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Протекторний вплив активацiї бiосинтезу убiхiнону

на функцiонування ланцюга транспорту електронiв

мiтохондрiй клiтин органiв щурiв при введеннi

доксорубiцину

За дiї на органiзм тварин доксорубiцину виявлено пошкодження ланцюга транспорту
електронiв у мiтохондрiях, про що свiдчить утворення триплетних структур з g =

= 2,007 в спектрах ЕПР. Цi пошкодження можуть служити маркером токсичностi
доксорубiцину i мiшенню для здiйснення терапевтичних впливiв. При цьому встановле-
но зниження ефективностi функцiонування детоксикацiйної системи клiтин. Показано
захисний ефект комплексу ЕПМ (α-токоферилацетат, 4-оксибензойна кислота, метiо-
нiн) щодо мiтохондрiй i ендоплазматичного ретикулума клiтин органiв за токсичних
впливiв доксорубiцину. Виявлено зниження рiвня убiсемiхiнону — радикальної форми
убiхiнону — в органах тварин, яким вводили доксорубiцин в терапевтичнiй дозi.

В останнi роки активно дослiджуються механiзми виникнення дисфункцiй мiтохондрiй та
пов’язане з цими процесами наростання швидкостi генерування супероксидних радикалiв
i радикалiв оксиду азоту в соматичних клiтинах та активацiя генерування цих молекул лей-
коцитами, лiмфоцитами, тромбоцитами через визнання їх ролi в етiологiї ряду патологiй,
зокрема серцево-судинних i онкологiчних. Причиною виникнення окисних пошкоджень є не
сам процес генерування активних форм кисню (АФК), а порушення механiзмiв регуляцiї
їх утворення та елiмiнацiї. Механiзм цих явищ до кiнця не з’ясовано. Тому дослiдження
механiзму виникнення дисфункцiї мiтохондрiй, окисного стресу та розробка нових страте-
гiй регуляцiї цих процесiв є актуальним завданням сучасної медицини [1, 2]. Доксорубiцин,
антибiотик антрациклiнового ряду, є ефективним антинеопластичним агентом, використа-
ння якого обмежується високою токсичнiстю по вiдношенню до печiнки, серця та iнших
органiв [3]. Показано, що застосування антиоксидантiв (наприклад, вiтамiну Е, убiхiнону
(CoQ)) може сприяти пiдвищенню антинеопластичної активностi доксорубiцину за рахунок
зменшення рiвнiв АФК, продукованих мiтохондрiями. Крiм того, при застосуваннi антиок-
сидантiв зменшувалися iншi токсичнi ефекти вiд прийому доксорубiцину [3, 4]. CoQ вiдiграє
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центральну роль у бiоенергетичних процесах, є важливим жиророзчинним антиоксидантом
тощо [5, 6]. При порушеннi регуляцiї та рiвня бiосинтезу CoQ його кiлькiсть, що надходить
з їжею, не може повнiстю забезпечити ним фiзiологiчнi потреби органiзму ссавцiв, особли-
во за умов розвитку чи наявностi патологiй, що пов’язанi з порушенням бiоенергетичного
обмiну органiзму [5, 6].

У зв’язку з вищесказаним метою роботи було дослiдження стану компонентiв ланцю-
га транспорту електронiв (ЛТЕ) у мiтохондрiях та швидкостi генерування супероксидних
анiон-радикалiв i оксиду азоту в тканинах печiнки i серця щурiв за умов введення доксо-
рубiцину та дiї комплексу попередникiв i модуляторiв бiосинтезу CoQ.

Матерiали i методи. У дослiдах використовували щурiв-самцiв масою 180–220 г. Тва-
рин було подiлено на три групи: 1 — контрольнi (iнтактнi) тварини; 2 — тварини, яким
вводили доксорубiцин; 3 — тварини, яким на фонi введення доксорубiцину вводили α-токо-
ферилацетат, 4-оксибензойну кислоту (ПОБК) i метiонiн (комплекс ЕПМ).

Доксорубiцин (доксорубiцин-КМП, доксорубiцину гiдрохлорид, ВАТ “Київмедпрепарат”,
Україна) вводили внутрiшньоочеревинно в дозi 2,2 мг/кг маси тiла щоденно протягом 8
дiб [7, 8]. Щурам контрольної групи вводили фiзiологiчний розчин у такому ж об’ємi.
Бiологiчно активнi сполуки тварини отримували перорально протягом 8 дiб паралельно
з введенням доксорубiцину. Тварин декапiтували з урахуванням вимог Мiжнародної кон-
венцiї з правил гуманного поводження з дослiдними тваринами. У мiтохондрiях печiнки
визначали активнiсть сукцинат- i NADH-убiхiнон-оксидоредуктазних систем [9, 10], цито-
хромоксидазну активнiсть [11]. Бiлок визначали методом Лоурi [12]. Ступiнь пошкодження
компонентiв електронтранспортного ланцюга мiтохондрiй, рiвень швидкостi генерування
супероксидних радикалiв та оксиду азоту оцiнювали методом електронного парамагнiтно-
го резонансу (ЕПР) на комп’ютеризованому спектрометрi РЕ-1307. Для визначення рiвня
генерування NO NO-синтазами використовували спiновий уловлювач — дiетилдитiокарба-
мат, а реєстрацiю проводили при температурi рiдкого азоту (77 К). Швидкiсть генеруван-
ня супероксидних радикалiв визначали iз застосуванням спiнового уловлювача — 4-гiдро-
кси-2,2,6,6-тетраметилпiперидин-1-оксил при кiмнатнiй температурi [13]. Отриманi резуль-
тати обробленi за допомогою методiв варiацiйної статистики. Числовi данi наведенi у формi
середньої величини зi стандартною похибкою (M ±m). Достовiрнiсть рiзницi двох середнiх
величин оцiнювали за критерiєм Стьюдента (t).

Результати дослiдження. Спектри ЕПР тканини печiнки щурiв дослiджуваних груп
наведено на рис. 1. В отриманих спектрах ЕПР контрольної тканини печiнки основний вне-
сок роблять Fe-S-бiлки N-1b, N-2, N-3, N-4, N-5, S-1, Fe-S Rieske. Такий вигляд, iнтенсив-
нiсть та спiввiдношення сигналiв ЕПР у спектрi характеризує функцiональний стан мiто-
хондрiй контрольної тканини печiнки. Спектр ЕПР тканини печiнки тварин, яким вводили
доксорубiцин, має вiдмiнностi, якi можна трактувати як зсув у редокс-станi мiтохондрiй
у бiк окиснення, яке характеризується зниженням активностi одних центрiв, iнтенсифiка-
цiєю iнших та зростанням рiвнiв утворення супероксидних анiон-радикалiв та NO. Спо-
стерiгається зниження ефективностi функцiонування NADH-убiхiнон-оксидоредуктазного
комплексу, зокрема його Fe-S-бiлкiв N-2, N-1b. Fe-S-бiлок N-2 є критично важливим компо-
нентом процесу трансформацiї енергiї в I пунктi спряження окиснення та фосфорилювання
в ЛТЕ, при пошкодженнi якого повнiстю втрачається здатнiсть мiтохондрiй синтезувати
АТФ, а кисень вiдновлюється до супероксидних анiон-радикалiв. Крiм того, у спектрi ЕПР
цiєї тканини виявляється новий сигнал з g = 2,02, що характеризує Fe-S-бiлок S-3, який
функцiонує в сукцинатдегiдрогеназi, активнiсть якого зростає при пошкодженнi комплек-
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Рис. 1. Спектри ЕПР тканин печiнки: а — iнтактних тварин; б — тварин, яким вводили доксорубiцин; в —
тварин, яким вводили доксорубiцин та комплекс ЕПМ

Рис. 2. Спектри ЕПР тканин серця: а — iнтактних тварин; б — тварин, яким вводили доксорубiцин; в —
тварин, яким вводили доксорубiцин та комплекс ЕПМ

су I Грiна та розвитку компенсаторних процесiв шляхом переключення мiтохондрiй на глi-
колiтичний шлях синтезу АТФ. Окиснення залiзосiрчаних бiлкiв N-комплексу вiдбувається
при частковому блокуваннi початкової дiлянки ЛТЕ перед Fe-S-бiлком N-1b та/або змен-
шеннi швидкостi метаболiчних процесiв, таких як реакцiї циклу Кребса i окиснення жирних
кислот, а також при суперкомпенсацiї енергозатрат при лiполiзi [2].

Аналiз одержаних спектрiв ЕПР (рис. 1, 2) показує, що характерною ознакою ткани-
ни печiнки, серця та iнших паренхiматозних органiв тварин, якi отримували доксорубiцин
у терапевтичнiй дозi, є утворення триплетного сигналу ЕПР з g = 2,007, зниження активно-
стi центру N-2 в NADH-CoQ-оксидоредуктазi мiтохондрiй та зростання рiвня сигналу ЕПР
з g = 2,03, який характеризує утворення комплексiв NO з негемовими бiлками, знижен-
ня активностi цитохрому Р-450 у системi детоксикацiї мiкросом клiтини (g = 2,25; 2,42),
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зниження рiвня убiсемiхiнону в мiтохондрiях (g = 2,003). Описанi вище змiни в ЛТЕ мi-
тохондрiй i в мiкросомах призводять до втрати мiтохондрiями здатностi синтезувати АТФ
i переключення на генерування супероксидних анiон-радикалiв (див. рис. 1, 2).

Застосування в протекторних цiлях комплексу ЕПМ приводить до вiдновлення транс-
порту електронiв по ЛТЕ мiтохондрiй, що супроводжується вiдновленням структури спект-
рiв ЕПР та зниженням рiвня генерування супероксидних радикалiв мiтохондрiями. У спект-
рах ЕПР органiв тварин не реєструється триплетний сигнал ЕПР (g = 2,007), зростає рiвень
сигналу ЕПР вiд FeS-центру N-2 в NADH-CoQ-оксидоредуктазi. Iнтенсивнiсть триплетного
сигналу ЕПР вiдповiдає рiвню комплексiв NO–FeS-бiлок, утворених при взаємодiї оксиду
азоту з FeS-бiлками дихального ланцюга мембран мiтохондрiй, зокрема з бiлками N i S кла-
стерiв у NADH-убiхiнон-оксидоредуктазi. Високi рiвнi комплексiв NO з FeS-бiлками в мi-
тохондрiях клiтин є ознакою вираженостi окисної реактивностi клiтин, що може призвести
до формування клiтинної гiпоксiї.

Триплетнi структури з g = 2,007 у спектрах ЕПР вiдображають ступiнь пошкоджен-
ня комплексiв електронтранспортного ланцюга мембран мiтохондрiй (див. рис. 1, 2) [2].
Вираженiсть змiн сигналiв у спектрах ЕПР корелює з рiвнем продукування оксиду азоту.
Кiнетику формування сигналу ЕПР з триплетною структурою за g = 2,007 використовують
як молекулярний маркер злоякiсної трансформацiї клiтин [2]. Звертає на себе увагу те, що
в наших дослiдженнях спостерiгаються подiбнi змiни в ЛТЕ мiтохондрiй, хоча тварини не
мали пухлин.

Пошкодження компонентiв ЛТЕ мiтохондрiй за дiї доксорубiцину пов’язане з актива-
цiєю синтезу NO мiтохондрiальною NOS та утворенням комплексiв NO–FeS в залiзосiрчаних
бiлках N-1a, N-1b та N-2 комплексу I, що iнiцiює генерування супероксидних радикал-анiо-
нiв, формує розвиток клiтинної гiпоксiї та активує матрикснi металопротеїнази.

Введення доксорубiцину спричиняє пошкодження ЛТЕ мiтохондрiй, порушення функ-
цiонування системи детоксикацiї в клiтинах печiнки, що полягає в утвореннi комплек-
сiв NO–цитохром Р-450 (див. рис. 1). Молекулярна перебудова доксорубiцину цитохромом
Р-450 в ендоплазматичному ретикулумi клiтин печiнки i цитозольною НАДН-дегiдрогена-
зою кардiомiоцитiв (див. рис. 1, 2) призводить до формування лiпофiльних деоксiаглiконiв,
якi, на вiдмiну вiд доксорубiцину, здатнi проникати через внутрiшню мембрану i пошкод-
жувати її компоненти, зокрема iнгiбувати активнiсть оксидо-редуктазних комплексiв I i II
ЛТЕ в мiтохондрiях, посилювати генерування АФК. 7-Деоксiаглiкон, основний метаболiт
доксорубiцину, конкурує з убiхiноном — акцептором електронiв, витiсняючи його з ЛТЕ,
що спричинює “витiк” електронiв на молекулярний кисень з утворенням супероксидного
анiон-радикала [3].

У результатi проведених дослiджень показано, що за умов введення доксорубiцину тва-
ринам пошкоджується ЛТЕ мiтохондрiй i мiкросом клiтин, зростає швидкiсть генерування
супероксидних радикалiв у тканинах печiнки (1,75± 0,15 нмоль/(г сирої тканини · хв) про-
ти 0,2±0,02 у контролi, p < 0,05) i серця (1,95±0,01 нмоль/(г сирої тканини·хв) проти 0,24±

±0,01 в контролi, p < 0,05). Разом з цим у тканинах вказаних органiв достовiрно зростає рi-
вень оксиду азоту порiвняно з контрольними тваринами (у печiнцi 3,14±0,08 нмоль/г сирої
тканини проти 1,5±0,08 у контролi, у серцi 2,98±0,21 нмоль/г сирої тканини проти 1,57±0,1

у контролi, p < 0,05). При застосуваннi комплексу ЕПМ на фонi введення доксорубiцину
достовiрно знижується швидкiсть генерування супероксидних радикалiв у тканинах печiн-
ки (0,91±0,23 нмоль/(г сирої тканини ·хв)) i серця (1,03±0,34 нмоль/(г сирої тканини ·хв)).
Такi ж змiни вiдбуваються i з вмiстом оксиду азоту — рiвень цього медiатора наближаєть-
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ся до величин, характерних для контрольних тварин (у печiнцi 1,91 ± 0,35 нмоль/г сирої
тканини, у серцi 1,86 ± 0,12 нмоль/г сирої тканини).

Введення тваринам доксорубiцину викликає зменшення цитохром c-оксидазної актив-
ностi в мiтохондрiях печiнки i серця (табл. 1). Цитохром c-оксидаза є термiнальною оксида-
зою ЛТЕ мiтохондрiй, яка здатна швидко реагувати у вiдновленому станi з NO з утворенням
комплексу нiтрозилцитохрому а3. У разi зв’язування NO з iонами залiза гему блокується
транспорт електронiв у цих дiлянках ЛТЕ мiтохондрiй, що порушує мiтохондрiальне дихан-
ня. Взаємодiя NO з цитохром c-оксидазою супроводжується вiдновленням молекули кисню,
внаслiдок чого пiдвищується рiвень вiдновлених компонентiв ЛТЕ.

При введеннi тваринам доксорубiцину достовiрно зменшується NADH-убiхiнон-оксидо-
редуктазна активнiсть у мiтохондрiях печiнки порiвняно з контрольними показниками.
Крiм того, зростає вiдсоток дефiциту убiхiнону для цього ферментного комплексу. В мi-
тохондрiях серця активнiсть комплексу I не змiнюється, хоча вiдсоток дефiциту СоQ пiд-
вищується, що свiдчить про зменшення доступностi СоQ для цього комплексу (див. табл. 1).
При застосуваннi комплексу ЕПМ вiдбувається зростання рiвня NADH-убiхiнон-оксидоре-
дуктазної активностi в мiтохондрiях печiнки до контрольних величин; вiдсоток дефiциту
СоQ для цiєї ферментної системи зменшується (див. табл. 1) i є навiть дещо нижчим, нiж
у контролi. В мiтохондрiях серця при введеннi комплексу ЕПМ NADH-убiхiнон-оксидоре-
дуктазна активнiсть не змiнюється, а вiдсоток дефiциту СоQ зменшується i є нижчим за
величину в контролi (див. табл. 1).

Нами показано, що сукцинат-убiхiнон-оксидоредуктазна активнiсть у мiтохондрiях пе-
чiнки i серця достовiрно зменшується при введеннi доксорубiцину. При цьому вiдсоток де-
фiциту СоQ для комплексу II як в мiтохондрiях печiнки, так i в мiтохондрiях серця дещо
зростає (див. табл. 1). При застосуваннi комплексу ЕПМ вiдбувається достовiрне зростан-
ня рiвня сукцинат-убiхiнон-оксидоредуктазної активностi в мiтохондрiях печiнки i серця.
Також зменшується вiдсоток дефiциту СоQ для цiєї ферментної системи, хоча ця величина
i залишається трохи вищою за контрольнi показники (див. табл. 1).

Отже, за умов введення доксорубiцину втрачається одна з основних умов нормальної
життєдiяльностi клiтин — здатнiсть пiдтримувати гомеостаз редокс-стану, сукупностi окис-
но-вiдновних компонентiв. Дисфункцiя мiтохондрiй, насамперед мiтохондрiальних фермен-

Таблиця 1. Активнiсть комплексiв I, II i IV в мiтохондрiях печiнки i серця тварин при введеннi доксорубi-
цину та за дiї комплексу ЕПМ (M ±m, n = 6)

Показник Орган Контроль Д Д + ЕПМ

NADH-убiхiнон-оксидоредуктазна Печiнка 12,26 ± 1,41 7,45 ± 1,01
∗

15,93 ± 2,42
#

активнiсть, мМ NADH за 1 хв на 1 мг бiлка Серце 4,86 ± 0,11 5,18 ± 0,41 5,47 ± 0,42

Дефiцит убiхiнону для NADH-убiхiнон- Печiнка 19,34 39,15 16,77
оксидоредуктазного комплексу, % Серце 11,87 21,22 4,93
Сукцинат-убiхiнон-оксидоредуктазна Печiнка 16,38 ± 0,83 12,66 ± 1,29

∗

19,71 ± 2,96

активнiсть, мМ окисненого сукцинату Серце 14,90 ± 0,24 7,76 ± 0,87
∗∗

26,32 ± 1,43
∗∗##

за 1 хв на 1 мг бiлка
Дефiцит убiхiнону для сукцинат-убiхiнон- Печiнка 41,8 50,6 45,6
оксидоредуктазного комплексу, % Серце 89,76 94,36 87,56
Цитохром c-оксидазна активнiсть, Печiнка 1,69 ± 0,26 1,18 ± 0,13

∗

1,43 ± 0,04

мМ окисненого цитохрому c за 1 год Серце 4,97 ± 0,07 3,12 ± 0,16
∗∗∗

4,01 ± 0,69

на 1 мг бiлка

Пр и м i т ка . Рiзниця достовiрна порiвняно з контролем: ∗ — p < 0,05; ∗∗ — p < 0,01; ∗∗∗ — p < 0,001;
рiзниця достовiрна порiвняно з групою тварин, якi отримували доксорубiцин: # — p < 0,05; ## — p < 0,01.
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тних комплексiв I i III лежить в основi розвитку окисного стресу i, як наслiдок, усiх вiдо-
мих форм гiпоксiї та є молекулярним механiзмом, який визначає порушення енергетичного
обмiну [2]. При застосуваннi комплексу ЕПМ спостерiгається захисний ефект на мiтохондрiї
клiтин печiнки i серця, про що може свiдчити вiдновлення електронного транспорту в ди-
хальному ланцюгу. Це виявляється у зменшеннi утворення нiтрозильних комплексiв з Fe-
S-бiлками, що запобiгає порушенню функцiонування ферментних комплексiв ЛТЕ. Дослi-
джуваний комплекс ЕПМ є мiтохондрiальнотропним та виявляє властивостi до вiдновлення
транспорту електронiв у дихальному ланцюгу мiтохондрiй, пошкоджених доксорубiцином.

Таким чином, за дiї на органiзм тварин доксорубiцину виявлено пошкодження ЛТЕ мi-
тохондрiй, при цьому зареєстровано утворення триплетних структур з g = 2,007 в спектрах
ЕПР. Цi пошкодження можуть служити маркером токсичностi доксорубiцину та мiшен-
ню для здiйснення терапевтичних впливiв. За цих умов вiдмiчено зниження ефективностi
функцiонування детоксикацiйної системи клiтин. В органах тварин, яким вводили доксору-
бiцин у терапевтичнiй дозi, виявлено зниження рiвня убiсемiхiнону — радикальної форми
CoQ. Показано захисний вплив комплексу ЕПМ на мiтохондрiї та ендоплазматичний рети-
кулум клiтин органiв за умов токсичних впливiв доксорубiцину.
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Протекторный эффект активации биосинтеза убихинона

на функционирование цепи транспорта электронов митохондрий

клеток органов крыс при введении доксорубицина

При действии на организм животных доксорубицина выявлено повреждение цепи транспор-
та электронов в митохондриях, о чем свидетельствует образование триплетных струк-
тур с g = 2,007 в спектрах ЭПР. Эти повреждения могут служить маркером токсичности
доксорубицина и мишенью для осуществления терапевтических воздействий. При этом
установлено снижение эффективности функционирования детоксикационной системы кле-
ток. Показан защитный эффект комплекса ЕПМ (α-токоферилацетат, 4-оксибензойная ки-
слота, метионин) на митохондрии и эндоплазматический ретикулум клеток органов при
токсических воздействиях доксорубицина. Выявлено снижение уровня убисемихинона — ра-
дикальной формы убихинона — в органах животных, которым вводили доксорубицин в те-
рапевтической дозе.
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Protective effect of ubiquinone biosynthesis activation on mitochondrial

electron-transport chain function in rats under doxorubicin

administration

The mitochondrial electron-transport chain function is found to be impaired in animals treated
with doxorubicin, which is evidenced by the formation of triplet structures with g = 2.007 in EPR
spectra. These damages may serve as a doxorubicin toxicity marker and as a target for therapeutic
treatment. A decrease in the efficiency of the functioning of cellular detoxification systems is also
found. The protective effect of the EPM complex on mitochondria and endoplasmic reticulum under
doxorubicin-induced toxicity is demonstrated. A decrease in the ubiquinone radical — ubisemiqui-
none — level was found in organs of animals treated with doxorubicin in therapeutic dosage.
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