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Ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ ëþìèíîëçàâèñèìîé è ëþöèãåíèíçàâèñèìîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ÕË) èçó-
÷åíû ïðîöåññû àêòèâàöèè êèñëîðîäà â ìîíîöèòàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ àäãåçèåé ê ñòåêëó. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðè÷èíîé ÕË ÿâëÿåòñÿ ãåíåðàöèÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ïðè âçàèìîäåéñòâèè ìîíîöèòîâ ñ ïî-
âåðõíîñòüþ ñòåêëà. Âûõîä ÀÔÊ ïðè àäãåçèè ìîíîöèòîâ ê ñòåêëó çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè èîíîâ Ca âî
âíåêëåòî÷íîé ñðåäå. Ïîâûøåíèå óðîâíÿ öèòîçîëüíîãî Ca2+ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íî-
ãî Ca2+ ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ôîñôîëèïàçû À2, 5-ëèïîêñèãåíàçû è öèêëîîêñèãåíàç. Èîíû ìàãíèÿ
íå âëèÿþò íà àêòèâàöèþ êèñëîðîäà êëåòêàìè. Èíêóáèðîâàíèå êëåòîê â ñðåäå áåç ãëþêîçû èëè äîáàâëå-
íèå â êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ áëîêàòîðà ãëèêîëèçà 2-äåçîêñè-D-ãëþêîçû ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâ-
íîñòè ÕË. Ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà óñòàíîâëåíî, ÷òî îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
â ìîíîöèòàõ ñâÿçàíî ñ ìåòàáîëèçìîì àðàõèäîíîâîé êèñëîòû è çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ôîñôîëèïàçû À2.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîíîöèòû, ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, àäãåçèÿ, õåìèëþ-
ìèíåñöåíöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÊ — àðàõèäîíîâàÿ êèñëîòà, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà,
ÄÀÁÖÎ — 1,4-äèàçîáèöèêëî-2,2,2-îêòàí, 5-ËÎ — 5-ëèïîêñèãåíàçà, ëþì-ÕË — ëþìèíîëçàâèñèìàÿ õå-
ìèëþìèíåñöåíöèÿ, ëþö-ÕË — ëþöèãåíèíçàâèñèìàÿ õåìèëþìèíåñöåíöèÿ, ÌÏÎ — ìèåëîïåðîêñèäàçà,
ÑÊ — ñàëèöèëãèäðîêñàìèêîâàÿ êèñëîòà, ÑÎÄ — ñóïåðîêñèääèñìóòàçà, ÕË — õåìèëþìèíåñöåíöèÿ.

Îäíîé èç îñîáåííîñòåé ìîíîöèòàðíûõ êëåòîê ÿâëÿ-
åòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü àäãåçèðîâàòü ê ïîâåðõíîñòè ñòåêëà
èëè ïëàñòèêà. Àäãåçèÿ ìîíîöèòîâ in vitro ê íåìîäèôèöè-
ðîâàííûì ïîâåðõíîñòÿì îñóùåñòâëÿåòñÿ â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ÷åðåç ñïåöèàëèçèðîâàííûå ñòðóêòóðû — àäãåçèíû
òèïà LFA-1, C3bi-ðåöåïòîð è äðóãèå ìîëåêóëû ñåìåéñòâà
èíòåãðèíîâ (Êîâàëü÷óê, ×åðåäååâ, 1991). Ïðèëèïàíèå è
ðàñïëàñòûâàíèå êëåòîê — âàæíåéøèå ñâîéñòâà ìîíîöè-
òîâ, ìàêðîôàãîâ è íåéòðîôèëîâ, íåîáõîäèìûå äëÿ ôàãî-
öèòîçà, ìåæêëåòî÷íîé êîîïåðàöèè è ýêñòðàâàçàöèè.
Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî àäãåçèÿ íåéòðîôèëîâ ê ïîäëîæ-
êàì èç ðàçëè÷íûõ ìàòåðèàëîâ (ñòåêëî, öåëëþëîçû, ìîíî-
êàðáîêñèöåëëþëîçà) ñîïðîâîæäàåòñÿ ãåíåðàöèåé àêòèâ-
íûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ñ ó÷àñòèåì ÍÀÄÔÍ-îêñèäà-
çû, ìèåëîïåðîêñèäàçû (ÌÏÎ) è ôåðìåíòîâ ìåòàáîëèçìà
àðàõèäîíîâîé êèñëîòû (ÀÊ) — 5-ëèïîêñèãåíàçû (5-ËÎ)
è öèêëîîêñèãåíàçû — è çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè âíå-
êëåòî÷íîãî Ca2+ (Ñåìåíêîâà, 1989; Êîâàëåíêî, 2002).
Ñïîñîáíîñòü ôàãîöèòîâ ãåíåðèðîâàòü ÀÔÊ ïðè àäãåçèè
ìîæåò èçìåíÿòüñÿ ïðè ðÿäå ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.
Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ó áîëüíûõ ïîëëèíîçîì âûõîä
ÀÔÊ ïðè àäãåçèè ìîíîöèòîâ ê ñòåêëó çíà÷èòåëüíî
âûøå, ÷åì ó çäîðîâûõ ëþäåé (Semenkova et al., 2004), à ó
àëüâåîëÿðíûõ ìàêðîôàãîâ è ìîíîöèòîâ êðîâè ïàöèåíòîâ
ñ ñàðêîèäîçîì ëåãêèõ ïðîäóêöèÿ ÀÔÊ, îáóñëîâëåííàÿ
àäãåçèåé, ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé (Semenkova et
al., 1997). Èçìåíåíèå êèñëîðîäàêòèâèðóþùåé ñïîñîáíî-

ñòè êëåòîê ïðè ýòèõ ïàòîëîãèÿõ êîððåëèðîâàëî ñ ïðîäóê-
öèåé öèòîêèíîâ (èíòåðëåéêèíîâ-1â è -6) (Tahanovich et
al., 2001; Êîâàëåíêî è äð., 2005) è ñîïðîâîæäàëîñü èçìå-
íåíèåì ïóòåé ìåòàáîëèçìà àðàõèäîíîâîé êèñëîòû (ÀÊ;
Semenkova et al., 2004).

Â ðÿäå ðàáîò îáñóæäàåòñÿ ñèãíàëüíàÿ ðîëü ÀÔÊ â
èììóííûõ ðåàêöèÿõ (Thannickal, Fanburg, 2000). Ìû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ñèñòåìû ãåíåðàöèè ÀÔÊ, ñâÿçàííûå
ñ ïðîöåññîì àäãåçèè êëåòîê ê íåñïåöèôè÷åñêèì ïîäëîæ-
êàì, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè ôóíêöèîíàëü-
íîãî îòâåòà ôàãîöèòîâ. Àíàëèç ñîáñòâåííûõ äàííûõ è
äàííûõ ëèòåðàòóðû ïîçâîëèë íàì èñïîëüçîâàòü ïðîöåññ
ãåíåðàöèè ÀÔÊ ìîíîöèòàìè ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó â êà-
÷åñòâå ïðîñòîé è óäîáíîé ìîäåëè äëÿ îöåíêè ôóíêöèî-
íàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ýòèõ êëåòîê â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè
(Semenkova et al., 2001, 2004).

ßâëåíèå îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ ïðè àäãåçèè ìîíîíóêëåà-
ðîâ ê íåñïåöèôè÷åñêèì ïîäëîæêàì îïèñàíî â åäèíè÷íûõ
ðàáîòàõ, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò äåòàëüíîå ïðåäñòàâëåíèå
î ìåõàíèçìàõ ýòîãî ïðîöåññà (Ohyama et al., 2001). Ñ öå-
ëüþ óñòàíîâëåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè
êèñëîðîäà ìîíîöèòàìè êðîâè ÷åëîâåêà ïðè àäãåçèè ê
ñòåêëó â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç ëþìèíîëçàâèñèìîé (ëþì-ÕË) è ëþöèãåíèíçàâèñèìîé
(ëþö-ÕË) õåìèëþìèíåñöåíöèè (ÕË) ýòèõ êëåòîê, à òàêæå
èçó÷åíî âëèÿíèå ôàêòîðîâ ñðåäû è èíãèáèòîðîâ ìåòàáî-
ëèçìà ÀÊ íà ïðîäóêöèþ ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ì î í î ö è ò î â èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðî-
âè çäîðîâûõ ëþäåé îñóùåñòâëÿëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëë-âåðîãðàôèíà ïî ñòàí-
äàðòíîé ìåòîäèêå (Êîâàëü÷óê, ×åðåäååâ, 1991). Ìîðôîëî-
ãè÷åñêèé êîíòðîëü ïîêàçàë, ÷òî ñîäåðæàíèå ìîíîöèòîâ â
ïîëó÷åííîé ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðîâ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå
80—90 %. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, óñòàíîâëåííàÿ â òå-
ñòå ñ òðèïàíîâûì ñèíèì, ñîñòàâèëà 95 %.

Ã å í å ð à ö è þ À Ô Ê îöåíèâàëè ïî ëþì-ÕË è
ëþö-ÕË ñ ïîìîùüþ áèîõåìèëþìèíîìåòðà ÁÕË-1
(Ìèíñê, Áåëàðóñü) â ñáàëàíñèðîâàííîì ñîëåâîì ðàñòâî-
ðå Ýðëà ïðè 37 °Ñ, pH 7.4 (Vetohin et al., 1986; Âåòîõèí è
äð., 1987). Èíòåãðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü ÕË èëè ñóì-
ìàðíûé âûõîä ÀÔÊ îïðåäåëÿëè êàê ïëîùàäü ïîä êðè-
âîé, çàïèñàííîé â òå÷åíèå 20 ìèí. Ñóñïåíçèþ ìîíîöè-
òîâ íàñëàèâàëè íà äíî êâàðöåâîé êþâåòû äèàìåòðîì
40 ìì. Ïåðåä íà÷àëîì èçìåðåíèé â àíàëèçèðóåìóþ ïðî-
áó îáúåìîì 1 ìë äîáàâëÿëè 5�10–5 ìîëü/ë ëþìèíîëà èëè
ëþöèãåíèíà è ðåãèñòðèðîâàëè êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìî-
ñòè èíòåíñèâíîñòè ÕË êëåòîê ïðè èõ àäãåçèè ê ñòåêëÿí-
íîìó äíó êþâåòû. ×èñëî ìîíîöèòîâ â 1 ìë ïðîáû ñî-
ñòàâëÿëî 5�10–5.

Î ï ð å ä å ë å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è è î í î â ê à ë ü -
ö è ÿ â öèòîçîëå îñóùåñòâëÿëè ôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì
ñ èñïîëüçîâàíèåì Ca2+-èíäèêàòîðà Fura 2-AM, äëèíû
âîëí âîçáóæäåíèÿ ñîñòàâëÿëè 340 è 380 íì, äëèíà âîëíû
ôëóîðåñöåíöèè — 520 íì (Maravall et al., 2000). Ôëóî-
ðåñöåíòíûå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ íà ôëóîðè-
ìåòðå LSF 1211A («ÑÎËÀÐ», Áåëàðóñü). Ðàñ÷åò âíóòðè-
êëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè êàëüöèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
èçâåñòíîé ôîðìóëû Ãðèíêåâèöà (Maravall et al., 2000).
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíÿÿ âåëè-
÷èíà è ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå äëÿ 5 íåçàâèñè-
ìûõ èçìåðåíèé.

È ç ó ÷ å í è å à ä ã å ç è â í î ñ ò è ê ë å ò î ê ê ñòåêëó ïðî-
âîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñòåêëÿííûå ïëàñòèíêè ïî-
ìåùàëè â ÷àøêè Ïåòðè, äîáàâëÿëè 1 ìë ñóñïåíçèè ìîíî-
öèòîâ è â òå÷åíèå 1 ÷ èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòàòå ïðè
37 °Ñ. Çàòåì ïëàñòèíêè ïðîìûâàëè â ñðåäå Ýðëà (pH 7.4)
è ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà è êàìåðû Ãîðÿåâà
ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êëåòîê, àäãåçèðîâàííûõ ê ñòåêëÿí-
íûì ïëàñòèíêàì íà åäèíèöó ïëîùàäè. Ïðè ñòàòèñòè÷å-
ñêîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëÿëè ñðåäíþþ âåëè-
÷èíó è ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå äëÿ 3—5 íåçà-
âèñèìûõ èçìåðåíèé. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà ïðè P = 0.95.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû: èíäîìåòàöèí, ÌÊ-886,
àñïèðèí, ñóïåðîêñèääèñìóòàçà (ÑÎÄ), êàòàëàçà, ìàííèò,
2-äåçîêñè-D-ãëþêîçà, ëþìèíîë, PMA, fMLP è àðàõèäî-
íîâàÿ êèñëîòà (ÀÊ; Sigma, ÑØÀ); Fura 2-AM (Molecular
Probes, ÑØÀ); ëþöèãåíèí (Fluka, Øâåéöàðèÿ); 1,4-äèà-
çàáèöèêëî-2,2,2-îêòàí (ÄÀÁÖÎ; Merck, Ãåðìàíèÿ); ñàëè-
öèëãèäðîêñàìèêîâàÿ êèñëîòà (ÑÊ; Aldrich, Ãåðìàíèÿ);
ñðåäà Ýðëà (â ìîëü/ë): 1.1�10–1 NaCl, 5.4�10–3 KCl,
9.0�10– 4 NaH2PO4�2H2O, 5.0�10– 4 CaCl2, 8.0�10– 4

MgSO4�7H2O, 5.6�10–3 ãëþêîçû è 2.62�10–2 NaHCO3.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ãåíåðàöèÿ ÀÔÊ êëåòêàìè ïðè ñòèìóëÿöèè ìîíîöè-
òîâ çàïóñêàåòñÿ â ðåçóëüòàòå àêòèâàöèè ÍÀÄÔÍ-îêñèäà-
çû. Âìåñòå ñ ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçîé â ïðîöåññàõ îáðàçîâà-

íèÿ ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ó÷àñòâóåò ÌÏÎ, êîòîðàÿ ïðè àê-
òèâàöèè êëåòîê ñåêðåòèðóåòñÿ èç ãðàíóë âî âíåêëåòî÷-
íóþ ñðåäó (Brown et al., 2001). Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü
âêëàä ÌÏÎ è ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû â ïðîöåññû ãåíåðà-
öèè ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó, íàìè ïðîâå-
äåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ëþì-ÕË è ëþö-ÕË. Â ëèòå-
ðàòóðå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè ëþöèãåíèíà
5�10–6—1�10–4 ìîëü/ë èíòåíñèâíîñòü ëþö-ÕË ëåéêîöè-
òîâ ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè ñóïåðîêñèä-
íûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ è íå çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ÌÏÎ
(Li, Zhu, 1998). Ëþìèíîë ëåãêî îêèñëÿåòñÿ ïðè äåéñòâèè
ÀÔÊ, òàêèõ êàê O

2

• –
, OH

•
, O

2

– , H2O2, à òàêæå HOCl, âîç-
íèêàþùèì ïðè àêòèâàöèè ÌÏÎ (Tarpey, Fridovich,
2001).

Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíî-
ñòåé ëþì-ÕË è ëþö-ÕË ìîíîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà îò
âðåìåíè ïîñëå âíåñåíèÿ êëåòîê â ñòåêëÿííóþ êþâåòó.
Âèäíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ëþì-ÕË äîñòèãàåò ìàêñèìóìà
÷åðåç 8, à ëþö-ÕË — ÷åðåç 20 ìèí ïîñëå íà÷àëà êîíòàêòà
êëåòîê ñ ïîâåðõíîñòüþ ñòåêëà. Ñóììàðíûå çíà÷åíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè êàê ëþì-ÕË, òàê è ëþö-ÕË ëèíåéíî çàâèñÿò
îò êîíöåíòðàöèè êëåòîê (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Íà ðèñ. 1, á ïîêàçàíî âëèÿíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ïåðå-
õâàò÷èêîâ ÀÔÊ íà ñóììàðíûé âûõîä ëþì-ÕË ìîíîöè-
òîâ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó. Äîáàâëåíèå ê ìîíîöèòàì ÑÎÄ,
äèñìóòèðóþùåé O

2

• –
, ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ èíòåãðà-

ëüíîé èíòåíñèâíîñòè ëþì-ÕË íà 60—70 %. Ìàííèò, ïå-
ðåõâàò÷èê ãèäðîêñèëüíûõ ðàäèêàëîâ OH• , è êàòàëàçà,
óòèëèçèðóþùàÿ H2O2, âûçûâàþò íåçíà÷èòåëüíîå ñíèæå-
íèå âûõîäà ëþì-ÕË. Ïåðåõâàò÷èê ñèíãëåòíîãî êèñëîðî-
äà (ÄÀÁÖÎ) íå âëèÿåò íà ÕË-îòâåò ìîíîöèòîâ. Âûÿâëå-
íî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ÌÏÎ ïðè äîáàâëåíèè ÑÊ ïðèâî-
äèò ê óìåíüøåíèþ íà 10—23 % âûõîäà ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ
ïðè àäãåçèè. Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî îñíîâíîé
âêëàä â ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó âíîñÿò
ñóïåðîêñèäíûå àíèîí-ðàäèêàëû è ëèøü ÷àñòè÷íî —
H2O2, ðàäèêàëû OH• è ïðîäóêòû, îáðàçîâàííûå ñ ó÷àñòè-
åì ÌÏÎ.

Êàê óñòàíîâëåíî ðàíåå, àäãåçèÿ íåéòðîôèëîâ ê ñòåê-
ëó ñîïðîâîæäàåòñÿ ëþì-ÕË (Semenkova et al., 1997).
×òîáû ïîäòâåðäèòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïðè÷èíîé
ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ òàêæå ÿâëÿåòñÿ àäãåçèÿ êëåòîê ê
ñòåêëó, íàìè èçó÷åíà ëþì-ÕË êëåòîê â óñëîâèÿõ, ïðå-
ïÿòñòâóþùèõ àäãåçèè. Äëÿ ýòîãî ñóñïåíçèþ ìîíîöèòîâ
íàñëàèâàëè íà 20%-íûé ðàñòâîð ôèêîëëà, êîòîðûé ïðå-
ïÿòñòâóåò êîíòàêòó êëåòîê ñî ñòåêëîì. Â ýòîì ñëó÷àå
ëþì-ÕË íå íàáëþäàëè (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ïðè÷èíîé ëþì-ÕË ÿâëÿåòñÿ âçàèìîäåéñò-
âèå ìîíîöèòîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ ñòåêëà.

Â óñëîâèÿõ, ïðåïÿòñòâóþùèõ êîíòàêòó êëåòîê ñî
ñòåêëîì, òàêèå èíäóêòîðû ÀÔÊ, êàê õåìîòàêòè÷åñêèé
ïåïòèä fMLP, ëàòåêñ, ôîðáîëîâûé ýôèð (PMA), ÔÃÀ è
ÀÊ, íå âûçûâàëè ãåíåðàöèþ ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ (äàííûå
íå ïîêàçàíû). Ñëåäîâàòåëüíî, èíäóöèðîâàííîå ñòèìóëÿ-
òîðàìè ìåòàáîëèçìà îáðàçîâàíèå ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ íà-
áëþäàåòñÿ òîëüêî â óñëîâèÿõ àäãåçèè, à àäãåçèâíîñòü
êëåòîê ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïðèìèðóþùèé ê ãåíå-
ðàöèè ÀÔÊ ôàêòîð.

Èçâåñòíî, ÷òî îáðàçîâàíèå ÀÔÊ âî ìíîãèõ òèïàõ
êëåòîê ñîïðÿæåíî ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì ïåíòîçîôîñ-
ôàòíîãî ïóòè (Ìàÿíñêèé, Ìàÿíñêèé, 1987). Àêòèâè-
ðîâàííàÿ ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà âîññòàíàâëèâàåò ìîëåêó-
ëÿðíûé êèñëîðîä äî O

2

• –
, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ îêèñëåíè-

åì ÍÀÄÔÍ. Ðåãåíåðàöèÿ ÍÀÄÔÍ îñóùåñòâëÿåòñÿ çà
ñ÷åò ïàðàëëåëüíîé àêòèâàöèè ôåðìåíòîâ ïåíòîçîôîñ-
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ôàòíîãî ïóòè, óòèëèçèðóþùèõ ãëþêîçó. Íàìè áûëî èçó-
÷åíî âëèÿíèå ãëþêîçû íà ïðîöåññ ãåíåðàöèè ÀÔÊ ìîíî-
öèòàìè ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó. Ïîêàçàíî, ÷òî èíêóáèðîâàíèå
êëåòîê â òå÷åíèå 1 ÷ â ñðåäå áåç ãëþêîçû ïðèâîäèò ê óìåíü-
øåíèþ èíòåíñèâíîñòè ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ áîëåå ÷åì â
2 ðàçà. Äîáàâëåíèå ê ñóñïåíçèè êëåòîê íåóòèëèçèðóåìîãî
àíàëîãà ãëþêîçû 2-äåçîêñè-D-ãëþêîçû (6�10–3 ìîëü/ë)
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ âûõîäà ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ â 1.5 ðàçà.
Ïðèâåäåííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî ãåíåðàöèÿ
ÀÔÊ ïðè àäãåçèè ìîíîöèòîâ ê ñòåêëó — ïðîöåññ, çàâèñè-
ìûé îò ïîòðåáëåíèÿ êëåòêàìè ãëþêîçû.

Èçâåñòíî, ÷òî â ãåíåðàöèè ÀÔÊ ïðè ñòèìóëÿöèè ëåé-
êîöèòîâ âàæíóþ ðîëü èãðàåò âõîä âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ â
öèòîçîëü êëåòêè. Òàê, èíäóöèðîâàííûé èîíîôîðàìè
âõîä Ca2+ â êëåòêó ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòèâàöèåé ïðîòåèí-
êèíàçû C è êàëüìîäóëèíçàâèñèìûõ êèíàç (Thelen et al.,
1993). Ýòî ïðèâîäèò ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ öèòîçîëüíûõ
êîìïîíåíòîâ ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû, ÷òî èíèöèèðóåò åå
ñáîðêó ñ ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèåé è îáðàçîâàíèåì ñó-

ïåðîêñèäà. Íàìè èçó÷åíà ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ ïðè
àäãåçèè ê ñòåêëó â ïðèñóòñòâèè âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ ïðè
ðàçëè÷íûõ åãî êîíöåíòðàöèÿõ (ðèñ. 2). Íà ýòîì ðèñóíêå
âèäíî, ÷òî íå òîëüêî èíòåíñèâíîñòü, íî è âèä êèíåòè÷å-
ñêèõ êðèâûõ ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ ïðè àäãåçèè ê ñòåê-
ëó çàâèñÿò îò êîíöåíòðàöèè Ca2+ âî âíåêëåòî÷íîé ñðå-
äå. Òàê, ïðè êîíöåíòðàöèÿõ CaCl2 âûøå 5�10–3 ìîëü/ë
òèïè÷íûå êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè
ëþì-ÕË îïèñûâàþòñÿ äâóìÿ ñòàäèÿìè.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðà-
öèè èîíîâ êàëüöèÿ âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå ìàêñèìàëüíîé
èíòåíñèâíîñòè (Imax) ëþö-ÕË è ïåðâîé ñòàäèè ëþì-ÕË,
õàðàêòåðèçóþùèå âûõîä òîëüêî O

2

• –
è ÀÔÊ ñîîòâåòñò-

âåííî, è èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè (ÓI) ïðè àäãåçèè
ìîíîöèòîâ. Íà ðèñ. 3 âèäíî, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè êîí-
öåíòðàöèè CaCl2 ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ëþì-ÕË
óìåíüøàåòñÿ, à èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ëþì-ÕË
âîçðàñòàåò. Â òî æå âðåìÿ çíà÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîé è èí-
òåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòåé ëþö-ÕË ñ óâåëè÷åíèåì êîí-
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Ðèñ. 1. Ãåíåðàöèÿ ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó â ïðèñóòñòâèè âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå 5�10–3 ìîëü/ë CaCl2.

a — òèïè÷íûå êèíåòè÷åñêèå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ëþì-ÕË (1) è ëþö-ÕË (2) ìîíîöèòîâ; á — âëèÿíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ïåðåõâàò÷èêîâ íà ñóì-
ìàðíûé âûõîä (ÓI ) ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ïðè àäãåçèè êëåòîê. Êîíöåíòðàöèè (ìîëü/ë): ÑÎÄ — 8� 10–4, ÄÀÁÖÎ — 1�10–4, ìàííèòà — 5�10–4, êàòàëàçû —

1�10–4 , ÑÊ — 2�10–5. Çäåñü è íà ðèñ. 2—4 è 6 âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèé.

Ðèñ. 2. Ëþìèíîëçàâèñèìàÿ õåìèëþìèíåñöåíöèÿ ìîíîöèòîâ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó â îòñóòñòâèè (1) è â ïðèñóòñòâèè (2—4) CaCl2 â
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ.

Êîíöåíòðàöèè (ìîëü/ë): CaCl2 — 5�10–3 (2 ), 7.5�10–3 (3) èëè 1�10–2 (4).



öåíòðàöèè Ca2+ âíå êëåòêè óìåíüøàþòñÿ. Ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç ëþì-ÕË è ëþö-ÕË ìîíîöèòîâ ïîçâîëÿåò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèè ýêçîãåííîãî CaCl2 â
ìîíîöèòàõ ïðîèñõîäèò ïåðåðàñïðåäåëåíèå âêëàäà ðàç-
ëè÷íûõ êèñëîðîäàêòèâèðóþùèõ ñèñòåì â ïðîäóêöèþ
ÀÔÊ: âûõîä ðàäèêàëîâ O

2

• –
óìåíüøàåòñÿ, òîãäà êàê âû-

õîä äðóãèõ ÀÔÊ óâåëè÷èâàåòñÿ.
Â ëèòåðàòóðå ïîêàçàíî, ÷òî ëþì-ÕË êëåòîê îáóñëîâ-

ëåíà ïðåèìóùåñòâåííî îêèñëåíèåì ëþìèíîëà ïåðîêñè-
äîì âîäîðîäà â ïðèñóòñòâèè èîíîâ Cl â ðåàêöèè, êàòàëè-
çèðóåìîé ÌÏÎ (Albrecht, Jungi, 1993). Ïîñêîëüêó â ïðè-
ñóòñòâèè 1�10–2 ìîëü/ë CaCl2 îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòè
ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ íà âòîðîé ñòàäèè (I2) ê èíòåíñèâíî-
ñòè íà ïåðâîé (I1) â íåñêîëüêî ðàç âûøå (ðèñ. 2), òî âêëàä
ÌÏÎ â ãåíåðàöèþ ÀÔÊ ïðåâàëèðóåò íà âòîðîé ñòàäèè
ëþì-ÕË. Íà ó÷àñòèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà è ÌÏÎ â ïðî-
öåññå îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà óêàçûâàþò òàêæå ðåçóëüòàòû,
ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 4, ïîëó÷åííûå ïðè èññëåäîâàíèè
âëèÿíèÿ êàòàëàçû è ÑÊ íà âûõîä ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ. Äî-
áàâëåíèå êàòàëàçû èëè ÑÊ â êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ïðè-
âîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ëþì-ÕË
íà 36 è 50—40 % îò èñõîäíîãî óðîâíÿ ñîîòâåòñòâåííî.
Îòñóòñòâèå ïîëíîãî óìåíüøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ëþì-
ÕË ìîíîöèòîâ êàòàëàçîé ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî îáðàçî-
âàíèåì â õåìèëþìèíåñöåíòíîé ðåàêöèè ïîìèìî H2O2

äðóãèõ òèïîâ ÀÔÊ.
Îäíîé èç ïðè÷èí èçìåíåíèÿ âèäà êèíåòè÷åñêèõ êðè-

âûõ ëþì-ÕË ïðè âàðüèðîâàíèè êîíöåíòðàöèé CaCl2 ìî-

æåò áûòü èçìåíåíèå ñïîñîáíîñòè êëåòîê ïðèêðåïëÿòüñÿ
ê ñòåêëó (Bechard et al., 2001). Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ íàìè ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ñòå-
ïåíè àäãåçèè ìîíîöèòîâ íà ïîâåðõíîñòè ñòåêëà â îòñóò-
ñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 1�10–2 ìîëü/ë CaCl2. Óñòàíîâëåíî,
÷òî àäãåçèÿ êëåòîê íà 30 % âûøå â ïðèñóòñòâèè Ca2+ âî
âíåêëåòî÷íîé ñðåäå, ÷åì â èõ îòñóòñòâèå.

Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíûõ èîíîâ Ca â
öèòîçîëå ìîíîöèòîâ îò âðåìåíè ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíò-
ðàöèÿõ âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ ïîêàçàíà íà ðèñ. 5. Â îòñóòñò-
âèå âíåêëåòî÷íîãî Ca2+ ñðåäíåå çíà÷åíèå êîíöåíòðà-
öèè âíóòðèêëåòî÷íîãî öèòîçîëüíîãî Ca2+ ñîñòàâëÿëî
8.5�10–8 ìîëü/ë. Ïðè äîáàâëåíèè CaCl2 ê ìîíîöèòàì ïðî-
èñõîäèò áûñòðîå ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ.

Â ëèòåðàòóðå ïîêàçàíî, ÷òî èîíû ìàãíèÿ ó÷àñòâóþò â
ñòàáèëèçàöèè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, ìåäèèðóþò âõîä Ca2+

â êëåòêè è âûçûâàþò âûñâîáîæäåíèå Ca2+ èç âíóòðè-
êëåòî÷íûõ êàëüöèåâûõ äåïî (Ebel et al., 2004). Íàìè
óñòàíîâëåíî, ÷òî âíåêëåòî÷íûé Mg2+ íå âëèÿåò íà ïðî-
öåññû îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ (äàííûå íå ïðèâî-
äÿòñÿ).

Â àêòèâàöèþ êèñëîðîäà ìîíîöèòàìè ïîìèìî
ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçû è ÌÏÎ ìîãóò âíîñèòü âêëàä ôåðìåí-
òû ìåòàáîëèçìà ÀÊ — öèêëîîêñèãåíàçû I è II òèïîâ è
5-ËÎ (Olof, 2000). Îáðàçîâàíèå ñâîáîäíîé ÀÊ â ìîíîöè-
òàõ ïðîèñõîäèò â îñíîâíîì â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè ãèäðî-
ëèçà ôîñôîëèïèäîâ öèòîçîëüíîé êàëüöèéçàâèñèìîé
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ìàêñèìàëüíîé (Imax) (1) è èíòåãðàëüíîé (ÓI) (2) èíòåíñèâíîñòåé ëþì-ÕË (à) è ëþö-ÕË (á) ìîíîöèòîâ ïðè àä-
ãåçèè ê ñòåêëó îò êîíöåíòðàöèè CaCl2.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ïåðåõâàò÷èêîâ íà ñóììàðíûé
âûõîä (ÓI) ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ïðè àäãåçèè êëåòîê ê ñòåêëó â

ïðèñóòñòâèè 1�10–2 ìîëü/ë CaCl2.

Êîíöåíòðàöèè (ìîëü/ë): ÑÎÄ — 8�10–4, ÄÀÁÖÎ — 1�10–4, ìàííèòà —
5�10–4, êàòàëàçû — 1�10–4 , ÑÊ — 2�10–5.
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Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíîãî êàëüöèÿ â ìîíîöèòàõ ïðè ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ âíåêëåòî÷íîãî CaCl2 (â
ìîëü/ë): 2.5�10–3 (1), 5.0�10–3 (2), 7.5�10–3 (3), 1.0�10–2 (4) èëè 1.3�10–2 (5).

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå àñïèðèíà (2), ÌÊ-886 (3) è èíäîìåòàöèíà (4) íà èíòåíñèâíîñòè ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ.

à — â ïðèñóòñòâèè 5�10–3 ìîëü/ë CaCl2; á — â ïðèñóòñòâèè 1�10–2 ìîëü/ë CaCl2. 1 — êîíòðîëü.



ôîñôîëèïàçû À2 (Hirabayashi, Shimizu, 2000). ÀÊ ìîæåò
àêòèâèðîâàòü ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçó ìîíîöèòîâ, àêòèâèðóÿ
ïðîòîííûé êàíàë, ñâÿçàííûé ñ ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçîé (Sel-
lmayer et al., 1996). Ïàðàëëåëüíî ñ àêòèâàöèåé ôîñôîëè-
ïàçû À2 ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ 5-ËÎ (Olof, 2000). Ðîñò
êîíöåíòðàöèè öèòîçîëüíûõ èîíîâ êàëüöèÿ óâåëè÷èâàåò
ãèäðîôîáíîñòü 5-ËÎ, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ñâÿçûâàíèþ ôåð-
ìåíòà ñ ìåìáðàíîé ÿäðà è 5-ËÎ-àêòèâèðóþùèì áåëêîì.
Â ðåçóëüòàòå àêòèâèðîâàíèÿ 5-ËÎ ñèíòåçèðóåò ëåéêîòðè-
åíû è ÀÔÊ. Ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðíîãî àíàëèçà âêëà-
äà ôåðìåíòîâ ìåòàáîëèçìà ÀÊ â ïðîöåññû ãåíåðàöèè
ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ ïðè àäãåçèè êëåòîê ê ñòåêëó â ïðè-
ñóòñòâèè 5�10–3 è 1�10–2 ìîëü/ë CaCl2 (ðèñ. 6) âûÿâëåíî,
÷òî èíãèáèðîâàíèå ôîñôîëèïàçû À2 èíäîìåòàöèíîì
(5�10–3 ìîëü/ë) ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ CaCl2 ïðè-
âîäèò ê óìåíüøåíèþ â 2—3 ðàçà îáðàçîâàíèÿ ÀÔÊ â ìî-
íîöèòàõ ïðè àäãåçèè ê ñòåêëó. Èíãèáèðîâàíèå öèêëîîê-
ñèãåíàç àñïèðèíîì (2.5�10–4 ìîëü/ë) èëè èíäîìåòàöèíîì
(5�10–7 ìîëü/ë) ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ãåíåðàöèè
ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ â 1.2—1.4 ðàçà. Ïðè èñïîëüçîâà-
íèè áëîêàòîðà 5-ËÎ âåùåñòâà ÌÊ-886 (2�10–7 ìîëü/ë)
èíòåíñèâíîñòü ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè
5�10–3 ìîëü/ë CaCl2 íå èçìåíÿåòñÿ. Äîáàâëåíèå ÌÊ-886
â êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â ïðèñóòñòâèè 1�10–2 ìîëü/ë
CaCl2 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè âòîðîãî ìàê-
ñèìóìà ëþì-ÕË ìîíîöèòîâ íà 30 %. Îäíîé èç ïðè÷èí
òàêîãî äåéñòâèÿ ÌÊ-886, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ñíèæå-
íèå âêëàäà ÌÏÎ â ãåíåðàöèþ ÀÔÊ, ïîñêîëüêó èíãèáè-
ðîâàíèå 5-ËÎ â ìîíîöèòàõ ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ñåê-
ðåòîðíîé äåãðàíóëÿöèè (Benrezzouk et al., 1999). Âëèÿ-
íèå èíäîìåòàöèíà, àñïèðèíà è ÌÊ-866 íà àäãåçèâíîñòü
ìîíîöèòîâ ïîêàçàëî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè â êëåòî÷íîé ñóñ-
ïåíçèè èíäîìåòàöèíà ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå àäãåçèâ-
íîñòè ìîíîöèòîâ íà 36 %, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè àñïè-
ðèíà èëè ÌÊ-886 ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðèêðåïëÿòüñÿ ê
ñòåêëó íå èçìåíÿåòñÿ.

Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî îáðà-
çîâàíèå ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ íàáëþäàåòñÿ òîëüêî â óñëîâè-
ÿõ èõ àäãåçèè è çàâèñèò îò ïðîäîëæèòåëüíîñòè êîíòàêòà
êëåòîê ñ ïîäëîæêîé. Àäãåçèÿ ÿâëÿåòñÿ ôàêòîðîì, ïðèìè-
ðóþùèì ìîíîöèòû ê ãåíåðàöèè ÀÔÊ (O

2

• –
, OH• , O

2

–
è

H2O2), ïðè ñòèìóëÿöèè fMLP, ëàòåêñîì, PMA, ÔÃÀ è
ÀÊ. Èíäóöèðîâàííûå àäãåçèåé ïðîöåññû ãåíåðàöèè
ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì äâóõ ñòà-
äèé, ñâÿçàííûõ ñ àêòèâàöèåé O

2

• –
, — ãåíåðèðóþùèõ ôåð-

ìåíòîâ íà îáåèõ ñòàäèÿõ è ìèåëîïåðîêñèäàçû àçóðîôè-
ëüíûõ ãðàíóë ïðåèìóùåñòâåííî íà âòîðîé ñòàäèè. Îáðà-
çîâàíèå ÀÔÊ â ìîíîöèòàõ çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè
âíåêëåòî÷íûõ èîíîâ êàëüöèÿ è ãëþêîçû: ìàêñèìàëüíûé
âûõîä ÀÔÊ íàáëþäàåòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèè Ca2+, ðàâíîé
1.5�10–2 ìîëü/ë, è ñíèæàåòñÿ â îòñóòñòâèå ãëþêîçû â 2
ðàçà. Óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè âíåêëåòî÷íûõ èîíîâ êà-
ëüöèÿ ïðè àäãåçèè ìîíîöèòîâ ê ñòåêëó ïðèâîäèò ê ïîâû-
øåíèþ óðîâíÿ öèòîçîëüíîãî Ca2+, êîòîðûé êàê âòîðè÷-
íûé ìåññåíäæåð àêòèâèðóåò 5-ËÎ, öèêëîîêñèãåíàçû è
êàëüöèéçàâèñèìóþ ôîñôîëèïàçó À2. Ïðîäóêòû ìåòàáî-
ëèçìà ýòèõ ñîåäèíåíèé â ñâîþ î÷åðåäü àêòèâèðóåò
ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçó.
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GENERATION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN MONOCYTES AT ADHESION TO GLASS
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Processes of oxygen activation in monocytes stimulated with adhesion to glass were studied by methods of
luminol-dependent and lucigen-independent chemiluminescence. It was shown that monocyte chemilumines-
cence was caused by cell adhesion to glass surface. Generation of reactive oxygen species at monocyte adhesion
to glass was dependent on calcium ion concentration in the medium. The increase in the level of cytosolic calci-
um, as the extracellular calcium concentration elevated, was accompanied by the activation of phospholipase
A2, 5-lypoxygenase and cycloxygenases. Magnesium ions exerted no influence on oxygen activation by cells.
Incubation of cells in glucose-free medium, or the addition of glycolysis blocker (2-deoxy-D-glucose) to cell
suspension led to a decrease in chemiluminescence intensity. By means of inhibitory analysis, it has been estab-
lished that processes of oxygen activation are related to arachidonic acid metabolism, and depend on the activity
of phospholipase A2.

K e y w o r d s: monocytes, NADPH oxidase, reactive oxygen species, adhesion, chemiluminescence.
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