритрокупреина (гемокупреина), известного с 1938 года [262]. Так 
как, кроме иона меди, открытый Мак-Кордом и Фридовичем фермент 
содержал цинк, он был назван -  медь-, цинк-содержащая супероксид- 
дисмутаза. Cu^Zn-СОД состоит из двух субъединиц, каждая из которых 
имеет молекулярную массу 16300 Да [7]. Константа скорости реакции 
(1.21) в присутствии Cu^Zn-СОД равна 2 • 109 М -1 с-1 и не зависит от ве
личины рН в интервале 4,8 - 10,2 [7]. Несколько позднее были выявлены 
марганец-содержащий [263] и железо-содержащий [264] ферменты. 
Cu^Zn-СОД присутствует во всех эукариотических клетках, где содер
жится, в основном, в цитозоле [7, 265]. Некоторое количество этого фер
мента находится в лизосомах [266] и пероксисомах [267]. Железо
содержащий фермент найден только у прокариотов. Марганец
содержащая СОД присутствует у прокариотов и в митохондриях эука
риотических клеток [7]. Однако предшественник митохондриальной Mn- 
СОД синтезируется в цитозоле, в митохондриях происходит лишь отще
пление от него полипептидного фрагмента [268, 269].

Сравнительно недавно была выделена и исследована экстрацеллюляр- 
ная форма супероксиддисмутазы [270-273]. Экстрацеллюлярная СОД яв
ляется основным изоферментом в плазме, лимфе и синовиальной жидко
сти и представляет собой гликопротеид, состоящий из 4 субъединиц. 
Каждая субъединица имеет молекулярную массу около 30 кДа и содер
жит ионы меди и цинка. Кроме более высокой молекулярной массы, 
субъединица экстрацеллюлярной СОД отличается от субъединицы цито
плазматической Cu^Zn-СОД аминокислотным составом, антигенными 
свойствами и генным локусом, кодирующим аминокислотную последо
вательность апофермента. Каталитическая активность экстрацеллюляр- 
ной СОД значительно ниже, чем у цитоплазматического фермента.

При аффинном разделении на гепарин-сефарозе выявлены три фрак
ции экстрацеллюлярной СОД: А, В, С. Фракция А не имеет сродства к ге
парину, фракция В обладает слабым сродством, фракция С хорошо свя
зывается гепарином [274-277]. Фракция С способна связываться не толь
ко с гепарином, но и с другими гликозаминогликанами. Вследствие этого 
в условиях in vivo экстрацеллюлярная СОД С в основном связана с гли- 
кокаликсом эндотелиальных клеток сосудистой стенки, тогда как формы 
А и В находятся преимущественно в плазме. Связь между гликозаминог- 
ликанами клеточной поверхности и экстрацеллюлярной СОД С имеет 
электростатическую природу. Связывающий участок расположен доста
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точно далеко от каталитического центра, благодаря чему в условиях in 
vivo фермент, иммобилизованный на клеточной поверхности, сохраняет 
основную часть активности [277]. Показано, что вводимый внутривенно 
в больших концентрациях гепарин (1000 ЕД/кг) вытесняет форму С фер
мента с поверхности эндотелиальных клеток и вследствие этого увели
чивается количество экстрацеллюлярной СОД в плазме крови [274, 275].

Содержание изоферментов супероксиддисмутазы в отдельных орга
нах и тканях экспериментальных животных существенно различается. 
Наиболее высокий уровень Cu^Zn-СОД выявлен в печени (до 350 мкг/г 
массы ткани), почках (185 мкг/г массы ткани) и поджелудочной железе 
(165 мкг/г массы ткани). В сердце, мозге и эритроцитах содержание это
го изофермента составляет около 60-70 мкг/г массы ткани (клеток). Наи
меньший уровень супероксиддисмутазной активности выявлен в мышеч
ной и жировой ткани [278, 279]. Активность Mn-СОД снижается в ряду: 
сердце, почки, печень, мозг, поджелудочная железа, мышечная и жиро
вая ткань. В эритроцитах Mn-СОД отсутствует [278]. В отдельных орга
нах также существуют различия в распределении супероксиддисмутаз- 
ной активности. Например, в мозге глиальные клетки содержат суперок- 
сиддисмутазы в шесть раз больше, чем нейроны [280].

С возрастом, в процессе индивидуального развития организма, удель
ная активность супероксиддисмутазы в печени, сердце и мозге мышей 
снижается, хотя снижение активности в сердце и мозге компенсируется 
увеличением количества фермента [281]. Есть данные, что с возрастом 
общая супероксиддисмутирующая активность в мозге может даже уве
личиваться [282]. Одной из причин, обуславливающих снижение удель
ной активности СОД, может быть посттрансляционная модификация 
белка в результате его неферментативного гликозилирования [283].

Образующийся в процессе диспропорционирования анион-радикала 
кислорода пероксид водорода (реакция 1.21) может утилизироваться с 
помощью двух ферментов: каталазы (КФ 1.11.1.6) и глутатионпероксида- 
зы (КФ 1.11.1.9).

Каталаза катализирует разложение пероксида водорода с образовани
ем молекулярного кислорода и воды:
2 H2O2 ^  2 H2O + O2 (1.22)

Наибольшая каталазная активность выявлена в печени, крови (эрит
роциты) и почках. В головном мозге каталаза практически отсутствует 
[278, 279]. Каталитическая активность этого фермента чрезвычайно вы
сокая. Одна молекула каталазы может разложить за секунду 44000 моле
кул пероксида водорода [284]. В присутствии фермента реакция (1.22) 
почти не требует энергии активации и ее скорость определяется скоро
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стью диффузии субстрата к активному центру фермента [284, 285]. Од
нако каталаза характеризуется большой величиной Км, и эффективное 
разложение пероксида водорода происходит только при его высокой 
концентрации [7, 285]. Поэтому в клетке максимальная каталазная ак
тивность характерна для мест с высокой продукцией H2O2, например пе- 
роксисомах [7, 267]. Защита каталазы от высоких концентраций собст
венного субстрата, по-видимому, обеспечивается НАДФН. Каждая субъ
единица тетрамерной молекулы каталазы способна связывать молекулу 
восстановленного никотинамидадениндинуклеотидфосфата, который 
препятствует образованию неактивной формы фермента под действием 
H2O2 [286].

Основную роль в детоксикации пероксида водорода в клетке играет 
глутатионпероксидаза. Экспериментальные результаты, подтверждаю
щие этот вывод, получены на культивируемых эндотелиальных клетках 
[287], эпителиальных клетках слизистой желудка [288] и печени крыс in 
vivo [289]. Впервые глутатион-зависимый фермент, защищающий в эрит
роцитах гемоглобин от повреждающего действия пероксида водорода, 
был выявлен Милсом в 1957 году [290]. В настоящее время установлено, 
что молекула "классической" глутатионпероксидазы представляет собой 
тетрамер, состоящий из идентичных субъединиц. Молекулярный вес 
всей молекулы около 85 кДа, одной субъединицы -  21 кДа [291-293]. 
Каждая субъединица фермента содержит один атом селена в виде селе- 
ноцистеина [292, 294, 295]. В качестве донора водорода глутатионперок- 
сидаза использует только восстановленный глутатион, однако фермент 
обладает широкой субстратной специфичностью в отношении восста
навливаемого субстрата и, кроме пероксида водорода (реакция 1.23), 
способен катализировать двухэлектронное восстановление различных 
органических гидропероксидов, в том числе и гидропероксидов свобод
ных полиненасыщенных жирных кислот [243, 291]:
2GSH + H2O2 ^  GSSG + 2 H2O (1.23)
2GSH + ROOH ^  GSSG + ROH + H2O ( 1 .2 4 )

Гидропероксидные группы полиненасыщенных жирных кислот, вхо
дящих в состав молекул фосфолипидов, не являются субстратом для 
классической селен-содержащей глутатионпероксидазы [296].

Кинетика действия селен-содержащей глутатионпероксидазы соответ
ствует механизму двойного замещения или пинг-понг механизму [291]. 
Суммарная реакция (уравнения 1.23 или 1.24) включает ряд элементар
ных стадий:
E-CysSe"+H+ + ROOH ^  E-CysSeOH + ROH (1.25)
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E-CysSeOH + GSH ^  E-CysSe-SG + H2O (1.26)
E-CysSe-SG + GSH ^  E-CysSe" +H+ + GSSG (1.27)

Кажущиеся константы скорости второго порядка (kj) реакции глута- 
тионпероксидазы из печени хомяка с различными гидропероксидами 
равны: для гидропероксида t-бутила -  7,06 • 105 мМ-1 мин-1; гидроперок
сида кумила -  1,04 • 106 мМ-1 мин-1; гидропероксида линолевой кислоты 
-  2,36 • 106 мМ-1 мин-1; пероксида водорода -  2,98 • 106 мМ-1 мин-1 [292].

Содержание глутатионпероксидазы в различных тканях организма 
уменьшается в ряду: печень > эритроциты > почки > желудок > сердце 
= легкие = мозг > плазма > мышцы [278, 297, 298]. Около 75 % глутати- 
онпероксидазной активности определяется в цитоплазме клеток, осталь
ное количество фермента локализовано в митохондриях [297, 299, 300]. 
В плазме крови выявлен изофермент, отличающийся иммунологически 
от внутриклеточной глутатионпероксидазы. Подобно внеклеточной СОД 
апофермент плазматической формы является гликопротеидом [301]. По
казано, что существуют возрастные и суточные (циркадные) изменения 
активности глутатионпероксидазы в различных тканях эксперименталь
ных животных [298, 302]. В период снижения активности глутатионпе- 
роксидазы в сердце отмечена активация процессов перекисного окисле
ния липидов [302].

Уровень глутатионпероксидазы в тканях чрезвычайно чувствителен к 
алиментарному поступлению селена в организм. Содержание животных 
в течение нескольких недель на Se-дефицитной диете приводит к резко
му снижению глутатионпероксидазной активности [293, 297, 303] и про
порциональному уменьшению тканевого уровня соответствующего им- 
мунореактивного белка [293, 303]. Степень снижения активности фер
мента неодинакова в различных тканях, которые по чувствительности к 
дефициту селена располагаются следующим образом: плазма >печень 
>почки >сердце = легкие >эритроциты [297].

При однократном внутрижелудочном введении Se, как селенита или 
селенометионина, животным, содержавшимся на Se-дефицитной диете, 
нормальный уровень активности фермента в плазме, почках, желудке и 
печени восстанавливался в течении 48 часов [293, 297]. По вопросу о 
том, каким образом селен включается в состав молекулы фермента, су
ществует две точки зрения. В соответствии с первой, селен модифициру
ет неактивный белок-предшественник уже после завершения его синтеза 
(посттрансляционное включение) [304]. Однако более глубокое экспери
ментальное подтверждение, по-видимому, имеет точка зрения, что вклю
чение Se в белковую молекулу происходит в ходе нормального трансля
ционного процесса [293].
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В настоящее время защитную роль глутатионпероксидазы рассматри
вают в двух аспектах. Во-первых, фермент способен восстанавливать пе
роксид водорода, предотвращая его вовлечение в реакцию Фентона и ин
гибируя свободнорадикальные процессы на стадии инициирования. Во- 
вторых, восстанавливая гидропероксиды полиненасыщенных жирных 
кислот, глутатионпероксидаза блокирует свободнорадикальные процес
сы на стадии разветвления цепи [297]. Так как "классическая" глутатион- 
пероксидаза не способна восстанавливать гидропероксиды жирных ки
слот, входящих в состав липидов биологических мембран, то для реали
зации ее защитного действия необходимо участие фосфолипазы А2, ката
лизирующей предварительный гидролиз фосфолипидов [245, 246]. Про
теканию этой реакции способствует то обстоятельство, что окисленные 
жирные кислоты отщепляются фосфолипазой А2 значительно быстрее, 
чем неокисленные [247-249]. Кроме того, фосфолипаза А2 активируется 
продуктами свободнорадикального окисления [249]. Наиболее эффек
тивно гидролизуются фосфолипазой А2 фосфатидилэтаноламин и фосфа- 
тидилхолин [249], являющиеся основными субстратами реакций пере- 
кисного окисления липидов в биологических мембранах. Следует отме
тить, что фосфолипаза А2, в частности митохондриальный фермент, ока
зывает интрамембранное действие, то есть катализирует гидролиз липи
дов, расположенных на одной с ней мембране [305]. Гидролиз экзоген
ных липидов происходит после их связывания с клеточными мембрана
ми [306].

В организме глутатионпероксидаза функционирует не только как 
компонент защитной антиокислительной системы, но и играет важную 
роль в процессах биосинтеза простагландинов и лейкотриенов [291, 307, 
308].

Наряду с "классической" селен-зависимой глутатионпероксидазой, в 
организме присутствует ряд других ферментов, выполняющих сходную 
функцию. К таким ферментам относятся глутатионтрансферазы (глута- 
тион-Б-трансферазы) (КФ 2.5.1.18). Кроме реакций конъюгации глута- 
тиона с многочисленными электрофильными субстратами, глутатион
трансферазы катализируют реакции восстановления органических гид
ропероксидов [309, 310], включая пероксиды фосфолипидов [311], эндо
пероксиды (эпоксиды) [307, 308, 310], но неактивны в отношении гидро
пероксида водорода [309, 310]. Поскольку в состав глутатионтрансфера
зы селен не входит, ее часто называют селен-независимая глутатионпе- 
роксидаза. Наибольшая селен-независимая глутатионпероксидазная ак
тивность выявлена в печени, значительно ниже содержание фермента в 
легких и сердце [298]. Глутатионтрансфераза выделена также из эритро
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цитов [312] и клеток кожи [313]. В гепатоцитах около 80 % глутатион- 
трансферазы (около 10 % всего растворимого белка) находится в цито
плазме, остальное количество почти равномерно распределено между 
микросомами, внешней мембраной митохондрий и ядрами [309, 314]. 
Цитоплазматическая глутатионтрансфераза представляет собой семейст
во изоферментов, которые разделяют в зависимости от величины значе
ния pI на три класса: Alpha (основные), Mu (нейтральные) и Pi (кислые) 
[310]. Все цитозольные формы являются димерами, состоящими из оди
наковых или гетерогенных субъединиц с молекулярной массой около 
25 кДа [310, 313, 315]. Микросомальный (мембраносвязанный) фермент 
-  обычно тример или тетрамер, состоящий из субъединиц с молекуляр
ной массой 17 кДа [310]. Функциональные свойства субъединицы в ди
мере не зависят от природы соседнего полипептида как в отношении ка
талитической активности, так и в отношении чувствительности к дейст
вию ингибиторов [310]. Значительные различия в каталитических свой
ствах исходных субъединиц обуславливают существование широкого 
спектра изоферментов глутатионтрансферазы, отличающихся по степени 
пероксидазной активности [315]. При содержании животных на селен- 
дефицитной диете наблюдается увеличение активности всех изофермен
тов глутатионтрансферазы, являющееся, по-видимому, компенсаторной 
реакцией на уменьшение в тканях уровня глутатионпероксидазы [316, 
317]. Однако тяжелые последствия недостатка селена в пище [241, 267, 
318-320] свидетельствуют, что антиокислительная функция глутатионпе
роксидазы компенсируется глутатионтрансферазой не полностью. Вме
сте с тем, в некоторых органеллах, например ядрах, глутатионтрансфера- 
за играет важную роль в предотвращении повреждающего действия пе
роксидов липидов [321].

Около двадцати лет назад было показано, что в цитоплазме печени и 
эритроцитах крыс присутствует глутатион-зависимый белковый фактор, 
ингибирующий перекисное окисление липидов, даже в отсутствие фос- 
фолипазы А2 [322, 323]. Первоначально его связывали с цитоплазматиче
ской глутатионтрансферазой. Однако оказалось, что, подобно селен
содержащей глутатионпероксидазе, цитоплазматический селен- 
независимый фермент ингибирует перекисное окисление липидов только 
при наличии условий для гидролиза липидов и высвобождения гидропе
роксидов ненасыщенных жирных кислот из мембран [245, 324]. В после
дующих исследованиях было показано присутствие в цитоплазме клеток 
печени [244, 250, 255, 256], сердца [251] и мозга [252] белка, способного 
эффективно восстанавливать гидропероксиды фосфолипидов без их 
предварительного гидролиза. Выделенный из сердца свиней белок, на-
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званный глутатионпероксидазой гидропероксидов фосфолипидов, ока
зался мономером с молекулярной массой 23 кДа [253]. Фермент содер
жал один атом селена на молекулу белка и катализировал восстановле
ние гидропероксидов водорода, линолевой кислоты и фосфатидилхолина 
в присутствии восстановленного глутатиона, с константами скоростей 
реакции второго порядка, равными соответственно: 1,8 • 105 мМ-1 мин-1; 
1,8 • 106 мМ-1 мин-1; 8,0 • 105 мМ-1 мин-1 [253]. Сходная по структуре и 
субстратной специфичности мономерная глутатионпероксидаза была 
выделена из печени крыс [254]. При исследовании тканевого распреде
ления мономерной глутатионпероксидазы максимальная активность вы
явлена в печени и почках. Значительно ниже активность фермента в 
сердце, легких и мозге. Минимальный уровень мономерной глутатион- 
пероксидазы характерен для мышц [298]. Существенных возрастных из
менений в активности фермента не выявлено [298].

Установлено, что мономерная глутатионпероксидаза ингибирует фо- 
тосенсибилизированное окисление липидов теней эритроцитов, полно
стью восстанавливая гидропероксиды фосфолипидов и холестерина без 
их предварительного гидролиза. "Классическая" глутатионпероксидаза 
ингибировала этот процесс только в присутствии фосфолипазы А2, при 
этом гидропероксиды холестерина не восстанавливались [246].

Семейство глутатионпероксидаз является примером наиболее филоге
нетически старых белков. Они выявлены у бактерий и простейших [325]. 
У позвоночных известны четыре гена, контролирующих синтез различ
ных селен-содержащих ферментов [325, 326]. Кроме рассмотренных вы
ше "классической", плазматической и мономерной глутатионпероксидаз, 
особый изофермент найден в желудочно-кишечном тракте [326]. Амино
кислотная последовательность у всех ферментов, за исключением моно
мерной глутатионпероксидазы, совпадает приблизительно на 90 %, тогда 
как гомология между "классической" и мономерной глутатионперокси- 
дазой - менее 30 % [326]. Такое значительное различие в аминокислот
ной последовательности этих белков указывает, что расхождение между 
соответствующими генами началось около миллиарда лет назад. Наибо
лее консервативным фрагментом у глутатионпероксидаз является ката
литический центр, состоящий из селеноцистеина, триптофана и глутами
на [325]. Его высокая филогенетическая устойчивость обусловлена, по- 
видимому, идеальным выполнением своих функций, исключающим од
ноэлектронный перенос и образование радикальных и других высокоак
тивных интермедиатов, как это характерно для гем-содержащих и селен- 
независимой пероксидаз [326]. Дивергенция селен-содержащих фермен
тов проходила в направлении изменения субстратной специфичности
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связывающего участка. Более высокая его липофильность у глутатион- 
пероксидазы фосфолипидов обусловлена отсутствием остатков аргинина 
в этом локусе [326].

Для эффективного функционирования различных глутатионперокси- 
даз необходим высокий уровень восстановленного глутатиона. В частно
сти, мономерная глутатионпероксидаза восстанавливает гидропероксиды 
в модельных условиях при 1-3 мМ концентрации GSH [246]. Поэтому в 
клетке глутатион находится, главным образом, в восстановленной фор
ме. Например, для эритроцитов отношение GSH/GSSG близко к 10 [327]. 
Высокое соотношение GSH/GSSG поддерживается благодаря активности 
глутатионредуктазы (КФ 1.6.4.2), фермента катализирующего реакцию:
GSSG + НАДФН + H+ ^  2GSH + НАДФ+ (1.28)

In vivo единственным субстратом для глутатионредуктазы является 
НАДФН [87]. В зрелых эритроцитах регенерация НАДФН возможна 
только в результате глюкозо-6-фосфатдегидрогеназной реакции пенто- 
зофосфатного цикла [87]. Поэтому катализирующий эту реакцию фер
мент глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.49) функционирует в 
эритроцитах как один из ключевых элементов антиокислительной за
щитной системы. Существуют многочисленные экспериментальные до
казательства, что генетически обусловленный дефицит глюкозо-6- 
фосфатдегидрогеназы коррелирует с повышенной чувствительностью 
эритроцитов к гемолитическому действию ксенобиотиков, бактериаль
ных и вирусных инфекций, стресса [87].

Кроме глутатиона, являющегося универсальным донором водорода 
для селен-содержащих и селен-независимых пероксидаз, в аэробных ор
ганизмах присутствует ряд других низкомолекулярных соединений, час
то объединяемых термином -  "биоантиоксиданты". Введение данного 
термина обусловлено тем обстоятельством, что при исследовании биоло
гических объектов выявлены вещества, ингибирующие свободноради
кальные реакции в различных модельных системах и организме в целом, 
но не обладающие или обладающие в незначительной степени способно
стью тормозить такие реакции в простых химических системах, то есть 
не являющиеся классическими антиоксидантами. В качестве примера 
могут быть приведены упоминавшиеся выше соединения селена -  селе
нит и селенометионин. Известные в настоящее время биоантиоксиданты 
могут быть классифицированы по механизму действия следующим обра
зом:

• классические антиоксиданты (обрывающие цепь агенты);
• ловушки инициаторов свободнорадикальных реакций;
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• хелаторы (железосвязывающие агенты);
• кофакторы и низкомолекулярные компоненты защитных 

антиокислительных ферментов и их предшественники
Большинство фенолов является цепь-обрывающими агентами [328]. 

Они взаимодействуют с пероксидными радикалами (реакция 1.29), пре
дотвращая развитие цепного свободнорадикального окисления (реакции
1.30 и 1.31):
ROO + PhOH ^  ROOH + PhO^ (1.29)
ROO^ + RH ^  ROOH + R̂  (1 .30)
R̂  + O-O ^  ROO^ (1.31)

Образующиеся в результате реакции (1.29) феноксильные радикалы 
являются резонансно стабильными структурами, неспособными продол
жать цепь свободнорадикальных реакций [328], однако они способны 
взаимодействовать с еще одним пероксидным радикалом:
ROO^ + IO  ̂^  молекулярные продукты (1.32)

Водорастворимые антирадикальные агенты, например аскорбиновая 
кислота, могут восстанавливать феноксильные радикалы в исходные фе
нолы.

Эффективность антиоксидантов в биологических системах зависит от 
ряда факторов, включая их активность по отношению к пероксидным ра
дикалам. Для того, чтобы антиоксиданты были способны в сравнительно 
небольших концентрациях предотвращать окисление полиненасыщен- 
ных жирных кислот и других легко окисляемых субстратов (RH), кон
станта скорости реакции (1.29) должна быть значительно выше констан
ты скорости реакции (1.30), то есть k29 >> k30. Наиболее эффективным 
природным антиоксидантом является, по-видимому, а-токоферол. Это 
соединение, являющееся метильным производным токола [2-метил-2- 
(4,8,12-триметил-ридецил)-хроман-6-ол], часто называют витамином Е, 
что не совсем точно, поскольку в препаратах, выделенных из раститель
ного сырья, присутствуют и другие метильные производные токола, об
ладающие Е-витаминной активностью. Они отличаются друг от друга 
числом и положением метильных групп в ароматическом кольце [329, 
330]:

1

а-токоферол - (1 -  СН3, 2 - СН3, 3 - СН3); Р-токоферол - (1 - СН3, 2 - Н, 3 - СН3); 
у-токоферол - (1 - Н, 2 - СН3, 3 - СН3); 5-токоферол - (1 - Н, 2 - Н, 3 - СН3); 
токол - (1 - Н, 2 - Н, 3 - Н)
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Антирадикальная активность токоферолов уменьшается в ряду а, в, у, 
5, токол [328, 331-333]. Количественно этот показатель может быть оха
рактеризован величиной k29 [328]. Для а-токоферола константа скорости 
реакции взаимодействия с алкилпероксидными радикалами составляет, 
по разным источникам: 1,5 • 105 М-1 с-1 [334], 2,0 • 105 М-1 с-1 [335],
5,1 • 105 М-1 с-1 [336], 2,6 • 106 М-1 с-1 [337] и 3,2 • 106 М-1 с-1 [328]. В по
следней работе приведены и величины k25 для в, Y и 5 токоферолов рав
ные соответственно 1,3; 1,4 и 0,44 • 106 М-1 с-1 [328]. Однако эти значения 
определены для реакций, протекающих в гомогенных системах, содер
жащих неполярный растворитель. Для гетерогенных систем, в которых 
окисляемые липиды структурированы в виде бислойных и многослойных 
липосом, антиоксидантная активность токоферолов, как и других фе
нольных антиоксидантов, существенно снижена. Например, а-токоферол 
в этих условиях в 500 раз менее активен, чем при окислении липидов в 
хлорбензоле [338]. По-видимому, основной причиной данного феномена 
является эффект "всплывания", или выталкивание пероксидных радика
лов из неполярного окружения в водную фазу. Вследствие этого, моле
кулы антиоксидантов взаимодействуют с радикалами в полярном окру
жении, где сильный сольватационный эффект воды снижает "подвиж
ность" атома водорода гидроксильной группы [338]. Кроме того, липо- 
фильные антиоксиданты будут, преимущественно, аккумулироваться в 
липидах, и их реальная концентрация в водной фазе значительно ниже 
усредненной расчетной величины. Сравнительно низкая антиокисли- 
тельная активность а-токоферола в мембранах может быть связана и с 
низкой подвижностью его молекул, обусловленной наличием боковой 
фитольной цепи. В частности, показано, что способность а-токоферола и 
его аналогов с различной длиной фитольной цепи ингибировать пере- 
кисное окисление липидов в биологических мембранах in vitro тем ниже, 
чем больше длина фитольной цепи [339].

Тем не менее, даже в гетерогенных системах константа скорости ре
акции (1.29) значительно превышает константу скорости реакции (1.30) 
(k30 = 36 М-1 с-1 [40]). Поэтому токоферолы эффективно ингибируют пе- 
рекисное окисление липидов в модельных системах [52, 332, 333, 340, 
341]. В случае использования липосом из линоленовой кислоты тормо
жение окисления выявлено при соотношении а-токоферола и субстрата 
1 : 1500-2000 [340]. Так и константа скорости реакции взаимодействия 
токоферолов с радикалами гидропероксидов, их антиокислительная ак
тивность, уменьшается в ряду: а, в, Y, 5, токол [332, 333]. Реакция 1.29 
может рассматриваться как практически необратимая, так как показано, 
что константа скорости обратной реакции, то есть взаимодействия гид

45



ропероксида трет-бутила с радикалом а-токоферола, равна всего 
3,65 • 10-1 М-1 с-1 [342]. а-Токоферол также прямо не взаимодействует с 
гидропероксидами [343].

Антиокислительная активность а-токоферола и других антиоксидан
тов в модельных системах зависит от природы инициирующего агента, 
места и скорости образования радикалов [341]. Например, кроме алкил- 
пероксидных, а-токоферол легко реагирует с алкоксильными радикалами 
(RO'), образующимися в реакции вторичного инициирования:

ROOH + Fe2+ ^  RO’ + " OH + Fe3+ (1.33)
RO’ + IOH ^  ROH + IO' (1.34)

Однако эффективность антиокислительного действия а-токоферола 
при инициировании окисления полиненасыщенных липидов алкоксиль- 
ными радикалами (реакция 1.35) незначительна, поскольку величина k34 
не намного превышает значение k35 [326].
RO' + RH ^  ROH + R' (1.35)

Полагают, что при достаточно интенсивном инициировании свобод
ных радикалов их реакция с а-токоферолом протекает в две стадии [344]. 
Вначале происходит отрыв атома водорода с образованием а-
токофероксил-радикала (уравнение 1.36) и затем образуется а-
токоферил-хинон (уравнение 1.37). Образование а-токоферил-хинона 
экспериментально подтверждено при добавлении а-токоферола в реак
ционную среду, содержащую гидропероксид линолевой кислоты и FeCl3 
[343].

CH3

CH3 CH3

С,бЮ
ROÔ

----->~
Y Y 4

2 CH 3/ Y ' V O ̂
C

CH 3

(1.37)

- C 16H 32 
CH 3

Однако существует точка зрения, что при взаимодействии а- 
токофероксил-радикала с другим радикалом образуется не а-токоферил- 
хинон, а соответствующие аддукты [345, 346].

В условиях низкой скорости генерации алкилпероксидных радикалов, 
а-токофероксил-радикалы могут взаимодействовать друг с другом, обра-

O
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зуя димерные формы [339, 346]. В биологических системах из а- 
токофероксил радикала в результате реакции с аскорбиновой кислотой 
(витамин С), цистеином или восстановленным глутатионом может быть 
регенерирован исходный а-токоферол. Впервые на возможность реакции 
между витаминами Е и С указал Tappel в 1962 году [347]. Несколько 
позднее это предположение получило прямое экспериментальное под
тверждение и методом импульсного радиолиза в среде вода-спирт- 
ацетон была определена соответствующая константа скорости реакции,
равная 1,55 • 106 М-1 с-1 [348]. Значительно меньшая величина константы

2 -1 -1(5,49 • 10 М- с- ) была получена другими авторами с помощью метода 
регистрации быстрой кинетики, однако в этих экспериментах использо
вали не а-токофероксил-радикал, а более устойчивый 5,7-диизопропил- 
токофероксил-радикал [349]. Скорость восстановления а-токофероксил- 
радикала цистеином и глутатионом приблизительно на порядок меньше, 
чем аскорбиновой кислотой [336], однако, учитывая высокое содержание 
восстановленного глутатиона в организме, это соединение может рас
сматриваться как важнейший регенерирующий агент для витамина Е. 
Более того, получены экспериментальные подтверждения, что существу
ет фактор белковой природы, то есть фермент, катализирующий реакцию 
а-токофероксил-радикала с восстановленным глутатионом [314].

Кроме рассмотренных выше радикальных реакций, а-токоферол эф
фективно детоксицирует синглетный кислород. Этот процесс включает 
два типа реакций: физическое тушение, при котором не происходит 
окисления а-токоферола, и химическое взаимодействие, протекающее с 
его окислением. В полярных и особенно неполярных растворителях фи
зическое тушение является преобладающим процессом, поскольку кон-

8 -1 -1станта скорости этой реакции (1-8 • 10 М" с" , в зависимости от типа
растворителя) значительно превышает константу скорости окисления а-

7 -1 -1токоферола синглетным кислородом (1 - 4 • 10 М  с ) [339, 350].
В организме животных и человека витамин Е представлен, главным 

образом, в виде а-токоферола, другие токоферолы найдены в значитель
но меньшем количестве. Например, у людей в сыворотке крови содержа
ние а-токоферола более чем в сорок раз превышает уровень в- 
токоферола и почти на порядок больше, чем содержание у-токоферола 
[351]. В норме уровень витамина Е в сыворотке колеблется от 0,8 до 1,5 
мг/100 мл. Содержание токоферолов ниже 0,5 мг на 100 мл сыворотки 
рассматривается как витамин Е-дефицитное состояние [330]. В эритро
цитах присутствует только а-токоферол, который локализован, главным 
образом, в плазматической мембране [352]. В печени содержание вита
мина Е составляет 200±25 мкг/г ткани (крысы), при этом три четверти
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внутриклеточного а-токоферола равномерно распределены между эндо- 
плазматическим ретикулумом, митохондриями и цитоплазмой и около 
8 % локализовано в ядрах гепатоцитов [353]. Показано, что содержание 
а-токоферола в клетке и процесс гидролиза его эфиров, в частности а- 
токоферол ацетата, контролируется уровнем внутриклеточного кальция 
[354].

Особое внимание в последнее время было уделено исследованию со
держания а-токоферола и других природных антиоксидантов в липопро- 
теидах низкой плотности, окислительная модификация которых рассмат
ривается как ключевой момент в развитии атеросклероза [355-357]. По
казано, что содержание а-токоферола в среднем составляет 6 молекул на 
один липопротеид, и это примерно в 20-300 раз превышает содержание 
других антиоксидантов -  у-токоферола, каротиноидов и убихинона Q10 
[357]. При окислении липопротеидов низкой плотности in vitro а- 
токоферол, содержание которого определяет окислительную резистент
ность липопротеидов, расходуется в первую очередь [357]. Вместе с тем, 
есть данные, что продолжительность лаг-периода и скорость индуциро
ванного медью окисления липопротеидов низкой плотности не коррели
рует с уровнем эндогенного а-токоферола, хотя эти параметры очень 
чувствительны к добавлению экзогенного а-токоферола [358].

Ключевая роль а-токоферола в системе антиоксидантной защиты ор
ганизма подтверждается многочисленными экспериментами, свидетель
ствующими о высокой эффективности его применения при патологиче
ских состояниях, сопровождающихся активацией свободнорадикальных 
реакций [351, 359-367], и активации процессов перекисного окисления 
липидов в тканях при недостатке витамина Е в пище [351, 353, 368-370].

Витамин С (аскорбиновая кислота) является одним из наиболее эф
фективных водорастворимых антиоксидантов [371, 372]. Например, 
окисление фосфолипидов, триацилглицеридов и эфиров холестерина, 
инициируемое в плазме крови активированными полиморфноядерными 
лейкоцитами или системой генерации пероксидных радикалов, наблюда
ется только после полного расходования эндогенной аскорбиновой ки
слоты, даже если мочевая кислота, билирубин, а-токоферол и восстанов
ленный глутатион остаются в сравнительно высокой концентрации [372]. 
Помимо того, что аскорбиновая кислота является хорошей ловушкой 
анион-радикала кислорода [22, 23], это соединение эффективно инакти
вирует алкилпероксидные радикалы с константой скорости, равной 
7,5 • 104 М-1 с-1 [336]. В модельных системах в присутствии ионов железа 
или других металлов с переменной валентностью аскорбиновая кислота 
способна оказывать прооксидантное действие вследствие ее реакции с
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Т7 3+Fe и регенерации двухвалентного железа, участвующего в реакции 
Фентона [373-377]. Баланс между про- и антиоксидантными свойствами 
аскорбиновой кислоты характеризуется преобладанием прооксидантного 
действия при сравнительно низких -  и проявлением антиоксидантного 
действия при высоких концентрациях.

Высокая антиокислительная активность выявлена у некоторых гормо
нов, в частности, содержащих фенольную группу эстрогенов (женских 
половых гормонов) -  эстрадиола, эстриола и эстрона [378]. Химическая 
модификация этих соединений и исследование антиокислительного и 
защитного действия полученных производных при развитии окислитель
ного стресса может быть перспективным направлением по созданию но
вых антиоксидантов -  более эффективных, чем их эндогенные аналоги.

В отличие от рассмотренных выше фенольных соединений, биологи
чески активные хиноны -  убихинон (коэнзим Q) и витамины К1 (филло- 
хинон), К2 (менахинон), К3 (менадион) не имеют в своей структуре "под
вижного" атома водорода, благодаря которому они могли бы легко всту
пать во взаимодействие со свободными радикалами. Тем не менее, в по
следние годы получены экспериментальные результаты, свидетельст
вующие, что эндогенный убихинон [379-382] и витамины группы К [383] 
являются эффективными потенциальными антиоксидантами и способны 
предохранять биологические мембраны от повреждающего действия 
свободнорадикальных процессов. Установлено, что антиоксидантным 
действием обладают восстановленные формы этих соединений, постоян
но регенерируемые в клетке в результате окислительно
восстановительных реакций, катализируемых различными флавопротеи- 
дами [379, 381-383]. Значения констант скоростей реакций восстанов
ленных форм со свободными радикалами значительно превышают вели
чины этого параметра у соответствующих хинонов. Например, реакция 
восстановленного витамина К с алкилпероксидными радикалами имеет
константу скорости реакции 5,8 • 106 М-1 с-1, тогда как исходный витамин

2 1 1К реагирует с теми же радикалами с константой скорости 2,1 • 10 М  с" 
[383].

Выраженной биологической активностью обладают и синтетические 
хиноны, в том числе производные о-бензохинона. Эти соединения ока
зывают хороший защитный эффект в условиях ишемии и реперфузии го
ловного мозга [384, 385], сердца [386], почек [387]. Установлено, что 
производные о-бензохинона легко восстанавливаются компонентами 
электронтранспортной цепи митохондрий и микросом [388, 389] в диок- 
сибензолы, способные легко отдавать водородные атомы гидроксильных 
групп свободным радикалам [257, 390].
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Природные и синтетические хиноны являются также чрезвычайно 
эффективными ингибиторами свободнорадикальных реакций фрагмен
тации, которые, наряду с процессами свободнорадикального окисления, 
вносят существенный вклад в радикальное повреждение биомембран и 
модификацию макромолекул [2, 391, 392]. По-видимому, роль реакций 
фрагментации особенно существенна в условиях дефицита кислорода 
(гипоксии). Следует отметить, что, подавляя фрагментацию различных 
углеродцентрированных радикалов, хиноны восстанавливаются до семи- 
хинонов, которые способны ингибировать процессы цепного свободно
радикального окисления по классическому механизму, акцептируя ал
кильные и алкилперекисные радикалы [2].

В дополнение к рассмотренным низкомолекулярным антиоксидантам 
в качестве эффективных биоантиокислителей, по-видимому, можно рас
сматривать и полиненасыщенные ацилы мембранных фосфолипидов. 
При их взаимодействии с различными биорадикалами образуются гидро
пероксиды липидов, соединения очень реакционноспособные и опасные 
для клетки, но вместе с тем являющиеся, как было показано выше, суб
стратом для чрезвычайно эффективной ферментной защитной системы, 
включающей различные глутатионзависимые пероксидазы и S- 
трансферазы. Благодаря этим ферментам, гидропероксиды липидов бы
стро восстанавливаются в соответствующие оксисоединения, не способ
ные участвовать в дальнейших свободнорадикальных реакциях. Кроме 
того, полиненасыщенные ацилы с оксигруппами не накапливаются, а 
удаляются из молекул фосфолипидов с помощью фоффолипазы А2. В ре
зультате функционирования такого антиоксидантного механизма от био
радикалов защищаются информационные молекулы, ферменты и другие 
ключевые элементы клетки. Функционально значимые нарушения в 
структуре фосфолипидного бислоя и клеточных мембран в целом возни
кают лишь в условиях, когда образование биорадикалов в клетках и тка
нях превышает защитные антиоксидантные возможности.
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2. ФЛАВОНОИДЫ.

К флавоноидам (от латинского flavus -желтый) относятся природные 
полифенолы, синтезируемые через ацетат/малонат и шикиматный пути 
высшими растениями, включая мхи и папоротники, и некоторыми мик
роорганизмами. В основе молекулы флавоноидов и их конденсирован
ных производных -  процианидинов -  лежит так называемый С6С3С6- 
скелет. Флавоноиды являются наиболее распространенными фенольны
ми соединениями растительного происхождения. В настоящее время из
вестно более 4000 различных флавоноидов, имеющих не только желтую, 
но и интенсивно красную и голубую окраску, а также не имеющих окра
ски [1]. В отдельном растении могут образовываться и содержаться раз
личные флавоноиды, и их качественный состав может быть использован 
как классификационный признак при описании родов и семейств. Роль 
флавоноидов в растениях важна и многообразна, и первое, что следует 
отметить, благодаря наличию интенсивной окраски они создают цвето
вое разнообразие растительного мира. Окраска растений, кроме эстети
ческого, эмоционального воздействия на человека играет в природе важ
ную утилитарную роль, участвуя в установлении экологических взаимо
связей между микроорганизмами, растениями и животными. Ярко окра
шенные цветы служат визуальным сигналом для опыляющих эти расте
ния насекомых, а не менее яркая окраска семян и плодов привлекает 
птиц и других животных, способствуя воспроизведению растений и их 
распространению на новые территории. Кроме воздействия на зритель
ный аппарат, флавоноиды могут осуществлять химическую передачу 
информации, привлекая (аттрактанты) или отталкивая (репелленты) дру
гие организмы, воздействуя на их органы вкуса и обоняния. Например, 
катехины, благодаря терпким, вяжущим свойствам, защищают растения 
от вредных насекомых [2]. В зеленых растениях флавоноиды участвуют 
в некоторых реакциях световой фазы фотосинтеза, катализируя транс
порт электронов и управляя ионными каналами, связанными с процесса
ми фотофосфорилирования [2, 3]. Кроме того, являясь эффективными 
светофильтрами, поглощающими как УФ, так и видимое излучение, фла- 
воноиды защищают хлоропласты от прямой солнечной радиации и фото- 
динамического повреждения. При их дефиците в результате нарушения 
процессов вторичного метаболизма, что имеет место, например, у мутан
тов растения Arabidopsis, наблюдается сильное окислительное повреж
дение клеток [4]. Наконец, многие флавоноиды, в частности флаван-3- 
олы и флаван-3,4-диолы, являются ключевыми субстратами для биосин
тетических процессов, ведущих к образованию фенольных полимеров -
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дубильных веществ. Благодаря высокому содержанию в съедобных рас
тениях, флавоноиды в достаточно большом количестве содержатся в пи
ще и различных напитках (соки, вина, чай), являясь необходимым не
энергетическим диетическим компонентом. Среднестатистическое по
ступление флавоноидов в организм человека составляет около 
600 мг/день [2]. Однако эта цифра сильно различается в разных странах. 
Например, среднее ежедневное потребление флавоноидов в Нидерландах 
составляет только 23 мг [4, 5], из которых 16 мг/день -  это кверцетин. 
Это больше, чем ежедневное потребление витамина Е (7-10 мг) [5, 6], но 
значительно меньше, чем потребление флавоноидов жителями США -  
приблизительно 1 г [6]. Фармакологические эффекты флавоноидов были 
обнаружены в 1936 году Сент-Дьердьи, открывшим витамины группы Р 
и установившим их полифенольную структуру [7, 8]. В настоящее время 
установлено, что флавоноиды обладают выраженными антиаллергиче- 
скими, антиканцерогенными, противовоспалительными и антивирусны
ми свойствами [5, 9]. Не вызывает сомнений, что разнообразная биоло
гическая активность флавоноидов обусловлена наличием в их молекулах 
реактивных гидроксильных и карбонильных групп. Кроме того, эти со
единения способны превращаться в биологических системах в различные 
хиноны, которые могут взаимодействовать со специфическими функ
циональными группами белков-ферментов, изменяя их третичную струк
туру и каталитические свойства. Особенно активны в этом отношении 
агликоны флавоноидов. Однако большинство флавоноидов содержится в 
растениях и поступает в организм человека в виде гликозидов, т.е. моле
кул флавоноидов (агликонов), гликозилированных по гидроксильным 
группам различными моно- и олигосахаридами. Молекулы флавоноидов 
могут также метилироваться и ацетилироваться. Именно благодаря раз
личиям в расположении и типах заместителей и существует огромное 
разнообразие молекулярных структур среди природных флавоноидов.
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2.1 Классификация флавоноидов
3'

2' , ^ \ 4 '
B

Флаван
(2-фенилхроман)

СбС3С6-скелет, кото
рый, как указывалось вы
ше, лежит в основе всех 
флавоноидов, наиболее
часто представлен струк
турой флавана. Степень 

5 4 окисленности пирана,
расположенного в центре 2-фенилхромана (кольцо С), играет опреде
ляющее значение в классификации флавоноидов. Несмотря на огромное 
количество индивидуальных соединений, все флавоноиды могут быть 
отнесены к сравнительно небольшому числу групп, каждая из которых 
характеризуется наличием у всех ее представителей одинакового арома
тического ядра [10]. В зависимости от наличия в кольце С двойной связи 
между углеродными атомами 2 и 3, гидроксильных и карбонильной 
групп выделяют следующие основные классы флавоноидов: халконы, 
флавоны, флавонолы, дигидрофлавоны (флаваноны), дигидрофлавонолы 
(флаванонолы), флаван-3-олы (катехины), флаван-3,4-диолы (проанто- 
цианидины) и антоцианидины (рис. 2.1). Значительно реже растительные 
пигменты в качестве ароматического ядра имеют структуру изофлавона 
(СбС2+1Сб) или аурона (СбС1+2Сб). Изофлавоноиды и ауроны тоже часто 
относят к флавоноидам.Q

JO.

4'

Изофлавон

Для некоторых классов флавоноидов характерна пространственная 
изомерия, или стереоизомерия, и, в частности, геометрическая, или как 
теперь принято называть, цис-транс-изомерия. В этом случае два замес
тителя в циклической структуре могут располагаться по одну или по раз
ные стороны плоскости цикла. Тот изомер, в котором оба заместителя 
расположены по одну сторону кольца, называется цис-изомером, а в дру
гом случае мы имеем транс-изомер.

б
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Например, у флаван-3-олов существует возможность расположения 
гидроксильной группы при С-3 и фенила при С-2 как в цис (эпикатехи- 
ны), так и транс (катехины) положении относительно

3'
2'

H B

^ 2  6'

5'

2 
3
і '"  H
Oh

3'
2'

H
4'

B
5'

6'

"" OH 
H

Катехины Эпикатехины

плоскости пирана. Цис-транс расположение заместителей при С-2 и С-3 
относительно плоскости пирана может также быть у дигидрофлавонов, 
дигидрофлавонолов и флаван-3,4-диолов.

Исходя из наличия или отсутствия в структуре флавоноидов моно- 
или олигосахаридного фрагмента каждый класс подразделяют на соот
ветствующие флавоноид-гликозиды и флавоноид-агликоны. Исключени
ем в этом отношении являются катехины. Для них характерно не глико- 
зилирование, а галлирование, т.е. присоединение в положение С-3 остат
ка галловой кислоты и образование катехин-галлатов. С-3-гликозиды ан- 
тоцианидинов часто называют общим термином антоцианы.

К флавоноидам относят и наиболее многочисленную группу тани
нов -  конденсированные танины (процианидины), или так называемые 
“негидролизуемые дубильные вещества“. Процианидины -  это полифе- 
нольные образования, состоящие из мономерных единиц флаван-3-олов, 
реже флаван-3,4-диолов. Полимеризация идет в результате связывания 
углеродного атома С-4 одного мономера с углеродным атомом С-8 дру
гого мономера (связь р4̂ 8)- Реже полимеризация идет за счет образова
ния связи р4̂ 6. Даже при образовании димера из эпикатехина и катехина 
возможно образование 4 изомеров: эпикатехин-катехин (процианидин- 
В1); эпикатехин-эпикатехин (процианидин-В2); катехин-катехин (про- 
цианидин-В3) и катехин-эпикатехин (процианидин-В4) [11]. При образо
вании из эпикатехина и катехина тримеров, тетрамеров и других олиго
меров количество возможных изомеров возрастает соответственно до 8, 
16 и далее в соответствии с известной формулой 2n. Поскольку в состав 
молекул процианидинов может входить до 17 мономеров [12, 13], коли
чество потенциально возможных изомеров может превысить сто тысяч.
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Кроме того, многообразие процианидинов обусловлено возможностью 
присоединения к гидроксильным группам различных заместителей. Наи
более часто гидроксил при С-3 замещен галловой кислотой.

Важнейшие представители основных классов флавоноидов и их 
структурные формулы приведены в табл. 2.1.
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Рис. 2.1 Основные классы флавоноидов
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Таблица 2.1
Наиболее известные флавоноиды
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2.2 Физико-химические свойства флавоноидов
Характерный желтый цвет, присущий значительной части флавонои- 

дов, обусловлен способностью их молекул поглощать свет в области 320
420 нм (полоса 1). Наличие или отсутствие в спектре поглощения поло
сы 1 определяется степенью окисленности кольца С. Типичная полоса 1 с 
максимумом (Xmax) в области 360-385 нм характерна для спектра погло
щения флавоноидов, имеющих двойную связь в положении С2-С3 (фла- 
воны и флавонолы и их гликозиды) (рис. 2.2).
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Рис. 2.2 УФ/видимый спектр поглощения некоторых окрашенных флавоноидов (10
мкМ) в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4 

1 -  рутин; 2 -  лютеолин; 3 -  кемпферол; 4 -  морин; 5 -  кверцетин.

0 — I— I— I— I I I— I— I— I— | I I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— I— |— I— I— I— I— I— I— I— I— I— |

220 270 320 370 420
X, нм

Рис. 2.3 УФ/видимый спектр поглощения таксифолина (1) и эпикатехина (2) (10 мкМ 
растворы в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4)

Дигидрофлавоны, дигидрофлавонолы и катехины бесцветны. Но если 
у дигидрофлавонов и дигидрофлавонолов отсутствие окраски обуслов
лено смещением полосы 1 в ультрафиолетовую область, с Xmax от 310 до 
330 нм (рис. 2.3, спектр 1), то в спектре поглощения катехинов полоса 1 
отсутствует (рис. 2.3, спектр 2). Красно-синие антоцианидины и анто-
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цианы поглощают свет в более дальней области видимого спектра, Xmax 
от 490 до 540 нм. Таким образом, метод спектрофотометрии может ис
пользоваться для идентификации основных классов флавоноидов.

На положение максимума поглощения полосы 1 у флавонов и флаво- 
нолов влияет наличие гидроксильной группы при С3, количество и по
ложение гидроксильных групп в кольце В. Это хорошо видно при срав
нении спектров поглощения кверцетина и близких ему по структуре 
флавоноидов: лютеолина, морина и кемпферола (рис. 2.2). У кверцетина 
(гидроксильные группы расположены при С3, С5, С7, С3', С4') максимум 
поглощения (Xmax) полосы 1 регистрируется при 375 нм. У морина (гид
роксилы в кольце В находятся в положении С2', С3') полоса 1 смещена в 
длинноволновую область, Xmax ~ 392 нм. У отличающихся от кверцетина 
отсутствием одной гидроксильной группы кемпферола (при С3') и люте
олина (при С3), напротив, полоса 1 смещена в коротковолновую область, 
максимум поглощения у кемпферола ~ 371 нм, а у лютеолина ~ 365 нм. 
Особенно сильное смещение в коротковолновую область полосы 1 на
блюдается у кризина (Xmax ~ 329 нм), молекула которого имеет только две 
гидроксильные группы, при С-5 и С-7. Таким образом, спектральные ме
тоды, особенно в сочетании с жидкостной хроматографией высокого 
давления, могут быть использованы для качественного анализа отдель
ных агликонов внутри групп флавонов и флавонолов. Так как индивиду
альные различия в поглощении при Xmax у этих соединений относительно 
невелики, то для количественного определения флавонов и флавонолов 
может быть использован усредненный коэффициент молярной экстинк- 
ции. Например, для расчета содержания флавоноидов в метанольных 
растворах рекомендуют использовать значение е = 14 500 М-1см-1 [14]. 
Для водных растворов флавонов и флавонолов усредненный коэффици
ент молярной экстинкции несколько больше, е = 15 800 М-1см-1.

Кроме полосы 1, в спектре поглощения флавонов и флавонолов выде
ляют полосу 2. Полоса 2 характеризуется интенсивным поглощением в 
области 240-285 нм. Сравнивая спектры поглощения, приведенные на 
рис. 2.2, можно видеть, что наличие или отсутствие гидроксильной груп
пы при С-3, количество и положение гидроксильных групп в кольце В не 
влияет на положение максимума поглощения полосы 2. Для лютеолина, 
морина, кемпферола, кверцетина и его 3-гликозида рутина Xmax ~ 268 нм. 
Однако у этих соединений имеются значительные индивидуальные раз
личия в интенсивности поглощения при Xmax (Amax). Поскольку величина 
A max зависит и от концентрации флавоноида, она не может быть непо
средственно использована при качественном анализе флавонов и флаво- 
нолов, однако с этой целью может быть использована безразмерная и не-

84



зависящая от концентрации величина k2/1, равная отношению 
Адад̂ полоса 2)/А^^полоса 1). В табл. 2.2 приведены значения k2/1 для некото
рых флавоноидов.

В спектре поглощения дигидрофлавонолов (рис. 2.3) полоса 2 не
сколько смещена в длинноволновую область, а поскольку полоса 1 у 
этих соединений характеризуется противоположным по направлению 
сдвигом, то в результате полоса 2 у дигидрофлавонолов, в частности у 
таксифолина (дигидрокверцетина), представляет собой плечо на более 
выраженной полосе 1. У эпикатехина область поглощения полосы 2 так
же сдвинута в длинноволновую область и находится при 260-300 нм, 'kmax 
~ 278 нм (рис. 2.3), а ее интенсивность значительно

Таблица 2.2
Значения к2/1, равные отношению АтйХ(полоса 2)/АтйХ(полоса 1) для некоторых

флавоноидов .
Флавоноид Аmax(полоса 2)/Аmax(полоса 1)

Кверцетин 1,02 ± 0,041
Рутин 1,50 ± 0,080
Морин 1,11 ± 0,075
Лютеолин 1,26 ± 0,090
Кемпферол 1,29 ± 0,035

*- Спектры поглощения флавоноидов регистрировали в 0,1 М фосфатном буфе
ре рН 7,4 против растворителя.

ниже, чем у флавонов и флавононов. Существует мнение, что поглоще
ние флавоноидами УФ излучения в области полосы 2 происходит за счет 
кольца А ароматического ядра [15]. По-видимому, кольцо А, в опреде
ленной степени, действительно обуславливает возникновение полосы 2, 
но тот факт, что существуют значительные различия в ее положении и 
интенсивности у флавонола кверцетина, дигидрофлавонола таксифолина 
и эпикатехина, молекулы которых имеют одинаковые кольца А и Б и 
различаются только по степени окисленности кольца С, свидетельствует 
о существенном влиянии данного фактора на поглощение флавоноидами 
УФ-излучения.

Флавоноиды, благодаря своей полифенольной природе, имеют выра
женные электронно-донорные свойства. Термодинамически, способность 
полифенолов восстанавливать различные сильно окисленные продукты 
и, в первую очередь, свободные радикалы обусловлена их низким вос
становительным потенциалом (Е7). Для большинства флавоноидов Е 7 
лежит в диапазоне 0,25 -  0,75 в (табл. 2.3), тогда как значения восстано
вительного потенциала анион-радикала кислорода, алкоксильного, пе- 
роксильного и гидроксильного радикала значительно выше -  0,9-2,13 в

85



(табл.2.4). Благодаря такой высокой разнице в значениях восстанови
тельного потенциала флавоноиды легко вовлекаются в одноэлектронные 
реакции с различными радикалами в соответствии с уравнением 2.1.

Fl-OH + R  ^  Fl-O^ + RH (2.1).
Характерной особенностью образующегося в результате реакции 2.1 

ароксильного радикала Fl-O^ является способность к делокализации [11], 
т.е. передвижению неспаренного электрона в ароматическое кольцо с об
разованием ряда резонансных структур:

O

Ч У

IO

• k y

O

Семихиноновый радикал Fl-O^ может также реагировать с другим сво
бодным радикалом с образованием стабильных хинонов.

O O
R RH

OH , O

Таблица 2.3
Значения восстановительного потенциала (F1-O\ H+/F1-OH) при рН 7,0 (Е 7) и 

потенциала полуволны (Ер/2) для некоторых флавоноидов.
Флавоноид Е7 (в) Ер/2 (в)

Катехин 0,57а 0,16с
Эпигаллокатехин 0,42а
Эпигаллокатехин галлат 0,43а
Кверцетин 0,33а; 0,398б 0,06е
Рутин 0,60а; 0,295б 0,18с
Таксифолин 0,50а 0,15е
Лютеолин 0,60а; 0,299б 0,18с
Кемпферол 0,75а; 0,209б 0,12с
Гесперидин 0,72а

а- [16] б- [17] с- [2]
Окисление флавоноидов сопровождается характерными изменениями 

в их спектрах поглощения. В частности, у флавонов и флавонолов в про
цессе окисления наблюдается выцветание и исчезновение полос 1 и 2, 
при этом в спектре поглощения флавонолов появляется новый максимум 
при 325 нм (полоса 3), который при дальнейшем окислении сначала уве
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личивается, а затем уменьшается и исчезает (рис. 2.4). Такой характер 
спектральных изменений позволяет сделать вывод, что при окислении 
флавонолов образуются промежуточный продукт или продукты, содер
жащие хромофор с максимумом поглощения при 325 нм. При окислении 
флавонов и 3-гликозидов флавононов, в частности лютеолина и рутина, 
образование промежуточных продуктов с максимумом поглощения при 
325 нм не наблюдается (рис. 2.5).

Таблица 2.4
Значения восстановительного потенциала при рН 7,0 (Е 7) и потенциала 

полуволны для некоторых окислительно-восстановительных пар.

Окислительно
восстановительная пара

Е7 (в)

О Г, 2H+ /H2O2 0.94а, 0,92б
HO^, H+ /H2O2 1,06a
ПНЖК( H+ / П Н Ж т 0,60в
RO\ 2H+ /ROH -1 ,6а
ROO\ 2H+ /ROOH 0,77-1,44а
HO( H+ /HO 2,31а

а- [5]; б- [18]; в- [2]

240 340 440 540
А,нм

Рис. 2.4 Типичные спектральные изменения при окислении флавонолов

1 -  исходный спектр поглощения морина (10 мкМ); 2,3,4 - спектры поглощения мо
рина после добавления 50, 100, 150 мкМ пероксинитрита.
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Рис. 2.5 Типичные спектральные изменения при окислении флавонол-гликозидов и
флавонов

1 -  исходный спектр поглощения рутина (10 мкМ); 2,3,4,5 - спектры поглощения ру
тина после добавления 50, 100, 150 и 200 мкМ пероксинитрита.

Описанные выше спектральные изменения, а именно исчезновение 
полос 1 и 2 и появление хромофора с максимумом при 325 нм, наблюда
ются при окислении флавонолов самыми различными оксидантами, на
пример, при окислении кверцетина пероксинитритом (рис. 2.6, а), мие- 
лопероксидазой в присутствии пероксида водорода (рис. 2.6, б), анион- 
радикалом кислорода в рибофлавин-содержащей фотосистеме (рис. 2.6,
в) и при автоокислении кверцетина (рис. 2.6, г). Различие в действии дан
ных оксидантов заключается в том, что при фото- и автоокислении 
хромофор с максимумом при 325 нм является конечным продуктом ре
акции, тогда как при окислении кверцетина пероксинитритом и МПО -  
это промежуточный продукт, подвергающийся дальнейшему окислению.

Кроме спектральных изменений в области полос 1 и 2, окисление фла- 
вонов и флавононов сопровождается появлением полосы поглощения в 
красной области спектра (500-600 нм), однако величины спектральных 
изменений в этом случае на порядок ниже, чем спектральные изменения 
в УФ и желтой области спектра.
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240 340 440 240 340 440

X ,  НМ X ,  н м

Рис. 2.6 Спектральные изменения при окислении кверцетина пероксинитритом в ФБ, 
рН 7,4 (а), миелопероксидазой в присутствии пероксида водорода в ФБ, рН 7,4 (б), 

анион-радикалом кислорода в рибофлавин-содержащей фотосистеме в ФБ+ТМЕДА, 
рН 10 (в) и автоокислении в ФБ+ТМЕДА, рН 10 (г)

1 -  исходный спектр поглощения кверцетина (10 мкМ); 2,3,4 - спектры поглощения 
кверцетина: а - после добавления 50, 100, 150 мкМ пероксинитрита; б -  через 3, 9 и 
30 мин окисления; в- через 1,5, 3 и 6 мин окисления; г - через 10, 20 и 40 мин окисле
ния

Характерные спектральные изменения наблюдаются и при окислении 
других классов флавоноидов. Так, при окислении дигидрофлавонолов 
уменьшается и исчезает полоса 1 и появляется новая полоса поглощения 
в области 350-450 нм (рис. 2.7 а, б). При окислении катехинов, растворы 
которых не окрашены и поглощают только УФ излучение в области 260
300 нм, появляется полоса поглощения в видимой области спектра с мак
симумом при 430 нм и плечом при 480 - 520 нм (рис. 2.8 а, б).
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240 340 440  540 240 340 440 540
Л., нм нм

Рис. 2.7 Спектральные изменения при окислении дигидрокверцетина (таксифолина) 
пероксинитритом в ФБ, рН 7,4 (а), миелопероксидазой в присутствии пероксида во

дорода и нитрит-ионов в ФБ, рН 7,4 (б)
1 -  исходный спектр поглощения дигидрокверцетина (10 мкМ); 2,3,4 - спек

тры поглощения кверцетина: а - после добавления 50, 100, 150 мкМ пероксинитрита; 
б -  через 6, 15 и 45 мин окисления;

240 340 440 540 240 340 440  540
\ ,н м  Л, нм

Рис. 2.8 Спектральные изменения при окислении эпикатехина пероксинитритом в 
ФБ, рН 7,4 (а), миелопероксидазой в присутствии пероксида водорода в ФБ, рН 7,4

(б)
1 -  исходный спектр поглощения эпикатехина (10 мкМ); а) 2,3,4 - после до

бавления 50, 100, 150 мкМ пероксинитрита; б) 2,3,4,5 - через 3, 6, 15 и 45 мин окис
ления;

Сходные спектральные изменения, наблюдающиеся при окислении 
флавоноидов различными оксидантами, указывают, что данные оксидан
ты, по-видимому, воздействуют на одни и те же мишени в ароматиче
ской структуре флавоноидов. Другими словами, в структуре флавонои
дов имеются определенные заместители, а именно: определенные гидро
ксильные группы, наиболее легко окисляющиеся при воздействии самых 
различных агентов с низким восстановительным потенциалом. Селек
тивное (избирательное) окисление по этим группам ведет к образованию
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близких по структуре и спектральным свойствам продуктов окисления. 
Имеются убедительные экспериментальные данные, позволяющие сде
лать вывод о том, что у большинства флавоноидов первичной мишенью 
для различных оксидантов являются гидроксильные, (катехольные) 
группы кольца В [16, 19]. При окислении этих групп образуются корот- 
коживущие семихиноновые анион-радикалы и далее соответствующие 
орто-хиноны [16, 19]. По-видимому, в результате окисления катехольной 
группы кольца В увеличивается поглощение в красной области спектра 
(500-600 нм) у флавонов и флавонолов и в УФ-области спектра у катехи- 
нов и дигидрофлавонолов [16]. Однако катехольная группа кольца В -  не 
единственная возможная мишень действия различных оксидантов. Выше 
указывалось, что окисление агликонов флавонолов, вне зависимости от 
наличия в кольце В катехольной группы, приводит к появлению проме
жуточных продуктов, содержащих хромофор с максимумом поглощения 
при 325 нм. Тот факт, что при окислении флавонов и 3-гликозидов фла
вонолов, в молекулах которых гидроксильная группа при С-3 отсутству
ет или замещена, образование таких продуктов не наблюдается, позволя
ет заключить, что гидроксильная группа в положении С-3 может вовле
каться в сложный процесс внутримолекулярных превращений, иниции
руемых атакой оксидантов на гидроксильные группы кольца В [16]. Воз
можный механизм таких превращений приведен на рис. 2.9.

Рис. 2.9 Возможный механизм внутримолекулярных превращений, инициируемых 
радикальной атакой на катехольную группу кольца В.

Не исключено, что гидроксильная группа в положении С-3 является и 
первичной мишенью редокс-активных агентов, о чем свидетельствуют 
результаты исследования автоокисления флавонов и флавонолов. Так, 
показано, что кверцетин легко окисляется в сильно щелочной среде 
(рН 10), содержащей К,К,К',К'-тетраметилэтилендиамин (ТМЕДА). Ре
акция сопровождается типичными спектральными изменениями, харак
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терными для окисления кверцетина различными агентами (см. рис. 2.6 г). 
В то же время рутин, С-3 гликозид кверцетина, и лютеолин, отличаю
щийся от кверцетина только отсутствием гидроксильной группы при С- 
3, в тех же условиях практически не окисляются [20]. Аналогичные ре
зультаты были получены при исследовании окисления флавоноидов, 
инициируемого ионами металлов в нейтральной среде. Оказалось, что 
только флавонол-агликоны, т.е. флавоноиды, имеющие свободную гид
роксильную группу при С-3, но не флавонол-гликозиды и флавоны, 
окисляются при физиологических значениях рН в присутствии микромо- 
лярных концентраций ионов двухвалентной меди [15].

Поскольку гидроксильные группы фенолов и полифенолов способны 
к диссоциации, эти соединения являются слабыми органическими кисло
тами. Значения рКа для фенольных соединений варьируются в широком 
диапазоне от 3,46 у морина [21] до 9,34 у пирокатехина и 10,0 у фенола 
[22]. Такая вариабельность связана с тем, что включение дополнитель
ных заместителей в ароматическое ядро существенно влияет на степень 
диссоциации гидроксильных групп. Например, включение двух нитро
групп (NO2) в положение С-2 и С-4 фенола резко усиливает способность 
гидроксильной группы к ионизации (рКа=4,1) и делает данный динитро
фенол более сильной кислотой, чем уксусная [11]. Большинство флаво
ноидов имеют рКа ниже 7 и при физиологических значениях рН находят
ся преимущественно в диссоциированной форме. Диссоциировать может 
не одна, а несколько гидроксильных групп в молекуле флавоноида. Кон
станты диссоциации, характеризующие ионизацию каждой отдельной 
гидроксильной группы, называют микроскопическими и обозначают со
ответственно рК1, рК2,.., рКи. Выяснение вопроса о том, какие конкретно 
гидроксильные группы в молекуле полифенола характеризуются теми 
или иными значениями рКа, представляет собой весьма сложную экспе
риментальную задачу и решается с использованием методов ядерно-

13магнитного резонанса (ЯМР) [19]. Исследуя сдвиги в С ЯМР спектре 
при депротонировании отдельных гидроксильных групп в молекулах 
флавоноидов, было показано, что степень их диссоциации возрастает в 
следующей последовательности 5-ОН < 4'-ОН < 7-ОН [23]. Однако мо
рин является исключением из этого правила. В его молекуле наиболее 
легко диссоциирует гидроксильная группа в положении 2' [23]. По- 
видимому, это обстоятельство и обуславливает аномально низкое значе
ние рКа для этого флавоноида -  3,46. Диссоциация окрашенных флаво
ноидов с образованием соответствующих анионов -  фенолятов -  приво
дит к характерным изменениями и в спектрах поглощения. Например, 
ионизация флавонов и флавонолов при повышении рН буферного рас
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твора сопровождается длинноволновым сдвигом полосы 1 (рис. 2.10). 
Поэтому спектрофотометрическое титрование также может быть исполь
зовано для определения рКа полифенолов. Однако в этом случае получа
ют только так называемые макроскопические рКа, или константы от
дельных стадий титрования, которые не могут быть соотнесены к диссо
циации конкретных гидроксильных групп.

Л , нм
Рис.2.10 Спектры поглощения кверцетина (1,2) и таксифолина (3,4) при различных

значениях рН буферного раствора 
1,3 -  рН 7,4; 2 -  рН 9; 4 -  рН 5.

Помимо рассмотренных выше восстановительных и кислотных 
свойств, гидроксильные группы обуславливают способность флавонои- 
дов связывать ионы металлов, образуя хелатные комплексы. Благодаря 
своим хелатирующим свойствам, полифенолы могут влиять на сорбцию 
металлов в процессе питания у человека и животных и воздействовать на 
баланс металлов в организме и клеточный окислительный статус [5, 24]. 
Образование комплексов с ионами металлов существенно изменяет спек
тральные характеристики окрашенных флавоноидов, и это обстоятельст
во играет важную роль в живой природе, обуславливая наличие разнооб
разной окраски у высших растений. Так, например, лепестки всем из
вестных цветов василька и пурпурно-красной розы имеют практически 
одинаковый состав основных антоцианидинов. Однако в лепестках розы 
антоцианидины, большинство которых обладает характерным красным 
цветом, находятся в свободном состоянии, тогда как в цветках василька
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те же лиганды содержатся уже не в свободном виде, а образуют с ионами 
железа устойчивые хелатные комплексы, имеющие интенсивно-голубой 
цвет [25, 26].

Рис. 2.11 Характерные спектральные изменения при образовании комплексов флаво-
нов и флавонолов с ионами металлов

1 -  исходный спектр поглощения рутина (15 мкМ) в 0,9 % NaCl, 2, 3, 4 -  спектр по
глощения через 5 мин после добавления эквимолярных количеств ионов соответст-

т-1 2+ у 3+ /"ч 2+венно Fe , Fe или Cu .
Флавоны, флавонолы и их гликозиды (кверцетин, рутин, кемпферол)

2+ 3+ 2+ 2+взаимодействуют с Fe , Fe , Cu , Zn , при длительной экспозиции -  с 
Mn2+ [24, 27, 28], при этом происходит увеличение длины волны погло
щения полосы 1, так называемый батохромный эффект (рис. 2.11). То, 
что именно процесс комплексообразования обуславливает батохромный 
эффект, подтверждается методом конкурентного замещения, основанном 
на способности сильных хелаторов вытеснять менее эффективные в от
ношении комплексообразования лиганды из их комплексных соедине
ний. Так, добавление двукратного избытка ЭДТА, одного из наиболее
сильных хелаторов ионов переходных металлов, к раствору комплекса

2+рутина с ионами Fe приводит к практически полному восстановлению 
исходных спектров поглощения рутина уже через две минуты после до
бавления (рис. 2.12 а). Аналогичные результаты получаются и при до
бавлении двукратного избытка ЭДТА к растворам комплексов рутина с
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ионами Си2+ и Fe3+. Метод конкурентного замещения может быть ис
пользован и для сравнительной оценки эффективности хелаторного дей
ствия различных флавонолов. Например, кверцетин, в отличие от рутина, 
практически не вытесняется из комплекса с Fe3+ двукратным избытком 
ЭДТА (рис. 3.12 б), что позволяет отнести кверцетин к наиболее силь
ным хелаторам трехвалентного железа среди флавоноидов.

Рис. 2.12 Эффект ЭДТА (30 мкМ) на металлокомплексы рутина (а) и кверцетина (б)

1 -  исходный спектр поглощения флавоноида (15 мкМ) в 0,9 % NaCl, 2, -  спектр по
глощения через 5 мин после добавления эквимолярных количеств ионов Fe2+, 3, 4 -  
тоже, что и 2 через 2 и 5 мин после добавления ЭДТА.

X, нм

2.13 Спектры поглощения комплексов 
рутина с Fe2+ (1), Си2+ (2) и Fe3+ (3), про

раствора свободного лиганда 
(разностные спектры)

Количественно спектральные 
изменения при образовании ком
плексов флавонолов с металлами 
могут быть охарактеризованы ве
личиной AAmax, равной разности 
между поглощением флавонола и 
поглощением его ме-
таллокомплекса при длине волны,

соответствующей максимуму разностного спектра (спектра поглощения 
раствора металлокомплекса против раствора свободного лиганда). На
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пример, у рутина величина спектральных изменений при образовании 
комплексов с ионами Си2+, Fe2+ и Fe3+ может быть определена при 410 нм 
-  ДЛ410 (рис. 2.13).

Исследуя зависимость величины ДЛ410 от относительного содержания 
различных металлов в комплексе металл: рутин в диапазоне соотношений 
металл : флавоноид от 0,25:1 до 2:1, можно видеть, что для комплексов 
рутина с ионами Си2+, Fe2+ и Fe3+ величина ДЛ410 увеличивается с ростом 
относительного содержания металла в комплексе во всем исследованном 
диапазоне (рис. 2.14). Эти результаты свидетельствуют о возможности 
образования не только "клешневидных" металлокомплексов рутина (со
отношение металл : флавоноид = 1:2), но и комплексов, в которых на од
ну молекулу флавоноида приходится один и даже два и больше ионов 
металла. Такой вывод вполне согласуется с современными представле
ниями о механизме хелатирующего действия флавоноидов, в соответст
вии с которыми считают, что главную роль в хелатировании играет кате- 
хольная группа кольца В. Вместе с тем, ионы металлов могут связывать
ся и при участии 4 окси- и 5 и 3 гидрокси-групп колец Л  и С (рис. 2.15) 
[2]. Комплексы рутина с металлами в соотношении металл : флавоноид = 
1:2 и 1:1 достаточно устойчивы, и их спектр не изменяется на протяже
нии как минимум 12 часов [27]. Стабильность спектров металлокомплек- 
сов рутина свидетельствует также и о том, что лиганд в данных комплек
сах устойчив к окислению.

Рис. 2.14 Величины спектральных 
изменений (ДЛ410) при образовании 
металлокомплексов рутина различ
ной стехиометрии

Взаимодействие дигидроф- 
лавонолов и катехинов с иона
ми металлов не сопровождается 
выраженными спектральными 
изменениями. Однако и в этом 
случае спектрофотометрия в 
сочетании с методом конку
рентного замещения может 
быть использована для иссле
дования хелатирующих свойств 
флавоноидов. В таких экспери
ментах оценивается способ
ность бесцветных полифенолов

Д А 4 1 0

Доля металла в комплексе 
-ті- Си (II) Fe (II) Fe (III)
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вытеснять флавонолы, в частности рутин, из его комплексов с ионами 
различных металлов. Относительная эффективность хелатирующего 
действия флавоноида может быть охарактеризована величиной 
% вытеснения (уравнение 2.2):

% вытеснения = (А410 - А410*) : А410 х 100 (2.2)
где А410 -  поглощение при 410 нм в разностном спектре поглощения: металлоком- 
плекс рутина против рутина;
А410* -  поглощение при 410 нм в разностном спектре поглощения: металлокомплекс 
рутина + исследуемый флавоноид, против рутина + исследуемый флавоноид.

Таблица 2.5
Эффективность вытеснения (%) некоторыми флавоноидами рутина из его 

комплексов (1:1) с ионами переходных металлов

Комплекс, 
15 мкМ

Флавоноид
Дигидрокверцетин, 30 мкМ ЭГКГ, 30 мкМ

Рутин - Cu2+ 50 ± 4 57 ± 5
Рутин - Fe2+ < 5 10 ± 3
Рутин - Fe3+ < 5 86 ± 6

Оказалось, что при равных концентрациях дигидрокверцетин вытес
нял рутин из его комплекса с медью (1:1) почти на 25 %, а при двукрат
ном избытке дигидрокверцетин вытеснял рутин на 50 %. В то же время 
дигидрокверцетин, даже при двукратном избытке, незначительно (менее 
чем на 5 %) вытеснял рутин из комплексов с Fe2+ и Fe3+. ЭГКГ при дву
кратном избытке эффективно вытеснял рутин из его комплексов с Cu2+ и 
Fe3+, и незначительно (на 10 %) вытеснял рутин из его комплекса с Fe2+ 
(табл. 2.5).

Используя метод конкурентного замещения, было показано [29, 30], 
что способность к комплексообразованию для некоторых распростра
ненных флавоноидов можно охарактеризовать следующим образом: 
Металл Способность флавоноидов к комплексообразованию___________

Fe2+ Кверцетин > рутин >> ЭКГ=ЭГКГ > дигидрокверцетин
Fe3+ Кверцетин > ЭГКГ = ЭКГ > рутин > > дигидрокверцетин
Cu2+ Рутин > ЭГКГ = ЭКГ = дигидрокверцетин

Флавоноиды и, в частности, те из них, которые обладают Р витамин
ной активностью (рутин, кверцетин, эпикатехин, гесперидин и др.) отно
сят к водорастворимым соединениям. Однако следует отметить, что рас
творимость флавоноидов в воде очень сильно различается. Об этом сви
детельствуют коэффициенты распределения некоторых флавоноидов в 
системе октанол/вода, приведенные в табл.2.6.
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Таблица 2.6
Коэффициент распределения (крас) некоторых флавоноидов в системе

октанол/вода [15]
Флавоноид kп'рас
Рутин 0,37 ± 0,06
Кверцетин 1,2 ± 0,13
Лютеолин 22,2 ± 2,5
Кемпферол 69,5 ± 1,32

Как следует из таблицы, флавоноид-агликоны в большей степени яв
ляются гидрофобными, чем гидрофильными соединениями. Даже рас
творимость кверцетина, у которого в молекуле пять гидроксильных 
групп, в воде весьма ограничена. Лютеолин и кемпферол, молекулы ко
торых имеют только на одну гидроксильную группу меньше, чем моле
кула кверцетина, в воде уже практически нерастворимы. Несколько луч
ше растворяются в воде флавоноид-гликозиды. Так, 1 г рутина растворя
ется в 8 л, а гесперидина -  в 50 л Н2О.

Все флавоноиды достаточно хорошо растворяются в спиртах. 1 г 
кверцетина можно растворить в 290 мл абсолютного этилового спирта. 
При нагревании растворов растворимость флавоноидов значительно уве
личивается. Например, 1 г рутина можно растворить в 200 мл кипящей 
воды или в 7 мл кипящего метанола, а грамм кверцетина -  в 23 мл кипя
щего этанола [31]. Очень хорошими растворителями для большинства 
флавоноидов являются диметилсульфоксид (ДМСО), диметилформамид 
(ДМФА) и метилгликоль. В практике научных исследований эти раство
рители обычно используют для приготовления концентрированных рас
творов (0,1 М) флавоноидов. Флавоноиды в таких растворах достаточно 
устойчивы, и даже раствор кверцетина, одного из наиболее легко окис
ляемых флавоноидов, можно хранить при -20 °С в течении нескольких 
месяцев без заметного изменения его спектральных характеристик. Сле
дует отметить, что коммерческие растворители, особенно метилгликоль, 
содержат следовые количество примесей и продуктов окисления, спо
собных вступить в окислительно-восстановительные реакции с флаво- 
ноидами. В концентрированных растворах последствия таких реакций 
незначительны, но при низких концентрациях флавоноидов доля окисли
тельных молекул может быть достаточно большой. Поэтому следует из
бегать использования метилгликоля для приготовления разбавленных 
растворов флавоноидов (0,1 мМ и меньше), а если такая необходимость 
возникла, обязательно оценить состояние флавоноидов в таком растворе 
с помощью УФ и видимой спектроскопии.
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2.3 Краткий обзор методов получения и анализа флавоноидов
Методы получения и анализа флавоноидов достаточно детально из

ложены в ряде руководств и обзоров [32, 33]. Поэтому в данном разделе 
основное внимание будет уделено рассмотрению общих вопросов, отно
сящихся к препаративной и аналитической химии флавоноидов. При из
ложении материала данного раздела целесообразно разделить флавонои- 
ды на три большие группы, существенно различающиеся по условиям 
экстрагирования из растительного материала и последующей очистки: 
полярные флавоноид-гликозиды (1), менее полярные флавоноид- 
агликоны (2) и окрашенные в красный цвет гликозиды антоцианидинов -  
антоцианы (3). Получение и анализ флавоноидов, относящихся ко всем 
указанным выше группам, включает следующие основные этапы:

Приготовление растительного материала

[
Экстракция Качественный и количественный 

анализ методом ВЭЖХ

Очистка и получение индивидуальных соединений

1
Структурный анализ Спектральный качественный и 

количественный анализ
Приготовление растительного материала. Среди флавоноидов есть 

достаточно нестойкие соединения, кроме того, в сыром растительном 
материале флавоноиды могут быстро разрушаться под действием раз
личных ферментов. Поэтому максимальную сохранность обеспечивает 
сушка предварительно размолотых замороженных образцов. Если расти
тельный материал подготавливается для количественного анализа фла- 
воноидов, то желательна его мгновенная заморозка в жидком азоте. По
лученный таким образом сухой порошок следует хранить до использова
ния в холодильнике в герметичной упаковке. Если растительный матери
ал не предполагается использовать для анализа или получения антоциа-
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нов или танинов, допускается его сушка при 100 °С [14]. Сушка на воз
духе является наименее приемлемым вариантом, поскольку в этом слу
чае высока вероятность ферментативной деградации флавоноидов, на
пример превращения гликозидов в агликоны.

Экстракция. Для экстракции может использоваться как предвари
тельно подготовленный материал (высушенный порошок), так и свеже
приготовленные измельченные листья, лепестки, ягоды или любые дру
гие части растения. Существующие различия в растворимости флаво- 
ноидов определяют и различия в растворителях, которые используются 
для их экстракции из растительного материала [14]. Флавоноид- 
гликозиды обычно легко экстрагируются смесью метанол: вода (70:30), 
хотя для экстракции антоцианов лучше использовать растворители, за- 
кисленные муравьиной или уксусной кислотой, например мета- 
нол:вода:ацетат (70:23:7). Менее полярные флавоноид-агликоны экстра
гируют органическими растворителями, такими как эфир или этилацетат. 
Для экстракции процианидинов (танинов) используют ацетон или смесь 
ацетона с водой.

Качественный и количественный анализ с использованием 
ВЭЖХ. Смесь флавоноидов, экстрагированных из цветочных лепестков, 
окрашенных чашелистиков и другого растительного материала с высо
ким содержанием анализируемых продуктов может быть непосредствен
но использована для качественного и количественного анализа методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Экстракты из 
листьев и других зеленых частей растения требуют предварительного 
удаления хлорофилла и по возможности дополнительного фракциониро
вания методом тонкослойной или колоночной хроматографии. Система 
ВЭЖХ должна быть укомплектована устройством для создания как ми
нимум бинарного градиента, УФ/видимым быстро сканирующим детек
тором, желательно на фотодиодной матрице, позволяющим регистриро
вать УФ/видимый спектр поглощения каждого пика в режиме On Line. 
Анализ результатов ВЭЖХ, основанный на сравнении времени удержа
ния и спектра поглощения каждого пика с известными стандартами, по
зволяет достаточно точно определять состав исследуемого образца. Од
нако следует иметь в виду, что основной параметр ВЭЖХ -  время удер
жания -  даже при проведении анализа, казалось бы, в совершенно оди
наковых условиях, может в разных лабораториях достаточно сильно раз
личаться. Поэтому при проведении систематических аналитических ис
следований растительных материалов целесообразно создать собствен
ную библиотеку данных о времени удержания наиболее распространен
ных флавоноидов, используя для этого коммерческие стандарты.

100



Наибольшее распространение при анализе флавоноидов в настоящее 
время получила обращенно-фазная ВЭЖХ. Как правило, в этом случае 
используют колонки RP-Св или RP-Qg, размером 4,5 (4,6) мм х 125 или 
250 мм, размер зерен сорбента 5-7 мкм или меньше. В зависимости от 
анализируемого материала в качестве элюента используются градиенты 
на основе воды, метанола и уксусной кислоты; уксусной кислоты и аце
тонитрила или тетрагидрофурана; муравьиной кислоты и метанола; ук
сусной кислоты, ацетонитрила, фосфорной кислоты и воды [14, 34]. Не
давно для высокоэффективной жидкостной хроматографии экстрактов 
лекарственных растений предложены системы растворителей, позво
ляющие проводить анализ в режиме изократического элюирования [1]. 
Авторы успешно использовали систему 2-
пропанол:тетрагидрофуран:вода для разделения гликозидов и 1- 
пропанол:тетрагидрофуран: лимонная кислота для разделения агликонов.

Очистка и получение индивидуальных соединений. Для очистки 
растительных экстрактов и получения индивидуальных соединений с це
лью изучения их структуры и биологической активности можно также 
применять метод высокоэффективной жидкостной хроматографии, а 
именно так называемую полупрепаративную ВЭЖХ. В этом случае для 
разделения флавоноидов используют колонки больших размеров и более 
высокую скорость элюции, чем при аналитической работе. Еще одной 
особенностью полупрепаративной ВЭЖХ является ограниченное ис
пользование в элюирующих системах нелетучих растворителей. Это свя
зано с тем обстоятельством, что производительность полупрепаративных 
колонок сравнительно невелика, и чтобы получить очищенное вещество 
в достаточном количестве, его необходимо "нарабатывать", т.е. много
кратно вводить в хроматограф новые порции растительного экстракта; 
полученные фракции, содержащие очищенный флавоноид, объединять, а 
затем упаривать в роторном испарителе. Чтобы упростить процедуру 
упаривания и концентрации очищенного вещества, следует, по возмож
ности, использовать элюирующие системы на основе летучих органиче
ских растворителей. Других принципиальных различий между аналити
ческой и полупрепаративной ВЭЖХ, по-видимому, нет. Полупрепара- 
тивная ВЭЖХ обычно проводится на завершающей стадии очистки по
сле удаления примесей различных углеводов и предварительного разде
ления общей фракции флавоноидов на основные группы. Для очистки 
водно-спиртовых растительных экстрактов от углеводов часто исполь
зуют колонки с крупносетчатыми пористыми синтетическими сорбента
ми, называемых смолами, например амберлит-ХАД [34], а для предвари
тельного фракционирования можно использовать колонки с полиамидом
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или сефадексом LH-20 [35, 36]. Сефадекс LH-20 позволяет разделять ор
ганические вещества не только по их молекулярному размеру, но и в за
висимости от способности сорбата образовывать с сорбентом водород
ные связи, а значит, и числа гидроксильных групп в молекулах флаво- 
ноидов. Во многих случаях необходимая степень очистки индивидуаль
ных флавоноидов может быть достигнута в результате колоночной хро
матографии на этом сорбенте, без дополнительного использования 
ВЭЖХ. Для очистки небольших количеств (миллиграммы) различных 
флавоноидов может быть также использована тонкослойная и бумажная 
хроматография [37].

Спектральный качественный и количественный анализ. Полу
ченные в результате очистки растительных экстрактов индивидуальные 
флавоноид-агликоны могут быть количественно охарактеризованы с по
мощью УФ и видимой спектрофотометрии. Спектральные методы целе
сообразно также использовать для идентификации основных классов 
флавоноидов и качественного анализа агликонов внутри групп флавонов 
и флавонолов. Теоретические основы количественного и качественного 
спектрофотометрического анализа флавоноидов достаточно подробно 
были изложены в разделе "Физико-химические свойства".

Структурный анализ. Структурный анализ отдельных флавоноидов 
в качестве первого этапа включает их деградацию до более простых про
дуктов, например агликонов, сахаров, ацилирующих агентов и т.д. Наи
более часто деградацию флавоноидов проводят посредством кислотного, 
щелочного или ферментативного гидролиза [14]. Кислотный гидролиз 
позволяет разделить флавоноид-гликозиды на соответствующие аглико- 
ны и сахара. Реакцию обычно проводят в 2 N HCl или 2 N HCl + метанол 
(1:1) при температуре 100 °С. Для полного гидролиза необходимо от 5 до 
120 мин, в зависимости от состава гидролизуемого материала. Частич
ный гидролиз проводят в более щадящих условиях (например, в 0,2 М 
HCl). Щелочной гидролиз используют для удаления ацильных групп из 
ацилированных гликозидов и обычно проводят при комнатной темпера
туре в 2 М NaOH. В этих условиях полный гидролиз проходит за 2 часа. 
Поскольку флавоноиды легко окисляются в щелочной среде, необходи
мым условием щелочного гидролиза является создание анаэробных ус
ловий, например путем барбатирования реакционной среды азотом. Фла- 
воноид-гликозиды, образующиеся в результате щелочного гидролиза из 
ацилированных гликозидов, подвергают затем кислотному гидролизу. В 
последние годы возрос интерес исследователей к методам ферментатив
ного расщепления флавоноидов. Преимуществом ферментативного гид
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ролиза является короткое время реакции, мягкие условия ее проведения 
и избирательное отщепление конкретных заместителей в конкретных по
ложениях. Недостаток, ограничивающий распространение данного мето
да, -  высокая стоимость и небольшой выбор гидролизующих ферментов, 
обладающих достаточной степенью очистки и высокой специфичностью.

Образующиеся в результате гидролитической деградации агликоны, 
сахара, ацилирующие агенты и другие продукты разделяют и подвергают 
последующему анализу с помощью методов спектрофотометрии, тон
кослойной и бумажной хроматографии. Идентификацию полученных 
фрагментов проводят, сравнивая их спектральные свойства и хроматог- 
рофическое поведение с имеющимися коммерческими стандартами. При 
необходимости, например отсутствии соответствующих стандартов, для 
выяснения структуры продуктов деградации флавоноидов используют 
методы ядерного магнитного резонанса и масс-спектроскопии.

2.4 Биологическая активность флавоноидов.
Со времени публикации в середине 30-х годов прошлого века пер

вых работ, касающихся биологической активности флавоноидов, в этой 
области выполнено огромное количество исследований и опубликованы 
тысячи экспериментальных и обзорных статей. Установлено, что флаво- 
ноиды обладают выраженными антиаллергическими, антиканцероген
ными, противовоспалительными и противовирусными свойствами. Наи
более убедительно свидетельствуют о важной биологической роли фла- 
воноидов в организме эпидемиологические исследования. Показано, что 
включение в диету пожилых людей продуктов с высоким содержанием 
флавоноидов (яблоки, лук, чай) приводило к снижению встречаемости 
коронарной болезни сердца. Выявлено также, что флавоноиды зеленого 
чая снижают риск сердечно-сосудистых заболеваний и уменьшают 
смертность от рака желудка. Особенно возрос интерес к флавоноидам в 
последнее время в связи с так называемым "французским парадоксом", 
суть которого заключается в необычно низком уровне сердечно
сосудистых заболеваний у жителей ряда областей Франции, несмотря на 
наличие факторов (высокое потребление жиров, курение), провоцирую
щих сердечно-сосудистые болезни. Оказалось, что объясняется этот фе
номен значительным потреблением населением этих областей красного 
вина, содержащего большое количество различных полифенолов. Фун
даментальные и прикладные исследования природных полифенолов по
служили основой для создания целой области фармацевтической индуст
рии, выпускающей сотни наименований лекарственных препаратов, пи
щевых и биологически активных добавок (БАД), основным компонентом
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которых являются флавоноиды. Именно в сфере лечебного использова
ния флавоноидов традиционная медицина особенно близко сомкнулась с 
имеющими тысячелетнюю историю восточными системами лечения, ос
нованными на использовании лекарственных растений.

Одной из особенностей биологического действия флавоноидов явля
ется чрезвычайно широкий спектр потенциальных мишеней, на которые 
они могут воздействовать в организме. С одной стороны, это связано с 
большим разнообразием самих растительных пигментов, как в отноше
нии их структуры, так и редокс-свойств. Вместе с тем, и каждый кон
кретный флавоноид способен воздействовать на множество структурных 
и функциональных систем клетки и организма в целом. В качестве при
мера можно указать на кверцетин, один из наиболее распространенных и 
исследованных флавоноидов. Показано, что кверцетин является ингиби
тором протеинкиназы С [38], митоген-активируемой протеинкиназы 
(МАР-киназы) [39], фосфолипазы А2 [40], Mg 2+-АТФ-азы [41], Ca2+- 
АТФ-азы [42, 43], обратной транскриптазы [44], HIV-1-протеиназы [45], 
HIV-1-интегразы [46], орнитиндекабоксилазы [47], глутатион-S-
трансферазы in vitro [48], (но активирует этот фермент in vivo [49]), гли- 
оксалазы [50], ксантиндегидрогеназы [51], эстрогенсинтетазы [52], аль- 
дозредуктазы [53], малатдегидрогеназы [54], лактатдегидрогеназы и пи- 
руваткиназы [55], 11-Р-оксистероиддегидрогеназы [56], ДНК и РНК поли
мераз [57], различных изоформ NO синтазы и продукции NO [58, 59]. 
Кверцетин ингибирует образование активных форм кислорода, катали
зируемое ферментом ксантиноксидазой [51], и катализируемое миелопе- 
роксидазой образование активных гипогалитов [60] и нитрит-подобных 
радикалов [61]. Чрезвычайно разнообразная активность кверцетина на 
уровне макромолекул обуславливает не менее широкий спектр его эф
фектов на субклеточном и клеточном уровне как в условиях in vitro, так 
и in vivo. Особенно интересными в этом отношении оказались исследо
вания иммунокомпетентных клеток и клеток неспецифической защитной 
системы. Установлено, что кверцетин влияет на процессы селекции Т- 
лимфоцитов [62, 63], ингибирует образование цитотоксичных лимфоци
тов [64, 65], угнетает цитотоксическую активность натуральных килле
ров [66, 67] и экспрессию гена TNF-к в  нормальных моноцитах перифе
рической крови [68]. В отношении клеток неспецифического иммунитета 
показано, что кверцетин подавляет выделение гистамина и пероксида 
водорода базофилами [69-71], активацию и дегрануляцию нейтрофилов и 
секрецию этими клетками Р-глюкуронидазы и лизосомальных ферментов 
[72-76], а также секрецию катионных белков эозинофилами [77]. Кроме

104



того, кверцетин ингибирует агрегацию тромбоцитов [78] и адгезию 
лимфоцитов на эндотелиальных клетках [79].

Такой необычно широкий спектр биологической активности кверце- 
тина и других флавоноидов реализуется посредством множества различ
ных молекулярных механизмов, которые можно разделить на две груп
пы: специфические и неспецифические. К первой группе следует отнести 
механизмы биологического действия, обусловленные специфическим 
взаимодействием с активными центрами ферментов или с различными 
рецепторами. Например, стереоспецифическое взаимодействие с АТФ- 
связывающими центрами белков-мишеней, которому способствует нали
чие двойной связи в положении С2-С3 и катехольной группы в кольце В, 
по-видимому, обуславливает конкурентное ингибирование флавоноида- 
ми различных киназ [80]. В случаях неспецифического ингибирования 
связывание флавоноидов с ферментами происходит вне активного цен
тра, однако приводит к таким изменениям в пространственной геометрии 
белковых молекул, которые сильно затрудняют или даже делают невоз
можным их специфичное взаимодействие с субстратом. Вероятность 
реализации неспецифических механизмов ингибирования активности 
ферментов особенно велика у кверцетина, более 98 % которого находит
ся в плазме в виде стабильных комплексов с различными белками [81, 
82]. Во многих случаях взаимодействие флавоноидов, особенно катехи- 
нов и танинов, с белками ведет к преципитации белка вследствие образо
вания практически нерастворимых в воде комплексов. Данный механизм 
обуславливает вяжущие свойства и терпкость флавоноидов и лежит в ос
нове технологии дубления кожи. Наряду со способностью модифициро
вать и денатурировать белки, к неспецифическим механизмам реализа
ции биологической активности флавоноидов следует отнести их антира- 
дикальное действие и способность связывать ионы металлов, т.е. хелати- 
рующие действие. Возможному участию этих механизмов в реализации 
биологической активности флавоноидов в данном разделе будет уделено 
наибольшее внимание.

2.4.1 Р-витаминная активность.
Биологическая активность флавоноидов изначально была выявлена 

как Р-витаминная активность. В середине 30-х годов выдающийся био
химик Сент-Дьердьи и его сотрудники впервые описали витамины груп
пы Р и установили их полифенольную структуру [7, 8]. Термин Р- 
витаминная активность означает способность природных полифенолов 
уменьшать проницаемость и хрупкость стенок капилляров. И хотя впо
следствии выяснилось, что флавоноиды по ряду параметров не могут
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быть отнесены к витаминам, термин "витамин Р" сохранился и достаточ
но широко употребляется до настоящего времени. Один из первых моле
кулярных механизмов Р-витаминной активности был предложен Beiler 
and Martin в 1947 году [83]. Показав, что витамин Р эффективно ингиби
рует гиалуронидазу, фермент, который катализирует гидролитическое 
расщепления гиалуроновой кислоты, содержащейся в стенках капилля
ров и способствует их разрыхлению и увеличению проницаемости, они 
предположили, что уменьшение сосудистой и тканевой проницаемости 
под действием витамина Р происходит за счет антигиалуронидазного 
действия. Несколько позднее появилась антиоксидантная гипотеза Р- 
витаминной активности. В первоначальном ее варианте предполагалось, 
что флавоноиды защищают от окисления "истинные" капилляроукреп
ляющие агенты, к которым относили аскорбиновую кислоту [84] и адре
налин [85]. Однако позднее при моделировании воспалительного отека и 
повышеной проницаемости сосудов не удалось выявить ожидаемого си
нергетического эффекта при совместном действии флавоноидов с аскор
биновой кислотой и адреналином [86]. Кроме того, было показано, что 
флавоноиды являются эффективными ловушками активных форм кисло
рода и азота. Поэтому в настоящее время большинство исследователей 
считает, что при воспалительных процессах более значительный вклад в 
Р-витаминный эффект вносит не косвенное, а прямое антиоксидантное 
действие, защищающее структуры капиллярной стенки от повреждаю
щего действия биорадикалов.

2.4.2Антиоксидантная активность.
В настоящее время общепризнанны следующие три молекулярных 

механизма антиоксидантного действия флавоноидов в биологических 
системах:

• реакции с биорадикалами (антирадикальное действие);
• связывание металлов с переменной валентностью (хелатирую- 

щее действие);
• ингибирование прооксидантных ферментов.
Для исследования антирадикального действия природных и синте

тических соединений широко используют различные физико
химические и биохимические тест-системы, а также эксперименталь
ные модели на уровне клеток, тканей и целостного организма.
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2.4.2.1 Лнтирадикальная активность флавоноидов в физико
химических системах.

Количественная оценка антирадикальной активности флавоноидов в отно
шении АФК.

В физико-химических системах свободные радикалы генерируют в 
результате сонолиза воды [87], фотодинамических процессов [88], окис
лительно-восстановительных реакций, инициируемых пероксинитритом 
[89-91] и ионами металлов с переменной валентностью, главным образом 
железа [92, 93] и меди [15]. Например, в модельной системе, где в каче
стве источника гидроксильных радикалов использовался сонолиз воды, а 
в качестве окисляемого субстрата -  фосфолипидные липосомы, была ис
следована антирадикальная активность процианидинов из косточек ви
нограда (vitis vinefera) [87]. Оказалось, что процианидины обладают зна
чительно более эффективным антирадикальным действием, чем а- 
токоферол, не только в отношении инициаторов свободнорадикального 
(перекисного) окисления липосомальных липидов (I50=0,1 мкМ для про- 
цианидинов и I50=1,5 мкМ для а-токоферола), но и алкоксильных и ал- 
килперекисных радикалов, образующихся на стадии продолжения и тер- 
минации цепи (I50=0,05 мкМ для процианидинов и 1,25 мкМ для а- 
токоферола).

Благодаря сравнительно низкому восстановительному потенциалу, 
большинство флавоноидов легко вовлекаются в одноэлектронные реак
ции с различными радикалами. Способность химических соединений 
взаимодействовать с различными радикалами может быть охарактеризо
вана константой скорости реакции второго порядка. Существуют прямые 
и непрямые методы определения данного параметра. В первом случае 
свободные радикалы генерируется методом импульсного радиолиза и с 
помощью ЭПР-спектроскопии исследуется кинетика их реакции с анали
зируемым субстратом. Данный подход был успешно использован для 
определения констант скорости реакции флавоноидов с гидроксильным 
и некоторыми другими радикалами, характеризующимися высокой хи
мической активностью (табл. 2.7). В отношении менее активного в хими
ческом отношении анион-радикала кислорода также были предприняты 
попытки определить значения константы скорости реакции с флавонои- 
дами, однако в силу определенных технических сложностей [94] эта за
дача была решена только в отношении кверцетина и ряда других наибо
лее эффективных антирадикальных агентов (табл. 2.7).

Для исследования антирадикальных свойства флавоноидов по отно
шению к анион-радикалу кислорода наряду с прямыми методами широко
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применяется метод конкурентной кинетики. В этом случае для создания 
постоянного уровня анион-радикала кислорода используют химические 
О2̂ "-генерирующие системы и определяют эффективность ингибирова
ния реакций О2 "-зависимого восстановления (окисления) вещества- 
детектора, анализируемым соединением в сравнении со стандартом. В

Таблица 2.7
Константы скорости реакции флавоноидов с различными радикалами, 

полученные прямыми методами с использованием импульсного радиолиза
Флавоноиды •OH

к, 108 М-1 -с-1
•N3
к, 108 М-1-с-1

?-BuO*
к, 108 М-1-с-1

О2^_
к, 104 М-1 -с-1

Дигидрокверцетин 103а 43 1,0
Кверцетин 51а 66 6,6 4,7в (рН 10)
(-)-Эпикатехин 64а 51 6,8в (рН 7)
Лютеолин 130а 41 5,7
Кемпферол 141а 88 6,0
Эпикатехин-галлат 43,0в (рН 7)
Эпигаллокатехин-галлат

27б
73,0в (рН 7)

Маннитол
а- [94], б- [5], в- [16]

качестве О2̂ "-генерирующий системы часто используют ксантин- 
ксантиноксидазу, а в качестве детектора -  цитохром с. Однако известно, 
что флавоноиды являются ингибиторами ксантиноксидазы [51], и кроме 
того, кверцетин и ряд других флавоноидов способны непосредственно 
восстанавливать цитохром с. В связи с этим, при исследовании антира- 
дикальной активности флавоноидов для генерирования анион-радикала 
кислорода целесообразно использовать рибофлавин-содержащую фото
систему [95], а в качестве детектора супероксида -  паранитротетразолий 
хлористый (ПНТХ). В этом случае анион-радикал кислорода образуется 
в результате окисления фотохимически восстановленного рибофлавина, 
а эффективность антирадикального действия исследуемых соединений и 
выбранного стандарта оценивается по степени торможения О2 "- 
зависимого восстановления ПНТХ в диформазан, и из зависимости доза- 
эффект определяются величины I50, равные концентрации антирадикаль- 
ного агента, при которой восстановление ПНТХ ингибируется на 50 %. В 
качестве стандарта удобно использовать фермент супероксиддисмутазу 
(СОД). В этом случае константы скорости реакции второго порядка для 
взаимодействия флавоноидов с анион-радикалом кислорода рассчиты
вают, пользуясь следующими уравнениями:
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КФЛ / КСОД -  І50 (СОД) / І50 (ФЛ),
КФЛ = КСОД'І50 (СОД) / І50 (ФЛ>___________________________________________

где кШд = 2-109 М-1-с-1 [96].
Таблица 2.8

Количественные параметры, характеризующие особенности антирадикального 
действия флавоноидов в рибофлавин-содержащей фотосистеме (рН 10)

Флавоноиды І50
(мкМ)

к,
104 М-1-с-1

Скорость окисления флаво
ноидов (v), мкмоль л-1 мин-1

Дигидрокверцетин 6 5,0 0,0
Кверцетин 6 5,0 1,5
Морин 30 1,0 0,46
Кемпферол 17 1,8 0,56
Рутин 13,5 2,2 0,28
Лютеолин 11,5 2,3 0,22
Эпикатехин 2,5 12,0 0,12
Эпикатехин-галлат 2,3 13,0 Н/О
Эпигаллокатехин-галлат 1,5 20,0 Н/О

Значения констант скорости реакции флавоноидов с анион-радикалом 
кислорода, полученные описанным выше методом, приведены в 
табл. 2.8. Тот факт, что константы скорости реакции ряда флавоноидов с 
О2̂ "и, в частности кверцетина, определенные с помощью метода конку
рентной кинетики, близки к величинам, полученным с использованием 
импульсного радиолиза и ЭПР-спектрометрии (табл. 2.7), свидетельству
ет о корректности использования рибофлавин-содержащей фотосистемы 
в качестве генератора, а паранитротетразолия хлористого (ПНТХ) -  в ка
честве детектора супероксид-аниона, и позволяет рекомендовать указан
ный метод для количественной оценки антирадикальной активности 
флавоноидов и других антирадикальных агентов по отношению к О2 ".

Приведенные в табл. 2.8 данные позволяют сделать вывод о том, что 
флавоноид-агликоны являются эффективными ловушками анион- 
радикала кислорода и превосходят в этом отношении важнейший водо
растворимый антиоксидант -  аскорбиновую кислоту. Весьма интерес
ным представляется использование приведенных значений констант ско
рости реакции для анализа связи между структурой и антирадикальной 
активностью флавоноидов. Например, сравнение значений к  для рутина, 
лютеолина, эпикатехина, дигидрокверцетина и кверцетина, имеющих 
гидроксильные группы в о-положении кольца В, и значений к  для мори
на и кемпферола позволяет сделать вывод о том, что наибольший вклад в 
антирадикальную активность флавоноидов в отношении анион-радикала 
кислорода вносит катехольная группа кольца В. Сравнение кверцетина с 
лютеолином и рутином позволяет заключить, что наличие гидроксила в
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положении С-3 также значительно повышает антирадикальную актив
ность флавоноидов. Известно, что молекулы флавонолов и дигидрофла- 
вонолов, имеющие гидроксил при С-3, плоские, тогда как у флавонов и 
дигидрофлавонов кольцо В закручено по отношению к остальной части 
молекулы [97, 98]. Плоская конфигурация молекулы способствует дело
кализации неспаренного электрона, повышает стабильность феноксиль- 
ного радикала и тем самым усиливает антирадикальные свойства [94, 97, 
98]. В то же время, наличие (у кверцетина) или отсутствие (у дигидрок- 
верцетина) двойной связи между С-2 и С-3, которая, как полагают, также 
вовлекается в механизм делокализации неспаренного электрона арок- 
сильного радикала [2], не приводит к существенным различиям в соот
ветствующих значениях k . Антирадикальная активность в отношении 
анион-радикала кислорода возрастает с увеличением числа гидроксиль
ных групп в структуре флавоноидов. Так, самая высокая антирадикаль- 
ная активность была выявлена у эпигаллокатехин-галлата (ЭГКГ) и эпи- 
галлокатехин-галлата (ЭКГ), которые в результате галлирования (при
соединение по С3 остатка галловой кислоты) имеют дополнительные 
гидроксильные группы. Напротив, поскольку гликозилирование блоки
рует химически активные группы кверцетина, у его гликозида -  рутина -  
наблюдается значительное (более чем в 2 раза) снижение антирадикаль- 
ной активности.

В разделе "Физико-химические свойства" указывалось, что окисление 
флавоноидов при взаимодействии с радикалами сопровождается харак
терными спектральными изменениями. Это свойство позволяет доста
точно просто оценивать скорость окисления флавоноидов (v) методом 
спектрофотометрии. В табл. 2.8 приведены значения v для рибофлавин
содержащей фотосистемы. Как следует из приведенных данных, наи
большая скорость окисления наблюдается у флавонол-агликонов -  квер- 
цетина, кемпферола и морина. При этом наблюдается достаточно хоро
шее соответствие между значениями констант скорости реакции флаво- 
нолов с О2 " (k) и скоростью их окисления (v), т.е. с увеличением k  прак
тически пропорционально возрастает v . Вместе с тем, обращает на себя 
внимание низкая скорость окисления наиболее эффективного антиради- 
кального агента -  эпикатехина, и полное отсутствие спектральных изме
нений при инкубации в рибофлавин-содержащей фотосистеме дигидрок- 
верцетина (таксифолина). Один из наиболее вероятных молекулярных 
механизмов, объясняющих данный феномен, заключается в возможности 
взаимодействия ароксильного радикала, образующегося в результате ре
акции анион-радикала кислорода с молекулой дигидрокверцетина (урав
нение 2.3), с другой молекулой О2̂ ", что ведет к регенерации исходного
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флавоноида (уравнение 2.4), и в этом случае молекула дигидрокверцети- 
на функционирует, как истинный СОД-миметик [5].

Скорости реакции 2.3 и 2.4 описываются уравнением скорости реак
ции второго порядка соответственно:

При условии v24 > v23 молекула дигидрокверцетина способна перехва
тывать образующиеся в рибофлавин-содержащей фотосистеме анион- 
радикалы кислорода, совершая переход между восстановленной и окис
ленной формой при отсутствии заметного суммарного окисления, а сле
довательно, и без изменений в спектре поглощения дигидрокверцетина. 
По-видимому, реакция 2.4 возможна и в случае антирадикального дейст
вия эпикатехина, благодаря этому высокая эффективность ингибирова
ния супероксид-зависимого восстановления ПНТХ сочетается у этого 
флавоноида с очень низкой скоростью окисления. Можно предположить, 
что возможность протекания реакции 2.4 у обоих флавоноидов связана с 
отсутствием двойной связи между вторым и третьим углеродным атомом 
кольца С, и, как следствие, низкой способностью к делокализации неспа
ренного электрона в соответствующих ароксильных радикалах.

Тролоксовый эквивалент.
Наряду с исследованием антирадикальной активности флавоноидов в 

отношении супероксид-аниона и других характерных для биосистем ки
слородных радикалов, многочисленные публикации посвящены их взаи
модействию с такими экзотическими оксидантами, как катион-радикал 
2,2'-азинобис(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновой кислоты) (ABTS^+). 
ABTS^+ -  это стабильный радикал, который может существовать в вод
ных растворах достаточно продолжительное время, однако внесение в 
раствор различных антирадикальных агентов приводит к их взаимодей
ствию с ABTS^+ и быстрому расходованию ("тушению") последнего. Рас
ходование ABTS^+ сопровождается характерными спектральными изме
нениями, позволяющими достаточно просто и с высокой точностью ре
гистрировать скорость реакции. Возможность дозировать начальную 
концентрацию радикалов в системе и контролировать скорость их "ту
шения" обусловили широкое использование ABTS^+ для стандартизации 
антирадикальной активности различных соединений, в том числе флаво- 
ноидов [99]. В таких работах сравнивают скорости "тушения" ABTS^+

FlOH + О2" + Н + ^  H2O2+ FlO^ 

FlO^ + О2" + Н + ^  О2 + FlOH

(2.3)

(2.4)

v2.3 = k2.3[FlOH] • [О2 ] и v2.4 = k2.4[FlO ] • [О2 ] (2.5)
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анализируемым агентом и стандартом, в качестве которого наиболее час
то используют полусинтетический водорастворимый аналог витамина Е, 
имеющий коммерческое название "Тролокс". Использование "Тролокса" 
позволяет оценить эффективность антирадикального действия через так 
называемый "тролоксовый эквивалент антиоксидантной эффективности", 
который в англоязычной литературе обозначают аббревиатурой TEAC 
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), в русской транскрипции ТЕАК. 
Значения ТЕАК указывают: какое количество тролокса в ммоль/л (мМ) 
"тушит" ABTS^+ с той же эффективностью, как и 1 мМ анализируемого 
соединения. В табл. 2.9 приведены значения ТЕАК для наиболее распро
страненных флавоноидов. Анализ связи между структурой и активно
стью позволяет заключить, что наибольший вклад в антирадикальную 
активность флавоноидов в отношении ABTS^+ вносят катехольная группа 
кольца В и гидроксил в положении С-3. Кроме того, наличие двойной 
связи между углеродными атомами С-2 и С-3 также усиливает антиради- 
кальные свойства флавоноидов.

С помощью значений ТЕАК оценили антиоксидантный потенциал 
наиболее распространенных фруктов, овощей и напитков, и оказалось, 
что по этому показателю 1 стакан (150 мл) красного вина = 12 стаканам 
белого вина = 2 чашкам чая = 4 яблокам = 5 порциям лука (1 порция 100
г) = 5,5 порциям баклажан = 3,5 стаканам черносмородинового сока = 3,5 
стаканам (500 мл) пива = 7 стаканам апельсинового сока = 20 стаканам 
яблочного сока [100].

В научных, научно-популярных и рекламных публикациях часто ис
пользуется и другой показатель, характеризующий антиоксидантную ак
тивность растительных экстрактов, пищевых продуктов и биологически- 
активных добавок -  эффективность перехвата кислородных радикалов. В 
англоязычной литературе этот показатель получил название ORAC 
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) [101]. ОРАК, как и ТЕАК, обычно 
определяется с использованием стандартизированного препарата "Тро
локс". Показатель антиоксидантной активности пересчитывается на 1 
грамм сухого или на 1 миллилитр жидкого вещества и выражается в еди
ницах ОРАК (1 единица ОРАК = 1 мкмоль Trolox ®).

Для стандартизации антиоксидантной активности флавоноидов могут 
использоваться и системы генерации углерод-центрированных и пере- 
кисных радикалов, основанные на термальном гомолизе азо
инициаторов, например 2,2'-азобис амидинопропана гидрохлорида 
(ABAP) [104].
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Таблица 2.9
Значения ТЕАК для некоторых наиболее распространенных флавоноидов

Флавоноиды Позиции 
ОН групп

ТЕАК, ммоль/л

Флаванонолы
1,9а,е , 3,09вДигидрокверцетин 3573'4'

Дигидрокемпферол 3573' 1,39а
Флавонолы и флавоны

3,1а,б,вМирицетин 3573'4'5'
Кверцетин 3573'4' 4,7а,б 4,84в
Рутин (3-рутенозид) 573'4' 2,4а,б 2,67в
Морин 3572'4' 2,55б, 2,60в
Кемпферол 3574' 1,34аб, 1,45в
Лютеолин 573'4' 2,1а,б, 2,48в

Флаван-3-олы
2,5а,б 3,16вЭпикатехин 3573'4'

Эпикатехингаллат 3573'4'3''4''5'' 4,93а
Эпигаллокатехингаллат 3573'4'5'3''4''5'' 4,75а, 4,80б

Антоцианидины
4,4а,б3 3,63вЦианидин 3573'4'

Керацианин(З-рутенозид) 573'4' 3,2а, 3,25б
Пеларгонидин 35734' 1,3^
, б- [102], в- [103]

Количественный гомолиз азо-инициаторов проводят при стандартной 
температуре, обычно 39 °С, а мишенями для образующихся при этом ра
дикалов может быть люминол [105], фикобилипротеин ^-фикоэритрин 
[106], желтый растительный гликозид кроцин [107, 108]. Образующиеся 
при термальном разложении азо-инициаторов радикалы обладают доста
точной энергией и для инициирования ПОЛ, например линолевой кисло
ты [106]. В качестве стандарта, с которым сравнивают способность ана
лизируемого образца ингибировать окисление субстрата-мишени, обыч
но используют тот же "Тролокс".

2.4.2.2 Антирадикальная активность флавоноидов в бесклеточных 
биологических системах.

Антирадикальная активность флавоноидов в условиях ферментативного 
окисления микросомальных липидов

Одним из наиболее распространенных биологических объектов при 
исследовании антиокислительных свойств природных и синтетических 
химических соединений являются мембраны эндоплазматического рети- 
кулума клеток печени (микросомальная фракция) [5, 109-111]. В на
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стоящее время известны два механизма вовлечения микросомальных 
ферментов в процессы инициирования перекисного окисления липидов. 
Один из них реализуется на уровне НАДФН-цитохром Р-450 редуктазы 
и, по-видимому, включает перенос электронов от НАДФН к комплексу, 
способному внедрять активированный кислород в молекулы полинена- 
сыщенных жирных кислот и разрушать образующиеся гидропероксиды 
[112]. Этот процесс протекает в присутствии ионов железа (или других 
металлов с переменной валентностью) и полностью подавляется добав
лением комплексообразующих агентов, например ЭДТА. Одним из веро
ятных редокс-активных промежуточных агентов в этом случае может 
быть анион-радикал кислорода [113]. Второй механизм реализуется на 
уровне цитохрома Р-450. Показано, что в результате протекающих здесь 
процессов метаболической активации ряда ксенобиотиков, в частности 
СС14, образуются свободнорадикальные интермедиаты, способные ини
циировать перекисное окисление липидов без участия ионов железа 
[114]. В эксперименте перекисное окисление по первому механизму 
инициируют путем внесения в среду инкубации, содержащую микросо
мы печени, двухвалентного железа и НАДФН (НАДФН-зависимое ПОЛ). 
В отсутствие экзогенного железа и при связывании эндогенного железа 
ЭДТА добавление в среду инкубации четыреххлористого углерода и 
НАДФН инициирует перекисное окисление липидов по второму меха
низму (СС14-инициируемое ПОЛ). Флавоноид-агликоны и флавоноид- 
гликозиды эффективно ингибируют как НАДФН-, так и СС14-зависимое 
ПОЛ. Степень ингибирования во всех случаях монотонно возрастает с 
увеличением концентрации флавоноидов. Это позволяет корректно оп
ределять и использовать для сравнительной оценки антиоксидантных 
свойств индивидуальных химических соединений показатель I50, числен
но равный концентрации анализируемого антиоксиданта, при которой 
процессы перекисного окисления липидов ингибируются на 50 %. Зна
чения I50 рассчитываются из зависимости доза-эффект графически или с 
помощью метода регрессионного анализа. В табл. 2.10 приведены значе
ния I50 для некоторых соединений, относящихся к различным классам 
флавоноидов, а также значения их антиоксидантной активности (АОА) в 
условных единицах (усл.ед.). За 1 усл.ед. принимали АОА наиболее эф
фективного антиоксиданта ЭГКГ, а АОА других соединений рассчиты
вали по формуле:

АОАфл = 1 (I50 ЭГКг/ I50 Фл) .
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Таблица 2.10
Эффективность ингибирования микросомального ПОЛ некоторыми

флавоноидами
Флавоноиды НАДФН-зависимое ПОЛ СС14-зависимое ПОЛ

I50, мкМ АОА, усл.ед. I50, мкМ АОА, усл.ед.
Рутин 19,0 0,105 160,0 0,0156
Дигидрокверцетин 38,0 0,053 110,0 0,023
Кверцетин 4,5 0,444 6,0 0,417
Эпикатехин-галлат 2,5 0,800 2,5 1,000
Эпигаллокатехин-галлат 2,0 1,000 2,5 1,000
Ионол 1,1 - 1,1 -

Следует подчеркнуть, что эффективность антиоксидантного действия 
эпикатехин-галлата и эпигаллокатехин-галлата, обладающих наиболее 
выраженными антиокислительными свойствами, сравнима с эффектив
ностью использованного в качестве стандарта синтетического антиокси
данта из группы затрудненных фенолов -  ионола (2,6-ди-трет-бутил-4- 
метилфенол).

Сравнение и анализ данных, приведенных в табл. 2.8, 2,9 и 2.10, сви
детельствует, что АОА флавоноидов в условиях НАДФН-зависимого 
ПОЛ значительно лучше коррелирует с их антирадикальной активностью 
по отношению к анион-радикалу кислорода (к) (рис. 2.15 а), чем со зна
чениями тролоксового эквивалента (рис. 2.15 б). Это обстоятельство яв
ляется косвенным подтверждением участия анион-радикал кислорода в 
инициировании НАДФН-зависимого ПОЛ в микросомах печени.

к 105 M 'V 1 TEAK, мМ

Рис. 2.15. Зависимость между антиоксидантным действием флавоноидов при 
NADPH-зависимом ПОЛ в микросомах печени и их антирадикальными свойствами 

по отношению к О2̂ " (к) (а) и ABTS^+ (ТЕАК) (б)

Антирадикальная активность флавоноидов в условиях микросомаль- 
ного перекисного окисления липидов может быть направлена как против 
анион-радикала кислорода и других первичных радикалов, инициаторов 
ПОЛ, так и против радикальных интермедиатов цепного окисления -  ал-
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килперекисных и алкоксильных радикалов липидов. Способность флаво- 
ноидов взаимодействовать с липидными радикалами исследовалась на 
примере рутина и кверцетина. Выбор данных соединений обусловлен 
наличием в их структуре хромофора с максимумом поглощения в види
мой области, что позволяет использовать простые спектральные методы 
для исследования процессов радикального окисления. Радикалы липидов 
получали путем разложения гидропероксида линолевой кислоты в при
сутствии цитохрома с. Известно [115], что в этом случае наблюдается ка
талитический распад гидропероксида в соответствии с механизмом:

ROOH + Fe3+ - комплекс ^  ROO’ + Fe3+ - комплекс + Н+ (2.6)
ROOH + Fe2+ - комплекс ^  RO’ + Fe2+ - комплекс + -ОН (2.7)

При добавлении цитохрома с к среде, содержащей кверцетин и гидро
пероксид линолевой кислоты, происходит окисление флавоноида обра
зующимися в этих условиях алкоксильными (RO-) и алкилперекисными 
(ROO-) радикалами, о чем свидетельствует разрушение хромофора с 
максимумом поглощения при 377 нм и увеличение оптической плотно
сти в области с максимумом при 334 нм (рис. 2.16). Количество окислен
ного кверцетина, рассчитанное с использованием коэффициента моляр
ной экстинкции между его восстановленной и окисленной формами при

3 1 1377 нм, s = 8,7 • 10 М" см  [116], составляет 5 мкмоль/мл. Таким обра
зом, кверцетин перехватывает практически все свободные радикалы, об
разующиеся в данной системе при разрушении гидропероксида линоле- 
вой кислоты (6 мкмоль/мл).

Рис. 2.16. Спектры поглощения кверце
тина при действии продуктов, обра
зующихся при радикальном разруше
нии гидропероксида линолевой кислоты 
[117]

1 - спектр поглощения 0,015 мМ рас
твора кверцетина в 0,05 М фосфатном буфере, 
рН 7,4, содержащем 0,1 мМ ЭДТА; 2 - спектр 
поглощения 0,015 мМ раствора кверцетина че
рез 5 мин инкубации в присутствии 6 мкМ гид
ропероксида линолевой кислоты; 3, 4, 5 - тот 
же, что и 2 через 1, 2,5 и 5 мин после добавле
ния 20 мкл раствора цитохрома с (0,4 мг/мл)

Можно сделать вывод, что 
кверцетин является эффективной ловушкой радикалов липидов. Рутин в 
присутствии тех же концентраций гидропероксида линолевой кислоты и 
цитохрома с практически не окисляется, что свидетельствует о незначи
тельной антирадикальной активности рутина в отношении алкилпере-
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кисных и алкоксильных радикалов. По-видимому, в этом заключается 
причина низкой антиоксидантной активности рутина в условиях микро- 
сомального окисления. В свою очередь, незначительная антирадикальная 
активность рутина по сравнению с кверцетином в отношении липидных 
перекисных и алкоксильных радикалов может быть в определенной сте
пени обусловлена гидрофильными свойствами рутина (см. табл. 2.6), за
трудняющими его взаимодействие с липофильными радикалами.

Антиоксидантное действие флавоноидов при окислении липопротеидов низ
кой плотности миелопероксидазой

Рост поступления в организм человека нитритов и нитратов вследст
вие все большего загрязнения окружающей среды и широкого примене
ния NOx-содержащих лекарств и пищевых добавок обуславливает акту
альность исследования механизмов токсического действия этих соедине
ний и необходимость поиска соответствующих средств фармакотерапии. 
Известно, что взаимодействие нитритов с различными гемопротеидами 
ведет к образованию активных форм кислорода и азота (ЛФЛ), участ
вующих в атерогенезе и других патогенетических процессах [5]. В этом 
плане большой интерес представляет исследование атерогенного дейст
вия фермента миелопероксидазы (см. подраздел 1.3.1. Физиологически 
значимые пути образования биорадикалов), одного из важнейших 
функциональных белков в системе неспецифического иммунитета. Мие- 
лопероксидаза катализирует образование гипохлорита в результате цик
ла хлоризации:

Fe3+ + H2O2 ^  [Fe4+fn+ (Комплекс I пероксидазы) + H2O (2.8)
[Fe4T +  + Cl-+ ^  HOCl + Fe3+ (2.9)

Cl-+ H2O2 + H+ мПо > HOCl + H2O (210)
Кроме катализа процесса образования активных гипогалитов в цикле 

хлоризации, МПО (комплекс I пероксидазы) может окислять различные 
фенолы, анилины, дикетоны через образование комплекса II пероксидазы 
по классическому одноэлектронному пероксидазному механизму:

Fe3+ + H2O2 ^  [Fe4+r + + H2O (2.11)

[Fe4+]̂ n+ + субстрат ^  Комплекс II пероксидазы + окисленный субстрат (2.12)

Комплекс II пероксидазы + субстрат ^  Fe3+ + H2O + окисленный субстрат (2.13)

Недавно получены экспериментальные данные, свидетельствующие, 
что субстратам МПО могут быть монооксид азота (NO) [118-121] и нит
рит-анион (NO2-) [122-125]. Взаимодействие МПО с NO (NO оксидазная
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активность) имеет, по-видимому, важное физиологическое значение, 
обеспечивая регуляцию внутрисосудистого уровня NO в норме и осо
бенно при воспалительных процессах. Напротив, способность МПО ка
тализировать в присутствии физиологических концентраций нитрита об
разование активных форм азота, так называемых NO2•-подобных радика-

сосудистая патология, ведущая к ишемической болезни сердца, инфарк
там и инсультам. Эти заболевания -  самая распространенная причина 
смертности в экономически развитых странах (примерно 50 % от всех 
смертей) [126]. В основе атеросклероза лежит атерогенез сложный и дли
тельный процесс дегенеративных изменений стенок крупных артерий, 
сопровождающийся образованием в просвете сосудов атеросклеротиче
ских фиброзных бляшек (атером). Фиброзная бляшка формируется непо
средственно под эндотелием и состоит из так называемой покрышки, 
включающей гладкомышечные клетки (ГМК) и фиброзную ткань, и жел
того липидного ядра, которое на поздних стадиях атерогенеза может 
обызвествляться. В атерогенезе принимают участие надмолекулярные 
структуры -  липопротеиды и, по меньшей мере, пять типов клеток: эндо
телиальные клетки (ЭК), ГМК, моноциты и образующиеся из них макро
фаги, тромбоциты и лимфоциты [127, 128]. Последовательность и взаи
мосвязь событий в процессе атерогенеза определяются продуцируемыми 
этими клетками сигнальными, регуляторными и другими активными мо
лекулами, включая хемоаттрактанты, факторы роста, фактор некроза 
опухолей (TNF-a), интерферон-у (IFN-y) и другие цитокины, ферменты и 
биорадикалы.

Атерогенез начинается с проникновения в интиму сосудистой стенки 
ЛПНП. Нарушению целостности эндотелия и прохождению через него 
липопротеидов способствует целый ряд внутренних и внешних факто

N0 ;

Н2О2
лов (рис. 2.17), рассматри
вается как вредный для ор
ганизма процесс, ведущий к 
возникновению ранних ате
росклеротических измене
ний в сосудах [118].

Атеросклероз -  наиболее 
распространенная и тяжелая
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ров. По-видимому, наиболее важен гидродинамический эффект потока 
крови. Даже при нормальном артериальном давлении механическое воз
действие на эндотелий в крупных сосудах, и особенно -  в области раз
ветвления, где возникают турбулентные потоки, весьма значительно. И 
именно здесь наиболее часто развивается атеросклеротическое повреж
дение. Повышенное АД -  один из факторов риска атеросклероза. Други
ми факторами, влияющими на состояние эндотелия, является курение, 
вирусные инфекции (герпес), хронические воспалительные процессы, 
окислительный стресс, обусловленный воздействием на организм раз
личных физических и химических факторов внешней среды [126].

Таблица 2.11
Параметры МПО-зависимого окисления ЛНП в системе 

глюкоза: глюкозооксидаза, без и в присутствии различных субстратов
Параметр - субстрат + Нитрит 

(50 мкМ)
+ нитрат 
(50 мкМ)

+ хлорид 
(100 мМ)

Скорость ПОЛ,
(моль ДК/моль ЛНП • мин) 1,1 ± 0,25 3,6 ± 1,1 1,1 ± 0,25 1,0 ± 0,25

Количество ДК за 80 мин 
(моль/моль ЛНП) 43,0 ± 4,0 150 ± 43 44,0 ± 4,0 41,0 ± 4,0

Накопление ЛПНП в матриксе сосудистой стенки является необходи
мым этапом атерогенеза, но далеко не всегда приводит к возникновению 
атеросклеротической бляшки, часто процесс ограничивается образовани
ем так называемых липидных пятен. Более того, известно немало случаев 
спонтанного исчезновения липидных пятен практически в любом возрас
те [129]. Атерогенными ЛПНП становятся в результате их химической 
модификации. Модификация ЛНПП включает окисление липидного и 
белкового компонентов, липолиз, протеолиз и агрегацию. По-видимому, 
в окислительной модификации ЛПНП ключевую роль играет МПО. In vi
tro для инициирования перекисного окисления ЛПНП и образования 
окисленных липидов с сопряженными двойными связями -  диеновых 
коньюгатов (ДК) -  достаточно только наличия МПО и Н2О2-
генерирующей системы (глюкоза+глюкозооксидаза) (табл. 2.11). Добав
ление в модельную систему физиологических концентраций нитрит- 
ионов (50 мкМ) приводит к многократному усилению интенсивности 
ПОЛ, тогда как ионы нитрата и хлорида активирующего влияния не ока
зывают (табл. 2.11, рис. 2.18).
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Рис. 2.18. Временная кинетика образования диеновых коньюгатов (ДК) при МПО-
зависимом окислении липидов ЛПНП 

1 -  окисление в системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы 
(50 мкМ); 2 -  окисление в системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрат- 

ионы (50 мкМ); 3 -  окисление в системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + хло
рид-ионы (100 мМ); 4 -  окисление в системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза); 5 -  

окисление в системе (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы (50 мкМ).

Эффект нитрит-ионов на МПО-зависимое ПОЛ проявляется с не
большой лаг-фазой (рис. 2.18), продолжительность которой при исполь
зовании в качестве субстрата ЛПНП, полученных из крови здоровых до
норов, варьирует в диапазоне 5 -  10 мин. Скорость окисления ЛПНП в 
присутствии нитрит-ионов также значительно различается (от 2,23 до 
5,43 моль ДК/моль ЛНП • мин). Пока не ясно, в какой степени эти разли
чия связаны с индивидуальными особенностями организма или же они 
целиком обусловлены диетологическими факторами. Однако есть экспе
риментальные данные, свидетельствующие, что в целом способность 
ЛПНП к окислению коррелирует у обследованных пациентов с риском 
развития сердечно-сосудистых заболеваний [5]. Если допустить, что 
продолжительность лаг-фазы и скорость МПО-зависимого окисления 
ЛПНП являются достаточно устойчивой индивидуальной характеристи
кой, то оба параметра могут представлять интерес как потенциальные 
критерии при выявления лиц, предрасположенных к атеросклерозу.
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Рис. 2.19. Окислительная модификация ЛПНП системой МПО + (глюко- 
за+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы (50 мкМ) и пероксинитритом (500 мкМ)

а. УФ-спектры продуктов ПОЛ -диеновых коньюгатов через 40 мин инкубации;
б. Дот-блоттинг продуктов окислительной модификации апобелкового компонента 

(нитротирозина) через 40 мин инкубации.
Приведенные экспериментальные данные свидетельствуют, что NO2̂ - 

подобные радикалы, продуцируемые МПО в присутствии физиологиче
ских концентраций нитрит-ионов и пероксида водорода, являются эф
фективными инициаторами процессов ПОЛ в ЛПНП. Количество про
дуктов окисления липидов в этом случае значительно (на порядок) выше, 
чем при инициировании ПОЛ в ЛПНП другим потенциальным атероген- 
ным оксидантом -  пероксинитритом (рис. 2.19 а). Кроме инициирования 
процессов окисления липидов МПО в присутствии пероксида водорода и 
нитрит-ионов катализирует реакции окислительной модификации апо- 
белкового фрагмента ЛПНП. Интересно, что при действии на ЛПНП пе- 
роксинитрита количество нитротирозина, специфического маркера бел
ковой модификации, определяемого с помощью соответствующих анти
тел методом дот-блоттинга, было значительно больше, чем при воздей
ствии МПО (рис. 2.19 б). Таким образом, можно сделать вывод, что гене
рируемые МПО NO^-подобные радикалы обладают более выраженным 
прооксидантным действием в отношении липидного компонента ЛПНП, 
тогда как пероксинитрит наиболее эффективно модифицирует апобелко- 
вый фрагмент.
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Возможные механизмы окислительной модификации липопротеидов 
не ограничиваются действием МРО и пероксинитрита. Модифицирован
ные ЛПНП могут образовываться в интиме в результате взаимодействия 
ЛПНП с гидропероксидами эйкозатетраеновых кислот (HPETE), проду
цируемыми 12/15 липоксигеназой макрофагов [130]. Возможно, роль 
HPETE заключается в инициировании процессов ПОЛ в липидах ЛПНП 
в соответствии с классическим механизмом:

Наличие в области атерогенного воспаления следовых количеств ио
нов меди, свободного или связанного железа, необходимых для гомоли- 
тического разложения пероксидов, показано в ряде исследований [5]. 
Инициатором ПОЛ могут быть и перекисные группы, присутствующие в 
липидном компоненте самих ЛПНП. При этом, если процессы окисли
тельной модификации происходят только в зоне воспаления локализо
ванной в интиме сосудистой стенки [5], то область образования "ини
циирующих" гидропероксидов, по-видимому, значительно шире. В кро
вяном русле образование липопероксидов может быть следствием по
бочного действия оксидантов, генерируемых фагоцитирующими клетка
ми и МПО в ответ на проникновение бактериальной или другой инфек
цией. В печени, где формируются предшественники ЛПНП -  липопро- 
теиды очень низкой плотности (ЛПОНП), существует потенциальная 
возможность окисления липидов еще до включения их в состав липопро- 
теидов. Она обусловлена тем обстоятельством, что биотрансформация 
некоторых ксенобиотиков (галогензамещенные углеводороды, спирты) в 
системе микросомального окисления гепатоцитов приводит к образова
нию радикальных метаболитов и продукции активных форм кислорода в 
непосредственной близости от участков эндоплазматического ретикулу- 
ма, где синтезируются липиды и формируются липопротеиды. Наиболее 
атерогенными первичными продуктами окисления липидов являются, 
по-видимому, гидропероксиды полиненасыщенных эфиров холестерола. 
Этот вывод вытекает из экспериментальных данных, характеризующих 
устойчивость гидропероксидов свободных ненасыщенных жирных ки
слот и жирных кислот, входящих в состав фосфолипидов, триацилглице- 
ринов и эфиров холестерола в гомогенате печени (табл. 2.12).

LOOH + Me(n+1)+ ̂  LOO^ + Men+ + H+ 

LOOH + Men+ ̂  LO  ̂+ Me(n+1)+ + OH- 

LH + LOO^ (LO^) ̂  L̂  + LOOH 

L + O2 ^  LOO

(2.14)

(2.15)

(2.16) 

(2.17)
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Таблица 2.12
Устойчивость гидропероксидов свободной линоленовой кислоты и линоленовой 

кислоты, входящей в состав фосфолипидов, триацилглицеринов и эфиров 
холестерола при инкубации в гомогенате печени*.

Содержание гидропероксидов в гомогенате печени 
(нмоль ROOH /мл)**

Время инкуба
ции (мин)

Линолеат Дилинолеоил-
фосфатидилхолин

Трилиноленин Холестерол-
линоленат

0 49,6 65,8 41,5 52,4

1 0,8 ± 0,3 27,4 ± 3,0 19,1 ± 1,6 40,6 ± 4,2

1 0 0,4 ± 0,3 13,6 ± 1,0 13,7 ± 1,7 36,4 ± 1,3

*- в таблице приведены данные из работы [131].
**- гидропероксид линолевой кислоты получали с помощью липоксигеназы, остальные гидроперок
сиды путем автоокисления соответствующих липидов, растворяли в изопропиловом спирте и 0,25 мл 
спиртового раствора добавляли к 5 мл 10 % (вес/объем) гомогената печени.

В отличие от гидропероксидов свободных жирных кислот, фосфоли
пидов и триацилглицеринов, которые могут легко восстанавливаться до 
неактивных в отношении инициирования ПОЛ оксигрупп различными 
глутатионзависимыми пероксидазами [132-136] и поэтому быстро утра
чиваются при инкубации, гидропероксиды эфиров холестерола не явля
ются субстратом этих ферментов и сохраняются в гомогенате печени в 
течение достаточно продолжительного времени. Другими словами, дан
ные, приведенные в табл. 2.12, свидетельствует об отсутствии эффектив
ных механизмов детоксикации гидропероксидов эфиров холестерола в 
гепатоцитах. Следовательно, существует достаточно высокая вероят
ность их включения в состав формируемых липопротеидов.

Окисление липидов может происходить и вне организма, например 
при кулинарной обработке мясных продуктов и особенно при жарке. 
Пищевые липиды после эмульгации и всасывания в тонком кишечнике 
поступают в энтероциты, где формируются хиломикроны, с помощью 
которых липиды через лимфатическую и кровеносную системы разно
сятся к местам потребления. Часть из них, в том числе жирные кислоты и 
холестерол, поступают в печень. В процессе всасывания большая часть 
липопероксидов, в первую очередь гидропероксиды свободных жирных 
кислот и полиненасыщенных ацилов фосфолипидов, детоксицируется 
(восстанавливаются) присутствующими в слизистой тонкого кишечника 
GSH-зависимыми пероксидазами [137]. Тем не менее, показано, что 
включение в диету здоровых людей сильно окисленного кукурузного 
масла приводило к значительному увеличению содержания окисленных 
липидов в хиломикронах [138]. Пока неясно, является ли предваритель
ный липолиз эфиров холестерола необходимым условием их диффузии в
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энтероциты и последующего транспорта в составе хиломикронов в пе
чень. Но если при избыточном потреблении жиров или при нарушении 
системы их кишечного всасывания и транспорта это условие не абсо
лютно, то гидропероксиды полиеновых эфиров холестерола диетическо
го происхождения вполне могут оказаться в липопротеидах.

Модифицированные ЛПНП (МЛПНП) инициируют два ключевых 
этапа атерогенеза: воспаление и образование пенистых клеток, -  при 
этом характер атерогенного эффекта МЛПНП зависит от степени их 
окислительной модификации. Так называемые "минимально окислен
ные" ЛПНП (МОЛПНП), накапливаясь в интиме сосудистой стенки, спо
собствуют возникновению очага воспаления, являясь сигналом к усилен
ному проникновению через эндотелий моноцитов и лимфоцитов. Про- 
воспалительный эффект МОЛПНП обусловлен их способностью стиму
лировать продукцию эндотелиальными клетками хемотаксического про
теина моноцитов (MCP-1), других хемоаттрактантов, а также индуциро
вать экспрессию рецепторных гликопротеинов адгезии на поверхности 
эндотелия, расположенной непосредственно над формирующимся оча
гом воспаления. Появление таких рецепторов и, в частности, селектинов 
Р и Е, факторов межклеточной адгезии ICAM-1, PCAM-1, VCAM-1, при
водит к усиленной адгезии на эндотелии иммунокомпетентных клеток. 
Большую часть, 90 % от всех прикрепившихся клеток, составляют моно
циты, остальные 10 % приходятся на Т-лимфоциты [139].

Какая же структурная модификация делает интактные ЛПНП "мало 
окисленными"? По-видимому, первичного окисления с образованием эн- 
до- и гидропероксидов полиеновых ацилов для этого недостаточно и не
обходима более глубокая степень окисления. В частности, показано, что 
свойствами "мало окисленных" обладают ЛПНП, в фосфолипидах кото
рых остаток арахидоновой кислоты окислен до 5-оксивалерьяновой или 
глутаровой кислот [140].

"Сильно окисленные" ЛПНП (СОЛПНП), но не МОЛПНП, способны 
связываться со специальными скэвенджер-рецепторами макрофагов, 
прежнее название -  ацетил-ЛПНП рецепторы. В настоящее время выяв
лено достаточно большое количество таких рецепторов [141], однако 
только связывание окисленных ЛПНП с SR-A-I/II и CD36 рецепторами 
служит сигналом к включению механизмов фагоцитоза и быстрому по
глощению СОЛПНП макрофагами [142, 143]. По существу, эта защитная 
реакция организма. Однако захваченные СОЛПНП по неясным до на
стоящего времени причинам не могут быть утилизированы лизосомаль- 
ными ферментными системами, что ведет к превращению фагоцитов в 
пенистые клетки, то есть макрофаги, переполненные нерасщепленными
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до простых молекул липопротеидами. Пенистые клетки очень быстро 
гибнут, главным образом путем некроза. Их содержимое, в том числе 
МПО, различные протеолитические и липолитические ферменты, выде
ляется в матрикс, что в свою очередь приводит к дальнейшему окисле
нию, модификации и агрегации ЛПНП, все более интенсивному образо
ванию и гибели пенистых клеток. В результате в области воспаления из 
продуктов лизиса пенистых клеток, главным образом так называемого 
липидного мусора, начинает формироваться липидное ядро атеросклеро
тической бляшки [126]. Кроме окисленных липидов, здесь содержатся 
модифицированные апобелки, остатки тирозина в которых подверглись 
нитрованию [144]. Параллельно с липидным ядром, вследствие миграции 
гладкомышечных клеток из медии к эндотелию и образования фиброз
ной ткани, идет формирование покрышки атеросклеротической бляшки. 
Процесс атерогенеза может осложняться "надломом" внутренней по
верхности сосудистой стенки на границе атеросклеротической бляшки с 
интактным эндотелием, последующим прилипанием тромбоцитов к со
судистой стенке в области разрыва и образованием пристеночного тром
ба, создающего реальную угрозу последующего инфаркта или инсульта.
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Рис. 2.20. Эффект флавоноидов на временную кинетику МПО-зависимого окисления
липидов ЛПНП

1. -  Инкубация ЛПНП в системе (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы 
(50 мкМ) без МПО (холостая проба); 2. -  окисление ЛПНП в полной системе МПО + 
(глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы (50 мкМ); 3. -  то же, что и для кривой 2 + 
рутин (2 мкМ); 4. -  то же, что и для кривой 2 + кверцетин (2 мкМ); 5. -  то же, что и

для кривой 2 + рутин (4 мкМ).

Время, мин
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Результаты многочисленных эпидемиологических исследований сви
детельствуют, что флавоноиды эффективно снижают риск возникнове
ния у людей сердечно-сосудистых заболеваний [2, 5]. Принимая во вни
мание важную роль МПО-зависимой окислительной модификации 
ЛПНП в процессах атерогенеза, логично допустить, что этот фермент 
может быть одной из наиболее вероятных мишеней биологического дей
ствия флавоноидов. Этот вывод подтверждают результаты исследования 
влияния ряда природных флавоноидов на МПО-зависимое окисление 
ЛНП в системе нитрит-ионы:глюкоза:глюкозооксидаза, свидетельст
вующие об эффективном антиоксидантном действии флавоноидов. В 
микромолярном диапазоне концентраций они ингибируют окисление 
ЛНП, удлиняя продолжительность лаг-периода и снижая скорость окис
ления ЛНП (фиг. 2.20). Степень ингибирования для всех флавоноидов 
монотонно возрастает с увеличением их концентрации, что позволяет 
рассчитать и корректно использовать для сравнительной оценки эффек
тивности антиоксидантного действия исследованных соединений значе
ния І50, численно равные концентрациям флавоноидов, снижающим ско
рость окисления ЛНП в два раза, и значения ЭД5, численно равные кон
центрациям флавоноидов, удлиняющим продолжительность лаг-периода 
в 5 раз (табл. 2.13).

Таблица 2.13
Эффективность антиоксидантного действия флавоноидов в условиях 

перекисного окисления ЛПНП в системе МПО + глюкоза:глюкозооксидаза, +
нитрит (50 мкМ)

Флавоноид І 50 АОА, усл.ед ЭД5 АОА, усл.ед
Кверцетин 2 ,2 1 ,0 0 2 ,0 1 ,0 0

Рутин 3,0 0,73 2 ,8 0,71
Дигидрокверцетин 3,8 0,58 2 ,6 0,77
(-) Эпикатехин 4,4 0,50 2,7 0,74
Лютеолин 4,5 0,49 5,8 0,35
Морин 1 1 , 1 0 ,2 0 10 ,0 0 ,2 0

Кемпферол > 2 0 <0,05 15,6 0,13

Если проанализировать взаимосвязь между параметрами, характери
зующими эффективность антиоксидантного действия флавоноидов при 
перекисном окислении липидов ЛПНП, инициируемом МПО (табл.2.12), 
и значениями констант скорости реакции флавоноидов с анион- 
радикалом кислорода (табл. 2.8), а также значениями ТЕАК (табл.2.9), то 
можно сделать вывод, что корреляция между эффективностью антиокси- 
дантного действия флавоноидов (АОА) при окислении липопротеидов и 
значениями тролоксового эквивалента (рис. 2.21 а) значительно выше,
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чем корреляция между АОА и антирадикальной активностью флавонои
дов по отношению к анион-радикалу кислорода (к) (рис. 2.21 б). Поэтому 
значения ТЕАК могут быть использованы в качестве предварительного 
критерия при поиске потенциальных антиатерогенных агентов среди 
флавоноидов.

ТЕАК, мМ к 10' М'1с'1

Рис. 2.21. Зависимость между антиоксидантным действием флавоноидов приокисле- 
нии ЛПНП миелопероксидазой и их антирадикальными свойствами по отношению к

ABTS^+ (ТЕАК) (а) и О Г (к) (б)

Априори можно предположить, что антиоксидантное действие флаво
ноидов при окислении ЛПНП миелопероксидазой в системе нитрит- 
ионы: глюкоза: глюкозооксидаза, обусловлено двумя основными моле
кулярными механизмами: конкурентным ингибированием пероксидазной 
активности гемопротеида и прямым антирадикальным действием в от
ношении образующихся в результате пероксидазных реакций радикалов. 
Ответ на вопрос, какой из этих механизмов определяет антиоксидантное 
действие флавоноидов при окислении ЛПНП, позволяет дать анализ при
веденных в табл. 2.14 данных.

Таблица 2.14
Скорость окисления некоторых флавоноидов (vo, мкмоль л-1 мин-1) в системе 

МПО + глюкоза: глюкозооксидаза, без и в присутствии нитрита
Флавоноид, Со 10 мкМ - Нитрит + нитрит (50 мкМ) Нитрит зависимое 

окисление
Кверцетин 0,39 ±0,10 0,58 ±0,10 0,19
Рутин 0 0,25 ±0,15 0,25
Лютеолин 0,51 ±0,25 0,75 ±0,24 0,24
Морин 0,14 ±0,07 0,28 ±0,07 0,14
Кемпферол 0,96 ±0,12 0,95 ±0,05 0

В таблице приведены начальные скорости окисления кверцетина, ру
тина, лютеолина, морина и кемпферола в системе 
МПО + глюкоза: глюкозооксидаза, без и в присутствии нитрита (50 мкМ),

127



а также величины разности этих значений, характеризующие скорость 
нитрит-зависимого окисления флавоноидов. Выбор данных соединений 
обусловлен наличием у них типичной полосы поглощения 1, обесцвечи
вающейся при их окислении, что дает возможность определить началь
ные скорости окисления (vo) по изменению величины поглощения при 
Хтах (ДА). Пересчет значений ДА в количество мкмолей окисленных фла
воноидов производился в соответствии с законом Ламберта-Бера: 
C =ДА/ s, где s, коэффициент молярной экстинкции, равный 8,0 • 10 • М  
1см-1 для рутина и лютеолина, и 11,0 • 103 • М-1см-1 для кверцетина, мори
на и кемпферола. Значения s получали из уравнения s = ДАтах/С, где 
ДАтах -  разность поглощения при Xmax полосы 1 до и после полного 
окисления флавоноида. Для полного окисления флавоноидов использо
вали пероксинитрит (см. рис. 2.4-2.6).

Рис. 2.22. Зависимость между антиоксидантным действием флавоноидов при окисле
нии ЛПНП миелопероксидазой и скоростью их пероксидазного (а) и радикального (б)

окисления миелопероксидазой 
С большой долей вероятности можно допустить, что скорость перок

сидазного окисления флавоноидов в системе МПО + глюкоза: глюкозо- 
оксидаза определяет их способность конкурентно ингибировать МПО за
висимые редокс-процессы, включая активацию нитритов. Тогда как ско
рость окисления флавоноидов NO^-подобными радикалами, образую
щимися при активации нитрит ионов миелопероксидазой (нитрит- 
зависимое окисление), характеризует эффективность антирадикального 
действия. Анализ зависимости между антиоксидантным действием фла
воноидов при окислении ЛПНП миелопероксидазой и скоростью их пе
роксидазного и радикального окисления миелопероксидазой (рис. 2.22) 
свидетельствует об отсутствии взаимозависимости между антиоксидант-
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ным действием флавоноидов и эффективностью их пероксидазного 
окисления. Более того, рутин, не окисляющийся МПО по пероксидазно- 
му механизму (v0=0), является одним из наиболее эффективных антиок
сидантов при окислении ЛПНП. В то же время существует достаточно 
выраженная корреляция между антиоксидантным действием флавонои- 
дов и скоростью их радикального окисления миелопероксидазой (ли
ния 1 на рис. 2.226). Достоверность данной корреляции существенно по
вышается, если не учитываются данные по кверцетину (линия 2 на 
рис. 2.226). Следует отметить, что в данном случае исключение кверце- 
тина вполне обоснованно, поскольку его редокс превращения в системе 
МПО + глюкоза: глюкозооксидаза: ЛПНП принципиально отличается от 
редокс поведения других исследованных флавоноидов.

О 20 40 60 0 20 40 60 80
Время, мин В р е м я ,  м и н

Рис. 2.23. Кинетика образования диеновых коньюгатов в ЛПНП (1,2), расходования 
флавонода (3) и образования промежуточного продукта его окисления (4), флавоно-

ид: кверцетин (а) и морин (б).
10 мкМ ЛПНП инкубировали в полной системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы 

(50 мкМ) без (1) и в присутствии 10 мкМ флавоноида (2, 3, 4). О накоплении диеновых коньюгатов су
дили по возрастанию поглощения при 234 нм, о расходовании кемпферола - по исчезновению полосы 
1 с максимумом поглощения при 375 нм у кверцетина и 390 нм у морина, промежуточные продукты 

окисления обоих флавоноидов регистрировали по поглощению при 330 нм.
В частности, при пероксидазном и радикальном окислении кверцети- 

на образуется промежуточный продукт, имеющий новый хромофор с 
максимумом поглощения 330 нм и обладающий эффективным антиокси- 
дантным действием в отношении МПО-зависимого окисления ЛПНП 
(рис. 2.23 а). При окислении других флавонол-агликонов также образу
ются продукты с аналогичными спектральными свойствами. Однако в 
случае морина образующийся продукт дальнейшему окислению практи
чески не подвергается и антиоксидантным действием не обладает
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(рис. 2.23 б), а продукт окисления кемпферола хотя и подвергается даль
нейшему окислению, но оказывает при этом не антиоксидантное, а вы
раженное прооксидантное действие (см. раздел 2.4.3 Прооксидантное дей
ствие флавоноидов). В случае рутина и лютеолина промежуточных про
дуктов пероксидазного и радикального окисления, обладающих антиок- 
сидантным действием, также не выявлено. Таким образом, аномально 
высокая антиоксидантная активность кверцетина обусловлена суммиро
ванием эффектов исходного флавоноида и промежуточного продукта 
(продуктов) его окисления. Резюмируя рассмотренные выше данные 
можно сделать вывод, что антиоксидантное действие флавоноидов при 
окислении ЛПНП миелопероксидазой в системе нитрит-ионы: глюкоза: 
глюкозооксидаза, обусловлено, главным образом, прямым антиради- 
кальным действием в отношении NO2•-подобных радикалов.

Эффект флавоноидов на процессы метгемоглобинобразования при взаимо
действии нитритов с гемоглобином

Взаимодействие нитритов с гемоглобином является одним из основ
ных путей утилизации нитритов in vivo. Однако эта реакция представляет 
опасность для эритроцитов и организма в целом, поскольку ведет к гене
рации активных форм азота и метгемоглобинобразованию, вызывая на
рушение кислородтранспортной функции крови. Предполагают, что про
цесс метгемоглобинобразования, инициируемый нитритами, протекает 
по вырожденно-разветвленному цепному ион-радикальному механизму, 
где стадия зарождения цепи описывается уравнением 2.18, а стадия про
должения цепи уравнениями 2.19, 2.20 [145].

Хотя детальный механизм нитритного окисления гемоглобина до метге- 
моглобина полностью не выяснен, тем не менее, методами ингибиторно
го анализа установлено участие в этом процессе активных форм кисло
рода и азота [146, 147]. Выше было показано, что флавоноиды являются 
эффективными ловушками анион-радикала кислорода и NO2•-подобных 
радикалов. Учитывая этот факт, несомненный интерес представляет ис
следование способности флавоноидов защищать гемоглобин от метге- 
моглобинобразующего действия нитритов. На рис. 2.24 а представлены 
спектры поглощения лизатов, полученных из эритроцитов до и после их 
инкубации с нитритом натрия, без и в присутствии флавоноидов [148].

HbO2 + NO2 - + Н+ ^  HO2 + NO2 + Hb 

Hb + NO2 ^  NO2 - + MetHb

NO2 - + HO2 + Н+ ^  NO2 + H2O2 .

(2.18)

(2.19)

(2.20)
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Для видимой области электронного спектра поглощения оксигемоглоби- 
на характерны две Q-полосы в длинноволновой части спектра, имеющие 
при физиологических условиях среды максимумы при 541 и 577 нм. В 
спектре поглощения метгемоглобина Q-полосы существенно деформи
рованы, но появляется полоса поглощения при 620 -  630 нм [149, 150]. 
Как следует из рис. 2.24 а, спектр поглощения лизатов интактных эрит
роцитов (спектр 1) представляет собой типичный спектр поглощения ок- 
сигемоглобина, тогда как спектр поглощения лизатов эритроцитов, ин
кубированных 5 мин с нитритом натрия (спектр 2), свидетельствует о 
большом содержании в обработанных лизатах метгемоглобина.

Рис. 2.24. (а)-Спектры поглощения гемоглобина до (1) и после инкубации эритроци
тов с 17 мМ нитритом натрия (5 мин) без (2) и в присутствии 160 мкМ дигидроквер- 

цетина (3), рутина (4) и кверцетина (5); (б) Кинетика метгемоглобинобразования, 
инициируемого в лизатах эритроцитов 4,5 мМ NaNO2, без (1) и в присутствии флаво
ноидов (0,5 мкМ): таксифолин (2), рутин (3), эпикатехин (4), кемпферол (5), лютео-

лин (6 ), морин (7), кверцетин (8)

На основании полученных спектров рассчитаны исходная концентра
ция оксигемоглобина в среде инкубации (36,7 ± 0,7 мкМ) и концентрация 
метгемоглобина, образующегося через 5 мин инкубации суспензии эрит
роцитов с нитритом натрия (27,5 ± 1,2 мкМ). Флавоноиды дигидроквер- 
цетин (2.24 а, спектр 3), рутин (2.24 а, спектр 4) и кверцетин (2.24 а, 
спектр 5) в концентрации 160 мкМ ингибируют инициируемый нитритом 
натрия процесс образования metHb в эритроцитах. Чтобы выяснить, не
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является ли эффект флавоноидов на КаКСг-инициируемое образование 
метгемоглобина следствием прямого восстановления ими трехвалентно
го железа metHb, флавоноиды (160 мкМ) добавляли не перед, а после ин
кубации эритроцитов с нитритом натрия (10 мМ) и затем инкубировали 
60 мин (перед добавлением флавоноидов эритроциты гемолизировались). 
В момент добавления флавоноидов в среду инкубации гемолизат содер
жал 10,8 ± 1,8 мкМ метгемоглобина, и его содержание практически не 
изменилось после инкубации с флавоноидами. Таким образом, рутин, 
кверцетин и дигидрокверцетин не обладают метгемоглобинредуктазной 
активностью и влияют непосредственно на процесс NaNO2- 
инициируемого метгемоглобинобразования.

Для количественной оценки способности флавоноидов предотвращать 
NaNO2-инициируемое образование метгемоглобина можно использовать 
не интактные эритроциты, а их лизаты. В этом случае процесс метгемог- 
лобинобразования протекает при значительно более низких концентра
циях нитрита натрия (4,5 мМ). На рис. 2.24 б представлены кинетические 
кривые, характеризующие процесс образования metHb, инициируемого 
NaNO2 в лизатах эритроцитов, без и в присутствии флавоноидов. Зави
симость метгемоглобинобразования от времени инкубации представляет 
собой S-образную кривую (линия 1) с достаточно выраженным началь
ным периодом медленного окисления, продолжительностью около 
5 мин, и последующей автокаталитической стадией быстрого окисления, 
выходящей на плато через 20-25 мин. Все исследованные флавоноиды, 
уже в концентрациях меньших 1 мкМ, оказывают ингибирующее дейст
вие на NaNO2-инициируемый процесс метгемоглобинобразования в ли
затах эритроцитов (рис. 2.24 б, линии 2-8). Однако ингибирующее дейст
вие флавоноидов проявляется только в отношении автокаталитической 
стадии и даже при высоких концентрациях (20 мкМ) эти соединения не 
влияли на "медленное" окисление гемоглобина. Например, максималь
ный ингибирующий эффект кверцетина наблюдался уже при концентра
ции 0,5 мкм (рис. 2.24 б, линия 8) и дальнейшее повышение концентра
ции флавоноида на скорость метгемоглобинобразования не влияло. Что
бы количественно оценить эффективность флавоноидов на основании за
висимости доза-эффект, были определены концентрации флавоноидов, 
предотвращающие процесс metHb-образования на 50 % (I50), и производ
ные от них значения АОА (табл. 2.15). Как свидетельствуют данные таб
лицы 2.15, по эффективности ингибирования процесса NaNO2- 
инициируемого образования метгемоглобина в лизатах эритроцитов 
флавоноиды располагаются следующим образом: кверцетин > лютеолин 
= кемпферол > морин = эпикатехин > дигидрокверцетин = рутин.
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Таблица 2.15
Эффективность ингибирования (I50) флавоноидами NaNOi-инициируемого 

процесса метгемоглобинобразования в лизатах эритроцитов
Флавоноиды Значения I50, мкМ АОА, усл. ед.
Кверцетин 0 , 1 1 1 ,0
Рутин 0,80 0,138
Дигидрокверцетин 0,77 0,143
(-) Эпикатехин 0,40 0,275
Лютеолин 0,23 0,478
Морин 0,37 0,297
Кемпферол 0,23 0,478

По-видимому, больший вклад в антиметгемоглобинобразующее дей
ствие флавоноидов вносит реакция с NO^-подобными радикалами, а не 
анион-радикалом кислорода. Этот вывод вытекает из анализа ряда опуб
ликованных работ, авторы которых не выявили эффекта СОД на процес
сы нитрит-зависимого образования метгемоглобина, либо этот эффект 
заключался только в увеличении продолжительности лаг-периода реак
ции [146, 151]. Кроме того, как можно видеть из рис. 2.25, отсутствует 
корреляция между антиоксидантным действием флавоноидов в условиях 
нитритного окисления ферро-форм гемоглобина и образования метге- 
моглобина (АОА) и их антирадикальными свойствами по отношению к
о 2- .

1 г •
Рис. 2.25 Зависимость между антиокси- 

дантным действием флавоноидов в усло- 
R2 = 0,0023 виях № Ж )2-инициируемого образования 

метгемоглобина (АОА) и их антиради
кальными свойствами по отношению к

ОТ (к)

В целом, основываясь на дан
ных, изложенных в данном разделе, 
можно сделать вывод, что флаво- 
ноиды способны влиять на процес
сы метгемоглобинобразования, пе
рехватывая Ы02'-подобные радика

лы и анион-радикал кислорода, ингибируя, вследствие этого, реакции 
2.19 и 2.20 стадии продолжения цепи.
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2.4.2.3 Защитное действие флавоноидов в условиях клеточного окис
лительного стресса

Окислительный стресс в отдельных клетках и организме в целом ха
рактеризуется преобладанием продукции АФК и других биорадикалов 
над их утилизацией различными антирадикальными системами. Извест
но, что умеренный окислительный стресс может стимулировать проли
ферацию клеток или, напротив, запустить реализацию программы гибели 
клетки -  апоптоз. Сильный окислительный стресс ведет к повреждению 
цитоскелета и хромосомного аппарата и в итоге -  гибели клеток и некро
зу ткани. Десятки заболеваний, включая сердечно-сосудистые, СПИД, 
рак, диабет, ревматоидный артрит, эпилепсию, катаракты и многие дру
гие сопровождаются развитием окислительного стресса. И хотя во мно
гих случаях окислительный стресс является не причиной, а одним из 
симптомов заболевания, имеются убедительные свидетельства эффек
тивного профилактического и терапевтического применения природных 
антиоксидантов, в том числе флавоноидов (кверцетин, рутин, катехины 
зеленого чая) [9, 152, 153].

Одним из примеров, когда клеточный окислительный стресс играет 
ключевую роль в развитии патогенетических процессов, является гипер
продукция АФК фагоцитирующими клетками при их взаимодействии с 
так называемыми фиброгенными минеральными волокнами, в первую 
очередь -  волокнами асбеста. Для нейтрофилов, макрофагов и других 
фагоцитирующих клеток генерация активных форм кислорода и иниции
рование свободнорадикальных процессов является нормальной физиоло
гической реакцией, сопровождающей фагоцитоз различных инфекцион
ных агентов. Анион-радикал кислорода и другие АФК продуцируются в 
результате так называемого дыхательного взрыва НАДФН-оксидазным 
комплексом, локализованным на внешней стороне плазматической мем
браны фагоцитирующих клеток. Кроме продукции АФК, дыхательный 
взрыв характеризуется возрастанием потребления фагоцитирующими 
клетками кислорода, усилением в них катаболизма глюкозы и образова
ния НАДФН через гексозомонофосфатный шунт. При этом практически 
весь потребляемый кислород расходуется на образование АФК. Сигна
лом к инициированию дыхательного взрыва является контакт фагоцита с 
тем или иным инфекционным агентом или даже нейтральным стимулом, 
например частицами латекса, и последующая активация НАДФН- 
оксидазного комплекса протеинкиназой С (рис. 2.26).

Образующиеся АФК, которые наиболее часто определяют с помощью 
люцегенин-усиленной хемилюминесценции (рис. 2.27), прямо или опо
средовано через катализируемые миелопероксидазой реакции (см. урав
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нения 2.8-2.10) осуществляют бактерицидные функции в отношении раз
личных инфекционных агентов. Важное значение АФК, продуцируемых 
НАДФН-оксидазой для защиты организма от проникающих бактерий, 
подтверждается тем, что при мутациях, ведущих к инактивации этого 
ферментного комплекса, возникает хронический септический гранулома- 
тоз [5]. В этом случае фагоцитированные микроорганизмы остаются жи
выми, что приводит к повторным хроническим инфекциям и чревато 
сепсисом.

Рис. 2.26. Механизм генерация активных форм кислорода (АФК) фагоцитами в при
сутствии волокон асбеста

Рис. 2.27. Интенсивность люцегенин -усиленной хемилюминесценции перитонеаль
ных макрофагов индуцированная волокнами хризотила Клетки 2Д06/мл инкубировались с 
2 мг/мл асбеста без (1) и в присутствии 10 мкМ (2) и 2 мкМ кверцетина (3), 40 мкМ (4) и 15 мкМ рути

на (5).
В норме, после того как инфекционный агент погибает, дыхательный 

взрыв завершается, при этом повреждающий эффект АФК в отношении 
самих фагоцитирующих клеток и прилегающих к очагу инфекции тканей 
минимален. Совершенно другая ситуация складывается в случае фагоци- 
рования нейтрофилами или альвеолярными макрофагами минеральных 
волокон. Если для патогенных микроорганизмов АФК губительны, то 
минеральные волокна при воздействии АФК остаются неизменными и 
продолжают стимулировать активность фагоцитов (гиперпродукция 
АФК), что приводит к окислительному повреждению, а затем гибели са
мих фагоцитов, возникновению структурно-функциональных нарушений 
[154, 155] и мутагенных эффектов [156] в других клетках и близлежащих
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тканях. Цитотоксическое действие АФК в отношении собственных кле
ток существенно усиливается благодаря некоторым физико-химическим 
особенностям минеральных волокон. Токсичность асбеста, в частности 
хризотила и крокидолита, зависит от его физических характеристик -  
растворимости, площади поверхности, заряда, геометрии частиц. Напри
мер, неволокнистые частицы представляют значительно меньшую опас
ность как в отношении фиброзогенного, так и канцерогенного действия в 
легких, чем химически аналогичные волокна -  частицы, имеющие соот
ношение длины и диаметра более чем 3:1 [157]. Однако особенно важ
ную роль в реализации цитотоксического действия волокон асбеста иг
рают ионы переходных металлов, в первую очередь железа, входящие в 
состав минералов. Содержание железа в волокнах крокидолита (амфибо
лы) может составлять 26-36 %, а в волокнах хризотила (серпентины) -  2

6%  [158].
Рис.2.28. Механизм гемолитического 
действия волокон асбеста (а) и сайт- 

специфичный эффект молекул потен
циального антиоксиданта (АН) (б)

Значительная часть ионов же
леза, входящего в состав асбе
стов, редокс-активна и способна 
катализировать на поверхности 
волокон железокатализируемую 
реакцию Хабера-Вейса (см.
уравнение 1.14-1.16), в результа
те которой образуется агрессив
ный гидроксильный радикал 
[158, 159]. Более того, ионы же
леза способны катализировать на 
поверхности минеральных воло

кон реакции одноэлектронного восстановления кислорода и образования 
супероксида, который затем вовлекаются в реакцию Хабера-Вейса [158], 
что приводит при инкубации с асбестом к повреждению клеток, лишен
ных способности к фагоцитозу и дыхательному взрыву, в частности -  к 
гемолизу эритроцитов. Благодаря тому, что гидроксильный радикал и 
другие цитотоксичные агенты, образующиеся на поверхности асбеста, 
химически чрезвычайно активны, повреждение клетки мишени происхо
дит только непосредственно в зоне активации молекулярного кислорода, 
т.е. имеет место так называемый сайт-специфический эффект (рис. 
2.28 а). Очевидно, что для того, чтобы фармакологический агент мог эф
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фективно защищать клетки, недостаточно только высокой антирадикаль- 
ной активности, то есть способности перехватывать радикалы, он также 
должен обладать сайт-специфичными свойствами. Сайт-специфическое 
связывание может быть обусловлено формированием комплекса антира- 
дикального агента с ионами металлов на поверхности волокна асбеста, в 
частности, с ионами железа (рис. 2.28 б).

Асбест-индуцированный окислительный стресс в фагоцитирующих и 
нефагоцитирующих клетках in vitro является удобной моделью для ис
следования взаимосвязи между антирадикальной и цитопротекторной 
активностью различных соединений. В качестве модельных объектов 
удобно использовать перитониальные макрофаги. Процедура выделения 
этих клеток достаточно простая и не требует использования дорогостоя
щих реактивов. Количество клеток, получаемых от одного животного 
(25-30 млн.), достаточно для исследования цитопротекторного действия 
различных агентов с помощью как микроскопических, так и биохимиче
ских (по выходу цитоплазматического фермента лактатдегидрогеназы) 
методов. По своей морфо-функциональной характеристике перитонеаль
ные макрофаги практически не отличаются от альвеолярных макрофагов. 
Оба типа клеток дифференцировались от моноцитов, относящихся к аг- 
ранулоцитам, и относятся к свободным макрофагам [160, 161]. Инкуба
ция перитонеальных макрофагов с волокнами хризотил-асбеста приводит 
к резкому увеличению продукции анион-радикала кислорода, оценивае
мому с помощью люцегенин-усиленной хемилюминесценции (см. 
рис.2.27). Продукция АФК ведет к быстрому расходованию эндогенных 
антиоксидантов (GSH), инициированию ПОЛ и образованию ТБК- 
активных продуктов (ТБКАП) в клеточных мембранах, что приводит к 
их повреждению и выходу цитоплазматических ферментов, а затем -  и к 
лизису клеток (табл. 2.16).

Таблица 2.16
Цитотоксические последствия инкубации перитонеальных макрофагов крыс с 

волоконами хризотил-асбеста в течение 20 мин при 37 °Са
Условия Выход ЛДГ, % Количество GSH, ТБКАП
эксперимента клеток, млн./мл мкМ нмоль/мл

Контроль 19 ± 4 7,5 ± 0,6 7,3 ± 2,0 0

+ асбест, 3 мг/мл 86 ± 1 2 * 1 ,0  ± 0 ,2 * 3,1 ± 1,5* 0.77 ± 0.05*
* - значения достоверны (Р < 0,01) по отношению к контролю. 
а - данные из работы [162].
О ключевой роли анион-радикала кислорода в повреждении фагоци

тирующих клеток асбестом свидетельствуют результаты ингибиторного 
анализа с использованием ряда близких по структуре, но различающихся 
по эффективности антирадикального действия в отношении О2 ", флаво-
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ноидов: рутина, дигидрокверцетина, кверцетина, эпикатехин-галлата 
(ЭКГ) и эпигаллокатехин-галлата (ЭГКГ).

В этих экспериментах оценивалась способность данных флавоноидов 
защищищать фагоцитирующие клетки от асбест-индуцированного по
вреждения. Количественно эффективность цитопротекторного действия 
(ЭЦД) может быть охарактеризована величиной I50, численно равной 
концентрации флавоноидов, при которой количество поврежденных кле
ток снижается на 50 %. Однако более удобно ЭЦД оценивать в относи
тельных единицах. В этом случае ЭЦД наиболее эффективного цитопро- 
текторного агента -  эпигаллокатехин-галлата принимали за единицу, а 
ЭЦД других соединений рассчитывали по формуле:
ЭЦДфл = 1 (I50 ЭГКГ/ I50 Фл)

Значения I50 и ЭЦД для исследованных соединений приведены в 
табл. 2.17. Из приведенных в таблице значений следует, что эффектив
ность цитопротекторного действия исследованных флавоноидов возрас
тает в ряду рутин < дигидрокверцетин < кверцетин < ЭКГ < ЭГКГ, при 
этом катехины ЭГКГ и ЭКГ защищают клетки от лизиса более чем в 20 
раз эффективнее, чем рутин.

Таблица 2.17
Значения I50 и эффективность цитопротекторного действия флавоноидов при 

асбест-индуцированном повреждении перитонеальных макрофагов
Флавоноид I50, мкМ ЭЦД*, усл. ед.

Рутин 275 0,036
Дигидрокверцетин 150 0,067
Кверцетин 39 0,26
Эпикатехин галлат 1 2 0,80
Эпигаллокатехин галлат 10 1 ,0 0

- ЭЦД наиболее эффективного цитопротекторного агента ЭГКГ принимали за едини
цу, а ЭЦД других соединений рассчитывали по формуле: ЭЦДфл = Г(!50ЭгКг/ !50Фл)

Сравнение величин ЭЦД и значений констант скорости реакции фла- 
воноидов с анион-радикалом кислорода методом корреляционного ана
лиза позволяет сделать вывод о наличии прямой зависимости между эф
фективностью цитопротекторного действия флавоноидов в условиях раз
вития окислительного стресса in vitro и их антирадикальной активностью 
по отношению к О2̂ " (рис. 2.29 а). Значительно хуже корреляция у иссле
дованных флавоноидов между величинами ЭЦД и тролоксовым эквива
лентом (рис. 2.29 б).
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Рис. 2.29. Зависимость между эффективностью цитопротекторного действия флаво
ноидов и их антирадикальными свойствами по отношению к О2 " (k) (а) и ABTS +

(ТЕАК) (б)

Выше было показано, что окисление анион-радикалом кислорода фла
вонолов, в частности кверцетина и рутина, сопровождается характерны
ми изменениями в их спектрах. Аналогичные изменения были зарегист
рированы в спектрах кверцетина (рис. 2.30 а) и рутина (рис. 2.30 б) в 
присутствии активированных асбестом перитонеальных макрофагов. 
При добавлении в среду инкубации фермента СОД (100 мкг/мл), катали
зирующего реакцию дисмутации О2 ", практически полностью ингибиро
валось окисление рутина, а окисление кверцетина -  на 50 %.

Рис. 2.30. Типичное изменение спектра поглощения при окислении кверцетина (а) и 
рутина (б) в системе, содержащей перитонеальные макрофаги и асбест

Перитонеальные макрофаги (2 • 106 клеток/мл) инкубировали при 37 °С в изотоническом фосфатном 
буфере, рН 7,3, содержащем хризотил асбест (2 мг/мл), 60 мкМ кверцетина или рутина. Пробы цен
трифугировали и регистрировали спектр поглощения супернатанта, разбавленного в 2,5 раза. 1 - ис
ходные спектры флавоноидов; 2 - спектры флавоноидов после 20 мин инкубации; 3 - спектры флаво
ноидов после 20 мин инкубации в присутствии 100 мкг/мл СОД.
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Приведенные в этом разделе экспериментальные данные подтвер
ждают ключевую роль анион-радикала кислорода в механизме повреж
дения и гибели фагоцитирующих клеток волокнами асбеста и доказыва
ют, что флавоноиды способны перехватывать анион-радикал кислорода, 
образующийся в процессе асбест-индуцированного дыхательного взрыва 
в перитонеальных макрофагах. Следствием антирадикального действия 
флавоноидов является ингибирование реакции Фентона и других процес
сов с участием О2 ", а на клеточном уровне -  выраженный цитопротек- 
торный эффект в отношении фагоцитирующих клеток. Ранее было пока
зано, что флавоноиды ингибируют мутагенное действие минеральных 
волокон в лимфоцитах in vitro [156]. По-видимому, антимутагенное дей
ствие флавоноидов также обусловлено их антирадикальными свойства
ми.

2.4.3 Прооксидантное действие флавоноидов
Флавоноиды не являются однородной группой соединений со сход

ными химическими свойствами, некоторые из них при определенных ус
ловиях могут окисляться молекулярным кислородом. Например, кверце- 
тин и кемпферол легко окисляются в 0,02 М  фосфатном буфере, значе
ние рН которого доведено до 10 путем добавления тетраметилэтилен- 
диамина (ТМЭДА) (см. рис. 2.6 г), тогда как рутин, лютеолин, морин и 
дигидрокверцетин в этих условиях не аутооксидабельны. Поскольку в 
силу спиновых ограничений триплетная молекула кислорода не может 
непосредственно взаимодействовать с флавоноидами, можно предполо
жить, что молекулярный механизм реакции аутоокисления кверцетина и 
кемпферола включает стадию образования АФК. С целью определения 
активных форм кислорода, участвующих в процессе автоокисления 
кверцетина в присутствии ТМЭДА, в среду инкубации добавляли: СОД -  
фермент, катализирующий реакцию дисмутации анион-радикала кисло
рода; азид натрия, используемый как ловушка синглетного кислорода; и 
каталазу -  фермент, разлагающий пероксид водорода и предотвращаю
щий образование гидроксильного радикала в реакции Фентона.

Оказалось (табл. 2.18), что реакция аутоокисления кверцетина тормо
зится супероксиддисмутазой на 30 % уже при концентрации СОД 0,7 
нг/мл и с увеличением концентрации ингибирующее действие этого 
фермента монотонно возрастает. При содержании СОД 170 нг/мл ауто
окисление кверцетина ингибируется более чем на 90 %. Азид натрия и 
каталаза не оказывают влияния на процесс аутоокисления кверцетина 
(табл. 2.19).
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Таблица 2.18
Влияние некоторых перехватчиков АФК на реакцию аутоокисления

кверцетина (14 мМ)
Добавляемый агент Количество окисленного кверцетина*, %

контроль 10 0

Азид натрия 6 мМ 10 0

60 мМ 10 0

Каталаза 0 ,2  мкг/мл0 10 0

2 ,0  мкг/мл 10 0

2 0 ,0  мкг/мл 10 0

СОД 0,7 нг/мл 70
1,7 нг/мл 51
3,4 нг/мл 2 0

17,0 нг/мл 8

170,0 нг/мл 6

* - аутоокисление кверцетина проводили при комнатной температуре в 0,175 М фосфатном буфере, рН 
7,8, содержащем 0,07 мМ ЭДТА, 0,7 мМ ТМЭДА в конечном объеме 3,5 мл; время окисления 20 мин; 
В таблице представлены средние значения трех экспериментов, различия значений не превышали ± 
5% [163];

Эти результаты свидетельствуют, что процесс аутоокисления кверце
тина в присутствии ТМЭДА включает стадию образования анион- 
радикала кислорода (2.21) и, по-видимому, обусловлен цепным свобод
норадикальным окислением (чередование свободнорадикальных реак
ций 2.22 и 2.23) аналогично тому, как это имеет место при окислении 
гидрохинонов и катехоламинов [164, 165]:

RH2 + О2 ^  RH + О2-  + H+ (2.21)
RH2 + О Г  + H+ ^  R H  + Н2О2 (2.22)

R H  + О2 ^  R  + О Г  + H+ (2.23)
Высокая чувствительность реакций 2.21-2.23 к действию СОД была 

использована для создания простого и удобного спектрофотометриче
ского метода определения активности этого фермента, основанного на 
определении скорости аутоокисления кверцетина, без и в присутствии 
СОД [20, 166].

Образующийся при автоокислении кверцетина анион-радикал кисло
рода не только способен в качестве интермедиата участвовать в свобод
норадикальном окислении молекулы флавоноида, но может взаимодей
ствовать и с другими субстратами. Об этом свидетельствует восстанов-
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ление п-нитротетразолия хлористого (ПНТХ) при совместной инкубации 
ПНТХ и кверцетина (табл. 2.19).

Таблица 2.19
Восстановление п-нитротетразолия хлористого (0,5 мМ) при аутоокислении 

кверцетина (14 мМ) при различных экспериментальных условиях*
Добавляемые реагенты ДД5 15 /10  мин

ПНТХ
Кверцетин
ПНТХ + Кверцетин
ПНТХ + Кверцетин + СОД (170 нг/мл)

ПНТХ + Кверцетин (частично анаэробные условия)

0,009 ± 0,002 
0 ,0 0 0  

0,080 ± 0,005 
0,008 ± 0 ,0 0 2  

0,046 ± 0,005
* - эксперименты проводили при комнатной температуре в 0,175 М фосфатном буфере, рН 7,8, 

содержащем 0,07 мМ ЭДТА, 0,7 мМ ТМЭДА. Время инкубации 10 мин [20, 163]
ПНТХ часто используется в качестве индикатора образования анион- 

радикала кислорода [95, 167-170], поскольку продукт его восстановления 
-  диформазан -  имеет максимум поглощения при 515 нм и может легко 
быть определен спектрофотометрически. Образование диформазана при 
совместной инкубации ПНТХ и кверцетина не может быть обусловлено 
прямым восстановлением ПНТХ флавоноидом, поскольку эта реакция 
протекает значительно менее эффективно после удаления кислорода из 
среды инкубации в результате 5-минутного барбатирования азотом и 
полностью ингибируется судпероксиддисмутазой (табл. 2.19).

Представляет интерес и исследование способности флавоноидов ини
циировать процессы образования метгемоглобина в эритроцитах [148]. 
Полученные в этой работе результаты свидетельствуют, что из всех ис
следованных флавоноидов: рутина, кверцетина, дигидрокверцетина и 
эпикатехин-галлата, -  только кверцетин инициирует процесс метгемог- 
лобинобразования (табл. 2.20). Установлено, что при концентрации 
кверцетина 40 мкМ через 3 часа инкубации окисляется 5,5 % гемоглоби
на эритроцитов. С увеличением концентрации флавоноида количество 
образующегося метгемоглобина увеличивается, и при концентрации 
кверцетина 320 мкМ за 3 часа окисляется 42,2 % гемоглобина.

По-видимому, инициирование образования метгемоглобина, как и 
другие рассмотренные в этом разделе проявления прооксидантного дей
ствия кверцетина, связано с наличием подвижного атома водорода в по
ложении 3 хромонового фрагмента. Следует обратить внимание на тот 
факт, что в отношении процессов метгемоглобинобразования антиокси- 
дантные свойства кверцетина проявляются при значительно более низ
ких концентрациях, чем его прооксидантное действие.
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Таблица 2.20
Концентрация метгемоглобина, образующегося при инкубации суспензии

эритроцитов с кверцетином *
Кверцетин, мкМ Концентрация метгемоглобина, мкМ

60 мин 120 мин 180 мин
40 0,9 ± 0,9 1,2 ± 1,3 2,0 ± 1,4
80 2,0 ± 1,3 2,7 ± 1,4 3,5 ± 1,5
160 5,1 ± 0,5 6,3 ± 0,6 8,4 ± 0,5
320 9,7 ± 0,4 14,7 ± 0,2 15,5 ± 0,6

* - исходная концентрация оксигемоглобина в среде инкубации 36,7 ± 0,7 мкМ
Прооксидантное действие в липосомальной и водной системе выявле

но у эпигаллокатехина. Показано, что его окисление пероксильными ра
дикалами ведет к образованию хинон-подобного интермедиата, который 
при дальнейшем окислении кислородом может продуцировать анион- 
радикал кислорода [171].

Ауто- и радикальное окисление, ведущее к образованию анион- 
радикала кислорода, который способен вовлекаться в различные свобод
норадикальные процессы, например реакцию Хабера-Веса, может быть 
потенциальной причиной цито- и генотоксичности флавоноидов. В связи 
с этим представляет интерес тот факт, что в экспериментах in vitro с ис
пользованием бактерий, плазмид и бактериофагов мутагенное действие 
выявлено у кверцетина, тогда как у его неаутооксидабельного гликозида 
рутина мутагенное действие отсутствовало [172, 173].

Ряд флавоноидов, а именно соединения, имеющие катехольную груп
пу и дополнительный гидроксил в кольце В (эпигаллокатехин-галлат) 
или в кольце А (кверцетагетин), обладают прооксидантым действием в 
присутствии NO, вызывая повреждения плазмидной ДНК in vitro. При 
этом, по отдельности ни NO, ни флавоноиды не вызывали существенных 
повреждений [174].

Благодаря наличию прооксидантных свойств, некоторые флавоноиды 
и промежуточные продукты их окисления являются потенциальными 
проатерогенными агентами. Например, при исследовании влияния фла- 
воноидов на процессы перекисного окисления липопротеидов низкой 
плотности, инициируемые миелопероксидазой в присутствии нитрит- 
ионов и Н2О2-генерирующей системы (см. раздел "Антиоксидантное дейст
вие флавоноидов при окислении липопротеидов низкой плотности миелоперок- 
сидазой"), установлено, что добавление в среду инкубации кемпферола 
оказывает антиоксидантный эффект, заключающийся в увеличении лаг- 
периода реакции, однако скорость последующего ПОЛ, оцениваемая по 
количеству образующихся диеновых коньюгатов (поглощение при 234
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нм) в присутствии кемпферола, была значительно больше, чем в контро
ле (рис. 2.31).

Анализ и сравнение временной кинетики перекисного окисления ли
пидов ЛПНП и окисления кемпферола (рис 2.32) свидетельствуют, что 
продолжительность лаг-периода ПОЛ в присутствии флавоноида совпа
дает со временем его полного окисления до промежуточного продукта, 
имеющего характерный хромофор с максимумом поглощения при 325 
нм. В последующем, присутствие промежуточного продукта в среде ин
кубации приводит к значительному увеличению скорости ПОЛ в стадии 
развития окисления по сравнению с контролем, при этом интермедиат- 
прооксидант подвергается дальнейшему окислению, о чем свидетельст
вует разрушение хромофора с максимумом поглощения при 325 нм.

О 20 40 60 80

Время, мин
Рис. 2.31 Эффект кемпферола на временную кинетику МПО-зависимого окисления

липидов ЛПНП
1. -  Инкубация ЛПНП в полной системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + 

нитрит-ионы (50 мкМ) (контроль); 2 -  окисление ЛПНП в полной системе +
5 мкМ кемпферол; 3 -  окисление ЛПНП в полной системе + 10 мкМ кемпфе- 

рол; 4 -  окисление ЛПНП в полной системе + 20 мкМ кемпферол.

Таким образом, можно заключить, что сам кемпферол обладает анти- 
оксидантным действием и ингибирует процессы ПОЛ в ЛПНП, однако 
образующиеся в результате радикального окисления флавоноида проме
жуточные продукты являются прооксидантами, действие которых сум
мируется с действием К 0 2 -подобных радикалов и других инициаторов 
свободнорадикальных реакций, усиливая процессы перекисного окисле
ния липидов.
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Прооксидантное действие флавоноидов, содержащих в кольце В кате- 
хольную группу и 2,3 двойную связь, может потенцироваться при взаи
модействии с аскорбиновой кислотой. Это обусловлено тем, что данные 
флавоноиды имеют более высокий редокс-потенциал, чем аскорбиновая 
кислота, и способны окислять ее в аскорбил-радикал. В свою очередь, 
дальнейшее окисление аскорбил-радикала молекулярным кислородом 
ведет к образованию АФК [17]. Дигидрокверцетин, не имеющий двойной 
связи в положении 2,3, напротив, имеет более низкий ОП и способен 
восстанавливать аскорбил-радикал, выполняя так называемую аскорбат- 
защитную функцию, которая была постулирована еще Сент-Дьерди [17].

Время, мин
Рис. 2.32 Кинетика образования диеновых коньюгатов в ЛПНП (1,2), расходования 

кемпферола (3) и образования промежуточного продукта его окисления (4) 
ЛПНП инкубировали в полной системе МПО + (глюкоза+глюкозооксидаза) + нитрит-ионы (50 мкМ) 
без (1) и в присутствии 10 мкМ кемпферола (2, 3, 4). О накоплении диеновых коньюгатов судили по 

возрастанию поглощения при 234 нм, о расходовании кемпферола - по исчезновению полосы 1 с мак
симумом поглощения при 372 нм, концентрацию промежуточного продукта окисления кемпферола

оценивали по поглощению при 325 нм.

2.4.4 Влияние ионов металлов на биологическую активность при
родных флавоноидов

Флавоноиды, в отличие от фенольных антиоксидантов (токоферолов), 
кроме прямого антирадикального действия способны связывать ионы 
металлов с переменной валентностью (переходные металлы), образуя 
стабильные хелатные комплексы (см. рис. 2.11). Известно, что образова
ние такого рода комплексов флавоноидов с ионами переходных металлов 
приводит к ингибированию свободнорадикальных процессов [27, 175].
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Благодаря хелатирующим свойствам поступающие с пищей в организм 
флавоноиды способны влиять на ионный (металлов) баланс и окисли
тельный статус клеток и тканей. Взаимодействие кверцетина и кемпфе- 
рола с ионами меди и других переходных металлов сопровождается 
окислением флавоноидов, тогда как рутин и лютеолин в составе метал- 
локомплексов не подвергаются окислению [15]. Тем не менее в составе 
комплексов изменяется молекулярная структура и биологическая актив
ность, по-видимому, у всех флавоноидов [29, 30, 175-178]. Например, 
комплексы ионов переходных металлов с дигидрокверцетином, рутином, 
лютеолином и эпикатехином оказались более эффективными, а комплек
сы эпигаллокатехин-галлата с ионами двух- и трехвалентного железа -  
менее эффективными антирадикальными агентами, чем исходные лиган
ды. Об этом свидетельствуют результаты исследования эффективности 
ингибирования флавоноидами и их металлокомплексами реакции вос
становления ПНТХ анион-радикалом кислорода, генерируемым в ри- 
бофлавин-содержащей фотосистеме (табл. 2.21).

Таблица 2.21
Эффективность ингибирования (I50) некоторыми флавоноидами и их 

металлокомплексами реакции супероксид-зависимого восстановления ПНТХ в
рибофлавинсодержащей фотосистеме

Флавоноид I50, мкМ

Свободный лиганд Металл в комплексе
Cu2+ Fe2+ Fe3+

Рутин 9,0 0,50 2,7 2,5
Дигидрокверцетин 1,9 0,48 0 ,6 0,55
Лютеолин 14,2 0,80 2,5 2,5
Эпикатехин 1,9 0,40 0,3 0,3
Эпигаллокатехин галлат 1 ,0 0 ,2 0 3,3 4,2
ЭДТА не ингибирует 3,5 6,5 6,7
- Лиганд - 0 ,2 2 >> 1 0 ,0 >> 1 0 ,0

Наиболее эффективными ловушками анион-радикалом кислорода яв
ляются медные комплексы флавоноидов. Однако следует отметить, что 
свободные ионы двухвалентной меди также эффективно ингибируют 
восстановление ПНТХ в диформазан в рибофлавин-содержащей фото
системе (I50 =0,22 мкМ). Высокая антирадикальная активность ионов ме
ди по отношению к анион-радикалу кислорода широко известна [5], но 
следует иметь в виду, что в биологических системах ионы меди связы
ваются с альбумином, другими белками, различными низкомолекуляр
ными хелаторами и в свободном состоянии практически не находятся. 
Супероксиддисмутазная активность комплексов ионов меди с белками, 
трилоном Б (ЭДТА), пеницилламином и большинством других низкомо

146



лекулярных лигандов значительно меньше, чем у свободных ионов, или 
отсутствует вообще [5]. Например, концентрация 50 %-ого ингибирова
ния (I50) супероксид-зависимого восстановления ПНТХ в рибофлавин-2+
содержащей фотосистеме для комплекса Cu -ЭДТА равна 3,5 мкМ, что 
значительно больше, чем I50 у металлокомплексов флавоноидов, и в 17 
больше, чем I50 свободных ионов двухвалентной меди. Комплекс двухва
лентной меди с альбумином (в концентрации по меди 4 мкМ) ингибиро
вал восстановление ПНТХ всего на 15,6±9,6 %. Вместе с тем, известно, 
что медные комплексы ряда аминокислот (лизин, гистидин, тирозин) об
ладают высокой супероксиддисмутазной активностью [5]. Однако нельзя 
исключить, что высокая антирадикальная активность медных комплек
сов, в том числе комплексов с флавоноидами по отношению к анион- 
радикалу кислорода, обусловлена частичным высвобождением ионов 
меди из комплексов и присутствием в среде пула свободных ионов Cu2+. 
Совершенно другая ситуация имеет место в случае комплексов флаво- 
ноидов с ионами двух- и трех-валентного железа. Поскольку свободные 
ионы Fe2+ и Fe3+ не обладают заметной антирадикальной активностью и 
не влияют на супероксид-зависимое восстановление ПНТХ в рибофла- 
вин-содержащей фотосистеме даже в концентрации 10 мкМ, можно за
ключить, что высокая антирадикальная активность присуща именно же- 
лезокомплексам флавоноидов. При этом комплексы рутина и дигидрок- 
верцетина были более чем в три, а комплексы эпикатехина и лютеолина 
-  примерно в шесть раз эффективнее в отношении ингибирования реак
ции восстановления ПНТХ, чем соответствующие лиганды (табл. 2.21). 
В разделе 2.4.2.1 "Антирадикальная активность флавоноидов в физико
химических системах" было показано, что взаимодействие рутина, люте- 
олина и эпикатехина с анион-радикалом кислорода, генерируемым в ри- 
бофлавин-содержащей фотосистеме, ведет к их окислению, скорость ко
торого можно оценить спектрофотометрически. При исследовании спек
тральных изменений, обусловленных окислением анион-радикалом ки
слорода свободных и связанных с ионами металлов молекул данных 
флавоноидов, оказалось, что скорость окисления металлокомплексов 
значительно меньше, чем свободных лигандов (табл. 2.22, рис. 2.33).
Наибольшее влияние на скорость окисления рутина и лютеолина было

2+выявлено у ионов Си . При инкубации в течение 10 минут рутин в при
сутствии эквимолярного количества ионов меди практически не окис
лялся. При этом рутин в присутствии эквимолярного количества ионов 
меди перехватывал АФК в 18 раз эффективнее, чем свободный рутин. 
Скорость окисления рутина, связанного с ионами Fe2+, была в 1,8, а ио
нами Fe3+- в 1,7 раза меньше, чем скорость окисления свободного лиган
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да. В то же время эффективность антирадикального действия рутина в 
результате связывания с ионами железа (II) увеличивалась в 3,3, а при 
связывании с ионами железа (III) -  в 3,6 раза (см. подразд. 3.2.2). Прак
тически аналогичные результаты получены при окислении лютеолина и 
его металлокомплексов. В случае эпикатехина наименьшая скорость 
окисления была у его комплексов с ионами железа и несколько больше 
была скорость окисления комплекса эпикатехина с ионами меди (см. 
табл. 2.22)

О 10 20 30 40 о 10 20  3 0  40

Время, мин Время, мин

Рис. 2.33 Кинетика окисления свободных лигандов и металлокомплексов рутина (а) и 
лютеолина (б) в рибофлавин-содержащей фотосистеме

Таблица 2.22
Скорость окисления некоторых флавоноидов (Co=10 мкМ) и их 

металлокомплексов в рибофлавин-содержащей фотосистеме
Флавоноид v, мкмоль/л за 20 мин

Свободный Металл в комплексе
лиганд Cu2+ Fe2+ Fe3+

Рутин 4,11 ± 0,56 0,64 ± 0,95 2,28 ± 0,24 2,47 ± 0,48
Лютеолин 4,64 ± 0,47 0,62 ± 0,30* 2,45 ± 0,22* 2 ,0 2  ± 0 , 1 0 *
Эпикатехин 2,81 ± 0,08 2,13 ± 0,09 1,43 ± 0,09 1,85 ± 0,45

* Р < 0.01 по отношению к v окисления свободного лиганда

Таким образом, металлокомплексы ряда флавоноидов являются зна
чительно более эффективными перехватчиками анион-радикала кисло
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рода, чем исходные комплексоны. При этом лиганды в составе комплек
са окисляются О2 " значительно медленнее, чем свободные лиганды.

Эти результаты можно объяснить, допустив, что ион металла в ком
плексе с флавоноидом действует как супероксиддисмутирующий катали
тический центр, принимая и отдавая электроны в реакции с анион- 
радикалом кислорода в соответствии с уравнением 2.24 и 2.25.

Считают, что такой механизм обуславливает супероксиддисмутазную 
активность комплексов металлов с аминокислотами и некоторыми дру
гими лигандами [179]. Возможно, что ингибирование реакции восста
новления ПНТХ в диформазан в рибофлавин-содержащей фотосистеме 
металлокомплексами ЭДТА (см. табл. 2.21) также обусловлено их супер- 
оксиддисмутазной активностью. Однако есть данные, позволяющие сде
лать противоположный вывод: об отсутствии у металлокомплексов ЭД- 
ТА СОД-активности, -  поскольку показано, что ингибирование реакции 
образования моно- и диформазана может быть обусловлено прямым 
взаимодействием таких комплексов с продуктом одноэлектронного вос
становления ПНТХ -  тетразоинильным радикалом (ПНТХ+) в соответст
вии с уравнением 2.26 и 2.27 [180].

Нельзя исключить, что ионы металлов в составе комплексов с флаво- 
ноидами способны также вовлекаться в реакцию 2.27, благодаря чему 
может ингибироваться восстановление ПНТХ. Однако тот факт, что хе- 
латирование ионов металлов флавоноидами не только повышает эффек
тивность ингибирования реакции восстановления ПНТХ, но и приводит 
к ингибированию реакции супероксидзависимого окисления лиганда, да
ет основание заключить, что определяющая роль в обоих случаях при
надлежит супероксиддисмутазной активности.

В разделе 2.4.2.3 "Защитное действие флавоноидов в условиях кле
точного окислительного стресса" было показано, что флавоноиды явля
ются хорошими цитопротекторными агентами в условиях асбест- 
индуцированного повреждения фагоцитирующих и нефагоцитирующих 
клеток. Ряд экспериментальных данных свидетельствует, что защитный 
эффект флавоноидов обусловлен их способностью перехватывать АФК 
и, в первую очередь, анион-радикал кислорода. Принимая во внимание 
высокую супероксиддисмутирующую активность металлокомплексов

Ме(п+1)+ + О2̂  ^  Меп+ + О2 

Меп++ О2-  + 2H+ ^  Ме(п+1)+ + Н2О2

(2.24)

(2.25)

О2" + ПНТХ2+(ПНТХ) ^  О2 + ПНТХ+
ПНТХ+ + Меп+1-ЭДТА ^  ПНТХ2+ + Меп-ЭДТА

(2.26)
(2.27)
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флавоноидов, можно было предположить, что эти низкомолекулярные 
аналоги СОД будут обладать и эффективным цитопротекторным дейст
вием в условиях клеточного окислительного стресса. Защитный эффект 
металлокомплексов флавоноидов был изучен при окислительном повре
ждении фагоцитирующих и нефагоцитирующих клеток in vitro. Установ
лено, что металлокомплексы рутина и дигидрокверцетина значительно 
лучше, чем свободные лиганды, защищают от повреждения хризотил- 
асбестом перитонеальные макрофаги, нейтрофилы и, особенно, эритро
циты (табл. 2.23).

Высокая эффективность цитопротекторного действия металлоком- 
плексов флавоноидов в условиях экспериментального окислительного 
стресса обусловлена не только их антирадикальными свойствами, но и 
более высокой (в три раза) способностью сорбироваться на поверхности 
волокон асбеста. По-видимому, комплексы флавоноидов с металлами 
связываются с поверхностью волокон асбеста непосредственно в центрах 
генерации кислородных радикалов, т.е. обладают уникальными "сайт- 
специфичными" свойствами. Благодаря "сайт-специфичным" свойствам 
связывание металлокомплексов с хризотил-асбестом приводит к моди
фикации асбеста, и такой модефицированный асбест полностью теряет 
цитотоксичность по отношению к эритроцитам. Восстановить цитоток
сичность модифицированного асбеста можно с помощью ЭДТА, кото
рый вытесняет флавоноиды не только из металлокомплексов, но и с по
верхности асбеста [29].

Таблица 2.23
Концентрации некоторых флавоноидов и их металлокомплексов, снижающие 

асбест-индуцированное повреждение перитонеальных макрофагов и 
эритроцитов на 50 % (значения I50)

Флавоноиды и их комплексы с 
металлами

I50, (мкМ)
Макрофаги Нейтрофилы Эритроциты

Рутин 280 140 > 10 0

Рутин- Fe2+ 55 23 2 ,2

Рутин- Cu2+ 35 14 2 ,0

Рутин- Fe3+ 60 27 5,8
Дигидрокверцетин 160 85 не защищал
Дигидрокверцетин - Fe2+ 35 50 7,0
Дигидрокверцетин - Cu2+ 25 36 8 ,0

Дигидрокверцетин - Fe3+ НО 46 2 2 ,0

Следует подчеркнуть, что металлокомплексы флавоноидов могут об
разовываться непосредственно в крови и тканях, и в этом случае между 
двумя механизмами, обуславливающими антиоксидантное действие фла-
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воноидов -  антирадикальным и хелатирующим -  будет иметь место по
ложительная обратная связь.

Перспективы использования металлокомплексов флавоноидов в качестве 
средств терапии «свободнорадикальных» патологий

Существуют экспериментальные доказательства и достаточно широ
кая клиническая практика, свидетельствующие об эффективности тера
певтического использования СОД. В частности показано, что использо
вание препаратов СОД предотвращает инактивацию монооксида азота 
супероксид-анионом, улучшает микроциркуляцию и нормализует крово
ток при развитии синдрома ишемии-реперфузии. Однако использование 
СОД (как и других белков) в качестве лекарственного препарата ослож
няется возможностью развития в организме иммунной реакции. Кроме 
того, молекула СОД, имеющая значительные размеры, не всегда имеет 
возможность проникнуть в центры генерации активных форм кислорода. 
Полученные на основе флавоноидов низкомолекулярные аналоги СОД, 
обладая высокой антирадикальной активностью в отношении анион- 
радикала кислорода, в значительной степени лишены указанных выше 
недостатков, присущих макромолекулам. Следует также отметит, что 
используемые при их создании лиганды, в частности рутин, являются 
природными соединениями, разрешенными к использованию в качестве 
лекарственных препаратов. Совокупность указанных свойств позволяет 
рассматривать металлокомплексы флавоноидов как потенциальные ле
карственные средства. Поэтому представляет интерес исследование воз
можного терапевтического действия этих соединений при моделирова
нии различных "свободнорадикальных" патологий.
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Исследование защитного действия медь-рутинового комплекса при модели
ровании асбестозов

Одним из наиболее опасных и повсеместно распространенных видов 
загрязнений окружающей среды являются пыли. Однако приходится 
констатировать, что на протяжении длительного времени этому фактору 
не уделялось должного внимания. В большой степени это было связано с 
тем, что санитарными службами при оценке возможного токсического 
действия пыли на организм учитывается только весовое содержание в 
воздухе, без оценки ее качественного состава. Однако эпидемиологиче
ские и экспериментальные исследования показали, что пыль способна 
оказывать специфическое повреждающее влияние на организм, вызывая 
фиброзы, бронхиальные карциномы и злокачественные новообразования 
плевры и брюшины даже в незначительных количествах, благодаря на
личию в ней асбеста и других минеральных волокон. В настоящее время 
убедительно доказано, что начальным и обязательным звеном всей цепи 
патогенеза в легких при вдыхании минеральной пыли является чрезмер
ная активация фагоцитирующих клеток и гиперпродукция активных 
форм кислорода, ведущие к повреждению или неопластической транс
формации эпителиальных и фагоцитирующих клеток. Кроме того, мета
болиты, выделяемые активируемыми макрофагами, и продукты, обра
зующиеся при их разрушении, стимулируют фибробласты, что приводит 
к избыточному синтезу коллагена в органах дыхания.

В атмосферу, почву и воду асбест попадает в процессе выветривания 
геологических образований, промышленной добычи и переработки, раз
рушения асбестсодержащих изделий, в первую очередь стройматериалов 
и тормозных колодок автомобилей. Особенно большая вероятность асбе
стовой запыленности имеет место при разрушении крошащихся поверх
ностей с напыленными асбестсодержащими изоляционными покрытиями 
в общественных и жилых зданиях. Напыление асбеста широко применя
лось в период 1940-1970 гг. для термической и акустической изоляции и 
в декоративных целях. Следует отметить, что в бывшем СССР, являв
шимся самым крупным производителем асбеста, его добыча возрастала 
до самого последнего времени. В частности, в 1979-1983 гг. она возросла 
с 2,02 до 2,25 млн.т, тогда как в Канаде снизилась с 1,50 до 0,82 млн.т, а в 
США с 0,93 до 0,70 млн.т. Благодаря хорошим аэродинамичным свойст
вам волокна асбеста переносятся на значительные расстояния от места 
"запыления" и повсеместно распространены в окружающей среде. В на
стоящее время содержание волокон асбеста (длиной > 5 мкм) в город
ском воздухе колеблется от 1 до 10 и более волокон на 1 л.
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Приведенные выше результаты, свидетельствующие о высокой эф
фективности защитного действия металлокомплексов флавоноидов в ус
ловиях асбест-индуцированного повреждения клеток in vitro, послужили 
основанием для исследования их действия при развитии эксперимен
тального фиброза in vivo. В этих экспериментах использовались белые 
крысы, разделенные на 4 группы. Каждая группа включала 6 животных. 
Животным первой (контрольной) группы интратрахеально вводилось по 
1 мл 0,9 % раствора NaCl. Животным второй группы интратрахеально 
вводилось по 20 мг хризотил-асбеста в 1 мл 0,9 % раствора NaCl. Живот
ным третьей группы интратрахеально вводилось по 20 мг хризотил- 
асбеста, модифицированного комплексом медь-рутин (0,33 10-4 М), в 1 
мл 0,9 % раствора NaCl. Животным четвертой группы интратрахеально 
вводилось по 20 мг обычного хризотил-асбеста, однако начиная с перво
го дня введения и в течение месяца они получали питьевую воду, содер
жащую комплекс медь-рутин (10-4 М). Через 30 дней у животных кон
трольной и опытных групп определяли ряд морфометрических и биохи
мических параметров, некоторые из которых приведены в табл. 2.24.

Таблица 2.24
Влияние комплекса медь-рутин на изменение некоторых морфометрических и 

биохимических параметров у белых крыс через тридцать дней после 
интратрахеального введения асбеста (20 мг)

Эксперимен
тальные группы

Исследуемые параметры
Увеличение 

массы тела, в г
Отношение веса 

тимуса к массе тела
Содержание в легких 

ТБКАП, нмоль/г ткани
1 (П=6) 17,5+6,8 1,98+0,52 8 ,6  + 2,5
2  (n=6) 11,7+8,9 1,54+0,22 12,4 + 3,1*
3 (n=6) 23,3+6,1 1,72+0,43 7,6 + 2,2**
4 (n=6) 23,3+5,9 1,85+0,31 10,2 + 3,1

* - Р<0,05 по отношение к значению группы 1 
** - Р<0,05 по отношение к значению группы 2

Установлено, что на раннем этапе развития экспериментального фиб
роза, инициированного волокнами асбеста, в легких крыс наблюдается 
активация свободнорадикальных процессов, о чем свидетельствуют дос
товерное увеличение содержания продуктов перекисного окисления 
липидов (ТБКАП). Наряду с активацией свободнорадикальных 
процессов в ткани легких, интратрахеальное введение крысам хризотил- 
асбеста оказывает и общее токсичное действие: отмечено замедление 
роста массы тела и уменьшение отношения массы тимуса к массе тела 
опытных животных по сравнению с животными контрольной группы.

Как следует из приведенных данных, комплекс медь-рутин оказывает 
определенное защитное действие при экспериментальном "запылении"
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животных, нормализуя морфометрические показатели и достоверно сни
жая содержание ТБКАП в легких.

Исследование защитного действия медь-рутинового комплекса при модели
ровании реперфузионных повреждениях миокарда

Нарушения кровообращения в отдельных органах и тканях (ишемия) 
и последующее его восстановление (реперфузия) часто встречаются при 
закупорке и болезнях сосудов, во время операций на сердце и сосудах, 
при трансплантации органов. Ранее реперфузия рассматривалась практи
ческой медициной только как восстановительный процесс, обеспечи
вающий возвращение органа к нормальному функциональному состоя
нию. Однако в последнее время эта точка зрения коренным образом пе
ресмотрена. По мнению знаменитого американского кардиолога Браун- 
вальда [181], реперфузия -  обоюдоострый меч. Без нее ишемические 
ткани некротизируются, но, с другой стороны, она может повреждать 
клетки, пережившие ишемию. Одним из наиболее распространенных по
следствий реперфузии миокарда является развитие репефузионных 
аритмий: тахикардии, экстрасистолии, трепетания и фибрилляции. Наи
более опасные нарушения сердечного ритма -  трепетание и фибрилляция 
-  могут полностью выключить насосную функцию сердца и привести к 
гибели организма. Основным повреждающим фактором в условиях ре
перфузии считают образование активных форм кислорода и активацию 
свободнорадикальных процессов. Существуют многочисленные экспе
риментальные данные, свидетельствующие как о генерации АФК при 
реперфузии различных органов, в том числе сердца [182], так и о хоро
шем кардиопротекторном эффекте супероксиддисмутазы [183] и различ
ных по структуре низкомолекулярных антиоксидантов [184].

Определенный вклад в патогенез ишемии-реперфузии органов и тка
ней вносит, по-видимому, вырабатываемый эндотелием сосудов и клет
ками крови монооксид азота -  радикал, способный с большой скоростью 
реагировать с анион-радикалом кислорода. Важнейшей физиологической 
функцией NO является поддержание нормального уровня вазодилятации 
[185, 186]. В частности, в постокклюзионный период он обуславливает 
быструю компенсаторную реакцию сосудов [187]. Кроме того, NO уча
ствует в предотвращении тромбозов [186, 188, 189]. Расходование моно
оксида азота в реакции с супероксидным радикалом, активно продуци
руемым в постишемический период, может привести к спазмированию 
сосудов и развитию вторичной ишемии. В этих условиях комплексная 
терапия, включающая использование антирадикальных агентов (напри
мер, СОД) и NO, может, по-видимому, наиболее эффективно обеспечи
вать переход от реперфузионного повреждения к реперфузионному вос
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становлению миокарда и нормализовать его ритмическую активность. 
Проведенные исследования экспериментально подтвердили эту рабочую 
гипотезу. В частности, установлено, что при внутривенном совместном 
введении СОД и донора NO реперфузионные аритмии устранялись зна
чительно более эффективно, чем при раздельном использовании каждого 
препарата [190]. На данной модели реперфузионных повреждениях мио
карда была также изучена эффективность антиаритмического действия 
низкомолекулярного аналога СОД -  комплекса медь-рутин. Установле
но, что Cu-рутин практически полностью предотвращает развитие желу
дочковых аритмий в миокарде уже на второй минуте реперфузии и дей
ствует более эффективно, чем фермент супероксиддисмутаза (табл. 2.25).

Таблица 2.25
Встречаемость желудочковых аритмий (в процентах) в различные сроки 

реперфузии после 12-минутной ишемии миокарда крыс*
Виды аритмий Время реперфузии миокарда, мин

1 2 3 4 5
Контрольная группа 1
Экстрасистолия
Тахикардия
Трепетание
Фибрилляция

85,7+5,0
85,7+5,0
42,9+7,1
нет

71,4+6,5
42,9+7,1
57,1±7,1
42,9+7,1

85,7+5,9
28,6+6,5
28,6+6,5
14,3+5,0

85,7+5,9
28,6+6,5
28,6+6,5
14,3+5,0

100+1,4
57,1+7,1
нет
нет

СОД, 4 мг/кг
Экстрасистолия
Тахикардия
Трепетание
Фибрилляция

55,6+5,5
66,7+5,2
33,3+5,2
нет

77,8+4,6
33,3+5,2
33,3+5,2
нет

77,8+4,6
28,2+4,6
28,2+4,6
нет

37,5+6,1
нет
12,5+4,1
нет

50,0+6,3
нет
12,5+4,1
нет

Контрольная группа 2
Экстрасистолия
Тахикардия
Трепетание
Фибрилляция

57,1±18,7
85,7+13,2
85,7+13,2
57,1+18,7

71,4+17,1
42,9+18,7
85,7+13,2
42,9+18,7

85,7+13,2
42,9+18,7
14,3+13,2
28,6+17,1

57,1+18,7
14,3+13,2
нет
14,3+13,2

28,6+17,1
14,3+13,2
нет
14,3+13,2

Cu-Рутин, 2 мг/кг
Экстрасистолия
Тахикардия
Трепетание
Фибрилляция

57,1+18,7
28,6+17,1
57,1+18,7
14,3+13,2

28,6+17,1
28,6+17,1
14,3+13,2
нет

14,3+13,2
нет
нет
нет

нет
нет
нет
нет

нет
нет
нет
нет

* -  Данные из работы [191]

Исследование защитного действия медь-рутинового комплекса при модели
ровании эпилепсии

Термин "эпилепсия" объединяет группу заболеваний центральной 
нервной системы, характеризуемых возникновением повторяющихся 
припадков. Эпилептический припадок можно определить как кратковре
менное нарушение в поведении, вызванное избыточной синхронной и
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ритмической активностью популяций нейронов в коре, гиппокампе или 
таламусе. Характер судорог и другие внешние проявления эпилептиче
ского припадка определяются нормальной функцией той области мозга, 
где возник очаг гипервозбудимости. В настоящее время эпилепсией 
страдает около 2 % населения планеты. У значительной части больных 
это заболевание является наследственным и обусловлено генетическими 
нарушениями. Существенный прогресс в выяснении генетической при
роды эпилепсии достигнут за последнее десятилетие. У человека иден
тифицированы двенадцать мутаций в отдельных генах, вызывающих 
различные формы эпилепсии. Часть этих генов кодирует каналообра
зующие белки [192]. В большинстве случаев генетически обусловленные 
заболевания характеризуются глубоким нарушением функций мозга. Как 
правило, эти нарушения максимально выражены в детстве, однако они 
могут появляться в юности, в период полового созревания. Эпилепсия 
может возникать и в результате травматического или инфекционного по
вреждения мозга. Период развития заболевания после повреждения моз
га колеблется от нескольких недель до нескольких лет. Имеются убеди
тельные данные, свидетельствующие о важной роли свободнорадикаль
ных процессов в патогенезе травматической эпилепсии [193]. Иницииро
вание и развитие собственно эпилептического припадка обычно проис
ходит внезапно без видимых причин, хотя при некоторых видах эпилеп
сии припадок может развиваться под воздействием определенных свето
вых, акустических и тактильных раздражителей. Показано, что эпилеп
тическая активность нейронов в ходе припадка связана с образованием в 
коре мозга активных форм кислорода и азота, в частности NO [194].

Исследование противосудорожного действия медь-рутинового ком
плекса проводились на двух экспериментальных моделях эпилепсии 
[191, 195]. В первом случае (рис. 2.34 а) эпилептическая активность в ко
ре больших полушарий у крыс вызывалась комбинированным воздейст
вием аминазина и микроволнового излучения. Аминазин в дозе 5 мг/кг 
вводился внутрибрюшинно, затем голову животного подвергали низко
интенсивному микроволновому облучению (частота 42,2 гГц, плотность 
потока мощности 150 мкВт/см ) в импульсно-модулированном режиме. 
Через 7 - 10 мин после начала облучения у крыс регистрировалось разви
тие эпилептической активности в виде эпилептоформных потенциалов 
частотой 3 - 5 Гц и амплитудой до 300 мкВ. Нейрональная эпилептиче
ская активность не сопровождалось возникновением у крыс мышечных 
судорог и сохранялась в течение 1 - 2 часов после прекращения микро
волнового облучения.
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Рис. 2.34. Типичные эффекты комплекса Cu-рутин на изменения биоэлектрической 
активности коры головного мозга крысы (ЭКоГ), вызванные комбинированным воз
действием аминазина и микроволнового излучения (а) и аппликацией пенициллина 

на моторную область коры больших полушарий (б) [191] 
а 1 - запись ЭКоГ до комбинированного воздействия
а 2 - запись ЭКоГ через 10 мин после комбинированного воздействия аминазина (5 мг/кг, внут- 

рибрюшинно) и микроволнового излучения
а 3 - запись ЭКоГ через 2 мин после внутрибрюшинного введения комплекса Cu-рутин (2 мг/кг) на 
фоне комбинированного воздействия аминазина и микроволнового излучения 

б 1 - запись ЭКоГ до аппликации пенициллина
б 2 - запись ЭКоГ через 5 мин после аппликации пенициллина (240 единиц) 

б 3 - запись ЭКоГ через 2 минуты после внутрибрюшинного введения комплекса Cu-рутин (2 мг/кг) 
на фоне аппликации пенициллина

В другой группе животных эпилептический припадок моделировали 
путем аппликацией пенициллина на поверхность коры больших полуша
рий (рис. 2.34 б). В этих экспериментах в сенсомоторную область через 
стереотаксически установленную канюлю апплицировали 800 ЕД на
триевой соли бензилпенициллина в 5 мкл изотонического фосфатного 
буфера. Через 5 - 10 мин у животных регистрировались эпилептические 
изменения ЭКоГ в виде возникновения пиковых потенциалов частотой 1 
Гц и амплитудой до 500 мкВ. Эпилептический припадок длился 60 мин и 
более и сопровождался выраженными мышечными сокращениями, сов
падающими с частотой пиковых потенциалов. Такой тип эпилептической 
активности носит название "wet dog shakes".Внутрибрюшинное введение 
комплекса медь-рутин в дозе 2 мг/кг уже через одну - две минуты после 
введения полностью устраняет эпилептоформные потенциалы, вызван
ные комбинированным воздействием аминазина и микроволнового излу
чения (рис. 2.34 а). Эффект препарата продолжался 12 - 15 мин, после 
чего эпилептическая активность клеток мозга возобновлялась. Однако 
последующее введение комплекса медь-рутин вновь вызывало подавле
ние эпилептической активности.
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Рис. 2.35. Частота пиковых потенциалов (WDS) в ЭКоГ крыс в различные сроки по
сле аппликации пенициллина на моторную область коры больших полушарий, без ( 1 ) 

и при действии комплекса Cu-рутин, 2 мг/кг (2) [195]
Пунктирной линией отмечено время введения комплекса Cu-рутин. * - Р<0,05, по отношению к кон

тролю
При моделировании эпилепсии путем аппликации пенициллина ком

плекс медь-рутин также обладал выраженным противосудорожным дей
ствием (рис. 2.34 б). На рис. 2.35 суммированы результаты 6 отдельных 
экспериментов, из которых следует, что уже через 3 мин после внутри- 
брюшинного введения комплекса в дозе 2 мг/кг частота пиковых потен
циалов "wet dog shakes" снижается с 67±7 WDS/мин до 35±8 WDS/мин 
(P< 0,05). Через 15 мин после введения эффективность антисудорожного 
действия комплекса медь-рутин несколько снижается и частота пиковых 
потенциалов возрастает до 55±12 WDS/мин, однако повторное введение 
комплекса (2 мг/кг) вновь приводит к достоверному снижению частоты 
пиковых потенциалов до 42±9 WDS/мин. Принимая во внимание то об
стоятельство, что комплекс медь-рутин является эффективным антира- 
дикальным агентом, наличие выраженной противосудорожной активно
сти у этого препарата можно рассматривать в качестве косвенного под
тверждения участия свободнорадикальных процессов в электрогенезе 
эпилептической активности нейронов.

Результаты исследований, в которых экспериментально доказана эф
фективность терапевтического использования металлокомплексов фла- 
воноидов при моделировании асбестозов, реперфузионных повреждений 
миокарда и эпилепсии, свидетельствуют о перспективности дальнейших
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экспериментальных и технологических работ с этой группой соединений 
с целью создания новых эффективных лекарственных препаратов.

2.6 Перспективы терапевтического использования флавоноидов при 
некоторых распространенных заболеваниях

Неврологические патологии. Патогенез многих возрастных невро
логических заболеваний, таких как болезнь Паркинсона и болезнь Альц
геймера, а также посттравматической эпилепсии и ишемии связан с воз
растанием продукции свободных радикалов и активацией свободноради
кальных процессов. По этой причине в различных странах проводятся 
многочисленные исследования, направленные на разработку методов те
рапии нейродегенеративных заболеваний с использованием природных и 
синтетических антиоксидантов. В такой работе очень важным этапом яв
ляется поиск и получение соединений, которые будут легко проходит 
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Весьма перспективными в этом от
ношении оказались катехины, которые проходят через ГЭБ и оказывают 
хороший антиоксидантный и нейропротекторный эфект при моделиро
вании различных нейродегенеративных заболеваний [196, 197]. При не
которых нейродегенеративных заболеваниях (болезнь Паркинсона) воз
никновение окислительного стресса, ведущего к повреждению нейронов, 
обусловлено резко увеличенной продукцией перекиси водорода в ре
зультате дезаминирования катехоламинов под действием фермента мо- 
ноаминоксидазы. Ряд флавоноидов (катехин, таксифолин, морин, рутин) 
ингибируют окислительное дезаминирование катехоламинов, ингибируя 
моноаминоксидазу или действуя как свободнорадикальные ловушки, тем 
самым подавляя продукцию активных форм кислорода [198].

Онкологические заболевания. Многочисленные работы посвящены 
изучению антиканцерогенного действия флавоноидов как в различных 
модельных системах, так и непосредственно в клинике [5]. Считают 
[199], что флавоноиды могут ингибировать процессы канцерогенеза бла
годаря нескольким механизмам: ингибирование процессов метаболиче
ской активации проканцерогенов в реактивные интермедиаты или собст
венно канцерогены (1), индукция и активация ферментов, катализирую
щих процессы детоксикации канцерогенов (2) и прямое химическое 
взаимодействие с активными канцерогенами, препятствующее повреж
дающему воздействию последних на важнейшие внутриклеточные ми
шени -  молекулы ДНК, РНК и белков (3). В отношении онкологических 
заболеваний наиболее исследованы, по-видимому, катехины. В частно
сти, показано, что основной компонент зеленого чая эпигаллокатехин- 
галлат ингибирует пролиферацию лейкозных клеточных линий и снижа
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ет синтез ДНК на 50 % уже в концентрации 50 мкМ, не обладая токсич
ным действием на развитие нормальных клеток [200, 201]. Антиканцеро
генный эффект катехинов зеленого чая показан и при злокачественной 
трансформации, вызванной воздействием ионизирующей радиации. 
ЭГКГ значительно увеличивает время жизни после летального облуче
ния, оказывая канцеростатическое и антимутагенное действие [202]. 
Окисление арахидоновой и других полинесыщенных жирных кислот 
(ПНЖК), катализируемое циклооксигеназами и липооксигеназами, явля
ется ключевым этапом в синтезе простагландинов и лейкотриенов. Вме
сте с тем, образующиеся в этом случае гидро- и эндопероксиды способ
ны при определенных условиях вовлекаться в различные патологические 
процессы, включая и канцерогенез. Поэтому способность флаван-3-олов 
(катехинов) ингибировать ферменты циклооксигеназа 1 и 2 может иметь 
следствием не только противовоспалительное, но и антикарценогенное 
действие [203]. Другие классы флавоноидов также влияют на процессы 
канцерогенеза. Рутин, кверцетин, морин, лютеолин и пеларгонидин ока
зывают ингибирующее действие на рост раковой клеточной культуры 
NK-Ly (водянка живота) in vitro. Рутин и кверцетин продлевают время 
жизни мышей, заряженных NK-Ly раковыми клетками [204]. Влияние 
флавоноидов на процессы канцерогенеза может быть следствием их ци- 
тостатического действия. Есть данные, что антипролиферативная актив
ность у этих соединений специфична в отношении клеточной лейкемии, 
при этом флавоноиды практически не влияют на бластомогенез нор
мальных лимфоцитов. Вероятно, в лейкозных клетках флавоноиды инги
бируют синтез белка, репликацию ДНК и РНК [9]. Среди флавоноидов 
наиболее сильным антипролиферативным агентом in vitro является квер
цетин. Предполагают, что кверцетин может ингибировать пролифера
цию, увеличивая секрецию трансформирующего ростового фактора р1, и 
индуцировать апоптоз в некоторых линиях опухолевых клеток [205, 206]. 
Индукция апоптоза кверцетином может быть опосредована свободными 
радикалами, поскольку апоптоз, характеризуемый конденсацией ядерно
го хроматина, фрагментацией ДНК, потерей мембранной интеграции, 
признается сейчас как радикал-стимулированный и радикал- 
регулируемый процесс. Важно, что, в противоположность этим эффек
там, флавоноиды защищают ДНК и хромосомы от повреждения класто- 
генными факторами [9].

В этой главе рассмотрена лишь сравнительно небольшая часть публи
каций, посвященных исследованию молекулярных механизмов биологи
ческого действия флавоноидов и выяснению целесообразности их ис
пользования для профилактики и терапии различных заболеваний. Тем

160



не менее, анализ представленных материалов убедительно свидетельст
вует как об очевидной теоретической и практической значимости уже 
полученных результатов, так и необходимости проведения дальнейших 
фундаментальных и прикладных работ в обозначенной области медико
биологических исследований. Нет сомнения, что эти работы приведут к 
открытию новых возможностей медицинского использования флавонои- 
дов, наиболее многочисленной группы природных биоантиоксидантов.
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