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Â ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÅ IN VITRO

À. Â. Ùóëüêèí, Þ. Â. Àáàëåíèõèíà, Ï. Ä. Åðîõèíà, Å. Í. ßêóøåâà1

Íà êëåòî÷íîé ëèíèè HEK293 ñðàâíèâàëè öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå è àíòèîêñèäàí-

òíóþ àêòèâíîñòü ýòèëìåòèëãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàòà (ÝÌÃÏÑ) è ýäàðàâîíà â äèà-

ïàçîíå êîíöåíòðàöèé 5 – 5000 ìêÌ. Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå îöåíèâàëè â ÌÒÒ-òåñ-

òå. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (ÎÑ) ìîäåëèðîâàëè èíêóáàöèåé êëåòîê ñ ïåðîêñèäîì âîäî-

ðîäà (H2O2) â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ è äëèòåëüíîñòüþ âîçäåéñòâèÿ 24 ÷. Àíòèîêñèäàíò-

íóþ àêòèâíîñòü òåñòèðóåìûõ âåùåñòâ àíàëèçèðîâàëè ïî èõ âëèÿíèþ íà óðîâåíü êàð-

áîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ è ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ â ëèçàòå êëåòîê ëèíèè

HEK293. ÝÌÃÏÑ ñíèæàë æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê òîëüêî â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ äî

64,5 � 9,2 % (ð = 0,021), à ýäàðàâîí â êîíöåíòðàöèÿõ 5, 1 è 0,5 ìÌ äî 44,5 � 7,4 %,

57,1 � 11,8 % è 67,9 � 28,1 % (p � 0,05). Ìîäåëèðîâàíèå ÎÑ ñîïðîâîæäàëîñü ñíèæåíè-

åì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê äî 24,5 � 14,1 % (ð = 0,033). ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîí â êîí-

öåíòðàöèÿõ 50 è 100 ìêÌ ïðåäîòâðàùàëè ñíèæåíèå âûæèâàåìîñòè êëåòîê â óñëîâèÿõ

ÎÑ. Ïðè ýòîì â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ ÝÌÃÏÑ íà 30,6 % (ð = 0,054) áîëüøå, ÷åì ýäà-

ðàâîí â àíàëîãè÷íîé êîíöåíòðàöèè ñíèæàë ñîäåðæàíèå êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ

áåëêîâ â ëèçàòå êëåòîê, à â êîíöåíòðàöèÿõ 100 è 50 ìêÌ — íà 43,8 % (p = 0,003) è

38,7 % (ð = 0,05) ñîîòâåòñòâåííî ñíèæàë óðîâåíü ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ. Òàêèì

îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÝÌÃÏÑ ÿâëÿåòñÿ ìåíåå

òîêñè÷íûì âåùåñòâîì è îáëàäàåò áîëåå âûðàæåííûìè àíòèîêñèäàíòíûìè ñâîéñòâà-

ìè, ïî ñðàâíåíèþ ñ ýäàðàâîíîì.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýòèëìåòèëãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàò; ýäàðàâîí; îêèñëèòåëüíûé

ñòðåññ; ïåðîêñèä âîäîðîäà; êëåòêè ëèíèè HEK293.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (ÎÑ) — òèïîâîé ïàòîëîãè-

÷åñêèé ïðîöåññ, âîçíèêàþùèé â ðåçóëüòàòå äèñáàëàí-

ñà ìåæäó ïðîäóêöèåé ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ è èõ óòè-

ëèçàöèåé â ñòîðîíó óâåëè÷åíèÿ îáðàçîâàíèÿ àêòèâíûõ

ôîðì êèñëîðîäà [10]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äîêàçàíà

âàæíàÿ ðîëü ÎÑ â ïàòîãåíåçå øèðîêîãî ñïåêòðà çàáî-

ëåâàíèé: ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ, îíêîëîãè÷åñêèõ, íåé-

ðîäåãåíåðàòèâíûõ, áðîíõîëåãî÷íûõ [6], ïîýòîìó ïðè-

ìåíåíèå àíòèîêñèäàíòîâ â èõ êîìïëåêñíîé òåðàïèè

ÿâëÿåòñÿ ïàòîãåíåòè÷åñêè îïðàâäàííûì.

Â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ äîêàçàëè ñâîþ ýô-

ôåêòèâíîñòü ëèøü åäèíè÷íûå ïðåïàðàòû. Îäíèìè èç

íèõ ÿâëÿþòñÿ 2-ýòèë-6-ìåòèë-3-ãèäðîêñèïèðèäèíà

ñóêöèíàò (ÝÌÃÏÑ) è 1-ôåíèë-3-ìåòèë-5-ïèðàçîëîí

(ýäàðàâîí).

ÝÌÃÏÑ (Ìåêñèäîë, ÎÎÎ “ÍÏÊ “Ôàðìàñîôò”, Ðîñ-

ñèÿ) — îòå÷åñòâåííûé ëåêàðñòâåííûé ïðåïàðàò, îáëà-

äàþùèé âûðàæåííîé àíòèîêñèäàíòíîé è àíòèãèïîê-

ñàíòíîé àêòèâíîñòüþ. Ïîêàçàíî, ÷òî ÝÌÃÏÑ ìîæåò

ñâÿçûâàòü ñóïåðîêñèäíûé àíèîí-ðàäèêàë è ãèäðî-

êñèëüíûé ðàäèêàë, ïîâûøàòü àêòèâíîñòü àíòèîêñè-

äàíòíûõ ôåðìåíòîâ — ñóïåðîêñèääèñìóòàçû, ãëóòàòè-

îíïåðîêñèäàçû, óñèëèâàòü îáðàçîâàíèå òðàíñêðèïöèîí-

íîãî ôàêòîðà Nrf2 [2, 3]. ÝÌÃÏÑ ïîäòâåðäèë ñâîþ ýô-

ôåêòèâíîñòü ïðè îñòðûõ íàðóøåíèÿõ ìîçãîâîãî

êðîâîîáðàùåíèÿ [1].

Ýäàðàâîí — ñèíòåòè÷åñêèé àíòèîêñèäàíò, ïðîÿâ-

ëÿþùèé àíòèîêñèäàíòíóþ àêòèâíîñòü çà ñ÷åò ñâÿçûâà-

íèÿ ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà, èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåí-

òàòèâíîãî è íåôåðìåíòàòèâíîãî ïåðåêèñíîãî îêèñëå-

íèÿ ëèïèäîâ (ÏÎË) áåç âëèÿíèÿ íà âûðàáîòêó ñóïåð-

îêñèäíîãî àíèîí-ðàäèêàëà [13].

Ýäàðàâîí ýôôåêòèâåí ïðè îñòðûõ íàðóøåíèÿõ ìîç-

ãîâîãî êðîâîîáðàùåíèÿ [5] è âõîäèò â ÿïîíñêèå ðåêî-

ìåíäàöèè 2015 ã. (ßïîíèÿ) ïî òåðàïèè èøåìè÷åñêîãî

èíñóëüòà [7]. Òàêæå ïðåïàðàò ïðèìåíÿåòñÿ ïðè òåðà-

ïèè áîêîâîãî àìèîòðîôè÷åñêîãî ñêëåðîçà [15] è îäîá-

ðåí FDA ïî äàííîìó ïîêàçàíèþ.

Ýäàðàâîí â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè íà äàííûé ìî-

ìåíò íå çàðåãèñòðèðîâàí. Ìåêñèäîë îáðàùàåòñÿ íà

ðûíêå ÐÔ áîëåå 20 ëåò. Ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåãî èñ-
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ñëåäîâàíèÿ áûëî ñðàâíèòü òîêñè÷íîñòü è àíòèîêñè-

äàíòíóþ àêòèâíîñòü ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíà.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî íà ëèíèè êëåòîê HEK293

(êëåòêè ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà). Êëåòêè êóëüòèâè-

ðîâàëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëå-

òî÷íûõ êóëüòóð ïîçâîíî÷íûõ (Èíñòèòóò öèòîëîãèè

ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â 6-ëóíî÷íûõ è 96-ëóíî÷íûõ

ïëàíøåòàõ.

ÎÑ ìîäåëèðîâàëè äîáàâëåíèåì â êóëüòóðàëüíóþ

ñðåäó ïåðîêñèäà âîäîðîäà Í
2
Î

2
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ)

â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ è èíêóáàöèåé â òå÷å-

íèå 24 ÷.

Êëåòêè âûñåèâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû äëÿ âû-

ïîëíåíèÿ ÌÒÒ-òåñòà [12], â õîäå êîòîðîãî îöåíèâàëè

âëèÿíèå ÝÌÃÏÑ (Ìåêñèäîë, ÎÎÎ “ÍÏÊ “Ôàðìà-

ñîôò”, Ðîññèÿ) è ýäàðàâîíà (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) â

äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 5 – 5000 ìêÌ è äëèòåëüíî-

ñòüþ ýêñïîçèöèè 24 ÷ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, à

òàêæå àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå äàííûõ âåùåñòâ ïðè

ìîäåëèðîâàíèè ÎÑ.

Íà ìîíîñëîå êëåòîê â 6-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ ïðè

ìîäåëèðîâàíèè ÎÑ îöåíèâàëè àíòèîêñèäàíòíóþ àê-

òèâíîñòü ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíà â êîíöåíòðàöèÿõ 5, 10,

50 è 100 ìêÌ è äëèòåëüíîñòüþ èíêóáàöèè 24 ÷. Ê

êëåòêàì, ñëóæèâøèì íîðìîé, äîáàâëÿëè ïèòàòåëüíóþ

ñðåäó c 1 % äèìåòèëñóëüôîêñèäà (ÄÌÑÎ — ðàñòâîðè-

òåëü ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíà), à â êîíòðîëüíûå ëóíêè —

ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 1 % ÄÌÑÎ è 5 ìÌ

H
2
O

2
. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ H

2
O

2
è òåñòèðóåìûìè âåùå-

ñòâàìè êëåòêè ñíèìàëè ñ ëóíîê ðàñòâîðîì òðèï-

ñèí-ÝÄÒÀ (Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ), òðèæäû ïðîìû-

âàëè ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî áóôåðà (BioRad, ÑØÀ),

äîáàâëÿëè 150 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà (50 ìÌ, pH

7,4 òðèñ-HCl, 150 ìÌ KCl, 0,5 % òðèòîíà X-100, èíãè-

áèòîð ïðîòåèíàç, Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ), âñòðÿõèâà-

ëè íà øåéêåðå è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå

10 ìèí. Çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 5000 g

(ÑÌ-50, Eppendorf, Ãåðìàíèÿ). Â ïîëó÷åííîì ëèçàòå

êëåòîê ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ îïðåäåëÿëè

êîíöåíòðàöèþ ïðîäóêòîâ ÏÎË — ïî ðåàêöèè ìàëîíî-

âîãî äèàëüäåãèäà (ÌÄÀ) ñ äâóìÿ ìîëåêóëàìè òèîáàð-

áèòóðîâîé êèñëîòû (ÒÁÊ) (Àãàò, Ðîññèÿ) [9] è êàðáî-

íèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ (Sigma-Aldrich, ÑØÀ)

[14]. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáàõ àíàëèçèðîâàëè ìåòî-

äîì Áðåäôîðäà (Pierce Coomassie Plus (Bradford) Assay

Kit, ThermoFisher, ÑØÀ) [4]. Àíàëèç âûïîëíÿëè íà

ñïåêòðîôîòîìåòðå äëÿ ïëàíøåòîâ Stat Fax 2100 (“Awa-

reness Technology”, ÑØÀ).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðî-

ãðàììû StatSoft Statistica 13.0, äèñïåðñèîííûì àíàëè-

çîì (ANOVA) è êðèòåðèåì Ôèøåðà ïîïàðíîãî ñðàâíå-

íèÿ èëè t-êðèòåðèåì Ñòüþäåíòà. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâ-

ëåíû â âèäå M � SD.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, èíêóáèðóåìûõ ñ 1 %

ÄÌÑÎ (íîðìà), â õîäå ÌÒÒ-òåñòà ñîñòàâèëà 100 %.

ÝÌÃÏÑ ñíèæàë æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê â êîíöåí-

òðàöèè 5000 ìêÌ äî 64,46 � 9,17 % (ð = 0,021), à ýäà-

ðàâîí — â êîíöåíòðàöèÿõ 5000, 1000 è 500 ìêÌ äî

44,55 � 7,43 % (ð = 0,008), 57,11 � 11,79 % (p = 0,013),

67,97 � 28,07 % (p = 0,059) ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî

ÝÌÃÏÑ ÿâëÿåòñÿ ìåíåå òîêñè÷íûì âåùåñòâîì, ÷åì

ýäàðàâîí, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ äîçàìè äàííûõ âåùåñòâ,

èñïîëüçóåìûìè â êëèíèêå (500 – 1200 ìã/ñóò ÝÌÃÏÑ

â ñðàâíåíèè ñ 60 ìã/ñóò ýäàðàâîíà) [1, 5].

Ó÷èòûâàÿ òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ýäàðàâîíà â êîí-

öåíòðàöèè 500 ìêÌ, ïðè îöåíêå àíòèîêñèäàíòíîé àê-

òèâíîñòè, âåùåñòâà èñïîëüçîâàëè â áîëåå íèçêèõ êîí-

öåíòðàöèÿõ — 5, 10, 50 è 100 ìêÌ.

Ìîäåëèðîâàíèå ÎÑ (èíêóáèðîâàíèå êëåòîê ñ H
2
O

2
â

êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ â òå÷åíèå 24 ÷, êîíòðîëü) ñîïðîâî-

æäàëîñü ñíèæåíèåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê äî

24,50 � 14,14 % (ð = 0,033). ÝÌÃÏÑ â êîíöåíòðàöèÿõ

50 – 100 ìêÌ ïðåäîòâðàùàë ñíèæåíèå æèçíåñïîñîá-

íîñòè êëåòîê, âûçâàííîå âîçäåéñòâèåì H
2
O

2
, à â êîí-

10 À. Â. Ùóëüêèí è äð.

160

120

80

40

0

Æ
è

ç
í

å
ñ
ï

î
ñ
î
á

í
î

ñ
ò
ü
,
%

5000 1000 500 100 50 10 5

Êîíöåíòðàöèÿ òåñòèðóåìûõ âåùåñòâ, ìêÌ

2

1

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ýòèëìåòèëãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàòà è ýäà-

ðàâîíà íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ëèíèè HEK293.

1 – ýäàðàâîí; 2 – 2-ýòèë-6-ìåòèë-3-ãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàò.

* p < 0,05, ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé — 100 % (êðèòåðèé Ôèøåðà).
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1

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ýòèëìåòèëãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàòà è ýäà-

ðàâîíà íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ëèíèè HEK293 ïðè ìîäå-

ëèðîâàíèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

1 – ýäàðàâîí; 2 – 2-ýòèë-6-ìåòèë-3-ãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàò.

* p < 0,05, ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé — 100 % (êðèòåðèé Ôèøåðà);
#

p < 0,05 — ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíîì (t-êðèòåðèé Ñòüþ-

äåíòà).



öåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìêÌ íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà äàí-

íûé ïîêàçàòåëü îòíîñèòåëüíî çíà÷åíèé êîíòðîëÿ —

æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñíèæàëàñü îòíîñèòåëüíî

çíà÷åíèé íîðìû äî 26,90 � 7,28 % (ð = 0,001) è

41,54 � 16,07 % (ð = 0,041) ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2).

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è â ýêñïå-

ðèìåíòàõ ñ ýäàðàâîíîì. Äàííîå âåùåñòâî â êîíöåíòðà-

öèÿõ 50 è 100 ìêÌ ïðåäîòâðàùàëî ñíèæåíèå âûæè-

âàåìîñòè êëåòîê, âûçâàííîå ïåðîêñèäîì âîäîðîäà.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ýäàðàâîíà 5 è 10 ìêÌ æèçíåñïî-

ñîáíîñòü êëåòîê ïðè ðàçâèòèè ÎÑ ñíèæàëàñü ïî ñðàâ-

íåíèþ ñ íîðìîé äî 41,37 � 10,19 % (p = 0,02) è

69,33 � 4,02 % (ð = 0,024), ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè îöåíêå

âëèÿíèÿ òåñòèðóåìûõ âåùåñòâ íà æèçíåñïîñîáíîñòü

êëåòîê â óñëîâèÿõ ÎÑ ïîêàçàíî, ÷òî ýäàðàâîí ïðåâîñ-

õîäèë ÝÌÃÏÑ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ (âûæèâàå-

ìîñòü êëåòîê ñîñòàâèëà 69,33 � 4,02 % â ñðàâíåíèè

41,54 � 16,07 %, ð = 0,044).

Âîçäåéñòâèå H
2
O

2
(êîíòðîëüíàÿ ñåðèÿ) ïðèâîäèëî ê

ïîâûøåíèþ óðîâíÿ êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ

íà 395,8 % (ð = 0,001) è ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ íà

181,6 % (ð = 0,001), ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîêàçàòåëÿìè íîð-

ìû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçâèòèè ÎÑ (òàáëèöà).

Ïðè ïðèìåíåíèè ÝÌÃÏÑ íà ôîíå H
2
O

2
îòìå÷àëîñü

ñíèæåíèå óðîâíÿ êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ â

ëèçàòå êëåòîê HEK293 ïðè êîíöåíòðàöèÿõ òåñòèðóå-

ìîãî âåùåñòâà 100 è 50 ìêÌ íà 64,9 è 36,4 % (ð � 0,05),

ñîîòâåòñòâåííî, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (òàáëèöà).

Ýäàðàâîí òàêæå ñíèæàë ñîäåðæàíèå êàðáîíèëüíûõ

ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ íà

49,5 % (ð = 0,051), 50 ìêÌ — íà 46,4 % (ð = 0,064),

10 ìêÌ — íà 42,2 % (ð = 0,089) íà ôîíå âîçäåéñòâèÿ

H
2
O

2
. Ïðè ñðàâíåíèè âëèÿíèÿ ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíà íà

óðîâåíü êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ áûëî ïî-

êàçàíî, ÷òî â óñëîâèÿõ ÎÑ ïðèìåíåíèå ÝÌÃÏÑ ïðèâî-

äèëî ê ñíèæåíèþ äàííîãî ïîêàçàòåëÿ â áîëüøåé ñòå-

ïåíè, ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèìåíåíèåì ýäàðàâîíà â êîí-

öåíòðàöèè 100 ìêÌ íà 30,6 % (ð = 0,054) (òàáëèöà).

ÝÌÃÏÑ ïðè ìîäåëèðîâàíèè ÎÑ âûçûâàë ñíèæåíèå

óðîâíÿ ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ â êîíöåíòðàöèè

100, 50, 10 è 5 ìêÌ íà 63,2; 61,1; 41,1 è 31,2 %, ñîîò-

âåòñòâåííî, (ð � 0,05) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (òàá-

ëèöà). Ýäàðàâîí â êîíöåíòðàöèÿõ 100, 50, 10 è 5 ìêÌ

íà ôîíå âîçäåéñòâèÿ H
2
O

2
ñíèæàë ñîäåðæàíèå

ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ íà 34,6; 36,4; 35,8 è 17,4 %

ñîîòâåòñòâåííî (ð � 0,05). Ïðè ðàçâèòèè ÎÑ áûëî ïî-

êàçàíî, ÷òî íà ôîíå ïðèìåíåíèÿ ÝÌÃÏÑ â êîíöåíòðà-

öèÿõ 100 è 50 ìêÌ óðîâåíü ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóê-

òîâ áûë ìåíüøå íà 43,8 è 38,7 % ñîîòâåòñòâåííî

(ð � 0,05) ïî ñðàâíåíèþ ñ ýäàâàðîíîì (òàáëèöà).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî

ïðè ìîäåëèðîâàíèè ÎÑ â óñëîâèÿõ in vitro ÝÌÃÏÑ è

ýäàðàâîí ïðîÿâëÿþò äîçîçàâèñèìóþ àíòèîêñèäàíòíóþ

àêòèâíîñòü.

Ïðè ýòîì ÝÌÃÏÑ ïðåâîñõîäèò ýäàðàâîí ïî àíòèîê-

ñèäàíòíîìó äåéñòâèþ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâîâàëî áîëåå

âûðàæåííîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðî-

äóêòîâ (ìàêñèìàëüíîå ñíèæåíèå íà 63,2 â ñðàâíåíèè ñ

36,4 % ïðè ïðèìåíåíèè ýäàðàâîíà, ð = 0,021) è êàðáî-

íèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ (ìàêñèìàëüíîå ñíèæå-

íèå íà 64,9 â ñðàâíåíèè ñ 49,5 % ïðè ïðèìåíåíèè ýäà-

ðàâîíà, ð = 0,027).

Áîëåå âûðàæåííîå àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå

ÝÌÃÏÑ, ïî ñðàâíåíèþ ñ ýäàðàâîíîì ìîæåò áûòü ñâÿ-

çàíî ñ êîìïëåêñíûì äåéñòâèåì ÝÌÃÏÑ — îí îáëàäà-

åò íå òîëüêî ïðÿìîé (ñâÿçûâàåò ñâîáîäíûå ðàäèêàëû),

íî è íåïðÿìîé àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâíîñòüþ (ïîâû-

øàåò àêòèâíîñòü àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ, ñòèìó-

ëèðóåò Nrf2) [3], â òî âðåìÿ êàê äëÿ ýäàðàâîíà, â îñíîâ-

íîì, õàðàêòåðíà ïðÿìàÿ àíòèîêñèäàíòíàÿ àêòèâíîñòü

[11, 13].

Â òî æå âðåìÿ, ÝÌÃÏÑ ïðîÿâëÿë ñâîþ àêòèâíîñòü â

áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ýäàðà-

âîíîì. IC
50

íàêîïëåíèÿ ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ

äëÿ ÝÌÃÏÑ ñîñòàâèëà 37,9 � 23,5 ìêÌ â ñðàâíåíèè ñ

7,3 � 0,3 ìêÌ äëÿ ýäàðàâîíà (p = 0,076). IC
50

íàêîïëå-

íèÿ êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ äîñòîâåðíî

Àíòèîêñèäàíòíàÿ àêòèâíîñòü è òîêñè÷íîñòü ýòèëìåòèëãèäðîêñèïèðèäèíà ñóêöèíàòà 11
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Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ

ãðóïïà

Êîíöåíòðàöèÿ êàðáîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ,

íìîëü/ìã áåëêà

Êîíöåíòðàöèÿ ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ,

íìîëü/ìã áåëêà

Íîðìà 58,4 � 5,1 11,4 � 1,0

Í2Î2, 5 ìÌ 289,6 � 40,5 32,1 � 2,7

Êîíöåíòðàöèè

òåñòèðóåìûõ âåùåñòâ,

ìêÌ

2-Ýòèë-6-ìåòèë-3-

ãèäðîêñè-ïèðèäèíà

ñóêöèíàò + Í2Î2

Ýäàðàâîí + Í2Î2 2-Ýòèë-6-ìåòèë-3-

ãèäðîêñè-ïèðèäèíà

ñóêöèíàò + Í2Î2

Ýäàðàâîí + Í2Î2

100 101,6 � 7,4
*

146,3 � 27,8
**#

11,8 � 0,3
*

21,0 � 2,4
*#

50 184,3 � 26,1
*

155,1 � 58,2
**

12,5 � 0,2
*

20,4 � 5,1
*#

10 264,0 � 110,1 167,3 � 4,1
**

18,9 � 9,5
*

20,6 � 4,6
*

5 305,2 � 24,6 258,0 � 196,0 22,1 � 3,3
*

26,5 � 2,6
**

*
p < 0,05 ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé H

2
O

2
(êîíòðîëü) (êðèòåðèé Ôèøåðà);

**
p < 0,1 ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé H

2
O

2
(êîíòðîëü) (êðèòåðèé Ôèøåðà);

#
p = 0,054 — ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÝÌÃÏÑ è ýäàðàâîíîì (t-êðèòåðèé Ñòüþäåíòà).



ìåæäó âåùåñòâàìè íå îòëè÷àëàñü: äëÿ ÝÌÃÏÑ —

11,9 � 13,1 ìêÌ â ñðàâíåíèè ñ 8,4 � 2,6 ìêÌ äëÿ ýäà-

ðàâîíà (p = 0,34).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ëè-

òåðàòóðû. Ïîêàçàíî, ÷òî ýäàðàâîí ïðîÿâëÿåò àíòèîêñè-

äàíòíóþ àêòèâíîñòü â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé

1 – 10 ìêÌ [8], à ÝÌÃÏÑ — 50 – 1000 ìêÌ [2].

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ïî-

êàçàíî, ÷òî ÝÌÃÏÑ ÿâëÿåòñÿ ìåíåå òîêñè÷íûì âåùå-

ñòâîì, ÷åì ýäàðàâîí, è îêàçûâàåò äîñòîâåðíî áîëåå

âûðàæåííîå àíòèîêñèäàíòíîå äåéñòâèå.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü ëó÷-

øóþ áåçîïàñíîñòü è, ïî êðàéíåé ìåðå, íå ìåíüøóþ

ýôôåêòèâíîñòü ÝÌÃÏÑ, ïî ñðàâíåíèþ ñ ýäàðàâîíîì â

êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.

ÂÛÂÎÄÛ

1. ÝÌÃÏÑ ÿâëÿåòñÿ ìåíåå òîêñè÷íûì âåùåñòâîì,

÷åì ýäàðàâîí (ìèíèìàëüíàÿ ïîäàâëÿþùàÿ æèçíåñïî-

ñîáíîñòü êëåòîê ëèíèè HEK293 êîíöåíòðàöèÿ

ÝÌÃÏÑ = 5 ìÌ, äëÿ ýäàðàâîíà 5, 1 è 0,5 ìÌ).

2. ÝÌÃÏÑ ïðåâîñõîäèò ýäàðàâîí ïî àíòèîêñèäàíò-

íîé àêòèâíîñòè ïðè ðàçâèòèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà

â êëåòêàõ ëèíèè HEK293. Â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ

ÝÌÃÏÑ íà 30,6 % (ð = 0,054) áîëüøå, ÷åì ýäàðàâîí â

àíàëîãè÷íîé êîíöåíòðàöèè ñíèæàåò ñîäåðæàíèå êàð-

áîíèëüíûõ ïðîèçâîäíûõ áåëêîâ â ëèçàòå êëåòîê, à â

êîíöåíòðàöèÿõ 100 è 50 ìêÌ — íà 43,8 % ( p = 0,003)

è 38,7 % (ð = 0,05) ñîîòâåòñòâåííî, ñíèæàåò óðîâåíü

ÒÁÊ-ðåàêòèâíûõ ïðîäóêòîâ.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY AND TOXICITY OF ETHYLMETHYLHYDROXYPYRIDINE

SUCCINATE AND EDARAVONE: COMPARATIVE IN VITRO EXPERIMENT

A. V. Shchul’kin
1
, Yu. V. Abalenikhina

1
, P. D. Erokhina

1
, and E. N. Yakusheva

1

1
Ryazan State Medical University, ul. Vysokovoltnaya 9, Ryazan, 390026 Russia

The cytotoxic effect and antioxidant activity of ethylmethylhydroxypyridine succinate (EMHPS) and edaravone were compared in a concentration range of

5 – 5000 mM. The cytotoxic effect was assessed on the HEK293 cell line using the MTT test. The oxidative stress (OS) was modeled by incubation of cells

with hydrogen peroxide (H
2
O

2
) at a concentration of 5 mM for an exposure duration of 24 h. The antioxidant activity of both substances was analyzed using

their effects on the level of carbonyl derivatives of proteins and TBA-reactive products in the lysate of HEK293 cells. EMHPS reduced the viability of cells

only at a concentration of 5 mM to 64.46 + 9.17% ( p = 0.021), while edaravone was effective at concentrations of 5, 1, and 0.5 mM by reducing the viability of

cells to 44.55 + 7.43% ( p = 0,008), 57.11 + 11.79% ( p = 0.013), and 67.97 + 28.07% ( p = 0.059), respectively. The OS modeling was accompanied by decrea-

se in the viability of cells to 24.50 + 14.14% ( p = 0.033). Both EMHPS and edaravone at concentrations of 50 and 100 mM prevented decrease in the cell via-

bility under OS conditions. However, the EMHPS effect at a concentration of 100 mM was stronger by 30.6% ( p = 0.054) than that of edaravone at a similar

concentration in reducing the content of carbonyl derivatives of proteins in the cell lysate. At concentrations of 100 and 50 mM, EMHPS decreased the level of

TBA-reactive products in the lysate also stronger than did edaravone – by 43.8% ( p = 0.003) and 38.7% ( p = 0.05), respectively. Thus, results of this study

show that EMHPS is a less toxic substance and has more pronounced antioxidant properties in comparison to edaravone.

Keywords: ethylmethylhydroxypyridine succinate; edaravone; oxidative stress; hydrogen peroxide; HEK293 ñell line; toxicity; viability.
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