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Ïòåðèäèíçàâèñèìàÿ àêòèâàöèÿ êèñëîðîäà â íåéòðîôèëàõ

Èçó÷åíî âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà àêòèâíîñòü è ñåêðåòîðíóþ äåãðàíóëÿöèþ
ìèåëîïåðîêñèäàçû (ÌÏÎ) íåéòðîôèëîâ, à òàêæå íà ñïîñîáíîñòü ïòåðèäèíîâ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îñíîâ-
íûì ñóáñòðàòîì ýòîãî ôåðìåíòà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà è ïðîìåæóòî÷íûì ïðîäóêòîì ãàëîãåíèðóþùåãî
öèêëà ãèïîõëîðèòîì. Ïîêàçàíî, ÷òî íåîïòåðèí è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí, ÿâëÿÿñü ðåäîêñ-ïàðîé, ðåãó-
ëèðóþò ïðîöåññû àêòèâàöèè êèñëîðîäà â íåéòðîôèëàõ, îáóñëîâëåííûå ôóíêöèîíèðîâàíèåì ÌÏÎ. Ïòå-
ðèäèíû â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñïîñîáíû âëèÿòü íà ñåêðåöèþ ÌÏÎ âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó,
ñíèæàÿ óðîâåíü ïåðîêñèäà âîäîðîäà è ãèïîõëîðèòà, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòîì è ïðîìåæóòî÷íûì
ïðîäóêòîì ôåðìåíòà ñîîòâåòñòâåííî. Âûÿâëåíî, ÷òî 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí â ìèêðîìîëÿðíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ ÿâëÿåòñÿ íåêîíêóðåíòíûì èíãèáèòîðîì ÌÏÎ. Ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ÌÏÎ ñïîñîáñòâóåò îêèñ-
ëåíèþ 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà ãèïîõëîðèòîì, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè íåîïòåðèíà
è òàêèì îáðàçîì ðåãóëèðóåò ñîäåðæàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â êëåòêå è âî âíåêëåòî÷íîì ïðî-
ñòðàíñòâå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåîïòåðèí, 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí, ìèåëîïåðîêñèäàçà, ñåêðåòîðíàÿ äåãðàíó-
ëÿöèÿ, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà: ÈÔÍ-g — èíòåðôåðîí g, ËÕË —
ëþìèíîëçàâèñèìàÿ õåìèëþìèíåñöåíöèÿ, ÌÏÎ — ìèåëîïåðîêñèäàçà.

Íåîïòåðèí [2-àìèíî-4-ãèäðîêñè-6-(D-ýðèòðî-1R, 2R,
3R-òðèãèäðîêñèïðîïèë)-ïòåðèäèí] è åãî âîññòàíîâëåííàÿ
ôîðìà 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí îáðàçóþòñÿ ïðåèìóùåñò-
âåííî â ìîíîöèòàõ è ìàêðîôàãàõ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ èç
ãóàíîçèíòðèôîñôàòà ïðè ñòèìóëÿöèè êëåòîê ÈÔÍ-g (Hu-
ber et al., 1984). Â ñûâîðîòêå êðîâè âçðîñëûõ çäîðîâûõ
ëþäåé êîíöåíòðàöèÿ íåîïòåðèíà ñîñòàâëÿåò 4—9 íìîëü/ë
(Werner et al., 1987). Îäíàêî ïðè ìíîãèõ ïàòîëîãè÷åñêèõ
ñîñòîÿíèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ íàðóøåíèÿìè èììóííûõ ðåàê-
öèé (äèàáåò, ðàññåÿííûé ñêëåðîç, îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèå,
àóòîèììóííûå, èíôåêöèîííûå è äðóãèå çàáîëåâàíèÿ),
êîíöåíòðàöèÿ ïòåðèäèíîâ ñóùåñòâåííî âîçðàñòàåò è äî-
ñòèãàåò ìèêðîìîëÿðíûõ çíà÷åíèé. Â òî æå âðåìÿ ñîîòíî-
øåíèå âîññòàíîâëåííîé è îêèñëåííîé ôîðì íåîïòåðèíà â
àðòåðèàëüíîé êðîâè êàê ó çäîðîâûõ, òàê è ó áîëüíûõ ëþ-
äåé ïîñòîÿííî è ðàâíî 2 : 1 (Huber et al., 1984).

Áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíå-
îïòåðèíà ïîêà íå óñòàíîâëåíà. Ó÷èòûâàÿ, ÷òî ïðè íåêî-
òîðûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ, â ÷àñòíîñòè ïðè
ÂÈ×-èíôåêöèè, ïîâûøåíèå óðîâíÿ íåîïòåðèíà â ïëàçìå
êðîâè âûÿâëÿåòñÿ ðàíåå äðóãèõ íàðóøåíèé èììóíèòåòà
(Hofmann, 1993), ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êàê íåîïòå-
ðèí, òàê è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí âîâëåêàþòñÿ â ðåàêöèè
ìåòàáîëèçìà, îáåñïå÷èâàþùèå ôóíêöèîíèðîâàíèå èì-
ìóííûõ êëåòîê.

Â ðÿäå ðàáîò ïîêàçàíî, ÷òî ïòåðèäèíû ìîãóò îêà-
çûâàòü âëèÿíèå íà îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíûå ïðî-
öåññû, ïðîòåêàþùèå â ôàãîöèòàõ. Âûÿâëåíî, ÷òî íåîï-
òåðèí èíãèáèðóåò àêòèâíîñòü êñàíòèíîêñèäàçû è

NADPH-îêñèäàçû ìàêðîôàãîâ, óñêîðÿåò ïðîöåññ íèòðî-
âàíèÿ òèðîçèíà ïåðîêñèíèòðèòîì (Widner et al., 1998,
2000), èíäóöèðóåò àïîïòîç, íàðóøàÿ ðàâíîâåñèå ìåæäó
ÀÔÊ è àíòèîêñèäàíòàìè (Schobersberger et al., 1996). Îá-
íàðóæåíî, ÷òî íåîïòåðèí è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí ÿâëÿ-
þòñÿ ïåðåõâàò÷èêàìè ñóïåðîêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêàëîâ
(Kojima et al., 1992; Oettl et al., 1997), 7, 8-äèãèäðîíåîïòå-
ðèí ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ïåðîêñèíèòðèòîì (Oettl et
al., 2004) è ãèïîõëîðèòîì (Widner et al., 2000). Êðîìå
òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî íåîïòåðèí ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü â
íåéòðîôèëàõ è ìîíîöèòàõ êðàòêîâðåìåííîå îáðàçîâàíèå
ñèíãëåòíîãî êèñëîðîäà, ãèäðîêñèëüíûõ ðàäèêàëîâ è îê-
ñèäà àçîòà (II) ïî íå çàâèñèìîìó îò NADPH-îêñèäàçû ìå-
õàíèçìó (Razumovitch et al., 2003). Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî
íåîïòåðèí âûçûâàåò ïåðåðàñïðåäåëåíèå ôîðì àêòèâíûõ
êèñëîðîäíûõ ìåòàáîëèòîâ, îáðàçóåìûõ â ðåàêöèè îêèñëå-
íèÿ ëþìèíîëà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, êàòàëèçèðóåìîé ìè-
åëîïåðîêñèäàçîé (ÌÏÎ), ÷òî ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå äëÿ
ïðîöåññîâ âíóòðè- è ìåæêëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè (Razu-
movitch et al., 2004). Èçâåñòíî, ÷òî ÀÔÊ ñïîñîáíû âûïîë-
íÿòü ðîëü ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë è ðåãóëèðîâàòü òåì ñàìûì
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ôàãîöèòîâ (Ãàìàëåé, Êëþ-
áèí, 1996). Â ýòîé ñâÿçè íàìè ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ïòåðè-
äèíû ìîãóò èíäóöèðîâàòü ìîäèôèêàöèþ ïóòåé òðàíñäóê-
öèè àêòèâàöèîííîãî ñèãíàëà, ñâÿçàííûõ ñ ãåíåðàöèåé
ÀÔÊ, ÷òî ïîâëå÷åò çà ñîáîé èçìåíåíèå ïðîöåññîâ ôîðìè-
ðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî îòêëèêà ôàãîöèòîâ. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, íàêîïëåíèå ïòåðèäèíîâ â êðîâè ïðè ïàòîëîãèÿõ
ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ èçìåíåíèåì àêòèâíîñòè ôåðìåí-
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òîâ, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â îáðàçîâàíèè àêòèâíûõ êèñëî-
ðîäíûõ èíòåðìåäèàòîâ.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ìåõàíèç-
ìîâ ó÷àñòèÿ íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà â ïðî-
öåññàõ ãåíåðàöèè ÀÔÊ â íåéòðîôèëàõ. Â ðàáîòå èçó÷åíî
âëèÿíèå ïòåðèäèíîâ íà àêòèâíîñòü è ñåêðåòîðíóþ äåãðà-
íóëÿöèþ ÌÏÎ, ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îñíîâ-
íûì ñóáñòðàòîì ýòîãî ôåðìåíòà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, è
ïðîìåæóòî÷íûì ïðîäóêòîì ãàëîãåíèðóþùåãî öèêëà ãè-
ïîõëîðèòîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ôèêîëë, âåðîãðàôèí, ïåðîêñèä
âîäîðîäà, ëþìèíîë, íåîïòåðèí, 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí,
ëèçîöèì è áàêòåðèàëüíûå êëåòêè Micrococus lysodeikticus
(Sigma, ÑØÀ); ñðåäó Ýðëà ñîáñòâåííîãî ïðèãîòîâëåíèÿ,
ñîäåðæàùóþ (â ìîëü/ë): NaCl — 0.116, KCl — 5.4�10–3,
CaCl2 — 5.0�10–3, NaH2PO4�2H2O — 9.0�10–4,
MgSO4�7H2O — 8.0�10–4, ãëþêîçó — 5.6�10–3, Na-
HCO3 — 2.6�10–2. Êîìïîíåíòû ñðåäû Ýðëà è ãèïîõëîðèò
íàòðèÿ ïîëó÷åíû èç ôèðìû Àíàëèç Õ (Áåëàðóñü).

Â û ä å ë å í è å í å é ò ð î ô è ë î â. Íåéòðîôèëû âûäå-
ëÿëè èç ãåïàðèíèçèðîâàííîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäî-
ðîâûõ ëþäåé öåíòðèôóãèðîâàíèåì (20 ìèí, 400 g) â ãðà-
äèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëë-âåðîãðàôèíà (Boyum, 1976).
Ïðèìåñü ýðèòðîöèòîâ óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ ãåìîëèòè÷å-
ñêîãî øîêà ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷å-
íèå 10 ìèí. Êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè ôèçèîëîãè÷åñêèì
ðàñòâîðîì, çàòåì ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñáàëàíñèðîâàííîì
ñîëåâîì ðàñòâîðå Ýðëà (ðÍ 7.2). Ñîäåðæàíèå íåéòðîôè-
ëîâ â ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè ñîñòàâëÿëî íå ìåíåå 96 %.

Â û ä å ë å í è å Ì Ï Î è ç í å é ò ð î ô è ë î â. Ñóñïåí-
çèþ íåéòðîôèëîâ âûäåðæèâàëè â ñðåäå Ýðëà ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí, çàòåì ïðîâîäèëè åå
òðåõêðàòíîå çàìîðàæèâàíèå è ðàçìîðàæèâàíèå ñ öåëüþ
ðàçðóøåíèÿ êëåòîê. Ïîëó÷åííûé ëèçàò öåíòðèôóãèðîâà-
ëè 15 ìèí ïðè 1500 g, ñóïåðíàòàíò õðàíèëè â õîëîäèëüíè-
êå ïðè –20 °Ñ.

Ã å í å ð à ö è þ À Ô Ê â í å é ò ð î ô è ë à õ èçó÷àëè ìå-
òîäîì ëþìèíîëçàâèñèìîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ËÕË) íà
áèîõåìèëþìèíîìåòðå ÁÕË-1 (Ìèíñê, Áåëàðóñü) (Vetohin
et al., 1986). Ïåðåä íà÷àëîì èçìåðåíèÿ â àíàëèçèðóåìóþ
ïðîáó, ñîäåðæàùóþ 1 ìë ñóñïåíçèè êëåòîê â ñáàëàíñèðî-
âàííîì ñîëåâîì ðàñòâîðå Ýðëà (ðÍ 7.2), äîáàâëÿëè
5�10–5 ìîëü/ë ëþìèíîëà. Êîëè÷åñòâî íåéòðîôèëîâ â ïðî-
áå ñîñòàâëÿëî 500 òûñ. Îáðàçîâàíèå ÀÔÊ èíäóöèðîâàëè
àäãåçèåé êëåòîê íà äíî ñòåêëÿííîé êþâåòû äèàìåòðîì 40
ìì. Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ïòåðèäèíîâ íà ïðîöåññû ãåíåðà-
öèè ÀÔÊ ïðè ñòèìóëÿöèè íåéòðîôèëîâ àäãåçèåé íàìè
âûáðàí ïàðàìåòð SI, õàðàêòåðèçóþùèé èíòåãðàëüíóþ èí-
òåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ, ðàññ÷èòàííûé êàê ïëîùàäü ïîä êè-
íåòè÷åñêîé êðèâîé ËÕË êëåòîê, ðåãèñòðèðóåìîé â òå÷å-
íèå 15 ìèí. Ïòåðèäèíû â êîíöåíòðàöèè 5�10–5 ìîëü/ë äî-
áàâëÿëè â ñóñïåíçèþ íåéòðîôèëîâ ïåðåä íà÷àëîì
ðåãèñòðàöèè ñâå÷åíèÿ ëèáî ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâà-
ëè ñ êëåòêàìè â òå÷åíèå 10—60 ìèí.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ â ë è ÿ í è ÿ ï ò å ð è ä è í î â í à
à ê ò è â í î ñ ò ü Ì Ï Î ëèçàò êëåòîê, ñîäåðæàùèé óêàçàí-
íûé ôåðìåíò, ïîìåùàëè â òåðìîñòàò íà 10 ìèí â ïðèñóò-
ñòâèè èëè â îòñóòñòâèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòå-
ðèíà ïðè 37 °Ñ. Àêòèâíîñòü ÌÏÎ îöåíèâàëè ìåòîäîì õå-
ìèëþìèíåñöåíöèè (êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 — 2.5�10–4,
ëþìèíîëà — 5�10–5 ìîëü/ë) (McNally, Bell, 1996).

È ç ó ÷ å í è å â ç à è ì î ä å é ñ ò â è ÿ ï ò å ð è ä è í î â ñ
ï å ð î ê ñ è ä î ì â î ä î ð î ä à è ã è ï î õ ë î ð è ò î ì ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì õåìèëþìèíåñöåíöèè â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ
ëþìèíîëà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà èëè ãèïîõëîðèòîì íà-
òðèÿ.

Ä å ã ð à í ó ë ÿ ö è þ í å é ò ð î ô è ë î â îïðåäåëÿëè ïî
âûõîäó èç êëåòîê ëèçîöèìà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêè (Timoshenko et al., 1995). Ñóñïåíçèþ íåé-
òðîôèëîâ (3�10–6 ìîëü/ë) ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °Ñ â ïðèñóòñòâèè 2�10–2 ìîëü/ë
ÑaCl2 è íåîïòåðèíà èëè 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà. Ïîëó-
÷åííûé ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè 3000 îá/ìèí. Àêòèâíîñòü ëèçîöèìà â ñóïåðíàòàíòå
îïðåäåëÿëè ïî ñêîðîñòè ëèçèñà áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê
Micrococus lysodeikticus. Àíàëèçèðóåìóþ ïðîáó äîáàâëÿ-
ëè ê 1.9 ìë ñóñïåíçèè ëèîôèëèçèðîâàííûõ êëåòîê M. lyso-
deikticus (0.1 ìã/ìë) â 0.1 ìîëü/ë áóôåðå Na2HPO4/KH2PO4,
ðÍ 6.2, è èçìåðÿëè êèíåòèêó ñíèæåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîò-
íîñòè ïðè 450 íì â òå÷åíèå 2 ìèí ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôî-
òîìåòðà PV 1251A (ÑÎËÀÐ, Áåëàðóñü). Óðîâåíü àêòèâíî-
ñòè ëèçîöèìà îïðåäåëÿëè ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà ïîëó-
÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êðèâûõ è ðàññ÷èòûâàëè êàê
äîëþ (â %) îò îáùåé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê,
ëèçèðîâàííûõ ïîä äåéñòâèåì 0.1 % Òðèòîíà Õ-100.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ð å ç ó ë ü ò à ò î â.
Ïðè ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëÿëè
ñðåäíþþ âåëè÷èíó x äëÿ ãðóïïû èçìåðåíèé. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû õ â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû â âèäå:

x x t= + ⋅α α (äëÿ Ð = 0.95),

ãäå a — ñðåäíåå êâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå, t α — êîýô-
ôèöèåíò Ñòüþäåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â õîäå ðàçâèòèÿ âîñïàëèòåëüíîãî ïðîöåññà ïòåðèäè-
íû íàêàïëèâàþòñÿ â ïëàçìå êðîâè, îäíàêî èõ êîëè÷åñòâî
â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ õîòÿ è çíà÷èòåëüíî âîçðàñòà-
åò, íî óäåðæèâàåòñÿ íà îòíîñèòåëüíî ïîñòîÿííîì óðîâíå.
Ýòîò ôàêò ïîçâîëèë íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåîïòåðèí è
7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí, ïðåäñòàâëÿÿ ñîáîé ïàðó ïðîîêñè-
äàíò/àíòèîêñèäàíò, ñïîñîáíû îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ôóíê-
öèè ôàãîöèòîâ, âìåøèâàÿñü â ïðîöåññû îáðàçîâàíèÿ
ÀÔÊ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ èññëåäîâàòü,
êàêèì îáðàçîì ýòè âåùåñòâà âëèÿþò íà ïðîäóêöèþ ÀÔÊ â
íåéòðîôèëàõ ïðè ðàçëè÷íûõ âðåìåíàõ ýêñïîçèöèè ñ êëåò-
êàìè.

Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü èíòåãðàëüíîé èíòåí-
ñèâíîñòè ËÕË íåéòðîôèëîâ, ñòèìóëèðîâàííûõ àäãåçèåé
ê ïîâåðõíîñòè ñòåêëà, îò âðåìåíè ïðåäâàðèòåëüíîãî èí-
êóáèðîâàíèÿ êëåòîê ñ íåîïòåðèíîì èëè 7, 8-äèãèäðîíåîï-
òåðèíîì. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, íàïðàâëåííîñòü ýôôåêòîâ,
âûçûâàåìûõ äåéñòâèåì íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòå-
ðèíà, ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ
ñ êëåòêàìè. Òàê, íåîïòåðèí â 1-å ìèí êîíòàêòà ñ íåéòðî-
ôèëàìè è ïðè èíêóáèðîâàíèè â òå÷åíèå 20—50 ìèí âû-
çûâàåò óâåëè÷åíèå èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ËÕË.
Ìàêñèìóì âîçäåéñòâèÿ íåîïòåðèíà íà êëåòêè íàáëþäàåò-
ñÿ â òå÷åíèå 1-õ ìèí ñòèìóëÿöèè êëåòîê àäãåçèåé.

7, 8-Äèãèäðîíåîïòåðèí âûçûâàåò óìåíüøåíèå èíòå-
ãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ËÕË, à ñëåäîâàòåëüíî, è âûõîäà
ÀÔÊ â ýòèõ êëåòêàõ. Îäíîé èç ïðè÷èí òàêîãî ìîäèôèöè-
ðóþùåãî âëèÿíèÿ ïòåðèäèíîâ ìîæåò áûòü èõ âçàèìîäåé-
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ñòâèå ñ ÀÔÊ, ÷òî äîëæíî ïðèâîäèòü, ñ îäíîé ñòîðîíû, ê
èçìåíåíèþ âêëàäà ðàçëè÷íûõ ðàäèêàëîâ è àêòèâíûõ ìî-
ëåêóë â ËÕË, à ñ äðóãîé — ê èçìåíåíèþ â ôóíêöèîíèðî-
âàíèè ôåðìåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â îêèñëèòåëüíî-âîññòà-
íîâèòåëüíûõ ïðîöåññàõ â êëåòêå.

Êàê óñòàíîâëåíî íàìè ðàíåå, îñíîâíîé âêëàä â ãåíå-
ðàöèþ ÀÔÊ íåéòðîôèëàìè ïðè àäãåçèè ïðåèìóùåñòâåí-
íî âíîñÿò NADPH-îêñèäàçà, ÌÏÎ è 5-ëèïîêñèãåíàçà (Ka-
valenka et al., 2003). Ïîñêîëüêó íåîïòåðèí è 7, 8-äèãèäðî-
íåîïòåðèí íå îêàçûâàþò âëèÿíèÿ íà îáðàçîâàíèå ÀÔÊ,
îáóñëîâëåííîå àêòèâàöèåé NADPH-îêñèäàçû â íåéòðî-
ôèëàõ, íî èçìåíÿþò âûõîä ñóïåðîêñèäíûõ àíèîí-ðàäèêà-
ëîâ (Razumovitch et al., 2003), ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ïòå-
ðèäèíû ìîãóò âëèÿòü íà ïðîöåññû àêòèâàöèè êèñëîðîäà,
ñâÿçàííûå ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì ÌÏÎ.

Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ïðîìåæóòî÷íûìè ïðîäóêòàìè ðå-
àêöèè îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, êàòà-
ëèçèðóåìîé ÌÏÎ, ÿâëÿþòñÿ ñóïåðîêñèäíûå àíèîí-ðà-
äèêàëû, ãèäðîêñèëüíûå ðàäèêàëû è ñèíãëåòíûé êèñëî-
ðîä (Ñåìåíêîâà è äð., 1991). Îñíîâíûì ïðîìåæóòî÷íûì
ïðîäóêòîì ýòîé ðåàêöèè ÿâëÿåòñÿ ãèïîõëîðèò-èîí, îáðà-
çóþùèéñÿ â òàê íàçûâàåìîì ãàëîãåíèðóþùåì öèêëå ïðè
îêèñëåíèè õëîðèä-èîíîâ âûñîêîàêòèâíîé ôîðìîé
ÌÏÎ — ñîåäèíåíèåì I, â êîòîðóþ ïðåâðàùàåòñÿ íàòèâ-
íûé ôåðìåíò ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ Í2Î2 (Hampton et al.,
1998). Ïîñêîëüêó ïòåðèäèíû õàðàêòåðèçóþòñÿ êàê ïðî-,
òàê è àíòèîêñèäàíòíûì äåéñòâèåì, ñëåäóåò îæèäàòü, ÷òî
íåîïòåðèí è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí ñïîñîáíû ðåàãèðî-
âàòü ñ Í2Î2 è ãèïîõëîðèòîì, îêàçûâàÿ òåì ñàìûì âëèÿíèå
íà âûõîä àêòèâíûõ ïðîäóêòîâ â ðåàêöèè ñ ÌÏÎ.

Íàìè èññëåäîâàíî âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèä-
ðîíåîïòåðèíà íà ñâîáîäíîðàäèêàëüíûå ïðîöåññû îêèñëå-
íèÿ ëþìèíîëà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà (ðèñ. 2). Âèäíî, ÷òî â
ïðèñóòñòâèè íåîïòåðèíà ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âî-
äîðîäà. Â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé Í2Î2 îò 1�10–6 äî
1�10–3 ìîëü/ë íåîïòåðèí ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà õåìè-
ëþìèíåñöåíöèþ, à ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè êîíöåíò-
ðàöèè ïåðîêñèäà äî 7.5�10–3 ìîëü/ë âûçûâàåò åå èíãèáè-
ðîâàíèå íà 45 %. Â ïðèñóòñòâèè 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà
õåìèëþìèíåñöåíöèè â ýòîé ðåàêöèè íå íàáëþäàåòñÿ.

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî âëèÿíèå ïòåðèäèíîâ íà èíòåãðàëü-
íóþ èíòåíñèâíîñòü õåìèëþìèíåñöåíöèè ïðè îêèñëåíèè

ëþìèíîëà ãèïîõëîðèòîì íàòðèÿ. Êàê âèäíî èç ðèñ. 3, â
èññëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé íåîïòåðèí íå âëèÿ-
åò, à 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí ñíèæàåò èíòåíñèâíîñòü ðåãè-
ñòðèðóåìîãî ñâå÷åíèÿ. Ñòåïåíü èíãèáèðîâàíèÿ õåìèëþ-
ìèíåñöåíöèè, îáóñëîâëåííîé îêèñëåíèåì ëþìèíîëà ãè-
ïîõëîðèòîì, óâåëè÷èâàåòñÿ ñ ïîâûøåíèåì êîíöåíòðàöèè
7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà è äîñòèãàåò 100 % â ïðèñóòñòâèè
1�10–4 ìîëü/ë ýòîãî ïòåðèäèíà. Èç ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 2 è 3 äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí ñïî-
ñîáåí ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâîâàòü êàê ñ ïåðîêñèäîì
âîäîðîäà, òàê è ñ ãèïîõëîðèòîì — ïðîìåæóòî÷íûì ïðî-
äóêòîì öèêëà ÌÏÎ, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ åãî ñïîñîá-
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Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè (SI) ËÕË
íåéòðîôèëîâ îò âðåìåíè èíêóáèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè è â îò-

ñóòñòâèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà.

Êîíöåíòðàöèÿ ïòåðèäèíîâ 5�10–5 ìîëü/ë.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà èíòåã-
ðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü õåìèëþìèíåñöåíöèè (SI) â ðåàêöèè

îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà ïåðîêñèäîì âîäîðîäà.

Êîíöåíòðàöèÿ ïòåðèäèíîâ 5�10–5 ìîëü/ë.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà èíòåã-
ðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü ËÕË â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà

ãèïîõëîðèòîì íàòðèÿ (6.5�10–7 ìîëü/ë).



íîñòüþ ëåãêî ïðåâðàùàòüñÿ â íåîïòåðèí ïîä äåéñòâèåì
îêèñëèòåëåé (Widner et al., 2000). Â òî æå âðåìÿ íåîïòå-
ðèí íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà õåìèëþìèíåñöåíöèþ ïðè
äåéñòâèè ãèïîõëîðèòà â êîíöåíòðàöèè 6.5�10–7 ìîëü/ë è
ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ôèçèîëîãè÷åñêèì çíà÷åíèÿì äëÿ ýòîãî
îêèñëèòåëÿ (1�10–6 —1�10–5 ìîëü/ë).

Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíî âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèä-
ðîíåîïòåðèíà íà àêòèâíîñòü ÌÏÎ ïðè äîáàâëåíèè ïòåðè-
äèíîâ ê ôåðìåíòó çà 10 ìèí äî âíåñåíèÿ ñóáñòðàòîâ —
ïåðîêñèäà âîäîðîäà è ëþìèíîëà. Âûÿâëåíî, ÷òî íåîïòå-
ðèí íå âëèÿåò íà âûõîä ÀÔÊ ïðè àêòèâàöèè ÌÏÎ. Îäíà-
êî, êàê ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ðàíåå (Razumovitch et al.,
2004), äîáàâëåíèå íåîïòåðèíà ê àêòèâèðîâàííîìó ôåð-
ìåíòó ñîïðîâîæäàåòñÿ ðåçêèì èíãèáèðîâàíèåì ñâîáîäíî-
ðàäèêàëüíîãî ïðîöåññà è áûñòðûì, â òå÷åíèå 1 ìèí, åãî
âîññòàíîâëåíèåì äî èñõîäíîãî óðîâíÿ. Òàêîå äåéñòâèå
íåîïòåðèíà ñâÿçàíî ñ åãî ñïîñîáíîñòüþ ðåàãèðîâàòü ñ O
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è ãèäðîêñèëüíûìè ðàäèêàëàìè, êîòîðûå ãåíåðèðóþòñÿ â
èçó÷àåìîé ðåàêöèè. Â òî æå âðåìÿ 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí
â êîíöåíòðàöèè 1�10–7—1�10–4 ìîëü/ë çíà÷èòåëüíî ñíè-
æàåò, à â êîíöåíòðàöèè 1�10–9—1�10–8 ìîëü/ë óâåëè÷èâà-
åò âûõîä ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ â ñèñòåìå ÌÏÎ—ëþìè-
íîë—Í2Î2.

Íàìè ïðîàíàëèçèðîâàíû çàâèñèìîñòè èíòåãðàëüíîé
èíòåíñèâíîñòè õåìèëþìèíåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè
Í2Î2 äëÿ èçó÷àåìîé ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè â ïðèñóòñò-
âèè è â îòñóòñòâèå 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà (ðèñ. 5). Âèä-
íî, ÷òî 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí ïðîÿâëÿåò ñâîéñòâà íåêîí-
êóðåíòíîãî èíãèáèòîðà ÌÏÎ ïðè êîíöåíòðàöèè Í2Î2

2.5�10–3—2.5�10–2 ìîëü/ë: çàâèñèìîñòè 1/SI ËÕË îò êîí-
öåíòðàöèè Í2Î2 â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå 7, 8-äèãèä-
ðîíåîïòåðèíà èìåþò âèä ïðÿìûõ, ïåðåñåêàþùèõñÿ íà îñè
àáñöèññ, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ íåêîíêóðåíòíîãî òèïà èíãè-

áèðîâàíèÿ. Ñëåäîâàòåëüíî, 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí, íå
ïðåïÿòñòâóÿ ñâÿçûâàíèþ ñóáñòðàòà, ñïîñîáåí ïðèñîåäè-
íÿòüñÿ êàê ê ñâîáîäíîìó ôåðìåíòó, òàê è ê ôåðìåíò-ñóá-
ñòðàòíîìó êîìïëåêñó, çàìåäëÿÿ òåì ñàìûì ñêîðîñòü ôåð-
ìåíòàòèâíîãî ïðîöåññà. Ïðè êîíöåíòðàöèè ïåðîêñèäà âî-
äîðîäà ìåíüøå 1�10–3 ìîëü/ë 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèí íå
îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà (ãðàôè÷åñêèå
äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà èíòåã-
ðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü ËÕË â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà

ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, êàòàëèçèðóåìîé ÌÏÎ íåéòðîôèëîâ.

Êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 2.5�10–4, ëþìèíîëà — 4.5�10–5 ìîëü/ë. Âðåìÿ èíêó-
áèðîâàíèÿ ïòåðèäèíîâ ñ ÌÏÎ â îòñóòñòâèå ñóáñòðàòîâ 10 ìèí.

Ðèñ. 5. Çàâèñèñìîñòü èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ËÕË â ñèñ-
òåìå ÌÏÎ—Í2Î2—ëþìèíîë îò êîíöåíòðàöèè Í2Î2 â äâîéíûõ
îáðàòíûõ êîîðäèíàòàõ â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå 7, 8-äè-

ãèäðîíåîïòåðèíà (5�10–5 ìîëü/ë).

Ðèñ. 6. Âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà ñåêðå-
öèþ ëèçîöèìà èç íåéòðîôèëîâ.

Âðåìÿ èíêóáèðîâàíèÿ êëåòîê ñ ïòåðèäèíàìè 20 ìèí. Çà 100 % ïðèíÿòî
çíà÷åíèå ñêîðîñòè èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (D) êëåòîê áåç ïòå-

ðèäèíîâ.



Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñòèìóëÿöèè íåéòðîôèëîâ àä-
ãåçèåé óñèëèâàþòñÿ ïðîöåññû ñåêðåòîðíîé äåãðàíóëÿöèè,
÷òî ïðèâîäèò ê âûõîäó èç êëåòîê ñîäåðæèìîãî àçóðî-
ôèëüíûõ ãðàíóë — ÌÏÎ è ëèçîöèìà (Êîâàëåíêî è äð.,
2007). Ïîñêîëüêó àêòèâíîñòü ÌÏÎ çàâèñèò îò ïðèñóòñò-
âèÿ ïòåðèäèíîâ, íàìè èçó÷åíî âëèÿíèå íåîïòåðèíà è 7,
8-äèãèäðîíåîïòåðèíà íà ñåêðåöèþ ëèçîöèìà èç íåéòðî-
ôèëîâ. Íà ðèñ. 6 ïîêàçàíà çàâèñèìîñòü âûõîäà ëèçîöèìà
èç êëåòîê îò êîíöåíòðàöèè ïòåðèäèíîâ, êîòîðûå èíêóáè-
ðîâàëè ñ íåéòðîôèëàìè â òå÷åíèå 20 ìèí. Âèäíî, ÷òî â
ïðèñóòñòâèè 7, 8-äèãèäðîíåîïòåðèíà â êîíöåíòðàöèè
1�10–9—1�10–8 ìîëü/ë óðîâåíü ñåêðåòèðóåìîãî ëèçîöèìà
çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ. Ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ýòîãî ïòåðèäèíà îò 5�10–8 äî
5�10–6 ìîëü/ë ñåêðåöèÿ ëèçîöèìà èç êëåòîê ñíèæàåòñÿ.
Âëèÿíèå íåîïòåðèíà íà ïðîöåññ äåãðàíóëÿöèè èìååò áî-
ëåå ñëîæíûé âèä: 5�10–8 ìîëü/ë ïòåðèäèíà âûçûâàåò íå-
áîëüøîå óâåëè÷åíèå, à 5�10–7 ìîëü/ë — óìåíüøåíèå ñåê-
ðåöèè ëèçîöèìà, êîòîðàÿ ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè
êîíöåíòðàöèè íåîïòåðèíà íà ïîðÿäîê äîñòèãàëà êîíò-
ðîëüíûõ çíà÷åíèé. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî íåîïòåðèí è 7,
8-äèãèäðîíåîïòåðèí â èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ íå
îêàçûâàëè âëèÿíèÿ íà àêòèâíîñòü ëèçîöèìà è êîëè÷åñòâî
èñïîëüçóåìûõ â ìåòîäèêå áàêòåðèé Micrococus lysodeikti-
cus â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ýòîãî ôåðìåíòà (ãðàôè÷åñêèå
äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íåîïòåðèí è 7, 8-äèãèäðîíåîï-
òåðèí, ÿâëÿÿñü ðåäîêñ-ïàðîé, ðåãóëèðóþò ïðîöåññû àêòè-
âàöèè êèñëîðîäà â íåéòðîôèëàõ, îáóñëîâëåííûå ôóíêöè-
îíèðîâàíèåì ÌÏÎ. Ïòåðèäèíû â çàâèñèìîñòè îò êîíöåí-
òðàöèè ñïîñîáíû âëèÿòü íà ñåêðåöèþ ÌÏÎ âî
âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó, ñíèæàÿ óðîâåíü ñóáñòðàòà ýòîãî
ôåðìåíòà — ïåðîêñèäà âîäîðîäà è ïðîìåæóòî÷íîãî ïðî-
äóêòà êàòàëèçèðóåìîé ÌÏÎ ðåàêöèè — ãèïîõëîðèòà. 7,
8-Äèãèäðîíåîïòåðèí â ìèêðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ
ÿâëÿåòñÿ íåêîíêóðåíòíûì èíãèáèòîðîì ÌÏÎ. Êðîìå
òîãî, ÌÏÎ ñïîñîáíà èçìåíÿòü ñîîòíîøåíèå ïòåðèäèíîâ â
ñòîðîíó óâåëè÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè íåîïòåðèíà çà ñ÷åò îá-
ðàçóþùåãîñÿ â õîäå ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ãèïîõëîðè-
òà, ÷òî ñïîñîáñòâóåò èçìåíåíèþ óðîâíÿ ÀÔÊ â êëåòêå è
âî âíåêëåòî÷íîì ïðîñòðàíñòâå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Áåëî-
ðóññêîãî ðåñïóáëèêàíñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêòû Á08Ì-121 è Á04-293).
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PTERIDINE-DEPENDENT OXYGEN ACTIVATION IN NEUTROPHILS
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We investigated the influence of neopterin and 7, 8-dihydroneopterin on the activity and secretory degranu-
lation of myeloperoxidase in neutrophils and the ability of pteridines to interact with the main substrate of this
enzyme, hydrogen peroxide, and with the intermediate product of halogenation cycle — hypochlorous acid. It
was shown that neopterin and 7, 8-dihydroneopterin while being a redox-pair regulated the process of oxygen
activation in neutrophils by functioning of myeloperoxidase. Depending on concentration, pteridines can influ-
ence the secretion of myeloperoxidase into intracellular medium and decrease the level of hydrogen peroxide
and hypochlorous acid that are a substrate and an intermediate product of the enzyme respectively. It was shown
that 7, 8-dihydroneopterin in micromolar concentration appeared to be noncompetitive inhibitor of myelopero-
xidase. We suppose that myeloperoxidase assists 7, 8-dihydroneopterin oxidation by hypochlorous acid that le-
ads to neopterin concentration increase. These changes modify the concentration of reactive oxygen species in
intracellular and extracellular media.

K e y w o r d s: neopterin, 7, 8-dihydroneopterin, myeloperoxidase, reactive oxygen species.
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