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Èíñòèòóò òåîðåòè÷åñêîé è ýêñïåðèìåíòàëüíîé áèîôèçèêè ÐÀÍ, Ðîññèÿ, Ïóùèíî, Ìîñêîâñêàÿ îáë.

Ýñöèí-ñîäåðæàùèå ýêñòðàêòû êàøòàíà êîíñêîãî â ðàçëè÷íûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ

øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ êàê âåíîòîíèçèðóþùèå ñðåäñòâà, ìåõàíèçì äåéñòâèÿ êîòîðûõ è

âíóòðèêëåòî÷íàÿ ìèøåíü äî ñèõ ïîð íå óñòàíîâëåíû. Ïðè ýòîì ýñöèí ïðèìåíÿåòñÿ êàê

àêòèâíàÿ ñóáñòàíöèÿ äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ìåìáðàí â ýêñïåðèìåíòàõ, à â ïî-

ñëåäíåå âðåìÿ óñòàíîâëåíî åãî öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íà ðÿä îïóõîëåâûõ êëåòî÷íûõ

ëèíèé. Ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíèÿ àêòèâíîé ôàðìàöåâòè÷åñêîé ñóá-

ñòàíöèè ýñöèíà â ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ è äëÿ èçó÷åíèÿ åãî ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ áûë ïî-

ëó÷åí ýêñòðàêò êàøòàíà êîíñêîãî (ÝÊÊ) ñ 50 % ñîäåðæàíèåì ýñöèíà. Ïðè ñðàâíåíèè öè-

òîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êóëüòóðó îïóõîëåâûõ êëåòîê HeLa áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÝÊÊ è

ïðåïàðàò ñðàâíåíèÿ ýñöèí â îäèíàêîâûõ ìàññîâûõ êîíöåíòðàöèÿõ ïðîÿâëÿþò îäèíàêî-

âûé öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò. Â êîíöåíòðàöèè 0,003 ìã/ìë îáà âåùåñòâà èíãèáèðóþò

æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê HeLa áîëåå ÷åì íà 80 % â òå÷åíèå 24 ÷. Ïðè óìåíüøåíèè êîí-

öåíòðàöèè â 4 ðàçà öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò íå íàáëþäàåòñÿ. Â ýêâèâàëåíòíûõ öèòîòîê-

ñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöèÿõ äåéñòâèå ýñöèíà è ÝÊÊ áûëî èçó÷åíî íà èçîëèðîâàííûõ ìèòî-

õîíäðèÿõ. Ïîêàçàíî, ÷òî îáà âåùåñòâà óâåëè÷èâàþò ïðîíèöàåìîñòü ìåìáðàíû ìèòîõîí-

äðèé, âûçûâàÿ èõ íàáóõàíèå, ñíèæàþò êàëüöèåâóþ åìêîñòü ìèòîõîíäðèé è èíäóöèðóþò

îòêðûòèå ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû (MPTP). Îòêðûòèå ÌÐÒÐ ïðèâîäèò ê êëåòî÷íîé ãèáå-

ëè. Ýñöèí âûçûâàåò ìåäëåííîå è íåîáðàòèìîå íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé, ÝÊÊ — áûñòðîå

è îáðàòèìîå. Èíãèáèòîð MPTP — öèêëîñïîðèí — ïîëíîñòüþ ñíèìàåò äåéñòâèå îáîèõ

âåùåñòâ, ÷òî óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå ìèòîõîíäðèé â ðåàëèçàöèè ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî äåé-

ñòâèÿ ýñöèíà è ÝÊÊ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñàïîíèí; ýêñòðàêò êàøòàíà êîíñêîãî; ýñöèí; öèêëîñïîðèí; ìèòîõîíä-

ðèàëüíàÿ ïîðà; ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë; HeLa; ðàê øåéêè ìàòêè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ óìåíüøåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè

ñîñóäèñòîé ñòåíêè ïðè âåíîçíîé íåäîñòàòî÷íîñòè øè-

ðîêî ïðèìåíÿåòñÿ ýñöèí — òðèòåðïåíîâûé ãëèêîçèä

(ñàïîíèí), ñîäåðæàùèéñÿ â ïëîäàõ (ñåìåíàõ) êîíñêîãî

êàøòàíà [1]. Êðîìå âåíîòðîïíîé àêòèâíîñòè, ýñöèí

îáëàäàåò ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé è ïðîòèâîîïóõîëå-

âîé àêòèâíîñòüþ [2, 3]. Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî äëÿ ïðîòèâî-

îïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ ýêñòðàêòîâ ýñöèíà æåëàòåëüíî

óâåëè÷èòü åãî êîíöåíòðàöèþ, â ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà

ïîïûòêà ïîëó÷èòü ýêñòðàêò êàøòàíà êîíñêîãî (ÝÊÊ), ñ

ñîäåðæàíèåì ýñöèíà íà ïîðÿäîê áîëüøèì ïî ñðàâíå-

íèþ ñ ñóùåñòâóþùèìè ýêñòðàêòàìè, à òàêæå ïðîâåñòè

ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç äåéñòâèÿ ïîëó÷åííîãî ýêñòðàê-

òà â ñðàâíåíèè ñ ýñöèíîì íà êóëüòóðó êëåòîê HeLa è

íà íàáóõàíèå, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è êàëüöèåâóþ

åìêîñòü ìèòîõîíäðèé êàê âîçìîæíóþ ìèøåíü äåéñò-

âèÿ ïðåïàðàòîâ ýòîé ãðóïïû.

Ìåõàíèçìû äåéñòâèÿ ýñöèíà íà ýíäîòåëèé ñîñóäîâ

òàê æå, êàê è ìåõàíèçìû ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñò-

âèÿ, âñå åùå íåäîñòàòî÷íî âûÿñíåíû è âêëþ÷àþò ìíî-

æåñòâî ôàêòîðîâ: èíäóêöèþ NO ýíäîòåëèàëüíûìè

êëåòêàìè, âûñâîáîæäåíèå ïðîñòàãëàíäèíà F2�, ñíè-

æåíèå ñèíòåçà ìóêîïîëèñàõàðèäîâ, ïðîòåîìíûå èçìå-

íåíèÿ â àêòèíîâîì öèòîñêåëåòå êëåòîê [4]. Ìîëåêóëÿð-

íûå ìèøåíè äåéñòâèÿ ýñöèíà òàêæå ìíîæåñòâåííû, â

òîì ÷èñëå ê íèì îòíîñÿòñÿ ìèòîõîíäðèàëüíûå ñèã-

íàëüíûå ïóòè [5].

Äåéñòâèå ýñöèíà íà ìèòîõîíäðèè, â ÷àñòíîñòè íà

ðåãóëÿöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû (Mitochondrial

Permeability Transition Pore, MPTP), ðàíåå íå èçó÷à-

ëîñü. Òàêæå íå ïðîâîäèëîñü ñðàâíåíèå äåéñòâèÿ ÷èñ-

òîãî ýñöèíà ñ ýêñòðàêòàìè, èñïîëüçóþùèìèñÿ â êëè-

íè÷åñêîé ïðàêòèêå. Â òî æå âðåìÿ ñîäåðæàíèå ýñöèíà

â èñïîëüçóþùèõñÿ ïðåïàðàòàõ êîëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ

3 – 10 %, ÷òî äîñòàòî÷íî äëÿ ïðîÿâëåíèÿ âåíîòîíèçè-

ðóþùåãî äåéñòâèÿ ýñöèíà, íî íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïðîÿâ-

ëåíèÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ, â ñâÿçè ñ ÷åì
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èçó÷åíà öèòîòîêñè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïîëó÷åííîãî ýêñ-

òðàêòà íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ õèìè÷åñêàÿ ÷àñòü

Äëÿ óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ýñöèíà â ýêñòðàêòàõ

êîíñêîãî êàøòàíà ïðåäëîæåí ñïîñîá, îïèñàííûé â ïà-

òåíòå “Ñïîñîá ïîëó÷åíèÿ ñóõîãî ýêñòðàêòà ñåìÿí êàø-

òàíà êîíñêîãî îáûêíîâåííîãî” ¹ 2665630 îò

3.09.2018. Â ðåçóëüòàòå èç 10 êã âîçäóøíî-ñóõèõ ñåìÿí

êàøòàíà êîíñêîãî îáûêíîâåííîãî ïîëó÷àþò 0,7250 ã

ñóõîãî î÷èùåííîãî ýêñòðàêòà ñ ñîäåðæàíèåì ñóììû

òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ â ïåðåñ÷åòå íà ýñöèí —

52,6 %. Ìåòîäîì ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè â äàííîì ýêñ-

òðàêòå, êðîìå ñóììàðíûõ òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ

(52,6 %), óñòàíîâëåíî ïðèñóòñòâèå ôåíîëüíûõ ñîåäè-

íåíèé (ôëàâîíîèäíûõ ãëèêîçèäîâ) è êóìàðèíîâ â ìè-

íîðíîì êîëè÷åñòâå (18 %), à òàêæå 28,5 % ñàõàðîçû è

ïîëíîå îòñóòñòâèå æèðíîãî ìàñëà.

Êîíòðîëü êà÷åñòâà ÝÊÊ. Äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà

ñóõîãî ýêñòðàêòà êàøòàíà áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä àíà-

ëèçà ñóììû òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ íà îñíîâå

ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè. Ìåòîäîì ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè

áûëè èññëåäîâàíû 4 îïûòíî-ïðîìûøëåííûå ñåðèè

ÝÊÊ, ïîëó÷åííûå â óñëîâèÿõ ïðîèçâîäñòâåííî-ýêñïå-

ðèìåíòàëüíîãî öåõà ÔÃÁÍÓ ÂÈËÀÐ.

ßÌÐ-àíàëèç îáðàçöîâ ýêñòðàêòîâ î÷èùåííûõ.

Äëÿ àíàëèçà (ïîäëèííîñòü, ïðèìåñè, ñîîòíîøåíèå êî-

ëè÷åñòâ ýñöèíà è ïðèìåñåé, êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëå-

íèå) èñïîëüçîâàí ìåòîä 1Í ßÌÐ (îäíîìåðíàÿ è äâó-

ìåðíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ).

Îïèñàíèå îäíîìåðíîãî 1Í ßÌÐ ñïåêòðà ýñöèíà

(200 ÌÃö, CD
3
OD). Â îòäåëüíûõ îáëàñòÿõ ñïåêòðà ýñ-

öèíà, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñóììîé ßÌÐ ñïåêòðîâ âñåõ ýñ-

öèíîâ (òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ), ïðîÿâëÿþòñÿ ñëå-

äóþùèå ôðàãìåíòû ìîëåêóë. Ïðîòîíû ãåíèíîâ, â ãå-

ìèíàëüíîì ïîëîæåíèè ê êîòîðûì íåò àòîìà êèñëîðî-

äà, äàþò ñèãíàëû â îáëàñòè ñïåêòðà 0,5 – 2,2 ì.ä. Ñèã-

íàë â îáëàñòè 2,4 – 2,7 ì.ä. îòíîñèòñÿ ê 2 àëëèëüíûì

ïðîòîíàì (ïðè Ñ-11 è Ñ-17). Ïðîòîíû ãåíèíà, â ãåìè-

íàëüíîì ïîëîæåíèè ê êîòîðûì íàõîäèòñÿ àòîì êèñëî-

ðîäà, à òàêæå ãëèêîçèäíûå ïðîòîíû äàþò ñèãíàëû â

îáëàñòè 3 – 5 ì.ä. Îò 5 äî 6 ì.ä. â ñïåêòðå ðàñïîëîæå-

íû ñèãíàëû ïðîòîíîâ ãåíèíà, â ãåìèíàëüíîì ïîëîæå-

íèè ê êîòîðûì íàõîäÿòñÿ àöèëüíûå îñòàòêè (àöåòèëü-

íûå, àíãåëîèëüíûå, òèãëîèëüíûå). Èíòåíñèâíûé ñèã-

íàë ïðè 5,4 ì.ä. îòíîñèòñÿ ê ïðîòîíó ãåíèíà ïðè äâîé-

íîé ñâÿçè (Í-12). Ýòîò ñèãíàë ïðèñóòñòâóåò âî âñåõ

ñïåêòðàõ òðèòåðïåíîâ �-àìèðèíîâîãî òèïà. Ïðîòîíû

ïðè äâîéíîé ñâÿçè îñòàòêîâ àíãåëèêîâîé è òèãëèíîâîé

êèñëîò äàþò ñèãíàëû ïðè 6,1 è 6,8 ì.ä. ñîîòâåòñòâåí-

íî.

Äâóìåðíûå Í,Í COSY ñïåêòðû. Ïîäëèííîñòü.

Íà ðèñ. 1, à ïðèâåäåí äâóìåðíûé ñïåêòð Í,Í COSY

ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ýñöèíà, íà ðèñ. 1, á — ñïåêòð

ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ÝÊÊ (îáðàçåö ¹ 1).

Ïîëîæåíèå íàèáîëåå èíòåíñèâíûõ êðîññ-ïèêîâ ýñ-

öèíà ïðèâåäåíî â òàáë. 1.

Ïðèâåäåííûå â òàáë. 1 êðîññ-ïèêè îáóñëîâëåíû

âçàèìîäåéñòâèåì ïðîòîíîâ ãåíèíà — ïåíòàöèêëè÷å-

ñêîãî òðèòåðïåíà òèïà �-àìèðèíà. Êðîññ-ïèê 1,1/2,6

îòíîñèòñÿ ê âçàèìîäåéñòâèþ ïðîòîíà Í-18 è îäíîãî èç

ïðîòîíîâ ìåòèëåíîâîé ãðóïïû ïðè Ñ-11 ñ âèöèíàëü-
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1 1

2 2

3 3

4 4

5 5

6 6

7 7

8 8

F2 (PPM)

F1 (PPM) F1 (PPM)

F2 (PPM)

8 87 76 65 54 43 32 21 1

à á

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû Í,Í COSY: à — ñòàíäàðòíûé îáðàçåö ýñöèíà, á — ñòàíäàðòíûé îáðàçåö ÝÊÊ (îáðàçåö 1).

Ò à á ë è ö à 1

Ïîëîæåíèå èíòåíñèâíûõ êðîññ-ïèêîâ â ßÌÐ-ñïåêòðå Í,Í COSY ðàñòâîðà ýñöèíà â CD3OD

Îñü Êîîðäèíàòû êðîññ-ïèêîâ, ì.ä.

F1 5,5 3,9 1,8 1,95 1,9 3,6 3,1 3,2 3,2 1,7 1,98 3,0 1,1 0,9

F2 5,8 5,5 6,8 6,1 5,3 4,55 4,8 4,4 4,1 3,95 3,3 3,2 2,6 1,6



íûìè, àëëèëüíûìè è ãîìîàëëèëüíûìè ïðîòîíàìè,

êðîññ-ïèê 1,95/6,1; 1,8/6,8; 5,5/5,8; 1,9/5,3 îòíîñÿòñÿ ê

âçàèìîäåéñòâèþ ïðîòîíîâ â ïîëîæåíèÿõ 21, 22, 17 è

12 ñ âèöèíàëüíûìè. Êðîññ-ïèê 1,9/5,3 îòíîñèòñÿ ê

âçàèìîäåéñòâèþ ïðîòîíà Í-12 ñ äðóãèìè è äîëæåí

ïðèñóòñòâîâàòü â ñïåêòðàõ Í,Í COSY âñåõ òðèòåðïå-

íîâ ñî ñêåëåòîì �-àìèðèíà. Èíòåíñèâíûå êðîññ-ïèêè

â ñðåäíåé îáëàñòè ñïåêòðà Í, Í COSY îòíîñÿòñÿ ê

âçàèìîäåéñòâèþ ïðîòîíîâ óãëåâîäíîãî ôðàãìåíòà ìî-

ëåêóëû ýñöèíà.

Íà ðèñ. 1, á ïðèâåäåí ñïåêòð Í,Í COSY ñòàíäàðò-

íîãî îáðàçöà ÝÊÊ (îáðàçåö 1). Â ñïåêòðå Í,Í COSY

ïðèñóòñòâóþò âñå êðîññ-ïèêè, ÷òî è â ýñöèíå, è äîïîë-

íèòåëüíî èíòåíñèâíûé ÊÏ 3,8/5,5 ì.ä., à òàêæå

êðîññ-ïèê ñëàáîé èíòåíñèâíîñòè â îáëàñòè 6,8 –

8,2 ì.ä., îòíîñÿùèåñÿ ê ôåíîëüíûì ñîåäèíåíèÿì. Â

ñïåêòðàõ Í,Í COSY 3 äðóãèõ îáðàçöîâ ÝÊÊ òàêæå õî-

ðîøî âèäíû êðîññ-ïèêè, îòíîñÿùèåñÿ ê ýñöèíó. Òàêèì

îáðàçîì, äâóìåðíûå ñïåêòðû Í,Í COSY ÿâëÿþòñÿ õà-

ðàêòåðèñòè÷íûìè è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ óñ-

òàíîâëåíèÿ ïîäëèííîñòè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ÝÊÊ.

Ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà ýñöèíà è ñàõàðîâ. Ïðè-

ñóòñòâèå ñàõàðîâ è ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé, ñîäåðæà-

ùèõ ñàõàðà, ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ èíòåíñèâíîñòè

ñèãíàëîâ â ñðåäíåé îáëàñòè ñïåêòðà. Â ñòàíäàðòíîì

îáðàçöå ýñöèíà ñîîòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ïðîòî-

íîâ ãåíèí â ãåìèíàëüíîì ïîëîæåíèè, ê êîòîðûì íåò

àòîìà êèñëîðîäà (îáëàñòü 0,5 – 2,2 ì.ä.), è ïðîòîíîâ

ñàõàðíîé îáëàñòè (3,5 – 4,2 ì.ä.) ðàâíî 3,8. Â î÷èùåí-

íûõ ýêñòðàêòàõ ýòî îòíîøåíèå ñóùåñòâåííî ìåíüøå è

íå ïðåâîñõîäèò çíà÷åíèÿ 2,8. Âåëè÷èíà èíòåãðàëà îò

ïðîòîíîâ ñàõàðîâ ýêñòðàêòà ìîæåò áûòü íàéäåíà âû-

÷èòàíèåì èíòåãðàëà ãëèêîçèäíûõ ïðîòîíîâ ñòàíäàðò-

íîãî îáðàçöà ýñöèíà èç îáùåãî çíà÷åíèÿ èíòåãðàëà â

îáëàñòè ñïåêòðà 3,5 – 4,2 ì.ä. ýêñòðàêòîâ. Äëÿ îïðåäå-

ëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ êîëè÷åñòâ ýñöèíà è ñàõàðîâ íåîá-

õîäèìî íàéòè âåëè÷èíó ïðîòîííîé åäèíèöû (ï. å.)

ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ýñöèíà è ï. å. ñàõàðîâ. Â ìîëåêó-

ëàõ äîìèíèðóþùèõ ýñöèíîâ â îáëàñòè 0,5 – 2,2 ì.ä.

äàþò ñèãíàëû 42 ïðîòîíà è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðîòîííàÿ

åäèíèöà ìîæåò áûòü íàéäåíà äåëåíèåì çíà÷åíèÿ èíòå-

ãðàëà â ýòîé îáëàñòè íà 42. Åñëè â ñïåêòðå ýñöèíà óñ-

òàíîâèòü çíà÷åíèå èíòåãðàëà â ýòîé îáëàñòè, ðàâíîå 42

(îäíî çíà÷åíèå èíòåãðàëà çàäàåòñÿ ïðîèçâîëüíî), òî

çíà÷åíèå ï. å. ýñöèíà áóäåò ðàâíî åäèíèöå. Ïðè ïåðå-

ñ÷åòå íà ïðèìåñü — ñàõàðîçó — îïðåäåëåííîå çíà÷å-

íèå èíòåãðàëà â îáëàñòè 3,5 – 4,2 ì.ä. äîëæíî áûòü

ðàçäåëåíî íà 11 (êîëè÷åñòâî ïðîòîíîâ ñàõàðîçû ïðè

àòîìàõ óãëåðîäà, äàþùèõ ñèãíàëû â ýòîé îáëàñòè, ÷òî

ñëåäóåò èç ñïåêòðà ðàñòâîðà ñàõàðîçû â ìåòàíîëå). Äâà

ïðîòîíà Í-2 è Í-4 ãëþêîçíîãî ôðàãìåíòà ñàõàðîçû

äàþò ñèãíàëû âíå ýòîé îáëàñòè (ñìåùåíû â áîëåå

ñèëüíîå ïîëå). Îòíîñèòåëüíîå ìàññ-ïðîöåíòíîå ñî-

äåðæàíèå ñàõàðîâ â ïåðåñ÷åòå íà ñàõàðîçó â ñòàíäàðò-

íûõ îáðàçöàõ ÝÊÊ îïðåäåëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå:

Õ (ìàññ. %)
ñàõ

= 100/(1 + I�
ýñö

/0,3 � I�
ñàõ

),

ãäå I�
ýñö

— íîðìèðîâàííîå çíà÷åíèå èíòåãðàëà ñèãíà-

ëîâ ïðîòîíîâ ýñöèíà; I�
ñàõ

— íîðìèðîâàííîå çíà÷åíèå

èíòåãðàëà ñèãíàëîâ ïðîòîíîâ ñàõàðîçû; Ì
ýñö

— ìîëÿð-

íûé âåñ ýñöèíà (1131,3 ã/ìîëü); Ì
ñàõ

— ìîëÿðíûé âåñ

ñàõàðîçû (342,3 ã/ìîëü) (òàáë. 2).

0,30 = Ì
ñàõ

/Ì
ýñö

.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ýñöèíà

â ÝÊÊ (îáðàçöû 1 – 4) ïðîâîäèëè ìåòîäîì âíåøíåãî

ñòàíäàðòà. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè ýñöèíà

ñòàíäàðòíûé îáðàçåö (“Sigma”, ÑØÀ). Ïîëàãàÿ, ÷òî â

èíòåãðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü â îáëàñòè 0,5 – 2,2 ì.ä.

âíîñÿò òîëüêî ïðîòîíû ãåíèíà, ñðàâíèâàëè èíòåãðàëü-

íûå èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ ïðîòîíîâ ÝÊÊ è ýñöèíà.

Ïàðàìåòðû ïîëó÷åíèÿ è îáðàáîòêè ñïåêòðà äëÿ ñòàí-

äàðòà è ÝÊÊ — îäèíàêîâûå. Çíà÷åíèå ïàðàìåòðà ñèã-

íàë/øóì äëÿ íàèáîëåå èíòåíñèâíîãî ñèãíàëà ïðåâîñ-

õîäèëî 200. Äëÿ îäèíàêîâîé îðèåíòàöèè àìïóëû îòíî-

ñèòåëüíî ïðèåìíîé êàòóøêè èñïîëüçîâàëè øàáëîí,

ôèêñèðóþùèé ïîëîæåíèå äíà àìïóëû îòíîñèòåëüíî

ðîòîðà òóðáèíêè. Èñïîëüçîâàëèñü êàëèáðîâàííûå àì-

ïóëû, â êîòîðûõ ïðè îáúåìå 0,6 ìë âûñîòà ñòîëáèêà

ðàñòâîðà ðàâíà 4,5 ñì.

Òðîåêðàòíûå èçìåðåíèÿ èíòåãðàëà äëÿ îäíîãî è

òîãî æå ðàñòâîðà (àìïóëà êàæäûé ðàç èçâëåêàëàñü è

âñòàâëÿëàñü â ðîòîð òóðáèíêè) äàëè ñëåäóþùèå çíà÷å-

íèÿ: 171,2; 175,4; 176,1.

Ðàñ÷åòû ïðîâîäèëèñü ïî ôîðìóëå:

Õ (%) = I
ÝÊÊ

/I
ý
,

ãäå I
ÝÊÊ

— çíà÷åíèå èíòåãðàëà ÝÊÊ â îáëàñòè ñïåêòðà

0,5 – 2,2 ì.ä.; I
ý

— çíà÷åíèå èíòåãðàëà ýñöèíà â îáëàñ-

òè ñïåêòðà 0,5 – 2,2 ì.ä.

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ïðèâåäå-

íû â òàáë. 3.

Ñïåêòðû ïîëó÷åíû íà ßÌÐ-ñïåêòðîìåòðå GEMINI

200. Íàâåñêó îêîëî 0,01 ã ðàñòâîðÿëè â 0,6 ìë ñïèðòà

ìåòèëîâîãî-D
4

(3,30 ì.ä.), ôèëüòðîâàëè è ïåðåíîñèëè

â àìïóëó äëÿ ñíÿòèÿ ñïåêòðîâ. Âðåìÿ ðåãèñòðàöèè îä-

íîãî ñïåêòðà (ïàðàìåòð ÀÒ) — 2 ñ áåç ðåëàêñàöèîííîé

46 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 53, ¹ 1, 2019

Ò à á ë è ö à 2

Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ñàõàðîâ (â ïåðåñ÷åòå íà ñàõàðîçó) â îáðàçöàõ ÝÊÊ

Îáðàçåö ÝÊÊ Ñàõàðîçà, ï. å. I�
ýñö

/(0,3 � I�
ñàõ

) Ñîäåðæàíèå ñàõàðîâ, %

1 (28,0 – 10,87)/11 = 1,56 1/(1,56 � 0,3) = 2,13 31,9

2 (33,90 – 10,87)/11 = 2,09 1/(2,09 � 0,3) = 1,59 38,6

3 (23,26 – 10,87)/11 = 1,13 1/(1,13 � 0,3) = 2,95 25,3

4 (25,52 – 10,87)/11 = 1,33 1/(1,33 � 0,3) = 2,50 28,5



çàäåðæêè, êîëè÷åñòâî íàêîïëåíèé (NT) 512. Ïàðàìåò-

ðû äëÿ ñíÿòèÿ ñïåêòðîâ COSY âçÿòû èç ïàêåòà ñòàí-

äàðòíûõ ïðîãðàìì. Âðåìÿ ðåëàêñàöèîííîé çàäåðæêè

— 0,2 ñ, ïàðàìåòðû NI = 128, NT = 64. Âñå ñïåêòðû

ïîëó÷åíû è ìàòåìàòè÷åñêè îáðàáîòàíû ïðè îäíèõ è

òåõ æå çíà÷åíèÿõ ïàðàìåòðîâ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ ÷àñòü

Îïðåäåëåíèå öèòîòîêñè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñî-

åäèíåíèé íà îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Êëåòî÷íàÿ êóëüòó-

ðà HeLa (ýïèòåëèîèäíûé ðàê øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà) è

êóëüòóðà ôèáðîáëàñòîâ êîæè êðûñ (ÔÊÊ) ïîëó÷åíû èç

áèîêîëëåêöèè ÔÃÁÍÓ ÂÈËÀÐ (https://pm.cytogen.ru).

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê îñóùåñòâëÿëè â ñòåðèëüíûõ

óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ëàìèíàðáîêñà ËÁ-Â (Ðîñ-

ñèÿ). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C â óñëîâèÿõ 5 %

ÑÎ
2
. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñòàí-

äàðòíóþ ñðåäó DMEM ñ ãëóòàìèíîì (Dulbecco’sModi-

fiedEaglemedium, ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì

10 % òåðìîèíàêòèâèðîâàííîé ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷åé

ñûâîðîòêè (Sigma, ÑØÀ), àíòèáèîòèêîâ ãåíòàìèöèíà

ñóëüôàòà è ñòðåïòîìèöèíà ñóëüôàòà (ÎÎÎ “ÁèîÕèì-

Ôàðì”, Ðîññèÿ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îïðåäåëÿ-

ëè êàê îïèñàíî â ðàáîòå [6]. Êëåòêè âûðàùèâàëè â

25 ñì2 ôëàêîíàõ ïîñëå äîñòèæåíèÿ ìîíîñëîÿ ïðîâîäè-

ëè òðèïñèíèçàöèþ è âíîñèëè ïî 200 ìêë êëåòî÷íîé

ñóñïåíçèè 10 òûñ êëåòîê íà 1 ìë â ëóíêè ïëîñêîäîííî-

ãî ïëàíøåòà “COSTAR” è äîáàâëÿëè èññëåäóåìûå âå-

ùåñòâà — ÝÊÊ è ýñöèí (“Sigma”, ÑØÀ) íà 24 ÷. Ïî-

ñëå èíêóáàöèè â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó íà 3 ÷ âíîñèëè

3-(4,5-äèìåòèëòèàçîëèë-2)-2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèé áðî-

ìèñòûé (ÌÒÒ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,5 ìã/ìë.

Îáùèé îáúåì ëóíêè ñîñòàâëÿë 200 ìêë, ïî 2 òûñ êëå-

òîê íà 1 ëóíêó. Çàòåì æèäêîñòü èç ëóíîê óäàëÿëè ïèïå-

òèðîâàíèåì è âíîñèëè ïî 150 ìêë äèìåòèëñóëüôîêñè-

äà íà 30 ìèí. ÌÒÒ âîññòàíàâëèâàåòñÿ çà ñ÷åò äåéñòâèÿ

äåãèäðîãåíàç æèâûõ êëåòîê äî âîäîíåðàñòâîðèìûõ

êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü îáðàç-

öîâ ðåãèñòðèðîâàëè ïðè äëèíå âîëíû 530 íì íà ïëàí-

øåòíîì àíàëèçàòîðå èììóíîôåðìåíòíûõ ðåàêöèé

“ÓÍÈÏËÀÍ” ÀÈÔÐ-01 (Ðîññèÿ). Îïòè÷åñêóþ ïëîò-

íîñòü êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ (áåç òåñòèðóåìîãî ïðåïà-

ðàòà) ïðèíèìàëè çà 100 % âûæèâàåìîñòü êëåòîê, ðàâ-

íóþ åäèíèöå. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå 3 ýêñïåðèìåíòîâ

(n = 3).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ ýêñïåðè-

ìåíòàëüíûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-

ìû GraphPadPrism 6. Äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé ( p ) îöå-

íèâàëè ïî êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà — Ôèøåðà.

Âûäåëåíèå ìèòîõîíäðèé. Ìèòîõîíäðèè ïîëó÷àëè

èç ïå÷åíè âçðîñëûõ êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Âèñòàð (ÈÒÝÁ

ÐÀÍ ã. Ïóùèíî) ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì äèôôåðåíöè-

àëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ [7]. Âñå ïðîöåäóðû ýêñïå-

ðèìåíòà ñîîòâåòñòâîâàëè òðåáîâàíèÿì ìåæäóíàðîä-

íûõ ïðàâèë ãóìàííîãî îáðàùåíèÿ ñ æèâîòíûìè. Êðûñ

ïîäâåðãàëè äåêàïèòàöèè, ïå÷åíü èçâëåêàëè è ãîìîãå-

íèçèðîâàëè â 10 ìë ëåäÿíîãî 10 ìÌ HEPES-Tris (pH

7,4) áóôåðå, ñîäåðæàùåì 300 ìÌ ñàõàðîçû, 1 ìÌ

ÝÃÒÀ. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 600 g â òå÷å-

íèå 7 ìèí è 4 °C, çàòåì ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâà-

ëè ïðè 9,000 g â òå÷åíèå 10 ìèí äëÿ ïîëó÷åíèÿ îñàäêà

ñ ìèòîõîíäðèÿìè (öåíòðèôóãà PC-6, Ðîññèÿ). Ìèòî-

õîíäðèàëüíóþ ôðàêöèþ çàòåì äâàæäû ïðîìûâàëè

10-êðàòíûì îáúåìîì õîëîäíîãî âûøåóêàçàííîãî áó-

ôåðà áåç ÝÃÒÀ. Êîíå÷íûé ìèòîõîíäðèàëüíûé îñàäîê

ñóñïåíäèðîâàëè â ïðîìûâî÷íîì áóôåðå äî ïîëó÷åíèÿ

60 – 80 ìã áåëêà/ìë. Ìèòîõîíäðèè èíêóáèðîâàëè â

ñðåäå, ñîäåðæàùåé 120 ìÌ KCl, 1,5 ìÌ KH
2
PO

4
,

10 ìÌ HEPES (pH 7,25). Êîíòðîëüíûå ïðîáû ñ ðàñòâî-

ðèòåëåì (96 % ýòèëîâûé ñïèðò) â êàæäîé ñåðèè ýêñïå-

ðèìåíòîâ. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 3 ýêñïåðè-

ìåíòîâ � ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî (M � m ).

Îïðåäåëåíèå èíäóêöèè ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû

(MPTP). Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ ìèòîõîíäðèÿìè ýñöèí

áûë ïðèãîòîâëåí â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ â âîäå äëÿ

èíúåêöèé. Ýêñòðàêò òàêæå õîðîøî ðàñòâîðèì â âîäå è

áûë ïðèãîòîâëåí â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ, îðèåíòèðó-

ÿñü íà ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó ýñöèíà (ì. ì. 1131), è ñ÷è-

òàÿ, ÷òî â ÝÊÊ ïðèñóòñòâóåò 50 % ýñöèí, ÷òî óäîáíî

äëÿ ñðàâíåíèÿ èõ äåéñòâèÿ.

Âëèÿíèå ýñöèíà è ÝÊÊ íà èíäóêöèþ ìèòîõîíäðè-

àëüíîé ïîðû (MPTP) èîíàìè êàëüöèÿ îïðåäåëÿëè ñ

ïîìîùüþ èçìåðåíèÿ êàëüöèåâîé åìêîñòè ìèòîõîíä-

ðèé êàê îïèñàíî ðàíåå [7]. Îïðåäåëåíèå êàëüöèåâîé

åìêîñòè îñíîâàíî íà èçìåðåíèè ìèíèìàëüíîé ïîðîãî-

âîé êîíöåíòðàöèè Ca2+, òðåáóåìîé äëÿ íåîáðàòèìîãî

ñíèæåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ïðè ïîñëåäîâà-

òåëüíûõ äîáàâêàõ Ca2+ â êîíöåíòðàöèÿõ 20 ìêM. Ìè-

òîõîíäðèè èíêóáèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 120 ìÌ

KCl, 1,5 ìÌ KH
2
PO

4
, 10 ìÌ HEPES (pH 7,25). Êîí-

öåíòðàöèÿ òåòðàôåíèëôîñôîíèÿ (ÒÐÐ+) â êþâåòå ñî-

ñòàâëÿëà 1 �M. Îäíîâðåìåííî ïðîâîäèëè ðåãèñòðà-

öèþ èçìåíåíèé êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ Ñà2+-ñå-

ëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè

ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òåðìîñòàòèðóåìîé êþ-

âåòå îáúåìîì 1 ìë ïðè 26 °C. Íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé
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Ò à á ë è ö à 3

Ñîäåðæàíèå ýñöèíà â îáðàçöàõ ÝÊÊ

Îáðàçåö ÝÊÊ Èíòåãðàë Íàâåñêà, ìã Ñîäåðæàíèå, %

Ýñöèí 168,2 5,4

1 185,8 10,9 54,7

2 189,2 10,4 58,3

3 171,1 10,4 54,0

4 174,2 10,6 52,6



èçìåðÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè 540 íì. Ïðåä-

ñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 3 – 5 ýêñïåðèìåíòîâ �

ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî (M � m ).

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÝÊÊ è ýñöèíà íà

êëåòêè HeLa. Íà êëåòêè ðàêà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà

HeLa ýñöèí è ÝÊÊ îêàçûâàëè îäèíàêîâîå öèòîòîêñè-

÷åñêîå äåéñòâèå, çàâèñèìîå îò êîíöåíòðàöèè (òàáë. 4).

Ïðè èíêóáàöèè 24 ÷ è íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè ýñöèíà

è ÝÊÊ 1,8 è 7,5 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî çàìåòíîãî

âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê íå íàáëþäàëîñü.

Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè â 4 ðàçà

äî 30 ìêã/ìë ÝÊÊ è ýñöèí èíãèáèðîâàëè ðîñò è æèç-

íåñïîñîáíîñòü êëåòîê áîëåå ÷åì íà 80 %, äàííûå

ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 4. Ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíîé

ðàçíèöû ìåæäó ÝÊÊ è ýñöèíîì íå âûÿâëåíî.

Òàêèì îáðàçîì, â êîíöåíòðàöèè 25 �Ì ýñöèí ïîäàâ-

ëÿåò æèçíåñïîñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê íà 85 %, à

ÝÊÊ íå ìåíåå ýôôåêòèâåí — ïîäàâëÿåò æèçíåñïîñîá-

íîñòü íà 83 %, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ñîäåðæèò 50 % ýñ-

öèíà.

Âëèÿíèå ÝÊÊ è ýñöèíà íà ìåìáðàííûé ïîòåíöè-

àë è èíäóêöèþ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ. Íà èçîëèðî-

âàííûõ ìèòîõîíäðèÿõ ïå÷åíè êðûñ ïîêàçàíî, ÷òî ýñ-

öèí â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñíèæàåò ìåìáðàí-

íûé ïîòåíöèàë, àêòèâèðóåò èíäóêöèþ ìèòîõîíäðè-

àëüíîé ïîðû èîíàìè êàëüöèÿ, ñíèæàåò ñêîðîñòü

òðàíñïîðòà èîíîâ êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè. Ðèñ. 2 – 4

äåìîíñòðèðóþò âëèÿíèå ýñöèíà íà ìåìáðàííûé ïî-

òåíöèàë è èíäóêöèþ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ. Íà ðèñ. 2

è 3 ïîêàçàíî âëèÿíèå ýñöèíà â 2 êîíöåíòðàöèÿõ — 25

è 50 �Ì íà ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è òðàíñïîðò èîíîâ

êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè ïðè ïîñëåäîâàòåëüíûõ äîáàâ-

êàõ 20 �Ì ÑàCl
2
. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ýñöè-

íà êàëüöèåâàÿ åìêîñòü ìèòîõîíäðèé ñíèæàåòñÿ: ïðè

äîáàâëåíèè 50 �Ì ýñöèíà äëÿ îòêðûòèÿ ïîðû òðåáóåò-
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Ò à á ë è ö à 4

Âëèÿíèå ýñöèíà è ÝÊÊ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê HeLa ïðè

èíêóáàöèè â òå÷åíèå 24 ÷

Êîíöåíòðàöèÿ, ìêã/ìë Ýñöèí ÝÊÊ

0 100 � 15,3 100 � 1,26

1,8 113,3 � 17,3 98,01 � 5,4

7,5 95,8 � 10,8 102,7 � 3,4

30 15,18 � 4,3* 17,11 � 1,26*

* Àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò ïðè ð < 0,01.
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è èíäóêöèÿ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ: à — èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà â îòâåò

íà äîáàâêè èîíîâ êàëüöèÿ (ÑàÑl
2
, 20 �M êàæäàÿ) â êîíòðîëå, èçìåðÿåìûå ÒÔÔ-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì; á — òðàíñïîðò èîíîâ êà-

ëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè, èçìåðÿåìûé Ñà
2+

-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ýñöèíà (25 �Ì) íà ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è èíäóêöèþ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ: à — èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïî-

òåíöèàëà â îòâåò íà äîáàâêè èîíîâ êàëüöèÿ (ÑàÑl
2
, 20 �M êàæäàÿ), èçìåðÿåìûå ÒÔÔ-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì; á — òðàíñïîðò

èîíîâ êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè, èçìåðÿåìûé Ñà
2+

-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì.



ñÿ âñåãî 1 äîáàâêà 20 �Ì ÑàCl
2
, òîãäà êàê ïðè äîáàâëå-

íèè 25 �Ì ýñöèíà òðåáîâàëîñü 2 äîáàâêè 20 �Ì

ÑàCl
2
. Â êîíòðîëå, â îòñóòñòâèå ýñöèíà, äëÿ îòêðûòèÿ

ïîðû òðåáîâàëîñü 5 äîáàâîê (100 �Ì) ÑàCl
2
.

Íà ðèñ. 4, âêëþ÷àþùåì êðèâûå èçìåíåíèÿ ìåì-

áðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé è ñêîðîñòè òðàíñ-

ïîðòà èîíîâ êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè, îò÷åòëèâî âèäíî,

÷òî äîáàâëåíèå 50 �Ì ýñöèíà íå òîëüêî àêòèâèðóåò

èíäóêöèþ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ, íî è ñíèæàåò ñêî-

ðîñòü òðàíñïîðòà Ñà2+ â ìèòîõîíäðèè. Âðåìÿ àêêóìó-

ëÿöèè îäíîé äîáàâêè ÑàCl
2

âîçðàñòàåò îò 26 ñ â

êîíòðîëå äî 43 ñ ïðè 25 �Ì ýñöèíà è äî 130 ñ ïðè

50 �Ì ýñöèíà. Ýòî âèäíî è ïî âðåìåíè âîññòàíîâëå-

íèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà, è ïî âðåìåíè àêêóìóëÿ-

öèè èîíîâ êàëüöèÿ. Íà ðèñ. 5 ïîêàçàíî, ÷òî öèêëîñïî-

ðèí À, ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð MPTP, âîññòàíàâëè-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå öèêëîñïîðèíà À íà àêòèâèðîâàííóþ ýñöèíîì (50 �Ì) èíäóêöèþ ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû èîíàìè êàëüöèÿ: à – ìåì-

áðàííûé ïîòåíöèàë; á – òðàíñïîðò èîíîâ êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè.

Çäåñü è íà ðèñ. 6, 7: ÖÑ – öèêëîñïîðèí.

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0

0 100 200 300 400 500 600

Ê
î
í

ö
å
í

ò
ð
à
ö

è
ÿ

Ò
Ô

Ô
+

,
M
�

Âðåìÿ, ñ

Ca
2+

Ca
2+

C
a

,
2
0

M
2
+

�

1 ìèí

à á

Ýñöèí,

50 M�

Ýñöèí,

50 M�

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ýñöèíà (50 �Ì) íà ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë è èíäóêöèþ MPTP èîíàìè êàëüöèÿ: à – èçìåíåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåí-

öèàëà â îòâåò íà äîáàâêè èîíîâ êàëüöèÿ (ÑàÑl
2
, 20 �M êàæäàÿ), èçìåðÿåìûå ÒÔÔ-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì; á – òðàíñïîðò èîíîâ

êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè, èçìåðÿåìûé Ñà
2+

-ñåëåêòèâíûì ýëåêòðîäîì.
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Ðèñ. 6. Ñðàâíåíèå äåéñòâèÿ ýñöèíà è ýêñòðàêòà (ÝÊÊ) íà èíäóêöèþ MPTP: à – ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë; á – òðàíñïîðò èîíîâ êàëü-

öèÿ â ìèòîõîíäðèè. ÝÊÊ – 50 �Ì, ýñöèí – 50 �Ì.



âàåò êàëüöèåâóþ åìêîñòü ìèòîõîíäðèé, íî íå ñíèìàåò

òîðìîæåíèå ñêîðîñòè òðàíñïîðòà èîíîâ êàëüöèÿ â ìè-

òîõîíäðèè. Âîçìîæíî, ñíèæåíèå ñêîðîñòè òðàíñïîðòà

Ñà2+ â ìèòîõîíäðèÿõ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ

èçâåñòíîãî âàçîêîíñòðèêòîðíîãî äåéñòâèÿ ýñöèíà íà

ýíäîòåëèé.

Íà ðèñ. 6 ïðèâåäåíû êðèâûå èçìåíåíèÿ ìåìáðàííî-

ãî ïîòåíöèàëà â îòâåò íà äîáàâêè 20 �Ì Ñà2+ â ïðèñóò-

ñòâèè ýñöèíà è ÝÊÊ. Ïðè îäíîé è òîé æå êîíöåíòðà-

öèè (25 �Ì) ýêñòðàêò áûë áîëåå ýôôåêòèâåí ïî ñðàâ-

íåíèþ ñ ýñöèíîì ïî äåéñòâèþ íà èíäóêöèþ

ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû. Òàêæå êàê è â ïðîáàõ ñ ýñöè-

íîì, öèêëîñïîðèí èíãèáèðîâàë îòêðûòèå ïîðû, èíäó-

öèðîâàííîå ÝÊÊ è èîíàìè êàëüöèÿ, óâåëè÷èâàÿ ïîðî-

ãîâûå êîíöåíòðàöèè èîíîâ êàëüöèÿ, íåîáõîäèìûå äëÿ

îòêðûòèÿ ïîðû.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ èçó÷àëè âëèÿ-

íèå ýñöèíà è ÝÊÊ íà íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé. Ñëåäóåò

îòìåòèòü, ÷òî ÝÊÊ âûçûâàåò íàáóõàíèå ïðè áîëåå íèç-

êèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ÷åì ýñöèí. Íàáóõàíèå ñ ÝÊÊ èäåò

ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ, â 8 ðàç ïðåâûøàþùåé ñêîðîñòü

íàáóõàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ýñöèíà. Àëàìåòèöèí, ïåï-

òèäíûé èîíîôîð, äîáàâëåí äëÿ âûÿâëåíèÿ àìïëèòóäû

ïîëíîãî íàáóõàíèÿ ìèòîõîíäðèé. Íà ðèñ. 7 ïðèâåäåíû

êðèâûå íàáóõàíèÿ ñ ðàññ÷èòàííîé ñêîðîñòüþ, â ñëó÷àå

ýñöèíà îíà ðàâíà 0,09/ìèí, à â ñëó÷àå ÝÊÊ —

0,75/ìèí.

Òàê êàê ýñöèí â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ âûçûâàåò

ïîëíîå íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé, íî ñ íèçêîé ñêîðî-

ñòüþ, à ÝÊÊ — íåïîëíîå è ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ, ìîæ-

íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÝÊÊ âûçûâàåò áûñòðîå è îáðà-

òèìîå íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé, â îòëè÷èå îò ýñöèíà,

âûçûâàþùåãî ìåäëåííîå, íî íåîáðàòèìîå íàáóõàíèå.

Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ÝÊÊ íà ïðîíèöàåìîñòü ìåìáðàí

ñõîæ ñ ýñöèíîì, íî áîëåå ãèáêèé â îòëè÷èå îò ýñöèíà

— ñàïîíèíà ñ ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûìè ñâîéñòâàìè,

èñïîëüçóþùåãî â ýêñïåðèìåíòàõ äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðî-

íèöàåìîñòè ìåìáðàí êëåòîê è ìèòîõîíäðèé [8].

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ýñöè-

íà è ÝÊÊ íà íàáóõàíèå ìèòîõîíäðèé áûëî èçó÷åíî

âëèÿíèå èíãèáèòîðà MPTP öèêëîñïîðèíà íà èõ ýô-

ôåêòû. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî öèêëîñïîðèí ïîëíîñòüþ

óñòðàíÿåò äåéñòâèå ýñöèíà è ÝÊÊ. Òîò ôàêò, ÷òî äåéñò-

âèå ýñöèíà è ÝÊÊ ñíèìàåòñÿ öèêëîñïîðèíîì ñâèäå-

òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êàê ýñöèí, òàê è ÝÊÊ ÿâëÿþòñÿ

ñïåöèôè÷åñêèìè ðåãóëÿòîðàìè MPTP è òðàíñïîðòà

èîíîâ êàëüöèÿ â ìèòîõîíäðèè, âëèÿÿ íà êëåòî÷íóþ ãè-

áåëü è êàëüöèé-çàâèñèìûå ñèãíàëüíûå ïóòè.

Âïåðâûå ïîëó÷åí ÝÊÊ èç ñåìÿí êàøòàíà êîíñêîãî ñ

âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ýñöèíà (> 50 %), ïîäëèííîñòü

êîòîðîãî ïîäòâåðæäåíà ßÌÐ-àíàëèçîì. ÝÊÊ è ýñöèí

îáëàäàþò öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì íà êëåòêè

HeLa. Îáíàðóæåíî ñïåöèôè÷åñêîå ðåãóëÿòîðíîå äåé-

ñòâèå ýñöèíà è ÝÊÊ íà MPTP, ïðîÿâëÿþùååñÿ â óâåëè-

÷åíèè ïðîíèöàåìîñòè ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé è èí-

äóêöèè ïîðû ïðè óâåëè÷åíèè èõ êîíöåíòðàöèè: áû-

ñòðîå è îáðàòèìîå äëÿ ÝÊÊ è ìåäëåííîå íåîáðàòèìîå

äëÿ ýñöèíà. Âëèÿíèå ýñöèíà è ÝÊÊ íà êëåòî÷íóþ ãè-

áåëü îïîñðåäîâàíî òðàíñïîðòîì èîíîâ êàëüöèÿ â ìè-

òîõîíäðèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ

¹ 19-015-00195À.
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PREPARATION OF HORSE CHESTNUT EXTRACT WITH 50% ESCIN

AND ITS EFFECT ON THE PROLIFERATION OF TUMOR CELLS

AND ISOLATED MITOCHONDRIA
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Escin-containing horse chestnut extracts (HCEs) in various medicinal forms are widely used as venotonic agents, but neither mechanism of their action nor

the intracellular target have yet been established. It is well known that escin is also used as an active substance to increase the permeability of membranes in

experiments, and recently its cytotoxic effect on a number of various tumor cell lines has been found. In order to increase the percentage of active pharmaceu-

tical form of escin in drugs and to study its mechanism of action, a horse chestnut extract with 50% escin content was prepared. A comparative study of the

cytotoxic effect of this CHE on the culture of HeLa tumor cells, showed that this HCE and escin reference with the same mass concentrations exhibited iden-

tical cytotoxic effect. At a concentration of 0.003 mg/mL, both substances inhibited the viability of HeLa cells by more than 80% for 24 h. When the concent-

ration was reduced 4 times, the cytotoxic effect was not observed. The effects of escin and HCE in equivalent cytotoxic concentrations were studied in isola-

ted mitochondria. It was found that both substances increased permeability of mitochondrial membranes, caused their swelling, reduced the calcium capacity

of mitochondria, and induced opening of mitochondrial pores (MPTP effect). Escin caused slow and irreversible swelling of mitochondria while HCE produ-

ced fast and reversible effect. The MPTP inhibitor cyclosporin completely removed the effect of both substances, which indicated the involvement of mitoc-

hondria in realization of the pharmacological action of both escin and HCE.

Keywords: saponin; horse chestnut extract; escin; cyclosporine; mitochondrial pore; membrane potential; HeLa; cervical cancer.
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