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АНОТАЦІЯ

Мета роботи. Дослідження впливу водно-етанольного (30:70) екстракту 
з «волохатих» коренів Artemisia tilesii на процес утворення супероксидних 
радикалів у redоx системі автоокиснення адреналіну.
Матеріали і методи. Водно-етанольний (30:70) екстракт з «волохатих» 
коренів Artemisia tilesii був отриманий у лабораторії адаптаційної біотехнології 
Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України. 
Загальний вміст флавоноїдів у екстракті з «волохатих» коренів Artemisia 
tilesii визначали спектрофотометричним методом та виражали у рутиновому 
еквіваленті.
Дослідження впливу екстракту з «волохатих» коренів Artemisia tilesii на 
супероксидні радикали, які генеруються при автоокисненні адреналіну, 
проводили in vitro спектрофотометрично. Кількісну оцінку процесу 
здійснювали через розрахунок констант швидкості першого порядку.
Результати й обговорення. Встановлено, що водно-етанольний (30:70) 
екстракт з «волохатих» коренів Artemisia tilesii, багатий на сполуки 
флавоноїдної природи, в хімічній системі автоокиснення адреналіну 
достовірно виявляє прооксидантні властивості, які залежать від його 
концентрації в системі. Вже при концентрації екстракту в системі 50 мкМ 
(за рутином) константа швидкості хімічної реакції утворення супероксидних 
радикалів збільшується в 2,3 раза.
Висновки. Результати підтверджують, що екстракт з «волохатих» коренів 
Artemisia tilesii у хімічній системі автоокиснення адреналіну виявляє 
прооксидантний ефект, стимулюючи утворення супероксидних радикалів. 
Зважаючи на дані досліджень, які вказують на те, що генерація активних 
форм кисню та їхній підвищений рівень безпосередньо пов’язані з 
антибактеріальною активністю, можна зробити припущення, що потенційно 
даний екстракт за рахунок прооксидантних властивостей може виявляти 
протимікробний ефект та використовуватися як активний фармацевтичний 
інгредієнт лікарських засобів з антибактеріальною дією.
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Вступ. Відомо, що вільні радикали відіграють важ-
ливу роль у нормальному і патологічному метаболіз-
мі всіх клітинних форм життя, адже є невід’ємною 
частиною багатьох хімічних і біологічних процесів в 
організмі [1]. Найважливішим типом радикалів, що 
утворюються в живих системах, є активні форми кис-
ню (АФК), зокрема такі, як супероксидний радикал, 
пероксид водню та гідроксильний радикал [2]. Дове-
дено, що невелика кількість цих активних форм кис-
ню необхідна для нормального перебігу багатьох фі-
зіологічних процесів, зокрема передачі сигналів, син-
тезу клітинних структур, регуляції проникності мемб-
ран тощо [3]. Також відомо, що надлишкове утворен-
ня АФК та активація реакцій вільнорадикального 
окиснення органічних речовин в клітинах є потенцій-
ним високоефективним способом захисту тканин від 
руйнівної дії патогенних мікроорганізмів, адже опосе-
редкована АФК токсичність призводить до ушкоджен-
ня біологічних бактеріальних мембран, порушення 
їхньої проникності і цілісності та, відповідно, загибелі 
бактеріальних клітин [3, 4]. Повідомляється, що гене-
рація АФК та їхня прооксидантна активність є части-
ною механізму дії деяких протимікробних засобів, зо-
крема нітрофурантоїну та поліміксину В [4]. Також 
дослідження останніх років вказують на те, що анти-
мікробні властивості деяких біологічно активних спо-
лук, наприклад, поліфенолів також зумовлені їхньою 
прооксидантною активністю [5].

Однак тривала дія надлишкової кількості активних 
форм кисню має негативний вплив на організм, адже 
призводить до розвитку оксидативного стресу – дис-
балансу між прооксидантними та антиоксидантними 
захисними системами організму [6]. Даний процес, у 
свою чергу, має шкідливий вплив на біологічні спо-
луки, які формують важливі клітинні структури орга-
нізму, такі як білки, ліпіди та нуклеїнові кислоти. Вна-
слідок цього виникають та/або прогресують захворю-
вання різних етіологій, включно порушення обміну 
речовин, цукровий діабет, атеросклероз, онкологічні 
та серцево-судинні захворювання [6].

Доведено, що інтенсивність оксидативного стресу 
та його наслідки можна зменшити шляхом викорис-
тання антиоксидантів – речовин, які мають власти-
вості поглинати вільні радикали та затримувати чи 
повністю запобігати окисненню біологічних субстра-
тів [6, 7]. Повідомляється, що антиоксиданти можуть 
виявляти свою дію за допомогою різноманітних мо-
лекулярних механізмів, зокрема через перетворення 
активних форм кисню у нерадикальні форми, пере-
ривання вільнорадикальних ланцюгових реакцій, іні-
ційованих АФК, зниження локалізованої концентрації 
кисню тощо [7]. З урахуванням багатофакторного ме-
ханізму дії антиоксидантів у світовій науковій спіль-
ноті спостерігається підвищений інтерес до їх вико-
ристання для лікування й профілактики різноманіт-
них захворювань та впливу на здоров’я людини в ці-
лому.

Відомо, що лікарські рослини є одним із найважли-
віших джерел широкого спектра антиоксидантів. 
Згідно з аналізом літературних джерел встановлено, 
що лікарські рослини, багаті на такі природні сполуки, 
як вітаміни, поліфеноли та каротиноїди, виявляють 
високу антиоксидантну активність та чинять проти-
запальну, антиатеросклеротичну, гепатопротекторну, 
протиракову дію тощо [7, 8].

Серед широкого кола досліджень in vitro щодо 
оцінки антиоксидантних властивостей лікарських 
рослин чимало присвячені рослинам, що належать 
до роду Artemisia і яких нині налічується близько 500 
видів [9]. Рослини з роду Artemisia використовували з 
лікувальною метою здавна. Ці ароматичні рослини 
виробляють і накопичують широкий спектр потужних 
вторинних метаболітів, багато з яких продемонстру-
вали антиоксидантну, антипаразитарну, протимікроб-
ну, протизапальну та навіть протиракову  
дію [9, 10]. 

Однак навіть зважаючи на багаторічні досліджен-
ня рослин із роду Artemisia, досить значна їхня кіль-
кість досі залишається не охарактеризованою. До 
таких рослин належить Artemisia tilesii Ledeb – бага-
торічна трав’яниста рослина, відома також як полин 
алеутський. Цю рослину вирощують у північних регі-
онах Америки та Європи і широко використовують у 
традиційній медицині для лікування різноманітних 
захворювань. Відомо, що екстракти з рослинної си-
ровини Artemisia tilesii виявляють протиревматичну, 
протимікробну та протипухлинну дію [10]. Однак, не-
зважаючи на використання Artemisia tilesii L. як тра-
диційного рослинного лікарського засобу, вважаєть-
ся, що фармакологічний потенціал біологічно актив-
них компонентів цієї рослини все ще вивчений фраг-
ментарно. До того ж, природних джерел зазвичай 
буває недостатньо для поглиблених досліджень 
властивостей біологічно активних сполук рослинної 
сировини [10]. Тому існує потреба в посиленні біо-
синтезу вторинних метаболітів, зокрема фенольних 
сполук і флавоноїдів, які потенційно відповідають за 
біологічну активність екстрактів Artemisia tilesii [10]. 

Сьогодні перспективним підходом для збільшен-
ня біосинтезу вторинних метаболітів у рослинах 
вважається генна інженерія рослин, наприклад, ге-
нетична трансформація за допомогою бактерій 
Agrobacterium rhizogenes. Такий біотехнологічний 
напрям дозволяє підвищити вміст цінних сполук за-
вдяки перенесенню генів агробактерій (rol генів) у 
геном рослин [11, 12]. 

Нині відомі дослідження, які підтверджують те, 
що генетична трансформація має позитивний вплив 
на експресію біологічно активних сполук рослини 
Artemisia tilesii [10]. Однак досі існує мало дослі-
джень стосовно фармакологічного скринінгу анти-
радикальних властивостей екстракту генетично 
трансформованої рослини Artemisia tilesii L. Тому 
ми вирішили зосередитися на вивченні цього питан-
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ня та дослідити, яку саме активність, анти- чи про-
оксидантну, виявляє даний екстракт у хімічній мо-
дельній redox системі автоокиснення адреналіну, у 
процесі якого відбувається генерація супероксид-
них радикалів.

Мета роботи – дослідження впливу водно-ета-
нольного (30:70) екстракту з «волохатих» коренів 
Artemisia tilesii на процес утворення супероксидних 
радикалів у redоx системі автоокиснення адреналіну.

Матеріали і методи. У ході роботи використову-
вали такі реактиви: 0,18 % розчин адреналіну гідро-
тартрату (ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», 
Україна); натрію карбонат (Merck, Німеччина); натрію 
гідрокарбонат (Merck, Німеччина); диметилсульфок-
сид (ДМСО) 99 % (Merck, Німеччина); вода очищена I 
класу; алюмінію хлорид (Merck, Німеччина); нітрит 
натрію (Merck, Німеччина); натрію гідроксид дрібно-
гранульований (Merck, Німеччина); 70 % розчин ета-
нолу (Sigma-Aldrich, США).

Отримання екстракту з «волохатих» коренів 
Artemisia tilesii. «Волохаті» корені рослини Artemisia 
tilesii L. були отримані у лабораторії адаптаційної біо-
технології Інституту клітинної біології та генетичної 
інженерії НАН України у результаті проведення агро-
бактеріальної трансформації з використанням агро-
пінового штаму Agrоbaсterium rhizоgenes A4. Екс-
плантами для генетичної трансформації слугували 
гіпокотилі, листки, міжвузля та корені 21-денних куль-
тивованих in vitro проростків Artemisia tilesii L. Екс-
планти з попередньо зробленими насічками інкубу-
вали у бактеріальній суспензії протягом 30 хв, далі 
культивували в чашках Петрі на агаризованому се-
редовищі Мурасіге та Скуга зі зменшеним вдвічі вміс-
том макроелементів (½ MС) (протягом 2–4 діб) та 
переносили на середовище з цефотаксимом у кон-
центрації 600 мг/л для елімінації агробактерій. Коре-
ні, які утворювались на експлантах після  
A. rhizogenes-опосередкованої трансформації, відді-
ляли та вирощували на агаризованому живильному 
середовищі ½ МС. Ефективність застосованого про-
токолу оцінювали за частотою утворення коренів із 
характерними для «волохатих» коренів ознаками 
(негативний геотропізм, значне галуження, ріст на се-
редовищі без регуляторів росту). Трансгенність коре-
нів було підтверджено методом полімеразної ланцю-
гової реакції (ПЛР).

Отримані в результаті генної трансформації «во-
лохаті» корені збирали, промивали дистильованою 
водою, ліофілізували та подрібнювали в порошок за 
допомогою вібраційного млина MM400 (Retsch, Ні-
меччина) перед процедурою екстракції. Потім до 
отриманого порошку додавали 5 мл екстракційного 
розчинника (70 % розчину етанолу) і перемішували 
на роторному шейкері (система Clim-O-Shake Kuhner 
IRC-1-U) (Kuhner, Швейцарія) при (28±0,5) °С протя-
гом трьох днів. Отримані екстракти двічі фільтрували 
через фільтрувальний папір і випарювали в роторно-

му випарнику з отриманням сухого ліофілізованого 
екстракту [10, 12].

Визначення загального вмісту флавоноїдів. За-
гальний вміст флавоноїдів в екстракті з «волохатих» 
коренів Artemisia tilesii визначали модифікованим 
спектрофотометричним методом з використанням 
розчину алюмінію хлориду [13]. Для цього 1 мл деіо-
нізованої води змішували з 250 мкл екстракту і 75 
мкл 5 % розчину NaNО2. Після 5 хв інкубації додава-
ли 75 мкл 10 % розчину AlСl3, а потім 0,5 мл 1 М роз-
чину NaОH та 0,6 мл деіонізованої води.

Загальний вміст флавоноїдів виражали в рутино-
вому еквіваленті (РЕ) і визначали спектрофотомет
ричним методом на УФ-спектрофотометрі OPTIZEN 
POP (Meсasys, Південна Корея) при довжині хвилі 
λ=510 нм за попередньо побудованим калібруваль-
ним графіком залежності абсорбції від концентрації 
рутину в розчині (R2=0,9996).

Дослідження властивостей екстракту з «воло-
хатих» коренів Artemisia tilesii в redоx системі ав-
тоокиснення адреналіну. Оцінка впливу екстракту з 
«волохатих» коренів Artemisia tilesii на супероксидні 
радикали, які генеруються в процесі автоокиснення 
адреналіну, проводилась з використанням спектро-
фотометричного методу при довжині хвилі 347 нм, 
яка відповідає максимальному оптичному погли-
нанню проміжного продукту окиснення адреналіну 
[14, 15]. Вимірювання проводили протягом 5 хв з ін-
тервалом у 15 с. Як лужне середовище використо-
вували 0,2 M карбонатний буфер зі значенням pH 
10,65. Дослідження проводили за температури 
(25±0,5) °С. 

Кількісну оцінку процесу здійснювали через розра-
хунок констант швидкості першого порядку (Кн

1) за 
формулою наведеною нижче:

 , 

де 	 t – час реакції; 
D∞ – значення оптичної густини після закінчення 

реакції; 
Dt – значення оптичної густини в певний момент 

часу; 
D0 – значення оптичної густини на початку реакції.
Статистичний аналіз. Результати були виражені 

як середнє ± стандартне відхилення, оцінене у трьох 
незалежних повторах. Дані були проаналізовані на 
статистичну значущість за допомогою односторон-
нього дисперсійного аналізу з пост-факторним тес-
том Tukey HSD. Достовірними вважали значення 
p<0,05.

Результати й обговорення. Результати кількіс-
ного визначення загального вмісту флавоноїдів у 
екстракті. Вміст флавоноїдів у екстракті з «волоха-
тих» коренів Artemisia tilesii виражено у рутиновому 
еквіваленті. Встановлено, що кількість флавоноїдів 
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за рутином у водно-етанольному (30:70) екстракті з 
«волохатих» коренів Artemisia tilesii (сухий) стано-
вить (34,0±1,2) %. Залишкова вологість ліофільно 
висушеного екстракту становить 2 %.

Результати дослідження активності екстракту 
з «волохатих» коренів Artemisia tilesii в redox систе-
мі автоокиснення адреналіну. Результати дослі-
дження впливу екстракту з «волохатих» коренів 
Artemisia tilesii у концентраціях 50, 100 та 200 мкМ на 
стаціонарну швидкість реакції окиснення адреналіну 
графічно представлено на рисунку 1. 

Розраховано значення констант швидкості першо-
го порядку автоокиснення адреналіну в умовах від-
сутності екстракту з «волохатих» коренів Artemisia 
tilesii та його присутності в концентраціях 50, 100 та 
200 мкМ (за рутином) у системі.

Результати розрахунків значень констант швидко-
сті першого порядку автоокиснення адреналіну за-
лежно від концентрації екстракту з «волохатих» ко-
ренів Artemisia tilesii в системі представлено у табли-
ці 1.

Аналіз результатів дослідження дає змогу ствер-
джувати, що додавання екстракту з «волохатих» 
коренів Artemisia tilesii у хімічну систему автоокис-
нення адреналіну в концентрації 50 мкМ (за рути-
ном) збільшує швидкість хімічної реакції в 2,3 
раза: Kн

1 
(0) = (2,63±0,08)×10

-4 с-1 та Kн
1 

(50) = 
(6,06±0,13)×10-4 с-1 відповідно. При цьому підви-
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Рис. 1. Залежність стаціонарної швидкості автоокиснення адреналіну за концентрацій екстракту з «волохатих» 
коренів Artemisia tilesii 50, 100, 200 мкМ (за рутином) у системі.

щення концентрації екстракту до 100 і 200 мкМ (за 
рутином) призводить до достовірного збільшен-
ня швидкості реакції автоокиснення адреналіну: 
Kн

1 
(100) = (6,77±0,10)×10-4 с-1 та Kн

1 
(200) = 

(9,38±0,13)×10-4 с-1 (p≤0,05).
Таким чином встановлено, що багатий на сполуки 

флавоноїдної природи екстракт з «волохатих коре-
нів» Artemisia tilesii у хімічній системі автоокиснення 
адреналіну достовірно дозозалежно виявляє про
оксидантні властивості, стимулюючи утворення су-
пероксидних радикалів. 

Водночас в іншому дослідженні [16] повідомляєть-
ся, що етанольний екстракт з «волохатих» коренів 
Artemisia tilesii виявив антиоксидантний ефект за 

Таблиця 1 
Значення констант швидкості першого порядку 
автоокиснення адреналіну залежно від концентрації 
екстракту з «волохатих» коренів Artemisia tilesii 
в системі 

Концентрація екстракту
Artemisia tilesii, мкМ

Kн
1, с-1.

× 10-4

0 2,63 ± 0,08 

50 6,06±0,13

100 6,77±0,10

200 9,38±0,13
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критерієм інгібування 2,2-дифеніл-1-пікрилгідразилу 
(ДФПГ). Необхідно зазначити, що відмінності у здат-
ності екстрактів з «волохатих» коренів Artemisia tilesii 
нейтралізувати або стимулювати утворення різних 
типів радикалів повʼязані з відмінностями зразків, які 
було використано в цих дослідженнях. Наприклад, 
досліджувані екстракти відрізняються за вмістом біо-
активних сполук, зокрема за кількісним вмістом фла-
воноїдів. У екстракті з «волохатих» коренів Artemisia 
tilesii, який ми досліджували в системі автоокиснення 
адреналіну, міститься набагато більше флавоноїдів 
(340,00±12,00 мг РЕ/г) порівняно з екстрактом, який 
виявив антиоксидантні властивості у реакції з ДФПГ 
(2,53±0,28 мг РЕ/г) [16]. Відмінності в екстрактах 
повʼязані з особливостями генетичної трансформації 
з використанням Agrobacterium rhizogenes та неде-
термінованого місця вбудовування бактеріальних rol 
генів у геном рослин. Таке недетерміноване місце 
вбудовування, а також такі фактори, як копійність цих 
генів та їхня активність, є причиною можливих знач
них відмінностей в морфології, фізіології та синтезі 
вторинних і первинних метаболітів у різних зразках 
(лініях) «волохатих» коренів, що й, відповідно, є при-
чиною того, що екстракти значно відрізняються за 
біологічною активністю. 

Крім того, сьогодні відомо чимало літературних 
джерел, які свідчать про те, що біофлавоноїди та ба-
гато інших сполук, які відомі своїми антиоксидантни-
ми властивостями, наприклад, вітаміни С і Е, за пев-
них обставин також можуть діяти як прооксиданти [5, 
17]. Вважається, що антиоксидантна/прооксидантна 
активність флавоноїдних сполук залежить переваж-
но від їхньої концентрації та умов середовища. При 
цьому прооксидантний ефект, здебільшого, спостері-
гається саме при високій концентрації флавоноїдів. 
Варто відзначити, що нині як антиоксидантні, так і 
прооксидантні властивості флавоноїдів широко вико-
ристовують у різних профілактичних та терапевтич-
них цілях [5, 17].

Результати дослідження щодо здатності екстракту 
з «волохатих коренів» Artemisia tilesii стимулювати 
утворення супероксидних радикалів потенційно мо-
жуть розглядатися як частина його механізму анти-
бактеріальної дії. Адже як уже згадувалося у даній 
статті, наявні свідчення щодо протимікробних влас-
тивостей рослинної сировини Artemisia tilesii [10], а 
також відома інформація стосовно того, що антибак-
теріальна активність не лише протимікробних засо-

бів, але й, наприклад, фенольних речовин безпосе-
редньо корелює з їхніми прооксидантними власти-
востями [4, 5, 18]. Наприклад, такі спостереження 
були зроблені щодо фінікового сиропу, який містить 
багато поліфенолів, які, у свою чергу, виявляють про-
оксидантні властивості та провокують розвиток окис-
нювального стресу, що приводить до високої анти-
бактеріальної активності проти Escherichia coli та 
Staphylococcus aureus [19]. Також повідомляється, 
що бактерицидна активність протокатехової кислоти 
опосередкована генерацією та дією АФК, зокрема су-
пероксидного та гідроксильного радикалів [18, 20]. Є 
докази того, що механізм бактерицидної дії епігало-
катехін галату пов’язаний із прооксидантною актив-
ністю, яка полягає у його здатності відновлювати O2 з 
утворенням H2O2, що й відповідає за антибактеріаль-
ний ефект [21]. 

Тобто, зважаючи на дану інформацію, можна зро-
бити припущення про те, що даний прооксидантний 
ефект флавоноїдів екстракту з «волохатих коренів» 
Artemisia tilesii у хімічній системі автоокиснення адре-
наліну, що супроводжується генерацією супероксид-
них радикалів, потенційно може розглядатися у світлі 
боротьби з патогенними мікроорганізмами. Цей ас-
пект може стати предметом подальших наукових 
розвідок у цьому напрямі.

Висновки. Доведено, що водно-етанольний 
(30:70) екстракт з «волохатих» коренів Artemisia 
tilesii, багатий на сполуки флавоноїдної природи, у 
хімічній системі автоокиснення адреналіну виявляє 
прооксидантні властивості, адже стимулює процес 
утворення супероксидних радикалів. Зважаючи на 
те, що прооксидантна активність сполук безпосеред-
ньо пов’язана з їхньою протимікробною дією, можна 
зробити припущення про те, що даний екстракт за 
рахунок прооксидантних властивостей потенційно 
може виявляти антимікробну дію. 
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STUDY OF THE INFLUENCE OF ARTEMISIA TILESII EXTRACT ON THE PROCESS OF FORMATION OF 
SUPEROXIDE RADICALS IN THE SYSTEM OF AUTO-OXIDATION OF ADRENALINE

V. V. Lyzhniuk1, I. O. Pashchenko1, V. V. Strashnyi1, V. I. Bessarabov1, A. M. Goy1, G. I. Kuzmina1, 
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The aim of the work. Study of the effect of water-ethanol (30:70) extract from the “hairy” roots of Artemisia tilesii on the 
process of formation of superoxide radicals in the redox system of autoxidation of adrenaline.
Materials and Methods. A water-ethanol (30:70) extract from of the «hairy» roots of Artemisia tilesii was obtained in the 
Laboratory of Adaptive Biotechnology of the Institute of Cell Biology and Genetic Engineering of the National Academy of 
Sciences of Ukraine.
The total content of flavonoids in the extract was determined by the spectrophotometric method and expressed in routine 
equivalent.
The study of the effect of the extract from the «hairy» roots of Artemisia tilesii on superoxide radicals, which are generated 
during autooxidation of adrenaline, was carried out in vitro spectrophotometrically. The quantitative assessment of the 
process was carried out by calculating the first-order rate constants.
Results and Discussion. It was established that the water-ethanol (30:70) extract from the “hairy” roots of Artemisia tilesii, 
rich in compounds of flavonoid nature, in the chemical system of autoxidation of adrenaline reliably reveals pro-oxidant 
properties that depend on its concentration in the system. Already at a concentration of the extract in the system of 50 
mkM (according to routine), the rate constant of the chemical reaction of the formation of superoxide radicals increases 
by 2.3 times.
Conclusions. The obtained results confirm that the extract from the “hairy” roots of Artemisia tilesii in the chemical system 
of autoxidation of adrenaline exhibits a pro-oxidant effect, stimulating the formation of superoxide radicals. Taking into 
account the research data, which indicate that the generation of reactive oxygen species and their increased level are 
directly related to antibacterial activity, it can be assumed that potentially this extract due to its pro-oxidant properties can 
exhibit an antimicrobial effect and be used as an active pharmaceutical ingredient drugs with antibacterial action.

Key words: “hairy” roots of Artemisia tilesii; adrenaline; reactive oxygen species; flavonoids; active pharmaceutical 
ingredient; molecular mechanism.
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