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Аннотация. Одной из актуальных проблем современной биомедицины является исследование 
механизмов свободнорадикального окисления (СО) биомолекул, которые играют значительную 
роль в развитии состояний дезадаптации и функциональном повреждении клеток, приводящих к 
нарушению клеточного гомеостаза. В данных условиях может меняться функционирование фер-
ментов окислительного метаболизма. Имеются сведения, что активация СО и дезорганизация анти-
оксидантной системы (АОС) занимают важное место в развитии и прогрессировании ревматоид-
ного артрита (РА). В настоящее время для фармакологической коррекции окислительного стресса 
широко используют антиоксиданты различной природы. Помимо своих разнообразных биологи-
ческих эффектов, антиоксидантное действие способен оказывать нейрогормон мелатонин. Целью 
данной работы явилось исследование процессов СО с помощью методов биохемилюминесценции 
(БХЛ) и определения содержания первичных продуктов ПОЛ - диеновых конъюгатов (ДК), а так-
же анализ активности ферментов окислительного метаболизма (аконитатгидратазы, глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы и НАДФ-изоцитратдегидрогеназы) в тканях крыс при действии мелатонина 
на фоне развития РА. В качестве объекта исследования использовали белых крыс-самцов массой 
200-250 г. Ревматоидный артрит у животных опытных групп вызывали путем подкожного введе-
ния в подушечку лапки полного адъюванта Фрейнда в объёме 100 мкл. Уровень ДК и активность 
ферментов оценивали спектрофотометрически. В условиях РА отмечалось возрастание параметров 
БХЛ и содержания ДК, что свидетельствует об интенсификации свободнорадикальных процессов 
при данной патологии. Введение мелатонина при развитии РА сопровождалось уменьшением дан-
ных показателей в тканях экспериментальных животных. Также при действии гормона на фоне раз-
вития патологии отмечалось изменение активности ферментов, генерирующих НАДФН, в сторону 
контрольных значений. По всей видимости, в этих условиях имеет место уменьшение интенсивно-
сти свободнорадикального окисления биосубстратов и, как следствие, снижение функциональной 
нагрузки на глутатионовую АОС и ферменты, поставляющие НАДФН, необходимый для ее работы. 
Введение мелатонина экспериментальным животным приводило также к повышению активности 
аконитазы – чувствительной мишени свободных радикалов - в сторону контрольных значений. По-
лученные результаты могут свидетельствовать о проявлении мелатонином протекторных и антиок-
сидантных свойств. Таким образом, представленные данные могут иметь важное значение для раз-
работки новых способов фармакологической коррекции исследуемого заболевания, сопряженного с 
развитием окислительного стресса.
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6-фосфатдегидрогеназа, НАДФ-зависимая изоцитратдегидрогеназа.

Одной из актуальных проблем современной 
физико-химической биологии и медицины яв-
ляется исследование механизмов свободноради-
кального окисления (СО) биомолекул, которые 
играют значительную роль в развитии состояний 
дезадаптации и функциональном повреждении 
клеток, приводящих к нарушению клеточного 

гомеостаза [1]. В частности, в данных условиях 
может меняться функционирование ферментов 
окислительного метаболизма. Так, в качестве од-
ной из наиболее чувствительных мишеней дей-
ствия активных форм кислорода (АФК) в условиях 
окислительного стресса может выступать акони-
татгидратаза (аконитаза, КФ 4.2.1.3; АГ), актив-
ность которой подавляется супероксидным ани-
он-радикалом и другими свободными радикалами 
[2]. При интенсификации процессов СО важную 
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адаптивную роль в организме играет активация 
естественной антиоксидантной защиты, одним 
из звеньев которой является глутатионовая анти-
оксидантная система (АОС), функционирование 
которой лимитирует доступность НАДФН. В по-
ставке данных восстановленных эквивалентов мо-
гут участвовать глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 
(Г6ФДГ) и НАДФ-зависимая изоцитратдегидро-
геназа (НАДФ-ИДГ).

Имеются сведения, что активация процессов 
СО и дезорганизация АОС занимают важное ме-
сто в развитии и прогрессировании воспалитель-
ных изменений у больных ревматоидным артри-
том (РА) [3-5]. РА – хроническое заболевание, 
характеризующееся развитием воспалительного 
процесса синовиальной оболочки и формирова-
нием костно-деструктивных изменений суставов, 
а также сопровождающееся рядом системных и 
внесуставных проявлений [6-8]. 

В настоящее время для фармакологической 
коррекции окислительного стресса при различ-
ных патологических состояниях широко исполь-
зуют антиоксиданты различной природы. Одним 
из эндогенных антиоксидантов является гормон 
эпифиза мелатонин (рис. 1), который помимо сво-
их разнообразных биологических эффектов (снот-
ворный, синхронизационный, иммуномодулиру-
ющий и др.) способен оказывать как прямое, так 
и опосредованное влияние на скорость процессов 
СО в организме, в том числе путем обезврежива-
ния АФК, в частности, самой агрессивной формы 
– ОН• - радикала [9-11].

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использова-

ли самцов белых лабораторных крыс массой 200-
250 г. Моделирование экспериментального РА 
осуществляли путем однократного подкожного 
введения в подушечку лапки животного полного 
адъюванта Фрейнда (0.1 мл на крысу) [12]. 

Животные были разделены на 3 группы: 
I-ую (n=22) составили контрольные животные; 
II (n=23) – животные, подвергнутые введению 
адъюванта Фрейнда; III (n=12) – животные с РА, 
которым внутрибрюшинно вводили мелатонин в 
дозе 0.5 мг/кг веса в 0.5 мл 0.9% раствора NaCl с 
7-х суток после индуцирования РА, ежедневно в 
утренние часы. На 15 сутки после начала экспе-
римента осуществляли забор биоматериала. Для 
исследований использовали сыворотку крови и 
гомогенат сердца, печени и икроножной мышцы 
(расположенной на лапке, где визуализировалось 
воспаление вследствие введения полного адъю-
ванта Фрейнда) крыс. 

Интенсивность процессов СО исследовали с 
помощью метода индуцированной пероксидом во-
дорода с сульфатом железа БХЛ на биохемилюми-
нометре БХЛ-07М. Оценку уровня ДК осущест-
вляли спектрофотометрически при 235 нм [13]. 
Aктивность AГ определяли при длине волны 233 
нм в среде, содержащей 50 мМ трис-НСl-буфер 
(рH 7.8), 4 мМ цитрат. Активность НАДФ-ИДГ и 
Г6ФДГ определяли при длине волны 340 нм. Дан-
ные представляли в виде удельной активности. 
Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием стандартных 
методов. Обсуждаются изменения при р≤0.05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Согласно полученным результатам, в тканях 

животных с РА наблюдается усиление процессов 
СО, о чем свидетельствовало возрастание параме-
тров БХЛ – светосуммы (S) и максимальной ин-
тенсивности сигнала (Imax), и содержания ДК (рис. 
2,3) [14]. Полученные результаты согласуются с 
данными литературы о возможности индуциро-
вания окислительного стресса при развитии РА 
[3-5]. 

Введение мелатонина животным с РА в дозе 
0.5 мг/кг приводило к снижению данных параме-
тров в тканях крыс по сравнению с патологией. 
Так, было выявлено уменьшение значений Imax 
БХЛ в сыворотке крови крыс в 1.5 раза, в сердце 
и печени – в 1.2 раза, в мышцах – в 1.4 раза. В 
этих условиях наблюдалось снижение значений S 

Рис. 1. Структура мелатонина
В связи с вышесказанным, целью данной ра-

боты явилось исследование процессов СО с по-
мощью методов биохемилюминесценции (БХЛ) 
и определения содержания первичных продуктов 
ПОЛ - диеновых конъюгатов (ДК), а также анализ 
активности ферментов окислительного метабо-
лизма, способных лимитировать интенсивность 
свободнорадикальных процессов, в тканях крыс 
при действии мелатонина на фоне развития РА. 
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БХЛ в сыворотке крови крыс в 1.3 раза, в сердце 
в 1.4 раза. Для ткани печени и скелетных мышц 
были выявлены незначительные изменения это-
го показателя в сторону контроля (рис. 2). Кроме 
того, действие мелатонина сопровождалось сни-
жением уровня ДК в сыворотке крови крыс в 1.9 
раза, в сердце в 1.5 раза, в печени – в 3.1 раза от-
носительно значений при патологии (рис. 3). В 
мышцах при этом наблюдалась лишь тенденция 
к снижению. Вероятно, данные изменения сви-
детельствуют об антиоксидантном эффекте дей-
ствия мелатонина, проявляющемся в уменьшении 
образования свободных радикалов и продуктов их 
взаимодействия с биомолекулами, которые в ус-
ловиях оксидативного стресса оказывают прямое 
повреждающее действие на различные ткани, на-
рушая структурно-функциональные свойства мо-
лекул и надмолекулярных структур [15,16].

Рис. 2. Параметры БХЛ (Imax, mV; S, mV*c; 
tgα2) в сыворотке крови (а), сердце (б), печени (в) 
и мышечной ткани (г) крыс при РА (1) и действии 
мелатонина на фоне развития РА (2). За 100% при-
нимали контрольные значения

Также в условиях индуцирования РА было от-
мечено увеличение значения tgα2 БХЛ, характе-
ризующего общую антиоксидантную активность, 
что может быть связано с мобилизацией защит-
ных механизмов в организме в ответ на усиле-
ние процессов СО [14]. Введение мелатонина на 
фоне развития экспериментального РА приводило 
к уменьшению данного показателя в сыворотке 
крови крыс в 1.6 раза, в сердце и печени – в 1.2 
раза, в скелетных мышцах – в 1.4 раза относитель-
но животных второй опытной группы (рис. 2), что 
может свидетельствовать о снижении степени 
мобилизации АОС организма вследствие реализа-
ции антиоксидантных свойств гормона.

Рис. 3. Содержание ДК в сыворотке крови (а), 
сердце (б), печени (в) и мышечной ткани (г) крыс 
при РА (1) и действии мелатонина на фоне раз-
вития РА (2). За 100% принимали контрольные 
значения

В задачи нашей работы входило также иссле-
дование активности ряда ферментов окислитель-
ного метаболизма - АГ, Г6ФДГ и НАДФ-ИДГ. 
Показано, что развитие РА сопровождается сни-
жением активности АГ в ряде тканей крыс [14], 
по-видимому, за счет разрушающего влияния 
АФК на ее активный центр [2]. Установлено, что 
при введении мелатонина животным с РА наблю-
далось увеличение активности АГ в сыворотке 
крови крыс в 1.3 раза, то есть до уровня контроль-
ных значений. В этих условиях также возрастала 
активность фермента в сердце – в 1.4 раза, в пече-
ни и мышечной ткани – в 1.2 раза относительно 
значений при РА (рис. 4). Вероятно, изменения 
активности АГ в сторону контрольных значений 
связаны со снижением уровня СО и уменьшени-
ем степени повреждения молекулы фермента сво-
бодными радикалами.

Необходимость поставки НАДФН в условиях 
окислительного стресса при РА приводила к уве-
личению активностей Г6ФДГ и НАДФ-ИДГ в сы-
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воротке крови крыс, печени и мышечной ткани, 
в то время как в сердце происходит снижение ак-
тивности НАДФ-ИДГ [17]. Снижение активности 
НАДФ-ИДГ в сердце крыс могло быть связано с 
воздействием на данный фермент 4-гидроксино-
неналя - конечного продукта пероксидного окис-
ления n-6 полиненасыщенных жирных кислот, об-
разующегося при ряде патологий, сопряженных с 
окислительным стрессом [18]. 

на на фоне развития РА приводило к снижению 
интенсивности процессов СО биомолекул в орга-
низме животных, что сопровождалось нормализа-
цией функционирования глутатионового редокс-
цикла и, следовательно, снижением потребности 
в восстановленных эквивалентах в виде НАДФН 
и изменением активности исследуемых фермен-
тов окислительного метаболизма в сторону кон-
трольных значений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные результаты в боль-

шинстве случаев свидетельствуют об изменении ис-
следуемых показателей – параметров БХЛ, уровня 
ДК и активностей АГ, Г6ФДГ, НАДФ-ИДГ, при вве-
дении мелатонина животным с экспериментальным 
РА в направлении контрольных значений. Это мо-
жет являться следствием проявления мелатонином 
антиоксидантных свойств. В литературе имеются 
данные, что этот гормон способен участвовать в ин-
гибировании свободнорадикальных процессов раз-
личными путями: напрямую выступая в качестве ло-
вушки свободных радикалов, стимулируя ферменты 
АОС, активируя синтез одного из важнейших анти-
оксидантов – глутатиона, снижая утечку электронов 
при работе электрон-транспортной цепи митохон-
дрий, выступая синергистом при функционирова-
нии других антиоксидантов [9,19,20]. Кроме того, 
известно, что в качестве активных ловушек сво-
бодных радикалов может выступать не только сам 
гормон, но и продукты его взаимодействия с АФК, 
что многократно повышает его эффективность как 
антиоксиданта [9,10,21]. Таким образом, представ-
ленные данные могут иметь важное значение для 
разработки новых способов фармакологической 
коррекции исследуемого заболевания, сопряженно-
го с развитием окислительного стресса.

Рис. 4. Активность АГ в сыворотке крови (а), 
сердце (б), печени (в) и мышечной ткани (г) крыс 
при РА (1) и действии мелатонина на фоне раз-
вития РА (2). За 100% принимали контрольные 
значения

Введение мелатонина сопровождалось умень-
шением активности Г6ФДГ в сыворотке крови 
крыс в 2.6 раза, в сердце и печени – в 1.3 раза, 
в скелетных мышцах – в 1.5 раза относительно 
значений при патологии (рис. 5). При этом отме-
чалось снижение активности НАДФ-ИДГ в сыво-
ротке крови в 1.9 раза, в скелетных мышцах – в 1.7 
раза, для печени были выявлены незначительные 
изменения. Также под воздействием мелатонина 
наблюдалось увеличение активности НАДФ-ИДГ 
в сердце в 1.2 раза относительно животных с па-
тологией (рис. 5). Очевидно, введение мелатони-

Рис. 5. Активность Г6ФДГ и НАДФ-ИДГ в сыворотке крови (а), сердце (б), печени (в) и мышечной 
ткани (г) крыс при РА (1) и действии мелатонина на фоне развития РА (2). За 100% принимали кон-
трольные значения
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ACTIVITY OF OXIDATIVE METABOLISM ENZYMES IN 

RATS TISSUES АT EXPERIMENTAL 
RHEUMATOID ARTHRITIS
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Abstract. The study of the mechanisms of biomolecules free radical oxidation (FRO) is of current 
interest in modern biomedicine. Such processes play a significant role in the development of disadaptation 
states and cells functional damage that lead to disruption of cellular homeostasis. Under these conditions, 
the functioning of oxidative metabolism enzymes can change. There is evidence that activation of FRO 
and disorganization of the antioxidant system (AOS) occupy an important place in the development 
and progression of rheumatoid arthritis (RA). At present, antioxidants of various nature are widely 
used for pharmacological correction of oxidative stress. In addition to its various biological effects, the 
neurohormone melatonin is able to exert an antioxidant effect. The purpose of this work was to study 
FRO processes by methods of biochemiluminescence (BCL) and determination of LPO primary products 
- diene conjugates (DC) - content as well as analysis of the activity of oxidative metabolism enzymes 
(aconitate hydratase, glucose-6-phosphate dehydrogenase and NADP-isocitrate dehydrogenase) in tissues 
of rats during melatonin action against the background of RA development. White male rats weighing 
200-250 g were used as the object of the study. Rheumatoid arthritis in animals of the experimental groups 
was induced by subcutaneous injection of the complete Freund's adjuvant in a volume of 100 μl into the 
foot pad. DC level and enzymes activity were assessed spectrophotometrically. Under the conditions of 
RA, there was an increase in the BCL parameters and DC content, which indicates free radical processes 
intensification in this pathology. The introduction of melatonin at the development of RA was accompanied 
by a decrease in these parameters in the tissues of experimental animals. Also, with the hormone action 
against the background of the pathology development, there was a change in the activity of the enzymes 
that generate NADPH, toward the control values. Apparently, under these conditions there is a decrease 
in the intensity of biosubstrates free radical oxidation and, as a consequence, a decrease in the functional 
load on glutathione AOS and the enzymes that supply NADPH necessary for its action. The introduction of 
melatonin to experimental animals also led to an increase in the activity of aconitase, which is a sensitive 
target for free radicals, toward the control values. The obtained results may indicate the manifestation of 
protective and antioxidant properties by melatonin. Thus, the presented data can be of great importance for 
the development of new methods of pharmacological correction of the investigated disease, associated with 
the development of oxidative stress.

Кeywords: rheumatoid arthritis, melatonin, free radical oxidation, glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
NADP-isocitrate dehydrogenase
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