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S u m m a r y

Main metabolite of melatonin (MT) — 6-sulfatoxymelatonin (6-SOMT) urine contence and the influence of 

different melatonin doses in vitro on ADF-induced thrombocytes (T) aggregation were studied in 17 aspirin-induced 

asthmatic patients (AIA), 17 non-aspirin-induced asthmatic patients (NAA) and 16 healthy subjects. It was found 

that daytime urine 6-SOMT excretion in aspirin-induced asthmatics was lower that evidances reduced melatonin 

synthesis. Melatonin level in human organism effects on ADF-induced thrombocytes aggregation and on change 

of its parameters in consequent addition of melatonin in vitro. Aspirin-induced asthmatics have increased intensity 

and rate of the first aggregation phaze during incubation of enriched by T blood plasma with MT in dose 0.01 

pg/ml of plasma in difference from non-asthmatics and healthy subjects that is connected with openning of 

receptor-operated calcium canals and/or calcium’s comming out of intracellular depot. The obtained results 

evidance the reception’s disorder of melatonin and its metabolite — N-acetyl-5-metoxykinurenamine, which 

chemically is like acetylsalicylic acid — in aspirin-induced asthma.lt possibly defines aspirin intolerance in 

aspirin-induced asthma patients.

Р е з ю м е

У больных аспириновой астмой (АсБА), 17 больных неаспириновой бронхиальной астмой (НБА) и у 

16 зд оро вы х  лиц  и зучен о  сод ер ж ан и е  в моче основного  м етаб о л и та  м ел ато н и н а  (М Т ) — 

6-сульфатоксимелатонина (6-СОМТ) и влияние различных доз MT in vitro на АДФ-индуцированную 

агрегацию тромбоцитов (Т). Установлено, что у больных АсБА снижена дневная экскреция 6-СОМТ с мочой, 

что свидетельствует об уменьшении синтеза МТ. Уровень МТ в организме влияет на АДФ-индуцированную 

агрегацию Т и изменение ее параметров при последующем добавлении МТ in vitro. У больных АсБА, в 

отличие от больных НБА и здоровых лиц, при инкубации обогащенной Т плазмы с МТ в дозе 0,01 пг/мл 

плазмы увеличивается интенсивность и скорость первой фазы агрегации, что связано с открытием 

рецептор-управляемых каналов для кальция и/или его выходом из внутриклеточного депо. Полученные 

результаты свидетельствуют о нарушении у больных АсБА рецепции к МТ и его метаболиту — N-ацетил- 

5-метоксикинуренамину, который по химической структуре сходен с ацетилсалициловой кислотой. Возможно, 

это определяет непереносимость аспирина у больных АсБА.

В последние годы показана важная роль эпифиза в 
регуляции физиологических процессов в организме 
человека в норме и при патологии [1,6,16]. Выявлено 
непосредственное воздействие его основного гормона 
мелатонина (МТ) на функциональную активность тром
боцитов, включая феномен агрегации, реакцию высво
бождения, синтез метаболитов арахидоновой кислоты 
и транспорт серотонина [8,11,17]. Известно, что тром
боциты играют существенную роль в патогенезе ал
лергических реакций и заболеваний, в частности, 
аспириновой бронхиальной астмы (АсБА), отличаю
щейся наиболее тяжелым течением и быстрым развитием

зависимости от глюкокортикоидных гормонов [3,5,15]. 
Поскольку имеются сведения о том, что в процессе 
метаболизма М Т образуется вещество, сходное по 
химической структуре с ацетилсалициловой кислотой 
(АСК) [10], к которой чувствительность тромбоцитов 
у больных АсБА повышена, изучение роли М Т в 
патогенезе этого заболевания приобретает особое значение. 
В литературе мы не встретили сведений о продукции 
М Т и о его влиянии на функциональную активность 
тромбоцитов у больных бронхиальной астмой.

Цель работы — изучить влияние различных доз МТ 
на АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов у
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АКОЛАТ. Информация по назначению (сокращенный вариант). Перед назначением прочи

тайте информацию. Применение: профилактика и постоянная терапия бронхиальной 

астмы. Назначается в качестве поддерживающей терапии первой линии пациентам 

с бронхиальной астмой при недостаточной эффективности терапии бета-агонистами (при

меняемыми при необходимости). Дозировка: Взрослые и дети старше 12 лет: начальная 

доза —  20 мг 2 раза/сут. Поддерживающая доза: 20 мг 2 раза/сут (максимальная доза — 

80 мг 2 раза/сут). Не принимать во время еды. Противопоказания: Повышенная чувстви

тельность к компонентам препарата. Меры предосторожности: Препарат следует при

менять регулярно, а также при обострениях бронхиальной астмы. Аколат не предназначен 

для купирования бронхоспазма при остром приступе бронхиальной астмы. Не изучен как
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средство для лечения лабильной или нестабильной формы бронхиальной астмы. Препа

рат не следует назначать в качестве замены после резкой отмены кортикостероидов для 

ингаляций. Вступает во взаимодействие с ацетилсалициловой кислотой (Аспирин), эритро

мицином и теофиллином. Беременность и лактация: не назначать препарат во время 

кормления грудью. Побочные эффекты: Аколат хорошо переносится. Побочные эффек

ты обычно слабые и не требуют отмены препарата: головная боль и желудочно-кишечные 

расстройства. Редко в клинических исследованиях препарат приводил к повышению уров

ня трансаминаз в плазме крови. В исследованиях с контролированием плацебо наблюда

лось увеличение случаев инфекции (обычно слабой) у пожилых пациентов, не требующих 

отмены препарата. Форма выпуска: Таблетки, содержащие 20 мг зафирлукаста.
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Рис.1. Показатели агрегатограммы, характеризующие функциональную 

активность тромбоцитов.

По оси абсцисс — время агрегации (сек). По оси ординат — интенсивность 

агрегации (мм). Стрелкой обозначен момент добавления индуктора 

агрегации.

больных АсБА и сопоставить характер реакции на МТ 
in vitro  с уровнем в моче его основного метаболита 
6-сульфатоксимелатонина (6-СОМТ).

Обследовано 17 больных АсБА (14 женщин и 3 
мужчин) в возрасте 23— 60 лет, среди которых 5 
имели легкую форму заболевания, 11 — средней 
тяжести и 1 тяжелую. Группы сравнения составили 
17 больных неаспириновой бронхиальной астмой (НБА) 
— 9 женщин и 8 мужчин в возрасте 15— 56 лет и 16 
здоровых лиц (13 женщин и 3 мужчин) 27— 59 лет. В 
группе больных НБА 5 имели легкое течение заболе
вания и 12 —  средней тяжести. У  большинства 
больных бронхиальной астмой (БА ) наблюдался сме
шанный характер заболевания с наличием атопического, 
инфекционно-зависимого и других вариантов БА. Боль
ные были обследованы в фазе затихающего обостре
ния или ремиссии заболевания на фоне постоянной 
противоастматической терапии, которую отменяли в 
день исследования.

Исследование агрегационной активности тромбоци
тов проводили утром с 9 до 11 часов. Кровь брали 
натощак. Обогащенную тромбоцитами плазму получа
ли из цитратной крови (1:9) центрифугированием при 
1000 об/мин в течение 10 минут [3,8]. Для получения 
бедной тромбоцитами плазмы кровь центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 15 минут. В качестве 
индуктора агрегации использовали раствор динатриевой 
соли АД Ф  ( “R eanaV \ Венгрия) в трис-буфере 7,47. 
Конечная концентрация индуктора в пробе составляла 
1,2х10‘6 М.

С целью изучения влияния М Т на агрегацию тром
боцитов проводили инкубацию 0,4 мл обогащенной 
тромбоцитами плазмы с 0,05 мл М Т в течение 3 минут. 
Для этого 0,5 мг М Т ( “S ig m a ” , СШ А) разводили в 
0,01% растворе этанола, а затем в 500 мл 0,9% 
раствора NaCl. Конечные концентрации М Т в пробах 
составили 0,01; 0,1; 1,0; 100; 10000 мг/мл плазмы.

Агрегационную активность тромбоцитов определяли с 
помощью анализатора агрегации тромбоцитов АТ-02.

Для характеристики процесса агрегации определя
ли ее интенсивность, максимальную амплитуду (МА) 
всей агрегации, ее первой (Вр) и второй (В ) волн в 
мм, длительность агрегации: время от момента добав
ления индуктора до достижения максимальной ампли
туды всей агрегации (Т1) и ее первой волны (RT), ¥ 
время от момента добавления индуктора до начала 
первой (А) и второй (А2) волн агрегации в секундах, 
а также скорость первой (В ) и второй (С) волн 
агрегации в мм/сек (рис.1).

Наряду с агрегацией тромбоцитов изучали уровень 
экскреции с мочой в дневное (с 9 до 21) и ночное (с 
21 до 9 часов утра) время суток основного метаболита 
М Т 6-СОМТ иммуноферментным методом с помощью 
набора “DRG Instrum ents GmbH ” (Германия). Мочу 
собирали в пластиковые контейнеры, определяли объем 
каждого образца, затем брали пробы по 5 мл, которые 
хранили при -20°С до проведения анализа.

Исследования проведены в период с 1 ноября 1996 г. 
по 15 февраля 1997 г. Полученные результаты обра
ботаны статистически с использованием парного Т- 
критерия Вилкоксона, критерия А,-Колмогорова-Смир- 
нова. Достоверность корреляционных связей между  ̂
показателями агрегации тромбоцитов и экскрецией 
6-СОМТ с мочой определяли при вероятности 95% с 
помощью парного метода Спирмана. Статистический 
анализ проводили на персональном компьютере IBM- 
486 Р С /А Т  с использованием программ пакета “Stat-  

graphics” и “ S ta tis t ic a l .
Результаты исследований показали, что больные 

АсБА отличаются от здоровых лиц и больных НБА 
низким уровнем экскреции 6-СОМТ с мочой в дневные 
часы (таблица). Из таблицы видно, что за счет этого 
у них наиболее выражены различия дневной и ночной 
экскреции 6-СОМТ с мочой, тогда как у больных НБА 
они отсутствуют из-за высокого уровня экскреции 
6-СОМТ в дневное время.

Наши предыдущие исследования показали, что у - 
здоровых лиц существует корреляционная связь меж
ду уровнем экскреции 6-СОМТ в ночное время и 
параметрами АДФ-индуцированной агрегации тромбо
цитов, зарегистрированной в утренние часы. Так, чем 
выше уровень 6-СОМТ, тем меньше длительность 
первой фазы агрегационного процесса — А2 (7?=-0,7, 
р=0,02). У больных АсБА обнаружена другая корре
ляционная связь: при повышении уровня 6-СОМТ 
увеличиваются скорость первой фазы агрегации тром
боцитов — В (7?=0,7, р=0,02) и второй ее волны —  С 
(/?=0,6, р=0,05). У  больных НБА корреляционные 
связи отсутствуют.

В связи с выявленной закономерностью представ
лялось интересным выяснить, какое влияние на фун
кциональную активность тромбоцитов на этом фоне 
оказывает МТ, добавленный in vitro. При этом мы 
использовали дозы МТ, соответствующие его физио
логическим концентрациям в организме (1,0 и 100 
пг/мл плазмы), в 100 и 10 раз ниже минимальной 
физиологической концентрации (0,01 и 0,1 пг/мл) и



Содержание 6 -С О М Т  (нг/мл) в моче у больных АсБА, НБА и здоровых лиц

Время суток Больные АсБА Больные НБА Здоровы е. Р1 Р2 Рз

9.00—21.00 12,7±2,7 32,7±9,9 19,9±5,8 <0,05 <0,05 >0,1

21.00—9.00 . 33,7±6,8 32,4±7,4 45,1 ±10,1 >0,2 >0,2 >0,2

Р4 <0,01 >0,1 <0,01

П р и м е ч а н и е .  р 1 — достоверность различий показателей у больных АсБА и здоровых лиц, рг 
— у больных НБА и здоровых, р4 — между показателями 6-СОМТ в дневной и ночной порциях мочи.

больных АсБА и НБА, рз

в 100 раз превышающие максимальную физиологичес
кую концентрацию в плазме (10000 пг/мл).

Установлено, что у больных АсБА в отличие от 
больных Н БА и здоровых лиц инкубация обогащенной 
тромбоцитами плазмы с 0,01 пг/мл МТ ведет к 
увеличению интенсивности первой фазы АДФ-инду- 
цированной агрегации тромбоцитов (Вр) — рис.2. Из 
рисунка видно, что у больных НБА’под влиянием этой 
же дозы М Т увеличивается интенсивность всей агре
гации (М А) за счет ее второй волны (В2), что указы
вает на стимуляцию синтеза метаболита арахидоно- 
вой кислоты — тромбоксана. У  здоровых лиц доза М Т 
0,01 пг/мл плазмы тормозит агрегацию тромбоцитов: 
увеличивается длительность латентного периода (А) 
и первой фазы агрегационного процесса (А2).

Добавление М Т в дозе 0,1 пг/мл плазмы у больных 
АсБА так же, как и меньшая доза, ведет к активации 
первой фазы агрегации тромбоцитов: увеличивается 
ее скорость (В ) с 1,0±0,22 до 1,08±0,23 мм/сек 
(р<0,05). У  больных НБА и здоровых лиц эта доза на 
агрегацию тромбоцитов не влияет.

Мелатонин в дозах 1,0, 100 и 10000 пг/мл плазмы 
у больных АсБА не изменяет параметры агрегации. В 
то же время у больных НБА и у здоровых лиц 
максимальная физиологическая концентрация МТ (100 
пг/мл плазмы) вызывает изменение первой фазы 
агрегационного процесса: у больных НБА укорачива
ется интервал RT (р<0,01), а у здоровых удлиняется 
интервал А2 (/?<0,05). Что же касается дозы МТ 10000 
пг/мл плазмы, то только у здоровых людей' она 
снижает интенсивность всей агрегации тромбоцитов 
(МА) и ее первой волны Вр (р<0,05).

Далее мы попытались выяснить, связаны ли особен
ности реакции тромбоцитов на добавление различных 
доз М Т in vitro  с уровнем экскреции 6-СОМТ с мочой 
в дневные и ночные часы. Индивидуальный анализ 
корреляционных связей показал, что у больных АсБА 
изменение параметров агрегации тромбоцитов не кор
релирует с величиной экскреции 6-СОМТ. У больных 
НБА и у здоровых лиц корреляционные связи имеются 
лишь при воздействии МТ в минимальной физиологи
ческой концентрации. У здоровых людей чем выше 
экскреция 6СОМТ с мочой в ночные часы, тем больше 
выражено торможение агрегации тромбоцитов (ее пер
вой фазы) при добавлении МТ in vitro (R=0,8, р<0,05). 
Как у здоровых, так и у больных НБА имеются

обратные корреляционные связи между интенсивнос
тью и скоростью процесса и содержанием 6-СОМТ в 
моче в дневное время (/?=—0,8 и —0,9, р<0,01).

Таким образом, у больных АсБА снижена экскре
ция 6-СОМТ с мочой и изменена реакция тромбоцитов 
на добавление различных доз М Т in vitro. Известно, 
что суточная экскреция 6-СОМТ —  основного мета
болита М Т достоверно отражает продукцию гормона, 
главным источником которого в организме является 
эпифиз [7]. Синтез МТ из серотонина в пинеалоцитах 
происходит в темноте и резко снижается на свету 
[1,6]. Дополнительными источниками М Т являются 
тромбоциты, энтерохромаффинные клетки кишечни
ка, лимфоциты и макрофаги, а также сетчатка глаза 
и др. [4,9,13]. Тромбоциты являются переносчиками 
серотонина и имеют ферментативный аппарат для 
синтеза из него МТ [13]. Можно полагать, что у 
больных АсБА имеется снижение захвата серотонина 
тромбоцитами. В результате этого в них уменьшается 
синтез МТ в дневное время, что, наряду с низким 
синтезом базального уровня гормона в эпифизе, опре
деляет особенности экскреции 6-СОМТ с мочой. В 
пользу нашего предположения свидетельствуют дан
ные литературы о низкой способности тромбоцитов у 
больных АсБА накапливать и сохранять серотонин [14].

АсБА НБА Здоровые
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Рис.2. Изменение показателей АДФ-индуцированной агрегации тром
боцитов у больных бронхиальной астмой и здоровых лиц под влиянием 

мелатонина (0,01 пг/мл) плазмы.

По оси ординат — показатели агрегации до (а) и после (б) инкубации с 
мелатонином (М°±т ). Звездочки над столбиками показывают достоверные 
изменения показателей (р<0,05) по парному критерию Вилкоксона. См. 

объяснения в тексте.



Наряду с уменьшением синтеза МТ у больных 
АсБА выявлена особенность реакции тромбоцитов на 
добавление in vitro минимальных доз МТ: наблюдается 
увеличение интенсивности и скорости первой фазы 
АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов, что свя
зано с открытием рецептор-управляемых каналов для 
ионов кальция и/или выходом кальция из внутрикле
точных депо. Р1звестно, что в норме МТ ингибирует 
каналы для входа Са в клетку, реализуя свое воз
действие через рецепторы, сцепленные с Gi- и Go- 
протеинами [2,18]. Возможно, у больных АсБА имеется 
дефект в системе Gi- и Go-протеинов, что определяет 
их нечувствительность к МТ. Однако в тромбоцитах 
имеется система Gs-протеинов, ос-субъединицы кото
рых также способны активировать определенные ка
налы для кальция [2,12]. Вероятно, именно через эту 
систему протеинов осуществляется влияние мини
мальных доз МТ на тромбоциты больных АсБА. О 
нарушении рецепции тромбоцитов к МТ также свиде
тельствует наличие только у них положительной кор
реляционной связи между скоростью первой и второй 
фазы АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов и 
ночным содержанием 6-СОМТ в моче, а также отсут
ствие каких-либо связей при дальнейшем добавлении 
М Т in vitro. Открытие рецептор-управляемых кальци
евых каналов, как и низкий базальный уровень М Т в 
дневные часы, уменьшает стабильность тромбоцитарной 
мембраны и повышает агрегацию тромбоцитов.

Таким образом, у больных АсБА механизм реакции 
тромбоцитов на МТ отличается от такового у здоро
вых лиц. У  больных НБА воздействие минимальной 
дозы М Т (0,01 пг/мл плазмы) также осуществляется 
другим путем — через увеличение интенсивности 
второй волны агрегации за счет высвобождения ара- 
хидоновой кислоты и последующего синтеза тромбоксана.

Результаты наших исследований дают основание 
полагать, что у больных АсБА в связи с низким 
уровнем М Т в дневные часы мало вырабатывается и 
его метаболита — N-ацетил-бметоксикинуренамина. 
Повышение чувствительности рецепторного аппарата 
тромбоцитов и извращенная реакция не только на МТ, 
но и на его метаболит, сходный по химической структуре 
с ацетилсалициловой кислотой, может служить пред
посылкой к появлению непереносимости аспирина.
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