
ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԳԻՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ԱԶԳԱՅԻՆ ԱԿԱԳԵՄԻԱ НАЦИОНАЛЬНАЯ АКАДЕМИЯ НАУК АРМЕНИИ NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF ARMENIA ДОКЛАДЫ ԶԵԿՈՒՅՑՆԵՐ REPORTS108 2008 No 3
БИОХИМИЯУДК 6:6-072.7 + 54-39 + 581 48 + 634.836В. X. МамиконянФункциональные особенности вновь выявленных соединений антиоксидантного действия из семян различных сортов винограда, культивируемых в Армении{Представлено академиком К.Г Карагезяном 9/VII 2008)Ключевые слова: фосфолипиды, малоновый диальдегид, оксидативный стресс, 

четыреххлористый углерод, экстракт семян винограда

Одной из наиболее актуальных проблем современной меди ко-биоло- гической науки является недостаточная осведомленность об особенностях патобиохимических механизмов этиопатогенеза воспалительного пораженияжелудэчно-кишечггого тракта при интоксикациях различного происхождения (пищезых, промышленных, медикоментозных и пр ). Последние в значи­тельней степени характеризуются своеобразием функциональных срывов указа) ных биологических систем организма и главным образом печени, проявляющихся преимущественно в виде циррозов и сопутствующих, подчас необратимых осложнений, связываемых нередко с расстройствами деятель­ности систем биохимического саморегулирования.Установлена важная патогенетическая роль нарушений филогенетически стабилизированного постоянства в живых системах качественно-количествен-ных соотношений осфолипидов (ФЛ) различных категорий [1]. Дисбаланс,развиваемый в отмеченных сферах биологических систем, инициируетсяпреимущественно глубиной ферментативных расстройств, главным образомповышением активности Са2+-зависимой фосфолипазы А2 (ФЛаза А2). Пос-леднес сопровождается интенсивно развиваемым деацилированием мембра­носвязанных ФЛ-глицеридов, в основном фосфатидилхолинов (ФХ). Процесс деацилирования последних характеризуется массированным освобождением жирных кислот (ЖК) преимущественно полиенового ряда и большого276



количества лизофосфатидилхолинов (ЛФХ). Активное вовлечение значитель­ной части ЖК в реакции свободнорадикального окисления (СРО) липидов завершается образованием высоких концентраций продуктов их перео- кисления в виде моно-, ди- и триеновых конъюгатов, соединений типа Шиффа, гидроперекисей и конечного продукта процесса СРО - м злонового диальдс! ида (МДА). Образовавшаяся триада продуктов деградации мембра­носвязанных ФЛ в виде ЛФХ. ЖК и МДА представляет собой комплекс вредоносных факторов, обуславливающих инициацию, развитие и гене՜ рализсцию воспалительных осложнений различных биологических систем организма, в том числе и печени, в качестве факторов, обладающих мощным мембранотоксическим мембранолитическим действием [2.3]. Мно­гочисленными исследованиями установлена положительная рол> ЛФХ в умеренно доминирующих концентрациях над верхней границей нормы, иммуностимулирующая роль этих соединений в активации процесса индукции интерферона в цельной крови и мозговой ткани экспериментальных живот­ных и др. [4].[_,ель настоящего исследования состояла в выявлении и изучении особенностей детоксицирующего действия активных начал антиокс 1дантно։о действия, локализованных в семенах винограда различных сортоз, культи­вируемых в Армении, при воспалительном повреждении печени, вызванном четыреххлористым углеродом (СС14) в эксперименте. Подобна* принци­пиально новая постановка вопроса стимулирует как поиск до сих пор неизвестных функционально наиболее результативных природных факторов антиоксидантного действия, так и внедрение особо важных оиотехноло- гических разработок по синтезу оригинальных физиологически активных соединений с высоким уровнем терапевтической эффективности В отме­ченном плане следует отметить проведенные в последнее время в Армении исследования специфики нарушения энергетического баланса при \ ка заняли интоксикации, по-новому осмысливающие метаболическую роль выявлс иной армянскими учеными новой категории металлопротеинов как важнейших регуляторов кислородтранспортирующих систем па уровне км субклеточных образований [5] в норме и при цирротических повр< + \* печени, провоцированных СС1< [6-8]. Эти исследования, выполненные в унисон с изучением изменений эндогенных систем ангирадикальн защиты клетки, аденилатзависимых ферментных комплексов, акцепт ир\к т их взаимосвязь с особенностями метаболических расстройств м< моран ных ФЛ [7,9,10], сопрягающихся с ультраструктурными и икго.м шчс нарушениями [11]. регистрируемыми при СС14-инцуцированных циррозах печени (ЦП).
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иП вызывали у 28 белых крыс-самцов массой 180-200 г внутрибрю­шинной инъекцией СС14 из расчета 0.3 мл на весь вес 2 раза в неделю на протяжении 21 дня. Умерщвление животных производили методом декап?тирования под легким эфирным наркозом. Изоляцию головного мозга и печени, их декапсулиронание и освобождение от кровеносных сосудов а также получение мембран эритроцитов (МЭ) методом осмотического шока ю Лимберу |12| производили на холоду в предельно ограниченные промежутки времени. Определение качественно-количественного состава ФЛ осуществляли методом одномерной восходящей хроматографии на силикагеле по Фолчу (13) в модификации Карагезяна (3|, количественное определение МДА I роизводили по Владимирову (15]. Таблица 1Особенности качественно-количественных сдвигов фосфолипидов различныхкатегорий (в %) в мозговой ткани белых крыс в контроле (К) при интоксикацииСС I и норма хизующем действии экстрактов семян винограда (ЭСВ) на этом фонеПоказатели Мозговая ткань
Дифосфо- К6.3+0.9 СС148 9+0.9 % от К+ 41.0 ЭСВ6.1 +0 9 ’ % от К-3 2инозитидыМонофосфо- 5.1 ±0.5 7.3+0.5 4-43.0 5.0+0 7’ -2 0инозитидыЛизофосфати- дилх олины Сфингомиелины —Фосфа 1’идил-I холин»г --------------Фосфатидил-I сериныФосфатидил-

5 3+0.9
98+0.936 6+ 1.1
12.7+0.7
16 3+0.8

22.9+0.9
13.3+0.916.4+ 1.2
9.3+0.7
11.2+0 8

+ 332.0
+ 35.7-51.2
-27.3
-31 3

9.5+0 8
10.3+0.931.8+0.6
13.4+0.7 ’
16.4+0.8 ’

+ 79.2
5.0

+ 5.5
+ 0.6этаноламиныКардиолипины Фосфатидные кислоты 

_ —— ֊

Примечания.

4.8+0.1 7.1+0.2 + 47.93.1 ±0.3 3 6+0.1 + 16.0 4.6+0.2 *2.9+0.3 * -4.2-6.5
п = 9; без обозначений отклонения данных по СС14 и ЭСВ отконтроля статистически достоверны; ’ — р > 0.5; ” — р < 0.01.

Изучение анти радикальных свойств активных начал семян винограда проводили в трех параллельных сериях опытов на 24 животных (по восемь 278



в каждой из них) с ярко выраженным ССЦ-индуцированным оксидативным стрессом (ОС). Первой группе животных скармливали с пищей ежедневно 0.5 г порошка семян винограда, второй - 10-12 мл водных экстрактов после/лего взамен воды, третьей одновременно давали то и другое в течение 20-21 дня Приготовление водных экстрактов осуществляли тщательным растиранием в фарфоровой ступке 10 г порошка семян виноград., с добав- лением 200 мл дистиллированной водыСогласно данным, отраженным в табл. 1-3, ОС. индуцированный СС1„ характеризуется статистически достоверными качественно-количественными расстройствами индивидуальных представителей ФЛ в исследованных ткане­вых системах и МЭ с диаметрально противоположной направленностью и неодинаковой степенью выраженности Это в основном касается отдельных фракций нейтральных ФЛ (НФЛ) и кислых ФЛ (КФЛ). среди которых особый интерес представляют лизопроизводные ФЛ-глицеридов и главным образом ЛФХ. Содержание последних по нашим наблюдениям на д оне СС1,- индуцированного ОС возрастает наиболее демонстративно в мозговой затем печеночной тканях и в сравнительно меньшей степени в МЭ Отмеченные сдвиги обусловлены многократным повышением активности ФЛазы А катализирующей два параллельно протекающих процесса деацилированиененасыщенных ЖК из структуры ФХ и одновременное бразова.гие ЛФХЭти соединения в комплексе с конечным продуктом СРО значи тельной частиЖК — МДА участвуют в формировании высоких концентраций гриалы соединений мембранотоксического мембранолитического действияИз категории НФЛ не меньший интерес представляют и количественны*изменения сфингомиелинов (СФМ), а также фосфатидилэтаноламинов (ФЭ)СФМ отводится не второстепенная роль в инициации, развитии и генера лизацки реакций тканевого и организменного иммунитета [1-4) Заметней* возрастание содержания этих липидов в исследованных биологических системах расценивается как одно из частных проявлений компечсатирно- приспособительной реакции организма в поддержании иммунной активности на тканевом и организменном уровне Возрастание количественного содер жания ФЭ в исследованных биологических объектах сопрягается с логически развиваемыми сдвигами в уровне фосфатидилсерипов (ФС). ФХ и ЛФХ при изучаемом болезненном состоянии организма. Как явствует из данных отраженных в таблицах, уменьшение количества ФС в результате повышения активности ФС-декарбоксилазы ведет к образованию значительных кон­центраций ФЭ. Несмотря на это уровень последних не увеличивается. а. наоборот, убывает. Этот сдвиг мы склонны интерпретировать масс ированным вовлечением ФЭ как имевшихся, так и образовавшихся в р п\ыаг 
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декарбоксилирования ФС в реакции метилирования, завершающиеся вы­ходом значительного количества ФХ. Однако и в данном случае вопреки ожиданиям уровень последних не только не возрастает, а, наоборот, заметно убыва?т под действием, как указывалось выше, активировавшейся ФЛазы А2, объективным подтверждением чего является чувствительное возрастание количества ЛФХ в результате деацилирования ФХ. Таблица 2Особенности качественно-количественных сдвигов фосфолипидов различных категорий (в %) в печеночной ткани белых крыс в контроле (К) при интоксикаци ССЦ и нормализующем действии экстрактов семян винограда (ЭСВ) на этом фонеПоказатели Печеночная ткань
Монофосфо- К4 8+0.5 СС147.0+0 4 % от К + 45.8 ЭСВ4.6+0 4 % от К-4.2инози гиды Лизофосфати- дилхолины Сфингомиелины Фосфатидил- ХОЛИНэ!Фосфатидил-серин □!Фосфатидил-этанола.миныКардиолипины

7.9+0.8 18.0+0.6 + 127.8 11.7+0.5 + 48.1
И 0+0.935.6+1 1 16.2+0.726.6+1.0 + 47.3-25.3 13 1+0.932.6+1.0 + 19.1-8 4
15.0+0.8
18.9+08
6.8+0.2

10.3+06
14.2+0.6
7.7+0.3

-31.3
-25.0
+ 13.2

13.8+0.7 -8.0
18.1+0.7 -42
6.6+0.2

Примечания, п = 9; объяснения те же, что и в табл.1.
Высокие концентрации ЛФХ под действием экстракта семян винограда наблюдаются во всех исследованных биологических системах. Согласно нашик многократным наблюдениям последние обладают ярко выраженным нормализующим действием на расстроенные звенья метаболизма ФЛ При этом исключение составляют ЛФХ, уровень которых, хотя и подвергается заметному понижению по сравнению с тем, что наблюдается на фоне стабильно проявляющегося СС14-индуцированного ОС, тем не менее уста­навливается на метке, статистически достоверно доминирующей над верхней границей нормы. Что касается остальных грех представителей КФЛ - монофосфоинозитидов (МФИ), кардиолипинов (КЛ) и фосфатидных кислот (ФК), го во всех случаях рассматриваемых ОС наблюдается количественное 
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возрастание указанных соединений. Учитывая глубину метаболических нарушений при ОС различной генерации, легко представить себе био­логическую оправданность количественного возрастания МФК. КЛ и Фк при изучаемой патологии как отражение адекватного подключен™ систем ответственных за поддержание эндогенных механизмов антирадикальной защиты клетки и субклеточных образований С отмеченной точки зрения трудно переоценить значение количественного возрастания МФИ обеспе­чивающих бесперебойность процесса трансдукции внешнего сигнала внутрь клетки, а также роль КЛ и ФК как основных .липидных регуляторов процессов митохондриального окисления и дыхания, что особенно важно при болезненных состояниях организма,
Таблица 3Особенности качественно-количественных сдвигов фосфолипидов различных категорий (в %) в мембранах эритроцитов белых крыс в контроле (К) при интоксикацн СС1։ и нормализующем действии экстрактов семян винограда (ЭСВ1 на этом фонеПоказатели

Моносэосфо- ИНОЗИ'ИД Лизофосфати- дилхо/ины Сфингомиелины Фоефс тидил- холины Фоефс тидил- сериныФоефс тидил-

К4.2+0 4
12.1+0.5
10.0+0.534.7+0.9
14 5+0.8
18.4+0.8

Мембраны эритроцитовССЦ |%отК |ЭСВ | % от К5.2+0.4 +23 8 4 3+0.3* + 2.4
26.1+0 6
15.0+0.523.6+0.9
9 4+0.8
12.9+0.7

-320
-35.2
-300

18 5+0 5
111+0429 4+0 8
12.9+0.7
17.5+0.8этаноламиныКардиолипины

Поимечания.
6.1+0.3 7.8+0.3п = 10; объяснения те же, 6 3+0.3что и в табл 1.

Учитывая взаимообусловленность описанных качественно-колличс ст в» н ных расстройств ФЛ различных категорий при отравлениях ССм. сопр< вождающихся нарушениями интенсивности течения реакции С PC ЖК изучались также особенности динамики перекисеобразовательного пр по выходу МДА. Установлено, что ССЦ-индуцированныи ОС у 6t хых крыс. 
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характеризуется ярко выраженной интенсификацией течения (ГРО ЖК, приведшей к трехкратному возрастанию уровня МДА в печеночкой ткани, двухкратному — в мозговой ткани и к 2.6-кратному в МЭ по сравнению с контрольными показателями. Примечательно при этом отчетливо прояв- ляющееся ингибирующее воздействие на перекисеобразовательный процесс актив! ых начал семян винограда, использованных как в виде порошка, скармливаемого животным с пищей, так и особенно в виде его водных экстрактов, используемых взамен воды. Однако как в первом, так и во втором варианте, несмотря на чувствительное ингибирование интенсивности течения СРО ЖК, уровень МДА продолжал статистически достоверно доминировать над нормой и приравнивался к последней с незначительными отклонениями лишь при сочетанном применении этих двух методических вариантов по принципам одновременно проводимой комбинированной антиоксидантоте ра­ции. Результаты проведенных исследований свидетельствуют об исключи­тельно высокой антиоксидантной активности факторов, обнаруживаемых в составе семян виноградов различных сортов, а также об их мощном регуляторном действии на расстроенные звенья реакций тканевого метабо­лизма ФЛ в условиях ОС, модулированного СС14.
Научно-технологический центр органической ՛ ' ՛'и фармацевтической химии НАН РА

В. X. МамиконянФункциональные особенности вновь выявленных соединений антиоксидантного действия из семян различных сортов винограда, культивируемых в АрменииВыявлена исключительно высокая антиоксидантная активность соединений, обнаруженных в составе семян виноградов различных сортов. Полученные данные свидетельствуют об их мощном регуляторном действии на расстроенные звенья реакциз тканевого метаболизма фосфолипидов в условиях оксидативною стресса, модулиэованного СС14.
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Վ. lu. Մամիկոնյան

Հայաստանում բազմացվող խաղողի տարբեր տեսակների կորիզներում 

հայտնաբերված հակաօքսիղանտային ակտիվությամբ օժտված նոր միացությունների 

ֆունկցիոնալ ազդեցության աոանձնահատկությունևերր

Հայտնաբերված է խաղողի տարրեր տեսակների կորիզների բաղադրաթյան մեջ 

առաջացող հակաօրսիղանտային ակտիվությամբ օժտված գործոնների բացառիկ օգտավե 
տաթյանր: Ստացված արդյունքները վկայում են նշված նյութերի վառ արտահայտված 

կանոնավորիչ ղերի մասին ՇԸԱ-ով առաջացած թունավորումների հետեւանքով ֆոսֆոփ 

պիդային գդալի փոփոխությունների հիմքում ընկած որակա-քանակական խանգարումների 
Ժամանակ: Վերը նշվածը վկայում է խաղողի ւայնածավալ օգտավետության մասին ինչպես 

նորմայում, այնպես էլ, առավեյ եւս, տարրեր հիվանդագին վիճակների ժամանակ

V. Kh. Ma II ikonyanThe Functional Specificities of Newly Reviewed Substances with Antioxidant Activity from Seeds of Different Sorts of Grapes Cultivated in ArmeniaThe data obtained have shown that grape seeds are the very important source for the big quantities of factors with antioxidant activity. According to the results of our investigations it was possible to demonstrate the regulatory role of substances mentioned in normalization of phospholipid metabolism and free radical peroxidation of lipids disorders in diffeent biological systems of the organism under the conditions of oxidative stress developing by CCl4 toxic action
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