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Введение. Необходимость аскорбиновой кислоты для организма не вызывает сомнений, однако до настоящего времени остается не выясненным вопрос относительно доз аскорбиновой кислоты, которые являются оптимальными с точки зрения усвоения, эффективности и отсутствия побочных эффектов.


Аскорбиновая кислота обладает как антиоксидантными так и прооксидантными эффекты. Прооксидантные эффектами аскорбата могут реализовываться, по крайней мере, двумя путями. Восстановление Сu и Fe в активном центре некоторых ферментов обусловливает хорошо известную биологическую функцию  витамина С как кофактора биосинтеза коллагена, катехоламинов и многих других веществ [1]. Однако восстановленные ионы металлов с переменной валентностью легко реагируют с О2, восстанавливая его до супероксидного радикала, который, в свою очередь, превращается в Н2О2 и О2 [1]. Кроме того, аскорбиновая кислота играет важную роль в образовании активных форм кислорода лейкоцитами, в частности  нейтрофилами. Концентрация витамина С в нейтрофилах в 14 раз выше по сравнению с плазмой крови [2].

Целью нашего исследования было изучение влияния перорального и внутримышечного  введения аскорбата на активность миелопероксидазы и NO-синтазы в крови морских свинок.

Методы. В експерименте было использовано 20 трехмесячных морских свинок (самцов). Использование морских свинок в качестве объекта исследования обусловлено тем, что их организм, подобно организму человека, не способен синтезировать аскорбиновую кислоту. Животным опытных групп аскорбиновую кислоту вводили в дозе 4 мг/кг массы тела (что соответствует 280 мг в сутки для человека с массой 70 кг) на протяжении четырех суток. Одна группа получала аскорбат перорально, другая – внутримышечно. В качестве контроля использовали интактных животных. 


Активность миелопероксидазы определяли цитохимической реакцией по методу Грэхема-Кнолла основанного на окислении в присутствии миелопероксидазы бензидина  коричневый оксибензидин.

Активность NO-синтазы исследовали методом [3], основанным на фотометрическом определении прироста содержания нитрита. Для определения активности конститутивной  (Са2+-зависимой) и индуцибельной (Са2+-независимой) изоформ NO-синтазы ферментативную реакцию проводили с добавлением экзогенного Са2+ или ЭДТА для связывания эндогенного Са2+.
Статистический анализ полученных результатов проводили с помощью пакета прикладных программ Statistica, MS Excel с использование U-критерия Манна – Уитни.

Результаты и обсуждение.

При микроскопировании цитохимических препаратов мазков крови животных после перорального введения аскорбиновой кислоты отмечалось заметное увеличение количества нейтрофилов, давших положительную реакцию на миелопероксидазу (рис.1). 
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Рисунок 1. Увеличении оптической плотности цитоплазмы нейтрофилов в мазке крови под влиянием аскорбиновой кислоты в группе животных с пероральным ее введением (b). Цитохимическая реакция на миелопероксидазу. Ув.400.
Кроме того, при пероральном введении аскорбиновой кислоты обнаружено также достоверное повышение миелопероксидазной активности (0,5107±0,0174 ед. опт. пл. по сравнению с 0,3491±0,0348 для контроля, Р<0,05). Внутримышечное введение аскорбиновой кислоты в исследуемой дозе не влияло на миелопероксидазную активность (0,3578±0,0164 ед. опт. пл. по сравнению с 0,3491±0,0348 для контроля, Р>0,05).
Повышение конститутивной (эндотелиальной) NO-синтазы наблюдалось только после перорального введения аскорбиновой кислоты (рис. 2).
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Рисунок 2. Влияние аскорбиновой кислоты на активность NO-синтазы в крови морских свинок (пмоль/мин/мг белка). Примечание: * - разница достоверна по сравнению с контролем, ** – разница достоверна по сравнению с морскими свинками с пероральным введением аскорбата.
Повышение индуцибельной NO-синтазы (іNO-синтазы) выявлено как при пероральном, так и внутримышечном введении аскорбиновой кислоты, более существенное – при внутримышечном введении (рис. 2). Именно индуцированной NO-синтазе, экспрессия которой, преимущественно, происходит в макрофагах и нейтрофилах, принадлежит ведущая роль в образовании активных форм кислорода, в частности пероксинитритного аниона.

Влияние аскорбиновой кислоты на активность исследованных ферментов возможно через активацию витамином С пентозофосфатного пути окисления глюкозы. Именно в нейтрофилах и макрофагах обнаружена наиболее высокая экспрессия ферментов пентозофосфатного пути. Образующийся NADPН используется в этих клетках для генерации супероксидного аниона в реакции, катализируемой NADРН-оксидазы. NADРН-оксидаза является ферментом, инициирующим «дыхательный взрыв».

Два других фермента нейтрофилов (миелопероксидаза и іNO-синтаза) обеспечивают образование наиболее мощных активных форм кислорода – гипохлорита и пероксинитрита. Следует отметить, что первый фермент непосредственно катализирует реакцию образования гипохлоритного аниона из перекиси водорода, образующейся при дисмутации супероксидного аниона, а второй фермент синтезирует субстрат (NO) для последующей неферментативной трансформации в пероксинитрит. Активность последнего не связана непосредственно с реакцией, генерирующей супероксидный анион.
Этим, возможно, обьясняется отсутствие влияния внутримышечного введения аскорбиновой кислоты на активность миелопероксидазы и более выраженный эффект на активность іNO-синтазы.
Эффект аскорбиновой кислоты на NO-синтазу, вскоре всего, реализуется не через повышение концентрации аскорбиновой кислоты в нейтрофилах системного кровотока, а за счет эффектов данного витамина на иммунный гомеостаз через зависимую от интермедиатов активного кислорода экспрессию генов интерлейкинов, так как фактор транскрипции NF-kappa B чувствителен к активным формам кислорода и регулирует экспрессию генов интерлейкинов [4]. Возможность влияния аскорбиновой кислоты на активность IL-1 -индуцируемой  NO-синтазы подтверждается данными литературы об имитации аскорбиновой кислотой потенцирующего влияния N-ацетил-L-цистеина индуцированную IL-1 экспрессию NO-синтазы. В этом случае витамин С мог действовать как восстанавливающий агент через потенцирование активации цитокином р44/42 МАРК сигнального пути [5]. 
Выводы

1. Исследованная доза аскорбиновой кислоты, независимо от способа введения вызывает активацию индуцибельной NO-синтазы и, как следствие, повышение образования активных форм кислорода.

2. Исследованная доза аскорбиновой кислоты, увеличивает активность миелопероксидазы только при пероральном введении.

3. Зависимые от способа  введения различия в эффектах аскорбиновой кислоты на активность миелопероксидазы и индуцибельной NO-синтазы, очевидно, обусловлены особенностями механизмов их реализации.
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