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переходным состоянием между нормально развитым суста�
вом и патологически измененным, в группе риска встреча�
ется 3 раза чаще. Патологические типы (II c, D) по Графу в
нашем исследовании встречались только в группе риска.

ЗаключениеЗаключениеЗаключениеЗаключениеЗаключение.
�Проведение ультразвукового скрининга позволяет ут�

верждать, что частота встречаемости патологии тазобедрен�
ных суставов в нашей республике соответствует данным
ведущих европейских стран.

�Результаты неселективного скрининга показывают, что
патология тазобедренных суставов новорожденных в 3 раза
чаще встречается в группе риска.

�ДТБС наиболее часто встречается при аномальном внут�
риутробном положении плода и крупном весе младенца при
рождении.

�При многоплодной беременности и наличии узкого таза
у матери возрастает вероятность развития аномального по�
ложения плода, что позволяет отнести их к факторами рис�
ка.

�Данное исследование доказывает необходимость про�
ведения динамического УЗ�наблюдения за развитием сус�
тава в течении 3�х месяцев.

�Учитывая количество поздновыявленных случаев в на�
шей республике, необходимо дальнейшее проведение ши�
рокомасштабных скрининговых исследований с созданием

оптимальных протоколов по ведению младенцев с патоло�
гией тазобедренных суставов.
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ÔÀÐÌÀÊÎÄÈÍÀÌÈ×ÅÑÊÈÅ ÈÌÌÓÍÎÑÓÏÐÅÑÑÈÂÍÛÅ
ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß ÀÌÈÍÎÊÈÑËÎÒ

È ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÎÂ
ÍÀ ÌÎÄÅËÈ ÐÅÑÏÈÐÀÒÎÐÍÎÃÎ ÂÇÐÛÂÀ ÔÀÃÎÖÈÒÎÂ
ÓÎ «Áåëîðóññêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò»

Íà ìîäåëè Nox2-çàâèñèìîé ãåíåðàöèè ÀÔÊ â ìàêðîôàãàõ âçàèìîäåéñòâèå L-àðãèíèíà ñ òðàíñ-ðåñâå-
ðàòðîëîì ñîîòâåòñòâóåò êðèòåðèÿì àíòàãîíèçìà, ñ ìåëàòîíèíîì – ñèíåðãèçìà, ñ òàóðèíîì – àääè-
òèâíîñòè â íàèáîëåå âûãîäíûõ ìîëÿðíûõ ñî÷åòàíèÿõ. Ðåçóëüòàò âçàèìîäåéñòâèÿ òàóðèíà ñ ðåñâå-
ðàòðîëîì è ìåëàòîíèíîì çàâèñèò îò ìîëÿðíîãî ñîîòíîøåíèÿ êîìïîíåíòîâ è èõ êîíöåíòðàöèé è êîëåá-
ëåòñÿ îò àääèòèâíîñòè äî àíòàãîíèçìà. Òðåõêîìïîíåíòíàÿ êîìáèíàöèÿ òðàíñ-ðåñâåðàòðîëà, ìåëàòî-
íèíà è àðãèíèíà äåìîíñòðèðóåò ñèíåðãèçì, òåì áîëåå âûðàæåííûé, ÷åì áîëüøå ìåëàòîíèíà âõîäèò â
ñîñòàâ êîìïîçèöèè. Çàìåíà ìåëàòîíèíà íà òàóðèí ïðèâîäèò ê àíòàãîíèçìó êîìïîíåíòîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òðàíñ-ðåñâåðàòðîë, ìåëàòîíèí, àðãèíèí, òàóðèí, êîìáèíàöèè ëåêàðñòâåííûõ
ñðåäñòâ, ñèíåðãèçì, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ìàêðîôàãè.

N.A. Bizunok
PHARMACODYNAMIC IMMUNOSUPRESIVE INTERACTIONS OF THE AMINO

ACIDS AND ANTIOXIDANT SUBSTANCES ON THE MODEL OF RESPIRATORY
BURST OF MACROPHAGES

Amino acid L-arginine interacts with trans-resveratrol in antagonistic, with melatonin in synergistic and
with taurine in additivity manner in some efficient ratios regard to the Nox2-dependent reactive oxygen
species production on the model of respiratory burst of macrophages. Pharmacodynamic interactions of taurune
with trans-resveratrol and melatonin dependent on their molar ratios and concentrations and exchangeable
from synergistic to antagonistic pattern. The combination consist of trans-resveratrol, melatonin and L-
arginine demonstrate the synergism more potent in high concentrations of melatonin. Substitution of the
melatonin on taurine leads to the antagonistic interaction.

Key words: trans-resveratrol, L-arginine, melatonin, taurine, drug combinations, synergism, reactive
oxygen species, macrophages.

В предыдущей работе обсуждались результаты изучения
фармакодинамического взаимодействия известных имму�
номодуляторов и антиоксидантов ресвератрола, мелатони�
на и аскорбата на модели респираторного взрыва макро�
фагов [1]. Настоящее исследование посвящено испытанию
комбинаций 2�х аминокислот – аргинина и таурина. Эти
аминокислоты известны своим иммуномодулирующим по�

тенциалом и входят в состав ряда комбинированных лекар�
ственных средств, назначаемых при состояниях, ассоцииро�
ванных с иммунным воспалением и оксидантным стрессом
[2, 3, 5, 6, 20, 19]. Поиск эффективных стратегий фармако�
логического управления фагоцитарной генерацией активных
форм кислорода (АФК) стал основанием для изучения их
индивидуального действия аргинина и таурина на респира�
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Таблица 1. Индивидуальное и комбинированное действие транс�ресвератрола, мела�Индивидуальное и комбинированное действие транс�ресвератрола, мела�Индивидуальное и комбинированное действие транс�ресвератрола, мела�Индивидуальное и комбинированное действие транс�ресвератрола, мела�Индивидуальное и комбинированное действие транс�ресвератрола, мела�
тонина, L�аргинина и таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию AUC ХЛ,тонина, L�аргинина и таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию AUC ХЛ,тонина, L�аргинина и таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию AUC ХЛ,тонина, L�аргинина и таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию AUC ХЛ,тонина, L�аргинина и таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию AUC ХЛ,
n=5)n=5)n=5)n=5)n=5)

Примечание к таблицам 1 и 2. 1КОК – комбинаторное отношение компонентов, 2IC
50

 –
концентрация испытуемого соединения, ингибирующая респираторный взрыв макрофагов
на 50% по отношению к контролю, 3EС

max
 – максимальная эффективная концентрация (пред�

ставлена в виде отрицательного десятичного логарифма, моль/л), 4E
max 

– максимальный эф�
фект, в % подавления ХЛ, указано среднее значение и ошибка среднего.

торный взрыв фагоцитов, в результате которого было уста�
новлено, что они дозозависимо подавляют этот процесс в
биологически приемлемых концентрациях [2]. Следующим

шагом было изучение потенциала их фармакодинамичес�
ких взаимодействий между собой, а также с ресвератролом
и мелатонином – ингибиторами респираторного взрыва

фагоцитов, реализующими разные
антирадикальные и биологические
механизмы действия. Результаты
этих испытаний представлены в на�
стоящей работе.

Методы исследованияМетоды исследованияМетоды исследованияМетоды исследованияМетоды исследования
Среды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагенты. В работе ис�

пользовали транс�ресвератрол
(3,4',5�тригидроксистильбен), таурин
(2�аминосульфоновую кислоту), L�
аргинин – «Sigma�Aldrich», Герма�
ния; мелатонин (N�(2�(5�метокси�1Н�
индол�3�ил)�1�пропен�2�амин) –
«Serva», Германия; люминесцентный
зонд люминол (5�амино�2,3�дигидро�
1,4�фталазиндион); среду Хенкса без
индикатора – ОАО «Диалек», Бела�
русь; диметилсульфоксид – ООО
«Фармтехнология», Беларусь; гепа�
рин – РУП «Белмедпрепараты», Бе�
ларусь; зимозан (сухие пекарские
дрожжи); сыворотку крови крупного
рогатого скота – ОАО «Диалек», Бе�
ларусь.

Комбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетания.  .  .  .  .  На
первом этапе исследования изуча�
лось индивидуальное действие
транс�ресвератрола, мелатонина, L�
аргинина и таурина в диапазоне кон�
центраций от 10�9 до 10�2 М. По ре�
зультатам этих испытаний было обо�
сновано изучение следующих моляр�
ных комбинаторных сочетаний: рес�
вератрола и L�аргинина – Р1/А100
и Р1/А1000 (10�8 – 10�5 М – ресве�
ратрол + 10�6 – 10�2 М – L�аргинин);
ресвератрола и мелатонина Р1/М1,
Р1/М10 и Р1/М100 (10�8 – 10�5 М –
ресвератрол + 10�7 – 10�4 М – мела�
тонин); L�аргинина и мелатонина А1/
М1, А10/М1, А10/М1 (10�6 – 10�2 М
– L�аргинин + 10�7 – 10�4 М – мела�
тонин); таурина и L�аргинина Т1/А1
и Т1/А10 (10�6 – 10�2 М – таурин +
10�6 – 10�2 М – L�аргинин), а также
тройных композиций: ресвератрол +
мелатонин + L�аргинин в молярных
соотношениях Р1/М10/А1000 и Р1/
М100/А1000 (10�8 – 10�5 М – рес�
вератрол + 10�7 – 10�4 М – мелато�
нин + 10�6 – 10�2 М – L�аргинин) и
ресвератрол + таурин + L�аргинин в
молярных соотношениях Р1/Т100/
А100 и Р1/Т100/А1000 (10�8 – 10�

5 М – ресвератрол + 10�6 – 10�2 М –
таурин + 10�6 – 10�2 М – L�аргинин).

Получение клетокПолучение клетокПолучение клетокПолучение клетокПолучение клеток. Исследова�
ния выполнены на перитонеальных
макрофагах�резидентах крыс линии
Вистар массой 200�250 г. Клетки по�
лучали промыванием брюшной
полости 20 мл среды Хенкса с гепа�
рином (10 ЕД/мл), отмывали и ре�
суспендировали в бесцветной среде
Хенкса. Полученная суспензия со�
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держала более 98%
ж и з н е с п о с о б н ы х
клеток по результа�
там теста с трипано�
вым синим (0.1%),
при дифференциро�
ванном подсчете ко�
торых в окрашенных
мазках, макрофаги
составляли около
90%.

Изучение респи�Изучение респи�Изучение респи�Изучение респи�Изучение респи�
раторного взрывараторного взрывараторного взрывараторного взрывараторного взрыва.
М а к р о ф а г а л ь н у ю
продукцию оксидан�
тов исследовали ме�
тодом люминолза�
висимой хемилюми�
несценции (ХЛ) в ус�
ловиях взрывной
(ИХЛ) генерации АФК
на люминометре
LKB�Wallaс 1251 –
002 (Финляндия).

Генерацию АФК
оценивали после
10�минутной инкуба�
ции клеток с изучае�
мыми соединениями
и их композициями
при температуре 20
– 25 оС; конт�
рольные пробы со�
держали эквивален�
тное количество сре�
ды. Каждый опыт
проводился на клет�
ках одного животно�
го и включал весь
изучаемый диапа�
зон концентраций
агента (комбинатор�
ного сочетания). При
исследовании ИХЛ
проба содержала в 1
мл бесцветной сре�
ды Хенкса: 106 жиз�
неспособных макро�
фагов, люминол
(7х10�5 М), опсони�
зированный зимо�
зан (5х107 частиц),
который вносили не�
посредственно пе�
ред регистрацией
свечения, изучае�
мый агент (комбина�
цию агентов); в кон�
трольные пробы до�
бавляли эквивален�
тное количество сре�
ды.

Люминесценцию
регистрировали по�
очередно в пробах,
содержащих изучае�
мые соединения
(композиции) и кон�

Таблица 2. Индивидуальное и комбинированное действие t�ресвератрола, мелатонина, L�аргинина иИндивидуальное и комбинированное действие t�ресвератрола, мелатонина, L�аргинина иИндивидуальное и комбинированное действие t�ресвератрола, мелатонина, L�аргинина иИндивидуальное и комбинированное действие t�ресвератрола, мелатонина, L�аргинина иИндивидуальное и комбинированное действие t�ресвератрола, мелатонина, L�аргинина и
таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=5)таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=5)таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=5)таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=5)таурина на окислительный взрыв макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=5)
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Таблица 3. Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (AUC ХЛ)Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (AUC ХЛ)Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (AUC ХЛ)Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (AUC ХЛ)Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (AUC ХЛ)

Примечание к таблицам 3�5. 1Комбинаторное отношение компонентов. 2IC [
16%

…
84%

] – концентрации модулятора, ингибирующие
оксидантный взрыв на 16…84% по сравнению с контролем (в отсутствие модулятора). 3Средневзвешенное значение, рассчитанное,
как M[CI

30�70
]=�[3CI

30
+2CI

50
+CI

70
]/6.

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Характер распределения CI для различных комбинаторных сочетаний t�ресверат�ресверат�ресверат�ресверат�ресверат�
рола, мелатонина и L�аргининарола, мелатонина и L�аргининарола, мелатонина и L�аргининарола, мелатонина и L�аргининарола, мелатонина и L�аргинина (DAUC ХЛ)

CI (Fa�CI�plot) представлен как функция фракции fa, полученная путем расчета по алгорит�
му Т.Chou при fa 0,1�0,95. CI < 1, = 1 и > 1 показывает синергизм, аддитивный эффект и
антагонизм, соответственно. Указан 95% доверительный интервал.

трольных, при постоянной температуре (37°С), в дискрет�
ном режиме с интервалом 2�3 мин, на протяжении 30 мин.
Продукцию АФК оценивали по площади под кривой ХЛ (AUC)
и площади под кривой ХЛ, исключая фоновое свечение кле�
ток (DAUC). Последний показатель отражает вклад НАДФН�
оксидазы II типа (Nox2 – ЕС 1.6.3.1) в продукцию общего
пула АФК, генерируемых клеткой. Показатели ХЛ проб, со�
держащих изучаемые соединения (композиции), выражали
в % к значениям контроля. Количество повторных опытов
равнялось 5 (n=5).

Статистический анализСтатистический анализСтатистический анализСтатистический анализСтатистический анализ. Статистическую обработку пер�

вичных результатов внутри серии проводили с использова�
нием парного t�критерия, межсерийные сравнения выпол�
няли по t�критерию Стьюдента, различия считали достовер�
ными при вероятности ошибки < 5% (р<0,05).

Антиоксидантную активность соединений оценивали по
степени подавления ХЛ, вычисляя эффективные ингибиру�
ющие концентрации (IC

16
 – IC

84
) методом регрессионного

анализа с использованием программного пакета «Statistica
6,1» и математических преобразований по Т.Chou [10] при
помощи специально разработанного алгоритма в программ�
ной оболочке MS «Exсel».

Анализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействия. Ре�
зультат взаимодействия тестируе�
мых соединений оценивали по зна�
чению комбинаторного индекса (CI),
который рассчитывался по форму�
ле (1):

 , где 1)

(D)
j 
– доза (концентрация) аген�

та, оказывающая эффект опреде�
ленной силы при комбинированном
применении; (D

ч
)

j 
– доза (концент�

рация) агента, оказывающая ана�
логичный эффект при индивидуаль�
ном применении.

Значения CI трактовали в соот�
ветствии со следующей шкалой [10]:
CI <0,1 – очень сильный синергизм
(5+); CI=0,1�0,3 – сильный синер�
гизм (4+); CI=0,3�0,7 – синергизм
(3+): CI=0,7�0,85 – умеренный си�
нергизм (2+); CI=0,85�0,90 – сла�
бый синергизм (1+); CI=0,90�1,10
– аддитивный эффект (0); CI=1,10�
1,20 – слабый антагонизм (1�);
CI=1,20�1,45 – умеренный антаго�
низм (2�); CI=1,45�3,3 – антагонизм
(3�); CI=3,3�10,0 – сильный антаго�

ИтогИтогИтогИтогИтог
взаимо�взаимо�взаимо�взаимо�взаимо�
действиядействиядействиядействиядействия



Îðèãèíàëüíûå íàó÷íûå ïóáëèêàöèè

29

низм (4�); >10 – очень сильный антагонизм (5�).
Индекс снижения дозы (DRI) компонентов комбинации

рассчитывали по формуле (2):

  2)

Значение DRI показывает, во сколько раз можно сни�
зить дозу каждого компонента в комбинации для достиже�
ния эффекта, сопоставимого с индивидуальным действием
компонента.

Результаты представлены графически в виде распреде�
лений комбинаторного индекса (Fa�CI�plot) и индекса сни�
жения дозы/(Fa�DRI�plot), как функция фракции Fa (фрак�
ции подавления ХЛ по отношению к контрольным значени�
ям) в эффективном диапазоне Е

10
�Е

95
 (0,1�0,95). CI <1, =1

и >1 показывает синергизм, аддитивный эффект и антаго�
низм, соответственно. На диаграммах указан 95% довери�
тельный интервал.

РезульРезульРезульРезульРезультаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждение
Индивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действие
Тестирование индивидуального действия соединений вы�

явило значительные различия в их активности. Так в отно�
шении суммарной генерации АФК, оцениваемой нами по
AUC ЛХЛ, IC

50
 ресвератрола составила 1,8 мкМ, для мелато�

нина этот показатель равнялся 300,0 мкМ. Аминокислоты
обладали примерно равноценной активностью с IC

50
 арги�

нина 5,6 мМ и 7,0 мМ – таурина. Что касается максималь�
ной эффективности, то в отношении общего количества АФК,
генерируемого макрофагами, лишь ресвератрол демонст�

рировал 70% ингибирование, остальные соединения подав�
ляли процесс примерно на 50% в максимальных испытан�
ных концентрациях (таблица 1).

В отношении Nox2�зависимого процесса (связанного с
активацией NADPH�оксидазы фагоцитов) максимальная эф�
фективность всех испытанных соединений была сопостави�
ма и достигала примерно 70% (таблица 2). Эти результаты
стали основанием для испытаний различных комбинатор�
ных сочетаний аминокислот и антиоксидантов.

Комбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действие
Максимальная эффективность испытанных комбинаций

представлена в таблицах 1 и 2. В одних комбинаторных со�
четаниях максимальная эффективность увеличивалась в
сравнении с индивидуальным действием, в других – умень�
шалась, оценить реальный потенциал взаимодействия по�
зволил анализ по методу Т.Chou [10]. Результаты этого ана�
лиза представлены в таблицах 3�5 и на рисунках 1�3 в виде
комбинаторных индексов, рассчитанных для разных уров�
ней эффекта.

В отношении совокупной и Nox2�зависимой генерации
АФК результаты сильно различались. Что касается совокуп�
ной генерации АФК, то вычислить CI удалось не для всех
испытанных комбинаторных сочетаний. Для композиций Р1/
А1000, М1/А100, Т1/А1, Т1/А10, Т1000/Р1 такой анализ
оказался невозможен в силу отсутствия линейной зависи�
мости эффекта от концентрации. Эти комбинации, а также
другие с включением таурина, оценивали только по резуль�
татам действия на Nox2�зависимый процесс.

Как видно из таблицы 3, среди различных сочетаний рес�

Таблица 4. Значения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина и таурина (DAUCЗначения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина и таурина (DAUCЗначения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина и таурина (DAUCЗначения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина и таурина (DAUCЗначения комбинаторного индекса (CI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина и таурина (DAUC
ХЛ)ХЛ)ХЛ)ХЛ)ХЛ)

ИтогИтогИтогИтогИтог
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вератрола, мелатонина и аргинина, в отношении совокуп�
ной генерации АФК синергично работала только двухкомпо�
нентная композиция ресвератрола и мелатонина. Все ис�
пытанные комбинаторные сочетания аргинина обнаружили
антагонизм. Сильный антагонизм был выявлен и при вве�
дении аргинина в синергичные до того композиции мелато�
нина и ресвератрола.

Что касается Nox2�зависимого процесса, то фармакоди�
намические взаимодействия компонентов были иными (ри�
сунок 1, таблица 4).

Если результат взаимодействия аргинина и ресвератро�
ла, а также ресвератрола и мелатонина оставался прежним,
то мелатонин и аргинин демонстрировали синергичное дей�
ствие в сочетаниях М1/А1 и М1/А10, которое уменьшалось
при увеличении концентрации компонентов. Следует отме�
тить, что антагонизм ресвератрола и аргинина с увеличени�
ем их концентраций нарастал.

Тройная композиция также демонстрировала дозозави�
симый синергизм в сочетании Р1/А1000/М100 и слабый
дозозависимый синергизм в сочетании Р1/А1000/М10.
Интересно, что если в отношении совокупной генерации АФК
с увеличением концентрации усиливался антагонизм (рису�
нок 2), то в отношении Nox2�зависимой генерации нарастал
синергизм, что позволяет в разы изменять концентрации
компонентов (рисунок 2, Fa�DRI�plot; таблица 5) и может рас�
цениваться как «запас прочности» таких комбинаций в усло�
виях in vivo.

Что касается композиций таурина, то если сочетания Т1/
А10 и Т100/Р1 демонстрировали аддитивное действие на
Nox2�зависимый процесс, легко сменяющееся антагониз�
мом при флюктуациях молярных соотношений компонен�
тов, то тройные композиции таурина, аргинина и ресверат�
рола демонстрировали умеренный антагонизм в обоих изу�
ченных комбинаторных сочетаниях (таблица 4), по�видимо�
му, за счет антагонизма ресвератрола и аргинина. Относи�
тельно совокупной генерации АФК антагонизм был настоль�

ко сильным, что практически нивелировал ингибирующие
эффекты соединений на респираторный взрыв макрофагов
(таблица 2).

ОбсуждениеОбсуждениеОбсуждениеОбсуждениеОбсуждение
Взаимодействия ресвератрола, мелатонина, аргинина и

таурина можно представить графически в виде полигоног�
рамм (рисунок 3),

Прежде, чем перейти к обсуждению взаимодействия рес�
вератрола, мелатонина, аргинина и таурина, необходимо
описать антиоксидантный профиль каждого из них.

ТТТТТранс�ресвератролранс�ресвератролранс�ресвератролранс�ресвератролранс�ресвератрол не обладает способностью перехва�
тывать и нейтрализовать супероксидный анион (О

2
•�), не

ингибирует активность ксантиноксидазы (второго по значи�
мости продуцента О

2
•� в клетках), но дозозависимо ингиби�

рует НАДФН·Н+�оксидазу (Nox1 аорты, например, с IC
50

=4,8
мкМ) [23]. Эффект обусловлен с подавлением связывания
на мембране важнейших субъединиц фермента – gp91phox
и Rac1. Ингибирующее действие при этом не зависит от при�
роды индуктора (окисленные ЛПНП, ангиотензин�II, форбо�
ловые эфиры и др. [10]). Ресвератрол усиливает передачу
сигнала в системе L�арг�NO�цГМФ, но на активность NO�син�
тазы (NOS), по крайней мере, эндотелиальной, не влияет и
не повышает биосинтез NO• в остром опыте, однако при
субхроническом и хроническом введении усиливает эксп�
рессию фермента в эндотелиальных клетках артерий [23].
Кроме того, транс�ресвератрол ингибирует окисление поли�
ненасыщенных жирных кислот и подавляет перекисное окис�
ление липидов [10].

МелатонинМелатонинМелатонинМелатонинМелатонин обладает широким антирадикальным профи�
лем и способен взаимодействовать практически со всеми
АФК, генерируемыми при респираторном взрыве макрофа�
гов: О

2
•�, перекисью водорода (Н

2
О

2
), гидроксильным ради�

калом (•ОН), синглетным кислородом (О
2

1), оксидом азота
(NO•), пероксинитрит�анионом (ONOO�). При этом скорость
нейтрализации мелатонином О

2
•� (k=1,2·109 М�1с�1) сопос�

тавима со скоростью образования ONOO� из О
2
•� и NO•

Таблица 5. Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (DAUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (DAUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (DAUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (DAUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций t�ресвератрола, L�аргинина, мелатонина (DAUC ХЛ)
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(k=5,0·109 М�1 с�1) [32, 25].
Показано также, что мелатонин обладает непрямыми

антиоксидантными свойствами, стимулируя активность СОД,
пероксидазы, глутатионредуктазы, каталазы [4]; он спосо�
бен ингибировать синтез NO• в клеточных культурах, угне�
тая активность NOS [12], снижать стимулированную ЛПС
продукцию простагландина F

1α и активность фактора NF�kB
[13], запускающих генерацию АФК в лейкоцитах. Наличие
на мембранах человеческих лейкоцитов мелатониновых
рецепторов [4, 13, 25] позволяет предполагать его участие
в регуляции иммунного ответа. Конечный результат лиганд�
рецепторных взаимодействий мелатонина может быть раз�
личным. В одних исследованиях установлено повышение
внутриклеточной концентрации цАМФ, приводящее к подав�
лению активности Nox2 и снижению количественного выхо�
да АФК [4], в ряде других работ показано стимулирующее
действие мелатонина на секрецию Il�2 и усиление генера�
ции АФК через индукцию протеинкиназы C [4, 25, 27]. Оче�
видно, конечный результат мелатониновой стимуляции лей�
коцитов пока трудно предсказуем и зависит от условий реа�
лизации клеточной активности. Какова бы ни была природа
модулирующего действия мелатонина на оксидантные про�
цессы, в большинстве тестовых систем его эффекты регист�
рируются при концентрациях, соответствующих локальным
в системе диффузной нейроэндокринной регуляции (10�7 –
10�5 М), что дает основание рассматривать мелатонин, как
физиологический модулятор иммунного и антиоксидантно�

го статуса.
L�АргининL�АргининL�АргининL�АргининL�Аргинин, как известно, является субстратом NOS. Имен�

но генерацией NO• исходно объясняли кардиопротекторные
и цитопротекторные эффекты аргинина. Однако, в дальней�
шем было установлено, что внутриклеточные концентрации
аргинина составляют 500�800 мкМ, и намного превосходят
К

m
 для NOS – 2�4 мкМ, поэтому представляется маловеро�

ятным, чтобы увеличение концентраций в клетке аргинина
было критичным для синтеза NO• [17]. Исследование анти�
оксидантного потенциала аргинина показало, что он сам по
себе способен нейтрализовать О

2
•�; на модели ксантинок�

сидазной генерации супероксида его IC
50

=300 мкМ. По дан�
ным электронной парамагнитной резонансной спектроско�
пии активность L�аргинина при взаимодействии с О

2
•� по

показателю IC
50

=75,0 мкМ, а k=4,8·103 M c�1 [17]. При этом
L�аргинин может работать как в межклеточной среде, так и
внутриклеточно, при условии активного трансмембранного
переноса. Показано также, что преинкубация лейкоцитов с
аргинином усиливает продукцию Н

2
О

2 
и активность миело�

пероксидазы (МПО), но снижает образование О
2
•� [20].

ТТТТТауринауринауринауринаурин (2�аминоэтансульфоновая кислота) в физиоло�
гических условиях образуется их гипотаурина и содержится
в биологических жидкостях в достаточно высоких концент�
рациях. В сыворотке крови концентрация таурина у здоро�
вых людей составляет порядка 120 мкM, внутриклеточные
концентрации могут достигать десятков моль/л. Например,
в нейтрофилах цитозольная концентрация таурина состав�

ляет порядка 50 мM, его
метаболического пред�
шественника гипотаури�
на – 1 мМ [8]. Такие вы�
сокие концентрации по�
родили вопрос о биоло�
гическом значении тау�
рина, однозначного от�
вета на который до сих
пор не получено. Иссле�
дование антирадикаль�
ных свойств таурина по�
казало, что он практи�
чески не взаимодей�
ствует с О

2
•�, Н

2
О

2
, но

способен нейтрализо�
вать •ОН с k=2,42·106

М�1 с�1. Его метаболичес�
кий предшественник ги�
потаурин делает это на�
много эффективнее
(k=1,15·1010 М�1 с�1) [1],
именно гипотаурин се�
годня рассматривается
как биогенная «ловуш�
ка» АФК. Однако благо�
даря способности нейт�
рализовать гипохлорную
кислоту (HOCl) и цитоток�
сические альдегиды –
конечные продукты ре�
акций пероксидации –
таурин все же считается
одним из главных био�
генных цитопротекторов
[8]. Особое значение в
сохранении редокс�го�
меостаза имеет взаи�
модействие таурина и
HOCl в реакции (1) с об�
разованием N�хлоротау�

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) и DRI (Fa�DRI�plot) для комбинаций t�ресвератрол + L�t�ресвератрол + L�t�ресвератрол + L�t�ресвератрол + L�t�ресвератрол + L�
аргинин + мелатонинаргинин + мелатонинаргинин + мелатонинаргинин + мелатонинаргинин + мелатонин

CI (Fa�CI�plot) представлен как функция фракции fa, полученная путем расчета по алгоритму Chou при
fa 0,1�0,95. CI < 1, = 1 и > 1 показывает синергизм, аддитивный эффект и антагонизм, соответственно.
Указан 95% доверительный интервал.



Îðèãèíàëüíûå íàó÷íûå ïóáëèêàöèè

32

рина (NCT) [8]:
R�NH

2
 + HOCl → R�NHCl + H

2
O (1)

Источником HOCl in vivo являются полиморфноядерные
лейкоциты и моноциты, небольшое количество гипохлорида
генерируется и в макрофагах, что обеспечивается активнос�
тью миелопероксидаз (МПО) при респираторном взрыве.
Преинкубация лейкоцитов с таурином значительно повыша�
ет его внутриклеточную концентрацию, снижает содержание
нейтральных аминокислот, образование Н

2
О

2
 и О

2
•�, однако

активность МПО усиливается [20]. Поскольку таурин состав�
ляет более 50% от всего количества аминокислот, содержа�
щихся в цитоплазме лейкоцитов, постольку главным про�
дуктом реакции (1) является NCT, который обладает высо�
кой стабильностью по сравнению с гипохлоридом. Образо�
вание NCT считается механизмом детоксикации гипохлори�
да, избыток которого оказывает сильное цитотоксическое
действие. Как и гипохлорид, NCT обладает бактерицидным
действием, но его эффективные концентрации (55мМ), на�
много превышают физиологические (10�50мкМ). Поэтому
считается, что NCT выполняет скорее регуляторные функ�
ции. Так в частности показано, что NCT подавляет актив�
ность индуцибельной NOS, выброс NO• и синтез ФНО�альфа
в макрофагах [23]. Это сопровождается ингибированием
перемещения в ядро клетки NF�kB и пролонгированием при�
сутствия IkB в цитоплазме клеток благодаря подавлению
сигнальных механизмов активации киназы IkB [8, 19]. Не
исключено, что важную роль в этом играет взаимодействие
NCT с глутатионом в реакции (2):

2R�SH + NCT → R�SS�R + таурин + Cl� (2)
Известно, что окисление глутатиона имеет ключевое зна�

чение в редокс�регуляции ферментативной активности [16].
Хотя надежных доказательств участия таурина в редокс�ре�
гуляции in vivo до сих пор не получено. Это, тем не менее, не
мешает его широкому клиническому применению при пато�
логии, ассоциированной с оксидантным стрессом, в том чис�
ле в различных сочетаниях с другими антиоксидантами [3,
5, 6].

На основании полученных результатов, а также извест�
ных свойств испытанных соединений, их взаимодействие
можно представить следующим образом (рисунок 4).

Поскольку ресвератрол блокирует активность Nox2, син�
тезированный НАДФН·H+ захватывается NOS, которая в при�
сутствии избытка субстрата (L�аргинина) начинает генериро�
вать относительно высокое количество NO•. Оксид азота, в
свою очередь, взаимодействует с люминолом, из�за чего
усиливается световая эмиссия, которая в дальнейшем оце�
нивается, как антагонизм ресвератрола и аргинина.

Усиление генерации NO• может иметь двоякое значе�
ние in vivo. С одной стороны это может обеспечить вазоди�
латацию, и, казалось бы, желательно с позиции кардиопро�
текторного действия. Однако не следует забывать, что NO•
является высоко активным радикалом, быстро взаимодей�
ствующим с иными радикальными продуктами и биомоле�
кулами, в условиях оксидантного дисбаланса это будет вес�

ти к цитотоксическому действию.
Введение в такую систему мелатонина, вероятно, обес�

печивает элиминацию избытка NO•, как за счет прямого
взаимодействия с радикалом, так и за счет угнетения ак�
тивности NOS. Вследствие этого трехкомпонентная комби�
нация будет в целом демонстрировать синергизм на моде�
ли респираторного взрыва (рисунок 3.2.), тем более силь�
ный, чем больше мелатонина входит в состав комбинации
(таблица 4). Что касается двойной комбинации аргинина с
мелатонином, то в условиях равного содержания компонен�
тов или относительно небольшого избытка аргинина (М1/
А10), компоненты, действующие в целом синергично, в об�
ласти высоких концентраций могут вступать в конкурентные
отношения, как на уровне NOS, так и на уровне прямого
антирадикального действия, что проявляется нарастанием
антагонизма (таблица 4).

В отношении совокупной генерации АФК, мелатонин и
аргинин вступают в антагонистические отношения, тем бо�
лее выраженные, чем больше аргинина содержит компози�
ция. Причиной этого может быть увеличение активности «ба�
зовых» генераторов АФК, например, пероксидаз или подав�
ление активности антиоксидантных ферментов. Антагонизм
еще более усиливается при появлении в клетке ресвератро�
ла (таблица 3, рисунок 3.1.).

Что касается таурина, то поскольку он не обладает пря�
мой антиоксидантной активностью в отношении тех форм
АФК, которые генерируются при респираторном взрыве и
перехватываются люминолом, постольку его коррегирующие
влияния на взаимодействие ресвератрола и аргнина усту�
пают таковым мелатонина. Аддитивное действие двухком�
понентных композиций таурина с аргинином и ресвератро�
лом не устойчиво и легко сменяется антагонизмом при от�
носительном увеличении количества таурина (таблица 4) и
возможно обеспечивается особыми свойствами NCT, среди
которых в этой связи привлекает внимание способность всту�
пать в реакции с ароматическими соединениями (реакция
3), результатом чего может быть подавление биологичес�
кой активности производных фенола:

Ar�H + NCT + H+ → Ar�Cl + таурин (3)
А также способность NCT взаимодействовать с другими

аминокислотами в реакции транс�галогенирования (реак�
ция 4). При комнатной температуре равновесие в этой ре�
акции достигается в течение минут и не требует присутствия

Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3. Взаимодействие t�ресвератрола, мелатонина, L�арги�
нина и таурина на модели респираторного взрыва фагоцитов по
результатам испытания наиболее рациональных комбинаторных
сочетаний: Р1/А100, Р1/М100, М1/А1, Р1/А1000/М100; Т1/
А10, Т100/Р1, Т100/А100/Р1.

Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4. Антиоксидантные эффекты транс�ресвератрола (транс�
RS), L�аргинина, мелатонина и таурина на модели макрофагаль�
ной генерации АФК

Транс�ресвератрол блокирует Nox2 и генерацию суперокси�
да (О

2
•�), но активирует NOS (непрямое действие); L�аргинин ак�

тивирует NOS и нейтрализует О
2
•�. Образовавшийся избыток NO•

окисляет люминол. Мелатонин нейтрализует АФК и угнетает ак�
тивность NOS, таурин не взаимодействует с АФК, но ингибирует
NOS. Пояснения в тексте.
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катализаторов.
R�NHCl + R’�NH

2
 ↔ R�NH

2 
+ R’�NHCl (4)

Несмотря на то, что макрофаги продуцируют незначи�
тельные количества гипохлорной кислоты, возможно имен�
но реакции (3) и (4) стали причиной антагонистических вза�
имодействий таурина с аргинином и ресвератролом.

В целом антагонизм испытанных антиоксидантов свиде�
тельствует о неэффективности прямых антирадикальных вза�
имодействий компонентов с АФК и друг с другом, или, по
крайней мере, о том, что скорость этих взаимодействий слиш�
ком низка и уступает скорости взаимодействия АФК с лю�
минофором. Из этого следует важный вывод. Комбинации
антирадикальных соединений должны включать компонен�
ты, не только дополняющие друг друга по абсолютному ан�
тирадикальному спектру или биологической активности, но
также ускоряющие радикальные взаимодействия друг дру�
га. Это особенно важно, когда в основе антиоксидантного
действия лежит прямой антирадикальный эффект соедине�
ний.

Тот факт, что появление в синергичной комбинации до�
полнительного соединения, демонстрировавшего однонап�
равленное с компонентами комбинации индивидуальное
действие, полностью меняет характер взаимодействия и
результирующий эффект всей комбинации, свидетельствует
о необходимости тщательного доклинического изучения
любых композиций лекарственных средств перед их апро�
бацией в клинической практике. В настоящее время этим
правилом пренебрегают.

ВыводыВыводыВыводыВыводыВыводы
1. На модели Nox2�зависимой генерации АФК в макро�

фагах взаимодействие аргинина с ресвератролом соответ�
ствует критериям антагонизма, с мелатонином – синергиз�
ма, с таурином – аддитивности в наиболее выгодных мо�
лярных сочетаниях.

2. Результат взаимодействия таурина с ресвератролом
и мелатонином зависит от молярного соотношения компо�
нентов и их концентраций и колеблется от аддитивного вза�
имодействия до антагонизма.

3. Трехкомпонентная комбинация ресвератрола, мела�
тонина и аргинина демонстрирует синергизм, тем более вы�
раженный, чем больше мелатонина входит в состав компо�
зиции. Замена мелатонина на таурин приводит к антагониз�
му компонентов.
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