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Аннотация

На основании анализа значений интенсивности флуоресценции красителя дихлорфлуоресцеина 
(ДХФ) в клетках аденокарциномы легкого человека линии A549 оценено общее влияние тролокса, 
рибоксина (инозина), винной кислоты и индралина при суммарном воздействии на клетки в течение 
2 ч до облучения, во время облучения и 1 ч после облучения рентгеновским излучением в дозе 8 Гр 
на выраженность процессов окислительного стресса. Тролокс в концентрациях до 1 мМ существен-
но снижает радиационно-индуцированный окислительный стресс, однако при переходе к 2 мМ кон-
центрации степень его подавления уменьшается. Для рибоксина наблюдается менее выраженное, но 
значимое, подавление окислительного стресса лишь при микромолярных концентрациях, а не при 
1 и 2 мМ, что можно объяснить способностью многих антиоксидантов в больших концентрациях 
менять биологический эффект на прооксидантный. Показано, что винная кислота в микромолярных 
концентрациях проявляет антиоксидантные свойства. Наибольший интерес вызывает рост выражен-
ности процессов окислительного стресса при действии на облученные клетки 1.9 мМ индралина. 
Поскольку индралин оказывает радиопротекторный эффект в организме за счет свойств сигнальной 
молекулы, вызывая тканевую гипоксию, то можно говорить о вариативности эффектов индралина на 
клеточном и организменном уровнях.
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Abstract

Using dichlorofluorescein (DCF) fluorescence intensity, the oxidative stress in human lung adeno-
carcinoma A549 cells pretreated with trolox, riboxin (inosine), tartaric acid, and indralin was measured  
2 h before, during, and 1 h after the X-ray radiation at a dose of 8 Gy. Trolox at concentrations up to  
1 mM significantly reduced the oxidative stress from radiation exposure, with a less pronounced effect 
at 2 mM. Riboxin also suppressed the oxidative stress, though to a lesser extent, at micromolar con-
centrations, but showed no significant antioxidant activity at 1 and 2 mM, which can be attributed to 
the potential pro-oxidative impact of many antioxidants at high concentrations. Tartaric acid possessed 
antioxidant properties at micromolar concentrations. Of particular interest is that indralin at 1.9 mM  
increased the level of oxidative stress in the irradiated cells. Therefore, the effects of indralin, known for 
its radioprotective action due to the properties of a signaling molecule causing tissue hypoxia, can differ 
at cellular and organismal levels.
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Введение

Важнейшую роль в молекулярном механизме биологического действия ионизирующего 
излучения играет запуск свободно-радикальных реакций, переводящих клетку в состояние, 
называемое окислительным стрессом [1]. Поэтому при разработке схем фармакологической 
защиты от последствий облучения большое внимание следует уделять оценке влияния из-
вестных и перспективных радиозащитных препаратов на выраженность окислительного 
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стресса. В случае терапии онкологических заболеваний перевод раковых клеток в состоя-
ние окислительного стресса позволяет вызвать их гибель [2], но при этом желательно обе-
спечить антиоксидантную защиту здоровых клеток [3, 4].

Существуют различные механизмы влияния радиозащитных веществ на выраженность 
окислительного стресса, вызванного действием ионизирующего излучения. М.В. Васин 
предложил классификацию радиозащитных препаратов [5, 6], согласно которой вещества, 
прямым или косвенным образом угнетающие свободнорадикальные реакции и окислитель-
ный стресс, можно отнести к радиопротекторам или радиомодуляторам, в зависимости от 
механизма радиозащитного действия.

Собственно радиопротектором называют радиозащитный препарат, оказывающий 
действие непосредственно в момент облучения и способный защитить при облучении в 
сверхлетальной дозе [5, 6]. Некоторые радиопротекторы, например, цистамин, оказывают 
защитное действие за счет наличия в составе молекулы сульфгидрильных групп, взаимо-
действующих с активными формами кислорода (АФК) или восстанавливающих окислен-
ный глутатион [5, 7]. 

Другая большая группа радиопротекторов оказывает защитное действие за счет созда-
ния гипоксии в тканях [5, 8]. Снижение содержания кислорода в клетке существенно замед-
ляет развитие каскадных свободнорадикальных реакций [1]. Гипоксия в тканях создается за 
счет сужения сосудов. По такому принципу действует, например, нафазолин [9], взаимодей-
ствующий с α1-адренорецепторами, что приводит к сокращению стенок артериол [10]. Су-
жение сосудов с последующей гипоксией реализуется для производных изотиомочевины, 
являющихся блокаторами NO-синтаз [11].

Указанные выше вещества оказывают радиозащитное действие при воздействии 
сверхлетальных доз излучения. Однако они обладают высокой химической токсичностью в 
сочетании с относительной кратковременностью защитного эффекта [5, 12, 13], что являет-
ся недостатком всех радиопротекторов.

У радиозащитных препаратов из группы радиомодуляторов токсичность существенно 
ниже, что обусловливает возможность их многократного применения. Механизм ради-
озащитного действия таких препаратов заключается в повышении общей устойчивости 
организма к воздействию ионизирующего излучения [5, 6]. При этом радиомодуляторы 
способны оказывать защитный эффект и при их применении после облучения [5]. Среди 
представителей этой группы радиозащитных препаратов немало антиоксидантов [6], на 
которые в последнее время вновь стали возлагать большие надежды [13, 14], поскольку 
они рассматриваются как средства, смягчающие последствия воздействия ионизирующе-
го излучения. Так, описаны радиозащитные свойства куркумина [15–17], аскорбиновой 
кислоты [18] и ее моноглюкозида [19]. Радиозащитный эффект зеленого пигмента рас-
тений хлорофилла [20] и продукта его омыления, хлорофиллина [21–23], связывают с их 
антиоксидантными свойствами, в частности, способности ингибировать процессы пере-
кисного окисления липидов [24].

В настоящей работе рассмотрено влияние тролокса, рибоксина (инозина) и индралина 
(рис. 1), используемого в виде смеси с L(+)-винной кислотой в соотношении, близком к 
эквимолярному, на выраженность индуцированного воздействием рентгеновского излуче-
ния окислительного стресса на модели адсорбционной культуры клеток аденокарциномы 
легкого человека линии A549.
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Рис. 1. Структуры тролокса (а), рибоксина (инозин) (б), индралина (в) и винной кислоты (г)
Fig. 1. Structural formulas of trolox (a), riboxin (inosine) (b), indralin (c), and tartaric acid (d)

Тролокс – водорастворимая форма витамина E – является эталонным антиоксидантом 
[25, 26]. Кроме того, тролокс снижает степень негативных последствий воздействия иони-
зирующего [26] и неионизирующего [27] излучений.

Рибоксин, в англоязычной литературе чаще именуемый инозином, – рибонуклеозид, 
содержащий гипоксантин – неканоническое азотистое основание, играющее важную био-
логическую роль. Она заключается в расширении репертуара триплетов, которые может 
распознавать модифицированная тРНК, содержащая на 5ꞌ-стороне антикодона инозин и рас-
познающая синонимичные кодоны мРНК с A-, C- или U-3ꞌ-концами. Это глубоко изменяет 
баланс между использованием кодонов и количеством тРНК в организмах, в которых рас-
пространена модификация. С другой стороны, в мРНК рибоксин изменяет информационное 
содержание транскриптов и может модифицировать трехмерную структуру двухцепочеч-
ных областей, влияя, тем самым, на взаимодействие с РНК-связывающими белками. Ме-
ханизмами сплайсинга и трансляции рибоксин чаще интерпретируется как гуанозин, влияя 
на локализацию транскрипта, сплайсинг и точность трансляции. Совокупное влияние на 
функции мРНК и тРНК делает рибоксин основным модулятором эффективности и точности 
трансляции, что способствует разнообразию протеомов среди видов [28]. Кроме того, он 
действует как центральный промежуточный продукт в пуриновых анаболических и катабо-
лических путях [28], играет важную роль в передаче сигналов и энергетике клеток [29, 30]. 

Описаны радиозащитные свойства рибоксина [31, 32], однако их молекулярный меха-
низм в полной мере не выяснен. М.В. Васин и И.Г. Ушаков [31] объясняют радиозащитное 
действие тем, что нуклеозиды являются естественными метаболитами, общим свойством 
которых является способность усиливать анаболические процессы по механизму субстрат-
ного регулирования, что приводит к интенсификации синтеза белка и нуклеиновых кислот 
и ускорению процессов репарации радиационных повреждений ДНК. Авторы работы [33] 
сообщают об антиоксидантных свойствах рибоксина, которые и обусловливают его радио-
защитный эффект. 

Радиозащитный эффект тролокса и рибоксина сопоставлен с таковым для индралина –  
эталонного радиопротектора в России [34]. В качестве критерия сравнения рассмотрено 
снижение уровня АФК в клетках. Введение индралина за 5–15 минут до облучения значи-
тельно повышает выживаемость животных. Однако радиозащитный эффект индралина, как 
и любого сильного радиопротектора, длится недолго, а препарат обладает высокой хими-
ческой токсичностью. Так, ЛД50 индралина при внутримышечном и пероральном введении 
мышам составляет 620 и 882 мкг/г массы тела соответственно [34]. А согласно данным 
работы [35], ЛД50 для индралина при внутримышечном введении мышам равна 337.3 мкг/г 
массы тела. Высокая токсичность существенно ограничивает применение индралина в кли-
нической практике.
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Токсичность рибоксина на порядок ниже, чем у индралина: ЛД50 при внутрибрюшин-
ном введении мышам составляет 3175 мкг/г [36]. Что касается тролокса, то он признан тех-
нически нетоксичным по результатам оценки острой токсичности при внутрибрюшинном 
введении мышам максимально возможной, ввиду низкой растворимости в воде, дозы тро-
локса, равной 675 мкг/г массы тела [37]. При этом не была зафиксирована гибель животных 
в экспериментальной группе, а также не наблюдались какие-либо изменения в их состоя-
нии и самочувствии по сравнению с особями контрольной группы, не подвергнутой воздей-
ствию тролокса.

Поскольку индралин не растворяется в воде, для использования его водных растворов 
готовят его смесь с винной кислотой [38], соотношение компонентов в которой близко к 
эквимолярному. Поэтому в настоящем исследовании для дифференциации эффектов ин-
дралина и винной кислоты дополнительно рассмотрено воздействие на клетки винной 
кислоты в концентрациях, аналогичных концентрациям винной кислоты в опытных про-
бах с индралином.

В литературе отсутствуют сведения о радиозащитных свойствах винной кислоты. Хотя в 
работе [39] показана способность винной кислоты повышать скорость выведения стронция 
с мочой, что позволяет предполагать возможные радиозащитные свойства винной кислоты 
при внутреннем облучении, то есть потенциальное снижение негативных последствий на-
хождения организма в среде, содержащей радиоактивный стронций. Однако это направле-
ние исследований не относится к теме работы, направленной на оценку радиопротекторных 
свойств веществ в условиях внешнего облучения системы.

Целью настоящего исследования является оценка влияния тролокса, рибоксина (инози-
на) и индралина, используемого в виде смеси с L(+)-винной кислотой в соотношении, близ-
ком к эквимолярному, на выраженность окислительного стресса, индуцированного воздей-
ствием рентгеновского излучения в дозе 8 Гр, на модели адсорбционной культуры клеток 
аденокарциномы легкого человека линии A549.

1. Материалы и методы

Эксперимент проводили в черном плоскодонном 96-луночном планшете с исполь-
зованием клеточной линии аденокарциномы легкого человека A549 (American Type 
Culture Collection, США). Облучение клеток проводили на рентгеновской установке 
РУСТ-М1 (ООО «Диагностика-М», Россия) при анодном напряжении 200 кВ, мощности  
дозы 0.85 Гр/мин, алюминиевом фильтре 1.5 мм. Доза облучения составляла 8 Гр, посколь-
ку эта доза не вызывает мгновенную гибель клеток, но при этом индуцирует выраженный 
окислительный стресс [1].

Окислительный стресс оценивали по соотношению интенсивностей флуоресценции 
дихлорфлуоресцеина (ДХФ) (λвозб = 480 нм, λэмиссии = 520 нм) и Hoechst-33342 (λвозб = 355 нм,  
λэмиссии  =  460 нм) c использованием планшетного флуориметра FLUOstar Omega (BMG 
LABTECH, Германия). В качестве референсных проб выступали пробы с неокрашенными 
клетками, находящимися в питательной среде на протяжении всех этапов эксперимента, 
предшествующих работе на планшетном флуориметре.

В ячейки планшета вносили 100 мкл среды RPMI 1640 без сыворотки, которую готовили 
добавлением 146 мг L-глутамина (ООО «ПанЭко», Россия), смеси 25000 ед. пенициллина 
и 25 мг стрептомицина (ООО «ПанЭко», Россия) к 500 мл среды Gibco™ RPMI Medium 
1640 1x (Invitrogen, США), концентрация клеток линии A549 во внесённой среде состав-
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ляла 250000 клеток/мл. Планшеты инкубировали 12 ч при 37 °C в CO2-инкубаторе, после 
чего в ячейки вносили по 100 мкл 0.2, 1, 2 или 4 мМ растворов тролокса (Sigma-Aldrich, 
США), рибоксина (ОАО «Дальхимфарм», Россия), винной кислоты (Macklin, Китай) или 
смеси индралина (НПЦ «Фармзащита», Россия) и винной кислоты, в которой концентрации 
компонентов составляли 0.19, 0.95, 1.9, 3.8 мМ для индралина и 0.2, 1, 2, 4 мМ для винной 
кислоты. В контрольные пробы вносили по 100 мкл среды.

Затем планшеты инкубировали в течение 2 ч при 37 °C и подвергали воздействию рент-
геновского излучения в дозе 8 Гр. Планшеты с контрольными пробами, не подвергнутыми 
воздействию излучения, инкубировали 30 мин при комнатной температуре. После этого из 
каждой пробы отбирали 180 мкл среды и вносили 30 мкл 6.7 мкМ 2ꞌ,7ꞌ-дихлородигидрофлу-
оресцеин диацетата, полученный смешиванием 300 мкл 200 мкМ 2ꞌ,7ꞌ-дихлородигидрофлу-
оресцеин диацетата (Life Technologies Inc. (Invitrogen), США) с 8700 мкл фосфатно-соле-
вого буферного раствора. После внесения красителя планшеты инкубировали 30 мин при 
37 °C. Затем в пробы вносили по 50 мкл 2 мкг/мл раствора Hoechst-33342 (ThermoFisher 
Scientific Inc., США) и инкубировали 10 мин.

Затем из проб отбирали по 90 мкл среды и вносили по 90 мкл бессывороточной RPMI 
1640 и по 100 мкл растворов исследуемых веществ в тех же количествах, что указано выше, 
после чего планшеты снова инкубировали 1 ч при 37 °C.

Из всех проб, включая референсные, отбирали по 190 мкл среды, вносили по 50 мкл 
фосфатно-солевого буферного раствора и регистрировали интенсивность флуоресценции 
при λвозб = 355 нм и λэмиссии = 460 нм (коэффициент усиления 1300), а затем при λвозб = 480 нм, 
λэмиссии = 520 нм (коэффициент усиления 2300). В качестве пробы сравнения использовали 
пробу, в которую вносили только клетки в среде без добавления тролокса, рибоксина, вин-
ной кислоты или смеси индралина с винной кислотой. Полученное значение интенсивности 
флуоресценции в пробе сравнения вычитали из значений для других проб. Для каждой про-
бы выполняли 8 параллельных опытов.

Статистическую обработку данных проводили с использованием t-критерия Стьюдента. 
Результаты представлены как среднее арифметическое значение ± предельная ошибка сред-
него при доверительной вероятности 95 %.

2. Результаты исследований

Для оценки выраженности окислительного стресса в клетках A549 использовано отно-
шение интенсивностей флуоресценции ДХФ, характеризующей содержание АФК в пробах 
[40–42] и Hoechst-33342, отражающей содержание клеток в пробе, так как Hoechst-33342 
флуоресцирует после связывания с ДНК [43]. Полученные значения средней выраженно-
сти процессов окислительного стресса в клетке иллюстрирует рис. 2. Среди рассматривае-
мых веществ тролокс (рис. 2, а) в наибольшей степени снижает содержание АФК в клетках 
A549. Однако привлекает внимание тот факт, что в облученных клетках, начиная с 1 мМ 
концентрации тролокса, наблюдается увеличение содержание АФК по сравнению с клет-
ками, подвергнутыми воздействию тролокса в меньших концентрациях. И при воздействии  
2 мМ тролокса выраженность окислительного стресса в клетках статистически значимо 
превосходит таковую в интактных клетках. В пробах, не подвергнутых воздействию из-
лучения, тролокс при всех исследованных концентрациях статистически значимо снижает 
содержание АФК относительно интактных клеток.
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Рис. 2. Влияние тролокса (а), рибоксина (б), винной кислоты (в) и индралина в смеси с винной 
кислотой (г) на выраженность процессов окислительного стресса (по соотношению интенсивностей 
флуоресценции ДХФ и Hoechst-33342) в культуре клеток аденокарциномы легкого человека A549 
при воздействии рентгеновского излучения в дозе 8 Гр (черные линии, треугольные маркеры) и 
в отсутствие такого воздействия (серые линии, круглые маркеры). Горизонтальные сплошная и 
пунктирные линии – среднее значение для проб с клетками, не подвергнутых воздействию излучения 
и рассматриваемых соединений
Fig. 2. The effect of trolox (a), riboxin (b), tartaric acid (c), and indralin mixed with tartaric acid (d) on 
the levels of oxidative stress (as quantified by the ratio of DCF and Hoechst-33342 fluorescence intensity) 
in human lung adenocarcinoma A549 cells exposed to the X-ray radiation at a dose of 8 Gy (black lines, 
triangular markers) and not (gray lines, circular markers). The horizontal solid and dotted lines show the 
average value for the samples with cells that were not irradiated or treated with the substances under study

Следует отметить более высокое по сравнению с другими соединениями значение от-
носительной флуоресценции ДХФ, то есть выраженности окислительного стресса, для кон-
трольного опыта в эксперименте с тролоксом (рис. 2, а). Такой эффект может быть вызван 
некоторой неоднородностью поля в облучательной установке. Однако в целом величина 
отличается от аналогичного параметра для других рассматриваемых соединений статисти-
чески незначимо.

Рибоксин при концентрациях 100 и 500 мкМ подавляет вызванный облучением окисли-
тельный стресс (рис. 2, б), но при воздействии более высоких концентраций уровень АФК 
возвращается к значениям, соответствующим таковым для контрольной пробы после об-
лучения. Примечательно, что в пробах, не подвергнутых воздействию ионизирующего из-
лучения, рибоксин в концентрациях 0.1–1 мМ статистически значимо снижает содержание 
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АФК в клетках по сравнению с интактными пробами, а при воздействии 2 мМ рибоксина 
параметр близок по величине к характерному для интактных клеток.

Винная кислота при концентрации 2 мМ вызывает статистически значимое повышение 
содержания АФК в клетках (рис. 2, в). В случае облучения проб небольшие концентрации 
винной кислоты обеспечивают некоторое снижение проявлений окислительного стресса.

Повышение содержания АФК в необлученных клетках в присутствии относительно боль-
ших концентраций индралина (рис. 2, г) можно объяснить соответствующим влиянием вин-
ной кислоты, так как ее концентрации идентичны для проб, представленных на рис. 2, в и г.  
При воздействии на клетки рентгеновского излучения в дозе 8 Гр наблюдается некоторое 
уменьшение содержания АФК в клетках, подвергнутых воздействию смеси индралина и 
винной кислоты с примерной концентрацией компонентов 470 и 500 мкМ соответственно. 
Однако при воздействии на клетки облучения и примерно 2 мМ смеси индралина с винной 
кислотой (1.9 и 2 мМ соответственно) содержание АФК в пробах статистически значимо 
превосходит значение для клеток, подвергнутых только воздействию радиации. При этом 
в случае воздействия винной кислотой без добавления индралина наблюдаемый эффект 
статистически значимо ниже, чем в присутствии индралина. Поэтому можно утверждать, 
что комбинированное воздействие ионизирующего излучения и индралина на клетки A549 
создает более выраженный окислительный стресс, чем воздействие только излучения. Этот 
эффект представляет большой интерес, так как индралин является признанным радиопро-
тектором с одними из самых сильных радиозащитных свойств среди используемых во всем 
мире радиопротекторов [34, 44, 45].

2. Обсуждение результатов

Проведена оценка общего влияния тролокса, рибоксина, винной кислоты и индралина 
на процессы окислительного стресса в клетках A549 при воздействии рентгеновского из-
лучения в дозе 8 Гр. С учетом условий проведения эксперимента (клетки инкубировали с 
изучаемыми соединениями до, во время и после облучения) наблюдаемые эффекты могут 
быть обусловлены влиянием рассматриваемых соединений на различные восстановитель-
ные процессы, протекающие в клетках, на отдельных стадиях эксперимента, то есть до или 
после облучения, а также суммарным эффектом от воздействия тролокса, рибоксина, вин-
ной кислоты и индралина.

Как известно [46], высеивание клеток в лунки планшета одновременно с добавлением 
изучаемых соединений приводит к существенному, причем в разной степени, угнетению 
ростовых свойств (совокупность адгезивных и пролиферативных свойств) клеток A549. 
Поэтому воздействие исследуемых соединений на клетки начинали после полноценного 
прикрепления последних ко дну лунок планшета. Последующее инкубирование в течение 
2 ч до начала облучения обеспечивает включение тролокса, рибоксина, винной кислоты и 
индралина в нормальный для данной клеточной линии метаболизм.

Тролокс при всех изученных концентрациях существенно снижает содержание АФК в 
необлученных клетках по сравнению с интактными. При этом значимых отличий между эф-
фектом от 100 и 2000 мкМ тролокса не наблюдается. Поэтому можно говорить, что тролокс 
уже в концентрации 100 мкМ практически полностью элиминирует АФК из клеток. В целом 
это согласуется с литературными данными [47] о способности тролокса на определенное 
время полностью блокировать свободнорадикальные реакции ферментативного перекисно-
го окисления липидов. Наличие такого латентного периода позволяет отнести тролокс к 
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сильным антиоксидантам согласно классификации, предложенной Е.Б. Бурлаковой с соав-
торами [48]. 

Относительно высокое содержание АФК в облученных клетках, обработанных 2 мМ 
тролоксом, меньше, чем в облученном контроле. Таким образом, можно сделать вывод, что 
тролокс ведет себя как антиоксидант. 

В целом проявление прооксидантного эффекта при высоких концентрациях является 
типичным для низкомолекулярных антиоксидантов [49–51]. В эксперименте на клетках ли-
нии HeLa показано повышение выраженности окислительного стресса под воздействием 
тролокса в концентрациях, начиная с 20–40 мкМ, после суточной инкубации клеток в при-
сутствии тролокса [52]. При этом меньшие концентрации тролокса снижали содержание 
АФК в клетках HeLa относительно интактной пробы. Для культуры эндотелиальных клеток 
пупочной вены человека наблюдается повышение выраженности окислительного стресса 
в присутствии высоких концентраций тролокса [53]. Применительно к настоящему иссле-
дованию, проявление прооксидантного эффекта для 2 мМ тролокса наблюдается только в 
облученных клетках, что можно объяснить следующим образом. Рентгеновское излучение 
вызывает повышенное образование свободных радикалов, которые взаимодействуют с тро-
локсом с образованием и накоплением феноксильных радикалов. Отсутствие их «утилиза-
ции» за счет системы естественной антиоксидантной защиты клеток, представленной, на-
пример, глутатионом [52, 53], приводит клетки в состояние окислительного стресса.

Кроме того, не исключено, что воздействие рентгеновского излучения приводит к высво-
бождению железа из внутриклеточного ферритина и других молекул, содержащих ионы же-
леза, например, гемовых белков, а тролокс быстро восстанавливает Fe3+ до Fe2+, которое 
участвует в реакции с пероксидом водорода (реакция Фентона) [54, 55], образующимся за 
счет последующих реакций при радиолизе воды [56].

Учитывая особенности временного воздействия тролокса, рибоксина, винной кислоты 
и индралина на клетки (до, во время и после облучения), наблюдаемые радиозащитные эф-
фекты могут быть обусловлены воздействием соединений в момент облучения (тогда их 
можно считать радиопротекторами) или же после облучения (тогда их правильнее считать 
радиомодуляторами). На основании полученных и литературных данных можно сделать не-
которые предположения.

Так, в работе [26] показано, что тролокс при воздействии на клетки до или во время об-
лучения не оказывает защитное действие, а эффективен лишь при обработке клеток после 
облучения. То есть тролокс нивелирует радиационно-индуцированный окислительный стресс 
не ранее, чем на химической стадии биологического действия ионизирующего излучения. По-
этому тролокс некорректно относить к радиопротекторам, оказывающим эффект на стадии 
физико-химических реакций [6], но его вполне можно отнести к радиомодуляторам.

Рибоксин нивелирует радиационно-индуцированный окислительный стресс только 
при микромолярных концентрациях, а также снижает содержание АФК в необлученных 
клетках по сравнению с интактными (если срибоксина ≤ 1 мМ). Для 2 мМ рибоксина тако-
го эффекта не наблюдается. Если считать, что рибоксин проявляет свойства классиче-
ских антиоксидантов, что предполагают авторы работы [33], то усиление окислительного 
стресса при воздействии высоких концентраций рибоксина, как и для тролокса, обуслов-
лено прооксидантным эффектом.

Описано повышение содержания антиоксидантных ферментов и глутатиона у крыс по-
сле внутрибрюшинного введения рибоксина в течение 15 дней [57]. Он участвует в про-
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цессах передачи наследственной информации и синтеза белка [28], что, вполне вероятно, 
может проявляться и в уменьшении содержания АФК под действием микромолярных кон-
центраций рибоксина. Известно [58], что рибоксин, применяемый после облучения, повы-
шает устойчивость лабораторных животных. А его пероральный прием совместно с сорбен-
том альгисорбом может снизить степень инкорпорации радионуклида 239Pu через кишечник. 
При этом использование рибоксина смягчает проявление лучевого синдрома относительно 
группы животных, получавших только сорбент и соль 239Pu [59].

Повышение выраженности окислительного стресса с ростом концентрации винной 
кислоты можно объяснить увеличением кислотности среды, что выводит клетки из со-
стояния гомеостаза. При этом микромолярные концентрации винной кислоты снижают 
выраженность окислительного стресса. Поэтому можно говорить о некоторых антиокси-
дантных свойствах винной кислоты в контексте радиационно-индуцированного окисли-
тельного стресса.

Индралин, применяемый в настоящем исследовании в смеси с винной кислотой в мо-
лярной соотношении 1 : 1.06, при концентрации 1.9 мМ вызывает статистически значимое 
превышение показателя выраженности окислительного стресса в клетках A549, подвергну-
тых воздействию рентгеновского излучения. Кажущееся противоречие, заключающееся в 
том, что эталонный радиопротектор индралин [34, 44, 45] фактически проявляет на культу-
ре клеток свойство радиосенсибилизатора, объясняется достаточно просто.

Индралин можно считать гуморальным фактором – сигнальной молекулой, взаимодей-
ствующей с α1-адренорецептором, что приводит в спазму артериол [34], который, в свою 
очередь, вызывает уменьшение кровоснабжения радиочувствительных органов, формируя 
в них состояние гипоксии. При этом происходит снижение так называемого кислородного 
эффекта, то есть недостаток кислорода не дает полноценно развиваться каскаду радиаци-
онно-индуцированных свободнорадикальных реакций [34, 55]. Поэтому в эксперименте на 
модели культуры клеток индралин не может проявлять радиозащитное действие. Однако 
повышение содержания АФК в клетках в присутствии 1.9 мМ индралина говорит о его спо-
собности вызывать определенные эффекты на клеточном уровне, которые будут способ-
ствовать более выраженному окислительному стрессу. Например, активация α1-адреноре-
цепторов приводит к выходу катионов кальция из внутриклеточных депо, что повышает их 
концентрацию в цитоплазме [60]. Это может привести к активации НАДФH-оксидазы, что 
способствует росту содержания АФК [61–63]. Возможно, подобный радиосенсибилизиру-
ющий эффект на некоторые типы клеток индралин может оказывать и в организме. Однако 
это свойство менее выражено, чем радиопротекторный эффект индралина за счет сокраще-
ния стенок артериол при введении его в организм [34].

Наблюдаемый эффект роста выраженности радиационно-индуцированного окислитель-
ного стресса в клеточной культуре под действием индралина вызывает интерес. К сожале
нию, в литературе отсутствуют данные по воздействию индралина на культуры клеток.  
На основании информации об индралине как радиопротекторе можно предполагать сле
дующий механизм действия.

Активация α1-адренорецепторов их агонистами, такими как индралин, может приводить 
к повышению активности НАДФH-оксидазы и генерации АФК в различных типах клеток. 
Механизм активации НАДФH-оксидазы через α1-адренорецепторы реализуется посред-
ством запуска внутриклеточных сигнальных каскадов, таких как активация фосфолипазы C, 
повышение уровня кальция в цитозоле, активация протеинкиназы C и других посредников, 
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которые в итоге приводят к сборке и активации НАДФH-оксидазного комплекса [34, 63].  
А НАДФH-оксидаза способствует образованию супероксид анион-радикала [63].

Чувствительность используемого для детектирования окислительного стресса флуо-
ресцентного зонда ДХФ к супероксид анион-радикалу на несколько порядков ниже, чем 
к гидроксильному радикалу [64, 65], концентрация которого, хоть и повышается с ро-
стом таковой для супероксидного радикала, но все же ниже, чем в случае радиолиза воды.  
При этом концентрация образующегося супероксид анион-радикала достаточно высока, 
чтобы запустить реакцию Габера–Вайсса, в ходе которой образуется гидроксильный ра-
дикал [48, 55]. Для осуществления данной реакции необходим пероксид водорода, кото-
рый образуется в достаточно большом количестве при действии радиации [1]. Поэтому 
активация НАДФH-оксидазы при высоких концентрациях индралина и последующее об-
разование относительно большого количества супероксида на фоне действия излучения 
может вызвать окислительный стресс в клетках. В организме этот эффект может быть вы-
ражен в меньшей степени за счет вызываемой индралином острой гипоксии в тканях [34].  
Поэтому результаты, полученные на модели культуры клеток, нельзя экстраполировать на 
организм в целом: при воздействии на организм смесь индралина и винной кислоты обла-
дает ярко выраженными радиопротекторными свойствами [38], обусловленными описан-
ной выше сигнальной ролью индралина [34].

Установленный впервые эффект усиления радиационно-индуцированного окислитель-
ного стресса при воздействии индралина непосредственно на облученные клетки открывает 
перспективы для дальнейших исследований биологических эффектов радиозащитных пре-
паратов различных классов и их механизмов действия.

Снижение выраженности радиационно-индуцированного окислительного стресса под 
воздействием смеси 474 мкМ индралина и 500 мкМ винной кислоты, вероятно, обуслов-
лено антиоксидантными свойствами винной кислоты, за счет которых может снижаться 
концентрация гидроксильных и пероксильных радикалов, а также пероксида водорода. Од-
нако следует иметь в виду, что клинически используемая форма индралина – таблетки для 
перорального приема [45], а исследуемая водная смесь индралина и винной кислоты соот-
ветствует инъекционной форме, применяемой в лабораторных исследованиях для не перо-
рального введения индралина экпериментальным животным [38]. Поэтому, строго говоря, 
установленные эффекты не корректно относить исключительно к индралину.

Поскольку в качестве экспериментальной модельной системы рассмотрена культура ра-
ковых клеток, то полученные данные можно использовать для дальнейших исследований в 
области лучевой терапии новообразований. Основная проблема использования радиозащит-
ных препаратов во время лучевой терапии онкологических заболеваний связана с проявля-
емым защитным эффектом не только по отношению к соматическим клеткам, но и клеткам 
новообразований, что снижает эффективность лучевой терапии. Однако известны примеры 
препаратов (амифостин [66], куркумин [15, 17, 41, 67]), которые оказывают защитный эф-
фект только на здоровые ткани или даже могут теоретически вызвать противоположные 
эффекты в нормальных и раковых клетках. Разнонаправленные концентрационно-зависи-
мые эффекты рибоксина открывают перспективы для будущих исследований возможности 
его использования не только в качестве радиозащитного препарата, но также и средства 
повышения эффективности лучевой терапии. То же самое, но с некоторыми оговорками, 
относится и к индралину. Для более достоверных выводов необходимы аналогичные иссле-
дования для других типов клеток, в том числе соматических.
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Заключение

Таким образом, по данным флуоресцентного анализа с применением красителя ДХФ 
в клетках аденокарциномы легкого человека линии A549 установлено подавление окисли-
тельного стресса, вызванного облучением проб рентгеновским излучением в дозе 8 Гр, под 
действием тролокса и рибоксина. При этом степень выраженности окислительного стресса 
увеличивается при повышении концентрации соединений, что, вероятно, обусловлено ин-
тенсификацией реакции Фентона между образовавшимся пероксидом водорода и высвобо-
ждающимися из клеточных депо ионами железа за счет действия излучения.

Воздействие на клетки линии A549 смесью индралина и винной кислоты в близком к эк-
вимолярному соотношении не приводит к значимому снижению выраженности окислитель-
ного стресса, хотя винная кислота и обладает некоторыми антиоксидантными свойствами. 
При этом влияние смеси 2 мМ винной кислоты и 1.9 мМ индралина на клетки A549 суммар-
но на всех этапах (до, во время и после облучения) приводит к статистически значимому ро-
сту выраженности процессов окислительного стресса по сравнению с контрольной пробой, 
подвергшейся облучению, что позволяет говорить о радиосенсибилизирующих свойствах.

Обнаруженные свойства радиосенсибилизатора в эксперименте на клеточной культуре 
у соединения, проявляющего выраженные радиопротекторные свойства на организменном 
уровне, требуют дальнейшего изучения. Это направление исследований является перспек-
тивным с точки зрения повышения эффективности лучевой терапии. Расширение круга 
клеточных линий, в том числе включение в рассмотрение соматических клеток, является 
первоочередной задачей.
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