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Обобщены результаты исследований свободнорадикальных механизмов
действия различных противоопухолевых антибиотиков. Приведены данные,
полученные при изучении физико-химическими методами (ЭПР, полярогра-
фии, спектрофотометрии, а также путем квантовохимических расчетов),
процессов биотрансформации противоопухолевых антибиотиков, образова-
ния химически и биологически активных свободнорадикальных форм анти-
биотиков. Обсуждены пути их превращения, включающие передачу элект-
рона на молекулы кислорода с образованием супероксидных радикалов, а
также ковалентное связывание с биомакромолекулами. Рассмотрена важ-
ная роль кислотно-основных свойств антибиотиков в их свободнорадикаль-
ных превращениях, особенности биологического действия спин-меченых ана-
логов антрациклиновых антибиотиков.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Современный этап развития экспериментальной химиотерапии зло-
качественных новообразований, включающий различные аспекты био-
химии раковой клетки и химической фармакологии противораковых
препаратов, характеризуется широким использованием представлений и
методов точных наук. Комплексный подход к решению проблемы о взаи-
мосвязи между строением и биологическими свойствами канцеролитиков
позволяет выработать фундаментальные принципы, необходимые для
создания новых эффективных противораковых препаратов. Важным ша-
гом в разработке таких принципов является новая классификация проти-
воопухолевых препаратов по типу их реакционной способности [1]. Эта
классификация носит общий характер и, создавая предпосылки для ра-
ционального планирования синтеза противораковых препаратов, позво-
ляет также более детально анализировать и объяснять химические и
биологические механизмы их действия. В рамки этой классификации
укладываются полифункциональные соединения с гибридными структу-
рами и реакционной способностью. К препаратам такого типа относится,
в частности, большинство антибиотиков.
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Антибиотические вещества в последние годы находят все более широ-
кое применение в химиотерапии злокачественных заболеваний. Работы
химиков в этой области направлены на синтез производных уже извест-
ных антибиотиков путем их химической модификации, а также на пол-
ный синтез структурных аналогов.

Известные в настоящее время противоопухолевые антибиотики с точ-
ки зрения химии представляют собой органические соединения несколь-
ких типов, для большинства из которых цитотоксические свойства были
известны уже давно. Так например, изучение строения митомицина-С
показало наличие в его структуре хорошо известных цитотоксических
группировок — бензохинона, уретана и азиридина. Целый ряд антрацик-
линовых антибиотиков характеризуется наличием в качестве агликона
производных оксиантрахинона, а в качестве углеводного фрагмента —
аминосахаров, противоопухолевые свойства которых также давно извест-
ны. Стрептозотоцин (углеводное производное нитрозометилмочевины)
был найден после обнаружения противоопухолевых свойств нитрозокар-
бамидов

Вследствие полифункциональности антибиотиков весьма существен-
ными оказываются исследования роли различных химических механиз-
мов (электрофильного замещения, комплексообразования и свободнора-
дикальных реакций) в проявлении биологического эффекта.

Окислительно-восстановительные процессы биотрансформации боль-
шинства противоопухолевых антибиотиков, сопровождающиеся проме-
жуточным образованием свободных радикалов, стали предметом много- >
численных исследований в последнее десятилетие. В значительной сте- j
пени это связано с важной биологической ролью эндогенных (в том чис-
ле метаболически активных) и экзогенных свободных радикалов, а так-
же с возможностью их детектирования в различных биологических сре-
дах методом электронного парамагнитного резонанса. н

Следует отметить, что представления о свободнорадикальных меха-
низмах применительно к условиям in vivo охватывают широкий круг
биохимических процессов переноса одного электрона с участием пара-
магнитных частиц различного типа, в том числе свободных радикалов.
Известно, что при действии многих ксенобиотиков в органах и тканях
увеличивается содержание ион-радикальных форм органических кофер-
ментов и парамагнитных состояний молекул металлопротеинов, активи-
руются процессы перекисного окисления липидов. Иногда регистриру-
ются различные радикальные состояния ксенобиотиков, способные при-
водить к образованию активных форм восстановленного кислорода.
Особым случаем является действие на живые организмы стабильных
свободных радикалов и других химических соединений с парамагнитным
центром.

Различные химико-биологические аспекты свободнорадикальных ме-
ханизмов изучены и при действии противоопухолевых антибиотков. При
этом основное внимание уделено трем типам свободных радикалов:
1) ион-радикалам, возникающим из антибиотиков при их редокс-превра-
щениях; 2) нитроксильным производным антрациклинов; 3) суперокси-
дам. Наибольший интерес представляет выяснение возможного участия
этих радикалов в проявлении токсических и противоопухолевых свойств
антибиотиков.

II. СВОБОДНЫЕ РАДИКАЛЫ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ АНТИБИОТИКОВ

1. Антрациклиновые антибиотики

В последние годы в химиотерапии злокачественных опухолей нашли
широкое применение антибиотики антрациклинового ряда. Наиболее из-
вестными представителями этого класса противоопухолевых препаратов
являются адриамицин (I), рубомицин (дауномицин) (II), карминоми-
иин (III) и аклациномицин А (IV) [2]. Несмотря на значительные раз- *
личия биологического действия, эти антибиотики являются близкими
химическими аналогами:
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Ме.ханзм биологического действия противоопухолевых антрацикли-
новых антибиотиков (ПАА) связан с подавлением биосинтеза нуклеино-
вых кислот и (в значительно меньшей мере) биосинтеза белка. В деля-
щихся клетках наблюдается при этом нарушение структуры хромосом
(фрагментация хромосом и митотические аберрации, главным образом,
образование анафазных мостиков). В соответствии с этим основные
морфологические изменения в клетках связаны с изменениями размеров
и формы ядрышек и с появлением мелкогранулярного хроматина [3].

Цитотоксический эффект ПАА зависит от их концентрации, времени
действия и способа введения в организм. Так, показано, что действие на
опухолевые клетки in vitro зависит от внеклеточной концентрации и вре-
мени экспозиции ПАА [4], а выжившая фракция опухолевых клеток (N)
описывается зависимостью:

N=Noe~ki<:

где i — время экспозиции (мин), с — внеклеточная концентрация ПАА
(мкг/моль). Константа k (моль/мкг-мин) характеризует чувствитель-
ность тех или иных опухолевых клеток к данному препарату. Для фибро-
бластов китайского хомячка fe = 0,045 моль/мкг-мин, а для клеток Hela
£ = 0,050 моль/мкг-мин. Существует также прямая корреляция между
внеклеточной и внутриклеточной концентрациями ПАА. Однако не на-
блюдается пропорциональности между временем экспозиции и внутри-
клеточной концентрацией препаратов [4].

Различия в чувствительности к действию ПАА связаны также с
процессами их накопления в клетках. Так, в лейкемические клетки
L-1210/R, резистентные к действию рубомицина, препарат проникает
легко, но быстро метаболизирует в них, с другой стороны, в чувствитель-
ных к препарату клетках L-1210 и Р-388 рубомицин сохраняется в тече-
ние 24 ч. Поэтому при химиотерапии способ введения и фармакокинети-
ческое поведение ПАА играют важную роль. Максимальный химиотера-
певтический эффект достигается при способах введения ПАА, обеспечи-
вающих непосредственный контакт препарата с опухолевыми клетками.
Этот достаточно очевидный из общих соображений факт показан [5] на
примере меланомы В-16, привитой внутрибрюшинно или подкожно. Зна-
чительно большее количество адриамицина проникает и содержится в
опухолевых клетках при внутрибрюшинном росте опухоли и внутрибрю-
шинном введении препарата.
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В целях повышения эффективности химиотерапевтического действия
было синтезировано много производных ПАА и комплексов на их основе,
различающихся фармакокинетическим поведением в организме. Полу-
чены и исследованы комплексы: ПАА—ДНК [6], ПАА — декстран [7],
ПАА—аминокислоты [8], nAA-3XFe3+ [9], ПАА, включенные в липосо-
мы [10], а также комплексы адриамицина с антителами [11], которые
отличались лучшими противоопухолевыми свойствами и пониженной
кардиотоксичностыо.

Среди большого числа работ по химической модификации ПАА мож-
но выделить приоритетные разработки [12—14] по синтезу нитроксиль-
ных производных ПАА. Такая модификация структуры антрациклинов
придает им свойства органических парамагнетиков, наличие в которых
свободнорадикального центра существенно изменяет окислительно-вос-
становительные свойства препаратов и их способность к участию в реак-
циях с переносом одного электрона. Синтезированы и изучены спин-мече-
ные производные адриамицина (нитроксильный фрагмент связан с аг-
ликоном сложноэфирной связью) и рубомицина (нитроксильный фраг-
мент связан с агликоном посредством азинового мостика):

ПоС СН,

о по
N — О '

и3с сн3

ц,со о по о

Рубоке п;г

N11,

Введение в молекулу антибиотиков фрагментов, содержащих свобод-
норадикальный центр, приводит к значительному снижению острой
токсичности и увеличению противоопухолевого действия препаратов
(табл. 1). Методом ЭПР изучены закономерности восстановления нит-
роксильных фрагментов и фармакокинетические особенности модифици-
рованных ПАА. Возможные химические причины разницы в фармакоки-
нетическом поведении нитроксильных производных ПАА могут быть
связаны с различиями в скоростях и направлении ферментативного вос-
становления. Из нескольких возможных центров восстановления (хино-
идная, кетонные и нитроксильная группировки) предпочтительно проис-
ходит восстановление свободнорадикального фрагмента.

Методом ЭПР изучено взаимодействие спин-меченого аналога адриа-
мицина (СМ-адриамицин) с ДНК [13]. Прежде всего следует отметить
устойчивость сложноэфирной связи СМ-адриамицина к гидролизу при
его взаимодействии с ДНК· При нейтральных рН спектры ЭПР комп-
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ТАЬЛИЦА 1

Сравнительные данные по острой токсичности
и антилейкемической активности рубоксила и рубомицина [14]

Препарат

Рубоксил
Рубомицин

ЛД 5„,

44

5

м г/кг

,0
, β

лейкемия

155
68

У П Ж ,

Ρ-388

%

лейкемия La

243
63

Обозначения: ЛД 6 0 — однократная Доза препарата; вызывающая гибель
50% экспериментальны» животных (мыши); У П Ж — увеличение сродней про-
должительности жизни по сравнению с контролем.

лекса СМ-адриамицина с ДНК остаются неизменными в течение не-
скольких суток, что указывает на отсутствие гидролитического отщеп-
ления нитроксильного фрагмента. Форма спектров ЭПР СМ-адриамици-
на не обнаруживает зависимости от его относительной концентрации,
если на 20 пар оснований ДНК приходятся от одной до четырех молекул
антибиотика. Последующее увеличение концентрации СМ-адриамицина
приводит к тому, что в высокополевой области спектра ЭПР появляется
узкая линия, характерная для СМ-адриамицина в растворе (рис. 1). Лна-

μ д 2А"
Рис. 1. Изменение спектров
ЭПР спин-меченого адриами-
цина в присутствии ДНК в за-
висимости от его концентрации
(0,01 Μ NaCl 1,2 мг/мл ДНК).
Соотношение антибиотика и
ДНК (пар оснований): а—1:
:20; 6 — 2:20; в — 4 : 20; г —

7:20; д — 10:20 [13]

лиз спектров ЭПР позволил установить, что в этих условиях СМ-адриа-
мицин образует комплекс с ДНК за счет интеркаляции между азотисты-
ми основаниями [13].

Аналогичный механизм взаимодействия с ДНК характерен и для
некоторых других полициклических соединений, например, антибиотиков
ряда актиномицина. В работе [15] были изучены спин-меченые аналоги
актиномицина D:

( V ) - ( V I I )

.11 = 11 (V), акт1пшмиц1гн D ; 11 =

ΤΛ = — ( С И , ) , — Ν ·

— о ' (vi);

Ν—О" (VII)
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Интересно, что нитроксильные производные актиномицина D в мень-
шей степени, чем исходный антибиотик, связывались с ДНК и слабее
ингибировали ДНК-зависимую РНК-полимеразу. В то же время в опы-
тах на лейкемии Р-388 спин-меченые аналоги актиномицина D показали
в полтора раза лучший противоопухолевый эффект [15]. Этот пример
свидетельствует об отсутствии взаимосвязи между степенью интеркаля-
ции и величиной противоопухолевого действия для производных анти-
биотиков, содержащих свободнорадикальный фрагмент.

При сравнительном изучении адриамицина, карминомицина и 11-ме-
тилового эфира карминомицина на асцитной гепатоме Новикова in vitro
было показано, что их цитотоксический эффект не может быть объяснен
способностью ингибировать биосинтез нуклеиновых кислот или связы-
ваться с молекулами ДНК [16].

Тем не менее преимущественно способностью ПАА к интеркаляции
между основаниями ДНК объясняются различные типы биологического
действия антрациклинов (цитотоксический, мутагенный и канцероген-
ный эффект).

В связи с этим обращает на себя внимание альтернативная точка
зрения на молекулярный механизм биологического действия ПАА, свя-
занный с промежуточным образованием свободнорадикальных интер-
медиатов.

Особенности химиотерапевтических свойств антрациклинов находят
качественное объяснение в различной способности к донорноакцептор-
ным взаимодействиям, проницаемости и в отличиях в окислительно-вос-
становительных свойствах препаратов. В настоящее время принципиаль-
ное значение приобретают попытки строго количественного описания
отдельных свойств ПАА и установления корреляций между структурой
и биологической активностью веществ.

Проведенные квантовохимические расчеты модельных аналогов агли-
конов ПАА и соответствующих анион-радикалов для изолированных
молекул и их гидратных комплексов показали необходимость учета влия-
ния растворителя на их электронные и конформационные свойства, так
как эффекты сольватации могут приводить к существенным конформа-
ционным перестройкам. Полуэмпирические методы INDO, CNDO/2 до-
статочно хорошо качественно описывают состояние системы, хотя и дают
менее реальные значения энергий сольватации и прочности водородных
связей по сравнению с методами ah initio. Расчеты структуры гидратных
комплексов, включающих четыре молекулы воды, проведены с учетом
образования водородных связей по атомам кислорода антрахинонового
фрагмента [ 17].
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ТАБЛИЦА 2

Вычисленные значения энергий образования внутримолекулярных водородных связей
(Δ£ Β = Et — Ej) в изолированных молекулах и значения энергий сольватации

тетрагидратных комплексов карминомицина для различных конформаций оксигрупп
антрахинонового цикла (Δ£ Γ ) [17]

Структура

(1)
(2)
(3)
(4)

Δ£Β, ккал/моль

0
7,6
8,1
9,5

ΔΕΓ, ккал/моль

59,8
47,2
49,0
46,4

Структура

(5)
(6)
(7)
(8)

Δ£"Β, ккал/моль

15,5
17,1
17,3
24,9

Δ£"Γ, ккал/моль

36,2
33,2
42,5
28,2

ТАБЛИЦА 3

Значение спиновых плотностей на s-орбиталях атомов водорода (ρ*·102)
в анион-радикалах агликонов карминомицина, вычисленные при конформаций оксигрупп,

отвечающей структуре (I), для различных конформаций кольца А: а — без учета,
б — с учетом гидратации антрахинона [17]

Атом Η

Н(1)
Н(2)
Н(3)
Η (4)
Η (6)
Η (7k
Н ( 7 ) о н

Η (8)
Η (8)
Η (10)
Η (10)α

Кресло

а

0,01
—0,01
—0,10

0,01
0,01
0,53

—0,09
—0,03
—0,05

0,46
0,91

б

-0,03
—0,01
-0,11

0,01
0,01
0,50

-0,09
—0,03
—0,04

0,41
0,80

а

0,02
—0,02
—0,10

0,00
0,00
0,47

-0,46
—0,02
—0,01

0,52
0,74

Полукресло

б

-0,03
-0,02
-0,11

0,01
0,00
0,38

-0,44
-0,02
-0,01

0,27
0,77

Обозначения, Н(7)^^—атом водорода оксигруппы в положении 7 агликона; Η (Ι 'а —аксиально рас-
положенный атом водорода в положении 10.

Найдено, что в приближении изолированной молекулы энергетически
выгодно образование внутримолекулярных водородных связей, причем
возникновение каждой следующей связи пропорционально понижает
полную энергию системы. На примере гидратных комплексов показано,
что образование межмолекулярных водородных связей более выгодно по
сравнению с внутримолекулярными водородными связями оксиантрахи-
кона (табл. 2) [17].

С учетом строения нейтральных изолированных молекул и эффектов
гидратации агликонов исследовано распределение зарядов и спиновых
плотностей в соответствующих анион-радикалах. При образовании ани-
он-радикалов проиосходит перестройка электронной структуры в хромо-
форной части ΠΛΑ. Основной электронный заряд локализуется при этом

б Д 825 1 0 2ф р
на атомах кислорода карбонильных групп: 5 = ^5а~(/5Н = 8,25· 10~2 е,

Δ^1 2=7,41 · 10~2 е. Неспаренный электрон занимает нижнюю вакантную
л;2-орбиталь антрахинонового цикла, а спиновые плотности имеют мак-
симальные значения на атомах кислорода карбонильных групп (pnz=
= 0,489;р^ =0,443) · и на атомах углерода карбонильных групп Рлг =
= 0,107; ρ]ζ =0,128).

Теоретические значения спиновых плотностей на атомах водорода аг-
ликона карминомицина (с учетом и без учета гидратации) представлены
в табл. 3. Анализ этих данных показывает, что экспериментально наблю-
даемые расщепления в спектре ЭПР (а н = 4,1 Э и а н = 2 , 1 Э) можно
объяснить взаимодействием неспаренного электрона с протонами коль-
ца А. Константы СТС могут быть определены по формуле: а, Э = Кр",
где ps — значение спиновой плотности на s-орбитали протона, К — кон-
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ТАБЛИЦА 4

Значения порядков связей по Вибергу в нейтральных молекулах и анион-радикалах
карминомицина (III) и аклациномицина А (IV) [17]

o-ti

Состояние

Нейтральная молекула
Анион-радикал

(Ш)

С(7)-О(7)

0
0

4620
4522

O(7)-R

0
0

4890
4950

С(7)-О(7)

0
0

4790
4631

O(7)-R'

0,4790
0,4793

(IV)

С(10)-С(15)

0,4866
0,4891

С(15)=О

0
0

9274
9319

С(15)-О

0
0

4849
4740

станта, равная 539,86 в случае атомов водорода [18]. Теоретические зна-
чения распределения спиновых плотностей для агликонов других ПАА
мало отличаются от данных для карминомицина. Значения расщепления
на протонах кольца А несколько различаются для двух возможных кон-
формаций: кресла и полукресла, однако на основе расчетных значений
нельзя сделать выбор в пользу существования той или иной конформа-
ции в растворе.

Важным результатом проведенных расчетов является вывод об
ослаблении связи С (7)—0(7) при образовании анион-радикалов, что
следует из анализа значений индексов Виберга. Подобное ослабление
связи, полученое из теоретических расчетов для модельных соединений,
показывает, что при восстановлении ПАА может происходить отщепле-
ние углеводного фрагмента (табл. 4) [17]. Действительно, это было
подтверждено экспериментально. Например, показано [19], что при фер-
ментативном восстановлении рубомицина в условиях гипоксии расходо-
вание антибиотика сопровождается увеличением содержания в системе
свободного агликона (рис. 2). Антрациклиновые антибиотики в клетке

Рис. 2. Кинетические
кривые изменения содер-
жания рубомицина (/),
его агликона (2) и пар-
циального давления кис-
лорода (3) в микросо-
мальной системе в при-
сутствии НАДФН (по

данным [29])

§ 0,5

10 20
ί , Μ ΐ ΐ Η

постепенно превращаются в дезоксиагликоны, которые более липофиль-
ны и, возможно, более прочно связываются с мембранами микросом.
Согласно квантовохимическому расчету, при восстановлении аклацино-
мицина А кроме отщепления углеводного фрагмента может происходить
также отщепление 15-метоксильной группировки (см. табл. 6).

Эти результаты указывают на потенциально важную роль
окислительно-восстановительных превращений с промежуточным обра-
зованием свободнорадикальных состояний. Можно было бы ожидать
образования свободных радикалов из ПАА как за счет окисления гид-
рохиноновой группировки (кольцо В), так и за счет восстановления анг-
рахинона (кольцо С).
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Образующиеся при этом свободнорадикальные интермедиаты характери-
зуются различной реакционной способностью, чем может обусловливать-
ся избирательность биологического действия ПАА, в частности, соотно-
шение между степенью токсичности и противоопухолевым эффектом.

Оценка способности агликонов ПАА к восстановлению и окислению
произведена на основе расчета энергий низшей незанятой молекуляр-
ной орбитали (£Ннмо) и энергий высшей занятой молекулярной орбита-
ли (£Бзмо) [20]. Значения £Ннмо и ЕРШ0 для карминомицина, рубомици-
на, адриамицина и аклациномицина А и их О6~-анионов представлены в
табл. 5. Видно, что в нейтральном состоянии все агликоны характери-
зуются близкими величинами как £ΉΗΜΟ, так и £Взмо- Следовательно, рас-
смотренные выше антрациклиновые антибиотики обладают примерно
одинаковыми электроноакцепторными свойствами. Весьма высокие аб-
солютные значения £Взмо указывают на то, что в нейтральном состоянии
все агликоны достаточно устойчивы к окислению. В то же время анионы
ПАА, характеризующиеся значительно меньшими значениями £Взмо,
имеют повышенную способность к окислению. Из табл. 7 следует, что
наименьшей способностью к окислению обладает анион аклациномицина
А, что и следовало ожидать в связи с отсутствием в его структуре гид-
рохинонового фрагмента. Наиболее выраженные электронодонорные
свойства характерны для аниона агликона карминомицина.

На окислительно-восстановительные свойства ПАА при физиологи-
ческих значениях рН могут влиять кислотно-основные характеристики
агликонов. Изучение электронных спектров поглощения антибиотиков в
видимой области при различных рН среды показало наличие изобести-
ческих точек (рис. 3), что свидетельствует о наличии в щелочных рас-
творах равновесия между нейтральной и ионизованной формами анти-
биотиков. Из приведенных в табл. 5 данных следует, что при физиоло-
гических значениях рН молекулы антрациклиновых антибиотиков нахо-
дятся в частично ионизованном состоянии.

Образование ионизованных форм ПАА — процесс достаточно слож-
ный, что определяется их полифункциональным характером. Помимо
оксигрупп агликона, способных к диссоциации, в нем принимают участие
нуклеофильные центры молекулы, обусловливающие возможность ассо-
циации. Например, в водных растворах рубомицина (5·10~8Μ) спектро-

ТАБЛИЦАS

Значения энергий ВЗМО и ННМО для нейтральных молекул и анионов ряда
антрациклиновых антибиотиков и их токсичность при внутрибрюшинном введении [20, 21]

Параметр

^взмо э В

£ВЗМО- э В

£ннмо> э В

£ннмо> э В

ЛД5 0, мг/кг
РКа

Карминомицин

—10,306

-3,203

0,690

4,680

1,3
8,4

Рубомицин

—10,288

-3,209

0,690

4,678

5,5
9,6

Адриамицин

-10,217

-3,288

0,719

4,810
8,5
9,6

Аклациномицин А

—10,342

-3,670

0,633

3,095

25,0
9,0

Обозначения: ^ в З М О и ^ННМО — энергии ВЗМО и ННМО нейтральных молекул агликонов ПАА

^ и ^ННМО — энергии ВЗМО и ННМО анионов агликонов ПАА.
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фотометрически, методами ЯМР и кругового дихроизма показано обра-
зование димеров [22]. Поэтому с увеличением концентрации ПАА при
постоянном значении рН наблюдается снижение степени диссоциации.

Для сравнительного исследования электронодонорных свойств ПАА
была изучена реакция их окисления феррицианидом калия [20]. Изуче-
ны зависимости эффективных констант скорости (&эфф) реакции их окис-
ления от концентрации окислителя и рН среды. На рис. 4 представлены
зависимости йэфФ для процесса окисления карминомицина, рубомицина и
адриамицина в зависимости от концентрации феррицианида при рН 7,6.
Видно, что замена атома водорода в положении 14 на оксигруппу не
влияет на электронодонорные свойства антибиотиков. В то же время
замена 4-метоксильного фрагмента на оксигруппу резко уменьшает рКа

агликона и увеличивает его электронодонорные свойства. Константы
реакции окисления сильно зависят от рН среды Так, при окислении ру-

бомицина и карминомицина
Ш 500 воо 7оох,нм (5-10"5 М) феррицианидом

калия (5-10-3 М) для &эфф при
рН 7,0 получены значения 0,3-1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

С

I

-

-

A /fS1 // А

ι ι

V \\

26 22 20 18 16 14
1O'JhV,ZM

10
[ШЦ],мМ

Рис. 3 Рис. 4

Рис 3 Спектры оптического поглощения рубомицина при следующих значениях рН
среды: 7 — 6,8; 2 — 9,2; 3—10,5; 4 — 13 [20]

Рис. 4. Зависимость констант скорости окисления карминомицина (/), рубомицина
(2) и адриамицина (•?) от концентрации феррицианида (рН 7,6, Τ=25° С) [20]

• 10"2 с" 1 и 0,7· Ю-2 с" 1 и при рН 8,0 — значения 1,3 -10~2 с-1 соответствен-
но. Окисление малотоксичного аклациномицина А феррицианидом не
наблюдалось даже при рН 9,5.

Таким образом, электронодонорные свойства ПАА увеличиваются в
ряду: аклациномицин А < адриамицин » рубомицин < карминомицин;
при этом возрастает и их острая токсичность (уменьшается ЛД5 0). С уче-
том этих результатов снижение цитотоксических свойств 11-метилового
эфира карминомицина может быть объяснено модификацией структуры,
сопровождающейся понижением способности к окислению (в структуре
нет гидрохинонового фрагмента).

В этой связи заслуживает внимания наличие статистически достовер-
ной корреляции между значениями ЛД5 0 для ряда 4-замещенных 2,2,6,6-
тетраметилпиперидил-1-оксила и £взмо соответствующих анионов
{рис. 5) [24]. С достоверностью 95% уравнение линейной регрессии име-
ет вид:

О = аЕВЗШ0-\-Ь

где а=— 2352+1208 и 6 = 371 + 119. Этот результат свидетельствует о
том, что за токсичность нитроксилов ответственны не реакции их эндо-
генного восстановления, а процессы окисления их восстановленных форм.

Указанную корреляцию между способностью к окислению и токсиче-
скими свойствами противоопухолевых препаратов необходимо учиты-
вать при их химической модификации и разработке комплексной поли-
химиотерапии. Однако к настоящему времени процесс образования сво-
бодных радикалов из антрациклиновых антибиотиков изучен в основном
при их восстановлении.
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При восстановлении рубомицина в воде боргидридом калия в первые
две минуты в спектре ЭПР наблюдается интенсивный сигнал (g = 2,004
и Д # = 4 Э) от первичного семихинонового радикала. Уже через три
минуты на фоне первого сигнала ЭПР появляется другой сигнал (g =
= 2,004, АЯ=12 Э) с характерной сверхтонкой структурой. Еще через
несколько минут наблюдается уширение обоих сигналов, так что регист-
рируется только одиночный синглет шириной в 9 Э (рис. 6). В это же
время в реакционной смеси происходит образование осадка, что может
быть связано с отщеплением углеводного фрагмента и образованием
плохо растворимых в воде радикальных форм агликонов. При восстанов-
лении ПАА в метиловом спирте регистрируются стабильные радикалы с
хорошо разрешенной сверхтонкой структурой [17].

Рис. 5. Корреляция между энергией высшей
занятой молекулярной орбитали восстановлен-
ных форм (R-) производных 2,2,6,6-тетраме-
тил-4-Х-пиперидин-1М-оксида (X = — (СН2) 2NH2
</); — OC(O)NH—Ph (2); —ОН (3);

I I
—NHC(O)— NCH2CH2 (4); = 0 (5)) и острой

токсичностью ЛД-50 [24]
Рис. 6. Изменение спектра ЭПР семихиноновых
радикалов рубомицина, полученных при вос-
становлении К.ВН4 через: 1 — 2 мин, 2 — 5 мин,

3 — 6 мин, 4 — 30 мин [17]

0,2

0,1

0,0

~0,1

-о.г
ЦОО 600 800 1000
ад50,мг/кг

Рис. 5 Рис. 6

Обнаружено также спонтанное образование семихиноновых радика-
лов ПАА при физиологических значениях рН. В этом случае скорость
образования радикалов не зависит от содержания кислорода, однако
образующиеся семихиноновые радикалы претерпевают гибель на атомах
кислорода. Скорость образования семихиноновых радикалов адриамици-
на (20 мг/мл) менялась от 7,0 нмоль/мин при рН 7,65 до 48,0 нмоль/мин
при рН 8,85 [25].

Образование свободных радикалов было доказано также при фер-
ментативном восстановлении ПАА [26—30]. Семихиноновые радикалы
регистрируются методом ЭПР при инкубации ПАА с клетками асцитного
рака Эрлиха [26, 27], а также с микросомальной или ядерной фракцией
клеток печени крыс в условиях гипоксии в присутствии НАДФН [25,
28—30]. Перенос электрона на ПАА с НАДФН катализируют флавопро-
теины одноэлектронного переноса, такие как НАДФН-цитохром Р-450-
редуктаза, нитратредуктаза, НАДФН-цитохром С-редуктаза. Это свиде-
тельствует об отсутствии специфичности восстановления хиноидной
группировки в ПАА. Различного типа редуктазы способны восстанавли-
вать кегогруппу рубомицина в положении 13 с образованием 13-дигидро-
рубомнцина (дауномицинол). Адриамицин и карминомицин претерпе-
вают аналогичные превращения, однако трансформируются заметно
медленнее. Реакцию восстановления кетогруппы может катализировать
альдокеторедукгаза из печени и почек крыс в присутствии НАДФН [31].
При действии редуктаз может происходить отрыв сахарного фраг-
мента с образованием свободных агликонов, однако восстановленные
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агликоны в 100 раз менее активны, чем исходные ПАА [5]. По-видимо-
му, это связано с меньшей растворимостью агликонов ПАА и обуслов-
ленными этим фармакокинетическими особенностями.

Чувствительность опухолевых клеток к ПАА зависит от наличия в
них ферментных систем, способных активировать и метаболизировать
ПАА. Так, в клетках меланомы В-16, опухоли, наиболее чувствительной
к действию ПАА, рубомицин восстанавливается в дауномицинол наибо-
лее интенсивно. Это свидетельствует о важности ферментативной акти-
вации рубомицина в опухолях и о
возможной роли дауномицинола в
проявлении противоопухолевого эф-
фекта (рис. 7). В связи с этим мож-
но отметить также, что локальная
гипертермия опухоли увеличивает

0,2

0,1

о

1, мкА

о

Δ

•

•

1 /
2 / Ώ

3 ·/

s

j т/с
-OS -0,5 -0,6 -0,7-0,8 -0,9-1,0

Рис. 7 Рис. 8
Рис. 7. Соотношение между противоопухолевой эффективностью (Т/С) и
константами Михаэлиса Km в случае ферментативного восстановления
рубомицина: 7 — L-1210/R, 2 — L-1210, 3 — Р-388, 4 -В-16 (Г —продол-
жительность жизни животных в опытной группе при введении рубомицина,
С — продолжительность жизни животных в контроле) (по данным [5])

Рис. 8. Полярографическая волна восстановления: 1 — рубомицин; 2 —
рубомицин+ДНК (молярное отношение ДНК: рубомицин = 8,7 : 1) [3]

эффективность адриамицина на фоне повышенной интенсивности его
метаболизма [32].

Ферменты двухэлектронного переноса, такие как глутатионредуктаза
и лактатдегидрогеназа, не участвуют в процессе образования радикалов
[30]. Кинетика восстановления хинонов флавопротеинами зависит как
от редокс-потенциалов хинонов, так и от ферментов, их восстанавливаю-
щих. Так, нижний предел редокс-потенциала для восстановления хинонов
НАДФН-цитохром Р-450-редуктазой составляет — 240 мВ, а для НАДН-
цитохром В5-редуктазы и НАДН-убихиноноксидоредуктазы этот предел
равен —170 мВ. Липофильность, по-видимому, играет малую роль в про-
цессе восстановления этих препаратов ферментами [33].

Спектр ЭПР семихинонового метаболита антрациклинов в микросо-
мах появляется не сразу, а по мере расходования растворенного в них
кислорода, и наблюдается затем в течение нескольких часов [27]. В про-
цессе инкубации антибиотиков с микросомами происходит уменьшение
парциального давления кислорода за счет переноса электрона с семихи-
ноновых частиц на кислород [26, 29, 30, 34, 35]. Пока в микросомах при-
сутствует кислород, сигнал семихиноновых радикалов в спектре ЭПР
антибиотика не наблюдается. По мере уменьшения парциального дав-
ления кислорода начинает регистрироваться сигнал ЭПР, относящийся к
семихиноновому радикалу антрациклина. Симметричный в начальный
момент времени сигнал с g=2,0036 становится затем асимметричным, а
через несколько часов спектр приобретает характер сильно заторможен-
ного аксиально-симметричного сигнала с g=2,0046 и £=2,0021 [2/].

Антрациклиновые антибиотики, интеркалированные между основа-
ниями ДНК, плохо восстанавливаются до семихиноновых радикалов. Это
согласуется с отсутствием полярографической волны восстановления
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ТАБЛИЦА 6
Ковалентное связывание 14С-адриамицина, меченного

в положении 14, с белками микросом [13]

Экспериментальные условия

Денатурированные микросомы + адриамицин
+ НАДФН

.Микросомы -f- адриамицин
Микросомы -f- адриамицин -f- НАДФН
Микросомы -|- адриамицин -|- СОД
М^кросомы 4- адриамицин 4- НАДФН + СОД

а, %

1.1

0,8
4,4
1.0
4,5

Обозначения: СОД *» супероксиддисмутаза- α — доля связанной радиоак-
тивной метки.

рубомицина после его инкубации с ДНК [3] (рис. 8). Противоопухоле-
вые антрациклиновые антибиотики, связанные с ДНК, плохо восстанав.
ливаются микросомами при добавлениии НАДФН, так что при этом ме-
тодом ЭПР регистрируется только слабый сигнал семихиноновых
радикалов [27]. Все это свидетельствует о том, что ПАА, интеркалиро-
ванные в ДНК., являются «плохими» субстратами для ферментативного
восстановления.

При химической и биологической активации молекулы ПАА облада-
ют способностью ковалентно связываться с биомакромолекулами, что
•обусловлено промежуточным образованием семихиноновых радикалов
[36]. Степень ковалентного связывания рубомицина с ДНК при УФ-об-
лучении увеличивается в три раза в присутствии кислорода [36]. Кова-
лентное связывание адриамицина с белками микросом происходит толь-
ко в присутствии НАДФН, обеспечивающего ферментативное восстанов-
ление препарата до семихинона. Добавление супероксиддисмутазы не
влияло на связывание адриамицина с микросомальными белками, что
исключает участие супероксидных радикалов в процессе (табл. 6) [37].

Генерирование семихиноновых радикалов, изученное на примере ант-
рациклинов, вероятно, может иметь значение и в случае других антибио-
тиков, содержащих в своей структуре хиноидные (или аналогичные им)
фрагменты. Ниже рассмотрены препараты, в механизме биологического
действия которых важную роль могут играть процессы промежуточного
образования свободных радикалов.

Митомицин С. В 1956 г. из культуральной среды Streptomyces caspi-
tosus был выделен сложный комплекс веществ, обладавший антибиоти-
ческими свойствами и эффективно тормозивший рост асцитной опухоли
Эрлиха. Позднее из него было выделено индивидуальное соединение,
названное митомицином С. Быстродействующий бактерицидный и цито-
токсический антибиотик митомицин С применяется при лечении рака же-
лудка, рака молочной железы и рака поджелудочной железы [38]. Воз-
можные пути химической активации митомицина С, включающие образо-
вание карбокатионов и семихиноновых радикалов, свидетельствуют о
полифункциональном характере этого антибиотика:

Η.Λ'-

н,с

ин

и,с
О-

(А)

(Б)
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Цитотоксическое действие митомицина С объясняется его способностью1

как монофункционально алкилировать основания ДНК (вероятно, за
счет раскрытия азиридинового цикла), так и образовывать поперечные
связи (сшивки) между комплементарными цепями ДНК [39—41] вслед-
ствие бифункциональности интермедиатов митомицина С. Показано, что
ДНК, инкубированная с антибиотиком в течение одной минуты, харак-
теризуется наличием ковалентных связей (сшивок) между комплемен-
тарными цепями, что можно легко обнаружить по обратимости процесса
ее денатурации.

Одним из возможных механизмов этого процесса является образова-
ние интермедиатов типа (А) с двумя электрофильными центрами, возни-
кающими за счет уретановой и азиридиновой группировок митомицина
С. Другой путь связан с образованием свободнорадикального интерме-
диата (Б), которое может осуществляться в несколько стадий. Вначале
происходит наиболее (в 10—20 раз) вероятный процесс моноалкилиро-
вания, а затем — генерирование семихиноновых радикалов. Об этом
свидетельствует тот факт, что ковалентно связанный с ДНК митомицин
С также способен восстанавливаться до семихинонового радикала, взаи-
модействие которого с кислородом приводит к образованию супероксид-
ных радикалов [39]. При химическом или ферментативном восстановле-
нии митомицин С превращается в высокореакционноспособный бифунк-
циональный агент, образующий ковалентные связи с нуклеиновыми кис-
лотами, белками и другими молекулами повреждаемых клеток. Поэтому
бифункциональность может быть следствием образования из препарата
семихиноновых радикалов, содержащих электрофильный центр раскры-
того азиридинового цикла (Б). Восстановленный митомицин также об-
ладает высокой реакционной способностью и легко связывается in vitro
с ДНК, образуя в ней сшивки. По-видимому, активная форма (Б) мито- ,
мицина С крайне нестабильна, так как сшивки в ДНК возникают толь-
ко в том случае, если ДНК добавить через несколько секунд после вос-
становления антибиотика. Восстановленный митомицин в первую оче-
редь связывается с остатками гуанина в ДНК, но может так же легко
взаимодействовать с РНК и белками клеток.

Восстановление раствора митомицина С в диметилсульфоксиде под
действием боргидрида натрия приводит к образованию стабильного се-
михинонового радикала, в спектре ЭПР которого имеется 36 линий с ве-
личинами расщеплений айн, = 2,ЗЭ, а^икл = 1,7 Э,йсн, = 1,0Э, асн„ =0,65 Э
и величиной g=2,0046 (рис. 9) [39]. Обнаружение и регистрация семи-
хинонового радикала митомицина С в водной среде усложнено из-за
сравнительно короткого времени их жизни. При инкубации препарата с
микросомами в отсутствие кислорода был зарегистрирован сигнал ЭПР
семихинонового радикала митомицина С с g=2,0035, Δ # = 9 Э, исчезаю-
щий в течение четырех минут. Сигнал появляется только при совмест-
ном присутствии митомицина С, микросом и НАДФН-генерирующей си-
стемы (0,39 ммоль/л НАДН, 5,5 ммоль/л глюкозо-6-фосфата и 0,67 ед/мл
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы). По своим спектроскопическим харак-
теристикам (g=2,0034) он идентичен сигналу, зарегистрированному при
химическом восстановлении митомицина С в водной среде [27].

Следует подчеркнуть, что митомицин С, ковалентно связанный с j
poly G. poly С, также давал спектр, характерный для семихинонового j
радикала при его восстановлении NaBH t [39]. j

Близким структурным аналогом митомицина С является карбокон,.
применяемый при лечении лейкемии.

г — N / X / 4 C H - C H 2 O C O N H 2
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Карбокоп имеет две полярографические волны восстановления при —0,23
и —1,6 В относительно насыщенного каломельного электрода. В микро-
сомах печени в присутствии НАДФН карбокон восстанавливается до
семихинонового радикала; его спектр ЭПР характеризуется хорошо раз-
решенной сверхтонкой структурой (рис. 10), которая объясняется взаимо-
действием неспаренного электрона с тремя эквивалентными протонами
метильной группы в положении 6 (а£н =0,55 Э) и с двумя ядрами азота
азиридиновых групп в положениях 2 и 5 (a£j ^=2,78 Э; а£?(5) = з,03 Э).
После инкубации карбокона с клетками асцитной опухоли Эрлиха также

Рис. 9 Рис. 10

Рис. 9. Спектр ЭПР семихинонового радикала митомицина С, восстановленного под
действием NaBH4 в фосфатном буфере при рН 7,0 [39]

Рис. 10. Спектры ЭПР семихиноновых радикалов карбокона (1) [28] и AZQ (2) [42],
полученных при микросомальном восстановлении в присутствии НАДФН

регистрируется образование радикалов карбокона. При этом давление
ДНК или глюкозы не влияет на процесс радикалообразования [28].

Другой структурный аналог митомицина С — хинонсодержащий ал-
килирующий агент v\ZQ, также может восстанавливаться в микросомах
до семихиноновых радикалов [42].

Л ° °
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Брунеомицин. Брунеомицин получен в СССР из культуры Sireptomy-

ces albus var bruneomicini и идентичен зарубежным препаратам стрепто-
нигрину и рубохромомицину. Его применяют при лечении лимфогрануло-
матоза, лейкемической формы хронического лимфолейкоза, ретикулеза
и некоторых других системных заболеваниях крови, а также при лечении
аденосаркомы почки (опухоль Вильямса) и нейробластомы, устойчивой
к другим противоопухолевым препаратам [43]. Брунеомицин подавляет
синтез ДНК в культурах клеток животных и бактерий. Он остается свя-
занным с ДНК, выделенной из асцитных опухолевых клеток мышей.
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Как и в случае митомицина С, бактерицидное действие брунеомицина
сопровождается деградацией молекул ДНК, однако он не вызывает об-
разования сшивок ДНК [3]. Для проявления максимального бактери-
цидного действия необходимо одновременное наличие источника элект-
ронов и кислорода [43]. Восстановление брунеомицина КВН4 в диметил-
£ульфоксиде в отсутствие кислорода приводило к образованию семихи-

сн3о

со2н

сн3о

зонового радикала, спектр которого характеризуется константами рас-
дцепления на атомах азота в положениях 7 и 1 (α£17ΐ = 0,9 Э и ^N(7)" 'N(1)
= 0,3 Э), а также на протоне в положении 4 (2,1 Э) и на двух эквива-

лентных протонах аминогруппы (0,3 Э) [39].

Рис. 11 Рис. 12

Рис. 11. Спектр ЭПР семихинонового радикала брунеомицина
(4-1О"4 М), полученного при восстановлении под действием

NaBH4 (8-Ю-4 М) в фосфатном буфере при рН 7,0 [39]

Рис. 12. Спектры ЭПР радикала рубифлавина, полученного:
а — при химическом восстановлении под действием КВН4 [44],

б — при биологическом восстановлении в суспензии клеток

Аналогичный спектр ЭПР зарегистрирован и при биологическом восста-
новлении брунеомицина в суспензии клеток Е. coli, что позволяет пред-
полагать важную роль свободнорадикальных промежуточных состояний
в молекулярных механизмах биологического действия брунеомицина
[44] (рис. 11).
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В работе [45] изучено связывание брунеомицина с нуклеиновыми
кислотами в присутствии восстанавливающих агентов и ионов металлов.
Инкубация химически восстановленного брунеомицина с ДНК in vitro
сопровождалась необратимым связыванием и приводила к образованию
комплекса, содержащего 1 моль брунеомицина на 250 нуклеотидов. При-
сутствие ионов Zn2+ значительно увеличивало степень связывания и по-
лученный комплекс содержал 1 моль брунеомицина на 80 нуклеотидов.
С другой стороны, присутствие Mg2+ уменьшало это связывание. Больше
антибиотика связывалось с денатурированной ДНК, чем с нативной.
Максимум связывания достигается при восстановлении брунеомицина в
присутствии ДНК· Значительно больше брунеомицина связывается с
ДНК при его ферментативной активации. Проведение исследований с
синтетическими полинуклеотидами подтвердило, что в присутствии Zn2 +

брунеомицин способен связываться как с пуриновыми, так и с пиримиди-
новыми основаниями [45].

Рубифлавин и его аналоги. Противоопухолевый бактерицидный анти-
биотик рубифлавин (VIII) получен на Streptomyces (SC 3728) Аналоги
рубифлавина, такие как гедамицин (IX), кидамицин (X), плюрамицин
(XI), также обладают противоопухолевыми свойствами [46]. Рубифла-
вин и гедамицин избирательно подавляют синтез ДНК в клетках и в
меньшей мере влияют на синтез РНК- Эти антибиотики прочно (факти-
чески необратимо) связываются с ДНК. Как рубифлавин, так и гедами-
цин могут восстанавливаться культурами Е. coli с образованием свобод-
ных радикалов [44, 47], что свидетельствует о важности свободноради-
кальных состояний этих антибиотиков при проявлении ими биологиче-
ской активности. На рис. 12 представлены спектры ЭПР анион-радикалов
рубифлавина, полученных при восстановлении препарата в клетках
Е. coli и при действии КВН4 [44].

он
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Сафрамицины А и С. Хинонсодержащие противоопухолевые анти-
биотики сафрамицин А и С выделены из Streptomyces lavendulae [48]
(R = H, R' —CN в случае сафрамицина А, и R = OCH3, R' = H в случае
сафрамицина С):
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H-.CO

Сафрамицины А и С юлностью ингибируют рост клеток L-1210 в куль- ;
туре при концентрации 0,02 мкг/мл и 1,0 мкг/мл соответственно. Для
мышей линии СЗН/Не ЛД5 0 сафрамицина А и С составляет 10,5 мг/кг и i
9,7 мг/кг соответственно. Противоопухолевая активность сафрамицина ;
А в 50—100 раз больше, чем у сафрамицина С. Сафрамицин А был вы- I
сокоактивеи против лейкемии Р-388 и асцитнон карциномы Эрлиха и j
умеренно активен против лейкемии L-1210 и меланомы В-16 [48]. j

Кроме того, многие другие природные физиологически активные ве- I
щества содержат хиноновые структуры, действие которых может быть ι
связано с образованием свободнорадикальных интермедиатов. К препа- j
ратам такого типа можно отнести гербимицин В (XII) [49], джавани-
цин (XIII) [50], антибиотик WS-5995 А, полученный из Streptomyces
auranticolor (XIV) [51], алканнин (XV) [52], лютеоскрин (XVI) [53],
лапахол (XVII) [54]. . ,

2. Антибиотики пиримидо-5,6-е-1,2,4-триазиновой группы

К антибиотикам этого ряда относятся реумицин, фервенулин, ксанто-
трицин и 7-метоксиреумицин.

R СН3

Ν

н3с
Ν j II Ν || I

Ιί
Ο Ο Ο

R = H , реумицин ксантотрицин 7-метоксиреумицй1
R=CH 3 , фервенулин

Один из представителей этой группы антибиотиков — реумицин в экспе-
рименте обладает широким спектром противоопухолевого действия.

Молекулярные механизмы биологического действия и биотрансфор-
мации этих соединений могут быть связаны с промежуточным образова-
нием активных свободнорадикальных состояний. Действительно^ мето-
дом ЭПР доказано образование устойчивых анион-радикалов пиримидо-
триазинов при их электрохимическом восстановлении [55]. Для
ферментативной активации пиримидотриазинов in vitro можно использо-
вать микросомы, в которых локализована система превращений и дето-
ксикации ксенобиотиков. Показано, что антибиотики этого ряда способ-
ны акцептировать электрон с НАДФН-цитохром-В5-редуктазной цепи
[56].

Восстановление реумицина в микросомах было изучено в присутствии
НАДФН при различных рН. При восстановлении реумицина в щелочной
среде (химическое восстановление проведено боргидридом калия при
рН 9,0, а микросомальное при рН 8,0) спектр ЭПР представлял собой
октет линий с константами расщепления α Η = α Ν = 5 , 7 Э за счет взаимо-
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действия с тремя эквивалентными атомами азота и атомом водорода
триазинового цикла (рис. 13, а, б). При микросомальном восстановлении
метилированного производного реумицина был зарегистрирован анало-
гичный восьмикомпонентный спектр, откуда следует, что электронная

Рис. 13. Спектры ЭПР радикалов
реумицина, полученных при: а —
химическом восстановлении под
действием КВН4, рН 9,0 [35]; б —
микросомальном восстановлении
в присутствии НАДФН, рН 8,0,
в — химическом восстановлении
под действием КВН4, рН 4,0; г —
микросомальном восстановлении в

присутствии НАДФН, рН 6,0

структура и распределение спиновой плотности в анион-радикалах реу-
мищша и 7-метоксиреумицина близки между собой. Поскольку при рН 8
реумицин (рКа 6,5) находится преимущественно в анионной форме, то
можно предположить, чго в микросомах происходит одноэлектронное
восстановление аниона до дианион-радикала, который способен быстро
протонироваться по атому кислорода 0(7) или по атому азота N(1). Сле-
дует, однако, отметить, что спектр ЭПР этого радикала отличается от
спектра анион-радикала, полученного при электрохимическом восстанов-
лении 7-метоксиреумицина в диметилформамиде; это может быть связано
с условиями его получения в апротонной среде.
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В кислой среде, когда восстанавливаются неионизованные формы
реумицина (химическое восстановление проводилось при рН 4,0, а фер-
ментативное при рН 6,0), характер регистрируемых спектров ЭПР меня-
ется. Так, для анион-радикала реумицина получен семикомпонентный
сигнал ЭПР с константами расщепления (а=5,6 Э) на трех приблизи-
тельно эквивалентных ядрах атомов азота триазинового цикла (рис. 13,
в, г). При записи спектра при меньшей амплитуде модуляции видно еще

более тонкую структуру, обусловленную
y/z.' дальнейшим подрасщеплением этих се-

-0,2

-0,3

~0,Ч

-0,6

ми линий.
Аналогичный спектр был зарегистри-

рован при микросомальном восстановле-
нии фервенулина. Вероятно, замена ато-
ма водорода на метальный фрагмент в
положении 8 не влияет на характер рас-
пределения спиновой плотности в анион-
радикалах. При микросомальном восста-
новлении ксантотрицина был получен де-
сятикомпонентный спектр, обусловлен-
ный также расщеплением сигнала неспа-

_ ренного электрона за счет взаимодейст-
5 6 7 8 9 ю рН вия с тремя эквивалентными атомами

азота и тремя атомами водорода метиль-
Рис. 14. Зависимость £1/2 для реу- н о й Г р у г Ш ы триазинового фрагмента. По-
мицина (1) и фервенулина (2) от в и д и ^ м у > c m i H 0 B a H плотность в анион-

радикалах пиримидотриазинов локали-
зована преимущественно в триазиновом цикле. Таким образом, в био-
логических системах может восстанавливаться как реумицин, так и его
анион в зависимости от рН среды [35].

В общем случае уравнение окислительно-восстановительных реакций
в протонных средах можно записать в виде:

А + η е" + т Н+ г± АН,(п-т)-

В случае обратимых процессов потенциал этой системы, согласно урав-
нению Нернста, будет описываться уравнением:

nF [АН-'"]

При потенциале полуволн восстановления £1/2, когда на поверхности
электрода концентрации окисленной и восстановленной форм равны
между собой, это уравнение можно записать в виде:

Еу2 ^ Е° + -^- In [№
nF

Δ£.Λ/ΔρΗ = — 2,3 ί

nF L J nF

или
,mRT

nF

Общая зависимость El/2 от рН представляется несколькими отрезка-
ми прямых, имеющими неодинаковые наклоны, причем значения рН в
точках излома соответствуют значениям констант ионизации (р/(а) окис-
ленной или восстановленной форм. Если за точкой излома абсолютная
величина Δ£Ί/2/ΔρΗ, τ. е. тангенса угла наклона прямолинейного участ-
ка, с возрастанием рН убывает, то собственно излом обусловлен диссо-
циацией восстановленой формы, и соответствующее значение рКа отно-
сится к последней [57].

Так, при сравнительном изучении закономерностей изменения потен-
циала полуволн {Е1/2) в зависимости от рН среды для двух пиримидо-
триазиновых антибиотиков показано (рис. 14), что в интервале значений
рН 4—10 для фервенулина, не способного к ионизации, зависимость £1/2
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от рН представляет собой прямую линию с тангенсом угла наклона
—0.06. Для реумицина, являющегося кислотой (ρ/ία 6,5), эта .зависи-
мость имеет более сложный вид с характерным изломом в области
рН~р/( а . Вследствие этого реумицин в щелочных сферах восстанавли-
вается хуже, а в кислых — лучше, чем фервенулин.

Общая тенденция к увеличению электроноакцепторных свойств про-
тивоопухолевых антибиотиков при понижении рН может быть одной из
причин их избирательного действия на опухолевые клетки, имеющих по
сравнению с нормой меньшее значение рН.

III. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ СЕМИХИНОНОВЫХ РАДИКАЛОВ АНТИБИОТИКОВ
С ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМ КИСЛОРОДОМ

Семихиноновые радикалы антибиотиков, образующиеся в ходе фер-
ментативного восстановления, в аэробных условиях гибнут при взаимо-
действии с кислородом с образованием супероксидного радикала

А-1" + О2 τζ А + О^

Константа скорости генерирования супероксида при рН 7 выше, чем
108 М~\ Эта реакция обратима, скорость обратной реакции на два по-
рядка ниже [29, 58, 59]. По данным [60], в нормально функционирую-
щих клетках in vivo парциальное давление кислорода составляет 7 мм
рт. ст. (10 мкМ). Предполагая, что концентрация кислорода 10 мкМ и
что [ 0 2 ] 3 > [ 0 Г ] (т .е. реакция имеет псевдопервый порядок) получим
что время жизни семихинонового радикала in vivo составляет
1п2/&[02] = 6 мкс. Следовательно, семихиноновые радикалы антибиоти-
ков в нормальных клетках нестабильны и процессы их химической транс-
формации (включая возможные реакции с макромолекулами) происхо-
дят очень быстро. Естественно, что при пониженном содержании кис-
лорода (например, в клетках злокачественных опухолей) время жизни
семихиноновых радикалов может существенно увеличиваться, вследст-
вие чего возрастает вероятность свободнорадикальных реакций при био-
трансформации антибиотика.

Регистрация образования радикалов ОГ и О Н " затруднена из-за их
высокой реакционной способности. Одним из наиболее удобных спосо-
бов регистрации образования супероксидных и гидроксильных радикалов
является метод спиновых ловушек. Наиболее часто применяются для
этой цели Ы-хрег-бутил-сс-фенилнитрон (ФБН) и 5,5'-диметил-1-пирро-
лин-1-оксид (ДМПО). Если, например, водный раствор ФБН в фосфат-
ном буфере при рН 7 добавить к раствору семихинонового радикала в
ДМСО, полученного путем восстановления ПАА действием КВН4, то
образуется радикал, представляющий собой спин-аддукт ФБН и груп-
пы ОН радикала

Η ОН

( С Н 3 ) з С ч + ^ С ч + О Н · ^ (СН8)3СЧ СНЧ
X N ^ X P h X N / X P h

I I
О . О'

Его спектр ЭПР представляет собой дублет (а=16,0 Э) триплетов
(а=3,4 Э) с g=2,0061. При смешении раствора семихиноновых радика-
лов антибиотиков с водным раствором ФБН, содержащим каталазу или
супероксиддисмутазу (СОД), образования нитроксильных радикалов не
наблюдалось [39], В то же время денатурированные формы этих фер-
ментов уже не ингибировали образования нитроксильных спин-аддуктов
ФБН—ОН. Для брунеомицина показано, что в присутствии ЭДТА спин-
аддукты не образуются, что указывает на важную роль ионов тяжелых,
металлов в генерации радикалов.ОН~~[39].

Естественно, что указанные спин-аддукты образуются только в при-
сутствии кислорода. Так, например, при инкубации адриамицина с мик-
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росомами образование аддукта ДМПО—супероксид наблюдается толь-
ко, когда в микросомах есть кислород [27]. После полного расходования
растворенного в инкубационной среде кислорода сигналы ЭПР спин-
аддуктов ОН~и О"7 исчезают и появляется сигнал ЭПР семихинонового
радикала адриамицина. По крайней мере, два фактора влияют на это
явление: во-первых, аддукт ДМПО — супероксид имеет время жизни 45 с
при рН 7,4 [27, 61], а поскольку молекулярный кислород расходуется,
образование нитроксильных радикалов может прекратиться; во-вторых,
спин-аддукт энзиматически восстанавливается, как и другие нитроксиль-
ные радикалы [27, 62]. На основании сказанного была предложена [33]
следующая последовательность реакций:

А + е- -» А~

А - + о 2 - • А + о ;

2Н+ + 2OJ" с о д ^ Н2О2 + 0 2

2Н2О2 ->2Н2О + О2

Μ (II) + Н2О2 -» Μ (III) + ОН1 + ОН"

М.(Ш) + 0 7 -> Μ (II) + 0 2

н 2 о 2 + of •-> он- + он· + о 2

Другим способом регистрации радикалов 02~в растворе может быть
измерение образования адренохрома из адреналина [15]. Скорость обра-
зования супероксидных радикалов оценивается по скорости окисления
адреналина и образованию адренохрома, которую определяют спектро-
фотометрически, по поглощению при длине волны 480 нм. Добавление
супероксиддисмутазы (10 мкг/мл) ингибирует образование адренохрома.

Изучено генерирование супероксидных радикалов пиримидотриазино-
выми антибиотиками в микросомах печени крыс [35]. В отсутствие
НАДФН скорость образования ОГ в микросомах очень мала
(w = 0,3 нмоль/мг белка в мин) и не увеличивается при добавлении реу-
мицина, который в этих условиях не восстанавливается до анион-ра-
дикала. В присутствии НАДФН в микросомах наблюдается перенос
электронов с НАДФН на кислород с образованием супероксидных ради-
калов (ιο·=1,8 нмоль/мг белка в мин). Добавление реумицина в систему
резко увеличивает скорость (до = 6,5 нмоль/мг белка в мин) образования
супероксидных радикалов (образование адренохрома) за счет переноса
электрона с анион-радикалов антибиотика на кислород. В этих условиях
спектры ЭПР анион-радикалов реумицина регистрировались только
после полного расходования кислорода. Ксантотрицин, обладающий наи-
меньшим потенциалом восстановления [55], способен восстанавливать-
ся в .микросомах без добавления НАДФН. Образующиеся при этом
анион-радикалы генерируют супероксидные радикалы с наибольшей
скоростью (w = 11,1 нмоль/мг белкавмин). Вероятно, этим можно объ-
яснить высокую токсичность ксантотрицина и его низкий химиотерапев-
тический индекс. Это подтверждает высказанные ранее предположения
о роли стабильности промежуточно образующихся активных свободно-
радикальных форм противоопухолевых препаратов в избирательности
их действия [63].

Сопоставление свойств реумицина с другими антибиотиками этого
ряда позволяет объяснить более высокую избирательность его противо-
опухолевого действия. В опухолевых клетках, где величина рН понижена
(6,5), равновесие реумицин — анион реумицина смещается в сторону
неионизованной формы. Нейтральная форма реумицина из-за низкого
потенциала восстановления способна окислять большее число фермент-
ных систем с образованием высокореакционноспособных анион-радика-
лов и, в силу указанных выше причин, приводить к выраженному цито-
токсическому действию. В нормальных клетках, рН которых составляет
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ТАБЛИЦА 7

Скорость (ш) микросомального окисления НАДФН,
стимулированного различными противоопухолевыми препаратами [26]

Препараты

Контроль
Адриамицин
Митомицин С
Брунеомицин
Лапахол
Циклофосфан
Метотрексат
Ы,Ы'-бис-(Хлорэтил)-№нитрозомоче-

вина

ш, нмоль/мг болка в мчн

воздух

0
73
84

249
15
0
0
0

СО

0
84
81

209
И
0
0
0

ТАБЛИЦА 8

Скорость потребления кислорода различными субклеточными
экстрактами в присутствии рубомицина [29]

Объект;

Цитоплазматический экстракт печени
Митохондрии печени
Микросомы печени

a>i, нмоль/мг
болка в мин

0,3
2,1

25,2

о»2, нмоль/мг
белка в мин

1,6
4,3

93,0

Обозначения: Wi π w2 — скорости собственного и катализируемого рубо-
мицином потребления кислорода.

7,5, реумицин на 90% находится в ионизованной форме, способность к
восстановлению которой до ион-радикалов значительно ниже. Это и яв-
ляется, по-видимому, причиной избирательности действия реумицина по
отношению к опухолевым клеткам.

Образование супероксидных и гидроксильных радикалов за счет пе-
реноса электрона с семихиноновых радикалов антибиотиков на кисло-
род было установлено и в случае брунеомицина [39], актиномицина D
[15], антрациклиновых антибиотиков [27], митомицина С [27].

Процесс образования радикалов из хинонсодержащих антибиотиков
и их дальнейшая гибель при взаимодействии с кислородом могут быть
охарактеризованы также степенью микросомального окисления НАДФН
и потребления кислорода. Вещества бензоантрахинонового класса,
N-гетероциклические хиноны и нафтохиноны, стимулируют окисление
НАДФН, но с разной скоростью. Цитотоксические препараты (цикло-
фосфан, метотрексат и др.) неактивны, что установлено при количест-
венном анализе микросомального окисления НАДФН (табл. 7) [26].

Другим показателем интенсивности переноса электрона с семихинона
антибиотика на кислород является увеличение скорости потребления
кислорода. Обнаружено, что скорость потребления кислорода пропор-
циональна концентрации как хинонсодержащего антибиотика, так и
ферментов. Противоопухолевые препараты, не содержащие хиноновых
группировок и не увеличивающие скорости микросомального окисления
НАДФН, не влияют на потребление кислорода микросомами [26, 29].
Наибольшая скорость образования супероксидных радикалов, оценивае-
мая по скорости расходования кислорода в присутствии рубомицина,
достигалась при рН 7,8—8,4, хотя в фосфатном буфере была отмечена
большая скорость, чем в r/шс-буфере. Потребление кислорода, стимули-
рованное ПАА, было чувствительно также к концентрации буфера; мак-
симальная скорость была получена при 0,2 Μ буфере [29].

Различные субклеточные экстракты в разной степени стимулируют
потребление кислорода, что обусловлено различиями в количестве фер-
ментов, способных катализировать перенос электрона с НАДФН на хи-
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ТАБЛИЦА 9

Кинетические константы * потребления кислорода,
стимулированного адриамицином [26]

Микросомы

Печень крысы
Легкое крысы
Сердце крысы
Печень мыши
Легкое мыши
Сердце мыши
Селезенка мыши
Клетки L-1210
Клетки Р-388

1 0 4 К ш . моль/л

3,6
3,1

186,0
8,0
2,4
3,1

28,0
4,4
0,6

10' Vm№ моль/мин

0,92
0,39
0,89
2,6
0,44
0,06
0,14
0,2
0,04

* К!п, У max параметры уравнения Михаэлиса.

ТАБЛИЦА 10

Кинетические константы * потребления кислорода,
стимулированного ПАА в микросомах [29]

Антибиотики

Рубомицин
Адриамицин
Даунорубицинол
Карминомицин
Адриамицин Fe 3 +

Кт, мкМ

390
260
250
110
250

V m a x , нмоль/юш

35
240
230
770
620

* Кт· Vmax параметры уравнения Михаэлиса.

нонсодержащий антибиотик (табл. 8) [29]. Наиболее интенсивно этот
процесс происходит в микросомах. Вместе с тем обращает на себя вни-
мание различие активности микросом из разных органов. Исследованы
микросомы разных органов (печень, легкие, сердце) мышей и крыс; опре-
деляли их способность увеличивать потребление О2, используя в качест-
ве субстрата адриамицин (табл. 9). Найдено, что микросомы из опухо-
левых клеток L-1210 и Р-388 также катализируют увеличение потребле-
ния кислорода, но значительно слабее, чем микросомы из нормальных
органов, что связано с нарушением функциональной активности опухо-
левых клеток и клеточных органелл (табл. 9) [26].

Все антрациклиновые антибиотики обладают способностью перено-
сить электрон с НАДФН на кислород. В этом ряду выделяется кармино-
мицин, который катализирует перенос электрона на кислород с наи-
большей скоростью; это свойство коррелирует с его высокой токсич-
ностью (табл. 10) [29].

В общем случае ПАА и их структурные аналоги с N-хиноидным
фрагментом при восстановлении in vivo образуют свободные радикалы
семихинонового типа, автоокисление которых приводит к генерированию
супероксидов.

он

НАДФН

Дптохром V -451
Рсдуктр

НАЦФ

1952
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Согласно приведенной выше экспериментально обоснованной схеме ан-
тибиотики этого ряда действуют как конкурентные агенты переноса
электронов на кислород в цепи биологического окисления [64]. Естест-
венно, что химическая модификация антибиотиков, связанная со сниже-
нием их способности к генерированию супероксида, должна сопровож-
даться уменьшением токсичности. Действительно, монооксим брунео-
мицина, неспособный выступать в качестве переносчика электронов на
кислород, оказался менее токсичен по отношению к Е. coli причем вели-
чина токсической дозы не зависела от уровня супероксиддисмутазной
активности клеток [65].

Различные добавки в микросомы могут приводить к изменению ско-
рости потребления кислорода. Так, коэнзим-Q заметно увеличивает как
собственное, так и стимулированное рубомицином потребление кислоро-
да. Напротив, α-токоферол, известный природный антиоксидант, ингиби-
рует собственное потребление кислорода на 60%, а стимулированное
антибиотиком — на 80%. В то же время глутатион и цистеин активиру-
ют потребление кислорода (табл. 11) [29].

ТАБЛИЦА И

Влияние различных добавок на скорость потребления кислорода
микросомами [29]

Добавки

Без добавок
Гексобарбитал
Аспирин
Коэнзим-Q
GSH
Цистеин
а-Токоферол
ЭДТА

Р е з +

ш ь нмоль О2/мин

35
88
54
53
53
49
13
18
49

и>2, нмоль О2/мин

296
309
302
447
389
388

68
252
315

Обозначения', ttii и ш г — скорости собсгвенного и катализьруемого адриа-
мицином потребления кислорода; GSH — глутатион восстановленный.

Основным побочным действием ПАА является кардиотоксичность.
В работе [66] исследовано соотношение между кардиотоксичностью
ряда ПАА и ингибированием ими синтеза сердечной гуанилатциклазы.
Было обнаружено, что синтетические ПАА, имеющие в положении С (9)
гидразоновые производные, не ингибируют, а стимулируют гуанилат-цик-
лазную активность.

Последнее время кардиотоксичность объясняют образованием ра-
дикалов ОГ, ОН в сердечной мышце. Существует корреляция между
способностью образовывать супероксидные радикалы и кардиотоксич-
ностью некоторых антрациклинов [64] (рис. 15).

п,со

R 4 /

II , R2 = NH, R 3=H, R 4 = C1I2P1I (XVIII); R' = H, R 2=O,

R4 = CH2Ph (XIX): R' = OII. R 2 =O. R 3 = R 4 = CH3 (XX)'
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ТАБЛИЦА 12

Относительная активность каталазы (в отн. ед.)
в различных органах крысы и кролика [34]

Орган

Кровь
Печень
Почки
Легкое
Сердце

Кролик

20
23
26

2,9
1.0

Крыса

16,2
45,3
19,0

1,9
1,0

Токсическое действие радикалов на сердечную мышцу связано с по-
ниженным содержанием в клетке супероксиддисмутазы и каталазы
(табл. 12) [34]. Показано in vivo что введение природного антиокси-
данта — α-токоферола приводит к снижению кардиотоксичности и к уве-
личению продолжительности жизни животных [67]. Показано, что ас-
корбат также может понижать общую токсичность и кардиотоксичность

100 -

50

Рис. 15. Взаимосвязь
между дозой антрацик-
линов, вызывающей оди-
наковый кардиотоксиче-
ский эффект по Збинде-
ну (D), и относительной
скоростью генерирования
супероксидных радика-
лов различными антра-
циклинами (Δ) (по дан-

ным [64])

50 100
ά

препаратов, обусловленные ПАА. Электронномикроскопические и гис-
тологические исследования демонстрируют, что аскорбат предотвращает
ранние изменения в сердечной мышце при действии ПАА [68].

Обнаружено, что ПАА стимулируют перекисное окисление липидов.
Инкубация микросом печени крыс с НАДФН-генерирующей системой
производят ~10 нмолей эквивалента малонового альдегида/мг белка в
течение 60 мин. Перекисное окисление протекало в 6 раз быстрее при
добавлении 100 мкМ адриамицина. Стимулированное ПАА перекисное
окисление липидов влияет на активность некоторых ферментных систем
микросом [69]. Обнаружено понижение содержания цитохром-Р-450-ре-
дуктазы на 85% и ингибирование аминопурин-Ы-деметилазной актив-
ности на 70%· На НАДФН цитохром С-редуктазную активность пере-
кисное окисление липидов не влияло; УДФ глюкоронилтрансферазная
активность увеличивается в 5 раз, а глюкозо-6-фосфатазная активность
уменьшилась при этом в 6 раз. В отсутствие, перекисного окисления ли-
пидов адриамицин также влияет на эти ферменты [69], но в меньшей
степени (рис. 16).

Исходя из всего сказанного выше, можно сделать следующий вывод:
в организме могут окисляться как анионы, так и анион-радикалы ПАА,
токсическое действие препаратов обусловлено их способностью к окисле-
нию, а для понижения их токсичности необходимо введение конкурирую-
щих с ними специальных антиоксидантов.

С целью повышения противоопухолевого индекса и понижения кардио-
токсичности были синтезированы различные аналоги природных ПАА.
Введение иминогруппы в положение 5 хромофора понижает способность
к восстановлению и к дальнейшему окислению. Это приводит к значи-
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тельному уменьшению скорости генерирования супероксидных радика-
лов по сравнению с адриамицином [55].

Изменения в углеводном кольце также могут влиять на способность
ПАА к ферментативному восстановлению. Так, N-метилирование сахар-
ных групп приводит к увеличению способности ПАА к восстановлению,
увеличивает степень потребления кислорода и скорость образования
супероксидных радикалов. При этом кардиотоксичность этих препаратов
возрастает [64]. Если же в углеводный фрагмент введены две N-бензиль-

k

Рис. 16. Влияние кон-
центрации адрианамици-
на (с) на содержание
цитохрома Р-450 и ак-
тивность аминопурин-N-
деметилазы в отсутствие
перекисного окисления
липидов (по данным

[69])

1,0*

0,9

0,8

0,7

0,6

О 50 100 150 200
с.мкмоль

ные группы, то потребление кислорода и образование супероксидных
радикалов резко уменьшаются. Это может быть связано со стерическим
ингибированием действия цитохрома Р-450 микросом на антибиотик.

Активация лекарственных препаратов и их дальнейший метаболизм
зависят от функционального состояния клеток, степени их дифференци-
ровки. С этим, в частности, могут быть связаны различия в эффективно-
сти действия тех или иных противоопухолевых антибиотиков в зависи-
мости от степени аэрации опухолевых клеток. По этому признаку ряд
известных канцеролитиков может быть разделен на три группы, пред-
ставленные в табл. 13 [70].

ТАБЛИЦА 13

Классификация противоопухолевых агентов по эффективности их действия
в зависимости от степени аэрации клеток [70]

Агенты, действие которых зависит от степени аэрации

активны при аэробных
УСЛОВ 1ЯХ

Блеомицин
Брунеомицин
Актиномицин D
Прокарбазин
Винкристин
Ионизирующая радиация

активны в условиях
гипоксии

митомицин С
адриамицин
мизонидазол
метронидазол
5-тио-Л-глюкоза
2-дезокси-£)-глюкоза

Препараты, действие которых не зависит
от степени аэрации

5-фторурацил
метотрексат
Ч«с-дихлордиаминоплатина
М,Ы'-бис-(хлорэтил)-№нитрозомочевина

Ы-хлорэтил^'-циклогексил-Ы-нитрозо-'
мочевина

В группу препаратов, цитотоксический эффект которых возрастает с
увеличением концентрации кислорода, входят три антибиотика: блео-
мицин, брунеомицин и актиномицин D. Известно, что блеомицин харак-
теризуется высокой легочной токсичностью, которая существенно воз-
растает с увеличением парциального давления О2 [71]. Блеомицин вы-
зывает разрывы молекул ДНК, причем его реакционная способность
зависит от наличия ионов железа и молекулярного кислорода. За раз-
рывы ДНК в этих условиях могут быть ответственны высокореакционно-
способные радикальные формы кислорода. Показано, что реакция блео-
мицина с 3Н-ДНК в присутствии ионов железа ингибируется, если реак-
ционную смесь продуть аргоном. В случае аэрации реакция идет через
тройной комплекс О2 — Fe(II) —блеомицин (О2 — Fe(II) — Б ) , который
аналогичен по свойствам гел-содержащим оксигеназам [72]. Этот комп-
лекс образуется при прямом окислении молекулярным кислородом
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Fe(II) —блеомицина (Fe(II) -
рого порядка /г=6,1 · 103 моль"

• Б) с константой скорости реакции вто-

0,

Fe (II)—Б-
0 2—Fe (II)—Б <-> Ot—Fe (III)— Б—

• Fe (И)—Б

Последующая стадия генерирования супероксидного радикала и обра-
зования комплекса Fe(II) — Б характеризуется константой скорости
первого порядка /г=0,12 с~1. При рН 7 окисление комплекса Fe(II) — Б
кислородом приводит к образованию трех различных парамагнитных
форм Fe ( I I I ) — Б : одной высокоспиновой (s = 5/2) и двух низкоспино-
вых ( s = l / 2 ) . Низкоспиновая форма, имеющая параметры спектра
gxx-=2,2b, gw=2,\7, g 2 Z =l,94, нестабильна и быстро исчезает (за 60 с
при комнатной температуре). Две другие формы — высокоспиновая
(£=4,3) и низкоспиновая (£«=2,40, gw=2,18, £„=1,90) являются ста-
бильными [73].

В аэробных условиях восстановление брунеомицина боргидридом в
присутствии ДНК сопровождается уменьшением вязкости и средней мо-
лекулярной массы ДНК [44], что обусловлено появлением одиночных
разрывов в молекуле ДНК [74]. Поскольку супероксиддисмутаза инги-
бирует этот процесс [75], можно предполагать, что за деградацию ДНК
ответственны активные радикальные формы кислорода. Эти результаты
позволяют объяснить усиление токсического действия брунеомицина на
Е. coli в присутствии кислорода или при пониженном содержании СОД.

Если действие митомицина С обусловлено алкилированием и образо-
ванием сшивок биомакромолекул, то цитотоксическое действие брунео-
мицина обусловлено активными радикалами кислорода. Избирательное
действие на опухолевые клетки препаратов, генерирующих эти радикалы,
можно объяснить снижением содержания СОД в опухолевых клетках
[76]. По-видимому, избирательное повышение концентрации О2 в опухо-
левых клетках можно использовать для направленной химиотерапии
опухолей.

Еще одним антибиотиком этого типа является актиномицин D. Меха-
низм его действия объясняется его способностью интеркалировать меж-
ду основаниями ДНК [38]. Для него при концентрации меньше 0,01 мкМ
разница в цитотоксичности в аэробных условиях и при гипоксии невели-
ка. Однако при концентрации ~ 1 мкМ богатые кислородом клетки в
~ 100 раз более чувствительны к летальному действию актиномицина D,
чем в условиях гипоксии [70]. По-видимому, существует альтернативный
кислород-зависимый механизм цитотоксического действия актиномици-
на D, когда при достаточно высоких концентрациях препарата часть его
остается неинтеркалированной между основаниями ДНК· При инкуба-
ции с белками микросом актиномицин D образует свободный семихино-
новый радикал, который стимулирует потребление кислорода, перенося
электрон на кислород. При инкубации актиномицина D и его спин-мече-
ных аналогов с микросомами печени в присутствии НАДФН увеличива-
ются скорости потребления кислорода, образования супероксида и окис-
ления адреналина (табл. 14) [15]. Видно, что спин-меченые антибиоти-

ТАБЛИЦА 14

Скорости потребления кислорода ( н ^ ) и образования адрено-
хрома (w2) из адреналина в микросомах в присутствии

актиномицина D и его спин-меченых аналогов [15]

Препараты

(V)
(VI)

(VII)
Контроль

ш ь нмоль/мг болка в
мин

8,17
18,37
99,28

7,23

w2, нмоль/мг белка в
мин

2,45
4,66

13,96
1,29
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тси сильнее стимулируют образование супероксидных радикалов по срав-
нению с актиномицином D.

Было также изучено влияние связывания препаратов с ДНК на гене-
рирование ОТ"- После инкубации актиномицина D с ДНК он полностью
терял способность генерировать супероксид. Инкубация с ДНК спин-
меченых аналогов (VI) и (VII) приводила к снижению скорости потреб-
ления кислорода на 71 и 50% соответственно, а также к понижению ско-
рости окисления адреналина. Эти результаты еще раз свидетельствуют
о том, что интеркалированные между основаниями ДНК антибиотики
являются «плохими» субстратами для ферментативного восстановления.
Таким образом, образование супероксида, перекиси водорода и гидрок-
сидных радикалов может играть важную роль в противоопухолевом дей-
ствии препаратов рассматриваемого типа [15].

Совокупность полученных данных позволяет сделать ряд выводов от-
носительно молекулярных механизмов токсического и противоопухоле-
вого действия активных свободнорадикальных форм антибиотиков. Наи-
более существенными из них следует считать доказательство образова-
ния химически активных форм восстановленного кислорода и ковалент-
ное связывание свободнорадикальных форм антибиотиков с биомакро-
молекулами.
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