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В патогенезе атеросклероза важная роль отводится окисленным липо-
протеинам низкой плотности (ЛПН) [23]. Было показано, что перитоне-
альные макрофаги, так же, как и макрофаги, выделенные из атеросклеро-
тически поврежденных сосудов, способны окислять ЛНП [26]. Эта кле-
точная окислительная модификация ЛНП ингибируется антиоксиданта-
ми: пробуколом, аскорбатом, убихинолом, флавоноидами, витамином Е,
уратом, что убедительно доказывает участие свободнорадикальных реак-
ций в окислительной модификации ЛНП [13]. Действительно, в силу своих
функциональных особенностей фагоцитирующие клетки содержат фер-
ментативные комплексы, активация которых сопровождается резким уси-
лением генерации активированных кислородных метаболитов (АКМ). К
ним относятся мембранно-связанная НАДФН-оксидаза, генерирующая
супероксидный анион-радикал О-2~ ; индуцибельная NO-синтетаза, ис-
точник NO-радикала, который в свою очередь, взаимодействует с О 2 и
О-2~, образует сильные окислители NO^r, NOf" и пероксинитрит; миело-
пероксидаза, высвобождение которой приводит к синтезу гипогалоидов
[4]. В неактивированных фагоцитах эффективными источниками АКМ
являются митохондриальная оксидаза, микросомальные монооксигена-
зы, а также реакции окисления арахидоновой кислоты [4, 9].

Проведенные исследования механизмов оксилительной модификации
ЛНП показали, что активация НДДФН-оксидазы в моноцитах при их
культивировании с ЛНП увеличивает содержание в последних органиче-
ских перекисей [10], однако в результате выполненного W.Jessup и соавт.
[17] тщательного исследования сделан вывод о том, что продукция О2~
макрофагами не связана с их способностью окислять ЛНП. Результаты
работы [17] подтверждаются отсутствием окислительной модификации
ЛНП в среде, содержащей ксантин/ксантиноксидазу [14]. Одновремен-
ное образование в бесклеточной среде О2~ и N 0 " вызывало окислитель-
ную модификацию ЛНП [11], однако ингибирование NO' -синтетазы и
наработки N 0 ' в макрофагах не только не снижало окисление ЛНП, а,
напротив, усиливало его [16]. Подавление активности 5- и 15-липоксиге-
наз снижает клеточное окисление ЛНП [19], вместе с тем анализ концен-
трационной эффективности и специфичности применяемых ингибито-
ров свидетельствует об их скорее антиоксидантном, нежели антилипок-
сигеназном действии [22]. Таким образом, в настоящее время нет одно-
значного ответа на вопрос, какие механизмы лежат в основе окисления
ЛНП макрофагами in vivo.

В резидентных макрофагах эффективным источником АКМ являются
микросомальные оксигеназы [9]. Поэтому мы исследовали влияние ин-
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гибиторов цитохррма Р-450 кетоконазола [15, 18], 1^етоксалена [25] и
а-нафтофлавона [18] на окисление ЛНП резидентными и бенз[ос]пире-
ниндуцированными перитонеальными макрофагами.

Методика. ЛНП (1.019 — 1,055 г/мл) выделяли из плазмы доноров с
нормальными липидными показателями методом ультрацентрифугиро-
вания [б]. 1251-ЛНП получали йодмонохлоридным методом с последую-
щим удалением непрореагировавших низкомолекулярных продуктов хро-
матографией на сефадексе G-25, как описано нами ранее [2].

Резидентные перитонеальные макрофаги получали от мышей C57BI/
6J массой 16 — 18 г. Брюшную полость мышей промывали охлажденной
средой 199, клетки дважды отмывали и ресуспендировали в концентра-
ции 1,5 • 106 клеток/мл в среде RPMI-1640 (НПО "Вектор". Новосибирск)
с добавлением 20% эмбриональной телячьей сыворотки и 50 мкг/мл ген-
тамицина. Суспензию клеток разливали по 2 мл в пластиковые чашки
диаметром 40 мм, после 4 ч. инкубации клетки удаляли двукратным про-
мыванием, к полученному монослою макрофагов добавляли 2 мл культу-
ральной среды и инкубировали в течение ночи при 37°С и 95% влажности
в атмосфере 5% СО2. Полученные таким образом монослои клеток ис-
пользовали для изучения окислительной модификации ЛНП, исследова-
ния деградации 1251-ЛНП и хемилюминесцентного анализа.

Индукцию бенз[а]пиренгидроксилазы в макрофагах осуществляли,
инкубируя клетки в течение 24 ч в среде RPMI-1640, содержащей 10%
сыворотки крупного рогатого скота, 50 мкг/мл гентамицина и 4 мкг/мл
бенз[а]пирена ("Sigma", США), добавляемого в 5 мкл диметилсульфок-
сида. Индукцию бенз[а]пиренгидроксилазы определяли флюорометри-
чески (возбуждение при 466 нм и регистрация при 522 нм) [12], исполь-
зуя в качестве стандарта 3-гидроксибенз[а]пирен [1].

Для проведения клеточной окислительной модификации ЛНП моно-
слой макрофагов инкубировали в среде, содержащей 50 мкг/мл гентами-
цина, 0,01% липопротеиндефицитной сыворотки и 200 мкг/мл ЛНП или
50 мкг/мл 1251-ЛНП, при 37°С в течение 24 ч. Аутоокисление ЛНП (280
мкг/мл) или 1251-ЛНП (250 мкг/мл) проводили в среде Дульбеко без Са 2 +

и Mg 2 + в присутствии 10 мкМ CuSO4 или 10 мкМ FeSO4 при 37°С в
течение 6 ч. Ингибиторы цитохром-Р-450-зависимых ферментов кетоко-
назол, метоксален, а-нафтафлавон ("Sigma", США) добавляли в инкуба-
ционную среду в растворе этанола в объеме 5 мкл на 1 мл среды. Окисле-
ние ЛНП останавливали добавлением бутирилгидрокситолуола в метано-
ле до конечной концентрации 20 мкМ. Окислительную модификацию
ЛНП оценивали, определяя продукты, реагирующие с тиобарбитуровой
кислотой (ТБК-реактивные продукты) [21]; скорость дефадации 1251-ЛНП
в свежем монослое макрофагов, культивируемых при 37°С в течение 5 ч.
[24], и скорость миграции ЛНП в агарозном геле определяли, как под-
робно описано ранее [2,3].

Хемилюминесценцию (ХЛ) измеряли на хемилюминометре "Фотон"
производства СОПКТБ СО ВАСХНИЛ по методу [5]. Для этого пласти-
ковые чашки с монослоем дважды промывали средой Хенкса без феноло-
вого красного, добавляли 2 мл 10~4 М раствора люцигенина ("Reanal") в
среде Хенкса и помещали в термостатированную при 37°С ячейку хеми-
люминометра. В течение 3 мин. регистрировали спонтанную ХЛ, затем
добавляли 10 мкл этанольного раствора соответствующего ингибитора или
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10 мкл этанола Тконтроль) и регистрировали изменение свечения в тече-
ние 3 мин, после чего макрофаги стимулировали добавлением 0,2 мл сус-
пензии (20 мг/мл) зимозана (Олайнский завод биопрепаратов), опсони-
зированного сывороткой мышей. После добавления измеряли интенсив-
ность ХЛ макрофагов до наступления максимума свечения.

Статистическую обработку данных 3—5 независимых экспериментов
проводили с использованием г-критерия Стыодента.

Результаты и обсуждение. Инкубирование ЛНП с макрофагами в среде
с низким содержанием сыворотки (меньше 0,01%) приводило к увеличе-
нию содержания в них ТБК-реактивных продуктов (рис. 1) и скорости
деградации 1251-ЛНП макрофагами (1,14±0,2 и 6,22±1,5 мкг белка
1251-ЛНП на 1 мг клеточного белка при инкубации ЛНП в среде без кле-
ток и с макрофагами соответственно), что находится в соответствии с
данными других авторов [17,19]. Анализ действия ингибиторов цитохро-
ма Р-450 на клеточное окисление ЛНП показал, что кетоконазол дозоза-
висимо ингибирует, а метоксален и а-нафтафлавон в концентрациях до
80 мкМ не влияют на накопление ТБК-реактивных продуктов (см. рис.
1). Культивирование ! 2 51-ЛНП с макрофагами в присутствии 40 мкМ
кетоконазола также снижало скорость их последующей деградации све-
жей культурой макрофагов с 5,76±0,8 до 2,57±0,9 мкг белка 1251-ЛНП на
1 мг клеточного белка, в то время как метоксален (20 мкМ) и а-нафтаф-
лавон (50 мкМ) не влияли на скорость деградации 1251-ЛНП.
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Рис. 1. Действие ингибиторов цитохрома Р-450 кетоконазола (7), метоксалена
(2) и о.-нафтафлавона (3) на окисление ЛНП перитонеальными макрофагами.

Треугольником (клеточный контроль) и верхней пунктирной линией обозначено содержа-
ние ТБК-реактивных продуктов в ЛНП, культивируемых с макрофагами в отсутствие

ингибиторов, ромбом и нижней пунктирной линией — в ЛНП, культивируемых в бескле-
точной среде. Звездочка — отличие от клеточного контроля достоверно при р < 0,001. По
оси ординат — здесь и на рис. 2 — содержание в ЛНП ТБК-реактивных продуктов, нмоль

МДА на мг белка ЛНП, по оси абсцисс — концентрация игнгибитора, мкМ.
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Инкубация макрофагов с бенз[а]пиреном (4 мкг/iCbi) приводила к ин-
дукции микросомальных монооксигеназ, что проявлялось в 2,2-кратном
повышении активности бенз[а]пиренгидроксилазы (с 73,2±0,61 в кон-
троле до 161,38+1,44 пМ 3-гидроксибенз[а]иирена в час на 1 мг белка).
[Ингибиторы цитохрома Р-450 кетоконазол (20 мкМ), метоксален (20 мкМ)
и а-нафтафлавон (50 мкМ) снижали активность бенз[а]пиренгидроксилазы
в 2,3, 2,5 и 2,8 раза соответственно. Индукция монооксигеназ приводила
к усилению окислительной модификации ЛНП: на 41% повышалась кон-
центрация ТБК-реактивньгх продуктов и на 98% —скорость деградации
1251-ЛНП (см. таблицу). Ингибиторы цитохрома Р-450 кетоконазол, ме-
токсален и а-нафтафлавон отменяли данный эффект. При этом кетоко-
назол был наиболее эффективен и в концентрации 40 мкМ снижал нако-
пление ТБК-реактивных продуктов и скорость деградации 1251-ЛНП до
значений, которые были меньше величин, полученных для резидентных
макрофагов (см. таблицу).

Таким образом, полученные результаты показывают, что среди изу-
ченных ингибиторов цитохрома Р-450 только кетоконазол ингибирует
окислительную модификацию ЛНП резидентными макрофагами. Индук-
ция микросомальных монооксигеназ бенз[а]преном приводит к усиле-
нию окисления ЛНП клетками, и в этом случае проявляется ингибитор-
ный эффект метоксалена и а-нафтафлавона. Данный факт позволяет по-
ставить вопрос о возможности участия ксенобиотиков в атерогенезе по-
средством индукции клеточной окислительной модификации ЛНП.

Обязательным условием клеточного окисления ЛНП является присут-
ствие в среде ионов металлов переменной валентности [24]. В высоких
концентрациях ионы Си+ и Fe 2 + могут сами индуцировать окисление
ЛНП, при этом ионы Си+ —значительно эффективнее, чем ионы Fe 2 +

[13]. С целью изучения возможных механизмов действия ингибиторов
цитохрома Р-450 мы исследовали их влияние на окисление ЛНП, инду-

Действие ингибиторов цитохром-Р-450-зависимых ферментов на окислительную
модификацию ЛНП макрофагами

Условия инкубации ЛНП
ТБК-реактивные

продукты, нмоль МДА
на 4 мг белка

Деградация,
мкг белка 125|-ЛНП

на 1 мг белка клеток

Неинкубированные нативные ЛНП

ЛНП+среда инкубации

ЛНЛ+резидентные макрофаги

ЛНП+бенз[а]пирениндуцированные макрофаги

ЛНП+бенз|а]пирениндуцированные макрофаги +20мкМ кетоконазола

ЛНП+бекз|а]пирениндуцированные макрофага+40мкМ кетоконазола

ЛНП+бенэ[а]пирениндуцированные макрофаги+20мкМ метоксалена

ЛНЛ+6енз[а1пирениндуцированные макрофаги+50мкМ а-нафтафлавона

3,9±1,9*

14,3+2,7*

49,2±2,4

69,4+3,6*

40.9+2.3"

26,1+2,4* **

52,6+3,6**

46,8+2,6"

0,29±0,1*

0,74±0,3*

5,76+0,8

11,44+3,2*

4,86±1,2"

2,57+0,9* "

6,37±4,2"

6,31 ±3,9"

П р и м е ч а н и е : Одна звездочка — отличие от значений, полученных при инкубации
с резидентными макрофагами, достоверно (р<0,01); две — отличие от значений, получен-
ных при инкубации с бенз[а|пирениндуцированными макрофагами (р<0,05).
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цированное ионами меди и железа. Ни метоксален (20 мкМ), ни а-наф-
тафлавон (50 мкМ) не оказывали значимого действия на Си+ и Fe 2 + -
индуиированное окисление ЛНП, в то время как кетоконазол дозозави-
симо ингибировал накопление ТБК-реактивньгх продуктов, индуциро-
ванное ионами железа, и вместе с тем слабо влиял на Си+-индуцирован-
ное окисление липопротеинов Срис. 2).

40

24

16

z+

Рис 2. Действие кетоконазола на окисление ЛНП, катализируемое ионами Си +

и Fe 2 + .
Концентрации ионов Си+ и Fe 2 + — 10 мкМ, кетоконазола — 0 (/, 2), 20 мкМ (3,4) и 40

мкМ (5,6). Звездочка — отличие от контроля достоверно при р < 0,05 По оси абсцисс —
время инкубации, ч

Данные об участии супероксидного анион-радикала в клеточном окис-
лении ЛНП противоречивы: с одной стороны, индукция зимозаном
НАДФН-оксидазы и продукция О Г̂ не приводила к усилению окисли-
тельной модификации ЛНП макрофагами; с другой стороны, специфи-
ческий ингибитор НАДФН-оксидазы дифенилениодоний, который свя-
зывается с гемовой частью цитохрома Ъ$$%, существенно ингибировал этот
процесс [17]. Мы исследовали влияние ингибиторов цитохрома Р-450 на
генерацию Ы~ макрофагами, определяемую с помощью люцигенинзави-
симой ХЛ. Кетоконазол (40 мкМ), метоксален (40 мкМ) и а-нафтафла-
вон (5 мкМ) достоверно снижали спонтанную ХЛ резидентных макрофа-
гов (рис. 3, а). В отношении зимозанстимулированной ХЛ макрофагов
эффект препаратов был не столь однозначным. Если кетоконазол значи-
тельно снижал замозанстимулированную ХЛ (до 18±14% контроля), то
эффект а-нафтафлавона был менее выражен (73±22% от контроля), а
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действие метоксалена было недостоверным (рис. 3, б).

0,5

1 2 3 4 5 5

Рис. 3. Действие ингибиторов цитохрома Р-450 кетоконазола (/), метоксалена
(2) и а-нафтафлавона (3) на спонтанную (а) и стимулированную зимозаном (6)
люиигенинусиленную ХЛ перитонеальных макрофагов. 4 (контроль) — интен-
сивность ХЛ в отсутствие ингибиторов; стрелкой обозначен момент добавления
ингибитора. Звездочка — отличие от контроля достоверно при р < 0,05. По оси

ординат — интенсивность ХЛ, имп/мин • 103; по оси абсцисс — время регистра-
ции, мин.

Люцигенинусиленная ХЛ зимозанстимулированных макрофагов отра-
жает преимущественно внеклеточную продукцию О2~ мембранно-связан-
ной НАДФН-оксидазой [7]. Поэтому можно сделать вывод, что кетоко-
назол является эффективным ингибитором НАДФН-оксидазы. Ранее было
показано, что кетоконазол также ингибирует люминол+зависимую ХЛ
клеток селезенки [8], однако его ингибирующий эффект был менее выра-
жен. Это, по-видимому, связано с тем, что свечение люминола зависит от
образования Н 2О 2, гипогалоидов, наличия пероксидаз, в то время как ХЛ
люцигенина более специфично отражает наработку О2~ [7]. Так как ме-
токсален и а-нафтафлавон ингибируют спонтанную ХЛ резидентных мак-
рофагов (см. рис. 3, а), но не влияют на окисление ЛНП (см. рис. 1), это
косвенно подтверждает вывод работы [17] о том, что О2~ прямо не участ-
вует в окислении ЛНП.

Различие действия кетоконазола, метоксалена и а-нафтафлавона на
окислительную модификацию ЛНП макрофагами можно объяснить раз-
личием механизмов их действия на ферменты. Известно, что кетоконазол
действует на гемовую часть микросомальных и митохондриальных цито-
хромов [15,20]. Это действие связано с его хелаторными свойствами, ко-
торые определяются наличием имидазольной группы, что подтверждает-
ся его способностью ингибировать Fe2+-индуцированное окисление ЛНП
(см. рис. 2). По-видимому, действие кетоконазола на НАДФН-оксидазу
также реализуется через ингибирование составной части фермента — ге-
мового цитохрома b55g Многие противоречивые данные об участии
НАДФН-оксидазы и О2~ в окислении ЛНП макрофагами, а также высо-
кую ингибиторную активность кетоконазола (см. рис. 1), дифениленио-
дония, нативных и инактивированных препаратов супероксиддисмутазы
[17] можно объяснить, если предположить, что в окислении ЛНП участ-
вует не сам фермент НАДФН-оксидаза и ее основной продукт О2~, а
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гемовый цитохром Ь558, который может выступать своеобразным мем-
бранно-связанным реактивом Фентона. Это предположение значимо еще
и потому, что мембранно-связанные компоненты НДЦФН-оксидазы вы-
являются в моноцитах, нейтрофилах, эндотелиоцитах, лимфоцитах, ко-
торые, как известно из литературы, также способны окислять ЛНП. Кро-
ме того, оно может объяснить некоторые особенности цитотоксического
действия макрофагов, поэтому, на наш взгляд, нуждается в дальнейшем
подтверждении экспериментальными и клиническими исследованиями.

Данная работа выполнена благодаря финансовой поддержке Между-
народного научного фонда (фант N RAEOOO).
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EFFECTS OF CYTOCHROME INHIBITORS ON MACROPHAGE-INDUCED
OXIDATIVE MODIFICATION OF LOW-DENSITY LIPOPROTEINS

M.I. Dushkin, N.K. Zenkov, Ye.B. Menshchikova, Ye.N. Pivovarova, G.Yu. Lyubimov,
N.N. Volsky

Institute of General Pathology and Human Ecology, Siberian Branch of the Russian Academy
of Medical Sciences, Novosibirsk

Unlike other cytochrome P450-dependent oxygenase inhibitors, ketoconazole has been shown
to suppress the murine macrophage-mediated oxidative modification of human low-density
lipoproteins (LDL) in a dose-dependent manner. The benzo[a)pyrene-mduced microsomal
monooxygenase activity wa,s accomplished by a 1.5-fold increase in LDL oxidation by macrophages,
ketokonazoie (20 ц), methoxalene (20 \i), and a-naphthaflavone (50 u.). Ketoconazole was also
effective in inhibiting macrophageal NADPH oxidase and LDL autooxidation induced by Fe 2 +

rather than Cu+, which is likely to be associated with its ability to act as a chelator of free and
heme-bound iron ions.
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