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Бензидин и его производные явл яю тся  исходными веществами и по
лупродукт ами,  исп ользуемыми в химической промышленности,  применя
ются в медико-биологических исследованиях [ I ] .  Среди них много про
канцерогенов,  треб ую щи х  метаболической акт ивации д ля  проявления  
канцерогенных свойств.  Одним из возм ож ны х путей их метаболической 
активации является  пероксидазное  окисление.  Гемоглобин,  миоглобин, 
к ат ал аза ,  цитохромы Bs и Р-450, другие  гемопротеиды о б л а д а ю т  свойст
вами пероксидаз  [2].  Они способны ка тализ ир ов ать  реакции окисления 
соединений по уравнению:

где A H 2 — донор водорода .
Анализ  л и тер ату р н ы х  да н ны х показывает ,  что пероксидазное  окис

ление  безидина и его про изводны х сопро вож да ется  обр азованием не
скольких продуктов  реакц ии [3, 4 ] . Принято  считать,  что первичным 
продуктом пероксидазного  окисления  бензидина  является  хинон- 
диимин I

При значении pH  3,7 об раз ует ся  бис-азодифенил со структурой II. Н а 
ря ду  с этими дв умя  пр оду кта ми реакции возм ож но  образ овани е  катион- 
р а д и к а л а  и его ком пл екс а  с переносом з а р я д а  м е ж д у  бензидином и его 
хинондиимином I. Эти продукты окисления  могут  являться  прямыми 
канцерогенами.  Их накопление  и высокая  стац ио на рн ая  концентрация 
зав ис ят  от эффективно ст и ферментов ,  кат ал и зи р у ю щ и х  окисление  ами- 
нобифенилов.

В связи с этим в настояще й работе  проведено сравнительное  кинети
ческое исследован ие  пероксидазного  окисления р я д а  аминобифенилов 
с убываю щей канцерогенностью:  бензидина ( Б Д ) — сильного канцероге
на, сл абых канцерогенов  — 3 ,3 ' -д иметилбензидина  ( Д М Б Д ) ,  3,3'-диме- 
токс ибензидина  ( Д М О Б Д ) ,  а т а к ж е  неканцерогенного  3,3', 5,5 ' -тетраме- 
тилбе нз идина  ( Т М Б Д ) ,  рядом  гемопротеидов:  пероксидазой,  гемоглоби
ном, мо но мер ам и к а т а л а з ы ,  цитохромом Р-450 J IM 2, микросомами из 
печени.

М и к росом аль н ую  ф р а к ц и ю  из печени кро ликов  выделяли методом 
д и ф ф ер ен ц и альн ог о  центри фугировани я .  Высокоочищенный цитохром

A H 2 +  H 3O 2 A0 +  2Н.,0,
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P-450 J IM 2 из печени получали по описанной методике [5]. Использо вали 
пероксидазу  хрена,  гемоглобин,  к а т а л а з у  фирмы «Р е а н а л »  ( ВНР ) .  К о н 
цен траци ю белк а  опре делял и методом Лоури  [6]. Кон центрацию цито- 
хром ов Р-450 — методом Омуро и Сато  [7], пероксидазы,  гемоглобина,  
к а т а л а з ы  [8]. Бензид ин и его производные очища ли возгонкой в вакууме.  
Кон ц ент рац ию  перг идрол я  определяли иодометрическим титрованием.  
П еро кс и да зн ое  окисление  аминов вели в 0,1 M цитратно-ацетатном бу
фере.  В пробирку вносили 0,5 мл субстрата,  0,4 мл буферного раствора  
и 2,0 мл раств ор а  фермента .  Смесь те рмост атиро вали 3 мин при 30 0C. 
Р е а к ц и ю  начинали доба влени ем  0,1 мл H 2O2 и вели при 30 0C. З а  ее х о 
дом следили по накоплению продуктов реакции.  Спе к тр альн ые  п а р а м е т 
ры ароматических аминов и продуктов  их пероксидазного окисления  
п ре дстав лены  в табл .  I [9].

Т а б л и ц а  I
Спектральные характеристики аминобифенилов  
и продуктов их пероксидазного окисления [9]

С у б с т р а т

Амин П р о д у к т  о к и с л е н и я

х м а к с  нм
(М ' с м  Sx 

—4
X l O

х м я к с -  нм
(М 1CM Sx

—4
X l O

Б Д 283 2 ,1 0 590 0 ,3 1

3 , 3 ’-Д М О Б Д 304 1 ,80 460 3 , 0

3 , 3 ’- Д М Б Д — — 580 1 ,4

3 ,3 ’, 5 ,5 ’-Т М Б Д 287 2 ,3 7 655 3 , 9

Р е акц ии  х а р а к т е р и з о в а л и  на ча льным и скоростями окисления  и к а т а 
литическими ко нс тан там и К к а т  в с~Ч

Результаты и их о б с у ж д е н и е

Спектры поглощения оксидантов  Т М Б Д  в присутствии пероксидазы,  
цитохрома Р-450  J IM 2 и других белков  близки,  что свидетельствует о 
схожести состава  продуктов окисления  этими гемопротеидами (рису 
нок).  М ак си м ал ьн ы е  скорости окисления  изучаемых субстратов до сти
гались  при pH  5,5 д ля  всех изучаемых белков.  В строго идентичных,  
оптима льных  условиях изучены зависимости нач аль ны х  скоростей окис
ления  Б Д ,  Д М Б Д ,  Д М О Б Д  и Т М Б Д  от их концентрации.  Во всех из у
ченных случая х  эти зависимости хорошо опи сывались  уравнением Ми- 
х аэл и са  — Ментен.  Из  с п р я м л е 
ния зависимостей по методу 
Л ай н у и в ер а  — Б э р к а  определены 
кинетические  хара кте рис тики 
окисления  всех субстратов .
В табл .  2 приведены к а т а л и т и ч е 
ские константы,  константы Ми- 
хаэл иса  и их отношение К к ат /К м  
пероксидазного окисления  бензи- 
ди на  и его производных микросо- 
мами печени и рядом  гемопротеи
дов  в присутствии гидроперекиси 
водорода .  Отношение констант  
К к ат /К м  ха рак тер из ует  э ф ф е к 
тивность ферментов.  Из  табл .  2 
видно, что введение  мета льн ых  
( Д М Б Д )  и метокси-  ( Д М О Б Д )  
заместителей в молекул у бензи- 
дина  по третьему по лож ени ю и 
м ета льн ых  по третьим и пятым 
полож ени ям  ( Т М Б Д )  приводит  к

А

Спектры поглощения продуктов пероксидаз
ного окисления Т М Б Д  пероксидазой  хрена  
( I ) ,  цитохромом Р -450  J lM 2 (2)  и гемогло

бином (5)
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значительны м изменениям кинетических парам етров .  Сравнительное  
рассмотрение  ли тературн ых дан ны х по перо кс идазн ому окислению этих 
и других субстратов  показывает ,  что всем кинетическим дан ным  удов
летворя ет  ранее  пр е д л о ж е н н ая  схема [ 1 0 ] :

Ki
H 2O2 ^  E 1,

к

E 1 +  A H 2 E 1

— I

АН., -> E0 • АН -> E Р.
—2

В этой схеме E 4 обозн ача ет  I ком плекс  пероксидазы,  E 1-A H 2 — комплекс 
соединения I пе рок сидазы с субстратом,  E 2-А Н  —  к омплекс  полуокис- 
ленного суб страта  с соединением II пероксидазы.  Пред п ол ага ется ,  что 
р а д и к а л  суб страта  А Н  не выходит в объем,  а пр евр а щ а ет с я  в продукт  
реакции на  стадии 4.

П р и м е н я я  условия  стационарности к ин тер мед иа там  Ei, E 1A H 2, E 2A H 1 
с о д е р ж а щ и м  р а з н ы е  ф о р м ы  фермента,  и прен ебр егая  диссоциацией E ll 
можн о показать ,  что кинетические  па р а м е т р ы  яв л яю тся  сложной ф у н к 
цией кинетических констант  отдельных стадий и нач альной кон центра
ции перекиси водо рода  [10, 11]:

К кат 

Км

K 1K3K4 IH2O2I0
K3K4 +  K i(K 3 +  K 4) [H2O2I0 ’ 

К іК 4(К_ 2 +  K3) [Н2О2]0
K3K3K 4 +  K 1 (K3 +  K 4) [H2O2I0 ■

В ы р а ж е н и я  д л я  К к а т  и Км  могут  быть существенно упр ощены с учетом 
того, что в эксперименте  К [Н 20 2]о>К4-  Действительно,  константа  ско
рости K i =  IO7 M - 1C-1 [2, 3, 12], a [H2O 2] =  I мМ. В та ком случае

K3K4 , К м  _  K4 (K2 +  K3)
К к а т K3+ K 4 K2K3

Если учесть, что К з > К 4 [3, 12], и пренебречь  реакцией  диссоциации 
комп лек са  E 1A H 2 ( К 2« 0 ) ,  то К к а т « К / 4, a K m ^ K J K 2. Та ким  образом,  
к атал и ти ч ес к ая  ко н ста н та  бли зк а  скорости р а с п а д а  ком плекса  E 2AH 
(см. схему) .  Т а к  к а к  К к а т ^ К ъ  a Км л :  K J K 2, т о  соотношение 
К к а т / К м « К 2, т. е. оп ис ывает  скорость второй стадии процесса.  П о л у 
ченные нами зн аче ния  констант  K 2 хорошо соответствуют лит ературным 
дан ны м о скоростях  вза имо де йст вия  ра зл ич ны х субстратов  с ко мп лек 
сом I пе рок сидазы [3, 12]. С р а в н и в ая  знач ени я  константы скорости K2 
д л я  бензидина и его про изводны х при окислении их пероксидазой хрена,  
мо ж н о  наг ляд н о видеть  значительный  рост константы с введением з а 
местителей в мол еку лу  бензидина .  П ри  окислении этих субстратов мик- 
росомами печени, цитохромом Р-450 J IM2 и гемоглобином K2, наоборот,

Т а б л и ц а  2

Кинетические параметры пероксидазного  окисления аминобифенилов микросомами и
гемопротеидами

Система

Б Д Д М Б Д Д М О Б Д Т М Б Д
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J X

™7 2 S s x
микросомы 3 ,6 4 3 2 , 8 90 ,1 1 ,2 5 2 2 ,7 1 81 ,6 0 ,71 3 ,1 4 3 ,6

цитохром
Р -450  Л М 2 I ,96 6 , 7 342 I ,82 0 , 4 2 , 2 9,0У 2 ,4 2 , 6

гемоглобин I ,43 1 6 3 ,8 1145 117 32 273 I ,04 6 , 9 6 6 ,7 1 ,02 14,1 138

каталаза 0 , 1 3 4, 1 3 1 5 ,8 1 ,3 0 , 9 70

пероксидаза 1 , 18 1320 11186 0 ,7 4 1400 18918 0 , 6 8 2800 41176 1 ,69 8460 50059
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умень ш ает ся  в 2, 25 и 10 раз  соответственно с увеличением количества  
з аме сти тел ей  в м ол еку ле  бензидина . Изм енение  константы К 4 носит а н а 
логичный х ар акт ер  в изученных системах (см. табл .  2).

Сра внение  К к а т / К м  (Кг) д л я  р я д а  гемопротеидов  при окислении бен
зиди на  показывает ,  что к а т а л а з а  практически не окисляет бензидин. 
Цитохром  Р-450 J I M 2 в 35 раз  менее эфф ект иве н при пероксидазном 
окислении бензидина гемоглобином и в 327 раз  — пероксидазы хрена.  
Введение  мета льн ых  замести тел ей в 3 и 5 положения молеку лы бензи
д и н а  приводит  к значит ельно му  уменьшению К к а т  (К 4 ) д л я  всех систем, 
з а  исключением пероксидазы хрена,  у которой наб люд ает ся  о б р ат н ая  
зависимость .  Эфф ективность  пероксидазного  окисления  производных 
бензидина  с введением замести тел ей умень шаетс я  для  всех систем.

Т аки м  образом,  при пероксидазном окислении бензидина  и его про
изводных рядо м гемопротеидов и микросомами печени об разуют ся  спек
тральн о  идентичные продукты реакции.  Бензидин эффективно о к и с л я 
ется мик рос омами печени, цитохромом Р-450 J IM 2 и особенно гемогло би
ном. Введение мета льн ых  и метоксизаместителей в молекулу бензидина  
( Д М Б Д ,  Д М О Б Д ,  Т М Б Д )  резко сн и ж а е т  эффективность  пе рокс идазн о
го ка т а л и за  цитохромом Р-450 J IM 2, мономерами ка талаз ы ,  гемоглоби
ном и микросомами,  но существенно увеличивает  д ля  пероксидазы 
хрена .
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У Д К  5 7 7 . 1 6 4 . 3 2 + 6 1 2 . 8 2 2 . 5 6 + 6 1 6 . 8 3 3

В. Т. Ш А Л А Т О Н И Н ,  Н. Н.  П Е Т Р А Ш Е В С К А Я ,  Т. О. Ч Е Р Н О В А

В Л И Я Н И Е  а - Т О К О Ф Е Р О Л А ,  Р У Т И Н А  И К В Е Р Ц Е Т И Н А  
НА Р А З В И Т И Е  Р А Н Н Е Й  Д Е Е Е Н Е Р А Ц И И  
Д В И Г А Т Е Л Ь Н Ы Х  Н Е Р В Н Ы Х  В О Л О К О Н

Свободные кислородные р а д и к а л ы  вы зы ваю т  структурно-функцио
нал ьн ые  пов реж дения клеток и тканей,  н а р у ш а я  их нормальное  ф ун к
ционирование ,  что определяет  разв ит ие  многих патологий [I ] ,  в том 
числе  и ря да  нервно-мышечных [ 2 ] . О б н ар у ж ен и е  участия свободн ора 
дикаль ног о  м ехани зм а в нейрональной дегенерации [3] откр ывает  во з
можности д ля  изы скания  и применения ингибиторов с в о бод но ра д ик аль 
ных реакций (антиоксидантов) д л я  регуляции дегенерационного про
цесса в нервно-мышечной системе.  В связи с этим необходимы иссле
дования ,  на пр авленн ые  на вы явлен ие  потенциальной противодегенера- 
ционной активности ант иок сидантных веществ.  В данной работе  изуче
но влияние на разви тие  ранней дегенера ции дв ига тел ьны х нервных во
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