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Рис. 1. Рис. 1. Рис. 1. Рис. 1. Рис. 1. FcγR�опосредованная активация НАД(Ф)Н�оксидазы (Nox2)
в фагоцитах
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The nifedipine interacts with isoproterenol in antagonistic manner on the model of FcγR-induced respiratory burst
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Макрофаги играют главную роль в воспалительной ре�
  акции благодаря инициации и поддержанию спе�

цифического иммунного ответа. Первичная защита от аг�
рессии патогенов достигается несколькими механизма�
ми, главными их которых являются наработка и выброс
цитокинов, ферментов, цитотоксических пептидов и ак�
тивных форм кислорода (АФК). Последние не только обес�
печивают макрофагам цитотоксической действие, но и уча�
ствуют в предобработке антигенов для презентации их Т�
лимфоцитам [3, 11]. Генерация АФК обеспечивается ак�
тивностью фермента Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы, который со�
стоит из шести субъединиц, разобщенных в состоянии по�
коя фагоцита. Для активации фермента необходима пос�
ледовательная сборка всех субъединиц в единый комп�
лекс, представляемый на мембране фагоцита. К субъеди�
ницам фермента относятся: p47phox, p67phox, p40phox,
р22phox, gр91phox (Nox2) и ГТФ�аза Rac [13].

В исследовании, результаты которого представлены в
настоящей работе, индуктором генерации АФК является
опсонизированный зимозан. Современные представле�
ния об активации Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы при действии
этого индуктора сводятся к следующему (рисунок 1).

FcγR�зависимая активация Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы
происходит одновременно с формированием фагосомы и
управляется несколькими сигнальными путями и эффек�
торами [8, 7, 13].

Прежде всего, стимуляция FcγR
 
активирует фосфоино�

зитол�3�киназу лейкоцитов (PI3�K). PI3�K далее фосфори�
лирует мембранные липиды, что ведет к накоплению фос�
фатидил�инозитол�трифосфата (PIP

3
), который и является

критическим звеном в активации Nox2�НАД(Ф)Н�оксида�
зы – блокада PI3�K ингибирует продукцию супероксидно�
го радикала (O

2
•) – главного продукта фермента. PIP

3
 вза�

имодействует с плекстрин�гомологичными (РН) доменами
протеинов и активирует сериновую киназу – Akt/протеин�
киназу В. Akt фосфорилирует субъединицу p47phox по ос�
таткам серина, что освобождает аутоингибиторную петлю

p47phox и активирует эту субъединицу. Кроме того, PIP
3
 иници�

ирует замену ГДФ на ГТФ в Rac, в результате чего Rac активи�
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руется. Активированный Rac�ГТФ связывается с мембраной
и взаимодействует с p67phox, что является необходимой сту�
пенью активации оксидазы. Следующей ступенью является
фосфорилирование p47phox за счет активности киназ, рабо�
тающих ниже Rac, таких как p21�активируемая киназа (PAK).
Фосфорилирование р47phox является ключевым этапом акти�
вации Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы в котором принимают участие
и другие эфекторные молекулы, включая протеинкиназу С
(РКС) n арахидоновую кислоту (АА). Для макрофагов оба эф�
фектора исключительно важны. Так, РКС не только напря�
мую фосфорилирует р47, но и активирует индуцибельную
фоcфолипазу А

2
 (iPLA

2
), а также киназу Erk с последующей

передачей сигнала на конститутивную фоcфолипазу А
2 

(cPLA
2
).

Это ведет к генерации АА, которая стимулирует транслока�

цию p67phox и p47phox к мембране и их ассоциацию с Nox2
(gp91phox) и p22phox в полноценный ферментный комплекс.

После связывания FcγR с частицами, опсонизированны�
ми IgG, происходит активация киназ семейства Src, что ведет
к фосфорилированию при их участии тирозиновых остатков в
рецепторных доменах ITAM. Фосфорилированные ITAMs слу�
жат «стыковочными» сайтами для киназ Syk, которые иници�
ируют несколько нисходящих сигнальных путей. Ключевым
звеном для сборки и активации Nox2 является активация
фосфотидилинозитол�3�киназы (PI3�K). PI3�K стимулирует на�
копление фосфотидил�инозитол�трифосфата (PIP

3
), который

активирует Akt и PIP
3
�зависимые GEFs. Akt фосфорилирует

p47phox, а GEF стимулирует GDP�GTP обмен в Rac. Rac затем
может активировать p67phox, а также p21�активируемые ки�
назы (PAK). PAK подобно Akt и РКС завершают фосфорилиро�
вание p47phox по остаткам серина, тем самым обеспечивая
сборку оксидазы. Важную роль играют и другие пути внутри�
клеточной сигнализации. Подробности в тексте.

Важные модулирующие влияния в сборку Nox2�НАД(Ф)Н�
оксидазы привносят кальций, фосфолипазы C и D. Кальций
облегчает высвобождение АА и реализацию её активности,
обеспечивает деполимеризацию актина вокруг фагосомы и,
возможно, «заякоревание» на мембране Nox2�НАД(Ф)Н�ок�
сидазы. Накопление кальция происходит при участии PLC и
её продукта IP

3
. PKC может управлять сборкой Nox2�НАД(Ф)Н�

оксидазы через прямую активацию Erk и некоторых изоформ

Таблица 1. Сравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированного
и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�
ротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрыв
макрофагов (по критерию AUC ХЛ, n=4�6)макрофагов (по критерию AUC ХЛ, n=4�6)макрофагов (по критерию AUC ХЛ, n=4�6)макрофагов (по критерию AUC ХЛ, n=4�6)макрофагов (по критерию AUC ХЛ, n=4�6)

Примечание к таблицам 1 и 2. ИБМК – изобутил�метил�ксан�
тин, 1КОК – комбинаторное отношение компонентов, 2IC

50
 – кон�

центрация испытуемого соединения, ингибирующая респиратор�
ный взрыв макрофагов на 50% по отношению к контролю при
индивидуальном или комбинированном применении (в виде от�
рицательного десятичного логарифма молярных концентраций);
3EС

max
 – максимальная эффективная концентрация, 4E

max 
– мак�

симальный эффект, в % подавления ХЛ, указано средне значение
и ошибка среднего. P<0,05 в сравнении с изолированным дей�
ствием (*) – ресвератрола, (#) – нифедипина, (?) – изопротерено�
ла по t�критерию Стьюдента.

Таблица 2. Сравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированногоСравнительная эффективность изолированного
и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�и комбинированного действия нифедипина, колхицина, изоп�
ротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрывротеренола, ИБМК и ресвератрола на окислительный взрыв
макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=6)макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=6)макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=6)макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=6)макрофагов (по критерию DAUC ХЛ, n=6)
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PLA
2
. Фосфолипазы D и С играют важную роль в активации

PKC за счет эффектов ди�ацил�глицерола (DAG) (рисунок 1).
Кроме того, ГТФ�аза ARF6 активирует полимеризацию акти�
на, а также индуцирует локальный экзоцитоз везикул и встра�
ивание в мембрану фагосомы Nox2. Полимеризация актина
способствует корректной сборке и закреплению на мембра�
не всего ферментного комплекса.

Конечный этап сборки и активации Nox2�НАД(Ф)Н�окси�
дазы выглядит следующим образом.

� � � � �  Фосфорилирование р47phox ведет к конформационным
изменениям, позволяюшим ей взаимодействовать с р22phox.

�  �  �  �  �  Предварительно образованный комплекс р47phox�
р67phox�р40phox перемещается к мембране с образованием
связи р47phox�р22phox.

� � � � � Rac ГТФ�аза взаимодействует с р67phoх, обеспечивая его
правильную ориентацию и контакт с цитохромом, что в конце
концов замыкает цепь транспорта электронов.

� � � � � Взаимодействие р47phox и р40phox с фосфоинозитидами
мембраны способствует дополнительному закреплению ком�
плекса.

� � � � � Сборка активирует продукцию О
2
• путем переноса элек�

трона от НАДФНН+ цитозоля на кислород люминальной по�
верхности клетки. Продукция О

2
• происходит внутрь фагосо�

мы или любого клеточного образования в мембрану которо�
го встроена полноценная Nox2�НАД(Ф)Н�оксидаза. Другие
АФК генерируются на основе супероксида.

Таким образом, важнейшее значение в активации Nox2�
НАД(Ф)Н�оксидазы при FcγR�зависимом фагоцитозе имеет
PIP

3 
и катионы Сa2+, а также ассоциированные с ними меха�

низмы внутриклеточной сигнализации. Эти же пути активиру�

ются при стимуляции рецепторов, ассоциированных с Gi�про�
теинами. Примером таких рецепторов являются CD14�TLR�4
макрофагов, с которыми взаимодействуют бактериальные
липополисахариды (ЛПС) [12]. Каскады, индуцируемые их свя�
зыванием на фагоците, подобны тем, что описаны выше для
FcγR�зависимого фагоцитоза. Блокада этих механизмов за
счет прямых ингибиторных влияний или включения альтерна�
тивных путей внутриклеточного сигналинга должно приводить
к ингибированию Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы, что является це�
лью фармакотерапевтического воздействия при избыточной
активации фермента.

Одним из наиболее доказанных конкурентных путей для
PIP

3 
в фагоцитах является аденилатциклазный каскад внут�

риклеточных событий, включающий накопление цАМФ с пос�
ледующей активацией протеинкиназы А (PKA), индуцирующей
несколько ответов, важнейшим из которых является инакти�
вация пути c�Raf�1/Erk через подавление фосфорелирова�
ния c�Raf протеина [6]. Доминантная роль Erk в сборке Nox2�
НАД(Ф)Н�оксидазы обсуждалась выше. Аденилатциклазы ас�
социированы с Gs�протеинами, которые в свою очередь свя�
заны со множеством 7�TMS рецепторов, представленных на
мембране макрофага, включая рецепторы вазоактивного ин�
тестинального пептида, вазопрессина, простациклина, пара�
тиреоидного гормона, гистамина и серотонина, а также β�ад�
ренергические рецепторы [12]. С позиции фармакологичес�
кого управления активностью Nox2�НАД(Ф)Н�оксидаз после�
дние привлекают особое внимание, поскольку множество
лекарственных средств, используемых в клинической прак�
тике при патологии, ассоциированной с оксидантным стрес�
сом и гиперактивностью Nox2�НАД(Ф)Н�оксидаз (атероскле�
роз, эндотелиальная дисфункция, вазоспазм, воспаление и
др. [9]) являются агонистами или антагонистами этих рецеп�
торов. С другой стороны, в медицинской практике широко
используются прямые модуляторы внутриклеточного уровня
цАМФ, такие как ингибиторы фосфодиэстераз (ФДЭ) и моду�
ляторы цитоархитектоники. Изучение фармакодинамических

Таблица 3. Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�
личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�
ротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)

Примечание к таблицам 3�6. 1Комбинаторное отношение ком�
понентов. 2IC [

16%
…

84%
] – концентрации модулятора, ингибирую�

щие оксидантный взрыв на 16…84% по сравнению с контролем
(в отсутствие модулятора). 3Средневзвешенное значение, рассчи�
танное, как M[CI

30�70
]=[3CI

30
+2CI

50
+CI

70
]/6.

Таблица 4. Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�Значения комбинаторного индекса (CI) для раз�
личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�личных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина, изоп�
ротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)ротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)
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взаимодействий модуляторов цАМФ�зависимого сигналинга
между собой, а также с ингибиторами внутриклеточных Ca2+�

токов представляет фундаментальный и прикладной интерес,
поскольку не только позволяет установить паттерны кросс�
регуляции этих каскадов, но выявить синергичные комбина�
ции, являющиеся основой для разработки новых фармакоте�
рапевтических тактик или лекарственных средств комбини�
рованного состава. Такой основой могут быть и комбинации
модуляторов внутриклеточного сигналинга с прямыми инги�
биторами активности Nox2�НАД(Ф)Н�оксидаз, такими как
транс�ресвератрол и его структурные аналоги, вызывающие
большой интерес исследователей в связи с уникальным спек�
тром фармакологической активности.

Настоящее исследование посвящено изучению фармако�
динамических взаимодействий 16�и комбинаторных сочета�
ний ингибиторов респираторного взрыва, обладающих раз�
личными молекулярными мишенями и механизмами действия
в клетке.

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 транс�ресве�

ратрол (3,4',5�тригидроксистильбен), колхицин, изобутил�ме�
тил�ксантин (ИБМК) – «Sigma�Aldrich», Германия; изопротере�
нол – «Serva», Германия; нифедипин – «Kraemer & Martin,
Pharma Handels�GmbH», Германия; люминесцентный зонд лю�
минол (5�амино�2,3�дигидро�1,4�фталазиндион) – «Sigma�
Aldrich», Германия; среду Хенкса без индикатора – ОАО «Диа�
лек», Беларусь; диметилсульфоксид – ООО «Фармтехноло�

гия», Беларусь; гепарин – РУП «Белмедпрепараты», Беларусь;
зимозан (сухие пекарские дрожжи); сыворотку крови круп�
ного рогатого скота – ОАО «Диалек», Беларусь.

Комбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетанияКомбинаторные сочетания. .  .  .  .  На первом этапе исследова�
ния изучалось индивидуальное действие транс�ресвератро�
ла, колхиицна, изобутил�метил�ксантина, изопротеренола, ни�
федипина в диапазоне концентраций от 10x9 до 10x4 М. По
результатам этих испытаний было обосновано изучение сле�
дующих молярных комбинаторных сочетаний: ресвератрола
и изопротеренола – 1/1 и 1/10 (10x8 – 10x5 М – ресверат�
рол + 10x7 – 10x4 М – изопротеренол); ресвератрола и нифе�
дипина 1/1, 1/10, 10/1 (10x8 – 10x5 М – ресвератрол + 10x7

– 10x4 М – нифедипин); колхицина и нифедипина 1/1, 1/10,
1/100 (10x7 – 10x4 М – колхицин + 10x7 – 10x4 М – нифеди�
пин); ИБМК и нифедипина 1/1, 10/1, 1/10 (10x8 – 10x4 М –
ИБМК + 10x7 – 10x4 М – нифедипин), ИБМК и изопротерено�
ла 1/1, 10/1, 1/10 (10x8 – 10x4 М – ИБМК + 10x7 – 10x4 М –
изопротеренол), нифедипина и изопротеренола 1/1, 1/10
(10x7 – 10x4 М – нифедипин + 10x7 – 10x4 М – изопротере�
нол).

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�

Таблица 5. Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�
нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,
изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (AUC ХЛ)

Таблица 6. Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�Значения индекса снижения дозы (DRI) для си�
нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,нергичных комбинаторных сочетаний нифедипина, колхицина,
изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)изопротеренола, ИБМК, ресвератрола (DAUC ХЛ)

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Взаимодействие ресвератрола, нифедипина, изопро�
теренола, изобутил�метил�ксантина (ИБМК) на модели респира�
торного взрыва фагоцитов (DAUC ХЛ) по результатам испытания
наиболее рациональных комбинаторных сочетаний: Н1/Изо10,
ИБМК1/Изо10, ИБМК10/Н1, К1/Н100, Р1/Н1, Р1/Изо1

Условные обозначения: – синергизм (3+), – умеренный си�
нергизм (2+), – слабый синергизм (1+), – аддитивный эффект (0),
– слабый антагонизм (1�), – антагонизм (3�), – сильный антаго�
низм (4�).
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ды Хенкса: 106 жизнеспособных макрофагов, люминол
(7x10x5 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.
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 использова�
нием парного t�критерия, межсерийные сравнения выполня�
ли по t�критерию Стьюдента, различия считали достоверны�
ми при вероятности ошибки < 5% (р<0,05).

Антиоксидантную активность соединений оценивали по сте�
пени подавления ХЛ, вычисляя эффективные ингибирующие
концентрации (IC

16
 – IC

84
) методом регрессионного анализа с

использованием программного пакета «Statistica 6,1» и ма�
тематических преобразований по Chou [5] при помощи спе�
циально разработанного алгоритма в программной оболоч�
ке MS «Exсel».

Анализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействияАнализ взаимодействия. Результат взаимодействия тес�
тируемых соединений оценивали по значению комбинатор�
ного индекса (CI), который рассчитывался по формуле (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.

Значения CI трактовали в соответствии со следующей шка�
лой [1]: 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 [5].

РезульРезульРезульРезульРезультаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждениетаты и обсуждение
В настоящей работе представлены результаты испытаний

6�и комбинаций, состоящих из соединений, ингибирующих
респираторный взрыв фагоцитов при индивидуальном дей�
ствии за счет различных механизмов управления клеточной
активностью и внутриклеточной передачи сигнала.

Индивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действиеИндивидуальное действие
Тестирование соединений показало, что они обладают со�

поставимой ингибирующей эффективностью в отношении со�
вокупной продукции АФК макрофагами, оцениваемой по E

max

AUC ЛХЛ. Активность по критерию IC
50 

колебалась от 1,81·10�

6 М для ресвератрола, до 2,05·10�5 М для изопротеренола
(таблица 1).

В отношении Nox2�зависимого процесса максимальную
эффективность демонстрировали нифедипин и ИБМК (94�
99%), превосходя по этому показателю изопротеренол и рес�
вератрол (82�77%), наименьшую максимальную эффектив�
ность демонстрировал колхицин (67%). Наиболее активными
по критерию IC

50
 были нифедипин и ресвератрол (таблица 2).

Ранее нами показано, что ингибирующее действие нифе�
дипина на респираторный взрыв фагоцитов обусловлено бло�
кадой медленных кальциевых токов [1], аналогичный эф�
фект изопротеренола обесвечивается стимуляцией β�АР фа�
гоцитов [2]. Что касается колхицина, то он вызывает деполи�
меризацию элементов цитоскелета и нарушает транспорт в
фагоците, действие ИБМК обусловлено блокадой фосфодиэ�
стераз [1, 2]. Активность ресвератрола обеспечивается по�

Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Рис. 3. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний изопротеренола и нифедипина.
Здесь и на рис. 5�9 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, рассчитанный с использованием алгоритма Т.С.Chou и H.Kim.
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давлением сборки Nox2�НАД(Ф)Н�оксида�
зы [15].

Комбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действиеКомбинированное действие
Результаты исследования можно пред�

ставить в виде полигонограмм, наглядно
показывающих результат фармакодина�
мических взаимодействий (рисунок 2).
Взаимодействие нифедипина и колхици�
на в полигонограмму не включалось.

Комбинация 1. Изопротеренол + Ни�Комбинация 1. Изопротеренол + Ни�Комбинация 1. Изопротеренол + Ни�Комбинация 1. Изопротеренол + Ни�Комбинация 1. Изопротеренол + Ни�
федипин. федипин. федипин. федипин. федипин. Ингибирование внутриклеточ�
ных кальциевых токов нифедипином с од�
новременной стимуляцией β�AR изопроте�
ренолом позволяют рассчитывать на фар�
макодинамический синергизм, проявля�
ющийся в нашем тесте ингибированием
респираторного взрыва. Вопреки ожида�
ниям, компоненты демонстрировали ан�
тагонизм на всех уровнях эффекта при
любых комбинаторных сочетаниях (табли�
цы 3 и 4, рисунки 2 и 3).

Мишени изопротеренола, нифедипина,
использованного в тесте индуктора рес�
пираторного взрыва – опсонизированных
дрожжевых частиц – и заинтересованные
внутриклеточные мессенджеры представ�
лены на рисунке 4.

Полученные результаты, тем не менее,
можно объяснить несколькими клеточны�

Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4. Агонисты рецепторов, сопряженных с Gs�и Gi�протеинами, внутриклеточные
сигнальные каскады и мишени испытанных соединений. ЛПС и опсонизированные
частицы для упрощения представлены в виде лигандов Gi�ассоциированных рецепто�
ров, хотя это справедливо только для CD14�TLR�4, FcγR работает подобно тирозинки�
назам. Пояснения в тексте.

Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний ИБМК, изопротеренола, нифедипина
(AUC – совокупная генерация АФК)AUC – совокупная генерация АФК)AUC – совокупная генерация АФК)AUC – совокупная генерация АФК)AUC – совокупная генерация АФК)



Â ïîìîùü ïðàêòèêóþùåìó âðà÷ó

140

ми феноменами, среди которых наиболее интересен эффект
Gs/Gi�переключения (Gs/Gi�switch). Эффект установлен для
многих GP�сопряженных рецепто�
ров, включая и β�AР [11, 10] Сущ�
ность его состоит в том, что при
определенных условиях β�AР спо�
собны стимулировать не Gs�про�
теины, сопряженные с PKA, а Gi�
протеины с последующей актива�
цией киназ MAP или других эф�
фекторных молекул, оказываю�
щих альтернативное PKA дей�
ствие. То есть стимуляция β�AР
способна индуцировать сигналы
и через PKA, и через MAPK�ассо�
циированные пути, которые мо�
гут вступать в перекрестные вза�
имодействия друг с другом, регу�
лируя клеточный ответ. Примени�
тельно к нашему исследованию
важно то, что при связывании
изопротеренола с β�AР перитоне�
альных макрофагов Gs/Gi�пере�
ключение ведет к одновре�
меннлй и быстрой активация
MAPK, Erk и p38, что в свою оче�
редь не ингибирует, а, напротив,
активирует Nox2 и запускает ге�
нерацию АФК (см. введение). В
присутствии ингибиторов кальци�
евых токов, таких как нифедипин,
подавляющих генерацию АФК,

реализация механизма Gs/Gi�переключения при действии
изопротеренола будет вести к фармакодинамическому анта�

Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6.Рис. 6. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний ИБМК, изопротеренола, нифедипина
(DAUC – Nox�зависимая генерация АФК)(DAUC – Nox�зависимая генерация АФК)(DAUC – Nox�зависимая генерация АФК)(DAUC – Nox�зависимая генерация АФК)(DAUC – Nox�зависимая генерация АФК)

Рис. 7.Рис. 7.Рис. 7.Рис. 7.Рис. 7. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний
Колхицин + НифедипинКолхицин + НифедипинКолхицин + НифедипинКолхицин + НифедипинКолхицин + Нифедипин
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гонизму, что и зафиксировано в наших экспериментах. Сим�
патическая модуляция иммунного ответа через β�AР, эксп�
рессированные на макрофагах считается одним из важных
регуляторных механизмов, и при физиологических, и при па�
тологических состояниях. Ранее критическое значение Gs/
Gi�переключения в развитии воспалительного ответа макро�
фагов было показано при изучении действия изопротерено�
ла на синтез воспалительных медиаторов (TNF�α, IL�12) и NO•
[12]. Учитывая, что генерация АФК c участием Nox2 имеет
важнейшее значение для синтеза и биологического действия
указанных медиаторов воспаления, возможность Gs/Gi�пе�
реключения высоко вероятна. Такое переключение легко
объясняет различия в действии избирательного агониста β

2
�

AР сальбутамола на спонтанную генерацию АФК и респира�

торный взрыв макрофагов, обнаруженный ранее в наших
экспериментах [2] Более того, принадлежность макрофагов
к числу клеток, изменяющих свои ответы посредством пере�
ключения сигналинга между подтипами G�протеинов, может
объяснить и вариабельность ответов макрофагальной попу�
ляции на различные биологические стимулы, которая объяс�
нялась прежде лишь гетерогенностью рецепторной экспрес�
сии макрофагов, находящихся на разных стадиях дифферен�
цировки.

Альтернативным механизму Gs/Gi�переключения являет�
ся объяснение антагонизма нифедипина и изопротеренола
особыми свойствами PKA, активность которой зависит от уров�
ня внутриклеточного кальция. Значительное его падение инак�
тивирует PKA и эффекты, реализуемые при её участии, ниве�

Рис. 8.Рис. 8.Рис. 8.Рис. 8.Рис. 8. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний ресвератрола и нифедипина

Рис. 9.Рис. 9.Рис. 9.Рис. 9.Рис. 9. Характер распределения CI (Fa�CI�plot) для различных комбинаторных сочетаний ресвератрола и изопротеренола
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лируются, а это в нашей тест�системе будет проявляться анта�
гонизмом компонентов. Однако, учитывая, что антагонизм ни�
федипина и изопротеренола проявляется уже при низких кон�
центрациях и характеризуется кинетикой насыщения, вклад
этого механизма вряд ли можно считать значительным.

Комбинация 2. Изопротеренол + ИБМК. Комбинация 2. Изопротеренол + ИБМК. Комбинация 2. Изопротеренол + ИБМК. Комбинация 2. Изопротеренол + ИБМК. Комбинация 2. Изопротеренол + ИБМК. Наиболее раци�
ональным молярным сочетанием оказалось десятикратное
превалирование изопротеренола над ИБМК, при котором
компоненты демонстрировали синергизм в отношении Nox2�
зависимой генерации АФК, если судить по средневзвешен�
ным значениям комбинаторного индекса. Увеличение отно�
сительного содержания изопротеренола вело к уменьшению
синергизма и появлению аддитивного действия при соотно�
шениях ИБМК/изопротеренол 10/1…1/1. Избыточность изоп�
ротеренола подтверждается и расчетами индексов снижения
дозы (DRI) (таблицы 5 и 6).

Эти результаты хорошо согласуются с функциональной ро�
лью вторичных посредников в амплификации клеточных сиг�
налов. Эффект также сильно зависел от концентрации. С уве�
личением концентрации синергизм в отношении Nox2�зави�
симой генерации АФК нарастал, в отношении совокупной ге�
нерации – снижался, вплоть до появления антагонизма (со�
отношение 1/10, рисунки 2, 5 и 6).

Возможно, это связано с различной чувствительностью
АФК�генерирующих ферментов к эффектам цАМФ и альтер�
нативными влияниями цАМФ�зависимых каскадов на актив�
ность Nox2�оксидаз и NO�синтаз [4].

Известно, что индукция респираторного взрыва фагоци�
тов сопровождается повышением уровня цАМФ, которое на�
растает со временем и считается одним из механизмов по�
степенного затухания генерации АФК, препятствующих раз�
рушению клетки�генератора [6]. Стимуляция β�AR фагоцитов,
ассоциированных с Gs�протеином ведет к активации адени�
латциклазы и индукции цАМФ�зависимых каскадов, что по�
давляет генерацию АФК. Одновременное воздействие инги�
биторов ФДЭ, пролонгирующих действие цАМФ должно уси�
ливать этот эффект. Таким образом, синергизм комбинаций
изопротеренола и ИБМК легко объясним, не исключено, что
и в этом случае происходят Gs/Gi�переключения, вклад кото�
рых будет более заметен в области низких концентраций.
Возможно, именно этим эффектом объясняются выражен�
ные дозовые зависимости фармакодинамических взаимо�
действий изопротеренола и ИБМК.

Комбинация 3. ИБМК + Нифедипин. Комбинация 3. ИБМК + Нифедипин. Комбинация 3. ИБМК + Нифедипин. Комбинация 3. ИБМК + Нифедипин. Комбинация 3. ИБМК + Нифедипин. В отношении Nox2�
завсимого пула синергизм выявлен только при 10�кратном
превалировании ИБМК над нифедипином. Соотношение 1/1
демонстрировало выраженную дозовую зависимость и анта�
гонизм компонентов в области высоких концентраций, пре�
валирование нифедипина проявлялось антагонизмом во всем
эффективном диапазоне. Несмотря на результирующий си�
нергизм компонентов в отношении совокупной генерации
АФК, при инверсии молярного соотношения в пользу нифе�
дипина, синергизм в области низких концентраций умень�
шался. Эти паттерны могут быть следствием истощения эф�
фектов ИБМК при превалировании нифедипина, поскольку
вследствие низкой активности аденилатциклазы отсутствует
молекулярная основа для реализации действия ингибиторов
ФДЭ. Это подтверждается расчетом DRI для Nox2�зависимой
генерации АФК, который показывает, что для нифедипина
существует возможность значительного снижения концент�
рации во всем эффективном диапазоне даже при 10�крат�
ном превалировании ИБМК (таблицы 5 и 6).

Комбинация 4. Колхицин + Нифедипин. Комбинация 4. Колхицин + Нифедипин. Комбинация 4. Колхицин + Нифедипин. Комбинация 4. Колхицин + Нифедипин. Комбинация 4. Колхицин + Нифедипин. Взаимодействие
колхицина и нифедипина мало зависело от концентрации, но
сильно от молярного соотношения компонентов. Если соот�
ношение 1/1 демонстрировало сильный антагонизм в отно�
шении как совокупной, так и Nox2�зависимой генерации АФК,
то дальнейшее снижение содержания колхицина вело к

уменьшению антагонизма и появлению синергизма при 100�
кратном превалировании нифедипина (рисунок 7). Возмож�
но, в такой комбинации избыток колхицина нарушает лиганд�
рецепторные взаимодействия нифедипина, что проявляется
их антагонизмом. Что касается синергизма, то он может обес�
печиваться одновременным подавлением Са2+�зависимой ак�
тивации Nox2 при действии нифедипина и нарушением транс�
локации субъединиц фермента к клеточной мембране, что
обеспечивается колхицином. Кроме того, колхицин повыша�
ет содержание в клетке цАМФ [16], что также может вносить
вклад в синергизм компонентов.

Комбинации 5 и 6. Сочетания ресвератрола с изопроте�Комбинации 5 и 6. Сочетания ресвератрола с изопроте�Комбинации 5 и 6. Сочетания ресвератрола с изопроте�Комбинации 5 и 6. Сочетания ресвератрола с изопроте�Комбинации 5 и 6. Сочетания ресвератрола с изопроте�
ренолом и нифедипином. ренолом и нифедипином. ренолом и нифедипином. ренолом и нифедипином. ренолом и нифедипином. Ресвератрол – один из наиболее
хорошо изученных и широко известных компонентов красно�
го вина считается высоко эффективным антиоксидантом и
этим свойством объясняется множество его биологических
эффектов. Однако в отношении супероксидного аниона –
первичной АФК респираторного взрыва – ресвератрол, как
радикальная ловушка, не эффективен. Его ингибирующее
действие на респираторный взрыв фагоцитов связано с по�
давлением сборки Nox2 за счет нарушения взаимодействий
субъединицы gp91phox и ГТФ�азы Rac – важнейшего этапа
активации фермента [14, 15]. Ресвератрол широко изучает�
ся на биомоделях патологии, ассоциированной с оксидант�
ным стрессом, и является перспективным соединением для
разработки на его основе и основе его структурных аналогов
новых лекарственных средств.

В композиции с нифедипином ресвератрол демонстриру�
ет преимущественно антагонизм в отношении совокупной ге�
нерации АФК и аддитивный эффект в отношении Nox2�зави�
симой генерации при равноценном молярном соотношении
компонентов или превалировании ресвератрола над нифе�
дипином. Вероятность синергизма выше в области больших
концентраций (рисунок 8).

Композиция ресвератрола и изопротеренола при равном
молярном отношении компонентов демонстрирует аддитив�
ный эффект в области низких концентраций и синергизм в
области высоких в отношении Nox2�зависимой генерации. В
отношении совокупного пула АФК эффект значительно зави�
сит от дозы, как и в комбинации с нифедипином, синергизм
выявлен только в области высоких концентраций компонен�
тов (рисунок 9).

Антагонизм в области низких концентраций в отношении
Nox2�зависимой генерации АФК и во всем эффективном ди�
апазоне в отношении совокупной продукции АФК объясняет�
ся относительным увеличением вклада NO�синтазы и ксанти�
ноксидазы при действии ресвератрола на фагоциты [14, 15].
Что касается синергизма высоких концентраций, он легко
объясним изменениями клеточной сигнализации при дей�
ствии нифедипина, изопротеренола и ресвератрола, которые
обеспечиваются прямым подавлением кальций и Erk�зави�
симого участия арахидоновой кислоты в сборке ферментного
комплекса [8].

ВыводыВыводыВыводыВыводыВыводы
1. На модели FcγR�индуцированного респираторного взры�

ва макрофагов блокатор медленных кальциевых токов ни�
федипин и агонист β�адренергических рецепторов изопроте�
ренол демонстрировали фармакодинамический антагонизм
во всем эффективном диапазоне.

2. В отношении Nox2�зависимой генерации активных форм
кислорода взаимодействия ингибитора фосфодиэстераз изо�
бутил�метил�ксантина и ингибитора Nox2�НАД(Ф)Н�оксидазы
транс�ресвератрола с изопротеренолом и с нифедипином за�
висели от их концентраций в комбинации. В области низких
концентраций доминировали аддитивные эффекты или сла�
бый антагонизм, в области высоких – все композиции де�
монстрировали синергизм компонентов в наиболее рацио�
нальных молярных сочетаниях.
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ÇÓÁÎ×ÅËÞÑÒÍÛÕ ÀÍÎÌÀËÈÉ
Áåëîðóññêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò

Ïðåäñòàâëåíà ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ìîðôîëîãè÷åñêîé êàðòèíû êîñòíîé òêàíè ïîñëå ôîíîôîðåçà è èíäóê-
òîòåðìîýëåêòðîôîðåçà êàëüöèéñîäåðæàùèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ è ðåçóëüòàòû èõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíå-
íèÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êîñòíàÿ òêàíü, îñòåîãåíåç, ôîíîôîðåç, èíäóêòîòåðìîýëåêòðîôîðåç, îñòåîêåà,
ôèòàò êàëüöèÿ, ãëþêîíàò êàëüöèÿ, õëîðèä êàëüöèÿ, îðòîäîíòè÷åñêîå ëå÷åíèå, çóáî÷åëþñòíàÿ àíîìàëèÿ.

S.V.Ivashenko
REASON FOR USING PHONOPHORESIS AND CALCIUM CONTAINING

PHARMACEUTICAL DRUGS INDUCTIONELECTROPHORESIS FOR RECONSTRUCTION
OF BONE TISSUE IN RETENTION PHASE OF ORTHODONTICS TREATMENT DENTAL
ANOMALY

The comparative assessment of the morphological patterns of bone tissue after phonophoresis and
induktotermoelektroforeza calcium drugs and the results of their clinical application.

Key words: bone tissue, osteogenesis, phonophoresis, induktotermoelektroforez, osteokea, calcium phytate,
calcium gluconate, calcium chloride, orthodontic treatment, dental anomaly.

Одной из актуальных проблем современной стоматоло�
  гии является лечение больных с зубочелюстными ано�

малиями и деформациями, поскольку распространённость их в
странах СНГ и в мире остаётся высокой[10]. Так, Л.С. Величко и
соавторы [1] подобные аномалии выявили у 33,9% обследован�
ных. Морфологические и функциональные изменения при зубо�
челюстных аномалиях, не устранённые своевременно, с возрас�
том усугубляются, способствуют развитию заболеваний периодон�
та и височно�нижнечелюстного сустава, затрудняют протетические
мероприятия. Сроки ортодонтического лечения длительны, после
него нередки рецидивы. Это объясняется тем, что у взрослых пол�
ностью сформирован челюстно�лицевой скелет, образовались стой�
кие артикуляционные соотношения между зубными рядами и сни�
жены пластические возможности костной ткани [7]. Поэтому лече�
ние зубочелюстных аномалий в сформированном прикусе прово�
дится комплексным способом, при котором основные ортодонти�
ческие мероприятия в различные его периоды дополняются дру�
гими методами [2,3]. Ортодонтическое лечение состоит из актив�

ного и ретенционного периодов. В активном периоде ортодонти�
ческого лечения при помощи лечебных аппаратов перемещают
аномалийно стоящие зубы в правильное положение, в ретенцион�
ном – закрепляют полученные результаты, причём ретенцион�
ный период более длителен, чем активный.

Нами получены хорошие результаты по сокращению сроков
активного периода ортодонтического лечения за счет примене�
ния ультрафонофореза трилона Б на альвеолярный отросток в
области подлежащих перемещению зубов.Однако ретенционный
период ортодонтического лечения у этой категории больных за�
нимает значительно больший период времени, чем активный,
что диктует необходимость поиска средств, ускоряющих восста�
новительные процессы в костной ткани.

ЦельюЦельюЦельюЦельюЦелью настоящего исследования явилось изучение в экспе�
рименте состояния костной ткани после применения фореза каль�
цийсодержащих веществ и оценка в клинике результатов исполь�
зования этих методик при оптимизации комплексного ортодон�
тического лечения в ретенционном периоде. По данным литера�
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