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Аннотация. Показано, что снижение интенсивности процессов окисления  
2,7- дихлордигидрофлуоресцеина в нейтрофилах в гипомагнитных условиях не зависит от кальций-
опосредованных регуляторных механизмов, о чем свидетельствует отсутствие действия 
внутриклеточного хелатора ионов кальция (ацетоксиметилового эфира 1,2-бис (2-аминофенокси) 
этан- N,N,N´, N´-тетрауксусной кислоты) на интенсивность этого процесса. Это снижение вряд ли 
обусловлено влиянием гипомагнитных условий на фосфорилирование компонентов НАДФН-
окидазы, так как добавка ингибитора протеинкиназы С (Ro 31-6233) практически не отразилась на 
интенсивности флуоресценции внутриклеточного дихлордигидрофлуоресцеина. Добавка 
ингибитора фосфолипазы С (U73122) немного и приблизительно одинаково снизила продукцию 
АФК как в контроле, так и в опыте. Апоцинин в разных концентрациях вызывал рост продукции 
АФК в неактивированных нейтрофилах, приблизительно в два раза менее выраженный в 
гипомагнитных условиях. Об участии электрон-транспортной цепи митохондрий в механизме 
эффекта «нулевого» поля свидетельствует снижение продукции АФК при добавке ротенона, 
значительно более выраженное в опытных образцах. Все это резко отличает эффект «нулевого» 
поля от эффектов комбинированных магнитных полей, в основе которых обнаруживается влияние 
на регуляторные кальций-зависимые механизмы, контролирующие респираторный взрыв в 
нейтрофилах. 
Ключевые слова: гипомагнитные условия, комбинированные магнитные поля, флуоресценция, 
хемилюминесценция, активные формы кислорода, нейтрофилы. 

 
Ряд авторов рассматривает возможность влияния магнитных полей на продукцию активных форм кислорода 

(АФК) как перспективный подход к анализу механизмов их биологического действия [1, 2]. Ранее в 
экспериментах на цельной крови и нейтрофилах методами активированной хемилюминесценции и 
флуоресцентной спектроскопии нами было показано усиление генерации свободных радикалов и других АФК в 
результате действия комбинированных постоянного и низкочастотного переменного магнитных полей (КМП) с 
очень слабой переменной составляющей (менее 1 мкТл) [3-7]. В этих работах был в частности зарегистрирован 
праймирующий эффект (предактивация респираторного взрыва в нейтрофилах) слабых комбинированных 
постоянного (42 мкТл) и коллинеарного ему низкочастотного переменного (1; 4,4 и 16,5 Гц; 0,86 мкТл) 
магнитных полей, который проявлялся как более выраженное усиление хемилюминесценции суспензии 
нейтрофилов, после их предварительной обработки КМП, в ответ на введение бактериального пептида  
N-формил-Met-Leu-Phe или форболового эфира форбол-12-меристат-13-ацетата в присутствии люминола [5]. 
Было показано лишь небольшое усиление перекисного окисления липидов (ПОЛ) в нейтрофилах после часового 
действия КМП [7]. Не выявлено взаимосвязи этого увеличения интенсивности ПОЛ с процессом 
функциональной предактивации нейтрофилов в результате действия КМП, так как ингибитор ПОЛ – ионол  
(10 мкМ) не снижал в этом случае индекс прайминга. Также не снижала индекс прайминга предварительная 
добавка перехватчика синглетного кислорода – гистидина (0,1 и 1 мМ) [7] или перехватчика гидроксильных 
радикалов – диметилсульфоксида в концентрациях до 1 мМ [8]. Значительное ингибирующее действие на 
интенсивность хемилюминесценции суспензии нейтрофилов оказывал ингибитор миелопероксидазы – азид 
натрия (0,1 мМ), при этом прайминг в его присутствии не развивался [7]. Также эффективно снижали 
хемилюминесценцию ингибитор НАДФН-оксидазы – апоцинин и скевенжер гипохлорита – эдаравон [4]. Было 
показано, что низкие концентрации хелатора внутриклеточного кальция BAPTA AM блокируют этот эффект 
слабых КМП [8]. При этом уровень внеклеточного кальция практически не влияет на степень выраженности 
праймирования респираторного взрыва. Из этого следует, что одним из ключевых моментов механизма действия 
слабых КМП на нейтрофилы может являться усиленный выход ионов кальция в цитозоль из внутриклеточных 
депо. Вторым из экспериментально установленных ключевых моментов механизма предактивации нейтрофилов 
в слабом КМП является выраженная зависимость величины этого эффекта от концентрации атмосферных газов 
[9]. Показано, что предварительная мягкая частичная дегазация суспензии нейтрофилов при давлении 
атмосферных газов 640 мм.рт.ст, приводит к существенному (4х кратному) снижению степени влияния КМП, но 
практически не отражается на способности клеток генерировать респираторный взрыв в ответ на активатор 
(пептид N-формил-Met-Leu-Phe) в контроле [9]. 

Напротив, исключение магнитного поля («нулевое» поле) приводит в ряде случаев к снижению продукции 
АФК в гипомагнитных условиях в различных типах клеток и при различной экспозиции [10-13]. Нами было 
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показано, что 1,5 часовое экспонирование перитонеальных нейтрофилов мышей при магнитном экранировании 
в гипомагнитных условиях (остаточное постоянное магнитное поле менее 20 нТл) вызывает снижение базовой 
внутриклеточной продукции активных форм кислорода, регистрируемое по изменению интенсивности 
флуоресценции продуктов окисления 2,7-дихлордигидрофлуоресцеина и дигидрородамина 123 [14]. При 
дополнительном введении малых концентраций активаторов респираторного взрыва: формилированного 
пептида N-formyl-Met-Leu-Phe или форболового эфира форбол-12-меристат-13-ацетата этот эффект 
гипомагнитного поля сохранялся [14]. Учитывая то, что эффект действия гипомагнитного поля проявлялся в 
опытах на нейтрофилах без дополнительной их стимуляции, и, следовательно, был обусловлен не нарушением 
ответа нейтрофилов на активаторы респираторного взрыва, нами, с целью определения возможных 
молекулярных механизмов этого действия «нулевого» поля, проведен комплекс специальных исследований на 
неактивированных нейтрофилах [15]. В этой связи особый интерес представляет дальнейшее исследование и 
сравнение молекулярных механизмов действия различных магнитных условий (прежде всего, КМП и «нулевого» 
МП) на продукцию АФК в нейтрофилах.  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
Работа выполнена на перитонеальных нейтрофилах мышей. Для получения нейтрофилов использовали 

лабораторных мышей самцов линии CD-1 массой 24-26 г., полученных из питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН (Пущино Московская область). В перитонеальную полость мыши инъецировали 150 мкл суспензии 
опсонизированного зимозана с концентрацией 5 мг/ мл (Zymozan A из Saccharomyces carevisiae, Sigma, США). 
После этого через 12 часов животных умерщвляли методом ульнарной дислокации, и их брюшную полость 
промывали тремя миллилитрами охлажденного раствора Хенкса без кальция. Экссудат собирали пипеткой и 
центрифугировали в течение 10 мин при 600 g. Супернатант декантировали, а осадок разводили в 2 мл 
бескальциевого раствора Хенкса и оставляли на 1 час при 4°C. Количество выделенных клеток подсчитывали в 
камере Горяева. Жизнеспособность клеток определяли, используя витальный краситель трипановый синий. 
Содержание живых клеток при этом составляло не менее 98%. Для опытов образцы получали, разводя суспензию 
нейтрофилов стандартной средой Хенкса (138 мM NaCl, 6 мM KCl, 1 мМ MgSO4, 1 мM Na2HPO4, 5 мM NaHCO3, 
5,5 мM глюкозы, 1 мM CaCl2, 10  мМ HEPES, pH 7,4; Sigma, США) до концентрации 1 млн кл/мл.  

Установка для воздействия слабыми КМП состояла из двух пар коаксиально расположенных колец 
Гельмгольца диаметром 140 см (расстояние между кольцами одной пары 70 см), ориентированных вдоль вектора 
геомагнитного поля. На одну пару колец подавали постоянный ток для формирования заданной величины 

постоянной составляющей МП 42  0,1 мкТл. На вторую пару колец подавали электрический ток от 
программируемого генератора синусоидальных сигналов (ЦАП платы L-791 фирмы L-Card, Россия) для 
формирования переменной компоненты поля. Базовая амплитуда переменной компоненты составляла  

860  10 нТл. В опытах был использован трехчастотный сигнал 1; 4,4 и 16,5 Гц, показавший активность в 
предыдущих экспериментах [16], с амплитудами отдельных частот 600; 100 и 160 нТл соответственно. Величины 
действующих МП определяли прямым измерением с помощью феррозондового датчика Mag – 03 MS 100 
(Bartington, UK). Нейтрофилы инкубировали при 37,0  0,2 С в концентрации 1 млн кл/мл по 250 мкл в 
полипропиленовых пробирках типа Эппендорф. Типичное время инкубации составляло 1 час. При 
экспонировании суспензии нейтрофилов в гипомагнитном поле для формирования гипомагнитных условий 
использовалась установка, которая состояла из трех, вставленных соосно один в другой, цилиндрических экранов 
МП из пермаллоя (толщиной 1 мм). Величины остаточных постоянных МП не превышали 20 нТл. Контрольные 
(геомагнитное поле) и опытные образцы по 10 штук инкубировали при 37,0  0,2 С одновременно. Образцы 
контрольных групп находились в локальном геомагнитном поле с постоянной составляющей  42 мкТл и 
уровнем магнитного фона на 50 Гц 15-50 нТл.  Опыты повторяли не менее трех раз. До начала инкубации к части 
образцов добавляли по отдельности различные химические добавки: хелатор внутриклеточного кальция - BAPTA 
AM (ацетоксиметиловый эфир 1,2-бис (2-аминофенокси) этан- N,N,N´, N´-тетрауксусной кислоты) (Sigma, США) 
в концентрациях 2 или 4 мкМ; ингибитор электрон-транспортной цепи митохондрий - ротенон (Sigma, США) в 
концентрации 1 мкМ; ингибитор НАДФН-оксидазы – апоцинин в концентрациях 20 и 500 мкМ; ингибитор 
фосфолипазы С – U73122 (Sigma, США) в концентрации 2 мкМ и ингибитор протеинкиназы С – 
бисиндолилмалеимид  IV (Ro 31-6233) (Sigma, США) в концентрации 1 мкМ. После 1,5 часовой инкубации к 
суспензии нейтрофилов добавляли флуоресцентный зонд на внутриклеточные АФК H2DCF-DA до конечной 
концентрации 0,01 мг/мл. Пробы продолжали инкубировать при 37С 30 минут в темноте, чтобы минимизировать 
фотооксидацию красителей. Затем клетки отмывали, центрифугируя при 600 g 10 мин при комнатной 
температуре в растворе Хенкса. Далее к осадку добавляли 1 мл среды, ресуспендировали, и регистрировали 
спектры флуоресценции образцов на приборе Thermo Scientific Lumina Fluorescence Spectrometer (Thermo Fisher 
Scientific, USA), при возбуждении на 488 нм.  

После часовой инкубации в КМП суспензии нейтрофилов измеряли интенсивность хемилюминесценции 
образцов в контрольных и опытных случаях после добавки в них раствора люминола (Enzo Life Sciences, США) 
в концентрации 0,35 мМ и активатора генерации АФК – хемотаксического формилированного пептида  
N-формил-Met-Leu-Phe (fMLF) (Sigma, США) в концентрации 1 мкМ. В этих опытах до начала инкубации к части 
образцов добавляли по отдельности различные химические добавки: дигидрат двунатриевой соли этилендиамин-
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тетрауксусной кислоты (Na2-ЭДТА) (Sigma, США) в концентрациях 0,05 и 0,5 % – неселективный хелатора 
металлов; ротенон (Sigma, США) в концентрации 1 мкМ; блокатор протонных каналов (канал VSOP/HV1) 
ZnSO4 100 мкМ [12, 13]. В работе был использован хемилюминометр Lum-5773 (ООО ДИСофт, Россия). Для 
анализа данных хемилюминесценции применялась программа PowerGraph. Часть результатов представлена в 
процентах по отношению к амплитудам хемилюминесцентного ответа в контроле, принятым за 100%. Для 
наглядности использован индекс прайминга (ИП) равный отношению максимальной интенсивности 
хемилюминесценции в опыте к соответствующему значению в контроле.  Результаты статистически обработаны 
с применением t–критерия Стьюдента. Часть результатов по флуоресцентной детекции представлена в 
процентах, как отношение максимальной интенсивности флуоресценции в опытах к базовому контролю без 
активаторов, принятому за 100 %. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Экспонирование перитонеальных нейтрофилов в гипомагнитных условиях (при ослаблении геомагнитного 

поля  в 2000 раз) вызывает значительное (на 25%) уменьшение интенсивности флуоресценции 
внутриклеточного DCF (рис. 1, 2). Добавка в среду для инкубации нейтрофилов хелатора внутриклеточного 
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Рисунок 1. Спектры флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии нейтрофилов в контроле (1) и в опыте 
(2) – после действия гипомагнитного поля. Пунктирными линиями обозначены стандартные отклонения 
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Рисунок 2. Влияние гипомагнитного поля на интенсивность флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии 
нейтрофилов в отсутствии и в присутствии хелатора внутриклеточного кальция – BAPTA AM. Ось ординат – 
максимальная интенсивность флуоресценции в процентах по отношению к базовому контролю (средние 
значения и стандартные отклонения, n = 10). Ось абсцисс – номер группы. 1 – контроль. 2 – опыт. а – без 
добавок, б – добавка 2 мкМ BAPTA AM, в - добавка 4 мкМ BAPTA AM. Звездочкой отмечены достоверные 
отличия между группами (  < 0,05)  
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кальция BAPTA AM в концентрациях 2 мкМ и 4 мкМ практически не отразилась на продукции внутриклеточных 
АФК в нейтрофилах, как в контроле, так и в опыте (гипомагнитные условия) (рис. 2). Это, по-видимому, 
свидетельствует о независимости эффекта «нулевого» МП от уровня внутриклеточного кальция и в целом от 
кальций-опосредованных механизмов. Что резко отличает этот эффект от эффекта КМП на этом же объекте 
(нейтрофилах), при котором, напротив, уже низкие концентрации BAPTA AM полностью его блокируют [8].  

Добавка ротенона – ингибитора электрон-транспортной цепи митохондрий в концентрации 1 мкМ снизила 
продукцию внутриклеточных АФК на 20 % в контроле и значительно сильнее в опыте (на 35%) (рис. 3). Это 
свидетельствует об участии митохондрий в исследуемом эффекте гипомагнитного поля и подтверждает их роль 
как одного из основных продуцентов АФК в неактивированных нейтрофилах [17]. В этой связи следует отметить, 
что эффект КМП был независим от введения этого ингибитора в среду культивирования нейтрофилов [18]. 
Добавка ингибитора фосфолипазы С U73122 снизила приблизительно одинаково (20%) продукцию АФК как в 
контроле, так и в опыте (рис. 4). А добавка ингибитора протеинкиназы С Ro 31-6233 практически не отразилась 
на интенсивности флуоресценции внутриклеточного DCF. Эти не подтверждают участия процессов 
фосфорилирования компонентов НАДФН-окидазы в механизмах этого эффекта.  
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Рисунок 3. Влияние гипомагнитного поля на интенсивность флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии 
нейтрофилов в отсутствии и в присутствии ротенона. Ось ординат – максимальная интенсивность 
флуоресценции в процентах по отношению к базовому контролю (средние значения и стандартные отклонения, 
n = 10). Ось абсцисс – номер группы. 1 – контроль. 2 – опыт. а – без добавок, б – добавка 1 мкМ ротенона. 
Звездочкой отмечены достоверные отличия между группами ( < 0,05). Двумя звездочками отмечены 
достоверные отличия внутри группы (  < 0,05) 
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Рисунок 4. Влияние гипомагнитного поля на интенсивность флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии 
нейтрофилов в отсутствии и в присутствии ингибитора фосфолипазы С – U73122. Ось ординат – максимальная 
интенсивность флуоресценции в процентах по отношению к базовому контролю (средние значения и 
стандартные отклонения, n = 10). Ось абсцисс – номер группы. 1 – контроль. 2 – опыт. а – без добавок, б – 
добавка 2 мкМ U73122. Звездочкой отмечены достоверные отличия между группами (  < 0,05). Двумя 
звездочками отмечены достоверные отличия внутри группы (  < 0,05) 
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Добавка специфического ингибитора НАДФН-окидазы апоцинина в разных концентрациях привела к 
«парадоксальному» росту продукции АФК в неактивированных нейтрофилах, пропорциональному 
концентрации этого ингибитора, и приблизительно в два раза более выраженному в контрольных случаях  
(рис. 5).  Этот результат можно объяснить исходя из известного факта, что для проявления ингибирующей 
НАДФН-оксидазу активности апоцинина необходима его димеризация, которая происходит в присутствии 
пероксидаз и перекиси водорода [19, 20], например, в активированных нейтрофилах. В неактивированных 
клетках апоцинин может стимулировать продукцию АФК за счет его предшествующего окисления, приводящего 
к образованию переходных свободных радикалов [21]. В нашем случае важно отметить, что интенсивность этого 
процесса в опыте (после пребывания в гипомагнитных условиях) значительно снижается.  

В целом приведенные данные свидетельствуют о снижении интенсивности процессов окисления 
использованного флуоресцентного зонда (H2DCF) в нейтрофилах в гипомагнитных условиях, участии 
митохондрий и их электрон-транспортной системы в этом эффекте «нулевого» поля, возможном снижении 
интенсивности процессов окисления и других веществ (например, апоцинина), не зависимости эффекта 
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Рисунок 5. Влияние гипомагнитного поля на интенсивность флуоресценции дихлорфлуоресцеина в суспензии 
нейтрофилов в отсутствии и в присутствии апоцинина. Ось ординат – максимальная интенсивность 
флуоресценции в процентах по отношению к базовому контролю (средние значения и стандартные отклонения, 
n = 10). Ось абсцисс – номер группы. 1 – контроль. 2 – опыт. а – без добавок, б – добавка 20 мкМ апоцинина, в 
– добавка 500 мкМ апоцинина. Звездочкой отмечены достоверные отличия между группами ( < 0,05). Двумя 
звездочками отмечены достоверные отличия внутри группы ( < 0,05) 
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Рисунок 6. Влияние ЭДТА на интенсивность хемилюминесценции нейтрофилов при действии КМП. Контроль 
(без штриховки). Опыт – действие КМП (штриховка). Ось абсцисс – концентрации ЭДТА. Ось ординат – 
интенсивность хемилюминесценции (максимальные значения) в процентах по отношению к базовому 
контролю (средние значения и стандартные отклонения). Звездочкой отмечены достоверные отличия от 
показателей контрольных групп (P < 0,05) 
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«нулевого поля» от кальций-зависимых регуляторных механизмов, что позволяет предположить его 
метаболическую основу. Все это резко отличает эффект «нулевого» поля от эффектов комбинированных 
магнитных полей, с определенными параметрами [3, 16], в основе которых обнаруживается влияние на 
регуляторные кальций-зависимые механизмы [8], контролирующие респираторный взрыв в нейтрофилах. Так, в 
случае с КМП добавка в среду для инкубации хелатора металлов ЭДТА привела к значительному снижению 
интенсивности хемилюминесценции, как в опытных, так и в контрольных образцах (рис. 6). 

Высокие концентрации ЭДТА (0,5%) снижают интенсивность хемилюминесценции в контроле 
приблизительно в пять раз, и нивелируют различия между контрольными и опытными образцами (рис. 2). При 
использовании низких концентраций ЭТДА (0,05%) интенсивность хемилюминесценции образцов также 
снижается, но в большей степени в контрольных случаях (на 66%). В опыте (предварительное действие КМП) 
интенсивность хемилюминесценции снизилась лишь на 50%. Это различие обусловило рост индекса прайминга 
нейтрофилов при действии КМП в присутствии 0,05% ЭТДА с 1,47 до 2,18 (на 48%). Этот результат 
соответствует ранее сделанным нами наблюдениям о слабой зависимости праймирующего эффекта КМП от 
концентрации внеклеточного кальция, при добавке различных его количеств в среду для культивирования 
нейтрофилов, и ведущей роли внутриклеточного кальция в этих процессах [8].  

В случае с КМП (в отличие от эффектов нулевого поля) добавка ротенона в среду для инкубации 
нейтрофилов мало отразилась на интенсивности респираторного взрыва, как в контроле, так и опыте (рис. 7).  
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Рисунок 7. Влияние ротенона на интенсивность хемилюминесценции нейтрофилов при действии КМП. 
Контроль (без штриховки). Опыт – действие КМП (штриховка). Ось абсцисс – концентрации ротенона. Ось 
ординат – интенсивность хемилюминесценции (максимальные значения) в процентах по отношению к 
базовому контролю (средние значения и стандартные отклонения). Звездочкой отмечены достоверные отличия 
от показателей контрольных групп (P < 0,05) 
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Рисунок 8. Влияние сульфата цинка на интенсивность хемилюминесценции нейтрофилов при действии КМП. 
Контроль (без штриховки). Опыт – действие КМП (штриховка). Ось абсцисс – концентрации ZnSO4. Ось 
ординат – интенсивность хемилюминесценции (максимальные значения) в процентах по отношению к 
базовому контролю (средние значения и стандартные отклонения). Звездочкой отмечены достоверные отличия 
от показателей контрольных групп (P < 0,05) 
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Различия между группами, обусловленные действием КМП, в этом случае полностью сохраняются. Этот 
факт не позволяет сделать вывод о каком-либо участии электрон-транспортной цепи митохондрий в данном 
эффекте использованного режима КМП. Добавка сульфата цинка – блокатора протонных каналов VSOP/HV1 
снизила интенсивность хемилюминесценции нейтрофилов в контроле на 22%, а в опыте на 34% (рис. 8).   

Бóльшая степень ослабления респираторного взрыва в опыте после действия КМП в условиях 
ингибирования протонных каналов, по-видимому, обусловлена их ролью в поддержании производства 
супероксида и поступления кальция в клетки, за счет предотвращения деполяризации мембраны и клеточного 
подкисления, вызванных электрогенностью НАДФН-оксидазы, осуществляющей перенос электронов через 
мембрану [12, 13]. Очевидно, что при возросшей нагрузке в результате процесса предактивации (опытная группа) 
блокировка этих каналов может проявиться в большей степени, чем в менее активном состоянии (контрольная 
группа), что и наблюдается в эксперименте. По-видимому, в этой связи индекс прайминга нейтрофилов при 
действии КМП в присутствии 100 мкМ сульфата цинка снизился на 16 %. 
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Abstract. It has been shown that the decrease in intensity of 2,7-dichlorodihydrofluorescein oxidation 
processes in  neurophils under hypomagnetic field exposure is not related to the calcium-mediated 
mechanisms as evidenced by the absence of the effect of cell-permeant Ca2+ chelators such as 1,2-bis-(2-
amino-phenoxy)ethane- N,N,N',N'-tetraacetic acid acetoxymethyl ester on the intensity of the process 
alluded. This decrease is hardly caused by effects of exposure to hypomagnetic field on phosphorylation of 
NADPH-oxidase components because addition of a protein kinase C inhibitor, Ro 31-6233, did not virtually 
decrease the fluorescence intensity of intracellular dichlorodihydrofluorescein. Addition of a 
phospholipase C inhibitor, U73122, led to a negligible decrease in ROS production in control (almost same 
extent as in the experiment). In the presence of apocynin at different concentrations ROS production in 
unactivated neutrophils increased and it was 2 time lower under hypomagnetic field conditions. A decrease 
in ROS production which was more apparent during the experiment after addition of rotenone is 
indicative of the fact that the mitochondrial electron-transport chain is involved in the mechanism of the 
effect of a “zero” magnetic field. All this sharply distinguishes the effect of the “zero” field from the 
effects of combined magnetic fields, which are based on the effect on the calcium-dependent regulatory 
mechanisms that control the respiratory burst in neutrophils. 
Key words: hypomagnetic conditions, combined magnetic fields, fluorescence, chemiluminescence, 
reactive oxygen species, neutrophils. 

 


