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ÑÈÍÅÐÃÈ×ÍÛÅ ÈÌÌÓÍÎÒÐÎÏÍÛÅ ÂÇÀÈÌÎÄÅÉÑÒÂÈß
ÊÎÌÏÎÍÅÍÒÀ ÊÐÀÑÍÎÃÎ ÂÈÍÀ ÒÐÀÍÑ-ÐÅÑÂÅÐÀÒÐÎËÀ,

ÀÍÒÈÎÊÑÈÄÀÍÒÀ ÀÑÊÎÐÁÀÒÀ È ÃÎÐÌÎÍÀ ÌÅËÀÒÎÍÈÍÀ
ÍÀ ÌÎÄÅËÈ ÐÅÑÏÈÐÀÒÎÐÍÎÃÎ ÂÇÐÛÂÀ ÔÀÃÎÖÈÒÎÂ
ÓÎ «Áåëîðóññêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò»

Ôàðìàêîäèíàìè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå òðàíñ-ðåñâåðàòðîëà, ìåëàòîíèíà è àñêîðáàòà íà ìîäåëè ðåñ-
ïèðàòîðíîãî âçðûâà ìàêðîôàãîâ çàâèñèò îò ìîëÿðíîãî îòíîøåíèÿ è êîíöåíòðàöèé êîìïîíåíòîâ è âàðüè-
ðóåò îò ñèëüíîãî ñèíåðãèçìà äî àíòàãîíèçìà. Íàèáîëåå ñèëüíûé ñèíåðãèçì äåìîíñòðèðîâàëà êîìïîçèöèÿ
ðåñâåðàòðîëà è ìåëàòîíèíà â ìîëÿðíûõ ñîîòíîøåíèÿõ Ð1/Ì1…Ð1/Ì100. Òðîéíàÿ êîìáèíàöèÿ àñêîðáà-
òà ñ ðåñâåðàòðîëîì è ìåëàòîíèíîì ñèíåðãè÷íà â îáëàñòè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ïðè çíà÷èòåëüíîì ïðå-
âàëèðîâàíèè àñêîðáàòà è ìåëàòîíèíà íàä ðåñâåðàòðîëîì (ñîîòíîøåíèå Ð1/Ì100/À1000).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òðàíñ-ðåñâåðàòðîë, ìåëàòîíèí, àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà, êîìáèíàöèè
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, ôàðìàêîäèíàìè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå, ñèíåðãèçì, àêòèâíûå ôîðìû
êèñëîðîäà, ìàêðîôàãè.

B.V. Dubovik, N.A. Bizunok
SYNERGISTIC IMMUNOTROPIC INTERACTIONS OF THE RED VINE COMPONENT

TRANS-RESVERATROL, ANTIOXIDANT ASCORBIC ACID AND HORMONE
MELATONIN ON THE MODEL OF RESPIRATORY BURST OF PHAGOCYTES

Pharmacodynamic interactions of the trans-resveratrol, melatonin and ascorbic acid dependent on composition
ingredients, molar ratios and concentrations and exchangeable from synergistic to antagonistic pattern. The
most potent synergistic action demonstrated the trans-resveratrol and melatonin combinations in molar ratios
Ð1/Ì1…Ð1/Ì100. The combination of the trans-resveratrol with melatonin and ascorbic acid is synergistic
in range of high concentrations permitting ascorbic acid and melatonin prepotency over trans-resveratrol (ratio
Ð1/Ì100/À1000).

Key words: trans-resveratrol, melatonin, ascorbic acid, drug combinations, pharmacodynamic interac-
tion, synergism, reactive oxygen species, macrophages.

Постоянное и умеренное на протяжении жизни упо�
  требление красного вина жителями юга Франции и

Средиземноморья ассоциируется с очень низкой заболева�
емостью ишемической болезнью сердца, несмотря на избы�

точное содержание в рационе жиров, малоподвижный образ
жизни и широко распространенное курение. К настоящему
времени выполнено множество исследований с целью иден�
тификации кардиопротекторных веществ красного вина. Не�
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смотря на то, что эти исследования еще не завершены, глав�
ными кандидатами признаются полифенолы, такие как стиль�
бены и флавоноиды [22], среди которых особое место зани�
мает ресвератрол.

Ресвератрол (3,4',5�тригидроксистильбен) представляет
собой фитоалексин (фитоэстроген), синтезируемый в кожуре
винограда в ответ на повреждение или инвазию паразити�
ческих грибов и бактерий. Он присутствует в красном вине в
виде транс�и цис�изомеров [22], соотношение которых исклю�
чительно вариабельно в разных сортах винограда. В некото�
рых из них цис�изомеры находится в больших концентрациях
по отношению к транс�, в других – напротив, преобладает
транс�форма [10, 22]. В настоящее время фармакологичес�
кие свойства обеих изоформ интенсивно изучаются, но имен�
но транс�ресвератрол считается главным кандидатом на кар�
диопротекторное действие [10, 15]. Исследования in vitro, ex
vivo и in vivo обнаружили у него широкий спектр фармаколо�
гической активности, включая модуляцию метаболизма ли�
попротеинов, противовоспалительное и антиагрегантное дей�
ствие, противоопухолевые и вазодилатирующие свойства [7,
12, 15, 22]. Изучение механизмов действия ресвератрола
показывает, что в их основе лежат как актиоксидантные свой�
ства молекулы, обеспечивающие модификацию свободнора�
дикальной трансформации биообъектов, так и способность

ресвератрола регулировать раз�
личные внутриклеточные каска�
ды сигнализации, включая актив�
ность протеинкиназ, трансмем�
бранные кальциевые токи и эк�
спрессию генов [7, 8, 10, 11, 12,
22].

Особое внимание в этой свя�
зи привлекают иммуномодули�
рующие свойства ресвератрола,
поскольку многие из обнару�
женных у него фармакологичес�
ких эффектов тем или иным об�
разом ассоциированы с измене�
нием функции иммунокомпетен�
тных клеток, и, прежде всего,
макрофагов, как ключевых эф�
фекторов в реализации специфи�
ческих и неспецифических им�
мунных ответов. Важнейшую
роль в этих ответах играет систе�
ма генерации активных форм
кислорода (АФК), благодаря ко�
торой макрофаг не только реа�
лизует микробицидную актив�
ность, но, главным образом,
обеспечивает специфические
лимфоцитарные реакции и фор�
мирование иммунологической
памяти [3, 4, 13].

Генерация АФК происходит
при участии двух главных фер�
ментных комплексов, одновре�
менное или избирательное вклю�
чение которых зависит от ряда
клеточных событий, включая сте�
пень дифференцировки, приро�
ду индуктора, праймирование и
многое другое. Одним источни�
ком АФК является активирован�
ная NADH/NADPH�оксидаза
(Nox2), встроенная в плазмати�
ческую мембрану. Она генериру�
ет супероксидный анион�ради�

кал (О
2
•�), расходуя поглощаемый клеткой кислород и синте�

зированный в ней NADPH·Н+ [13]. Другой источник – ксанти�
ноксидаза (ХО), которая катализирует окислительное гидро�
ксилирование пуриновых метаболитов (ксантинов и гипок�
сантинов) с образованием мочевой кислоты и одновремен�
ным восстановлением кислорода в О

2
•– или пероксид водо�

рода (H
2
O

2
) [10]. Повышенная генерация АФК активирован�

ными макрофагами играет важную роль в развитии и про�
грессировании ряда хронических воспалительных процессов,
таких как атеросклероз, ревматоидный артрит, остеоартри�
ты, болезни легких, нейродегенеративные состояния [13].
Поиск способов управления макрофагальной генерацией АФК
является актуальным направлением исследованием в обла�
сти иммунофармакологии, которое развивается кафедрой
фармакологии БГМУ в течение последнего десятилетия.

В этой связи исключительно перспективными представ�
ляются соединения, сочетающие антирадикальные свойства
и влияние на клеточные механизмы активации ферментов�
генераторов АФК, а также их композиции. Многолетние ис�
следования показали, что молекулы, обладающие антиради�
кальным действием, например фенолы, не могут поддержи�
вать собственную регенерацию и быстро истощаются в отсут�
ствие электронодоноров, что препятствует реализации реаль�
ного актиоксидантного потенциала таких веществ и обеспе�

Таблица 1. Сравнительная эффективность изолированного и комбинированного действияСравнительная эффективность изолированного и комбинированного действияСравнительная эффективность изолированного и комбинированного действияСравнительная эффективность изолированного и комбинированного действияСравнительная эффективность изолированного и комбинированного действия
ресвератрола, мелатонина и аскорбата на окислительный взрыв макрофагов (по критериюресвератрола, мелатонина и аскорбата на окислительный взрыв макрофагов (по критериюресвератрола, мелатонина и аскорбата на окислительный взрыв макрофагов (по критериюресвератрола, мелатонина и аскорбата на окислительный взрыв макрофагов (по критериюресвератрола, мелатонина и аскорбата на окислительный взрыв макрофагов (по критерию
AUC ХЛ, n=5)AUC ХЛ, n=5)AUC ХЛ, n=5)AUC ХЛ, n=5)AUC ХЛ, n=5)

Примечание: 1КОК – комбинаторное отношение компонентов; 2IC
50

 – концентрация испытуе�
мого соединения, ингибирующая респираторный взрыв макрофагов на 50% по отношению к
контролю при индивидуальном или комбинированном применении (моль/л); 3EС

max
 – максималь�

ная эффективная концентрация; 4E
max 

– максимальный эффект, в % подавления ХЛ, указано
средне значение и ошибка среднего. P<0,05 в сравнении с изолированным действием (*) –
ресвератрола, (#) – аскорбата, (Y) – мелатонина по t�критерию Стьюдента.
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чивает многочисленные неудачи их клинического примене�
ния. Таким образом, априори обоснованным становится по�
иск рациональных комбинаций антирадикальных агентов и
биомодуляторов, работающих синергично в условиях ex vivo
и in vivo.

Анализ ранее выполненных исследований [2, 7, 10, 13,
20, 21, 22] показал, что структурные особенности, антиради�
кальные и биологические свойства ресвератрола, мелатони�
на и аскорбата позволяют рассчитывать на их антиоксидант�
ный синергизм в условиях респираторного взрыва фагоци�
тов. Эта идея легла в основу настоящей работы.

Материал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методыМатериал и методы
Среды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагентыСреды и реагенты. В работе использовали ресвератрол

(3,4',5�тригидроксистильбен) – «SigmaAldrich», Германия; ме�

латонин (N�(2�(5�метокси�1Н�индол�3�ил)�1�пропен�2�амин) –
«Serva», Германия; аскорбиновую кислоту – «SigmaAldrich»,
Германия; люминол (5�амино�2,3�дигидро�1,4�фталазиндион)
– «Sigma», Германия; среду Хенкса без индикатора – ОАО
«Диалек», Беларусь; диметилсульфоксид – ООО «Фармтехно�
логия», Беларусь; гепарин – РУП «Белмедпрепараты», Бела�
русь; зимозан (сухие пекарские дрожжи); сыворотку крови
крупного рогатого скота – ОАО «Диалек», Беларусь.

Комбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетания. .  .  .  .  На первом этапе исследова�
ния изучалось индивидуальное действие ресвератрола, ас�
корбата и мелатонина в диапазоне концентраций от 10x9 до
10x2 М. По результатам этих испытаний было обосновано изу�
чение следующих молярных комбинаторных сочетаний рес�
вератрола и аскорбата – Р1/А100 и Р1/А1000 (10x8 – 10x5 М

Таблица 2. Значения комбинаторного индекса (CI) для композиций ресвератрола, мелатонина и аскорбатаЗначения комбинаторного индекса (CI) для композиций ресвератрола, мелатонина и аскорбатаЗначения комбинаторного индекса (CI) для композиций ресвератрола, мелатонина и аскорбатаЗначения комбинаторного индекса (CI) для композиций ресвератрола, мелатонина и аскорбатаЗначения комбинаторного индекса (CI) для композиций ресвератрола, мелатонина и аскорбата

Примечание к таблицам 2 и 3. 1Комбинаторное отношение компонентов. 2CI (DRI) [
16%

…
84%

] – значения комбинаторного индекса
(или индекса снижения дозы) на уровне Е=16…84%. 3Средневзвешенное значение, рассчитанное, как M[CI

30�70
]=[3CI

30
+2CI

50
+CI

70
]/

6.
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Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Распределение медианного эффекта (median�effect plot) для различных комбинаторных сочетаний ресвератрола, мелато�
нина и аскорбата на модели зимозан�индуцированного респираторного взрыва макрофагов (по AUC ХЛ). Log (fa/fu) – логарифм
отношения фракции активной (fa) и неактивной (fu); [C], M – концентрация индивидуальных соединений или суммарная концентраций
компонентов комбинации, моль/л (экспоненциальный формат); t�RS – транс�ресвератрол; Mt – мелатонин. Для комбинаций пред�
ставлены результирующие кривые концентрация�эффект.

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Характер распределения CI для различных комбинаторных сочетаний ресвератрола и аскорбата. Числовые данные
представлены в таблицах 2 и 3. CI (Fa�CI�plot) представлены как функция фракции fa, полученная путем расчета по алгоритму Chou
в диапазоне fa 0,1�0,95. CI < 1, = 1 и > 1 показывает синергизм, аддитивный эффект и антагонизм, соответственно. На диаграммах
указан 95% доверительный интервал.
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Таблица 3. Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций ресвератрола, мелатонина и аскорбата (AUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций ресвератрола, мелатонина и аскорбата (AUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций ресвератрола, мелатонина и аскорбата (AUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций ресвератрола, мелатонина и аскорбата (AUC ХЛ)Значения индекса снижения дозы (DRI) для комбинаций ресвератрола, мелатонина и аскорбата (AUC ХЛ)

– ресвератрол + 10x6 – 10x2 М – аскорбат); ресвератрола и
мелатонина Р1/М1, Р1/М10 и Р1/М100 (10x8 – 10x5 М –
ресвератрол + 10x7 – 10x4 М – мелатонин); аскорбата и ме�
латонина А1/М1, А10/М1 (10x6 – 10x2 М – аскорбат + 10x7 –
10x4 М – мелатонин), а также тройной композиции ресверат�
рол + мелатонин + аскорбат Р1/М10/А100 и Р1/М100/
А1000 (10x8 – 10x5 М – ресвератрол + 10x7 – 10x4 М – мела�
тонин + 10x6 – 10x2 М – аскорбат).

Получение клетокПолучение клетокПолучение клетокПолучение клетокПолучение клеток. Исследования выполнены на изоли�
рованных перитонеальных макрофагах�резидентах крыс ли�
нии Вистар массой 200 – 250 г. Клетки получали промыва�
нием брюшной полости 20 мл среды Хенкса с гепарином (10
ЕД/мл), отмывали и ресуспендировали в бесцветной среде
Хенкса. Полученная суспензия содержала более 98% жизне�
способных клеток по результатам теста с трипановым синим
(0.1%), при дифференцированном подсчете которых в окра�
шенных мазках, макрофаги составляли около 90%.

Изучение респираторного взрываИзучение респираторного взрываИзучение респираторного взрываИзучение респираторного взрываИзучение респираторного взрыва. Макрофагальную про�
дукцию оксидантов исследовали методом люминолзависи�

мой хемилюминесценции (ХЛ) в условиях взрывной (ИХЛ) ге�
нерации АФК на люминометре LKB�Wallaс 1251 – 002 (Фин�
ляндия).

Генерацию АФК оценивали после 10�минутной инкубации
клеток с изучаемыми соединениями и их композициями при
температуре 20 – 25 oС; контрольные пробы содержали эк�
вивалентное количество среды. Каждый опыт проводился на
клетках одного животного и включал весь изучаемый диапа�
зон концентраций агента (комбинаторного сочетания). При
исследовании ИХЛ проба содержала в 1 мл бесцветной сре�
ды Хенкса: 106 жизнеспособных макрофагов, люминол
(7Ч10x5 М), опсонизированный зимозан (5Ч107 частиц), ко�
торый вносили непосредственно перед регистрацией свече�
ния, изучаемый агент (комбинацию агентов); в контрольные
пробы добавляли эквивалентное количество среды.

Люминесценцию регистрировали поочередно в пробах, со�
держащих изучаемые соединения (композиции) и конт�
рольных, при постоянной температуре (37°С), в дискретном
режиме с интервалом 2 – 3 мин, на протяжении 30 мин.
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Продукцию АФК оценивали по площади под кривой ХЛ (AUC)
и площади под кривой ХЛ, исключая фоновое свечение кле�
ток (DAUC). Последний показатель отражает вклад Nox2 в
продукцию общего пула АФК, генерируемых клеткой. Пока�
затели ХЛ проб, содержащих изучаемые соединения (компо�
зиции), выражали в % к значениям контроля. Количество
повторных опытов варьировало от 5 до 10.

Статистический анализСтатистический анализСтатистический анализСтатистический анализСтатистический анализ. Статистическую обработку пер�
вичных результатов внутри серии проводили с использовани�
ем парного t�критерия, межсерийные сравнения выполняли
по t�критерию Стьюдента, различия считали достоверными
при вероятности ошибки <
5% (р<0,05).

Антиоксидантную ак�
тивность соединений оце�
нивали по степени подав�
ления ХЛ, вычисляя эф�
фективные ингибирующие
концентрации (IC

16
 – IC

84
)

методом регрессионного
анализа с использовани�
ем программного пакета
«Statistica 6,1» и матема�
тических преобразований
по Chou [6] при помощи
специально разработан�
ного алгоритма в про�
граммной оболочке MS
«Exсel».

Анализ взаимодей�Анализ взаимодей�Анализ взаимодей�Анализ взаимодей�Анализ взаимодей�
ствияствияствияствияствия. Результат взаимо�

действия тестируемых соединений оценивали по значению
комбинаторного индекса (CI), который рассчитывался по фор�
муле (1):

 , где 1)

(D)
j 
– доза (концентрация) агента, оказывающая эффект

определенной силы при комбинированном применении; (D
ч
)

j

– доза (концентрация) агента, оказывающая аналогичный
эффект при индивидуальном применении.

Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Характер распределения CI и DRI для различных комбинаторных сочетаний ресвератрола и мелатонина (AUC ХЛ). Число�
вые данные представлены в таблицах 2 и 3.

Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4. Характер распределения CI и DRI для комбинаторного сочетания аскорбата и мелатонина
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Значения CI трактовали в соответствии со следующей шка�
лой [6]: CI <0,1 – очень сильный синергизм (5+); CI=0,1�0,3
– сильный синергизм (4+); CI=0,3�0,7 – синергизм (3+):
CI=0,7�0,85 – умеренный синергизм (2+); CI=0,85�0,90 –
слабый синергизм (1+); CI=0,90�1,10 – аддитивный эффект
(0); CI=1,10�1,20 – слабый антагонизм (1�); CI=1,20�1,45 –
умеренный антагонизм (2�); CI=1,45�3,3 – антагонизм (3�);
CI=3,3�10,0 – сильный антагонизм (4�); >10 – очень силь�
ный антагонизм (5�).

Индекс снижения дозы (DRI) компонентов комбинации
рассчитывали по формуле (2):

  2)

Значение DRI показывает, во сколько раз можно снизить
дозу каждого компонента в комбинации для достижения эф�
фекта, сопоставимого с индивидуальным действием компо�
нента.

Результаты представлены графически в виде распреде�
лений комбинаторного индекса (Fa�CI�plot) и индекса сниже�
ния дозы. (Fa�DRI�plot) как функция фракции Fa (фракции
подавления ХЛ по отношению к контрольным значениям) в
эффективном диапазоне Е

10
�Е

95
 (0,1�0,95). CI < 1, = 1 и > 1

показывает синергизм, аддитивный эффект и антагонизм,
соответственно. На диаграммах указан 95% доверительный
интервал, рассчитанный с использованием методики Т. Chou
и H. Kim [6].

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

казало, что наиболее активным и эффективным ингибито�
ром респираторного взрыва фагоцитов является ресверат�
рол (таблица 1). В отношении суммарной генерации АФК,
оцениваемой нами по AUC ЛХЛ, IC

50
 ресвератрола составила

1,8 (1,1x2,9) мкМ, для мелатонина этот показатель равнял�
ся 0,3 (0,2x0,4) мМ, аскорбат подавлял свечение только на
24% в максимальной испытанной концентрации. Возможные

причины низкой активности аскорбата в клеточных тестах,
обнаруженные нами и другими авторами [10, 5, 13], обсуж�
дались ранее [1].

Комбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действие
Максимальная эффективность испытанных комбинаций

представлена в таблице 1. Если опираться только на эти ре�
зультаты, как делают большинство исследователей в Бела�
руси и ряде стран Восточной Европы при выполнении докли�
нических и клинических испытаний, то можно заключить, что
комбинация ресвератрола и мелатонина незначительно пре�
восходит по эффективности более активный компонент рес�
вератрол, другие же комбинации не имеют преимуществ пе�
ред индивидуальными компонентами или уступают им, как в
случае Р1/А1000 или Р1/М100/А1000. Скорее всего, ре�
зультатом такого анализа станет вывод об отсутствии пре�
имуществ у комбинаций и вопрос о разработке на их основе
новых клинических стратегий или лекарственных средств бу�
дет «исключен из повестки». Однако анализ с использовани�
ем методики профессора Chou – руководителя Центральной
лаборатории доклинических испытаний Мемориального он�
кологического центра им. Слоуна�Кеттеринга (Нью�Йорк), ши�
роко апробированной в экспериментальных и клинических
испытаниях, ведет к иным заключениям.

КККККомбинация 1 – Ресвератрол + Аскорбатомбинация 1 – Ресвератрол + Аскорбатомбинация 1 – Ресвератрол + Аскорбатомбинация 1 – Ресвератрол + Аскорбатомбинация 1 – Ресвератрол + Аскорбат.....
На основе анализа выполненных ранее пилотных иссле�

дований, а также данных литературы об антирадикальном
потенциале и иммунотропных свойствах ресвератрола [7, 22]
и аскорбата [13], было выдвинуто предположение о синер�
гизме комбинации, в которой аскорбат будет выступать в роли
восстановителя для ресвератрола, содержащего фенольное
и резорциновое кольца, связанные между собой винилено�
вым фрагментом и требующего постоянного донора электро�
нов для регенерации. Ранее нами показано, что такие эф�
фекты аскорбат демонстрирует в комбинации с другим про�
изводным фенола – токоферолом в сочетаниях Т1/А10 и
Т1/А100 [1]. Учитывая наличие нескольких восстановитель�
ных центров в молекуле ресвератрола, взаимодействие изу�
чали в условиях 100 и 1000�кратного превалирования ас�

Рис. 5. Рис. 5. Рис. 5. Рис. 5. Рис. 5. Характер распределения CI и DRI для комбинации ресвератрола, мелатонина и аскорбата в соотношении Р1/М100/
А1000. Числовые данные представлены в таблицах 2 и 3.
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Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6. Взаимодействие ресвератрола, мелатонина и аскор�
бата на модели респираторного взрыва фагоцитов (AUC ХЛ) по
результатам испытания наиболее рациональных комбинаторных
сочетаний: Р1/А1000, Р1/М100, А10/М1, Р1/М100/А1000.

Условные обозначения: – очень сильный синергизм (5+), –
сильный синергизм (4+), – синергизм (3+), – умеренный синер�
гизм (2+), – аддитивный эффект (0), – слабый антагонизм (1�), –
умеренный антагонизм (2�).

Рис. 7. Рис. 7. Рис. 7. Рис. 7. Рис. 7. Гипотетические взаимодействия ресвератрола, мела�
тонина и аскорбата при комбинированном применении в усло�
виях взрывной фагоцитарной генерации АФК

корбата.
Характер прямых «концентрация�эффект» (в обработке по

Chou и Kim) для комбинации ресвератрол+аскорбат показы�
вает, что они имеют меньший угол наклона по сравнению с
прямыми прототипов (рисунок 1.). Это само по себе может
рассматриваться как преимущество композиций при совпа�
дении по другим учитываемым признакам.

Вопреки ожиданиям, активность ресвератрола в комби�
нации с аскорбатом снижалась во всем диапазоне эффек�
тивных концентраций. Дальнейший анализ комбинации по�
казал, что взаимодействие ресвератрола и аскорбата соот�
ветствует критериям аддитивности в соотношении 1/1000,
тогда как при сочетании 1/100 проявляется выраженный
антагонизм компонентов в отношении совокупной клеточной
генерации АФК, если судить по средневзвешенным показа�
телям комбинаторного индекса (таблица 2, рисунок 2 – ана�
лиз по AUC).

Анализ значений комбинаторного индекса на различных
уровнях эффекта показывает, что взаимодействие компо�
нентов зависит от их концентраций. С увеличением концент�
рации компонентов в клеточной суспензии растет вероятность
синергизма, для проявления которого, однако, необходимо
1000�кратное превалирование аскорбата (рисунок 2.2).

Поскольку изолированое действие ресвератрола и аскор�
бата в отношении Nox2�зависимой и совокупной генерации
АФК макрофагов различалось, представлялось целесообраз�
ным проанализировать действие композиции на Nox2�зави�
симый процесс (таблица 1, рисунок 2 – анализ по DAUC).
Очевидно, что эффект соответствует критериям синергизма в
сочетании 1/1000 (рисунок 2.4), что касается сочетания 1/
100, высокая вариабельность ответа делает заключение об
антагонизме менее надежным (рисунок 2.3).. Отличительной
особенностью является и то, что в отношении Nox2�зависи�
мой продукции АФК происходило быстрое насыщение эффек�
та изученных композиций.

Таким образом, в отношении Nox2�зависимой продукции
АФК компоненты работают скорее синергично или аддитивно
в эффективном диапазоне (Е

16�84
). Что касается совокупной

генерации АФК, то комбинации ресвератрола и аскорбата
синергичны в диапазоне концентраций, превышающих IC

50

при условии 1000�кратного превалирования аскорбата. Рас�
чет DRI показывает, что существует возможность значитель�
ного снижения концентраций компонентов в диапазоне Е

50�84

(таблица 3).
Комбинация 2 – Ресвератрол + МелатонинКомбинация 2 – Ресвератрол + МелатонинКомбинация 2 – Ресвератрол + МелатонинКомбинация 2 – Ресвератрол + МелатонинКомбинация 2 – Ресвератрол + Мелатонин
Теоретические предпосылки рациональности такой ком�

бинации состоят в потенциале взаимодействия этих соедине�
ний на разных этапах реализации их антирадикального и био�
логического действия. Оба компонента такой комбинации
обладают мощным антирадикальным потенциалом, но раз�
личаются радикальной специфичностью и кинетическими ха�
рактеристиками радикальных трансформаций и могут обес�
печивать взаимную регенерацию. При этом мелатонин в ка�
честве восстановителя имеет очевидное преимущество – в
отличие от аскорбата он не дает агрессивных радикальных
форм или токсичных для клетки метаболитов. Кроме того,
оба соединения имеют различные мишени биологического
действия в фагоцитах, воздействие на которые, ведет к оди�
наковому результату – подавлению респираторного взрыва
[2, 10].

Эта композиция соответствовала критериям синергизма
во всех изученных молярных отношениях (Р1/М1, Р1/М10,
Р1/М100). Наиболее сильный синергизм проявлялся при
100 и 10�кратном превалировании мелатонина, тогда как в
сочетании 1/1 синергизм уменьшался и приобретал выра�
женную дозовую зависимость (рисунок 3).

Комбинация 3 — Аскорбат + МелатонинКомбинация 3 — Аскорбат + МелатонинКомбинация 3 — Аскорбат + МелатонинКомбинация 3 — Аскорбат + МелатонинКомбинация 3 — Аскорбат + Мелатонин
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Испытание этой комбинации показало, что аскорбат и ме�
латонин работали синергично в изученных сочетаниях (А1/
М1 и А10/М1). Действие на совокупную генерацию АФК за�
висело от концентрации (рисунок 4).

В отношении Nox2�зависимой генерации АФК синергизм
проявлялся уже при низких концентрациях и носил насыща�
ющий характер (таблица 2). В обоих случаях комбинация пре�
восходила в максимальной эффективности индивидуальные
эффекты аскорбата и не уступала мелатонину (таблица 1).
Десятикратное изменение концентрации мелатонина прак�
тически не влияло на результат взаимодействия.

Таким образом, при тестировании двухкомпонентных ком�
бинаций наиболее рациональным оказалось сочетание ме�
латонина и ресвератрола. Эту комбинацию отличает сильный
синергизм компонентов (таблица 2) и широкие возможности
управления их дозой (концентрацией) (таблица 3).

Комбинация 4 – Ресвератрол + Мелатонин +АскорбатКомбинация 4 – Ресвератрол + Мелатонин +АскорбатКомбинация 4 – Ресвератрол + Мелатонин +АскорбатКомбинация 4 – Ресвератрол + Мелатонин +АскорбатКомбинация 4 – Ресвератрол + Мелатонин +Аскорбат
Такая комбинация представляется наиболее обоснован�

ной с позиций синергизма, учитывая индивидуальный анти�
радикальный потенциал компонентов и их иммунотропные
свойства.

Изучение тройной комбинации антиоксидантов в сочета�
ниях, выбранных с учетом результатов предварительного ис�
следования, показало, что с позиций синергизма наиболее
рациональна композиция Р1/М100/А1000 как в отношении
совокупной, так и Nox2�зависимой продукции АФК в макро�
фагах (таблица 2, рисунок 5). При этом в отношении Nox2�
зависимой генерации компоненты демонстрировали выра�
женное синергичное действие и насыщающий эффект с уров�
ня Е

30
. Совокупная генерация АФК зависела от концентра�

ции компонентов.
Наглядно результаты испытания комбинаций ресверат�

рола, мелатонина и аскорбата можно представить в виде
полигонограммы (рисунок 6). Если рассматривать трёхком�
понентную комбинацию, то по средневзвешенным значени�
ям CI она синергична, как в отношении совокупной (2+), так
и Nox2�зависиной (4+) генерации АФК, что свидетельствует о
её потенциальной эффективности вне зависимости от кле�
точных источников свободных радикалов кислорода. Что ка�
сается двойных сочетаний, то в отношении Nox2�зависиной
генерации, все они синергичны с кинетикой насыщения на
уровне Е

30 
(рисунок 6.2). Это свидетельствует о высоком за�

пасе прочности и целесообразности практического примене�
ния таких сочетаний ресвератрола, мелатонина и аскорбата
при избыточной активации Nox2. Что касается совокупной
клеточной генерации АФК, то результат целиком зависит от
концентрации испытуемых компонентов (рисунок 6.1). Так, в
области относительно низких концентраций, обеспечивающих
30% эффект (Е

30
), тройная комбинация демонстрировала сла�

бый антагонизм (1�), комбинация ресвератрола и аскорбата
– умеренный антагонизм (2�), а мелатонин и аскорбат взаи�
модействовали аддитивно. С увеличением концентрации ком�
понентов (Е

70
) все испытанные комбинации работали синер�

гично. Этот феномен можно объяснить следующим обстоя�
тельством. В диапазоне низких концентраций более вероят�
ны конкурентные отношения антиоксидантов с люминофо�
ром за АФК с одной стороны, и восстановители – с другой.
Однако в случае Nox2�зависиной генерации АФК этого не про�
исходит. Причиной могут быть ингибирующие влияния ресве�
ратрола и мелатонина на процессы сборки этого ферментно�
го комплекса. Синергизм биологического действия этих ве�
ществ в фагоцитах весьма вероятен, так как фагоциты несут
рецепторы мелатонина, через активацию которых, как не�
давно показано [9], можно управлять сборкой Nox2 и синте�
зом различных регуляторных молекул. Ресвератрол ингиби�
рует Nox2, но не влияет на активность ксантиноксидазы при
респираторном взрыве [10]. Наиболее вероятными механиз�
мами управления активностью Nox2 считается регуляция внут�

риклеточных кальциевых токов и киназных каскадов, вклю�
чая NK, ERK и p38 MAPK, необходимых для сборки фермента
[8, 10]. Кроме того, ресвератрол модифицирует экспрессию
генов в фагоците, хотя дизайн нашего исследования не по�
зволяет рассчитывать на это действие. Таким образом, кине�
тика насыщения эффекта в отношении Nox2�зависимого пула
АФК может быть обусловлена синергичной модификацией
клеточного метаболизма в дополнение к прямому антиради�
кальному действию.

Что касается совокупной продукции АФК, то здесь, по�
видимому, доминируют прямые антирадикальные эффекты
компонентов, гипотетические взаимодействия которых пред�
ставлены на рисунке 7. Потенциальное преимущество ком�
позиции ресвератрола, мелатонина и аскорбата состоит в том,
что она способна нейтрализовать не только кислород�цент�
рированные, но и углерод�центрированные (реакции 9 и 13)
радикалы биологических молекул, одновременно обеспечи�
вая взаимную регенерацию компонентов. Патологическое
значение неконтролируемой продукции кислород�и углерод�
центрированнх радикалов in vivo широко обсуждается в науч�
ной периодике [13, 18], а поиск эффективных ингибиторов
их образования является актуальной задачей свободнора�
дикальной фармакологии и биохимии.

Такие взаимодействия чрезвычайно чувствительны к лю�
бым флюктуациям среды, поэтому люминофор, содержащий�
ся в относительно высоких концентрациях, будет вносить
вклад в радикальные взаимодействия компонентов. Учиты�
вая, что эти влияния нивелируются с увеличением концент�
раций ресвератрола, мелатонина и аскорбата, результат вза�
имодействия высоких концентраций будет отличаться от низ�
ких концентраций. Включение люминола во взаимодействие
антирадикальных соединений позволяет оценивать запас
прочности атниоксидантов и их композиций и облегчает вы�
бор доз для испытаний in vivo. Полученные результаты, кро�
ме того, поддерживают точку зрения о том, что антиоксидан�
тный потенциал комбинаций фенолов и аскорбата лежит в
области высоких концентраций, что необходимо учитывать
при их доклиническом и клиническом изучении.

ВыводыВыводыВыводыВыводыВыводы
1. Действие композиций ресвератрола, мелатонина и ас�

корбата на модели респираторного взрыва макрофагов при
любом комбинаторном сочетании зависит от концентраций
антиоксидантов в отношении общего количества АФК, гене�
рируемых при респираторном взрыве, и характеризуется
кинетикой быстрого насыщения в отношении Nox2�зависи�
мого пула АФК.

2. Характер взаимодействия ресвератрола и аскорбата
зависит от концентраций и молярных соотношений компо�
нентов комбинации. Более рациональной является комби�
нация с 1000�кратным превалированием аскорбата. Умень�
шение аскорбата на порядок (соотношение Р1/А100) ведет к
снижению антиоксидантного синергизма и проявлению про�
оксидантных свойств. В обеих композициях в области низких
концентраций ресвератрола и аскорбата превалирует анта�
гонизм.

3. Мелатонин и аскорбат синергично ингибируют респира�
торный взрыв макрофагов в молярных соотношениях А1/
М1…А10/М1, Сила синергизма прямо коррелирует с кон�
центрацией компонентов комбинации.

4. Ресвератрол и мелатонин проявляют выраженный си�
нергизм при молярных соотношениях Р1/М1…Р1/М100.
Комбинация мелатонина и ресвератрола демонстрирует наи�
больший синергизм и максимальную стабильность эффекта
при значительных вариациях концентраций компонентов.

5. Тройная комбинация аскорбата с ресвератролом и ме�
латонином синергична в области высоких концентраций при
значительном превалировании аскорбата и мелатонина над
ресвератролом (соотношение Р1/М100/А1000). На модели
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фагоцитарной генерации АФК эта комбинация не обнаружи�
вает преимуществ перед сочетаниями ресвератрола и мела�
тонина.
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Ïðîâåäåíî âûÿâëåíèå ìàðêåðîâ ïàðâîâèðóñíîé B19 èíôåêöèè â ñûâîðîòêå êðîâè ëèö ñ îñòðûìè ýêçàíòåìíû-
ìè çàáîëåâàíèÿìè â îáùåé ïîïóëÿöèè æèòåëåé Áåëàðóñè è ïàöèåíòîâ äåòñêîãî îíêîãåìàòîëîãè÷åñêîãî ñòàöè-
îíàðà ã. Ìèíñêà â ïåðèîä 2005-2008 ãã. Âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â âîçðàñòíîé ñòðóêòóðå çàáîëåâøèõ, ãîäîâîé
äèíàìèêå è ñåçîííîñòè îñòðîé ïàðâîâèðóñíîé èíôåêöèè â îáùåé ïîïóëÿöèè è ñðåäè ïàöèåíòîâ ñ ãåìàòîëîãè÷åñ-
êèìè çàáîëåâàíèÿìè.
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COMPARATIVE EPIDEMIOLOGICAL FEATURES OF PARVOVIRUS B19 INFECTION IN
PATIENTS WITH ACUTE EXANTHEMATOUS DISEASES AND WITH HEMATOLOGIC
DISORDERS

The markers of Parvovirus B19 infection were investigated in sera samples from the patients with acute
exanthematous diseases among Belarus population and from the patients of Minsk’ children onkohematologic clinic
during 2005-2008. The differences in age distribution, year and seasons dynamics of parvovirus infection in common
population and among the patients with hematological diseases were revealed.
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