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ЗНАЧЕНИЕ ГЛНЖАГОНА В ПАТОГЕНЕЗЕ ДИАБЕТА (ОБЗОР) 

В последнее десятилетие в связи с активной разработкой физиологи-
ческих и патологических аспектов функционирования ос-клеток поджелу-
дочной железы пристальное внимание исследователей привлекает вопрос 
о значении глюкагона в возникновении и развитии диабета, который и до 
настоящего времени остается дискутабельным. В литературе высказы-
ваются противоположные мнения — от утверждения об эссенциальной роли 
глюкагона [1—3] до полного отрицания значения его в патогенезе сахар-
ного диабета 14—6]. Практическая важность проблемы определяется экс-
периментальными предпосылками терапии диабета средствами, подавляю-
щими секрецию глюкагона [7—8]. 

Анализируя вопрос о роли глюкагона в патогенезе диабета, необходи-
мо прежде всего рассмотреть вазимодействие инсулина и глюкагона в регу-
ляции обмена веществ. Оба гормона контролируют обменные процессы в 
одних и тех же тканях-мишенях: печени, жировой ткани и мышцах, хотя 
тканевый спектр действия инсулина гораздо шире, чем глюкагона. Глюка-
гон усиливает протеолиз и липолиз во всех указанных тканях, а также 
гликогенолиз и глюконеогенез в печени и, возможно, глюконеогенез в поч-
ках. Результатом согласованного влияния глюкагона на различные ткани 
является освобождение жирных кислот и аминокислот, которые в данной 
ситуации служат в конечном счете нуждам энергетики благодаря активации 
глюконеогенеза в печени и превращению их в глюкозу. Глюкаген, опосре-
дуя свойственные ему метаболические эффекты путем срочной активации 
адеиилатциклазы и продукции цАМФ, осуществляет модификацию мета-
болизма уже через несколько секунд или минут и, таким образом, является 
гормоном экстренной мобилизации субстратов для обеспечения биоэнерге-
тики [9—13]. 

В противоположность глюкагону инсулин ингибирует протеолиз, 
липолиз, гликогенолиз и глюконеогенез, усиливает синтез белков, липидов 
и гликогена и, следовательно, выступает в качестве гормона утилизации 
субстратов. При одновременной экспозиции инсулина и глюкагона инсу-
лин по биологическому действию превосходит глюкагон: действие инсули-
на проявляется позднее, но сохраняется более длительное время. Инсулин 
предупреждает или обращает все метаболические эффекты глюкагона. 
Это означает, что в смысле направленности биохимического действия глю-
кагон и инсулин можно считать антагонистами, за исключением утилиза-
ции глюкозы, на которую глюкагон не оказывает прямого влияния 112—16]. 

В условиях нормальной жизнедеятельности секреция глюкагона 
и инсулина регулируется теми субстратами, содержание которых в крови 
контролируется этими гормонами. Глюкоза и жирные кислоты стимулируют 
секрецию инсулина, но тормозят секрецию глюкагона, в то время как ами-
нокислоты, в особенности аргинин, усиливают секрецию обоих гормонов. 
Глюкагон активирует секрецию инсулина, а инсулин ингибирует выделе-
ние глюкагона, повышая проницаемость и окисление глюкозы в а-клетках. 
Следовательно, антагонизм наблюдается и в регуляции секреции глюкаго-
на и инсулина ПО, 11, 13, 17]. 

Однако в физиологическом отношении инсулин и глюкагон вряд ли 
можно рассматривать в качестве гормонов-антагонистов. При оценке взаи-
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модействия этих гормонов на уровне организма становится очевидной их 
кооперативная роль в рациональной утилизации алиментарных и эндо-
генных субстратов. Действительно, при углеводном и жировом рационе по-
вышение секреции инсулина при понижении секреции глюкагона обуслов-
ливает максимальную ретенцию пищевых субстратов в виде гликогена и ли-
лидов. В условиях белкового питания, когда увеличена секреция обоих гор-
монов, инсулин способствует синтезу белка из алиментарных аминокислот, 
а глюкагон вовлекает аминокислоты в глюконеогенез. Так как в этой ситуа-
ции исходный уровень глюкозы понижен, индуцируемые глюкагоном глю-
конеогенез и, возможно, липолиз являются процессами, обеспечивающими 
биоэнергетику. В этом плане роль глюкагона заключается в предупрежде-
нии гипогликемии, возможность которой возрастает в связи с вызываемой 
аминокислотами гиперинсулинемией. При нормальном питании, включаю-
щем все основные ингредиенты, секреция инсулина увеличивается преиму-
щественно за счет воздействия глюкозы и аминокислот, а секреция глюка-
гона подавляется глюкозой и жирными кислотами, в результате чего уро-
вень инсулина в крови и его метаболические эффекты преобладают над та-
ковыми глюкагона 19—11, 16, 17]. 

При голодании, естественно, секреция инсулина и глюкагона изме-
няется иначе. Индекс молярного соотношения инсулин/глюкагон в крови 
резко понижается. Так, у человека при 48-часовом голодании данный ин-
декс составляет 0,4, при низкоуглеводном рационе — 1,8, при сбалансиро-
ванном рационе — 3,8, а при инфузии глюкозы возрастает до 16. Состояние 
голодания характеризуется преобладанием активности глюкагона с увели-
чением в организме количества цАМФ и активацией процессов мобилиза-
ции липидов, белков и углеводов. Как это показано на крысах, в цикле го-
лодание — питание соответствующие изменения индекса инсулин/глюкагон, 
количества цАМФ и направленности метаболизма (анаболизм — катабо-
лизм) регистрируются в течение 5—20 мин после откармливания животных. 
Таким образом, результатом взаимодействия инсулина и глюкагона яв-
ляется срочная адаптивная система регуляции метаболического гомеостаза 
[11, 18, 19]. 

В свете изложенных материалов концепция Унгера о бигормональной ре-
гуляции утилизации и мобилизации субстратов в обмене веществ на уровне 
организма единым органом Лангергаиса [И I не вызывает принципиальных 
возражений, но нуждается в определенной коррекции. Уязвимым звеном 
этой концепции является безоговорочное допущение, что глюкагон служит 
главным липолитическим гормоном. Хотя такое допущение на основании 
большого числа преимущественно косвенных данных возможно [9, 13 1, 
не следует игнорировать липолитический эффект катехоламинов, СТГ, 
АКТГ и, вероятно, глюкокортикоидов, особенно в свете эксперименталь-
ных данных о том, что липолиз в жировой ткани животных и человека более 
чувствителен к катехоламииам, чем к глюкагону 120, 21 ]. Поскольку липо-
литические гормоны одновременно усиливают продукцию глюкозы, можно 
высказать сомнения и об их соотносительной роли в регуляции глюконео-
генеза в условиях метаболической адаптации. Нам кажется более правиль-
ным представление о моиогормоналы-юй регуляции фазы утилизации ин-
сулином и полигормоиальной регуляции фазы мобилизации субстратов в 
цикле голодание — питание комплексом указанных катаболических гормо-
нов, секреция которых при изменении алиментарных условий качественно 
подобна секреции глюкагона. 

При диабете и ожирении секреция и уровень глюкагона в плазме кро-
ви изменяются однонаправленио. Ряд данных свидетельствует о том, что 
при экспериментальном диабете у различных животных существенно сти-
мулируется секреция панкреатического и внепанкреатического глюкагона, 
вследствие чего уровень гармона в крови увеличивается. Эти изменения, 
наблюдающиеся в условиях медикаментозного иисулинодефицитного диабе-
та, характерны и для мышей с гипергликемическим ожирением, у которых 
отмечается почти 20-кратное повышение уровня иммупореактивиого инсу-
лина в крови [22—28 1. 
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У людей в состоянии ожирения или предиабета базальиый уровень глю-
кагона в крови может быть нормальным или более высоким в зависимости от 
тяжести обменных сдвигов 129—33], тогда как при клинически выражен-
ном диабете он почти всегда значительно превышает нормальные величины 
126, 34—36]. 

Особенно демонстративны изменения секреции глюкагона при нагрузоч-
ных тестах. У животных с экспериментальным или генетически обуслов-
ленным диабетом глюкоза в меньшей мере, чем в норме, тормозит секрецию 
глюкагона или вообще не влияет на уровень циркулирующего глюкагона. 
В ряде случаев отмечается парадоксальный эффект — активирование сек-
реции глюкагона в ответ на нагрузку глюкозой. Эти регул яторные особен-
ности секреции глюкагона связаны с продолжительностью и тяжестью диа-
бета и обусловлены, по-видимому, степенью дефицита инсулина и инсулино-
резистеитностыо, так как инсулин in vivo и in vitro восстанавливает чув-
ствительность а-клеток к глюкозе и, следовательно, обращает парадоксаль-
ный эффект глюкозы на секрецию глюкагона [25, 27, 37—39 ]. 

Чувствительность секреторного аппарата а-клеток к аминокислотам 
при диабете, напротив, увеличивается [27, 28, 39]. 

Эти экспериментальные материалы хорошо согласуются с результатами 
клинических исследований. У здоровых людей глюкоза независимо от спо-
соба ее введения подавляет секрецию глюкагона и уменьшает содержание 
гормона в крови. При ожирении и наследственном предиабете реакция ос-
клеток на глюкозу развивается в пределах нормальных параметров 133, 36, 
40], а при диабете может быть резко пониженной, парадоксальной или от-
сутствовать вообще. Парадоксальное увеличение секреции глюкагона при 
нагрузке глюкозой происходит при диабете средней или тяжелой формы 
и является результатом, а возможно, и функциональным показателем сте-
пени утилизации глюкозы, дефицита инсулина и иисулииорезистеитности. 
Введение инсулина нормализует повышенный базальный уровень глюка-
гона в крови и его секрецию в ответ на нагрузку глюкозой [22, 33, 35—37, 
41—43 I. 

При генетическом предиабете или ожирении аргинин сильнее, чем в 
норме, стимулирует секрецию глюкагона. 

Следует подчеркнуть, что в условиях предиабета аргинииовый тест ин-
формативнее нагрузки глюкозой, так как он выявляет усиление секреции 
глюкагона и инсулина при нормальных значениях теста толерантности к 
глюкозе и соответствующих гормональных показателях [30, 36, 40, 44 1. 
После введения аргинина содержание глюкагона в крови возрастает в боль-
шей мере у пожилых людей, чем у молодых, причем такая же закономерность 
сохраняется и у больных диабетом. В связи с повышенной реактивностью 
а-клеток при диабете аргинин провоцирует более высокий подъем и медлен-
ный спад содержания глюкагона в периферической крови, при этом наблю-
дается обратная корреляция между увеличением циркулирующего глюкаго-
на и инсулина. Введение инсулина нормализует чувствительность секретор-
ного аппарата а-клеток к аминокислотам [36, 45—47]. 

Реактивность а-клеток по отношению к жирным кислотам у больных 
диабетом, по-видимому, не изменяется [41]. 

Таким образом, при диабете происходит перестройка сбалансированной 
субстратной регуляции секреции глюкагона в сторону ее усиления, вследст-
вие чего увеличивается уровень глюкагона в крови. Существует мнение, 
что повышенная реакция а-клеток на аргинин и парадоксальная реакция 
их на глюкозу обусловлены секрецией внепанкреатического глюкагона, 
скорее всего, желудочно-кишечного происхождения [28, 42, 44, 48, 491. 
Однако наличие подобной реактивности а-клеток у больных диабетом лю-
дей, у которых виепанкреатический глюкагон практически отсутствует 
(см. ниже), делает это предположение сомнительным. Указанные наруше-
ния секреции глюкагона при диабете являются следствием дефицита инсу-
лина либо снижения его эффективности в отношении транспорта и метабо-
лизма глюкозы и, возможно, аминокислот в клетках поджелудочной железы. 
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Впервые мнение о ведущей роли глюкагона в этиологии диабета было 
высказано в 1953 г. при экспериментальном изучении синдрома гипергли-
кемического ожирения мышей, принципиально соответствующего диабету 
тучных людей [50]. В дальнейшем благодаря открывшимся возможностям 
после разработки радиоиммунологического метода определения глюкагона 
Унгер и соавт. предложили концепцию об эссенциальной роли глюкагона в 
патогенезе диабета. В первоначальной интерпретации эта концепция детер-
минировала первичную зависимость гипергликемии от повышенной секре-
ции глюкагона при диабете и других состояниях на основании трех катего-
рий фактов. 

1. При спонтанном или экспериментальном диабете у животных или 
человека всегда наблюдается повышение содержания глюкагона в крови. 
Эндогенная гипергликемия не развивается в отсутствие глюкагона, а нали-
чие ее у собак с удаленной поджелудочной железой объясняется сверхнор-
мальной секрецией глюкагона а-клетками желудка и тонкого кишечника. 
Этот глюкагон по биологическим, физико-химическим и иммунологическим 
свойствам идентичен панкреатическому, но отличается от глюкагоноподоб-
ной иммуиореактивиости постдуоденального отдела кишечника. 

2. Соматостатии, ингибируя секрецию инсулина и глюкагона, снижает 
гипергликемию до тех пор, пока уровень глюкагона в крови не восстанав-
ливается с помощью инфузии глюкагона. Вызванная глюкагоном гипергли-
кемия не предупреждается инсулином, так как глюкагон эффективнее инсу-
лина в регуляции продукции глюкозы. 

3. Введение соматостатина больным диабетом собакам и людям умень-
шает содержание глюкагона в крови и предупреждает или понижает гипер-
гликемию посредством торможения глюконеогенеза. Дефицит инсулина без 
глюкагона не может вызвать эндогенную гипергликемию 11,3 ]. 

Несколько позднее авторы, исходя из представления о бигормональ-
ной регуляции метаболизма глюкозы и антагонизме инсулина и глюкагона 
в обмене липидов и белков, постулировали важную роль глюкагона в диабе-
тическом кетоацидозе и сделали заключение, что подавление секреции глю-
кагона может быть перспективным средством терапии диабета [51]. 

Известно, что гипергликемия при диабете обусловлена снижением пе-
риферической утилизации глюкозы и усилением глюконеогенеза, причем 
значение глюконеогенеза в этом отношении является более важным [52 1. 
К а к уже отмечалось, глюкагон стимулирует глюконеогенез, но не оказывает 
прямого влияния на утилизацию глюкозы в тканях. Кроме того, повыше-
ние секреции глюкагона первично определяется метаболическими послед-
ствиями дефицита инсулина, а инсулин предупреждает или обращает все 
обменные эффекты глюкагона, в том числе и гипергликемию, вопреки пред-
ставлениям Унгера [13]. Уже эти основные положения противоречат ги-
потезе о главной роли глюкагона в развитии диабетической гипергликемии. 

При выраженном диабете ни исходный уровень, ни скорость снижения 
содержания глюкагона в крови после введения инсулина не коррелируют 
с величиной гипергликемии [7, 35, 53] . В экспериментах на крысах с уда-
ленной поджелудочной железой и введением ингибиторов секреции глюка-
гона (соматостатина, антиглюкагоновой сыворотки, инсулина) показано, 
что снижение секреции глюкагона не обязательно связано с уменьшением 
концентрации глюкозы в крови и что, хотя гиперглюкагоиемия может участ-
вовать в развитии гипергликемии при панкреатэктомии, избыточная секре-
ция глюкагона в данной ситуации является вторичной по отношению к де-
фициту инсулина, а гипогликемическое действие инсулина практически не 
зависит от его способности тормозить секрецию глюкагона [48, 49]. 

У здоровых людей иифузия соматостатина подавляет секрецию не толь-
ко глюкагона, но и инсулина, что приводит к некоторому снижению утили-
зации глюкозы в периферических тканях и ингибированию продукции глю-
козы в печени. Развивающаяся при этом гипогликемия обусловлена подав-
лением глюконеогенеза и может быть предупреждена нормализацией уров-
ня инсулина. Эти и другие данные свидетельствуют о том, что гиперглике-
мическое действие эндогенного глюкагона реализуется только при иедос-
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татке инсулина [4—61. При диабете, когда существенно усиливается глю-
конеогенез, соматостатии понижает гипергликемию путем торможения сек-
реции глюкагона в а-клетках и, следовательно, продукции глюкозы в пече-
ни. Гипогликемический эффект соматостатина, опосредуемый через глю-
кагон, не связан с улучшением утилизации глюкозы вследствие одновре-
менного иигибирования базальной или стимулированной глюкозой и амино-
кислотами секреции инсулина. Интересно отметить, что восстановление ги-
пергликемии и появление других симптомов диабета происходят в течение 
30 мин после отмены инфузии соматостатина. Превентивное действие сома-
тостатина в отношении диабетической гипергликемии, несомненно, опосре-
дуется через глюкагон, так как введение соматостатина больным после 
панкреатэктомии не изменяет уровень гипергликемии [54—57]. 

Необходимо подчеркнуть, что механизм гипогликемического действия 
соматостатина не исчерпывается медиацией через секрецию глюкагона. 
У больных юношеским диабетом инфузия соматостатина при внутривенном 
тесте толерантности к глюкозе не влияет на параметры гликемической кри-
вой и утилизацию глюкозы, тогда как при пероральной нагрузке глюкозой 
соматостатии практически полностью предупреждает гипергликемию, по-
давляя резорбцию глюкозы. Поскольку основные эффекты соматостатина 
выявляются при его длительном введении, авторы считают торможение вса-
сывания глюкозы в кишечнике главной причиной гипогликемического дей-
ствия соматостатина при диабете [4]. 

В качестве серьезного возражения против первичной роли глюкагона 
в возникновении гипергликемии при диабете следует рассматривать иссле-
дования, проведенные у людей с удаленной поджелудочной железой. Дело 
в том, что у людей в отличие от лабораторных животных внепанкреатиче-
ский глюкагон практически отсутствует, составляя всего лишь около 1 % 
глюкагона, секретируемого поджелудочной железой. Несмотря на следо-
вые количества глюкагона в крови и отсутствие секреции гормона в ответ 
на аргинин, в результате панкреатэктомии и, следовательно, независимо 
от глюкагона развивается экстенсивная гипергликемия, для коррекции ко-
торой необходимо постоянное введение инсулина [54, 57—60]. 

При оценке зависимости нарушений липидиого обмена при диабете 
от секреции глюкагона прежде всего следует указать на отсутствие корре-
ляции между содержанием в крови свободных жирных кислот, глицерина 
и кетоновых тел, с одной стороны, и глюкагона — с другой 135, 53, 61 ]. 
Вместе с тем введение глюкагона больным диабетом активирует липолиз 
и увеличивает концентрацию в крови свободных жирных кислот и ке-
тоновых тел, причем эти эффекты гормона находятся в прямой связи с де-
фицитом инсулина и тяжестью болезни, так как при диабете не проявляется 
коитррегуляторное действие инсулина, секрецию которого глюкагон уси-
ливает в нормальных условиях [43, 62—64]. Однако при нормализации уров-
ня эндогенного глюкагона или даже полного подавления его секреции с 
помощью инфузии соматостатина у больных юношеским диабетом, несмотря 
на существенное снижение гипергликемии, содержание глицерина, свобод-
ных жирных кислот и кетоновых тел не уменьшается [55, 65]. В эксперимен-
тах других авторов длительная (в течение 18 ч) инфузия соматостатина 
больным после отмены инсулина препятствует восстановлению кетоацидоза, 
гипергликемии и гиперглюкагонемии [8]. 

Особенно информативными в рассматриваемом аспекте являются на-
блюдения, проведенные у больных с удаленной поджелудочной железой. 
Хотя у таких больных практически полиостью отсутствует базальиая или 
стимулированная секреция глюкагона, содержание глицерина, свободных 
жирных кислот и кетоновых тел в крови увеличивается в такой же степени, 
как и у больных диабетом с высоким уровнем циркулирующего глюкагона. 
Это, по мнению авторов, свидетельствует против представления о первич-
ной роли глюкагона в механизме возникновения диабетического кетоаци-
доза [57 60]. 

В вопросе о роли глюкагона в усилении катаболизма белка при диабете 
нет достаточной ясности. Аутофагия печени вследствие увеличения числа 
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и объема лизосом при экспериментальном диабете у крыс может быть резуль-
татом как избытка глюкагона, так и недостатка инсулина 1.66 I. Непрерыв-
ная трехдневная инфузия глюкагона больным диабетом юношеского и взрос-
лого типа, обеспечивающая 7-кратное повышение уровня глюкагона в кро-
ви, не увеличивает гипергликемию, глюкозурию и выведение азота с мочой, 
т. е. не влияет на распад белка и использование его в глюконеогенезе [67]. 

В экспериментальном плане для выяснения вопроса о роли глюкагона 
в патогенезе диабета весьма полезными были бы исследования, направленные 
на избирательную модификацию функции а-клеток, но, к сожалению, та-
кие эксперименты до настоящего времени единичны. Опыты на мышах с 
синдромом гипергликемического ожирения, для которых характерны уси-
ление глюконеогенеза, гипергликемия, гиперинсулинемия, глюкозурия, 
снижение толерантности к глюкозе и инсулину и другие признаки, свойст-
венные диабету тучных людей [52 ], показали, что введение диэтилдитиокар-
бамата, разрушающего а-клетки поджелудочной железы, существенно из-
меняет патологию обмена веществ. При воздействии этого агента наблюда-
ется снижение гипергликемии, предупреждение прибавки в массе тела и 
устранение инсулииорезистентиости, а также гипергликемии, вызываемой 
введением гормона роста. Эти эффекты сохраняются около 2 нед после вве-
дения диэтилдитиокарбамата. Введение хлористого кобальта вызывает по-
добные, но менее выраженные изменения. У нормальных мышей при воз-
действии обоих препаратов отмечается преходящая гипогликемия. Однако 
в связи с отсутствием данных о секреции глюкагона и инсулина и корре-
ляции между морфологией островкового аппарата и указанными биохими-
ческими сдвигами однозначная интерпретация этих экспериментов затруд-
нительна [50], тем более что, по современным воззрениям, в этиологии на-
следственного синдрома гипергликемического ожирения у мышей некото-
рых линий каузальное значение имеет дефицит панкреатического полипеп-
тида [68]. 

Введение хлористого кобальта кроликам с аллоксаиовым диабетом не 
понижает гипергликемию, а вызывает гиперплазию а-клеток в поджелудоч-
ной железе. По заключению авторов, это говорит о том, что глюкагон не 
играет значительной роли в патогенезе диабета. При скрытом аллоксаиовом 
диабете у собак введение хлористого кобальта сопровождается гиперпла-
зией а-клеток и последующим замещением ими функционально поврежден-
ных (3-клеток, что обусловливает манифестацию диабета 1691. 

Таким образом, анализ данных литературы свидетельствует о том, что 
глюкагон не играет эссенциальной роли ни в этиологии, ни в патогенезе диа-
бета. Увеличение секреции глюкагона при диабете является вторичным по 
отношению к недостатку секреции и метаболической эффективности инсу-
лина. Селективное действие глюкагона в происхождении обменных нару-
шений при диабете трудно вычленить, так как присущие глюкагону мета-
болические эффекты перекрываются биохимическими последствиями дефи-
цита инсулина. Вместе с тем нельзя отрицать аддитивного влияния глюка-
гона на развитие диабетических изменений метаболизма. При диабете у 
людей и крыс наряду с уменьшением секреции инсулина и увеличением сек-
реции глюкагона в поджелудочной железе резко возрастает содержание со-
матостатина, что свидетельствует о возможности локальной коитрглюкаго-
новой регуляции [8, 261. Увеличение тканевого и циркулирующего пула 
цАМФ при экспериментальном и клиническом диабете устраняется сомато-
статином и, по всей видимости, обусловлено глюкагоном 155, 65, 701. Глю-
кагон вносит определенный вклад в развитие гипергликемии, активируя гли-
когенолиз и глюконеогенез, хотя основное значение в усилении этих про-
цессов имеет дефицит инсулина либо ослабление его действия на печень. 
Дополнительный эффект глюкагона в других нарушениях обмена веществ 
возможен при некоторых формах диабета, но не может считаться патогене-
тически существенным. 

В связи с вышеизложенным возникает вопрос о применении соматоста-
тина при лечении диабёта. Терапевтические возможности соматостатина оп-
ределяются ролью глюкагойа в патогенезе обменных сдвигов и поэтому 
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ограничиваются преимущественно коррекцией глюконеогенеза и гипергли-
кемии, но, поскольку глюкагон обусловливает только часть сверхпродукции 
глюкозы при диабете и не влияет на ее утилизацию, соматостатии не может 
полностью ликвидировать эндогенную гипергликемию. Особенно следует 
отметить, что соматостатии не приводит к компенсации диабетических из-
менений лип ид и о го обмена и устранению кетоацидоза. Учитывая также то 
обстоятельство, что соматостатии тормозит секрецию инсулина и, следова-
тельно, понижает утилизацию глюкозы, использование соматостатина при 
инсулинодефицитном диабете нельзя считать целесообразным. 
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МНОЖЕСТВЕННЫЕ ФОРМЫ ТИРОЗИНАМИНОТРАНСФЕРАЗЫ 
В КЛЕТКАХ ПЕЧЕНИ КРЫС И ИХ РОЛЬ В ГОМЕОСТАЗЕ КЛЕТКИ 

Специальное конструкторско-технологическое бюро биологически активных веществ 
Главмикробионрома , Новосибирск 

В последние годы установлено, что многие гормоны осуществляют свое 
регуляториое действие в организме животных, выступая в роли индукторов 
определенных ферментов в клетках-мишенях [1—4]. При этом одним из 
основных механизмов действия гормонов является стимуляция ДНК-зави-
симого синтеза Р Н К в чувствительных к гормону клетках [5—8]. 

Известно, что в организме животных может существовать несколько 
ферментных белков (изоферментов), катализирующих одну и ту же биохими-
ческую реакцию [9, 101. В ряде случаев гормональная генетическая ин-
дукция может осуществляться на уровне изоферментов, т. е. воздействие 
гормона-индуктора может приводить к увеличению скорости синтеза не 
всех множественных форм данного фермента, а только определенных инду-
цибельных его форм [4, 11 —13]. 

Удобной и перспективной моделью для исследования биохимических 
особенностей индуцибельиых изоферментов и закономерностей их индукции 
является тйрозинаминотраисфераза (ТАТ, L-тирозин: 2-оксоглутаратами-
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нотрансфераза, КФ 2. 6. 1. 5) печени крыс. Показано, что через 5 ч после 
введения крысам кортизола активность ТАТ возрастает в 5—10 раз; гормон 
индуцирует ДНК-зависимый синтез молекул РНК, которые в свою очередь 
обеспечивают усиление синтеза этого фермента 17, 14—17]. Когда избыточ-
ная концентрация введенного извне гормона понижается 1181, активность 
ТАТ также возращается к исходному уровню 119]. 

Молекулярная гетерогенность ТА Т печени. Чувствительность множествен-
ных форм (изоферментов ТАТ) к гормональным индукторам. Интеркон-

версия форм ТА Т 

Молекулярная гетерогенность ТАТ печени установлена в ряде работ 
113, 20—29 ]. Ф. Б Левину впервые удалось продемонстрировать, что введение 
кортизола крысам вызывает увеличе-

П Й 

\ 

ние только одной из двух фракций 
ТАТ, которые обнаруживаются после 
электрофореза экстракта печени крыс 
в агаровом геле, а именно анодной 
фракции 120]. В дальнейшем с по-
мощью осадочной гистохимической 
реакции было показано, что в пре-
делах каждой такой фракции выяв-
ляются еще по две полосы — анод-
ные и катодные изоферменты ТАТ 
121] (рис. 1). 

Под действием кортизола в пе-
чени крыс резко возрастает актив-
ность только анодных изоферментов 
ТАТ, в то время как активность ка-
тодных изоферментов при этом не из-
меняется. Через 12—20 ч активность 
анодных изоферментов возвращается 
к исходному уровню [20, 30, 311, а 
активность катодных изоферментов 
остается неизменной (рис. 2). 

Используя в качестве модели для 
изучения механизмов гормональной 
индукции печень крысят 2-дневного 
возраста, у которых базальный уро-
вень активности ТАТ весьма низок, 
удалось установить, что выявляемые 
путем электрофореза в полиакрила-
мидном геле три пика указанной ак-
тивности находятся под контролем 
различных гормонов. Так, инъекция 
адреналина приводит к появлению од-
ного быстро мигрирующего пика ТАТ 
(С), в то время как при комбиниро-
ванном введении адреналина и корти-
зола появляются быстро мигрирую-
щий пик (С), а также пик ТАТ с про-
межуточной электрофоретической 
подвижностью (В) [22]. В печени 
взрослых крыс были обнаружены три электрофоретически различные фор-
мы ТАТ [22, 38], одна из которых индуцируется инсулином (форма А), 
две другие формы (В и С) — кортизолом и глюкагоиом; адреналин инду-
цирует только форму С [23]. 

Другая группа исследователей, используя метод хроматографии на 
колонке с гидроксилапатитом, выявила в экстрактах печени крыс четыре 
формы ТАТ [12, 24, 25], обозначенные номерами I, II , I I I и IV в соответст-

1С 

Рис . 1. Электрофореграммы и денси-
тограммы изоферментов ТАТ печени . ' 

1 — норма; 2 — кортизол, 5 м. А1, А2 — 
анодные изоферменты; К1 • К2 — катодные 

изоферменты [31 ]. 
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вии с порядком элюции с колонки. Изучение влияния гормонов на хрома-
тографически различные формы ТАТ показало, что активность форм II 
и I I I повышается при введении кортизона или глюкагона; под действием 
адреналина возрастает ферментативная активность формы II, тогда как при 
введении инсулина крысам с аллоксаиовым диабетом повышается активность 

формы IV [12, 24] . Следует от-
метить, что тот ж е характер ин-
дукции различных форм ТАТ на-
блюдается при перфузии изоли-
рованной печени крыс гормона-
ми [25]. Этот факт может слу-
жить доводом в пользу непосред-
ственного воздействия гормонов 
на молекулярные формы ТАТ в 
печени крыс. К сожалению, ав-
торы работ по выявлению моле-
кулярной гетерогенности ТАТ не 
сопоставляли собственных ре-
зультатов с данными других ис-
следователей, поэтому неизвест-
но, существует ли соответствие 

через разное время после введения кор- между «элсктрофоретическими» 
тизола [31]. [22, 23] и « х р о м а т о г р а ф и ч е с к и -

ми» формами ТАТ [24], обнару-
женными цитируемыми исследователями в печени крыс. Однако сопо-
ставление результатов по индукции различных форм ТАТ гормонами 
(табл. 1) позволяет предположить, что электрофоретичсская форма 
ТАТ — А — соответствует хроматографической форме IV (классифика-
ция Ивасаки — Пито) , форма В — форме II; для хроматографической 
формы 1 соответствующей элсктрофоретической формы в анализиру-
емых исследованиях нет. 

В серии работ Кении и соавт. при хроматографии на КМ-сефадексе сы-
рого экстракта печени крыс или препарата фермента, очищенного по методу 
Валерио и соавт. [321, наблюдали появление трех фракций активности ТАТ 
(формы I, II и I I I , обозначенные в порядке элюции с хроматографической 
колонки) 126, 28, 331. 

Выявленные таким путем молекулярные формы ТАТ, отличаясь по по-
ведению при КМ-хроматографии, оказались иммуиохимически идентич-
ными. Соотношение этих форм ТАТ в печени зависело от возраста животных, 
гормонального статуса организма и изменялось в процессе выделения и 
и очистки фермента. 

В определенных случаях наблюдалось взаимопревращение форм фер-
мента, которое зависело от наличия в составе ТАТ сульфгидрильных групп 
и ингибировалось цианистыми соединениями. Авторы высказали предпо-
ложение о том, что анализируемые формы ТАТ представляют собой отдель-
ные модификации молекулы фермента, возникающие в процессе фосфорили-
рования, метилирования или лимитированного протеолиза 126, 28, 331. 
Несколько позже было высказано предположение о существовании в печени 
крыс определенного фактора, регулирующего взаимопревращение (интер-
конверсию) этих форм ТАТ («фактор конверсии», FC) 134, 35 I. 

При дифференциальном ультрацентрифугировании клеток печени 
крыс такой фактор (FC) белковой природы был обнаружен в составе опре-
деленных внутриклеточных компонентов 1.34—361. Оказалось, что такой 
«фактор конверсии» стимулирует in vi t ro превращение формы III ТАТ, 
выявлемой по методу Кении и соавт. 1261, в формы II ТАТ и I ТАТ; об-
ратных превращений не наблюдалось. «Превращающаяся активность» внут-
риклеточных седиментируемых факторов существенно зависела от рН и тем-
пературы; оптимум рН составлял 6,5 1361. 

В работах группы Пито и соавт. также была сделана попытка обнару-
жить в тканях крыс «факторы конверсии» множественных форм ТАТ и изу-

Рис . 2. Активность анодных (/) и катод-
ных (2) изоферментов Т А Т печени к р ы с 
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чить их влияние на формы ТАТ, выявляемые по методу этих авторов, т. е. 
хроматографией на гидроксилапатите 1.13, 35, 37 J. Установлено, что при 
дифференциальном центрифугировании клеток печени удается зарегистри-
ровать «фактор конверсии» множественных форм ТАТ в составе определен-
ных субклеточных фракций — митохондриальной фракции и лизосом. 

«Фактор конверсии» (FC) стимулировал превращение in vitro форм 
ТАТ (11->1П—>-IV), выявляемых при хроматографии на гидроксилапати-
те 137 1. «Превращающая» активность оказалась в основном связанной с 
фракцией лизосом; превращение форм ТАТ in vitro ингибировалось циа-
нистыми соединениями, п-хлормеркурийбензоатом и йодоацетатом и силь-
но зависело от содержания сульфгидрильных групп в составе молекуляр-
ных форм ТАТ. Пито и соавт. высказали предположение о том, что «фак-
тор конверсии» (FC) идентичен определенным протеолитическим ферментам 
лизосом; с другой стороны, они отождествляли FC с одним из микросо-
мальных ферментов — глутатиоиинсулинтрансдегидрогеназой [371. Иссле-
дования по идентификации «фактора конверсии» ТАТ продолжаются. 

Т а б л и ц а 1 

Индукция множественных форм ТАТ в печени крыс гормонами 

Способ разделения множественных форм ТАТ Гормон-
индуктор 

Индуцируе-
мая форма 

Источник 
литературы 

Электрофорез в полнакриламидном геле — 
формы А, В и С 

Адреналин 

Кортизол 

Глюкагон 

Инсулин 

Форма С 

Форма С 

Форма В 
Форма С 
Форма В 

Форма А 

[23] 

Хроматография на гидроксилапатите — формы 
I, I I , 111 и IV 

Адреиалии 

Кортизол 

Глюкагон 

Инсулин 

Форма II 

Форма II 
Форма I I I 

Форма И 
Форма III 

Форма IV 

[24] 

[25] 

Электрофорез в агаровом геле — формы A l , А2, 
KI и К2 

Кортизол Форма Al 
Форма А2 

[20] 
[31] 

Хроматография па КМ-сефадексе Форма I 
Форма 11 
Форма III 

[26] 
133] 

Анализируя приведенные факты, можно думать, что формы ТАТ ( I I I— 
11— I), описанные Кении и соавт. [26 j, в какой-то мере соответствуют моле-
кулярным формам ТАТ (II — II I—IV), выявленным Пито и соавт. с по-
мощью хроматографии на гидроксилапатите [25, 37]: эти формы подверга-
лись взаимному превращению (интерконверсии) в присутствии специаль-
ных факторов, выделенных из клеток печени. В определенных условиях 
эти превращения носят направленный характер: возможен только переход 
форм 11I—>-!!-> I (классификация Джонсона — Кении) и форм 11->Т11-эИУ 
(классификация Ивасаки — Пито). Основываясь на связи FC с фракцией 
лизосом, можно предположить, что эти формы ТАТ представляют собой 
модификации молекулы ТАТ, возникающие в процессе ее лимитированного 
внутриклеточного протеолиза, катализируемого ферментами лизосом (на-
пример, FC). Об этом свидетельствует и иммунохимическая идентичность 
данных молекулярных форм ТАТ [26]. Интенсивность такого мягкого про-
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теолиза, обусловливающего процессинг данных форм ТАТ, зависит, по-
видимому, от ряда физиологических факторов, в частности от гормонального 
статуса организма. По-видимому, гормоны могут играть регулирующую 
роль в процессииге таких форм ТАТ, влияя каким-то образом на актив-
ность «факторов конверсии» (FC). 

Следует отметить, что одна из множественных форм ТАТ, выявляемых 
при хроматографии на гидроксилапатите (форма I ТАТ), не включается в 
цикл интерконверсии и, по-видимому, не подлежит гормональному контро-
лю 125, 37]. Эта молекулярная форма ТАТ, отличающаяся термолабиль-
ностыо 125, 38 ], отсутствует в препаратах фермента, полученных с помощью 
тепловой обработки; вместе с тем она может играть определенную роль 
в ферментном гомеостазе клетки. Существование неиндуцируемых форм 
ТАТ было обнаружено и с помощью электрофореза экстрактов печени крыс 
в агаровом геле 120, 21 ]. 

Выделение и исследование свойств индуцируемых, кортизолом и консти-
тутивных изоферментов ТА Т 

Как следует из наших экспериментов, путем хроматографии на ДЭАЭ-
целлюлозе удается разделить ТАТ из печени крыс на две фракции, одна 
из которых содержит индуцируемые анодные изоферменты, а другая — не-
индуцируемые катодные изоферменты ТАТ 139, 40 I. Такое разделение яв-
ляется еще одним свидетельством молекулярной гетерогенности данного 
фермента. Разделяемые хроматографически фракции ТАТ соответствуют 
определенным зонам активности фермента, выявляемым при электрофорезе 
в агаровом геле (рис. 3). 

Изоферменты ТАТ печени крыс в процессе очистки обнаруживают дос-
товерные отличия в термостабильиости, что может служить их важной ха-
рактеристикой. Тепловая обработка (5 мин, 68 °С) фракции белков печени, 
осаждаемых сульфатом аммония в пределах 35- 85 % насыщения, приводит 
к полной инактивации катодных изоферментов ТАТ, в то время как актив-
ность анодных изоферментов при этом существенно не изменяется [39, 40]. 
Некоторыми авторами также отмечена повышенная термочувствительность 
определенных молекулярных форм ТАТ. Пито и соавт. наблюдали инакти-
вацию на стадии тепловой обработки определенной части ТАТ печени крыс, 
а именно одной из четырех фракций, вывляемых при хроматографии на 
гидроксилапатите, — формы I 112, 25]. Инактивация части активности ТАТ 
на стадии тепловой обработки отечена также Сэдлером [38]. 

Поскольку лишь одна из четырех форм ТАТ, описанных Пито и со-
авт. [24, 25], а именно форма I, иитактивируется при тепловой обработ-
ке, можно думать, что эта форма идентична катодному изофермеиту 
ТАТ, выделенному нами [40]. 

Обнаруженные нами различия в термостабильиости анодного и ка-
тодного изоферментов ТАТ дают основания взглянуть по-новому на класси-
ческие методы выделения ее из печени крыс, в которых в качестве одной из 
стадий используется процедура тепловой обработки 132, 41—43]. Можно 
думать, что ТАТ, выделяемая методами, включающими стадию тепловой об-
работки, представляет собой лишь часть изоферментного спектра ТАТ пе-
чени, а именно анодную ТАТ. Именно такой фермент подробно исследован 
в работах Кении 116, 17, 41], Томкинса и соавт. 132, 42]. Возможность 
«потери» катодных изоферментов ТАТ в процессе выделения на стадии теп-
ловой обработки обусловлена еще и тем, что при гормональной индукции 
кортизолом резко изменяется соотношение изоферментов в печени крыс 
в сторону преобладания индуцируемых анодных форм. 

Используя ряд последовательных процедур фракционирования бел-
ков печени, удается выделить и очистить анодный и катодный изоферменты 
ТАТ, идентифицированные электрофоретически [40, 44]. Разработанное 
нами препаративное выделение и очистка анодного (индуцируемого) изо-
фермента ТАТ включали четыре стадии. Этот способ обеспечивает очистку 
фермента примерно в 4000 раз. По данным энзимэлектрофореза в агаровом 
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геле полученный препарат фермента принадлежит к анодной фракции изо-
ферментов ТАТ (рис. 4, см. вклейку). 

Выделение и очистка катодного изофермента ТАТ включают четыре 
стадии. Этот способ позволяет очистить катодный изофермент ТАТ пример-
но в 200 раз. Полученная фракция фермента принадлежит к катодной фрак-
ции изоферментов ТАТ (см. рис. 4). 

Выделяемые таким 
способом изоферменты 
ТАТ, вероятно, не состав-
ляют в сумме полного на-
бора молекулярных форм 
растворимой ТАТ печени 
крыс. При нагревании 
фракции белков, осаждае-
мых сульфатом аммония 
из экстракта печени крыс 
в пределах 35—85 % насы-
щения, не только исчезает 
катодная фракция ТАТ, но 
и резко уменьшается и ди-
стальная субфракция анод-
ного изофермента 139]. В 
таком препарате анодного 
изофермента ТАТ преоб-
ладает субфракция, нахо-
дящаяся ближе к старту. 

В результате переосажде-
ния сульфатом аммония и 
нес к о л ь к и х п о с л ед о в ате л ь -
ных хроматографий в хо-
де очистки в составе катод-
ных изоферментов также 
сохраняется в основном 
субфракция, лежащая бли-
же к линии старта 139]. 
Тем не менее совершенно 
очевидно, что выделенные 
изоферменты ТАТ являют-
ся представителями двух 
идеитифицирован ных р а -
нее групп изоферментов— 
индуцируемой и нейидуци-
руемой кортизолом (см. 
рис. 4). 

Полученные в наших 
исследованиях значе-
ния кажущихся констант 
Михаэлиса для индуцируемого анодного изофермента по L-тирозину (1,3 X 
Х10~8 М) хорошо согласуются с приводимыми в литературе значениями: 
1,48X 10~3 М [41], 1,43X 10~3 и 1 , 5 х Ю " 3 М [42]. Константа Михаэлиса 
для катодного изофермента по L-тирозину, равная 4,7Х10~ 3 М, весьма 
близка к Км по L-тирозину для формы I (6,0XlQ~ : j М), выделенной Пито 
и соавт. с помощью хроматографии на гидроксилапатите [25] (табл. 2 и 3). 
Этот факт еще раз подтверждает заключение об идентичности выделенного 
нами из печени крыс катодного изофермента ТАТ и формы I, выделенной из 
ткани крысы Пито и соавт. [24, 25]. Полученные нами значения Км Для 
анодного изофермента ТАТ поа-кетоглутарату (3,5 X 10~4М) несколько мень-
ше, чем значения, полученные другими авторами, но имеют тот же порядок 
величины [41, 42]. Оказалось, что сродство к акцептору аминогрупп 
а-кетоглутаровой кислоте — у катодного изофермента ТАТ на порядок вы-

Ш 
Шй 

Р и с . 3 . Х р о м а т о г р а ф и я б е л к о в э к с т р а к т а п е ч е н и 
к р ы с н а Д Э А Э - ц е л л ю л о з е [ 3 9 ] . 

/ — изоферментный состав первого хроматографического пи-
ка ТАТ; 2 — изоферментный состав второго хроматографи-
ческого пика ТАТ; 3 — изоферменты ТАТ из печени ин-

тактных крыс. 
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ше, чем у анодного изофермента (см. табл. 3). Кроме того, катодный изо-
фермент в отличие от анодного обладает способностью переносить амино-
группу с L-тирозина не только на а-кетоглутарат, но и на оксалоацетат, 
к которому у него такое же высокое сродство, как и к а-кетоглутарату. 

Таким образом, катодный изо-
фермент ТАТ не проявляет строгой 
специфичности к акцептору амино-
групп. Наличие ТАТ с широким сред-
ством к акцепторам аминогрупп бы-
ло обнаружено ранее и в митохонд-
риях печени крыс [451. 

Митохондриальная ТАТ суще-
ственно отличается от цитоплазмати-
ческих форм ТАТ по аминокислотно-
му составу и константам Михаэлиса 
для субстратов 145]. Ее кажущиеся 
константы Михаэлиса для L-тирози-
на и а-кетоглутарата составляют 12-
10~3 и 0 , 4 - 1 0 ~ 3 М соответственно. 
По данным Миллера и Литвэк, мито-
хондриальная ТАТ идентична мито-
хондриальным аспартат- и аланин-
аминотраисферазам 145 ]. 

Как видно из табл. 3, анодный 
изофермент ТАТ обладает высоким 

сродством к пиридоксаль-5'-фосфату (Км^ 2,2 X 10~т М); эта величина хо-
рошо согласуется с ранее полученным значением, равным 3- Й)""7 М [41]. 
При диализе в течение 30 ч в присутствии L-тирозина удается полностью от-
делить пиридоксаль-5'-фосфат от анодного изофермента ТАТ и получить 
неактивный апофермент, активность которого восстанавливается только 
при добавлении кофермента. Такой же диализ катодного изофермента ТАТ 
не приводит к отделению пиридоксаль-5'-фосфата и образованию неактив-

Т а б л и ц а 3 

Константы Михаэлиса анодного и катодного изоферментов ТАТ печени крыс [40] 

Форма изофермента L-тирозин а-Кетоглутарат Пиридоксаль-
5 ' -фосфат Оксалоацетат 

Анодная 
Катодная 

1 , 3 . ю - 3 

4 , 7 . 1 0 - 3 
3,5 . К ) - 4 

1,5. Ю - 5 
2 , 2 . ю - 7 

2 , 5 . Ю - 6 

пого апофермента 140 ]. Этот факт свидетельствует, вероятно, о более проч-
ном связывании кофермента. 

Очищенные индуцируемый и конститутивный изоферменты ТАТ су-
щественно различаются по термостабильности и чувствительности к протео-
литическим ферментам. Так, прогревание катодного изофермента ТАТ при 
60 °С в присутствии кофактора ведет к значительной его инактивации, 
тогда как активность анодного изофермента в этих условиях не изменяется. 
Прогревание анодного изофермента в отсутствие кофактора в среде или на-
гревание его апофермента обусловливает быстрое падение ферментативной 
активности. Налицо защитное действие пиридоксаль-5'-фосфата по отно-
шению к анодному изоферменту ТАТ [40]. 

Оказалось, что очищенный анодный изофермент ТАТ значительно более 
чувствителен к инактивирующему действию трипсина, чем изолированный 
катодный изофермент ТАТ. Кофактор (ПФ) несколько снижает чувстви-
тельность к трипсину анодного изофермента и не влияет на чувствитель-
ность к трипсину катодного изофермента (рис. 5). 

Анодный изофермент ТАТ также более чувствителен к инактивирую-
щему действию химотрипсина по сравнению с катодным изоферментом. 

Т а б л и ц а 2 

Константы Михаэлиса множественных 
форм ТАТ 
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Форма 
фермента 

мМ мкМ 

1 6,0 0,9 
II 1,4 1,1 1,3 5,6 

111 1,5 1,0 1,6 5,0 
IV 1,5 1,2 1,1 6,1 

I — IV* 1,5 1,1 1,1 5,2 

* Анализировалась смесь 4 форм [25.1. 
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Можно допустить далее, что синтез субъединнц А и К кодируется раз-
личными цистронами в геноме печеночных клеток. Каждая субъединица в 
таком случае кодируется специфической м Р Н К . Синтез субъединицы А, 
вероятно, индуцируется кортизолом, а синтез субъединицы К не подлежит 
гормональному контролю. 

Т а б л и ц а 4 
Определение мРНК для индуцируемого изофермента 
ТЛТ по синтезу специфического продукта в бесклеточ-
ной белоксинтезирующей системе из зародышей пше-

ницы [51] 

Тип поли А-содержащей РНК 
из полирибосом печени крыс 

Общий 
белок, 

имп/мин 

Белок 
в иммуно-

преципитате 
(в имп/мин) 
специфиче-
ческий Iff 

(анти-ТАТ) 

Эндогенный синтез (без 
м Р Н К печени) 18 774 236 

Р Н К из печени интактных 
крыс 134 316 934 

Р Н К из печени крыс, инду-
цированных кортизолом 142 776 1981 

Из этой гипотезы сле-
дует, что при индукции кор-
тизолом в клетках печени 
будет усиливаться синтез 
м Р Н К , кодирующей субъ-
единицу А, и, следователь-
но, возрастет синтез анод-
ного изофермента ТАТ. 
Синтез же катодного изо-
фермента в клетке, по-ви-
димому, целиком лимити-
руется концентрацией 
субъединицы К (соответст-
вующей мРНК) и не 
индуцируется кортизо-
лом. Изложенные пред-
ставления можно про-
иллюстрировать схемой 
(рис. 11). Можно думать, что анодный и катодный изоферменты ТАТ сущест-
вуют в клетке в нескольких коиформационных состояниях. 

В специальных экспериментах мы провели оценку эффективности транс-
ляции поли А+-мРНК, выделенной из полирибосом печени интактных 
и индуцированных кортизолом крыс, по способности таких м Р Н К програм-
мировать in vi t ro синтез индуци-
руемого изофермента ТАТ. При 
трансляции в бесклеточной систе-
ме из зародышей пшеницы поли-
сомной п о л и А ' - м Р Н К печени син-
тезируется белок, специфически 
связываемый антителами к анодно-
му изоферменту ТАТ (табл. 4) 
151 ]. При трансляции in vi t ro rio-
лнсомной поли А + - м Р Н К из пе-
чени крыс, индуцированных кор-
тизолом, наблюдается усиленный 
примерно в 2 раза по сравнению с 
контролем синтез индуцируемого 
изофермента ТАТ (см. табл. 4). На-
блюдаемое возрастание синтеза ин-
дуцибельного изофермента в бес-
клеточной белоксинтезирующей 
системе должно быть следствием 
усиленного синтеза и накопления 
в полирибосомах соответствующей 
специфической м Р Н К . В усиленный синтез белка-антигена in vi tro мо-
жет вносить определенный вклад и вызываемое кортизолом возрастание 
трансляционной активности м Р Н К [52]. 

С помощью методов иммуиохимического фракционирования полири-
босом удается выделить специфическую м Р Н К , кодирующую индуцибель-
иый изофермент ТАТ 153]. Молекулярная масса выделенной таким спосо-
бом м Р Н К составляла 5—6-Ю5 дальтон (15—16 S), что соответствует мо-
лекулярной массе кодируемого пептида 50 ООО — 60 ООО дальтон. Такая 
м Р Н К обладала матричной активностью в бесклеточной белоксинтезирую-
щей системе и программировала белок, осаждаемый антителами к анодно-
му изоферменту ТАТ и имеющий молекулярную массу примерно 50 ООО 

16?. 

\FC FСУ Анодный у иэосрерментТАТ Катодный иэифс^мент 

Рис . 11. Биогенез анодного и катодного 
изоферментов Т А Т в клетках печени. Влия -

ние кортизола на этот процесс. 
Г — гормон-индуктор (кортизол); + усиление 

процесса. 



что, несмотря на существенный лаг-период, фаза инактивации катодного 
изофермента, по-видимому, также соответствует кинетике реакции первого 
порядка (см. рис. 8) [461. 

Результаты исследования очищенных изоферментов ТАТ подтверждают 
наблюдение, сделанное на экстрактах печени, что индуцируемые кортизо-
лом изоферменты значительно более чувствительны к протеолитической 
инактивации экзо- и эндогенными протеазами, чем неиндуцируемые моле-
кулярные формы ТАТ [31 ]. 

Сопоставление антигенных свойств выделенных изоферментов ТАТ пе-
чени показало, что, судя по данным двойной иммунодиффузии и иммуно-
электрофореза (рис. 9 и 10, см. вклейку), очищенные анодный и катодный 
изоферменты имеют, как сходные, так и отличающиеся антигенные детер-
минанты [44]. Можно предположить, что различия в антигенных свойст-
вах очищенных анодного и катодного изоферментов ТАТ отражают те раз-
личия в их структуре, которые реализуются в различной термостабильно-
сти, чувствительности к протеолитическим ферментам и субстратной спе-
цифичности, о которых говорилось ранее. 

В определенном противоречии с описанными работами, свидетельст-
вующими о существовании конститутивных цитоплазматических форм ТАТ, 
находятся данные Спенсер и Гелертера 127]. Авторы исследовали моле-
кулярные формы ТАТ, извлеченной из клеток НТС, путем электрофореза в 
полиакриламидном геле. Они пришли к заключению, что наблюдаемая ими 
катодная форма ТАТ идентична аспартат-аминотрансферазе печени и, сле-
довательно, специальной катодной формы ТАТ не существует. Следует 
отметить, что одной из стадий концентрирования фермента в данной работе 
служило прогревание клеточного экстракта при 65 °С. Как было показано, 
термолабильная катодная форма ТАТ (катодные изоферменты ТАТ) при этом 
полностью инактивируются [25, 40]. Следовательно, в работе Спенсер 
и Гелертера катодные изоферменты ТАТ были заведомо исключены из ана-
лиза и авторы исследовали анодные формы ТАТ, а также, по-видимому, 
иные аминотрансферазы клеток гепатомы. 

Биогенез множественных форм ТАТ 

Здесь следует вернуться к подробному сопоставлению множественных 
форм ТАТ и обсуждению природы молекулярной гетерогенности этих 
форм. Как отмечалось выше, по ряду свойств (термочувствительность, 
сродство к субстратам) выделяемый нами катодный изофермент ТАТ бли-
зок к форме I ТАТ, выделенной Пито и соавт. при хроматографии белков 
печени на гидроксилапатите [12, 24, 251. Можно думать, что описанные в 
работах Пито и соавт. [13, 35, 37], Кении и соавт. [25, 28, 33, 36] три фор-
мы ТАТ, способные к интеркоиверсии, представляют собой различные кон-
формационные состояния одной молекулы. Выделяемый нами анодный 
изофермент ТАТ, вероятно, идентичен одному из этих конформационных 
состояний (форм). Не исключено, что указанные формы представляют со-
бой различные конформационные состояния изофермента ТАТ. Возможно, 
что взаимный переход этих форм также подлежит гормональному конт-
ролю. 

Согласно литературным и нашим собственным данным, анодный изо-
фермент ТАТ состоит из двух идентичных субъединиц с молекулярной мас-
сой 50 000 к а ж д а я [49—50]. Обозначим их как субъединицы А. Согласно 
данным Пито и соавт., молекулярная масса формы I (катодный изофермент 
ТАТ) составляет примерно 100 000 [25]. Можно предположить, что катод-
ный изофермент ТАТ состоит из двух различных субъединиц, одна из кото-
рых (субъединица А) идентична субъединице, входящей в состав анодного 
изофермента, а другая (субъединица К) отличается от первой по первичной 
структуре. Наличие идентичных субъединиц, входящих в состав анодного 
и катодного изоферментов ТАТ, может обеспечить формирование общих ан-
тигенных детерминант в молекулах этих изоферментов; различия между 
ними в этом случае определяются гетерологичной субъединицей К. 
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В отличие от протеолиза трипсином чувствительность к протеолитической 
инактивации химотрипсином одинакова у молекул апофермента и голо-
фермента ТАТ (рис. 6). 

Различный характер чувствительности изоферментов ТАТ сохраняется 
и по отношению к собственным протеазам клетки. Так, инактивация анод-
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Р и с . 5 . В л и я н и е т р и п с и н а н а а к т и в н о с т ь 
а н о д н о г о (а) и к а т о д н о г о (б) и з о ф е р м е н т о в 

Т А Т п е ч е н и к р ы с . 
а: 1 — анодный изофермент в присутствии пири-
доксаль-5'-фосфата в среде, 2 — то же в его от-
сутствие, 3 — апофермеиты анодного изофермента 
в отсутствие пиридоксаль-5'-фосфата; б: 1 — ка-
тодный изофермент в присутствии пиридоксаль-

б'-фосфата, 2 — то же в его отсутствие [40 ] . 
Здесь и на рис. 6 и 7 по оси абсцисс — время инку-
бации, по оси ординат-остаточная активностьТАТ. 

Р и с . 6 . В л и я н и е х и м о т р и п с и и а н а а к -
т и в н о с т ь а н о д н о г о (а) и к а т о д н о г о (б) 

и з о ф е р м е н о в Т А Т п е ч е н и к р ы с . 
а: 1 — анодный изофермент ТАТ в присутст-
вии пиридоксаль-5'-фосфата в среде, 2 — то 
же в его отсутствие, 3 — апофермеит анодного 
изофермента ТАТ в отсутствие пиридоксаль-
5'-фосфата; б: У —катодный изофермент ТАТ 
в присутствии пиридоксаль-5'-фосфата [40.1. 

% 

100 

QO 

бО 

40 

20 

О О 1 в ч 

Р и с . 7 . В л и я н и е л и з о с о м а л ь н ы х п р е п а -
р а т о в н а а к т и в н о с т ь а н о д н о г о (а) и к а -
т о д н о г о (б) и з о ф е р м е н т о в Т А Т п е ч е н и 

к р ы с . 
а: 1 — анодный изофермент в отсутствие ли" 
зосомальных препаратов , 2 — то ж е в их при-
сутствии; б: 1 — катодный изофермент в от-
сутствие лизосомальных препаратов , 2 — то 

ж е в их присутствии 1,46 J. 

Р и с . 8 . К и н е т и к а и н а к т и в а ц и и а н о д н о -
г о ( / ) и к а т о д н о г о (2) и з о ф е р м е н т о в Т А Т 
п е ч е н и к р ы с п о д д е й с т в и е м л и з о с о -

м а л ь н ы х п р е п а р а т о в [ 4 6 ] . 

ного изофермента начинается сразу после добавления лизосом в систему 
in vitro, инактивация же катодного изофермента — после значительного 
лаг-периода, который продолжается по крайней мере 1 ч (рис. 7). Вероят-
но, в данном случае инактивация катодного изофермента представляет 
собой многоступенчатый процесс. Можно думать, что в составе катодного 
изофермента ТАТ присутствует некая структура-протектор, которая под-
вергается протеолизу в течение лаг-периода; затем начинается инактива-
ция собственно апофермента. 

Анализ кинетики инактивации (рис. 8) показывает, что инактивация 
анодного изофермента ТАТ в присутствии лизосомальных препаратов хо-
рошо соответствует кинетике реакции первого порядка и, таким образом, 
кинетике деградации белков животных тканей in vivo [46—48 ]. Интересно, 

17' 



дальтон [50]. Представляется перспективным выделение таким способом 
специфической мРНК для катодного (неиндуцируемого) изофермента ТАТ 
и сопоставление свойств специфических мРНК. 

Роль множественных форм ТАТ в ферментном гомеостазе клетки 

Следует обсудить физиологическую значимость множественных форм 
(изоферментов) ТАТ. Известно, что индукционный период при введении 
кортизола длится от 1 до 5 ч, уже через 6 ч после введения кортизола начи-
нается постиндукционный период, во время которого быстро понижается 
активность ТАТ, что обусловлено, вероятно, уменьшением концентрации 
данного индуцибельного фермента в клетках печени. Как уже отмечалось, 
общая активность ТАТ в постиндукционном периоде понижается за счет 
уменьшения активности только индуцируемых изоферментов (см. рис. 2) 
130, 31]. 

Индуцируемые анодные изоферменты ТАТ обладают большей чувстви-
тельностью к инактивирующему действию протеаз по сравнению с неинду-
цируемыми катодными изоферментами 131 ]. При анализе чувствительности 
очищенных изоферментов ТАТ к действию трипсина и химотрипсина были 
выявлены те же закономерности, которые были обнаружены при исследо-
вании изоферментов ТАТ в экстрактах печени (см. рис. 5 и 6). Повышен-
ная чувствительность к протеазам не связана с введением кортизола жи-
вотным, а является имманентным свойством индуцируемых изоферментов 
ТАТ 131, 40]. 

Тот факт, что именно индуцируемые изоферменты ТАТ, которые быстро 
исчезают в постиндукционном периоде, обладают повышенным сродством 
к протеолитическим агентам, находится в хорошем соответствии с экспе-
риментальными работами, в которых установлена корреляция между вре-
менем полужизии фермента in vivo и его чувствительностью к протеазам 
in vitro 147, 48, 54], в том числе к лизосомальным протеазам 155]. Более 
того, в настоящее время предполагают, что именно различие в чувствитель-
ности к протеолитическим агентам и определяет скорость деградации тка-
невых белков [46, 48, 55—57]. Весьма вероятно, что обнаруженные нами 
различия в характере чувствительности очищенных изоферментов ТАТ к 
лизосомальным протеазам in vitro (см. рис. 7 и 8) являются причиной, 
обусловливающей различия в скорости деградации данных изоферментов 
in vivo. 

Литвак и Розенфельд [59] обнаружили, что существует корреляция 
между относительной скоростью диссоциации кофермента и временем по-
лужизни in vivo для ряда сложных ферментов. При этом оказалось, что 
те пиридоксалевые ферменты, которые прочно связаны со своим кофермен-
том (пиридоксаль-5'-фосфатом), обладают большим временем полужизни 
in vivo. Этот факт послужил основой для предположения авторов о том, 
что диссоциация кофермента является лимитирующей стадией в процессе 
внутриклеточной деградации сложных пиридоксалевых ферментов. 

Полученные нами данные, свидетельствующие о более прочном свя-
зывании пиридоксаль-5'-фосфата катодным изоферментом ТАТ 140], хоро-
шо согласуются с этим предположением. Кроме того, результаты наших 
экспериментов показывают, что причиной, обусловливающей высокую ско-
рость деградации ферментных белков in vivo при диссоциации пиридок-
саль-5'-фосфата, может быть высокая чувствительность апофермеитов к 
протеолитическим агентам, которая, возможно, и определяет высокую ско-
рость деградации 146, 47, 54, 551. Действительно, пиридоксаль-5'-фосфат 
в определенной степени защищает апофермент анодного изофермента ТАТ 
от протеолитической деградации под действием трипсина (см. рис. 5). 

Повышенная чувствительность анодного изофермента ТАТ к протеоли-
зу объясняется, вероятно, не только более «рыхлой», чем у катодного изо-
фермента, связью кофермента с апоферментом и их диссоциацией, но и осо-
быми структурными свойствами самого апофермента. Это видно из того, 
что химотрипсин одинаково эффективно инактивирует анодный изофер-
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мент ТАТ как в отсутствие, так и в присутствии пиридоксаль-5'-фосфата 
(см. рис. 6). Не обнаружено также влияния кофермента на чувствитель-
ность анодного изофермента ТАТ к лизосомальным протеазам (см. рис. 7 и 8). 

Наличие индуцируемых и конститутивных изоферментов у одного и 
того же фермента и прямая корреляция между индуцибельностью и чув-
ствительностью к протеолитическим факторам позволяют не только обе-
спечить «авральную» потребность клетки в этом ферменте (например, при 
стрессе) за счет избирательной индукции этих изоферментов, но и быстро 
понизить уровень фермента, когда потребность в нем исчезает. Это суще-
ственный момент регуляции клеточного гомеостаза. Вполне вероятно, 
что одной из важных функций изоферментов вообще является обеспечение 
оперативной регуляции, которая достигается наличием индуцируемых и в 
то же время легко гидролизуемых молекулярных форм ферментов 14]. 
Рассмотренные здесь индуцируемые и конститутивные изоферменты ТАТ 
печени — конкретный пример регуляториой системы такого рода. 
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Special Cons t ruc t ion-Technologic Burean of Bio log ica l ly Act ive Subs tances , Glavmicro-
b ioprom, Novos ib i r sk 

P r o p e r t i e s and hormonal regu la t ion of a c t i v i t y of m u l t i p l e forms of tyros ine ami-
no t r ans f e r a se in ra t l iver cel ls are considered w i t h p a r t i c u l a r reference to regula t ion 
of syn the s i s of the m u l t i p l e forms of ty ros ine amino t rans fe rase by glucocort icoid hormo-
nes. A role of ty ros ine amino t rans fe ra se m u l t i p l e forms in the a d a p t i v e react ions of ce l ls 
du r ing induc t ion and pos t induc t ion per iods is d iscussed. 

УДК 616.153.962.3-074 

Г. В. Троицкий, Мухпгар Ахмед, Г. 10. Ажицкий, С. Я . Багдасарьян> 
В. А. ГаевскаЯу И. Р. Клишевич, В. Д. Шевцов 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И ОЧИСТКА НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО КОМПОНЕНТА 
СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА, 

ХАРАКТЕРНОГО ДЛЯ ПАТОЛОГИИ 

Крымский медицинский институт, Симферополь 

Методом изоэлектрического фокусирования в борат-полиольной системе 
охарактеризован альбумин сыворотки крови больных с различной пато-
логией и тяжестью течения болезни. Во всех случаях установлено появле-
ние нового изоэлектрического компонента с изоточкой 5,5, который не 
встречается в норме. Этот белок был выделен и очищен. При изофокусиро-
вании в амфолииах его изоточка равна 4,5—4,6. Эти различия объясняются 
комплексированием альбумина с амфолинами. Модифицированный белок 
иммунохимически соответствует сывороточному альбумину человека, не 
содержит полимеров, по данным дисперсии оптического вращения (ДОВ) 
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имеет уменьшенное количество а-спиралей, и одинаковую с нативным аль-
бумином молекулярную массу. 

Ранее мы описали структурные изменения альбумина как следствие 
его постсинтетической модификации в результате литандирования 11, 2]. 
В последующем 13.1 методами дисперсии оптического вращения был обна-
ружен при патологии сывороточный альбумин человека в частично дес-
пирализованном состоянии, на основании чего было высказано предполо-
жение о том, что во фракции альбумина содержится модифицированная 
его форма (Ам).Позднее [2] подобная форма была выделена в денатурирован-
ном состоянии методом осаждения ТХУ. Для доказательства существова-
ния альбумина Ам необходимы разные и тщательно проверенные методы. 
В дополнение к ранним публикациям [1—3] мы начали исследование фрак-
ций альбумина с помощью изоэлектрического фокусирования, при этом 
в амфолиновой системе обнаружили при патологии более кислую фракцию 
15 1. В последующем оказалось, что альбумин изменяет характер своих 
изофореграмм при хранении его препаратов (старение). Поэтому в настоя-
щей работе мы исследовали альбумин, свежевыделеиный из патологической 
сыворотки, причем в части случаев все белки сыворотки, включая и альбу-
мин, были алкилированы йодоуксусной кислотой для предотвращения 
процесса старения, вызываемого тиолсульфидным обменом в период вы-
деления альбумина [10]. В дальнейшем этот белок, также как и неалкили-
роваиный, анализировался в двух изофокусирующих системах — амфо-
линовой и борат-полиольной 16—81. Необходимость сравнения обоих типов 
градиента связана с выраженным комплексообразованием амфолина с 
альбумином. 

М е т о д и к а 

Выделение альбумина из сыворотки осуществляли методом препаративного 
электрофореза в полнакриламидном геле по методике, описанной нами ранее 1.7]. Д л я 
а л к и л и р о в а н и я альбумина в свежую сыворотку крови добавляли монойодоуксусиую 
кислоту из расчета 1,3 г кислоты на 400 мг белка [8] и затем рН сыворотки доводили 
NaOIT до 8,5. После а л к и л и р о в а н и я сыворотку д и а л и з и р о в а л и против 0,1 М фосфат-
ного буфера р Н 7,1; а затем проводили препаративный диск-электрофорез . Выделен-
ный препарат альбумина хранили в замороженном состоянии при температуре —20 °С 
и перед изофокусироваиием диализировали в течение 24 ч против дистиллированной 
воды. Изофокусирование в амфолине (рН 4,0—6,0) проводили на аналитической ко-
лонке Л К Б в течение 48 ч при температуре 4 °С. Опыт начинали при н а п р я ж е н и и 
400 В и токе 5 мА, з а к а н ч и в а л и при н а п р я ж е н и и 1000 В и токе 1 —1,5 мА. После фоку-
сирования раствор из колонки с помощью перистальтического насоса подавали через 
У в и к о р д на автоматический фракционный коллектор . р Н проб измеряли на рН-метре 
рН-540 при температуре 4 °С. Изоэлектрическое фокусирование в борат-полиольной 
системе проводили на колонке нашей конструкции [6] . Градиент р Н был образован на 
0,01 М боратном буферном растворе (рН 7,4) путем создания градиента концентрации 
смеси Сахаров и полиолов: маниита, глюкозы, глицерина и сахарозы в соотношении 
1 : 1 : 3 : 1 . В ряде случаев применяли еще более стабильный рН-градиент , трис-
б о р а т - г л и ц е р и н . Результаты обоих случаев одинаковы. Градиент р Н в интервале 
4 , 0 — 6 , 0 создавали предварительно в 20 флаконах путем добавления у к а з а н н о й смеси 
к буферному раствору под контролем рН-метра до достижения необходимого значения 
рН в каждом флаконе , в 1-м р Н 4,0, во 2-м р Н 4,1, в 3-м р Н 4,2 и т. д. до р Н 6,0 в 20-м 
ф л а к о н е . При этом одновременно возникает и градиент концентрации . Затем в ко-
л о н к у перистальтическим насосом вводили поочередно все растворы начиная с самого 
кислого , в 18-ю пробу вносили образец белка 8—10 мг предварительно диализированно-
го против данного раствора . После з а п о л н е н и я колонки а п п а р а т подключали к источ-
нику тока . Время фокусирования 20 ч при 20 В/см и токе 2 мА/см 2 . А н а л и з частоты 
и иммуиохимической идентичности альбумина проверяли методом иммуиопреципита-
ции по Оухтерлони и с полипрецицитирующей сывороткой, а т а к ж е с моноспецифи-
ческой сывороткой против альбумина человека (Берингверке ) . Анализ дисперсии оп-
тического в р а щ е н и я проводили на спектрополяриметре МО-241 Перкии — Элмер 
(концентрация белка при измерении 0 , 5 % ) . Параметры а 0 , Ь0 рассчитывали по 
у р а в н е н и я м Д р у д с и Моффита [3J. Диск -электрофорез проводили в 7 % полиакрила -
мидном геле (ПААГ) по общепринятой методике при р Н 8,6. М о л е к у л я р н у ю массу оп-
ределяли посредством электрофореза в П А А Г в присутствии додецилсульфата н а т р и я . 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

Альбумины, выделенные у 64 здоровых людей разного возраста и пола, 
были проанализированы методом изофокусироваиия в борат-полиолыюй 
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Изменения в изоэлектрических точках альбумина при его хранении и патологии по данным изофокусирования в борат-полиольной системе 

Альбумин 

Соотношение фракций с данным pi (в %) и стандартное отклонение ( ± о) 

Альбумин 

4 , 3 — 4 , 7 4 , 7 — 4 , 9 4 , 9 — 5 , 2 5 , 2 - 5 , 3 5 , 3 — 5 , 6 5 , 6 - 5 , 8 

Свежевыделенный, без алкилирования 4 , 2 0 + 0 , 3 0 1 5 , 4 + 0 , 6 8 6 5 , 0 + 0 , 9 0 15 ,2+0 ,90 0 0 

Неалкилированный, хранившийся при 7 °С в течение 1 мес 4 , 0 0 + 0 , 3 5 1 0 , 0 + 0 , 9 0 4 2 , 0 + 1 , 0 0 10 ,0+0 ,80 2 5 , 0 + 1 , 0 0 9 , 0 0 + 0 , 9 0 

Свежевыделенный, алкилированный 4 , 8 0 + 0 , 3 4 15 ,9+1 ,00 6 4 , 1 + 1 , 2 0 15 ,2+0 ,70 0 0 

Алкилированный, хранившийся при 7 °С в течение 1 мес 5 , 0 0 + 0 , 3 0 8 , 0 0 + 0 , 5 0 5 8 , 0 + 1 , 8 0 7 , 0 0 + 0 , 5 0 1 1 , 0 + 0 , 8 0 0 

Выделенный при патологии: 

ревматизм (8) * 1 0 , 6 + 1 , 9 5 , 6 0 + 0 , 8 0 5 1 , 8 + 2 , 0 3 10,1 + 1,30 1 4 , 0 + 1 , 2 0 3 , 0 8 + 1 , 9 0 

рак различных внутренних органов (13) ** 6 , 7 0 + 1 , 6 0 4 , 3 0 + 1 , 3 4 1 8 , 2 + 2 , 7 0 17 ,3+2 ,30 4 5 , 9 + 2 , 9 0 9 , 3 0 + 1 , 9 0 

рак различных внутренних органов (9) *** 1 ,40+0 ,11 0 , 8 5 + 0 , 0 2 4 , 8 5 + 1 , 2 0 6 , 4 0 + 1 , 3 0 7 3 , 2 + 3 , 4 0 1 3 , 3 + 3 , 2 0 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка — легкая форма, две и три — тяжелая или крайне тяжелая. В скобках — число случаев. 



системе в идентичных условиях. Анализ изоэлектрических спектров по-
казал, что во всех изученных случаях характер сывороточного альбумина 
варьирует в небольших пределах. В том случае, когда белки сыворотки 
были предварительно алкилированы, изофореграмма выделенного альбу-
мина практически не отличалась от неалкилированного белка, несмотря 
на то что количество SH-rpynri было снижено с 0,7 до 0,1 М/М и при этом 
к 130 карбоксильным группам альбумина была добавлена еще одна. Это 
объясняется тем, что увеличение избыточного отрицательного заряда в 

этом случае незначительно и поэтому 
алкилирование практически не отра-
жается на характере изофореграммы 
альбумина. Таким образом, алкили-
рование йодоуксусной кислотой не-
сколько снижает старение при хра-

5,0 

Р и с . 1. И з о э л е к т р и ч е с к о е ф о к у с и р о в а -
н и е и р е ф о к у с и р о в а и и е ф р а к ц и й а л ь б у -
м и н а и з с ы в о р о т к и з д о р о в о г о ч е л о в е к а . 
Данные, полученные в амфолиие рН 4 ,0—6,0: 
а — цельный альбумин; б — рефокусиропание 
фракции с изоэлектрической точкой р! 4,9; 
в — тоже с p i 5,15 и г — тоже с p i 5 ,5 . Дан-
ные, полученные в борат-пол иол ьном рН-гра-
диенте для того же образца альбумина: а — 
весь белок; д \ — он же после алкилирования; 
с — рефокусироваиие фракций: с — р! 5,15; 

ж — р! 4,9; з — р! 4,6. 

Р и с . 2 . И з о э л е к т р и ч е с к о е ф о к у с и р о в а -
н и е а л ь б у м и н а , в ы д е л е н н о г о о т б о л ь н о -

г о с т я ж е л о й ф о р м о й р а к а п е ч е н и . 
В амфолинах: а — весь альбумин; в — рефок-
усироваиие «патологической фракции pi 4,6». 
В борат-полиольном рН-градиенте: тот ж е 
альбумин; видно, что вместо фракции 4,6 об-
наруживается фракция 5,5, в норме иесвойст-
венная этому типу градиента; ct— рефокуси-
роваиие фракции 5,5. «ж, ф»—«патологический 
альбумин»— фракция «с» после инкубации с 
амфолином и при повторном фокусировании в 
борат-полиольном рН-градиенте; видно появ-
ление добавочной фракции 4,6 «0» и умень-

шение фракции 5,5 «ж» (см. текст). 

нении (см. таблицу). Сравнение изоэлектрических спектров свежевыделен-
ного альбумина, полученных в амфолиие и в борат-полиольной системе, 
приведено на рис. 1. Сравнение изоэлектрических спектров свежевыделен-
иого неалкилированного альбумина, полученных в амфолине и в борат-
полиольной системе, показало, что один и тот же белок дает в амфолине 
спектр с p i 4,9 основной пик, 5,1 и 5:5 (см. рис. 1, а), в то время как 

в борат-полиольной системе основной пик имеет p i 5,15 и малые пики с 
р 1 4,6 и 4,9, а также плечо с p i 5,25 (см. рис. 1, д). Для того чтобы понять 
причину этого различия, каждый из пиков был накоплен и выделен, а за-
тем подвергнут рефокусированию в амфолинах (см. рис. 1, б, в, г), пик 
4,9 (см. рис. 1, б, в, г), 5,15 (см. рис. \ув)у 5,5 (см. рис. 1, д). Только 
фракция 4,8 при рефокусировании дает более гомогенный пик, все осталь-
ные фракции даже при повторном фокусировании дают дополнительные 
компоненты, а фракции 5,5 дает весь спектр. Эти данные указывают на 
выраженность процессов комплексообразования альбумина с амфолииами. 
Рефокусироваиие в борат-полиольной системе позволяет выделить каждую 
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A/Scpp. 

из фракций в гомогенном виде (рис. 1, е, ж,з). Естественно теперь срав-
нить данные для патологической фракции альбумина, полученного от боль-
ного с тяжелой формой рака печени, характеристика которого в амфолиие 
была описана нами ранее 15]. В обоих типах градиента (рис. 2) получена 
высокая степень гомогенности альбумина. В амфолине белок фокусируется 
в виде пика с p i 4,6 (см. рис. 2, а) и при рефокусироваиии дает гомогенный 
пик с той же изоточкой (см. рис. 2, в). В то же время в борат-полиольной 
системе спектр этого же белка имеет необычный основной пик с p i 5,5 
(см. рис. 2, с) и малый компонент с p i 5,15; при рефокусироваиии удается 
выделить пик с р ! 5,5 в гомогенном виде. Таким образом, обе изофокуси-
рующие системы дают на одном и том же белке различные результаты. 

Д л я того чтобы объяснить это явле-
ние, этот же образец был инкубиро-
ван с 1 % амфолином в течение 24 ч 
при температуре 4 °С (амфолин 4—6 
№ 37 1809—116, 10.1977 г.), затем 
альбумин был диализирован против 
дистиллированной воды в течение 
24 ч и исследован в борат-полиоль-
ной системе (см. рис. 2). Получены 
две фракции с p i 4,5—4,6 и 5,5. Это 
позволяет сделать вывод, что альбу-
мин с р I 4,6 связан с амфолином и 
не отделился от него во время диа-
лиза. Таким образом, хотя для обна-
ружения фракции альбумина, появ-
ляющейся при патологии, могут 
быть применены обе изофокусирую-
щие системы, предпочтение следует 
отдавать борат-полиольному изофоку-
сированию, так как в этом случае 
нет необходимости предпринимать 
специальные меры по очистке белка 
от амфолинов, мешающих дальнейше-
му химическому изучению этого бел-
ка, положение p i тоже, видимо, бы-
ло более правильно в случаях бо-
ратного рН-градиента. 

В таблице приведены данные по 
исследованию альбумина при различ-
ной патологии и тяжести заболевания. 
Методом изофокусирования в борат-по-
лиольной системе были изучены аль-
бумины, полученные у больных ра-

ком кишечника, желудка, молочной железы, легких, печени, матки, а 
также у больных ревматизмом и ишемической болезнью сердца. Результаты 
исследования показывают, что для всех случаев патологии характерно 
появление новой фракции с р'1 5,5, процентное содержание которой значи-
тельно варьирует в зависимости от степени тяжести и вида болезни. Типы 
изофокусирования для альбуминов, выделенных у больных с различной 
степенью тяжести патологического процесса, приведены на рис. 3. Во всех 
изученных случаях фракция с р I 5,5 была накоплена, диализирована 
против 0,01 М боратного буфера с pIT 7,4 и сконцентрирована. Последую-
щее одно- или двукратное рефокусироваиие позволило получить этот ком-
понент в чистом виде. Иммунохимическое сравнение с альбумином, выде-
ленным у здорового человека, показало их полную идентичность. Анализ 
диск-электрофореза в присутствии и отсутствии додецилсульфата натрия 
показал, что оба белка не содержат полимеров, а молекулярные массы их 
практически одинаковы. Данные ДОВ указывают, что выделенный компонент 

Рис . 3. Изоэлектрическое фокусирова-
ние различных образцов альбумина , по-
лученных от больных разной т я ж е с т ь ю 
заболева иия в борат-полиольном р Н -

градиенте . 
а —- норма; с, д, е — средняя тяжесть рака пе-
чени; в — тяжелые больные; видно резкое воз-

растание фракции 5,5 . 

170' 



умеренно деспнралнзован и имеет следующие дисперсионные характери-
стики Я с=260, а 0 =—340° , Ь0 = —260° (в норме b 0 =—300°) . 

Хорошо известно, что амфолин легко связывается с сывороточным 
альбумином человека, а это приводит к появлению артефактных фракций 
при изофокусировании в амфолинах [11, 12]. Это явление связано со спо-
собностью альбумина переносить большое количество различных веществ, 
а также связывать широкий класс органических соединений. Трудность 
отделения амфолина от альбумина свидетельствует о том, что взаимодейст-
вие происходит с одним из активных центров связывания альбумина. Не 
исключено, что существуют сложные конкурентные взаимоотношения между 
естественными лигандами альбумина и амфолином. Поэтому применение 
борат-полиольиой системы более желательно, так как сахара и пол иолы 
легко удаляются диализом или гель-фильтрацией. 

Исследования последнего времени показали, что сывороточный аль-
бумин труден для изучения прежде всего из-за его микрогетерогенности, 
которая является следствием естественного лигандирования и может воз-
никать из-за образования конформеров при окислении тиоловой группы 
или вследствие тиол-дисульфидного обмена; не исключена связь микроге-
терогенности с генетическими причинами. Именно поэтому необходимы раз-
личные методические подходы. 

Сравнение результатов изофокусирования альбумина в амфолиновой 
и борат-полиольной системе показывает, что различия между изофореграм-
мами наиболее существенны для свежевыделеиных препаратов альбумина, 
в то время как для коммерческих препаратов эти различия минимальны 
113]. Это можно объяснить тем, что в процессе промышленного выделения, 

обработки и последующего хранения альбумин модифицируется и в мень-
шей мере компенсируется с амфолином, чем иативный. При патологии 
альбумин, как правило, перегружен различными веществами, что, возмож-
но, и сказывается на характере изоэлектрического спектра. Ранее 14] 
нами было выявлено, что у патологического альбумина путем переосаждения 
альбумина из 70% этанола, содержащего ТХУ, удается отделить нормаль-
ный альбумин от патологического компонента ввиду потери модифициро-
ванным альбумином способности растворяться в этаноле, содержащем ТХУ. 
Нагрузка альбумина или денатурация различными лигандами также при-
водит к появлению этого компонента 14]. В патологическом компоненте 
изофокусирования (pi 5,5) реакция альбумина с этанолом, содержащим 
ТХУ, также оказывается положительной, главным образом во фракциях 
с p i 5,5 (потеря растворимости). Соотношение этих методов требует, од-
нако, специальных исследований. Механизм образования нового компо-
нента альбумина при патологии неясен и в силе остается высказанное ранее 
предположение [12 I: метаболическая перегрузка альбумина с последующим 
нарушением вторичной структуры, модификация и частичная денатурация. 
Хотя общность изменений при хранении [11, 12] и при патологии свидетель-
ствует в пользу этого взгляда, она не исключает того, что в каждом случае 
действуют совершенно разные причины. 
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I S O L A T I O N A N D P U R I F I C A T I O N O F A N U N S P E C I F I C C O M P O N E N T F R O M 
H U M A N S E R U M A L B U M f N , T Y P I C A L FOR P A T H O L O G Y 

G. V. Tro'itsky, Muchtar Akh/ned, G. Yu. Azhitsky, S. N. Bagdasaryan, V. A. Gaevskaya, 
I. R. Klishevich, V. D. Shevtsov 

Kn'mean Medical School , S impheropol 

Al.bumin from blood serum of h e a l t h y persons and from pa t i en t s w i t h va r ious p a t -
hologies and d i f f e ren t s e v e r i t y of diseases was charac te r ized us ing isoelectr ic focusing 
in bora te-polyol sys tem. In all the pa tho log ies s tud ied a new component occur red , 
which had an i soe lec t r ic po in t at p H 5.5 and which was not found in fresh a lbumin 
p repa ra t i ons i so la ted from h e a l t h y persons. Th i s f rac t ion was i so la ted and p u r i f i e d . 
I ts i soelect r ic po in t was near p H 4.5-4.6 in i soe lec t ro focus ing wi th amphol ines . The 
divergences were due to complex format ion of a l b u m i n wi th ampho l ines . The modi f i e 
p r o t e i n corresponded i m m u n o c h e m i c a l l y to the human blood serum a l b u m i n , did not 
conta in po lymers , had a decreased a m o u n t of a - h c l i x s t r u c t u r e s as shown by dispersion 
of op t i c ro t a t ion and i ts mo lecu la r mass was s imi l a r to the mass of n a t i v e a l b u m i n . 

УДК 612.173.1.01 Г). 11:577.152. l ] -06: [612.273.2 + в 12.223. 1:546.264-310 

II. И. Михалкина, В. С. Сверчкова 

АКТИВНОСТЬ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В СЕРДЦЕ КРЫС 
ПРИ ГИПОКСИ Ч ЕСКИ-ГИ П ЕР КАП НИЧ ЕСКИХ ВОЗДЕЙСТВИ Я X 

Институт физиологии А Н К а з а х с к о й ССР, Алма-Ата 

Известно, что непродолжительная (7, 10, 14 дней) тренировка гипок-
сией повышает резистентность организма к воздействию экстремальных 
факторов. Наиболее оптимальным считается месячный срок тренировки 11 |. 
С этой целью применяют и гипоксически-гиперкапнические воздействия 
с учетом представлений о положительном стимулирующем влиянии угле-
кислоты на оксигенацию органов за счет расширения сосудов, напряжение 
кислорода в тканях и окислительные процессы и т . д . 1.2, 3] . Имеются 
данные об изменении метаболических процессов после одно-, двухкратного 
гипоксически-гилеркалнического воздействия [4, 51. Вместе с тем мы не 
нашли исследований о влиянии многократных гилоксически-гилеркални-
ческих нагрузок на обменные процессы миокарда. В настоящей работе 
изучена активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в крови и ткани сердца 
крыс в процессе адаптации животных к действию гипоксически-гиперкап-
нических экспозиций различной кратности. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 72 белых крысах-самцах массой 150—250 г. Гипоксически-
гиперкапнические условия создавали путем ежедневного помещения животных в замк-
нутое пространство (эксикаторы объемом 7,6 л) в среднем на 1 1 / 2 ч. К концу экспозиции 
содержание кислорода в невентилируемом объеме составляло 10%, углекислоты — 
8 % . Семь опытных групп животных подвергали сочетаиному действию гипоксии 
и ги пер кап ни и (СДГГ) соответственно в течение 1, 2, 3, 7, 10, 15 и 30 дней; 8-я группа 
была контрольной . Животных у м е р щ в л я л и через I сут после последнего воздействия 
под гексеиаловым наркозом (0,1 г/100 г массы). Активность Л Д Г определяли в крови 
и ткани левого и правого ж е л у д о ч к о в сердца по методике Севела и Товарек [6] и выра-
ж а л и в м и к р о м о л я х пировиноградной кислоты на 1 мл сыворотки или I мг ткани за 
1 ч при 37 °С. Материал обработан статистически по методу И. А. Ойвина [7] . 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Результаты проведенного исследования свидетельствуют о фазном 
характере изменения активности Л Д Г при сочетанном действии гипоксии 
и гиперкапнии. Как видно из рис. 1, в течение первых 3 дней СДГГ ак-
тивность ЛДГ понижается. Например, в ткани правого желудочка сердца 
изменение составило в 1-й день СДГГ 76,55=1=9,53%, во 2-й — 52,65=1= 
± 9 , 6 7 % и в 3-й — 38,18+3,47% (все изменения рассматриваются по срав-
нению с контролем, принятым за 100). На 7-й день наблюдается незначитель-

нее 

1000 

Рис . 1. Активность Л Д Г в сердце крыс при 
гипоксически-гиперкапнических воздейст-

в и я х . 
/ — ткань правого желудочка сердца, 11 — ткань 
.л с но го желудочка. Кронь правого ( / / / ) и левого 
(IV) желудочков. По оси абсцисс — длительность 
воздействия; по оси ординат — изменения, в % 

к контролю. 
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Дни 

Рис. 2. Изменение отношения М К / П В К 
в сердце крыс при гипоксически-гипер-

капнических воздействиях . 
Обозначения те же, что на рис. 1. 

мое повышение активности ЛДГ (в ткани правого желудочка сердца оно 
составило 102,69=1=4,56%). К 10-му дню активность ЛДГ минимальна во 
всех пробах (в ткани правого желудочка, например, она составила 26,62=1= 
=1=1,05%). Максимальное повышение активности ЛДГ во всех пробах на-
блюдалось на 15-й день воздействия. Так, в левом желудочке изменение 
в ткани составляло 159,76=j=4,01 %, в крови— 154,57=1=5,43 %, в правом— 
соответственно 182,74=1=21,41 и 263,86+6,61 %. 30-дневиые гипоксически-
гиперкапнические экспозиции вызывали значительное понижение актив-
ности ЛДГ в ткани сердца: в правом желудочке — 42,244=7,03 %, в левом 
43,03=1=5,07 %; в сыворотке крови правого и левого желудочков сердца 
активность Л Д Г несколько превышала контрольные значения — соответ-
ственно 102,514=10,99 и 140,70+5,67%. 

О том, что активность Л Д Г имеет фазовый характер при действии раз-
личных экстремальных факторов, известно из ряда работ. Так, М. Ф. Вялых 
18 I при экспериментальном стенозе аорты, вызывающем нарушение кисло-
родного режима сердца, через 2 дня после наложения лигатуры на аорту 
отметил снижение активности ЛДГ, а к 10-му дню — превышение нормаль-
ных величин. О фазной активности ЛДГ свидетельствуют исследования, 
посвященные изучению обменных процессов в организме при значительной 
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мышечной нагрузке 19—11 ], а также в условиях горной гипоксии 1.1, 12 J. 
По мнению В. И. Баева, фазность в активности регулирующих систем 
является «неспецифической и общей реакцией организма на ряд экстре-
мальных воздействий» 111]. Известно, что периодические изменения си-
стем метаболизма при транспорте кислорода и углекислоты в кровотоке 
вызывают стабилизацию энергетического статуса [13]. 

Д л я анализа активности Л Д Г мы использовали расчетную величину 
отношения содержания молочной кислоты (МК) к содержанию пировиио-
градной (ПВК) — МК/ПВК, которое, по данным наших предыдущих ис-

следований 114 ] и по мнению ряда 
авторов, характеризует интенсив-
ность анаэробного гликолиза 113, 
15]. Из рис. 2 видно, что даже од-
нократное гипоксически-гиперкапни-
ческое воздействие приводит к уве-
личению соотношения МК/ПВК. К 
10-му дню значения этого показате-
ля для всех проб минимальны, хотя 
остаются выше нормы, кроме пробы 
крови из левого желудочка; на 15-й 
день они становятся максимальными 
(например, в крови правого желудоч-
ка сердца М К / П В К увеличивается 
почти в 6 раз). К 30-му дню отмеча-
ется тенденция к снижению 
МК/ПВК, хотя этот показатель еще 
остается значительно выше конт-
рольного. Максимальные значения 
МК/ПВК на 15-й день СДГГ соот-
ветствуют наиболее высокой актив-
ности Л Д Г , что свидетельствует, на 
наш взгляд, об усилении анаэробного 
гл и кол итического пути в этот пери-
од. Аналогичный характер измене-
ний МК/ПВК и активность Л Д Г 
наглядно иллюстрируют рис. 1 и 2. 

Как видно из рис. 3, максималь-
ным содержанием пирувата, ! который 

является субстратом Л Д Г и осуществляет регулирование ее активности, 
становится на 10-й день СДГГ (в ткани и в крови правого и левого желудоч-
ков сердца содержание ПВК составляет соответственно 433,45±85,50; 
172,03±27,53; 307 ,42±20,13 и 525,83=1=129,18 %). Значительное накопление 
пирувата в этот период, с одной стороны, обусловливает низкие значения 
МК/ПВК, а с другой, возможно, приводит к уменьшению активности 
Л Д Г . Последнее, вероятно, связано с тем, что Л Д Г в сердце крысы пред-
ставлена тремя изозимами: Н3М, Н 2 М 2 и Н 3 , из которых субъедииица Н, 
присущая тканям с выраженным аэробным обменом (сердце, мозг), неактив-
на при высоких концентрациях пирувата [8, 161. Наблюдаемое нами к 
15-му и 30-му дням СДГГ снижение уровня пирувата, вероятно, можно 

объяснить усилением его карбоксилирования, которое, согласно имеющим-
ся в литературе данным 111 ], следует рассматривать как один из механиз-
мов, лежащих в основе приспособительных реакций организма. 

Следует также отметить, что в первые дни СДГГ активность Л Д Г выше 
в пробах ткани, чем в сыворотке крови (например, в 1-й день в ткани пра-
вого желудочка сердца она составила 76 ,55±9 ,53 %, а в крови — 53,99=1= 
=1=4,73 %). В последующем становилась более высокой активность Л Д Г 
в пробах крови (на 15-й день в ткани 159,7б±4,01 %, в крови 182,74=Ь 
± 2 1 , 4 1 %, на 30-й — соответственно 42 ,24±7 ,03 и 102,51± 10,99 %). Этот 
факт, вероятно, можно объяснить усилением диффузии фермента из мио-
карда в кровь за счет повышенной проницаемости клеточных мембран 

Рис . 3. Содержание П В К в сердце крыс 
при гипоксически-гиперкапнических 

воздействиях . 
Обозначения те же, что на рис. 1. 
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для макромолекул, такое же явление наблюдается при инфаркте миокарда 
[16] и при гипоксии [17, 18]. 

Таким образом, активность Л Д Г в условиях СДГГ изменяется одно-
направленно в миокарде и сыворотке крови сердца и характеризуется 
определенной фазиостыо. Снижение содержания пирувата, стабилизация 
уровня лактата и активности Л Д Г к 30-му дню свидетельствуют, по на-
шему мнению, об определенной адаптированпости обменных процессов в 
этот период к повторяющимся гипоксически-гиперкапническим воздей-
ствиям. 
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H Y P O X I A - H Y P E R C A P N I C E F F E C T S O N T H E L A C T A T E D E H Y D R O G E N A S E 
A C T I V I T Y I N R A T H E A R T T I S S U E 

N. / . Mikhalkina, V. S. Sverchkova 

I n s t i t u t e of P h y s i o l o g y , A c a d e m y of Sciences of the Kazakh S S R , A lma-Ata 

A c t i v i t y of l a s t a t e dehydrogenase / L D H / was s tud i ed in blood and t issues of l e f t 
and r igh t ra t hea r t ven t r i c les a f t e r the s i m u l t a n e o u s e f f ec t of h y p o x i a and h y p e r c a p n i a . 
The a n i m a l s were kept in the closed space , where contcnt of gases to the end of t h e 
expe r imen t / a b o u t 1.5 h r / was equa l to: 0 2 — 10%, C 0 2 — 3 % . A c t i v i t y of L D H was 
decreased w i t h i n the f i r s t 3 days and the m a x i m a l e n z y m a t i c a c t i v i t y was observed w i t -
hin 15 days ; a l t e r 30 days of hypox ic -hype rcapn i c exposure a c t i v i t y of L D H w a s 
s i g n i f i c a n t l y decreased in m y o s a r d i u m but i t reached the control v a l u e in the s e rum 
of blood ob t a ined from the h e a r t . 

УДК 615.355:577.162.314] .034.61 

H. E. Хурсин 

ПОВЫШЕНИЕ ДНК АЗНОЙ АКТИВНОСТИ МОЧИ КРЫС 
ПОСЛЕ ВНУТРИБРЮШИННОГО ВВЕДЕНИЯ ДНК-АЗ 

Институт проблем онкологии им. P . Е . Кавецкого АН УССР, Киев 

Проблема проницаемости клеток для биологически активных макро-
молекул заслуживает большого внимания. Достаточно указать на способ-
ность вирусов вводить внутрь клетки нуклеиновые кислоты, которые мо-
гут привести к возникновению инфекционного процесса. Однако послед-
ний может появиться только тогда, когда «местные» нуклеазы не могут 
разрушить нуклеиновые кислоты до такой степени, чтобы они потеряли 
биологическую активность. В этом случае добавление нуклеаз экзогенного 

175' 



происхождения может повысить сопротивляемость клеток, что отмечается 
рядом авторов 1.1—3]. 

Задача данной работы — изучение способности нуклеаз проникать через 
клеточные барьеры без потери биологической активности. С этой целью 
была изучена ДНК-азная активность мочи крыс после внутрибрюшинного 
введения ДНК-аз . 

М е т о д и к а 

Белым крысам-самцам массой 2 0 0 ± 1 0 г в б р ю ш н у ю полость вводили смесь 
Д Н К - а з американской фирмы «Wor th ing ton» (1 часть) и Минского завода э н д о к р и н н ы х 
препаратов (10 частей) на физиологическом растворе — от 2 до 100 мг в обт>еме от 2 до 
10 мл. Контрольные животные получали такое ж е количество физиологического раст-
вора . Активность кислых и щелочных Д Н К - а з определяли методом г о р и з о н т а л ь н о й 
вискозиметрии, который обладает наибольшей чувствительностью при изучении эндо-
Д Н К - а з , преобладающих в моче человека и ж и в о т н ы х . Полученные данные в ы р а ж а л и 
в виде удельной вязкости . 

Пробы д л я определения Д Н К - а з содержали 0,5 мл 0 , 2 % раствора Д Н К , 0 ,5 мл 
соответствующего буфера , 0 ,5 мл мочи, разведенной физиологическим раствором в со-
отношении 1 : 32 д л я определения активности Д Н К - а з в кислой ( р Н 5,6) и 1 : 100 
в щелочной (рН 7,4) средах , толуол , а т а к ж е магний, который добавляли только в 
пробы с р Н 7,4. У д е л ь н у ю в я з к о с т ь проб измеряли непосредственно после с м е ш и в а н и я 
действующих ингредиентов, а т а к ж е через 10 и 30 мин при 45 °С. Мочу для исследо-
в а н и я брали через 2, 3, 5, 6, 16 и 23 ч после введения в б р ю ш н у ю полость Д Н К - а з 
или физиологического раствора . Д Н К получали из эритроцитов птиц солевым ме-
тодом [4] . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Результаты определения активности ДНК-аз в щелочной среде пред-
ставлены на рис. 1, где на оси абсцисс указано время взятия мочи для 
исследования после введения в брюшную полость раствора ДНК-азы или 

Рис. 1. Изменение активности щелоч- Рис. 2. Зависимость активности кислых 
ной Д Н К - а з ы мочи белых крыс . Д Н К - а з мочи белых к р ы с от количества 

Объяснения в тексте. ВВОДНОГО ф е р м е н т а ; 
Объяснения в тексте. 

физиологического раствора, а по оси ординат — удельная вязкость инку-
бационных смесей. Кривая / отражает удельную вязкость инкубацион-
ных смесей, не содержавших источника фермента (мочи), кривая 2 -
удельную вязкость инкубационных смесей, содержащих мочу тех живот-
ных, которым вводили в брюшную полость 5 мл физиологического раствора. 
Первая точка кривой 2 совпадает с контролем (4,4=1=0,1 и 4,3=1=0,15), по-
тому что в этом случае удельную вязкость определяли непосредственно 
после смешивания растворов Д Н К и мочи. Все последующие точки получе-
ны после 10 мин инкубации проб. Если мочу этих животных исследовать 
через 2 ч после введения физиологического раствора, то удельная вяз-
кость снизится до 2 , 4 5 ± 0 , 5 (т. е. до нормы). В моче, полученной через 3 
и 4 ч после введения физиологического раствора, установлено некоторое 
уменьшение активности ДНК-аз , что можно объяснить разбавлением мочи. 
Через 5, 6, 23 ч активность ДНК-аз вновь приближалась к норме. 
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Р и с . 10. С р а в н е н и е и м м у н о л о г и ч е -
с к и х с в о й с т в а н о д н о г о и к а т о д н о г о 
и з о ф е р м е н т о в Т А Т м е т о д о м д в о й -

н о й и м м у п о д н ф ф у з и и в а г а р : . 
В центральном лупке (AT) 0.05 мл 
р-глобулипа (60 мг/мл) , и перифериче-
ских: /1 0,05 мл анодного изофермен-
та ТЛТ (0.1 мг/мл) , К 0,07 мл катод-
ного изофермента ТАТ (0,035 ед/мл) 
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Р и с . 4 . О б р а з о в а н и е в и р у с с п е ц и ф и ч е с к и х п о л и -
п е п т и д о в н к л е т к а х , и н ф и ц и р о в а н н ы х в и р у с о м 
г р и п п а А . Р е з у л ь т а т ы ч е р е з (> ч п о с л е и н ф и ц и -

р о в а н и я . 
Р а д и о а к т и в н ы й предшественник 1 'С -белковый гидро-
ливат хлореллы и поди л и через б'/а ч после инфици-
рования клеток (40 м к К и/мл па пробу) . А| — неинфи-
цировамные клетки; А^ • клетки, и н ф и ц и р о в а н н ы е ви-
русом. Пробы 131 и В| - р е м а н т а д и н и а м а и т а д и н до-
бавлены за I ч до и н ф и ц и р о в а н и я и присутствуют в 
течение всего времени инфекции. П р о б ы Ба и Вг— 
р е м а н т а д и н и а м а и т а д и н д о б а в л е н ы непосредственно 
после и н ф и ц и р о в а н и я клеток . Пробы Б:). 1м. Бг. и I><. 
р е м а н т а д и н д о б а в л е н через 1, 2, 3 и 4 ч после иифп 
цирования соответственно. П р о б ы Вз и Bd а м а и т а -
дин д о б а в л е н черев I и 2 ч после инфицирования со 
ответственно. З д е с ь и на рис. 5: Рл - белки 
п о л и м е р а з ы ; ПА — гемагглютииин; N1' - бе./юк ну 
клеоиротеииа ; М — м е м б р а н н ы й белок; NS — неструк-

т у р н ы й белок . 

Р и с . I. И м м у и о д и ф ф у з и о и и ы й а н а л и з 
Э И А - 2 в э к с т р а к т а х н о р м а л ь н ы х и 
о п у х о л е в ы х т к а н е й с п о м о щ ь ю с т а п -

д а р т п о й т е с т - с и с т е м ы. 
/ - - антисыворотка к ЭПА-2; 2 - с т а н д а р т 
ный препарат ЭПА-2. Экстракты: ,7 де 
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кишки (разведен 1:5), '20 - т о л с т о й кишки 
21 - т о л с т о й кишки, 22 - т о н к о й кишки 
23 головного мозга , 2-1 - легкого, 25 
адеиокарцииом ы легкого, 26 — краииофа 

рингиомы. 

ж е л е з ы , / / 
мы ж е л у д к а 
14 — ж е л у д к а 
/7 - опухоли 
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Кривая 3 резко отличается от предыдущих. Она отражает активность 
Д Н К - а з мочи животных, которым вводили в брюшную полость 5—10 мг 
Д Н К - а з . Если через 2 ч активность ферментов не отличалась от контроля, 
то уже через 3, 4 и 5 ч активность их в щелочной среде резко повышалась 
и удельная вязкость проб достигала соответственно 0,24:0,01, 0 , 3 ± 0 , 0 1 
и 0 ,8±0 ,013 . Различие между контрольными и опытными пробами в этих 
случаях было статистически достоверным ( Р < 0 , 0 0 1 ) . 

Увеличение активности Д Н К - а з в моче через 3 ч после их внутри-
брюшиииого введения могло служить указанием на то, что введенные Д Н К -
азы за этот отрезок времени преодолевали многочисленные клеточные барь-
еры здорового организма крысы, в том числе почечные, и оказывались в 
моче с сохранением биологической активности. Через 6 и 23 ч активность 
ферментов приближалась к контролю. 

Опыты II серии с использованием различных количеств Д Н К - а з дали 
возможность выявить некоторые особенности проницаемости этих фермен-
тов. Так, установлено, что 2 мг Д Н К - а з , введенных в брюшную полость, 
не оказывают влияния на активность ферментов мочи, тогда как после 
введения 5 мг уже можно наблюдать повышение ДНК-азной активности. 
Мочу в этих опытах собирали в течение 16—17 ч. 

Результаты II серии экспериментов представлены на рис. 2. На оси 
абсцисс указано количество Д Н К - а з , вводимых в 5 мл физиологического 
раствора, на оси ординат—удельная вязкость проб. Время инкубации 
смесей равно 30 мин, потому что активность ферментов изучали в кислой 
среде, где она была ниже. 

Кривые 1 я 2 — контрольные. Инкубационные смеси, на основании 
изучения которых они построены, не содержали мочи и ставились парал-
лельно пробам с мочой животных, которым вводили физиологический рас-
твор или фермент. 

Д Н К в этих контрольных пробах распадалась незначительно, что 
соответствует общепринятым нормам. 

Кривые 2 и 3 вначале совпадают, а затем расходятся. Одна из них 
(3) отражает активность Д Н К - а з мочи крыс, которые получали физиологи-
ческий раствор, другая (4) — активность ферментов мочи тех животных, 
которым вводили Д Н К - а з у , разведенную таким же количеством физиоло-
гического раствора. Кривые 2 и 3 показывают, что активность Д Н К - а з 
мочи значительно выше при введении фермента. Кроме того, полученные 
данные говорят об отсутствии параллельного нарастания активности Д Н К -
аз мочи при увеличении количества примененного фермента. Введение 
10, 20 и 30 мг фермента приводило к увеличению активности Д Н К - а з 
мочи, а при введении 40, 50 и 100 мг наблюдалось уже ее некоторое 
уменьшение, вероятно, за счет создания более высокого осмотического дав-
ления. То, что дальнейшее увеличение количества Д Н К - а з , вводимых в 
брюшную полость, уже не приводило к нарастанию ДНК-азиой активности 
мочи, свидетельствует о наступлении порога, который характеризует про-
пускную способность клеток брюшной полости и почек. Можно привести 
некоторые количественные характеристики пропускной способности дан-
ных клеток, а также устойчивости Д Н К - а з к действию протеолитических 
ферментов. Если основная часть Д Н К - а з выделяется почками в течение 4 ч, 
то, зная количество вводимого фермента, выделяемой мочи и фермента в 
ней, можно убедиться, что часть Д Н К - а з разрушается протеолитическими 
ферментами или разносится током крови и ассимилируется клетками раз-
личных тканей. Важно, что заведомо большие количества Д Н К - а з , введен-
ные в брюшную полость животных, не вызывают видимых неблагоприятных 
клинических изменений, что подтверждает безопасность их применения. 

По нашим данным, полученным экспериментальным путем и с помощью 
расчетов, при введении в брюшную полость 1,72-1015 молекул Д Н К - а з с 
молекулярной массой 35 ООО дальтон в моче оказалось 8,37-1014 молекул, 
что составляет примерно 49 %. 

Способность Д Н К - а з проникать через клеточные мембраны без потери 
биологической активности представляется нам весьма существенной, если 

2 В-сы мед. химии No. 2 17 7 



учесть их возможную биологическую роль, в частности способность вы-
ступать в качестве защитных факторов организма в случае проникновения 
во внутреннюю среду чужеродной информации извне в виде экзогенных 
нуклеиновых кислот. 

Известно, что именно нуклеиновые кислоты являются носителями ин-
фекционности 16], особенно при развитии вирусных заболеваний. Однако 
антитела к чистой двуспиральной нативной Д Н К образуются слабо 17], 
а система интерферона как защитная система организма ориентирована 
главным образом против белков [8]. 

Роль нуклеаз как защитных факторов организма может осуществлять-
ся не только внутри клеток, но и в секрете потовых желез [9], пищева-
рительных соках желудочно-кишечного тракта [10], спинномозговой жид-
кости и других средах организма. 

Значение нуклеаз возрастает еще и в связи с тем, что при доброкаче-
ственном росте их активность в клетках и тканях повышается (рост пла-
центы, регенерация печени, размножение микроорганизмов) [11, 12], 
тогда как при злокачественном росте активность нуклеаз вообще и ДНК-аз. 
в частности, по мнению большинства исследователей, снижается [13—15] 
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A f t e r i n t r ape r i t onea l a d m i n i s t r a t i o n of D N A a s e in to r a t s max ima l increase in the 
enzyma t i c a c t i v i t y was observed in u r ine w i th in 3-4 hrs . Th i s suggests the a b i l i t y of 
D N A a s e to pene t ra t e th rough cell ba r r i e r s w i t h o u t a loss of i ts biological a c t i v i t y . T h e 
impor t ance of the phenomenon is discussed cons ider ing possible use of DNAases as pro-
tec tor of the body aga ins t he te ro logous nuc le ic acids. 
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НОРМАЛИЗУЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ ЭКСТРАКТА ПЕРЕСТУПНЯ 
БЕЛОГО BRYONIA ALBA L. НА ФОСФОЛИПИДЫ КРОВИ 

ПРИ АЛЛ О КСА НО ВОМ ДИАБЕТЕ 

Институт биохимии Армянской ССР, Ереван 

Одним из актуальных вопросов современной нейрохимии является 
изучение особенностей облика и функциональной роли фосфолипидов, 
выступающих в качестве потенциальных источников энергии как в нормаль-
ных условиях, так и при различных функциональных и патологических 
состояниях организма [1—7]. 

Известны многочисленные вещества растительного происхождения, 
оказывающие положительное влияние на течение сахарного диабета [8— 
11]. Однако до сих пор остается малоизученным биохимический механизм 
благотворного действия этих активных начал на отдельные метаболические 
процессы, в том числе на некоторые реакции липидиого обмена, наиболее 
глубоко поражемые при изученной патологии. 

Изложенное послужило основанием для проведения специальных ис-
следований по изучению качественных и количественных изменений со-
держания общих и индивидуальных фосфолипидов крови белых крыс при 
экспериментальном аллоксановом диабете до и после применения экстрак-
та переступня белого (ЭПБ). 

М е т о д и к а 

Эксперименты проводили на беспородных белых крысах обоего пола массой 
170—200 г. В I серии опытов (8 крыс) диабет вызывали внутрибрюшинным введением 
а л л о к с а н а из расчета 15 мг/100 г массы. Во I I серии опытов (11 крыс) после введения 
а л л о к с а н а , начиная с 7-го дня заболевания , производили ежедневные внутримышеч-
ные инъекции Э П Б в дозе 0,5 мг/100 г массы. Ж и в о т н ы х забивали на 20-й день после 
введения а л л о к с а н а . Уровень глюкозы в крови определяли ортотолуидиновым мето-
дом, содержание фосфолипидов в цельной крови — методом одномерной восходящей 
хроматографии на бумаге ФИ-11-фильтрак (ГДР) , пропитанной кремниевой кислотой 
по Маринетти и Стотцу [12] в модификации Смирнова и соавт. [13] и К а р а г е з я н а [14] . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как показали результаты проведенных исследований, аллоксановый 
диабет сопровождается увеличением содержания всех изученных инди-
видуальных фракций фосфолипидов в цельной крови, что, естественно, 
приводит к значительному возрастанию общей суммы фосфолипидов 
( + 4 7 , 2 %). В наибольшей степени увеличивается содержание фракций моно-
фосфатидилинозитов ( + 1 9 0 % ) , фосфатидилсеринов ( + 1 8 3 % ) , лизофосфа-
тидилхолинов ( + 1 1 7 % ) и фосфатидилэтаноламинов ( + 8 7 , 3 % ) ; см. таблицу. 
Интересно отметить, что наиболее значительные изменения обнаруживаются 
•со стороны кислых фосфолипидов, содержание которых увеличивается на 
188%, в то время как нейтральные фосфолипиды возрастают в несравненно 
меньшей степени ( + 3 4 , 2 % ) . Таким образом, хотя изменения в содержании 
различных по своей природе фосфолипидов протекают в одном и том же 
направлении, однако степень их выраженности оказывается далеко неодно-
значной, что, естественно, приводит к значительным отклонениям в картине 
л и п и д - л и п и д н ы х соотношений. 

Это выражается в уменьшении коэффициента отношения суммы ней-
тральных фосфолипидов к сумме кислых фосфолипидов (НФЛ/КФЛ) , 
постоянство которого может служить одним из показателей надежности 
физиологического состояния клетки. 

Во И серии опытов больным животным ежедневно вводили ЭПБ. 
Введение этого препарата существенно нормализует содержание в цельной 
крови общих и индивидуальных фосфолипидов, повышенное при диабете. 
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Это особенно бросается в глаза при сравнении показателей, отраженных в 
таблице (см. графы 3 и 6). 

Как видно из таблицы, количество монофосфатидилинозитов при диа-
бете превышает исходный уровень на 190% и почти восстанавливается па 
14-й день после введения ЭПБ. Аналогичные закономерности наблюдаются 
в отношении содержания фосфатидилсеринов, которое при диабете без лече-
ния превышает контроль на + 1 8 3 % , а после лечения Э П Б — т о л ь к о на 
38%, а также в отношении лизофосфатидилхолина (+117 и + 5 , 6 % ) . В не-
которых случаях эффект ЭПБ оказывается настолько выраженным, что 

Изменения содержания суммарных фосфолипидов и их фракций (в мкг липидного фосфора 
на 1 мл цельной крови) в крови белых крыс при аллоксановом диабете (I серия опытов) 

и после введений ЭПБ (II серия); М ± / л 

Измене - Измене -
Фосфолипиды Контроль I серия мие, % 

от конт-
роля 

II серия иие, % 
от конт-

рол я 

Л изофосфати ди л холи н ы 4,83=1=0,25 10,5=1=0,27 + 117 5 , 1 0 ± 0 , 2 6 + 5,6 
Монофосфатидил инозиты 3,64=1=0,29 1 0 , 6 ± 0 , 5 0 + 190 ;;.<)/• 1 0,29 + 9 , 0 
Сфиигомиелины 13,1 zh 0,97 17,6=1=0,67 + 3 4 , 4 1 ! ().;>(, —7,1 
Ф осфа тидил х ол и и ы 5 4 , 3 ± 1,50 6 6 , 6 ± 1,51 + 2 2 , 5 6 6 , 4 ± 1,74 + 2 2 , 3 
Фосфатидилсер и и ы 3,44-j=0,26 9 , 7 5 ± 0 , 4 5 + 183 4,74=1=0,42 + 3 7 , 8 
Фосфатидилэтаноламины 4 , 2 4 ± 0 , 2 9 7 , 9 ± 0 , 3 3 + 8 7 , 3 3,52=1-0,28 — 17,0 
Сумма фосфолипидов 8 6 , 3 ± 1,53 123=1=1,34 + 4 7 , 2 95,9=1=2,71 + 14,8 
Нейтральные фосфолипиды 7 6 , 5 ± 1,44 1 0 3 ± 1 , 3 4 + 3 4 , 2 87,2=1=2,37 + 14,0 
Кислые фосфолипиды 7,06=1=0,46 20,3=1=0,68 + 188 8,71=1=0,44 + 2 3 , 4 
Нейтральные кислые фос-

фолипиды 1 1 , 1 ± 0 , 7 3 5 , 0 8 ± 0 , 1 9 —54,4 10,2=1=0,36 —8,8 

количество сфингомиелинов, превосходившее норму при диабете на +34 ,4 %, 
после введения ЭПБ оказывается ниже исходного уровня на 7,1 %, а коли-
чество фосфатидилэтаноламина — на 17,0%. 

Особый интерес, с нашей точки зрения, представляет факт максималь-
ного восстановления величины коэффициента НФЛ/КФЛ. В то время как 
с развитием заболевания (I серия опытов) этот коэффициент оказывается 
ниже нормы на 54,4%, то на фоне введений ЭПБ он отличается от нормы 
всего лишь на —8,8%. 

Результаты проведенных исследований свидетельствуют, что введение 
ЭПБ при аллоксановом диабете способствует нормализации состава фосфо-
липидов крови, что, несомненно, следует рассматривать как положитель-
ное явление в течении этого заболевания. 
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Al loxane d iabe te s in r a t s was accompanied by a d i s t inc t increase in to t a l content 
of phospho l i p id s and the i r f r ac t ions / espec ia l ly of acid p h o s p h o l i p i d s / in whole b lood; 
the r a t i o of n e u t r a l phospho l ip id s / ac id phospho l ip ids was decreased . Content of pho-
spho l ip id s was d i s t inc t ly normal i zed in ra t blood a f t e r i n t r a m u s c u l a r a d m i n i s t r a t i o n 
of Bryonia a lba e x t r a c t in to the d iabe t i c an ima l s at a dose of 0 .5 mg/100 g of body 
mass . 

УДК 615.273.53.033.81 

Л. А. Ляпана, A. M. Ульянов, Г. Г. Базазьян, Ж . С. Бонева 

ПРОНИКНОВЕНИЕ КОМПЛЕКСА ГЕПАРИН — ТРОМБОПЛАСТИН 
В ТКАНИ МОЗГА ПРИ ЕГО ВВЕДЕНИИ В ОРГАНИЗМ ЗДОРОВЫХ 

животных и животных, НАХОДЯЩИХСЯ в 
ПРЕДТРОМБОТИЧЕСКОМ СОСТОЯНИИ, ВЫЗВАННОМ АТЕРОГЕННОЙ 

ДИЕТОЙ 
Л а б о р а т о р и я физиологии и биохимии свертывания крови Московского университета 

им. М. В. Ломоносова 

В предшествующих исследованиях [1, 2] установлено, что после внут-
ривенного введения гепарина или его комплекса с тромбопластином живот-
ным в тканях (клетках) мозга образуются комплексы гепарина с тромбопла-
стином, определяемые по активности неферментативного фибринолиза 
(НФ), а также снижается тромбопластииовая активность в экстрактах из 
мозга животных. Комплексоообразование гепарина с тромбопластином в 
тканях мозга наблюдалось как у здоровых животных, так и у животных с 
депрессией функции противосвертывающей системы, вызванной атероген-
ной диетой [3], но в значительно меньшей степени, чем у здоровых. 

Задачей настоящего исследования было выяснение особенностей про-
никновения гепарина и его комплекса с тромбопластином в ткани мозга с 
использованием изотопного анализа и изучение состояния функции про-
тивосвертывающей системы в процессе поступления в организм здоровых 
животных и животных с депрессией функции противосвертывающей си-
стемы гепарина или его комплекса с тромбопластином. 

М е т о д и к а 

В опытах использовано 32 белых крыс-самцов массой в с р е д н е м 280 г, из них 
12 крыс с о д е р ж а л и с ь на атерогенной диете в течение 10 мес, а 20 к р ы с постоянно содер-
ж а л и с ь на полноценном лабораторном рационе. Тромбопластин п о л у ч а л и из мозга 
крыс общепринятым методом с активностью 13—14 с; комплекс г е п а р и н — тромбоплас-
тин (КГТ) получали по методу Б . А. К у д р я ш о в а и Л . А. Л я п и и о й [4 ] . Все животные 
получали предварительно инфузию индикаторных доз r enapHi i a - 3 5 S ( б и о л о г и ч е с к а я 
активность 2 ед. , 1 мкКи на 200 г массы тела) . Животные были разделены на 4 группы. 
Крысы 1-й группы получали 0 , 8 5 % pacTBopNaCl; 2 -й—гепарип в дозе 100 Е Д / 2 0 0 г и 0 ,85% 
раствор NaCl; 3-й — гепарин в дозе 100 Е Д / 2 0 0 г и тромбопластин в дозе 0,6 мл/200 г; 
4-й — комплекс К Г Т (1 %) в дозе 0,6 мл/200 г. Взятие крови и в н у т р и в е н н о е введение 
препаратов производили через v. jugu la r i s . Кровь б р а л и с 3 ,8 % цитратом н а т р и я через 
1, 10 и 40 мин после введения исследуемых препаратов . В плазме крови определяли 
с у м м а р н у ю фибринолитическую активность (СФА), ее Н Ф по методу Б . А. К у д р я ш о в а 
и Л . А. Л я п и и о й [5] на иестабилизированиых пластинах ф и б р и н а , приготовленных 
по методу [6 |, концентрацию фибриногена по методу [7] , т о л е р а н т н о с т ь плазмы крови 
к гепарину по методу [8] . Через 40 мин после введения п р е п а р а т о в ж и в о т н ы х декапи-
т и р о в а л и , и з в л е к а л и ткани мозга и подвергали их и с с л е д о в а н и ю . И з у ч а л и наличие Н Ф 
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Т а б л и ц а 1 
СФА плазмы крови, НФ, концентрация фибриногена (Ф), показатели R иК тромбоэлаетограммы плазмы крови животных, содержавшихся на естественном 

и атерогенном рационах и получавших КГТ 

Группа животных (условия опыта) 

Время после введения, мин 

Группа животных (условия опыта) 
1 10 

Группа животных (условия опыта) 

СФА, мм* НФ, мм* 
толерант-

ность к ге-
парину, с 

ф , мг % R, с К, с СФА, мм* НФ, мм* 
толерант -

ность к ге-
парину, с 

1-я группа (NaCl + NaCl) 
2-я группа (гепарин + NaCl) 

Р 
3-я группа (гепарин + тромбопластин 

Р 
4-я группа (КРТ) 

Р 

1-я группа (NaCl + NaCl) 
2-я группа (гепарин + NaCl) 

Р 
3-я группа (гепарин + тромбопластин) 

Р 
4-я группа (КГТ) 

Р 

1-я группа (NaCl + NaCl) 
2-я группа (гепарин + NaCl) 

Р 
3-я группа (гепарин + тромбопла-

стин) 
Р 

4-я группа (КГТ) 
Р 

334-1 ,1 
4 2 + 3 , 6 

< 0 , 0 5 
3 3 4 - 1 , 2 

> 0 , 5 
3 2 + 1 , 7 

> 0 , 5 

1 7 + 0 , 6 
1 7 + 1 , 4 

> 0 , 5 
2 7 + 2 , 4 

< 0 , 0 5 
1 5 + 1 

> 0 , 5 

2 8 5 + 1 3 
3 5 5 + 1 2 
< 0 , 0 5 

2 5 5 + 9 
> 0 , 5 
2 6 7 + 1 2 
> 0 , 5 

1 0 + 2 , 4 
3 0 + 2 , 2 

< 0 , 0 1 
1 6 + 3 

< 0 , 0 5 
8 , 8 + 1 

> 0 , 5 

2 , 7 + 0 , 1 
5 , 3 + 1 

> 0 , 5 
8 + 0 , 9 

< 0 , 0 5 
2 + 0 , 7 

> 0 , 5 

9 9 + 4 
2 2 2 - Ы З 
< 0 , 0 1 

1 2 8 + 1 2 
< 0 , 0 5 
211 + 7 
< 0 , 0 1 

Естественн 

4 5 6 + 1 0 
6 0 0 + 2 4 

< 0 , 0 5 
6 7 2 + 2 0 

< 0 , 0 1 
7 6 2 + 3 7 

< 0 , 0 1 

Атерогенн! 

1 8 0 + 1 7 
9 7 0 + 3 8 
< 0 , 0 1 

1 0 1 0 + 3 9 
< 0 , 0 1 

1800+41 
< 0 , 0 1 

4 5 + 1 
111 + 7 
< 0 , 0 1 

1 0 4 + 5 
< 0 , 0 1 
6 2 + 4 

< 0 , 0 1 

ый рацион 

2 8 8 + 9 
3 8 0 + 2 1 

< 0 , 0 5 

3 8 0 + 1 2 
< 0 , 0 5 

лй рацион 

5 7 0 + 2 3 
5 0 0 + 1 5 

> 0 , 5 
551 + 17 

> 0 , 5 
5 5 2 + 2 5 

> 0 , 5 

Естественный 

3 2 + 3 
5 3 + 7 

< 0 , 0 5 

8 9 + 5 
< 0 , 0 1 
8 6 + 9 

< 0 , 0 1 

9 1 + 3 
2 9 8 + 1 0 
< 0 , 0 1 
2 7 4 + 5 
< 0 , 0 0 1 
2 0 8 + 5 
< 0 , 0 1 

5 3 + 4 
1 0 2 + 7 
< 0 , 0 1 
1 0 0 + 5 
< 0 , 0 1 
1 0 0 + 7 
< 0 , 0 1 

рацион 

1 0 + 1 
2 6 + 4 
< 0 , 0 5 

51 + 3 
< 0 , 0 0 1 
4 5 + 3 

< 0 , 0 1 

4 8 + 4 
1 1 7 + 5 
< 0 , 0 1 
1 1 4 + 4 
< 0 , 0 1 
6 1 + 4 

< 0 , 0 5 

3 0 + 2 
4 3 + 2 

< 0 , 0 1 

4 6 + 4 
< 0 , 0 5 

4 9 2 + 1 8 
6 0 0 + 2 0 
< 0 , 0 5 

5 4 0 + 1 7 
> 0 , 5 
6 7 8 + 2 1 
< 0 , 0 5 

3 3 + 2 
7 2 + 4 
< 0 , 0 1 
8 1 + 9 
< 0 , 0 1 
7 8 + 7 
< 0 , 0 1 

2 2 + 2 
5 1 + 3 
< 0 , 0 1 
7 1 + 5 
< 0 , 0 1 
9 0 + 8 
< 0 , 0 1 

2 9 5 + 7 

2 7 5 + 1 1 
> 0 , 5 
2 5 7 + 1 0 
> 0 , 1 

1 0 + 2 
3 3 + 3 
< 0 , 0 1 
3 8 + 3 
< 0 , 0 1 
4 9 + 2 
< 0 , 0 1 

6 + 1 
2 8 + 1 , 7 

< 0 , 0 1 
3 0 + 2 
< 0 , 0 1 
3 9 + 3 

< 0 , 0 1 

1 0 3 + 5 
1 1 8 + 1 0 
> 0 , 5 

2 2 6 + 7 
< 0 , 0 1 
1 8 4 + 9 
< 0 , 0 5 

4 6 8 + 2 3 
6 9 6 + 3 0 

< 0 , 0 1 
6 6 0 + 2 5 

< 0 , 0 1 
7 9 2 + 4 2 

< 0 , 0 1 

1 9 6 + 1 7 
9 6 0 + 3 0 
< 0 , 0 1 

1 2 8 0 + 3 7 
< 0 , 0 1 

1 2 0 5 + 2 4 
< 0 , 0 1 

3 7 + 2 
7 7 + 3 

< 0 , 0 5 

2 0 3 + 9 
< 0 , 0 1 
6 3 + 3 

< 0 , 0 5 



Продолжение табл. 1 

Врел 4я после введения, мин 

Группа животных (условия опыта) 
10 40 

Группа животных (условия опыта) 

Ф, мг % R, с К, с СФА, мм8 НФ, мм 2 
толерант-
ность к ге-
парину, с 

Ф, мг % R, с К, с 

Атерогенный рацион 

1-я группа (NaCl + NaCl) 
2-я группа (гепарин + NaCl) 

Р 
3-я группа (гепарин + тромбопла-
стин) 

Р 
4-я группа (КГТ) 

Р 

П р и м е ч а н и е . Р вычислено по сравнению с показателями в 1-й, контрольной, группе. 

5 8 5 + 2 1 5 5 + 4 3 6 + 3 2 4 + 3 6 , 6 + 1 1 8 6 + 1 4 4 9 0 + 1 5 5 0 + 2 3 8 + 1 
4 9 5 + 2 1 1 3 8 + 9 81 + 6 5 2 + 4 2 0 + 2 4 9 6 + 2 5 4 1 0 + 1 2 1 0 2 + 7 3 3 + 3 
< 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 > 0 , 5 < 0 , 0 1 > 0 , 5 

4 6 0 + 1 7 9 0 + 9 5 4 + 4 6 4 + 4 2 2 + 1 9 3 0 + 3 3 4 0 0 + 1 9 1 0 6 + 9 5 0 + 3 
< 0 . 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 . 0 1 < 0 . 0 1 < 0 . 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 
4 0 0 + 2 8 1 4 4 + 1 4 5 4 + 2 4 9 + 7 2 4 + 4 1 6 5 5 + 4 0 4 0 3 + 1 0 1 5 0 + 8 0 4 2 + 4 
< 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

Т а б л и ц а 2 

СФА плазмы крови НФ и удельная радиоактивность (Р) ткани мозга, обусловленная гепарином-3 5S (в % по отношению к удельной радиоактивности крови 
на 1-й минуте), у животных, содержавшихся на естественном и атерогенном рационах 

Группа животных (условия опыта) 
Естественный рацион Атерогенный рацион 

Группа животных (условия опыта) 
СФА, мм2 НФ, мм2 Р, % СФА, мм2 НФ, мм2 Р, % 

1-я группа (NaCl + NaCl) 
2-я группа (гепарин + NaCl) 

Р 

0 , 8 + 0 , 6 (5) 
18 ,2+3 ,1 (5) 

< 0 , 0 1 

0 , 8 + 0 , 6 (5) 
1 5 , 2 + 2 . 8 (5) 

< 0 , 0 1 

2 , 0 + 1 , 0 (5) 
4 + 1 , 1 (5) 
> 0 , 0 2 

0 + 0 (3) 
1 3 + 2 , 6 (3) 

< 0 , 0 0 1 

0 + 0 (3) 
1 2 + 4 , 4 (3) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 6 + 0 , 2 (3) 
2 , 2 + 0 , 4 (3) 

< 0 , 0 0 1 
3-я группа 

(гепарин + тромбопластин) 
Р 

4-я группа (КГТ) 
Р 

2 3 , 8 + 3 , 3 (5) 
< 0 , 0 0 1 

2 5 , 8 + 5 , 5 (5) 
< 0 , 0 0 1 

2 2 , 4 + 7 , 1 (5) 
< 0 , 0 0 1 

2 1 , 2 + 2 , 4 (5) 
< 0 , 0 0 1 

7 + 1 , 5 (5) 
< 0 , 0 1 

4 + 1 , 2 (5) 
> 0 , 0 2 

1 3 + 2 , 6 (3) 
< 0 , 0 0 1 

1 3 + 2 , 0 (3) 
< 0 , 0 0 1 

1 3 + 2 . 6 (3) 
< 0 , 0 0 1 

11 + 4,0 (3) 
< 0 , 0 0 1 

1,1 + 0,4 (3) 
> 0 , 2 

1 , 0 + 0 , 3 5 (3) 
> 0 . 2 

П р и м е ч а н и е . Р вычислено по сравнению с показателями в 1-й, контрольной, группе. В скобках указано число животных 



в т к а н я х мозга [6] и определяли радиоактивность, связанную с reriapHiioM-36S. Д л я оп-
ределения радиоактивности, связанной с гепарином- 3 б 5, образцы крови (0,05 мл) и тка-
ни мозга (50 мг) обрабатывали по методу [9] . Подсчет радиоактивности проводили на 
приборе «Mark-11» фирмы «Nuclear Chicago» (США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из табл. 1, через 10 мин после внутривенного введения ком-
плекса 36S-renapHH — тромбопластин (КГТ) как у здоровых животных, 
так и у крыс, содержавшихся на атерогенном рационе, наблюдалось зна-
чительное повышение НФ плазмы крови. Однако у здоровых животных ак-
тивность НФ плазмы была значительно выше (зоны лизиса составляли 49 
и 39 мм2 соответственно). Вместе с тем у животных, содержавшихся на 
атерогенном рационе и получавших КГТ, НФ плазмы в 4,4—6,1 раза 
превышал этот показатель у животных 1-й, контрольной, группы, получав-
ших 0,85% раствор NaCl. 

Подобная направленность изменений активности НФ плазмы наблю-
далась и в том случае, когда животным вместо КГТ вводили только гепарин 
(зона лизиса достигала 33,8 мм2) или гепарин с тромбопластином (зоны 
лизиса составляли 38,6 мм2), т. е. НФ плазмы у животных 2-й и 3-й 
групп превышал уровень в плазме контрольных животных 1-й группы. 

Через 40 мин после введения испытуемых препаратов — гепарина 
(2-я группа), гепарина с тромбопластином (3-я группа) и КГТ (4-я группа) 
уровень НФ плазмы значительно (в 3—5,1 раза) превышал этот показатель 
у животных контрольной группы. 

Отмечено, что в этот период введения КГТ (4-я группа), гепарина с 
тромбопластином (3-я группа) животным, содержавшимся как на полно-
ценном лабораторном рационе, так и на атерогеиной диете, способство-
вало снижению концентрации фибриногена, более выраженному у живот-
ных, содержавшихся на атерогенной диете (см. табл. 1). Однако введение 
одного гепарина (2-я группа) существенно не влияло на изменение концентра-
ции фибриногена. 

Показатели R и К тромбоэластограммы плазмы крови животных, 
содержащихся как на полноценном лабораторном рационе, так и на ате-
рогенной диете, получавших гепарин (2-я группа), гепарин с тромбопласти-
ном (3-я группа) и КГТ (4-я группа), свидетельствовали о гипокоагуляции 
через 10 и 40 мин после введения препаратов по сравнению с показателя-
ми у животных контрольной группы. 

Толерантность плазмы крови к гепарину при введении КГТ живот-
ным, содержавшимся на атерогенном и на полноценном лабораторном ра-
ционе, снижалась (см. табл. 1). Однако наибольшее снижение толерант-
ности плазмы крови к гепарину наблюдалось у животных с депрессией 
функции противосвертывающей системы, вызванной содержанием их на 
атерогенной диете (в 6—10 раз по сравнению с показателями в контроль-
ной группе). Введение одного гепарина или гепарина с тромбопластином 
также способствовало снижению толерантности плазмы крови к гепарину, 
но в меньшей степени, чем после введения КГТ (см. табл. 1). 

Через 40 мин после введения гепарина (2-я группа), гепарина с тром-
бопластином (3-я группа) или КГТ (4-я группа) обнаруживается незна-
чительная радиоактивность, обусловленная гепарином-35^ в тканях мозга 
животных с депрессией функции противосвертывающей системы, в то время 
как у здоровых животных, содержавшихся на полноценном лабораторном 
рационе, в подобных условиях отмечается заметное накопление меченого 
гепарина в тканях мозга (табл. 2). Одновременно наблюдается появление 
неферментативной фибринолитической активности в тканях мозга, причем 
более значительное у здоровых животных, получавших комплекс КГТ, 
гепарин с тромбопластином и гепарин (см. табл. 2). 

Полученные данные показали, что гепарин или КГТ способен прони-
кать в ткани мозга животных, содержавшихся как на естественном, так 
и на атерогенном рационе. Однако установлен факт резкого ограничения 
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накопления меченого гепарина-3 6S и его комплекса с тромбопластином в 
ткани мозга животных с депрессией функции противосвертывающей си-
стемы, вызванной содержанием животных на атерогенном рационе. 
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ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ НАД-ГЛИКОГИДРОЛАЗЫ, 
КИСЛОЙ И ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗ В ФОРМЕННЫХ 

ЭЛЕМЕНТАХ КРОВИ ПРИ Т У Б Е Р К У Л Е З Е 

Клинико-диагностическая л а б о р а т о р и я Молдавского научно-исследовательского ин-
ститута туберкулеза , Кишинев 

Данные литературы свидетельствуют о том, что НАД-гликогидролаза 
(НАД-аза) и неспецифические фосфомоноэстеразы играют большую роль 
в жизнедеятельности организма. К ним относятся щелочная — 1ЦФ и 
кислая фосфатазы — КФ (КФ 3.1.3.1; 3.1.3.2). В последние годы опреде-
ление активности этих ферментов нашло широкое применение в клинике 
туберкулеза. При этом исследуются не только сывороточные, но и внутри-
клеточные ферменты крови как более чувствительные показатели патоло-
гического состояния организма. НАД-аза (КФ 3.2.2.5) является тонким 
регулятором уровня пикотинамидадениннуклеотидов (НАД, Н А Д - Н , НАДФ) 
которые играют важную роль во многих биологических реакциях [1—4]. 

В литературе имеются сообщения о том, что туберкулезная инфекция 
вызывает увеличение активности НАД-азы и снижение содержания Н А Д 
в органах экспериментальных животных [5—8]. Данные об изменении 
этих показателей у людей, больных туберкулезом, в литературе мы не 
нашли. 
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ЩФ имеет большое значение в фагоцитарной активности нейтрофилов 
[9], играющих важную роль в патогенезе туберкулезной инфекции. Ис-
пользуя цитохимические методы исследования, ряд авторов обнаружили 
повышение активности ЩФ нейтрофилов у больных активным туберкуле-
зом легких [10—15]. Нормализация ЩФ происходила, по данным одних 
исследователей [10], через 2 мес лечения, по данным других [14], через 
5 мес. При неактивном процессе в легких фосфатазная активность нейтро-
филов не отличалась от таковой у здоровых лиц. 

Данные об изменении активности КФ в клетках крови при туберку-
лезе единичны. Некоторые авторы обнаружили повышение активности КФ 
в пейтрофилах [15—17]. Следует отметить, что в фагоцитозе у больных 
туберкулезом могут участвовать, помимо нейтрофилов, и лимфоциты [18]. 
В литературе мы нашли лишь одно сообщение о повышении активности КФ 
лимфоцитов у больных с ограниченными формами туберкулеза лег-
ких [15]. 

Вышеуказанные исследования были проведены с применением полу-
количественных (цитохимических) методов. Следует отметить, что цито-
химические методы, имея большое преимущество перед биохимическими, 
в случаях когда необходимо выяснить локализацию энзимов, намного 
уступают последним при необходимости определить количественные из-
менения активности ферментов. На наш взгляд, применение биохимиче-
ских (количественных) методов вместо цитохимических позволило бы по-
высить ценность вышеприведенных тестов. 

В связи с этим в настоящем сообщении приводятся данные о влиянии 
туберкулезной инфекции на активность НАД-азы, 1ЦК и КФ в форменных 
элементах крови, определяемых количественными методами. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали 80 морских свинок ; 60 из них з а р а ж а л и вирулентным 
штаммом микобактерий т у б е р к у л е з а (Н37—RW), 20 с л у ж и л и контролем. В день опы-
та животных д е к а п и т и р о в а л и ; кровь собирали в пробирки , с о д е р ж а щ и е гепарин . 
Обследовано 198 здоровых и 202 больных, из них 132 были с активным впервые выявлен-
ным туберкулезом легких и 70 больных с неактивным процессом. 

Выделение форменных элементов крови. Н а б и р а л и в пробирку 10 мл крови с 2—3 
к а п л я м и гепарина , добавляли 3 мл осаждающей смеси (300 мг сахарозы , 300 мг цитра-
та н а т р и я , 250 мг ж е л а т и н а , 85 мг хлористого натрия на 10 мл воды). Ч е р е з 30 мин 
надосадочную ж и д к о с т ь отбирали д л я последующего выделения нейтрофилов и лимфо-
цитов, а осадок и с п о л ь з о в а л и д л я получения эритроцитов . Эритроциты т р о е к р а т н о 
промывали холодным физиологическим раствором и центрифугировали в течение 
15 мин при 100 g. Д л я выделения нейтрофилов и лимфоцитов отобранную надосадоч-
ную ж и д к о с т ь ц е н т р и ф у г и р о в а л и в течение 10 мин при 100 g. Осадок взвешивали в 
0 ,2 мл стандартной а н т и э р и т р о ц и т а р н о й сыворотки, разведенной в 10 раз физиологи-
ческим раствором. О с т а в л я л и при комнатной температуре на 10—15 мин. За это вре-
мя а грегированные э р и т р о ц и т ы оседали на дно пробирки , лейкоциты оставались во 
взвешенном состоянии . Н а с л а и в а л и 2 мл физиологического раствора , чтобы можно 
было полностью отобрать взвешенные лейкоциты. Из полученной взвеси лейкоцитов 
нейтрофилы отделяли от лимфоцитов путем дробного центрифугирования (по 30 с, 
при 100 g, 4 — 5 раз в 2 мл физиологического раствора) . При таком режиме центрифу-
гирования нейтрофилы оседали на дно, а во взвеси оставались лимфоциты с примесыо 
некоторого количества эритроцитов и нейтрофилов. Взвесь лимфоцитов после каждого 
ц е н т р и ф у г и р о в а н и я о б ъ е д и н я л и и из нее получали чистую лимфоцитарную ф р а к ц и ю 
по методике Т. К. К р а с а в ц е в о й [19] с некоторыми модификациями (использовали фи-
зиологический раствор вместо раствора Хэнкса и опустили процедуру п р о п у с к а н и я на-
досадочной жидкости через колонку) . 

Определение активности ЩФ и КФ. Полученные нейтрофилы или лимфоциты под-
вергали цитолизу путем троекратного з а м о р а ж и в а н и я и оттаивания . И н к у б а ц и о н н а я 
смесь (0,4 мл) содержала 0 ,1—0,2 мл цитолизата ; 1 , 6 - 1 0 ~ 2 М (3-глицерофосфата; 
1 - 1 0 ~ 2 М мединала . Д л я К Ф рн среды 5,0, д л я Щ Ф —10,5. Время инкубации при опре-
делении Щ Ф составляло 1 ч, К Ф — 18 ч. Активность ферментов в ы р а ж а л и в микрограм-
мах неорганического фосфата на 1 г белка за 1 ч инкубации . Б е л о к определяли по мето-
ду Л о у р и и соавт. [20] . 

Определение активности НАД-азы. Гемолизировали 1 мл предварительно про-
мытых и плотно отцентрифугироваииых эритроцитов 4 мл ледяной воды. К 0,5 мл 
гемолизата п р и л и в а л и 0 ,5 мл 0,3 М раствора Н А Д на трис-буфере (рН 7,0). Инкубиро-
вали в течение 60 мин. Р е а к ц и ю останавливали добавлением 0,5 мл 2 0 % Т Х У и в па-
досадочной жидкости о п р е д е л я л и Н А Д флуориметрическим методом по Хуффу и Перль-
цвейну [21 ]. 
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Таким образом из небольшого количества крови (10 мл) можно выделить в чистом 
виде эритроциты, нейтрофилы и лимфоциты в количестве, достаточном д л я количест-
венного метода определения активности ферментов. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Туберкулезный процесс вызывает значительные изменения активности 
ферментов в форменных элементах крови животных. Так, активность ЩФ 
нейтрофилов зараженных морских свинок была в 2,5 раза выше, чем у здо-
ровых животных (табл. 1). 

Активность КФ лимфоцитов у больных животных изменялась неоди-
наково. Животных можно было разделить на 3 группы. Морские свинки 
1-й группы в ответ на 
инфекцию реагировали по-
вышением активности фер-
мента, животные 2-й груп-
пы — снижением, а актив-
ность КФ у животных 3-й 
группы оставалась в пре-
делах нормы. 

Активность НАД-азы 
эритроцитов у морских 
свинок, зараженных ту-
беркулезом, была в 2,5 ра-
за выше, чем у здоровых 
животных (см. табл. 1). 
Повышение активности 
фермента отмечалось не у 
всех животных. У 2 она 
была в пределах нормы, у 2 — умеренно увеличена (до 15 ед.) и у 4 по-
вышена значительно (более 30 ед.). 

Приведенные экспериментальные исследования дали основание по-
лагать, что такие же нарушения можно обнаружить и у больных тубер-
кулезом. Нами обследовано 132 больных с впервые выявленным туберку-
лезом легких. Формы заболевания были различные: инфильтративно-пнев-
моническая, гематогеино-диссемииированная и очаговая. 

В качестве контроля была обследована группа здоровых лиц (198 че-
ловек). Результаты, приведенные в табл. 2, свидетельствуют о том, что 
изменения активности IIIФ не у всех больных носили однотипный характер. 
У Vз больных (у 13 из 30) активность фермента была снижена в среднем 
на 27%. У большинства обследуемых (17 из 30) ферментативная актив-
ность нейтрофилов была на 79,9 % выше, чем у здоровых лиц (см. табл. 2). 

Активность КФ нейтрофилов и лимфоцитов у больных с впервые вы-
явленным туберкулезом была выше, чем у здоровых людей, соответственно 
на 43 и 63,2% (см. табл. 2). Повышение активности КФ нейтрофилов на-
блюдалось у 17(28,8%) из 59 обследованных больных, лимфоцитов-
у И (64,7%) из 17 больных. 

Активность НАД-азы эритроцитов у больных туберкулезом превыша-
ла нормальный уровень в среднем на 28,8% у 5 из 26 больных (см. 
табл. 2). 

Как видно из табл. 2, у больных с неактивным процессом активность 
ЩФ ниже, чем у здоровых лиц. При сравнении с группой больных с впер-
вые выявленным туберкулезом (т. е. активным, нелеченым) обращает на 
себя внимание, что ни у одного больного неактивным туберкулезом не 
имело места повышение уровня ЩФ, тогда как у больных активным тубер-
кулезом оно отмечалось в 56,7 % случаев. 

Активность КФ лимфоцитов и НАД-азы эритроцитов у больных не-
активным туберкулезом практически не отличалась от таковой у здоровых 
и была достоверно ниже, чем при активном туберкулезном процессе (см. 
табл. 2). 

Т а б л и ц а 1 

Изменение активности ферментов форменных элементов 
крови у морских свинок, зараженных туберкулезом 

Животные 
ЩФ 

нейтрофилов 
КФ 

лимфоцитов 
Н А Д - а з а 

эритроцитов 

Здоровые 
Зараженные 

туберку-
лезом 

9 , 9 5 ± 0 , 9 4 

2 3 , 3 ± 2 , 2 2 

Р < 0 , 0 0 0 1 

1 , 6 1 ± 0 , 0 6 

0 , 8 5 ± 0 , 0 8 

8 , 2 ± 1 , 2 

2 1 , 2 ± 3 , 8 

Р < 0 , 0 5 

Здоровые 
Зараженные 

туберку-
лезом 

9 , 9 5 ± 0 , 9 4 

2 3 , 3 ± 2 , 2 2 

Р < 0 , 0 0 0 1 
2 , 8 4 ± 0 , Ю 

8 , 2 ± 1 , 2 

2 1 , 2 ± 3 , 8 

Р < 0 , 0 5 

П р и м е ч а л и е. В числителе — средние показате-
ли у животных с повышенной, в знаменателе — с понижен-
ной активностью фермента ( Я < 0 , 0 1 ) . 
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Клинические и экспериментальные исследования показали, что изме-
нения активности НАД-азы в эритроцитах имеют ту же направленность, 
что и в других органах зараженных туберкулезом животных [5—8]. 
Этот факт представляется нам важным, так как эритроциты являются объ-
ектом, доступным для клинического исследования, и есть возможность оп-
ределить активность фермента в них при различных формах и фазах тубер-
кулезного процесса в динамике лечения. 

Большинство авторов указывали на повышение активности ЩФ ней-
трофилов у больных туберкулезом легких. Мы обнаружили увеличение 

Т а б л и ц а 2 

Активность НАД-азы, Щ Ф и КФ в форменных элементах крови у больных туберкулезом 

Обследуемые ЩФ КФ КФ НАД-аза Обследуемые нейтрофилов нейтрофилов лимфоцитов эритроцитов 

Здоровые 2,74=1=0,17 2 , 2 3 ± 0 , 0 8 0,57=1=0,03 3 2 , 6 ± 1 , 5 
4,91 =1=0,47 3,19=1=0,12 0,93=1=0,05 42,0=1= 1,6 

Б о л ь н ы е активным туберкулезом 
Я < 0 , 0 0 1 / > < 0 , 0 0 1 Р < 0 , 0 5 Я < 0 , 0 1 

Б о л ь н ы е активным туберкулезом 2,0=1=0,15 
/ > < 0 , 0 0 1 Я < 0 , 0 1 

Р < 0 , 0 1 
Б о л ь н ы е неактивным туберкуле-

зом 1,68=1=0,18 — 0,76=1=0,06 3 7 ± 1 , 7 
Я < 0 , 0 1 Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 

/ > ! « > , 0 1 Я х < 0 , 0 5 / \ < 0 , 0 5 

11 р и м е ч а п и е. В числителе — средние показатели ЩФ в группе лиц с повышенной, 
в знаменателе — с пониженной активностью фермента; Р — достоверность разницы в сравнении 
•со здоровыми людьми; Рх — достоверность разницы в сравнении с группой больных активным 
туберкулезом. 

активности ЩФ у 2/3 обследованных больных туберкулезом, у 7 3 отме-
чено понижение активности фермента. При экспериментальном туберкулезе 
у всех морских свинок имело место увеличение ЩФ нейтрофилов. 

Активность КФ нейтрофилов и лимфоцитов у больных с впервые вы-
явленным (активным) туберкулезом выше, чем у здоровых. Эти данные 
совпадают с результатами, полученными Н. Н. Лощинской [15]. При не-
активном туберкулезном процессе активность КФ лимфоцитов крови прак-
тически не отличалась от нормы. У зараженных животных КФ лимфоцитов 
изменялась неодинаково. Одна группа морских свинок в ответ на инфекцию 
реагировала повышением активности фермента, другая — снижением, а 
активность КФ у животных третьей группы оставалась в пределах нормы. 

Неодинаковые изменения активности фермента связаны, вероятно, с 
циклическим течением туберкулезной инфекции, при развитии которой по-
вышение специфической и иеспецифической реактивности организма сме-
няется ее снижением [22]. По всей вероятности, фаза, сопровождающаяся 
повышением активности КФ, наступает у всех морских свинок, но она про-
является в разные периоды времени. Фазовость в изменении активности 
фермента может быть обнаружена при наблюдении в динамике. 

Таким образом, наши данные о количественных изменениях активности 
НАД-азы эритроцитов, ЩФ и КФ нейтрофилов и КФ лимфоцитов при 
активном и неактивном туберкулезе легких свидетельствуют о том, что эти 
показатели могут служить дополнительным критерием для выявления ак-
тивности туберкулезного процесса и динамического наблюдения за лече-
нием больных туберкулезом. 
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A L T E R A T I O N IN A C T I V I T I E S O P N A D - G L Y C O H Y D R O L A S E , A C I D A N D A L K A -
L I N E P H O S P H A T A S E S IN B L O O D C E L L S U N D E R C O N D I T I O N S O F T U B E R -

C U L O S I S 

V. G. Grigoryan, T. t. Shinkareva, V. S. Kiroshka, G. G. Tsymbatar, I . V. Vangeli 

CIinico-Diagnos t ic L a b o r a t o r y , I n s t i t u t e of Tubercu los i s , Kishinev 

Ac t iv i t i e s of NAD-g lyconydro lase from e r y t h r o c y t e s , a lka l ine and acid p h o s p h a -
tases f rom n e u t r o p h i l e s and acid p h o s p h a t a s e from lymphocy t e s were s t u d i e d in pa t i ens 
w i th pu lmona ry tube rcu los i s as well as in expe r imen ta l an ima l s . Dis t inc t a l t e r a t i ons 
in the a c t i v i t y of the enzymes s t u d i e d were observed in blood cells of guinea pigs 
inocu la t ed wi th tubercu los i s . In pa t i en t s wi th ac t ive p u l m o n a r y tube rcu los i s a c t i v i t i e s 
of acid and a lka l i ne phospha t a se s were a l t e red in l eukocy tes and the a c t i v i t y of N A D -
glycohydro lase — in e ry th rocy t e s . Inac t ive forms of tube rcu los i s were accompan ied 
by a s l igh t a l t e r a t i on in the a lka l i ne phospha t a se a c t i v i t y , a c t i v i t i e s of acid p h o s p h a t a s e 
and NAD-g lycohydro l a se were una l t e r ed . 

УДК 616.351-006.6-085.849.1-07:616-008.931-074 

Б. П. Суриков, А. Б. Комарова 

МНОЖЕСТВЕННЫЕ ФОРМЫ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ ТКАНИ РАКА 
ПРЯМОЙ КИШКИ ПРИ ЛУЧЕВОЙ ТЕРАПИИ 

Научно-исследовательский институт медицинской радиологии АМН СССР, Обнинск 

Злокачественные опухоли существенно отличаются от нормальных 
тканей по составу множественных форм ряда ферментов [1]. Определение 
биохимических изменений под влиянием лучевой терапии позволяет не 
только изучать отдельные механизмы деградации опухолевых клеток, но и 
применять полученные данные для оценки эффективности противоопухоле-
вых воздействий [2, 3] . В настоящей работе рассматриваются результаты 
исследования множественных форм лактатдегидрогеназьт (ЛДГ), эстеразы 
(ЭСТ) и кислой фосфатазы (КФ) в ткани рака прямой кишки до и после 
лучевой терапии. 

М е т о д и к а 

Исследовали опухолевую т к а н ь , а т а к ж е пограничный с о п у х о л ь ю и нормальный, 
отдаленный от опухоли , участки стенки прямой кишки у 47 больных раком прямой 
кишки (аденокарцинома) . Из них 13 больных обследовали (биопсия) до проведения лу-
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чевой терапии , а 34 проводили предоперационную лучевую терапию на гамма-установ-
ке «Рокус» подвижным и статическим методом с 4 полей, определяемых размерами 
о п у х о л и . При этом 26 больных облучали ежедневно по 6,5 Гр до суммарной очаговой 
дозы 20 Гр, а 8 больных — по 4 Гр через день до суммарной очаговой дозы 28—40 Гр . 

Оперативное удаление р а к а прямой кишки у больных, о б л у ч а в ш и х с я до суммар-
ной дозы 20 Гр, осуществляли через 2—5 дней, а у о б л у ч а в ш и х с я до суммарной дозы 
28—40 Гр — через 20—30 дней после окончания лучевой терапии . Кусочки тканей х р а -
нили в течение 16—18 ч при — 8 °С, а затем гомогенизировали с дистиллированной во-
дой в соотношении 1 : 1 в течение 1 мин в стеклянном гомогенизаторе при 100— 
1500 об/мин. Гомогенат центрифугировали на центрифуге ЦУМ-1 при 9000 об/мин 
в течение 5 мин. Надосадочную ж и д к о с т ь подвергали электрофорезу в 1 ,5% агаровом 
геле с мединаловым буфером pIT 8,6 и определяли активность фракций Л Д Г ( л а к т а г 
натрия , Н А Д , феназинметасульфат , нитросиний тетразолий , р Н 7,4), КФ (2-нафтил-
фосфат, прочный синий Б , р Н 4,8) и ЭСТ (2-иафтилацетат , прочный синий Б , р Н 7,8). 
Энзимограммы денситометрировали на интегрирующем экстиикциометре Э Р И - 1 0 
( Г Д Р ) , активность ф р а к ц и й в ы р а ж а л и в условных единицах (усл. ед.), соответствую-
щих единицам оптической плотности ( E X 1 0 - 2 ) . Методика подробно описана ранее [4],. 
Суммарное содержание И- и М-субъедиииц Л Д Г рассчитывали исходя из их содержа-
ния в четвертичной с т р у к т у р е изоформ фермента [5 ] . Результаты обрабатывали статис-
тически, о п р е д е л я я достоверность различий с помощью коэффициента сравнения Стыо-
дента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Исследуемые ферменты представлены как в нормальной, так и в опу-
холевой и пограничной тканях одними и теми же фракциями (табл. 1 и 2). 
Различия между этими тканями состояли в величинах активностей фракций. 
Пограничная с опухолью нормальная по морфологическим показателям 
ткань занимала промежуточное положение по активности фракций фер-
ментов между опухолевой и нормальной тканью. В опухоли без облучения 
по сравнению с нормальной тканыо наибольшей активностью обладали 
катодные фракции, что соответствует данным о преобладании в злокаче-
ственных опухолях М-субъединиц Л Д Г 11]. Так, по нашим результатам 
(см. табл. 1), в опухоли отношение Н-ЛДГ/М-ЛДГ было равно 0,7, тогда 
как в нормальной т к а н и — 1,0. 

После облучения активность некоторых фракций Л Д Г менялась, при-
чем по сравнению с необлученной опухолью в сторону нормализации. При 
облучении до суммарной дозы 20 Гр активность ЛДГ 2 , ЛДГ ; , и ЛДГ 5 
понижалась, а при облучении до суммарной дозы 28—40 Гр снижалось 
содержание в опухоли всех фракций ЛДГ. Эти изменения в разной степени 
проявлялись в снижении содержания Н- и М-субъединиц ЛДГ. Так, пре-
имущественное уменьшение активности ЛДГ 5 в опухоли после облучения 
понижалось по сравнению с опухолью без облучения общее содержание М-
субъединиц, причем в наибольшей степени у больных, облучавшихся до̂  
суммарной дозы 28—40 Гр. В последнем случае было достоверно снижено 
и суммарное содержание Н-субъедиииц ЛДГ. 

По содержанию фракций ЭСТ опухолевая ткань до облучения отли-
чалась от нормальной стенки тонкой кишки пониженной активностью фрак-
ции ЭСТ-,, преобладающей в норме (см. табл. 2). Предоперационная лу-
чевая терапия в суммарной очаговой дозе 20 Гр повышала по сравнению с 
опухолью без облучения активность ЭСТ,. Опухолевая ткань при этом 
практически перестала отличаться от нормальной, за исключением низкой 
активности ЭСТ4 . В то же время при облучении в более высокой суммар-
ной дозе радиации (28—40 Гр) по сравнению с опухолью без облучения 
активность фракций ЭСТ существенно не изменялась, а активность фракции 
ЭСТ2 даже снижалась. 

КФ в нормальной, пограничной и опухолевой тканях выявлялась в 
виде двух фракций. Количественно оцениваемой использованным здесь 
методом активностью обладала катодная фракция КФ 2 (см. табл. 2). Ее 
содержание существенно варьировало у различных больных, вследствие 
этого /достоверных изменений не было выявлено. Наблюдали лишь тенден-
цию к повышению активности в группе больных, облученных в суммарной 
очаговой дозе 20 Гр, и снижение ее в ткани опухоли после облучения в. 
более высокой дозе радиации. 
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Содержание изсфермеьтсв ЛДГ (в ус л. ед.) в нс^ма/ьнсй, пограничной и опухо/еЕСЙ тканях в зависимости от дозы облучения 
Т а б л и ц а 

Характер ткани 
Число 

наблю-
дении 

лдг4 ЛДГ, ЛДГ3 лдг4 ЛДГ5 

Субъедин 

Н 

ицы ЛДГ 

м 
Отношение 

К-ЛДГ, М - Л Д Г 

Опухолевая 

Нормальная 
Пограничная 
Опухолевая 

13 

25 
25 
26 

6 , 5 + 0 , 6 | 

Р х _ ш < 0 , 0 1 

5 , 6 + 0 , 6 
4 , 7 + 0 , 7 
4 , 9 + 0 , 7 

1 6 , 9 + 1 , 3 
i V n C O . O l 

1 P i _ m < 0 , 0 1 

1 2 , 9 + 0 , 8 
1 1 , 7 + 0 , 7 
1 1 , 6 + 1 , 0 

/ . Нес 
2 2 , 7 + 0 . 9 

Pi-11<0,01 
Р Т - ц К 0 , 0 1 

/ / . Облуч( 
1 4 , 4 + 1 , 2 
1 5 , 6 + 1 , 3 
1 4 , 2 + 0 , 2 

облученная 
1 9 , 7 + 0 , 9 

Pj- ш < 0 , 0 5 
енная (20 Гр) 

12,9+0,7 
13,2+0,9 
17,9+1,2 

2 0 , 3 + 1 , 3 
P l _ H < 0 , 0 1 

Р^т<0Ш 

7 , 2 + 1 , 0 
8 , 5 + 1 , 2 

1 4 , 4 + 1 , 4 

3 5 , 5 + 0 , 7 

/ > 1 _ Ш < 0 , 0 0 1 

2 6 , 4 + 1 , 9 
2 5 , 7 + 1 , 8 
30,1 + 4 ,2 

5 0 , 7 + 1 , 9 
Р т _ и < 0 , 0 1 

Р т _ ш < 0 , 0 1 

2 7 , 6 + 2 , 1 
2 8 . 8 + 2 , 3 
3 7 , 0 + 3 , 0 

0 , 7 + 0 , 1 

1 , 0 + 0 , 1 
0 , 9 + 0 , 1 
0 , 8 + 0 , 1 

I I I . Облученная (28—40 Гр) 
Нормальная 
Пограничная 
Опухолевая 

4 , 2 + 1 , 4 
2,1 + 0 .3 
2 , 9 + 0 , 6 

1 1 , 6 + 1 , 8 
9 , 4 + 1 , 3 

11,8+2,6 

1 4 , 4 + 2 , 3 
1 3 , 1 + 1 , 9 
1 4 , 2 + 2 . 6 

1 0 , 7 + 2 , 4 
1 0 , 5 + 1 , 3 
1 5 , 5 + 1 , 9 

4 , 7 + 1 , 2 
4 , 0 + 1 , 1 
8 , 6 + 1 , 7 

2 3 , 5 + 4 , 9 
1 9 , 7 + 2 , 1 
2 3 , 9 + 3 , 5 

2 4 , 0 + 4 , 6 
2 1 , 7 + 2 , 2 
3 0 , 6 + 4 , 3 

1,0+0,1 
0 , 9 + 0 , 1 
0.8+0,1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 значения Р в сраиненки гругп I, II и III приведены только при достоверных различиях ( Р < 0,05). 

Содержание фракций КФ и ЭСТ (в усл. ед.) в нормальной, пограничной и опухолевой тканях в 

Т а б л и ц а 2 

зависимости от дозы облучения 

Число КФ, 
Число 

ЭСТj эст2 Характер ткани наблюдении КФ, наблюдений ЭСТj эст2 ЭСТ3 эст4 

Опухолевая 

Нормальная 
Пограничная 
Опухолевая 

Нормальная 
Пограничная 
Опухолевая 

13 

25 
25 
26 

1,1 + 0 ,3 

4 , 2 + 0 , 6 
4 , 2 + 0 , 9 
4 , 6 + 0 , 8 

4 , 2 + 1 , 2 
2 , 2 + 0 , 7 

2 ,9+2 ,0 

II 

/ . Не облученная 
13 I 4 , 0 + 1 , 0 

| / V n < 0 , 0 5 

Облученная (20 Гр) 
22 
22 
22 

1 0 , 6 + 1 , 3 
7 , 9 + 0 , 9 
9 , 6 ± 1,7 

/ > 1 1 - Ш < 0 , 0 5 

I I I . Облученная (28—40 Гр) 
7 9 , 5 + 1 , 8 
7 8 , 6 + 1 , 6 

3 , 3 + 1 , 4 

2,1 + 0 ,3 
Р1_ш<0,01 

1 , 5 + 0 , 3 
1 , 3 + 0 , 3 
1 , 8 ± 0 , 4 

Р П _ Ш < 0 , 0 5 

1 , 0 + 0 , 3 
0 , 7 + 0 , 2 
0 , 6 + 0 , 3 

1 , 0 + 0 , 5 
/ > 1 _ и < 0 , 0 1 

2 , 8 + 0 , 6 
1 , 8 + 0 , 3 
2 , 3 ± 0 , 4 

2 , 4 + 0 , 9 
1 , 5 + 0 , 5 
1,6+0,6 

2 , 3 + 0 , 7 
P I _ I I I < 0 , 0 5 

3 , 5 + 0 , 8 
1 , 9 + 0 , 6 
1 , 6 + 0 , 5 

Р < 0 , 0 1 

2 , 5 + 1 , 0 
1 , 8 + 1 . 2 
1,1±0,6 



При сравнении величин активности фракций ферментов в нормальной 
и облученной опухолевой тканях было обнаружено, что у больных, облу-
чавшихся до суммарной дозы 20 Гр, активность Л Д Г 4 и ЛДГ 5 была выше 
(Р<0,001) , а ЭСТ 4 — ниже ( Ж 0 , 0 1 ) , чем в нормальной стенке прямой киш-
ки. В опухоли, облученной до суммарной дозы 28—40 Гр, активность 
фракций Л Д Г не различалась, а активность доминирующей в норме 3CT t 
существенно ( Р ^ 0 , 0 2 ) ниже, чем в нормальной ткани. 

Поскольку активность фракций ферментов в опухолевой и нормальной 
тканях определялась одновременно при соблюдении строго одинаковых 
условий, то представилось возможным использовать разностный метод 
статистического анализа результатов 16]. Для этого рассчитывали разность 
между активностями фракций ферментов в нормальной и опухолевой тка-
нях индивидуально для каждого больного. При этом оказалось, что сред-
ние значения разности между активностями фракций ЛДГ в нормальной 
и облученной опухолевой тканях у больных, облучавшихся до суммарной 
дозы 20 Гр, существенны в отношении Л Д Г 4 (—5,7+1,2 усл. ед.; Р<0 ,001) 
и ЛДГ 5 (—7,1 + 1,5 усл. e l ; Р<0 ,001) , а также М-субъединиц ЛДГ (- 10,4 
± 1 , 6 усл. ед.; Р<С0,001). У больных, облученных в суммарной очаговой 
дозе 28—40 Гр, эта разница существенна в отношении Л Д Г 2 (1 ,5± 
4=0,3 усл. ед.; Р<0 ,001) , ЛДГ 5 (—4,1 + 1,2 усл. ед.; Р < 0 , 0 2 ) и М-субъ-
единиц Л Д Г (- 6,8d=l,2 усл. ед.; Р < 0 , 0 5 ) . В последней группе больных 
разница активностей существенна и в отношении ЭСТЪ где она достигает 
6 , 0 + 2 , 2 усл. ед. (Р<0,05) . 

Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что 
предоперационная лучевая терапия приводит к снижению активности фрак-
ций ЛДГ, преимущественно содержащих М-субъедииицы ЛДГ, т. е. тех 
изоферментов, повышение активности которых сопровождает злокачествен-
ный рост [1]. С увеличением суммарной дозы и протяженности облучения 
эти изменения приобретают более закономерный характер, но при этом 
снижается активность и тех ферментов, которые характерны для ткани в 
норме. Последнее наиболее выражено в понижении активности доминирую-
щей в норме фракции ЭСТХ. 

Представленные выше данные об изменении содержания в ткани рака 
прямой кишки у больных после лучевой терапии множественных форм 
ЛДГ и ЭСТ соответствуют выводам, сделанным ранее на основании экспе-
риментальных исследований. Лучевые воздействия как в данном случае, 
так и в клетках экспериментальных опухолей [7] и в нормальных тканях 
18, 9 ] снижают содержание преобладающих до облучения форм ферментов. 
В отношении фракций ЛДГ в нормальных тканях эти нарушения не за-
висят от того, относятся они к Н-или М-содержащим фракциям ЛДГ, а оп-
ределяются величиной активности до облучения 19]. В целом нарушения 
направлены на снижение тканеспецифических особенностей состава мно-
жественных форм ферментов и могут быть обозначены как постлучевая дис-
диффереицировка. В опухолевой ткани в постлучевые изменения, очевид-
но, вовлекаются обменные процессы, сопровождающие злокачественный 
рост, что и снижает жизнеспособность раковых клеток. Как установлено 
ранее 13], биохимические изменения не находятся в прямой зависимости от 
степени лучевого патоморфоза и, следовательно, влияние лучевых воздей-
ствий на состояние рассматриваемых здесь ферментных систем не связано 
непосредственно с повреждением клеточных и тканевых структур. 

Таким образом, исследование содержания множественных форм ЛДГ 
и ЭСТ в опухоли после предоперационной лучевой терапии рака прямой 
кишки выявило изменения, обратные развивающимся при злокачественном 
росте — снижение активности М-содержащих фракций ЛДГ, нормализация 
активности ЭСТ,. Наряду с этим наблюдаются изменения, указывающие на 
понижение биохимической дифференцировки (снижение активности ЭСТ, 
и некоторых Н-содержащих фракций ЛДГ после высокой суммарной дозы 
лучевого воздействия). 
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M U L T I P L E F O R M S O F SOME E N Z Y M E S I N T I S S U E O F R E C T U M C A R C I N O M A 
A F T E R X - R A Y T R E A T M E N T 

B. P. Surinov, A. B. Kotnarova 

In s t i t u t e of Medical R a d i o l o g y , A c a d e m y of Medica l Sciences of the U S S R , 
O b n i n s k 

A l t e r a t i ons in a c t i v i t y of m u l t i p l e forms of l ac t a t e dehydrogenase , acid phospha -
tase and es terase were s t ud i ed in n o r m a l , t u m o r a l and in s u r r o u n d i n g t i ssue of r ec tum 
carc inoma deve lop ing a f t e r X- ray i r r a d i a t i o n . The a l t e r a t i ons in the a c t i v i t y of mu l -
t ip le forms of the enzymes were observed c h a r a c t e r i s t i c for both m a l i g n a n t tumors and 
normal t i ssues . 

УДК 616.156.392.2-036.12-085.272.7-07:616.155.32-008.939.633.2-074 

Л. И. ФилановскаЯу Е. А. Ушакова, М.Н. Блинов, В.Н. Филиппова 

ВЛИЯНИЕ АДЕНОЗИНЛ НА СИНТЕЗ ПИРИМИДИНОВЫХ 
НУКЛЕОТИДОВ И РНК В НОРМАЛЬНЫХ ЛИМФОЦИТАХ 

И ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ЛИМФОЛЕЙКОЗЕ 

Л а б о р а т о р и я биохимии Научно-исследовательского института гематологии и перели-
в а н и я крови , Л е н и н г р а д 

В последние годы получена обширная информация, что нуклеотиды, 
в частности адеиозин 11- 7 .1, играют существенную роль в регуляции про-
лиферативпой активности тканей. Помимо превращения в ИМФ и АМФ, 
биологическое действие аденозииа проявляется в угнетении синтеза иуклео-
тидов, нуклеиновых кислот и белка [8—12]. Эти данные послужили осно-
ванием для изучения влияния аденозииа на обмен лейкоцитов при активи-
ровании пролиферации кроветворных тканей, вызванной их лейкозным пе-
рерождением. Казалось целесообразным осветить участие еще одного до-
полнительного фактора в регуляции скорости неопластического роста. 
Интерес к этому направлению исследований усиливается в связи с высокой 
чувствительностью лимфоцитов к действию аденозииа [2], а также потому, 
что повышение внутриклеточной концентрации свободного аденозииа при 
определенных условиях [13, 14] коррелирует с возникновением острой им-
мунной недостаточности, часто сопровождающей развитие лейкозов 
[15—17]. 

Задачу работы составляет изучение влияния аденозииа на синтез пи-
римидиновых нуклеотидов и PITK из меченых предшественников в лимфоци-
тах больных хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ), а также на активность 
ключевых ферментов обмена пиримидииовых нуклеотидов - ОМФ-ииро-
фосфорилазы (КФ 2.4.2.10, оротидин-5'-фосфат:пирофосфат-фосфорибозил-
траисфераза) и уридинкиназы (КФ 2.7.1.48, АТФ^ридин-б'-фосфотранс-
фераза). 

М е т о д и к а 

Лимфоциты выделяли из дефибринированной крови здоровых людей по мето-
ду 118], из крови больных — с помощью желатино-цитратного раствора с последующим 
дифференциальным центрифугированием [19] . И з о л и р о в а н н ы е лимфоциты инкуби-
ровали в присутствии аденозииа с 2 ,3 -2 3 Ы-аспарагиновой, 2- : 14С-оротовой кислотами, 
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a т а к ж е с 3 Ы - у р и д и н о м . Состав и н к у б а -
ционной среды и время и н к у б а ц и и при-
в о д я т с я в примечании к т а б л . 1. П р о и н -
к у б и р о в а н н ы е к л е т к и о т м ы в а л и физио-
л о г и ч е с к и м раствором хлористого нат-
р и я с Э Д Т А в конечной к о н ц е н т р а ц и и 
0 , 1 % и д в а ж д ы э к с т р а г и р о в а л и 0 ,5 М 
х л о р н о й кислотой при О °С. Э к с т р а к т ы 
после н е й т р а л и з а ц и и в ы с у ш и в а л и над 
К О Н , п о л у ч е н н ы е осадки р а с т в о р я л и 
в воде и п о д в е р г а л и хроматографичес -
к о м у р а з д е л е н и ю [20 ] . О синтезе Р Н К 
судили по ее р а д и о а к т и в н о с т и , к о т о р у ю 
о п р е д е л я л и после щелочного г и д р о л и з а 
к и с л о т о и е р а с т в о р и м о г о осадка к л е т о к 
[20] . А к т и в н о с т ь О М Ф - п и р о ф о с ф о р и -

л а з ы и у р и д и н к и н а з ы о п р е д е л я л и в э к -
с т р а к т а х ацетоновых п о р о ш к о в лимфо-
цитов , к а к у к а з а н о в работе [20] . При 
определении активности ОМФ-пирофос-
ф о р и л а з ы лимфоцитов и с п о л ь з о в а л и фос-
фор и б о з и л п и р о ф о с ф а т ( Ф Р Ф Ф ) , синте-
з и р о в а н н ы й в л а б о р а т о р и и [21 ] . Д р о ж -
ж е в у ю О М Ф - д е к а р б о к с и л а з у не вводи-
ли в р е а к ц и о н н у ю смесь , т а к к а к до-
б а в л е н и е п р е п а р а т а не о т р а ж а л о с ь су-
щественно па у р о в н е активности фер-
мента л и м ф о ц и т о в , п о с к о л ь к у , по дан-
ным работы [22] , а к т и в н о с т ь О М Ф -
д е к а р б о к с и л а з ы лимфоцитов более чем 
в 2 р а з а п р е в ы ш а е т у р о в е н ь активнос -
ти О М Ф - п и р о ф о с ф о р и л а з ы . Состав 
р е а к ц и о н н о й смеси, составленной д л я 
о п р е д е л е н и я активности ферментов , 
приводится в п р и м е ч а н и и к т а б л . 2. Не -
обходимо у к а з а т ь , что в работе исследо-
вали л е й к е м и ч е с к и е формы с количест -
вом лимфобластов , не п р е в ы ш а ю щ е м 
7 % . 

Р е з у л ь т а т ы и 
о б с у ж д е н и е 

Меченые предшественники — 
аспарагиновая, оротовая кислоты 
и уридин — включаются в пири-
мидиновые нуклеотиды и в Р Н К 
лимфоцитов здоровых и больных 
ХЛЛ с различной скоростью, ко-
торая определяется особенностя-
ми их метаболических превраще-
ний. 

Синтез нуклеотидов из аспара-
гиновой и оротовой кислот проис-
ходит по пути de novo, начинаю-
щемуся конденсацией аспарагиио-
вой кислоты с карбамилфосфатом 
и заканчивающемуся образованием 
УМФ. Следовательно, аспараги-
новая кислота проходит весь путь 
de novo, и обнаружение радиоак-
тивной метки этого предшественни-
ка в УМФ указывает на осуществ-
ление в лимфоцитах всех его ста-
дий. Вопрос о синтезе нуклеотидов 
в лимфоцитах этим путем в течение 
длительного времени оставался 
спорным, и лишь сравнительно не-
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давно были получены экспериментальные доказательства его осуществ-
ления [23, 24]. 

По данным табл. 1, скорость синтеза пиримидииовых нуклеотидов из. 
аспарагиновой кислоты в лимфоцитах при ХЛЛ соответствует включению^ 
715 пмоль/ч в пул кислоторастворимых нуклеотидов. 

Путь метаболических превращений оротовой кислоты значительно коро-
че, чем аспарагиновой, так как ее увеличение в синтезе пиримидииовых. 
нуклеотидов de novo ограничивается конечными стадиями этого процесса. 

Т а б л и ц а 2 

И з м е н е н и е а к т и в н о с т и О М Ф - п и р о ф о с ф о р и л а з ы и у р и д и н к и н а з ы л и м ф о ц и т о в в п р и с у т с т в и и 
э к з о г е н н о г о а д е н о з и и а 

ОМФ-пирофосфорилаза Уридинкииаза 

Исследованные 
лимфоциты контроль + а д е н о з и н 

тор-
може-

ние, 
% 

контроль + а д е н о з и н 

тор-
може-

ние, 
% 

Х р о н и ч е с к и й 
л и м ф о л е й к о з ( сред -
н и е д а н н ы е 7 о п ы -
тов ) 
З д о р о в ы е д о н о р ы 
( с р е д н и е д а н н ы е 
5 о п ы т о в ) 

5 2 1 ± 8 7 , 5 

3 3 4 ± 3 4 , 2 

3 9 7 ± 4 6 , 3 

2 6 0 ± 2 7 , 1 

2 4 

2 2 

3 7 9 ± 5 2 , 2 

2 3 3 ± 19 ,8 

1 9 4 ± 2 0 , 1 

1 7 0 ± 1 8 , 3 

5 5 

3 4 

П р и м е ч а н и е . Состав инкубационной среды при определении активности ОМФ-пиро» 
фосфорилазы: экстракта клеток — 100 —150 мкг белка, 10 мкмоль N a 2 H P 0 4 рН 7,5, 0,25 мкмоль 
ФРФФ, 0,6 мкмоль 2-14С-оротата (удельная радиоактивность 1,2—1 • 10 0 имп/мин/мкмоль) в общем^ 
объеме пробы 0,4 мл. Условия инкубации — 2 мин при 37 °С. Реакцию останавливали нагреванием 
проб 1 V2 мин в кипящей водяной бане. Активность уридинкиназы определяли в среде следующего 
состава: 75 мкмоль трис-НС1-буфера 7,4, 10 мкмоль MgCl2 . 1.25 мкмоль АТФ, 0,5 мкмоль 5- 3 Н-
уридииа (удельная радиоактивность 1 • 100 имп/мин/мкмоль). Общий объем проб 0,35 мл. Резуль-
таты выражены в нмоль/мг белка в 1 ч. 

В присутствии ОМФ-пирофосфорилазы и ФРФФ оротовая кислота превра-
щается в оротидинмоиофосфат, который декарбоксилируется с образова-
нием УМФ. Поэтому синтез УМФ из оротовой кислоты протекает значи-
тельно быстрее, чем из аспарагиновой кислоты. В течение часа в нуклеоти-
ды включается 1341 пкмоль оротовой кислоты. 

Наилучшим предшественником пиримидииовых нуклеотидов и Р Н К как 
в нормальных, так и в лейкозных лимфоцитах из исследованных нами яв-
ляется уридин. Минуя пути de novo, под влиянием уридинкиназы он фос-
форилируется в УМФ. Как показано в табл. 1 и было отмечено нами ранее 
[20], скорость альтернативного пути синтеза нуклеотидов в кроветворных 

тканях превышает скорость синтеза de novo и особенно резко в лейкозных 
клетках. 

Аденозин является сильным ингибитором обмена нуклеотидов и синте-
за Р Н К . Скорость включения аспарагиновой кислоты в нуклеотиды в при-
сутствии аденозииа (конечная концентрация 2 мМ) затормаживается при-
близительно на 65%, оротовой кислоты — на 85% и уридина — на 75%. 
Эти данные свидетельствуют о том, что ферменты, участвующие в синтезе 
нуклеотидов de novo и альтернативным путем, ингибируются аденозином. 

Чтобы получить экспериментальные подтверждения блокирования аде-
нозином ферментативных стадий синтеза нуклеотидов, исследовали дейст-
вие экзогенного аденозииа на активность ОМФ-пирофосфорилазы и уридин-
киназы. Полученные результаты представлены в табл. 2. 

Можно видеть, что активность обоих ферментов под влиянием аденози-
иа снижается, причем активность уридинкиназы изменяется заметнее, чем 
ОМФ-пирофосфорилазы. Обнаруженные различия активности ферментов, 
зависящие от присутствия аденозииа, полностью согласуются с дан-
ными табл. 1. Очевидно, альтернативный путь синтеза нуклеотидов более 
резко угнетается аденозином, чем путь de novo. 
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Таким образом, аденозин оказывает ингибирующее влияние па внутри-
клеточный обмен лимфоцитов здоровых людей и больных ХЛЛ. Блокируя 
синтез нуклеотидов и РНК, он тем самым подавляет пролиферативную ак-
тивность клетки, поэтому его можно рассматривать как один из факторов, 
участвующих в ее регуляции. Биологическую роль этого фактора в нор-
мальных клетках оценить трудно, так как при высокой координации обмен-
ных процессов свободный аденозин не накапливается в клетках в значитель-
ной концентрации [25]. Однако при заболеваниях неопластического харак-
тера значение его, по-видимому, возрастает. На это указывает нарушение 
обмена аденозииа, сопутствующее развитию некоторых из них. Так, при 
остром лейкозе в лимфо- и миелобластах периферической крови активируют-
ся процессы катаболизма, о чем можно судить по многократному увеличе-
нию активности аденозиндезаминазы в этих клетках 1.26—28]. Очевидно, 
в зависимости от концентрации влияние аденозииа на внутриклеточный 
обмен может существенно меняться. 

Свойство аденозииа иигибировать обмен нуклеотидов и нуклеиновых 
кислот широко используется для создания лечебных препаратов, способных 
ограничивать скорость неопластического роста, составной частью которых 
является аденозин или его производные. 

По данным табл. 1, синтез нуклеотидов и Р Н К в лимфоцитах как здо-
ровых, так и больных людей подавляется в присутствии аденозииа прибли-
зительно одинаково. Таким образом, специфического действия аденозииа 
на обмен лимфоцитов при ХЛЛ обнаружить не удалось. 

Поскольку влияние аденозииа на активность ОМФ-пирофосфорилазы и 
уридинкиназы исследовали на бесклеточных экстрактах, отмеченное угне-
тение их активности является, по-видимому, результатом действия адено-
зииа на молекулы самих ферментов. В присутствии аденозииа может на-
рушаться коиформация ферментных молекул, что влечет за собой изменение 
уровня каталитической активности. 

Угнетение ОМФ-пирофосфорилазной реакции и накопление оротата в 
фибробластах и лимфоцитах, инкубируемых с аденозином, наблюдали в 
более ранних работах 18], однако причину его видели в инактивировании 
аденозином рибозофосфат-пирофосфокиназы и в ограничении синтеза ФРФФ 
129, 30]. Данные настоящей работы указывают на возможность непосредст-

венного влияния аденозииа на ключевые ферменты синтеза пиримидииовых 
нуклеотидов. Они интересны также еще и тем, что подчеркивают взаимо-
связь, существующую между интермедиатами пуринового и пиримидино-
вого обмена, а также дают информацию о биохимических механизмах, ле-
жащих в основе этой взаимосвязи. 
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E F F E C T O F A D E N O S I N E ON S Y N T H E S I S O F P Y R I M I D I N E N U C L E O T I D E S 
A N D R N A IN N O R M A L L Y M P H O C Y T E S A N D U N D E R C O N D I T I O N S O F C H R O -

NIC L Y M P H O I D L E U K O S I S 

L. /. Filanovskaya, E. A. Ushakova, M.N. Blinov, V. N. Filippova 

L a b o r a t o r y of B iochemis t ry , I n s t i t u t e of H e m a t o l o g y and Blood Trans fus ion , 
Leningrad 

E f f e c t of exogenous adenosine on syn thes i s of p y r i m i d i n e nuc leo t ides and R N A 
was s t ud i ed in l ymphocy te s of the pa t i en t s wi th leukemic form of chronic lymphoid 
leukosis . In presence of adenosine lymphocy tes were i ncuba t ed in m ix tu r e s con ta in ing 
the precursors — 2 ,3 -2 8 H-aspa r t i c and 2- J 4 C-orot ic ac ids as well as 5 - : , H-ur id ine . E f f e c t 
of adenosine on the a c t i v i t y of key enzymes of py r imid ine nuc leo t ide syn thes i s (orot i -
dine monophospha t e py rophosphory l a se and u r id ine kinase) was s t u d i e d . The enzymat i c 
a c t i v i t y was e s t ima t ed us ing rad iochemica l procedures in e x t r a c t s of l ymphocy te s s tored 
at — 20° a f t e r acetone dry ing . Adenosine s imi l a r ly inh ib i t ed syn thes i s of pyr imid ine 
nuc leo t ides and R N A in normal and l eukemic l eukocy tes . One of the mechanisms, 
by means of which the i n h i b i t o r y e f f e c t of adenosine was rea l ized , was re la ted to the 
enzyma t i c a c t i v i t y of o ro t id ine monophospa te py rophosphory la se and ur id ine kinase . 

УДК 616.441-092.9-07:[616.12 + 616.36]-008.932.95/ .96-074 

f l . X. Туракуясв, Т. С. Caamoe, M. Т. Рахимдоюанова, Г. Исмаилходжаева 

ОКИСЛЕНИЕ ПДЛЬМИТИЛКАРНИТИНД МИТОХОНДРИЯМИ СЕРДЦА 
И ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ТИРЕОИДНОЙ ПАТОЛОГИИ 

Институт биохимии А Н Узбекской ССР, Ташкент 

Жирные кислоты с длинной углеводородной цепыо, существующие пос-
ле активации в виде ацил-КоА и переносимые внутрь митохондрий с по-
мощью карпитииового шунта, являются хорошими субстратами дыхания, 
чье окисление сопряжено с фосфорилированием АДФ [1 ,2 ]. В изолирован-
ных митохондриях сердца и печени они считаются главным эндогенным 
субстратом дыхания. На преимущественное использование жирных кислот 
под влиянием избыточных количеств тиреоидных гормонов в организме ука-
зывает снижение дыхательного коэффициента и усиление поглощения С1Г)-
пальмитата при перфузии органов 13, 4 1. Это свидетельствует о важной 
роли окисления свободных жирных кислот (СЖК) в осуществлении гормо-
нальной регуляции энергетического метаболизма клетки. Настоящая ра-
бота посвящена изучению окисления жирных кислот с длинной (С16) и 
средней цепью (С8) митохондриями различных органов крыс в норме, при 
избытке и недостатке тиреоидных гормонов в организме. 
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М е т о д и к а 

Э к с п е р и м е н т а л ь н ы й т и п е р т и р е о з и т и р е о т о к с и к о з у к р ы с в ы з ы в а л и в и у т р и б р ю -
ш и н н ы м в в е д е н и е м т и р о к с и н а в течение 5 дней по 1 и 40 мг на 1 кг массы т е л а , гипо-
т и р е о и д н о е с о с т о я н и е — путем у д а л е н и я щ и т о в и д н о й ж е л е з ы . Ж и в о т н ы х з а б и в а л и на 
40—45-й д е н ь после т и р е о и д э к т о м и и . К р и т е р и е м о ц е н к и т и р е о и д н о г о с т а т у с а с л у ж и л и 
у р о в е н ь б е л к о в о с в я з а н н о г о йода в к р о в и и и з м е н е н и е массы ж и в о т н ы х . Ж и в о т н ы х раз -
д е л я л и на 4 г р у п п ы : 1-я г р у п п а — к о н т р о л ь н ы е , 2 -я — п о л у ч а ю щ и е т и р о к с и н в кон-
ц е н т р а ц и и 1 мг на I кг массы ( гипе рт иреоз ) , 3 - я — п о л у ч а ю щ и е т и р о к с и н в концент-
р а ц и и 40 мг на 1 кг массы ( т и р е о т о к с и к о з ) , 4 -я — т и р е о и д э к т о м и р о в а н н ы е . Митохонд-
рии в ы д е л я л и на х о л о д е методом д и ф ф е р е н ц и а л ь н о г о ц е н т р и ф у г и р о в а н и я [ 5 ] в раст-
в о р е : с а х а р о з а — 0 ,25 М, т р и с — 10 мМ, Э Д Т Л — 1 мМ р Н 7,4 д л я м и т о х о н д р и й пече-
ни, а д л я м и т о х о н д р и й с е р д ц а : с а х а р о з а — 0 ,3 М, Э Д Т А — 1 , 1 0 - 2 М р Н 7,4 с после-
д у ю щ и м с у с п е н д и р о в а н и е м в среде : с а х а р о з а — 0 ,3 М, трис -НС1 — 10 мМ р Н 7 ,4 . 
С к о р о с т ь д ы х а н и я м и т о х о н д р и й р е г и с т р и р о в а л и п о л я р о г р а ф и ч е с к и м методом при по-
мощи в р а щ а ю щ е г о с я п л а т и н о в о г о э л е к т р о д а в с т а н д а р т н ы х у с л о в и я х в я ч е й к е п о л я р о -
графа объемом 1 мл при 25 °С. Среда и з м е р е н и я д л я м и т о х о н д р и й сердца с о д е р ж а л а 
с а х а р о з у — 0 , 3 М, КС! — 10 мМ, К Н 2 Р 0 4 — 5 мМ, Э Д Т А — 1 мМ р Н 7,4. Среда инку-
б а ц и и д л я м и т о х о н д р и й печени с о д е р ж а л а с а х а р о з у — 0 , 2 5 М, трис -ИС1 — 10 мМ,. 
Э Д Т А —1 мМ р Н 7,4 . С у б с т р а т о м о к и с л е н и я были с у к ц и н а т (10 мМ); а - к е т о г л ю т а р а т 
(10 мМ), к а п р и л а т (100 мкМ); к о н е ч н а я к о н ц е н т р а ц и я п а л ь м и т и л к а р н и т и н а ( п р о и з в о д -
ства фирмы «S igma» , США) 0,1 мкМ. А к ц е п т о р о м фосфата с л у ж и л А Д Ф (200 мкМ) . 
С к о р о с т ь д ы х а н и я в р а з л и ч н ы х м е т а б о л и ч е с к и х с о с т о я н и я х м и т о х о н д р и й (V 2 , Уз , V 4 , 
У л „ф) р а с с ч и т ы в а л а с ь за 1 мин на 1 мг б е л к а . Б е л о к о п р е д е л я л и по методу Л о у р и Гб]. 
С Ж К м и о к а р д а и печени в ы д е л я л и после р а з д е л е н и я о б щ и х л и п и д о в на тонком слое 
с и л и к а г е л я К С К в системе г е к с а н — д и э т и л о в ы й эфир — у к с у с н а я кислота 
(80 : 20 : 1,5). К о л и ч е с т в о С Ж К и з м е р я л и по методу [7 ] . О б щ и е кетоновые тела и аце-
т о а ц е т а т в т к а н и с е р д ц а и печени о п р е д е л я л и по методу [8 ] с и с п о л ь з о в а н и е м щелоч-
ного с а л и ц и л о в о г о а л ь д е г и д а . 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

С целью изучения особенностей окисления жирных кислот с различной 
длиной цепи митохондриями сердца и печени при действии тиреоидных гор-
монов мы анализировали скорость окисления длинноцепочечиых жирных 
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\ V? 
к? 

I Ш W I Л Ш IV 

Р и с . 1. Д ы х а н и е и о к и с л и т е л ь н о е фос-
ф о р и л и р о в а н и е м и т о х о н д р и й сердца 
н о р м а л ь н ы х , т и р е о и д э к т о м и р о в а н н ы х 
к р ы с и при в в е д е н и и р а з н ы х доз ти-

р о к с и н а in v i v o . 
п — пальмитилкарнитии; 3 — состояние 3; 
4 — состояние 4; а — дыхательный контроль; 
б —• отношение АДФ/0 . / — норма; Л — ги-
пертиреоз; III — тиреотоксикоз; IV — ти-

реоидэктомия. 
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Р и с . 2. П а р а м е т р ы о к и с л и т е л ь н о г о 
ф о с ф о р и л и р о в а н и я м и т о х о н д р и й мозга 
и печени к р ы с в норме , при введении 
р а з н ы х доз т и р о к с и н а и при т и р е о и д э к -

т о м и и . 
Сплошные линии —- скорость окисления сук-
цината (10 мМ) митохондриями мозга; пунк-
тир — скорость окисления сукцината мито-
хондриями печени. / — норма; II — гиперти-
реоз; III — тиреотоксикоз; IV — тиреоидэк-

томия. 

кислот (С16) и жирных кислот со средней цепыо (С8) в условиях эксперимен-
тального тиреотоксикоза и тиреоидэктомии. Иитактность митохондрий 
контролировали с использованием в качестве субстрата окисления а-ке-
тоглютарат и сукцинат. В наших экспериментах окисление каприлата как 
в гомогеиатах, так и в митохондриях сердца и в печени протекало без до-
бавления кариитина. Однако имеются исследования 19], указывающие на 
зависимость окисления коротко- и среднецепочечных жирных кислот от 
присутствия кариитина, с чем наши данные не согласуются. Карнитиинеза-
висимое окисление длинноцепочечиых жирных кислот в митохондриях пе-
чени составляет только 15—20% от общего уровня [10]. В связи с этим 
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для определения скорости окисления длинноцепочечиых жирных кислот 
в основном использовали пальмитилкарнитии. Как видно из данных рис. 1 
и таблицы, стимулирующие дозы тироксина в митохондриях сердца и пе-
чени при использовании в качестве субстрата окисления как каприлата, 
так и пальмитилкариитина ускоряют дыхание во всех метаболических со-
стояниях митохондрий. Ускоренный транспорт электронов по дыхательной 
цепи не сопровождался изменением дыхательного контроля и коэффициента 
АДФ/О. Вызываемое тироксином увеличение интенсивности окисления 
пальмитилкариитина более выражено в сердечной ткани. Причины ускоре-
ния окисления жирных кислот, по-видимому, обусловлены изменением 
ферментативной активности на каком-то этапе или этапах окислительного 
превращения жирных кислот. Под действием стимулирующей дозы тирокси-

Дыханис и окислительное фосфорилирование в митохондриях печени в норме, мод действием 
различных концентраций тироксина (Т4) и при тиреоидэктомии (среднее из в определений) 

Каприлат Пальмитилкарнитии 

Условия опыта дыхание, 
мм кат 02/мии 
на 1 мг белка 
(состояние 3) 

ДК АДФ/О 
дыхание, 

мм кат О о/мин 
на 1 мг белка 
(состояние 3) 

ДК АДФ/О 

Норма 
Т 4 1 мг/кг 
Т 4 40 мг/кг 
Тиреоидэктомия 

3 5 , 3 ± 1,50 
6 8 , 7 ± 2 , 5 8 
7 6 , 5 ± 5 , 6 
23,5=1= 1,1 

3,4=1=0,5 
2,9=1=0,37 
1 , 1 ± 0 , 0 6 
3 , 4 ± 0 , 1 5 

2,5=1=0,12 
2 , б ± 0 , 0 6 

2 , 6 ± 0 , 1 1 

2 2 , 6 ± 1 , 3 
4 5 , 2 ± 3 , 6 
50,2=1=1,0 
14,7=1=0,9 

3 , 8 ± 0 , 2 
2 , 7 ± 0 , 0 4 
l , 0 - t 0 , 0 0 
3,9=1=0,2 

2 , 7 ± 0 , 0 9 
2 , 6 ± 0 , 1 

2 , 7 ± 0 , 0 9 

на увеличивается уровень эндогенного кариитина и активность карнитин-
трансферазы [11], что вызывает ускорение процессов активации жирных 
кислот и трансмембранного перехода их с последующим вступлением в 
цикл окисления. В митохондриях мозга интактных животных окисление 
жирных кислот не происходит [12]. В связи с этим для определения ско-
рости дыхания в митохондриях мозга использовали в качестве субстрата 
окисления сукцинат и а-кетоглютарат. Интенсивность окисления сукцината 
и а-кетоглютарата во всех метаболических состояниях митохондрий у ги-
пертиреоидных крыс не отличалась от контрольных величин (рис. 2). Это 
свидетельствует об отсутствии чувствительности мозговой ткани и ее ме-
таболизма к действию гормонов щитовидной железы [13]. Полученные дан-
ные коррелируют с результатами наших предыдущих исследований, где 
было показано, что тиреоидные гормоны, достоверно стимулируя актив-
ность аденилатциклазной системы ряда органов, не оказывали эффекта на 
ткани мозга [14]. 

Под действием токсических доз гормонов щитовидной железы в мито-
хондриях сердца и печени при дыхании на каприлате и пальмитилкарнитине 
наблюдается ускоренный перенос электронов как на фосфорилирующем, 
так и на нефосфорилирующем пути окисления. Наибольший прирост по 
сравнению с контролем отмечается в состоянии V 4 . За счет большего (в про-
центном отношении) увеличения скорости свободного окисления наблюдает-
ся достоверное разобщение (ДК снижается до единицы, АДФ/О измерить не 
удается), хотя вклад фосфорилирующего окисления намного больше, чем 
в контроле. Разобщающий эффект высоких доз тиреоидных гормонов на 
дыхание митохондрий как в сердце, так и в печени был отчетливо выражен, 
что является результатом их действия на структуру и функцию митохондрий 
115]. Возможно, метаболический эффект тироксина в сердце и печени опо-

средован активацией аденилатциклазы и вследствие этого повышением кон-
центрации цАМФ 114]. цАМФ усиливает липолиз, повышается уровень 
жирных кислот. Имеющее место увеличение содержания СЖК в этих усло-
виях (в сердце 460±40,0 мкг/г, в норме 202=ь30,0 мкг/г; в печени 9 8 2 ± 
± 3 0 , 0 мкг/к, в норме 320+25,0 мкг/г) может выступать в роли патогенети-
ческого фактора, так как избыточное количество СЖК внутри клетки вызы-
вает набухание митохондрий и уменьшает энергетическую эффективность 
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окисления. Параллельное определение кетоновых тел показывает увеличе-
ние суммарного количества их в печени и сердце на 33 и 20 % соответственно. 
Содержание ацетоацетата в сердце оставалось без существенных измене-
ний, а в печени увеличивалось на 42 %. 

В митохондриях мозга у экспериментальных животных при использо-
вании в качестве субстрата окисления сукцината и а-кетоглютарата, как 
в 1-й серии опытов, повышение потребления кислорода не наблюдается, 
величина дыхательного контроля и АДФ/О не отличались от контрольного 
уровня. 

У тиреоидэктомированных животных интенсивность окисления кап-
рил ата и пальмитилкариитина в митохондриях сердца и печени в состоя-
нии 3 и 4 было ниже контрольного уровня; величина дыхательного контро-
ля и АДФ/О показатель сопряженности процессов переноса электронов— 
изменялись несущественно. Это коррелирует со снижением активности ды-
хательных ферментов при тиреоидэктомии [16]. В митохондриях мозга и 
при тиреоидэктомии показатели дыхания при использовании сукцината и 
а-кетоглютарата в качестве субстрата окисления были в пределах конт-
рольных величин. 

Таким образом, в зависимости от дозы тиреоидного гормона получены 
разные эффекты на окисление каприлата и пальмитилкариитина, стимули-
рующие дозы тироксина и тиреоидэктомия вели к изменению уровня пере-
носа электронов по дыхательной цепи, в одном случае повышая его, в дру-
гом — снижая, но дыхательный контроль и АДФ/О изменялись несущест-
венно. Токсические же дозы приводили к быстрому окислению обоих суб-
стратов и нарушению окислительного фосфорилирования. Отсутствие эф-
фекта тиреоидных гормонов и тиреоидэктомии на интенсивность окисления 
субстратов в мозге свидетельствует о нечувствительности мозга к действию 
тиреоидных гормонов. 
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O X I D A T I O N O F P A L M I T Y L C A R N I T I N E I N M I T O C H O N D R I A O F R A T H E A R T 
A N D L I V E R T I S S U E S U N D E R C O N D I T I O N S O F T H Y R O I D P A T H O L O G Y 

Ya. Kh. Turakulor, T. S. Saatov, M. T. Rakhimdzhanova, G. Ismailkhodzhaeva 

I n s t i t u t e of B i o c h e m i s t r y , A c a d e m y of Sciences of t he U z b e k S S R , T a s h k e n t 

E f f e c t s w e r e s t u d i e d of v a r i o u s closes of t h y r o i d ho rmones and t h y r o i d e c t o m y on 
o x i d a t i o n of p a l m i t y l c a r n i t i n e and c a p r y l a t e in h e a r t and l i v e r m i t o c h o n d r i a as wel l as 
on t he r a t e of o x i d a t i o n of s u c c i n a t e and a - k e t o g l u t a r a t e in b ra in m i t o c h o n d r i a . De-
p e n d i n g on t he dose of t h e t h y r o i d h o r m o n e t he r a t e of f a t t y ac id o x i d a t i o n v a r i e d . 
T h e s t i m u l a t o r y d o s e s of t h y r o x i n a n d t h y r o i d e c t o m y a l t e r e d ( i n c r e a s e d o r d e c r e a s e d ) 
1 be r a t e of e l e c t r o n e t r a n s p o r t in t h e r e s p i r a t o r y cha in b u t t h e r e s p i r a t o r y cont ro l and 
the A D P / O r a t i o w e r e on ly s l i g h t l y c h a n g e d . T o x i c doses led to fas t o x i d a t i o n of t h e 
b o t h s u b s t r a t e s and to u n c o u p l i n g of t h e o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n . T h y r o i d h o r m o n e s 
and t h y r o i d e c t o m y did n o t a f f e c t t h e s u c c i n a t e o x i d a t i o n in b r a in m i t o c h o n d r i a ; t h i s 
d a t a sugges t i n s e n s i t i v i t y of the b r a i n t i s s u e to the e f f e c t of t h y r o i d h o r m o n e s . 
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СОДЕРЖАНИЕ ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ 

Отдел аллергологии Института проблем онкологии АН УССР, Киев 

Адренергическая и холинергическая регуляция функций клеток реа-
лизуется через системы циклических нуклеотидов — аденозинмонофосфата 
(цАМФ) и гуанозинмонофосфата (цГМФ). Наиболее распространенная тео-
рия бронхиальной астмы I I ] связывает развитие заболевания со снижением 
чувствительности (3-адренергических рецепторов клеток к действию адре-
налина. При этом нарушение адренергической реакции цАМФ-зависимых 
реакций клетки вызывает повреждение гомеостатического контроля брон-
хиального тонуса и приводит к развитию бронхоспазма. Дальнейшими ис-
следованиями 12, 3 ] было показано, что самостоятельное значение в раз-
витии бронхоспазма имеет повышенная чувствительность а-адренергиче-
ских и холинергических рецепторов. В связи с этим выдвинуто предполо-
жение 14, 5] , что решающее значение имеет не абсолютное содержание в 
клетке каждого из нуклеотидов, а их динамическое соотношение, опреде-
ляемое конкурентными влияниями различных медиаторов и гормонов и ак-
тивностью соответствующих им рецепторных систем. С целыо дальнейшего 
изучения этого вопроса нами было проведено определение соотношения цик-
лических нуклеотидов в плазме крови больных бронхиальной астмой. 

М е т о д и к а 

Уровень цАМФ и цГМФ определяли в плазме крови 42 больных б р о н х и а л ь н о й 
астмой и 10 здоровых лиц . К р о в ь д л я исследования брали утром натощак до приема 
фармакологических препаратов . Обследуемые были разделены на 5 групп . 1-ю группу 
составили здоровые лица , во 2-ю г р у п п у включены больные бронхиальной астмой в ста-
дии ремиссии, в 3-ю — с приступами затрудненного д ы х а н и я 1—2 раза в сутки , кото-
рые легко к у п и р у ю т с я , в 4-ю — с постоянным умеренным бронхоспазмом, требующим 
р е г у л я р н о г о приема бронхолитических средств, в 5-ю — с частыми приступами брон-
хиальной астмы на фоне постоянного бронхоспазма при постоянном приеме бронхо-
литических средств и гормонотерапии. Содержание цАМФ и цГМФ определяли ме-
тодом конкурентного изотопного с в я з ы в а н и я [6] при помощи стандартных наборов 

фирмы «Amersham» (Англия) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

На рисунке представлены результаты определения циклических нуклео-
тидов в плазме и величина коэффициента цАМФ/цГМФ. Как видно, соот-
ношение нуклеотидов изменяется пропорционально тяжести заболевания: 
уменьшается количество цАМФ, возрастает количество цГМФ. Соответ-
ственно уменьшается коэффициент цАМФ/цГМФ. 

В табл. 1 приведены результаты определения содержания нуклеотидов 
в плазме крови больных 2, 3 и 4-й групп в зависимости от формы бронхи-
альной астмы (атоническая или инфекционная). Достоверных различий в 
содержании цАМФ между группами не наблюдалось. Содержание цГМФ 
в плазме больных с инфекционной формой астмы было достоверно выше, 
чем у больных с атонической формой. В табл. 2 приведены результаты опре-
деления циклических нуклеотидов у 7 больных с тяжелым течением астмы 
(у 5 инфекционного генеза, у 2 инфекционного и атонического генеза) в 
динамике: в периоде обострения и после достигнутого клинического улуч-
шения. Как видно из табл. 2, улучшение состояния больных сопровожда-
лось увеличением коэффициента цАМФ/цГМФ преимущественно за счет 
увеличения содержания цАМФ, в то время как содержание цГМФ продол-
жает оставаться повышенным. 

В свете современных представлений об особенностях регуляции брон-
хиального тонуса мы можем указать на несколько факторов, объясняющих 
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цАМФ/цГМФ 

полученные нами результаты. Показано, что функциональная неполноцен-
ность p-адренергических рецепторов и повышение тонуса холинергической 
регуляции независимо друг от друга могут определять развитие бронхо-
спазма при различных патогенетических вариантах астмы. Подтверждением 
этого являются данные, указывающие на ослабление центральных (в гипо-
таламусе) [7] и периферических (в лимфоцитах, клетках гладкой мускула-

туры бронхов и др.) [8, 9] механизмов 
адренергической регуляции у больных с 
атонической формой астмы. Однако нам не 
удалось выявить различий в содержании 
цАМФ в плазме больных в зависимости от 
формы астмы. Уровень цГМФ был досто-
верно выше при инфекционной форме аст-
мы. Это согласуется с данными, указы-
вающими, что у больных повышена чув-
ствительность бронхиального дерева к 
ацетилхолину [10]. Кроме того, резуль-
таты, приведенные в табл. 2, показывают, 
что нарушения в регуляции уровня цГМФ 
являются более устойчивыми, чем нару-
шения в уровне цАМФ, так как клини-
ческое улучшение приводит к нормализа-
ции уровня цАМФ, в то вреая как содер-
жание цГМФ продолжает оставаться повы-
шенным. Эти данные могут свидетельство-
вать о патогенетических особенностях хо-
линергической регуляции у больных 
бронхиальной астмой. 

Как следует из результатов, приведенных на рисунке, прогрессирова-
ние заболевания сопровождается достоверными изменениями в уровне цик-
лических нуклеотидов в плазме (снижение цАМФ и повышение цГМФ). 
Аналогичные результаты были получены при обследовании детей, больных 
бронхиальной астмой [11]. 

Наряду с парогенетическими 
особенностями регуляции, обсуж-
давшимися выше, указанные из-
менения может вызвать ряд фак-
торов, возникающих уже в про-
цессе заболевания. Установлено, 
что активность аденилатциклазы 

Содержание циклических нуклео-
тидов в плазме больных бронхи-
альной астмой в зависимости от 

тяжести з а б о л е в а н и я . 
I — здоровые люди; 2 — больные в 
стадии ремиссии, 3 — с единичными 
приступами астмы, 4 — с постоянным 
бронхоспазмом, 5 — с частыми присту-
пами астмы. / — содержание цАМФ; 
II — содержание цГМФ; III — соот-

ношение цАМФ/цГМФ. 

Т а б л и ц а 2 

Содержание циклических нуклеотидов в плаз-
ме крови в динамике заболевания 

Т а б л и ц а 1 

Содержание циклических нуклеотидов в 
плазме в зависимости от формы брон-

хиальной астмы 

Форма 
бронхиальной 

X 
г» Л 

Содержание нуклео-
тидов в плазме, 

пикомоль/мл 
астмы 

цАМФ цГМФ 

Атопическая 
Иифекциоино-

аллергиче-
ская 

7 

9 

2 2 , 0 ± 2 , 7 

2 0 , 0 ± 1,3 

2 , 3 ± 0 , 3 5 

5 , 3 ± 0 , 4 

А 
Б 
В 
Г 
д 
Е 
Ж 

Содержание нуклеотидов в динамике 
заболевания, пикомоль/мл 

обострение заболе-
ния 

цАМФ 

20,0 
22,0 
12,2 
18,1 
12,2 
12,6 
18,0 

16,4±1,4 

цГМФ 

7,6 
3,1 
6,5 
4,0 

11,6 
3,5 
5,8 

6 , 0 ± 1 , 2 

клиническое улуч-
шение 

цАМФ 

32,0 
26,0 
22.4 
24.5 
19,8 
17,0 
25,5 

2 3 , 8 ± 2 , 1 

цГМФ 

5,9 
3.4 
6,0 
4.5 
9,8 
1,0 
4,8 

5 , 1 ± 1,2 

падает в условиях постоянной гиперкатехоламииемии и частого при-
менения фармакологических средств ((^-стимуляторов), направленного 
на повышение содержания цАМФ в клетках [12]. Кроме этого, соотноше-
ние нуклеотидов изменяется в пользу цГМФ при действии повышенных 
концентраций медиаторов аллергии на клетки. Возможно, однако, что изме-
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нение в соотношении нуклеотидов отражает не только патогенетические, 
но и компенсаторные механизмы, так как показано, что повышение тонуса 
холинергической регуляции является важным приспособительным механиз-
мом при хронической гипоксии [13]. 

Необходимо также учитывать возможность нарушения внутриклеточ-
ных систем, обеспечивающих поддержание динамического равновесия в 
содержании нуклеотидов. Установлено, что изменение концентрации одно-
го из нуклеотидов влияет на уровень его антагониста через буферные систе-
мы клетки, которыми, вероятно, являются простагландины 1.14], путем 
восстановления динамического равновесия. 

Другой возможный путь нарушения регуляции через фосфодиэстеразы 
цАМФ и цГМФ — ферменты, метаболизирующие нуклеотиды. В частности, 
показано повышение активности фосфодиэстеразы цАМФ в период обостре-
ния бронхиальной астмы [15, 16], что может быть причиной снижения уров-
ня цАМФ в клетках и соответственно его концентрации в плазме. 

Таким образом, содержание циклических нуклеотидов в плазме и соот-
ношение между ними изменяются в зависимости от формы бронхиальной 
астмы, выраженности клинических проявлений и динамики заболевания. 
Указанные изменения отражают особенности регуляции у больных брон-
хиальной астмой, возможно, имеют патогенетический характер и нуждают-
ся в дальнейшем изучении. 
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C O N T E N T O F C Y C L I C N U C L E O T I D E S IN B L O O D P L A S M A O F P A T I E N T S W I T H 
B R O N C H I A L A S T H M A 

5 . A. Kolova, 5 . / . Yalkut 

I n s t i t u t e of Oncologic P r o b l e m s , Academy of Sciences of the U k r a i n i a n S S R , Kiev 

The r a t i o of cAMP and cGMP in blood p lasma of pa t i en t s w i th bronchia l a s thma 
was a l t e r ed depending on the seve r i t y of the disease. There was no ted a decrease in 
с A M P con ten t and an increase — in cGMP. Dis t inc t a l t e r a t ions in the cAMP content 
were n o t observed in i n f ec t i ous and a top ic forms of the a s t h m a . Content of cGMP was 
h ighe r in b lood p lasma of pa t i en t s w i t h in fec t ious form of the a s thma as compared wi th 
the a t o p i c one. Dynamics of improvemen t in the pa t i en t s w i t h the severe type of 
b r o n c h i a l a s t h m a was accompaniccl by the increase in the r a t i o cAMP/cGMP due to 
an i n c r e a s e in the c A M P conten t , wh i l e the ccntent of cGMP remained e l eva ted . 
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В. П. Ко мое у Н. В. Кириллова 

БИОСИНТЕЗ И РАСПАД АЛЬДОЛАЗЫ 
В ПЕЧЕНИ КРЫС — НОСИТЕЛЕЙ ОПУХОЛИ 

Химико-фармацевтический институт, Л е н и н г р а д 

В тканях млекопитающих обнаружены три формы альдолазы (КФ 
4.1.2.13): А — мышечная, В — печеночная и С — мозговая. Большие успе-
хи в исследовании структуры, механизма действия и оборота в тканях отно-
сятся прежде всего к альдолазе, выделенной из мышц и мозга [1—41. По-
казано, что биосинтез и каталитические функции А-формы альдолазы су-
щественно трансформируются в процессе роста опухоли [5, 6] . Что касает-
ся В-формы фермента, то она исследована гораздо в меньшей степени 17, 8) . 
В литературе ничего не известно также о влиянии неоплазмы на биосинтез 
и распад фермента в печени опухоленосителей. Мы изучали влияние пере-
вивной опухоли на биосинтез, время функционирования и распад альдола-
зы в печени крыс. 

М е т о д и к а 

Работу проводили на беспородных крысах -самцах массой 140—160 г. Животных 
декапитировали , п е р ф у з и р о в а н и у ю печень гомогенизировали в буфере, содержащем 
0,25 М с а х а р о з у , 1 ммоль Э Д Т А р Н 7,4 из расчета 10 мл буфера на каждый грамм тка-
ни. Полученный гомогенат центрифугировали при 105 000 g 90 мин, затем из цитозоля 
гепатоцитов выделяли а л ь д о л а з у . Выделение фермента в к л ю ч а л о следующие стадии: 
1) фракционное осаждение — цитозоль дважды насыщали сульфатом аммония до 40 
и 7 5 % . Через 30 мин осадки центрифугировали при 7000 g 20 мин. Надосадочиую жид-
кость отбрасывали , осадки растворяли в буфере А (5 ммоль трис-соляиокислого , 
1 ммоль Э Д Т А pIT 7,4); г ель -фильтрация на сефадексе Г-150 (колонка 300Х 15 мм) -
элюцию проводили буфером Б (5 ммоль трис-соляиокислого , 1 ммоль Э Д Т А , 0,2 ммоль 
меркаптоэтанола р Н 7,5); 3) ионообменная хроматография на ДЭАЭ-сефадексе А-50 
и ДЭАЭ-целлюлозе. ' (колонки соответственно 300Х 15 и 100Х 10 мм). Д л я элюции слу-
ж и л буфер В (линейный градиент хлорида натрия от 0 до 0,3 М в буфере Б) . Д а н н ы е 
представлены на рис. 1. В результате проведенной работы альдолаза была очищена в 
90—95 раз . Соотношение скоростей ферментативных реакций с Ф Д Ф и ФМФ составля-
ло 1,16—1,21, что х а р а к т е р н о д л я а л ь д о л а з печени [4, 9 ] . Кроме того, полученную 
а л ь д о л а з у подвергали диск-электрофорезу в 7 % полиакриламидиом геле. Электрофо-
ретическое разделение проводили в трис-глициновом буфере рН 8,3; сила тока 2,5 
и 5 мА на столбик геля , продолжительность электрофореза 6 ч. Д л я в ы я в л е н и я зон 
альдолазы использовали и н к у б а ц и о н н у ю среду, описанную ранее [10] . Окрашенные 
гели с к а н и р о в а л и на приборе «Хромоскан» (Англия) . Б ы л а получена одна белковая 
зона, в которой л о к а л и з о в а л а с ь вся а л ь д о л а з и а я активность . Активность фермента 
определяли по методу Пинто и соавт. [11] , концентрацию белка — по Лоури 1.12]. 
В качестве опухолевого штамма использовали лимфосаркому Плисса . Радиоизотоп 
3 Н - л е й ц и н (удельная радиоактивность 157 мКи/ммоль) вводили животным внутрибрю-
шинно в дозе 550 м к К и па 1 кг массы. Радиоактивность проб оценивали на приборе 
«Изокап-300» (США), и с п о л ь з у я толуоловый с ц и н т и л л я т о р . М о л е к у л я р н у ю гетероген-
ность альдолазы сыворотки крови крыс исследовали методом диск-электрофореза в 
п о л и а к р и л а м и д и о м геле в у с л о в и я х , описанных выше, продолжительность электрофо-
реза 2 1 / 2 ч. Константы скоростей синтеза и деструкции альдолазы определяли по ме-
тоду Шимке [13] , время п о л у ж и з н и фермента — по [14] . Все операции проводили 
при 0—3 °С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Инъекция крысам Н3-лейцина приводит к его включению в синтезиро-
ванные de novo белки печени, в том числе и в альдолазу. Стационарная 
фаза этого процесса наступает через 6 ч после введения радиоизотопа в кро-
вяное русло (рис. 2). Распад альдолазы в печени оценивали в интервале 
2—7 сут после инъекции Н3-лейцина и перевивки лимфосаркомы Плисса. 
Тангенс угла наклона экспериментальной кривой (рис. 3) численно равен 
константе скорости распада альдолазного белка in vivo [13]. Данные, ха-
рактеризующие оборот альдолазы в растворимой фракции печени крыс, 
представлены в табл. 1. Другие авторы определили количество альдолазы, 
а также ее оборот в печени крыс [15]. Наши данные о содержании альдолазы 
в растворимой фракции гепатоцитов крыс, а также о скорости ее образова-
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ния и распада совпадают с их результатами, хотя выделение из печени го-
могенного фермента осуществлялось различными методами. Из табл. 1 вид-
но, что в процессе роста лимфосаркомы Плисса синтез альдолазы в раствори-
мой фракции клеток печени ингибируется почти в 2 раза в отличие от А-фор-
мы фермента, синтез которой стимулируется в опухолевых клетках и тка-

нях организмов-опухоленосителей 116, 
17]. Альдолаза, образованная в 
печени, «экспортируется» в кровь. Мы 
исследовали изменение спектра изо-
форм альдолазы в сыворотке крови 
крыс-опухоленосителей (табл. 2). В сы-

Т а б л и ц а 1 
Оборот альдолазы в печени крыс 

Индекс 

20 30 40 Ю 20 30 
А/- проб 

Рис. 1. Ионообменная хроматогра-
фия альдолазы печени крыс на 
ДЭАЭ-сефадексе А-50 (/) и ДЭАЭ-

целлюлозе (II) . 
Выход белка контролировали спектрофо-
тометрически при 280 им ( / ) . Активность 
альдолазы (2) определяли по методу Пин-

то и соавт. 

Kd. 

Ks, 

Е, 

ДМИ" 

мкг энзима 
на 1 г ткани.день 

(дни) 
/ мкг энзима \ 
\ на 1 г ткани J 

Контроль 

0,213 

974 

3,25 

4563 

Опыт 

0,179 

516 

3,88 

2895 

П р и м е ч а и и е. K s в опытах рассчитано 
5-е сутки после перевивки опухоли. 

воротке крови обнаружены мышечная, печеночная формы альдолазы, а 
также их гибриды [18, 19]. Учитывая различие по электрофоретической 
подвижности, 1-я и 2-я изоформы альдолазы были идентифицированы как 
мышечная и гибрйдиая формы, а 3-я — как печеночная форма фермента. 

2 6 12 час 
Рис. 2. Скорость включения H ; i-L-
лейцииа в^альдолазу печени интакт-

ных крыс. 

1 
Г г 

2 5 7 сутки 

Рис. 3. Скорость деструкции альдо-
лазы печени крыс у контрольных (I) 

и опытных (2) животных. 

На разных этапах развития опухоли спектр изоформ фермента претерпева-
ет существенные изменения. Увеличивается содержание А и гибридной форм 
альдолазы, что совпадает с данными литературы 1.20]. Интересно отметить, 
что частичное подавление биосинтеза альдолазы в гепатоцитах не сказы-
вается на содержании В-формы фермента в кровяном русле. Общее количест-
во В-формы альдолазы в крови крыс-опухоленосителей даже несколько 
больше по сравнению с нормой, причем через 7 сут после перевивки опухоли 
животным выявлены 2 фракции с различной электрофоретической подвиж-
ностью. Связанные с мембранами полирибосомы, как правило, участвуют 
в синтезе «экспортных» белков, а свободные синтезируют ферменты для нужд 
самой клетки [21 ]. Исходя из этого соображения, можно полагать, что нео-
плазма, в частности лимфосаркома Плисса, ингибирует биосинтез альдола-
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зы, осуществляемый преимущественно свободными полирибосомами. Обра-
зование «экспортной» альдолазы при этом несколько трансформируется, 
но не ингибируется. Таким образом, можно отметить избирательное дейст-

Т а б л и ц а 2 

Активность изоформ альдолазы сыворотки крови крыс 

Время после перепипки 
опухоли, сут 

Активность изоформ энзима, мкмоль па 1 мл за 1 мин Время после перепипки 
опухоли, сут 

I и ш IV 

Контроль 0 , 1 3 0 ± 0 , 0 0 4 5 0 , 0 6 0 ± 0 , 0 0 2 8 0 , 0 8 5 ± 0 , 0 0 3 6 — 

2 
7 

14 

0 , 1 5 0 ± 0 , 0 0 9 5 
0,080=ь0,0020 
0,155=±= 0,0021 

0 , 2 3 5 ± 0 , 0 0 2 1 
0 , 1 6 0 ± 0 , 0 0 3 0 
0 , 1 1 5 ± 0 , 0 0 7 7 

0 , 1 7 0 ± 0 , 0 0 1 7 
0 , 1 6 0 ± 0 , 0 0 3 0 
0 ,145±0 ,0021 

0 , 0 2 0 ± 0 , 0 0 4 9 

вне неоплазмы на рибосомальный синтез белков, в частности альдолазы в 
печени крыс. 
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А. 10. Лебенка, 10. А. Рачку с, С. И. Канопкайте 

ВЛИЯНИЕ S-МЕТИЛ МЕТИОНИ Н А НА МЕТАБОЛИЗМ НУКЛЕИНОВЫХ 
КИСЛОТ У Е. COLS 

Институт биохимии А Н Литовской ССР, Вильнюс 

Почти 40 лет назад было обнаружено, что некоторые растительные пи-
щевые продукты обладают противоязвенной активностью. Особенно хоро-
ший эффект отмечен при использовании сока из свежей капусты и других 
овощей, с помощью которых удалось успешно лечить язву желудка и две-
надцатиперстной кишки [1—4]. Позже из растительных источников был 
выделен противоязвенный фактор, который оказался аналогичным ранее 
синтезированному S-метилметионину (SMM),—витамин U. Предполагают, 
что положительное действием SMM как противоязвенного фактора заклю-
чается в его действии на тиминовый и холиновый обмен в слизистой оболоч-
ке желудка, что, по-видимому, повышает ее сопротивляемость к изъязвле-
нию [5]. Кроме того, SMM участвует в инактивировании гистамина 16], 
который, как известно, в избыточном количестве способен возбуждать ве-
гетативную нервную систему и провоцировать язву желудка. В литературе 
также имеются данные, указывающие на возможность использовании SMM 
при лечении гастритов с пониженной кислотностью 1.2, 7, 8] , при подав-
лении развития экспериментального атеросклероза [9—11], а также в 
качестве радиозащитного фактора [12, 13] и при лечении ряда других 
заболеваний. 

Хотя физиологический эффект SMM очевиден и SMM широко исполь-
зуется на практике как у нас в стране, так и за рубежом, однако многие 
аспекты его биохимии изучены недостаточно, в частности участие в мета-
болизме нуклеиновых кислот. Целью настоящей работы было изучение срав-
нительного влияния SMM и метионина на метаболизм Д Н К и Р Н К в куль-
туре Е. coli MRE-600. 

М е т о д и к а 

Клетки Е . coli M R E - 6 0 0 в ы р а щ и в а л и при 37 °С на к а ч а л к а х в минеральной с р е д е 
М9 [14] с добавлением 0 , 4 % глюкозы. К у л ь т у р у в ы р а щ и в а л и в колбах Эрленмейера 
вместимостью 1 л, с о д е р ж а щ и х по 0,2 л среды. Через 4 ч после посева к у л ь т у р ы в сре-
ду вносили метиоиин или SMM в концентрации 2 , 7 - 1 0 ~ 5 М, и клетки продолжали вы-
р а щ и в а т ь до середины логарифмической фазы роста. В конце в ы р а щ и в а н и я в среду 
д о б а в л я л и 2- 1 4 С-уридин с удельной радиоактивностью 55,5 мКи/ммоль или 5-метил-
3 Н - т и м и д и н с удельной радиоактивностью 7000 мКи ммоль («Изотоп», Л е н и н г р а д ) . 
В с л у ч а е внесения уридина конечная концентрация изотопа составляла 0,7 м к К и на 
1 мл среды, длительность инкубации — 10 мин, а при использовании тимидина конеч-
ная к о н ц е н т р а ц и я изотопа достигала 1 м к К и / м л и и н к у б а ц и я п р о д о л ж а л а с ь 4 0 мин. 
После инкубации среду быстро о х л а ж д а л и и клетки собирали центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 20 мин. Собранные клетки дважды отмывали 0,15 М NaCl , содер-
ж а щ и м 0,2 М КС1. Из полученных клеток Е. coli M R E - 6 0 0 выделяли и очищали т о т а л ь -
ную Р Н К по способу [15] . Д Н К выделяли модифицированным методом Мармура [16],. 
Электрофорез Р Н К вели в 2 , 5 % полиакриламидиом геле (ПААГ), содержащем а га ро-
зу (до 0,5 %), по методу [ 1 7 , 1 8 ] . Продолжительность электрофореза составляла Г /2— 
2 ч, сила тока — 5 мА на т р у б к у , длина геля — 90 мм. Гели из трубок у д а л я л и , ф и к с и -
ровали и о к р а ш и в а л и . 

После отмывки гели з а м о р а ж и в а л и при —20 °С и р а з р е з а л и на кусочки д л и н о й 
1,5 мм. Последние помещали в сцинтилляционные сосуды, к каждому д о б а в л я л и по 
1 мл 3 0 % Н 2 0 2 и и н к у б и р о в а л и в течение ночи при 60 °С. К образовавшейся ж и д к о с т и 
п р и л и в а л и 10 мл сцинтиллятора [19] , радиоактивность считали на приборе SL-300' 
фирмы «In te r t echn ique» (Франция) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Определение включения тимидина в Д И К Е. coli MRE-600 при выра -
щивании культуры в среде с SMM или метионином показало, что SMM уве-
личивает включение метки (табл. 1) на 20 % по сравнению с культурой, рос-
шей при наличии в среде метионина. 
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Проведенные аналогичные эксперименты по включению уридина в 
суммарную Р Н К растущих клеток Е. coli MRE-600 с SMM или метионином 
показали, что и в этом случае имеются различия, причем более отчетливые, 
чем при включении метки в Д Н К . Инкубация в течение 10 мин культуры 
Е. coli, росшей в среде с SMM, с меченым уридином па 47% увеличивает 

Т а б л и ц а 2 

' 3 ^ л 11 u а * Включение 2-14С-уридина в суммарную 
Влияние метионина и SMM на включение Р Н К клеток Е. coli MRE-600, выращен-
5-метил-8Н-тимидииа в Е. coli MRE-600 ных в среде с метионином или SMM 

Характеристика включения Характеристика включения 
Компонент 

среды имп/мин на 1 0 . Е. 
Д Н К % 

Компонент 
среды имп/мин на О. Е. 

суммарный РНК % 

Метионин 
SMM 

3582 
4306 

100,0 
120,2 

Метионин 
SMM 

2300665 
340144 

100,0 
147,4 

/в 

14 

2JS 

16S 

включение метки интенсивнее, чем при росте культуры с метионином 
(табл. 2). 

Для изучения эффективности включения метки в отдельные фракции 
Р Н К нами был применен метод электрофореза Р Н К в ПААГ. Используя 

одинаковые количества Р Н К для электрофо-
реза и определяя радиоактивность в отдель-
ных фракциях Р Н К , мы смогли выявить пред-
полагаемые различия (см. рисунок). Видно, 
что высокополимерные Р Н К выявляются в 
виде двух острых пиков (23 S и 16S), четко 
отделяясь друг от друга. Хорошее разделе-
ние получается у низкополимерных (5S и 4S) 
Р Н К . Значительных примесей других ве-
ществ и деградации анализируемых препа-
ратов выявить не удается. Величины радио-
активности, выявляемые в отдельных зонах 
разных категорий РНК, выделенных из кле-
ток, росших с SMM или с метионином, при-
ведены в табл. 3, Видно, что SMM и метионин 
стимулируют включение уридина во все ана-
лизированные фракции РНК, но не в одина-
ковой степени. Большая радиоактивность 
обнаружена во всех фракциях Р Н К культу-
ры Е. coli, росшей на среде с SMM. Степень 
радиоактивности отдельных фракций РАН К 
неодинакова. По абсолютному количеству 
метки в низкомолекулярные Р Н К (4S и 5S) 
уридин включается в 1,81 и 1,72 раза соот-
ветственно эффективнее при росте культуры 
с SMM. Под влиянием SMM в 4S Р Н К появ-
ляется на 10 % метки больше, чем в 5S Р Н К . 
Эта разница еще более отчетливо выявляет-
ся у высокополимерных Р Н К — 16S Р Н К 
содержит на 54 % больше метки, чем 23S 
Р Н К . По абсолютному количеству метки ури-

дин в 16S Р Н К включается в 2,17 раза, а в 23S Р Н К — в 1,63 раза эф-
фективнее, чем при наличии в среде метионина. Подсчет общей радиоактив-
ности, найденный на электрофореграмме, и относительной радиоактив-
ности в процентах для каждой категории Р Н К (см. табл. 3) показал, что 
существенной разницы между 4S и 5S Р Н К выявить не удается (она со-
ставляет лишь 0,3%). В высокополимерпых РНК, т. е. в 16S, под влия-

4S 
SS 

ю 30 50 

Электрофоретическое разделе-
ние в П А А Г 18 мкг суммар-
ной 1 4 С - Р Н К клеток Е . coli 
MRE-600 , выращенных на сре-
дах с метионином (/I) и S-ме-

тилметиоиином (Б). 
По оси ординат — характеристика 

включения^(в ими/мин - 103). 
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иием SMM соотношение доли от общей радиоактивности увеличивается 
на 4,5 % и в такой же степени уменьшается в 23 S Р Н К . 

Полученные нами данные относительно влияния SMM и метионина 
на включение уридина и тимидина в нуклеиновые кислоты показали, что 
их метаболизм в клетках Е. coli MRE-600, по-видимому, в некоторой степени 
имеет отличительные черты. Это отчетливо видно из проведенных опреде-
лений включения метки в Д Н К и Р Н К . В обоих случаях при использовании 
одинаковых концентраций SMM и метионина наблюдалась более сильная 
стимуляция включения радиоактивности при росте культуры в среде с 
SMM. Механизм такого влияния пока полностью не ясен. В качестве объяс-

Т а б л и ц а 3 

Относительное распределение метки между отдельными категориями Р Н К Е. coli MRE-600, 
росшей на среде с SMM или с метионином 

Фракция РНК 

Показатель 
Компонент 

среды 
4S 5S 1 GS 23 S 

С
ум

м
ар

на
? 

Е
Р

Н
К

 

Распределение абсолютной радиоактив-
ности в Р Н К SMM 

Метионин 
7988 
4403 

3754 
2174 

11 100 
5 107 

20 986 
12 876 

43 829 
24 560 

Процент от общей найденной радиоактив-
ности в Р Н К 

SMM 
Метионин 

18,22 
17,92 

8,56 
8,85 

25,32 
20,79 

47,88 
52,42 

99,98 
99,98 

Сравнительная радиоактивность, % от 
включения метионина 

Метионин 
SMM 

100,0 
181,4 

100,0 
172,6 

100,0 
217,3 

100,0 
162,9 

100,0 
178,4 

нения можно привести некоторые данные литературы, указывающие на 
участие метионина в посттранскрипционных модификациях нуклеиновых 
кислот, в частности в метилтрансферазных реакциях [20 I. Поскольку SMM 
по структуре и свойствам очень близок к метионину 12], то и известные его 
функции могут совпадать с функциями, присущими метионину. Кроме того, 
они могут быть выражены сильнее, так как SMM является макроэргическим 
соединением 121]. Такое предположение подтверждают полученные нами 
ранее данные [15], показавшие, что SMM аналогично метионину может 
участвовать в метилировании как низкополимерных (4 S), так и высокополи-
мерных (16 S и 23 S) прокариотических Р Н К . Большинство оснований ме-
тилируется обоими донорами метильиых групп — метионином и SMM. 
Разница проявляется лишь в количественной стороне процесса. Другая 
часть оснований может модифицироваться лишь посредством SMM либо 
только метионином. Например, 2-метиладенин в 4 S РНК, Ы2-метилгуанин 
в 23 S Р Н К модифицируются лишь посредством SMM, а №-диметилгуанин 
в 4 S Р Н К , 1-метиладенин в 16 S РНК, 1-метиладеиин в 16 S Р Н К — ме-
тионином. 

Поскольку предполагается, что процесс модификации является высо-
коспецифическим явлением [20] и каждое основание, а также положение в 
основании метилируется своим особым ферментом, то можно думать, что в 
клетках прокариотов присутствуют ферменты, которые используют ме-
тальные группы только от SMM. Способность SMM легко отдавать свои 
СНч-группы другим акцепторам наблюдалась и в эукариотических клетках 
[22]. 

В опытах с клетками S. cervisiae показано, что некоторые стороны ме-
таболизма S-аденозилметионина и SMM-различаются. Добавление SMM в 
среду в концентрации 0,1 мМ индуцирует активность S-аденозилметиоиин-
гомоцистеинметилтраисферазы и в противоположность S-аденозилметио-
нину слабо репрессирует метионинаденозилтрансферазу 1231, причем ин-
дуктивное действие SMM на S-аденозилметионингомоцистеинметилтранс-
феразу не сопровождается изменением пула S-аденозилметионина, S-аде-
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нозилгомоцистеина и метионина в клетках. Влияние SMM на другие био-
синтетические ферменты метионина слабо выражено или вообще отсут-
ствует. 

Таким образом, полученные результаты показали, что SMM ускоряет 
включение метки как в Д Н К , так и в Р Н К . Следовательно, положительный 
физиологический эффект SMM можно рассматривать как результат процес-
са ускорения синтеза нуклеиновых кислот. Неясно, однако, каким путем 
проявляется данный стимулирующий эффект: либо путем участия SMM 
в ускорении метилирования макромолекул [15], либо посредством других, 
еще не выясненных механизмов. 
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T H E I N F L U E N C E O F S - M E T H Y L M E T H I O N I N E O N T H E M E T A B O L I S M O F 
N U C L E I C A C I D S I N E S C H E R I C H I A COLI 
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I n s t i t u t e of B i o c h e m i s t r y , Academy of Sciences of the L i t h u a n i a n S S R , V i l n i u s 

The in f luence of S - m e t h y l m e t h j o n i n e / S M M / on m e t a b o l i s m of nuc le ic acids in 
E . coli M R E - 6 0 0 has been s t u d i e d . The in f luence of SMM was compared w i t h t h a t 
of me th ion ine . Add i t i on of SMM to the m e d i u m at the concen t ra t ion of 2.7- 10""6 M 
increased the inco rpora t ion of 5 - m e t h y l - 3 H - t h y m i d i n e in to D N A by abou t 20% and 
the incorpora t ion of 2 - 1 4 C-ur id ine in to the t o t a l R N A of the cel ls by abou t 4 7 % . 
The e l e c t r o p h o r e t i c s epa ra t ion of R N A in p o l y a c r y l a m i d e gels showed t h a t SMM sti-
m u l a t e d the inco rpora t ion of the label in to 4 S, 5 S, 16 S and 23 S R N A wi th d i f fe -
rent i n t e n s i t y . The h ighes t s t i m u l a t i o n of the label incorpora t ion has been observed 
in 16 S R N A . 
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НУКЛЕАЗНЛЯ АКТИВНОСТЬ СЫВОРОТКИ КРОВИ 
ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ И БОЛЬНЫХ С НЕКОТОРЫМИ 

ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
Л е н и н г р а д с к и й научно-исследовательский институт гематологии и п е р е л и в а н и я крови 

Вопрос об изменении активности сывороточной (РНК-азы) при заболе-
ваниях неопластической природы уже в течение ряда лет является предме-
том многочисленных исследований [1—6]. Имеющиеся литературные дан-
ные достаточно разноречивы и не позволяют прийти к однозначному за-
ключению о направленности изменений активности РНК-азы сыворотки 
крови при опухолевых заболеваниях. Одни исследователи не отмечали из-
менений РНК-азной активности в сыворотке крови больных с различной 
локализацией неоплазм 12, 3] , другие наблюдали заметное увеличение ак-
тивности этого фермента в сыворотке крови у онкологических больных [4], 
а также зависимость уровня РНК-азной активности от вида опухоли [71. 
Неоднозначны ее литературные данные об активности РНК-азы в сыворот-
ке крови больных лейкозами. Так, ряд исследователей [6, 8 j сообщают о 
значительном увеличении (в несколько раз) РНК-азной активности сыво-
ротки крови больных хроническим миелолейкозом, другие авторы 191 
установили повышение активности этого энзима только у 1 из 9 больных 
лейкозами. 

Все указанные данные базировались на измерении РНК-азной актив-
ности сыворотки крови с использованием в качестве субстрата реакции на-
тивной Р Н К (главным образом дрожжевой). В последние годы появились 
сообщения о целесообразности применения для этой цели синтетических 
полирибоиуклеотидов или их дуплексов (ПолиУ, полиЦ, полиУ—полиА). 
Подобная постановка опытов, по мнению предложивших ее авторов, позво-
ляет получать более воспроизводимые результаты, что обусловлено гомо-
генностью синтетических субстратов. Кроме того, деградация нативной Р Н К 
может быть результатом действия не одного, а нескольких ферментов раз-
личной специфичности, что затрудняет интерпретацию получаемых данных. 
Результаты, полученные группой авторов 110, 11], обобщивших большой 
экспериментальный материал (385 больных с опухолями различной лока-
лизации и 168 здоровых людей), свидетельствуют о достаточно высокой ин-
формативности и диагностической ценности определения сывороточных 
нуклеаз при использовании в качестве субстрата полиУ, полиЦ и полиУ— 
полиА, поскольку при всех опухолевых заболеваниях удалось выявить 
статистически достоверное увеличение этого показателя. 

Учитывая вышеизложенное, мы провели работу по изучению РНК-аз-
ной активности сыворотки крови больных с различными формами лейко-
зов — острым лейкозом (ОЛ), хроническим миелолейкозом (ХМЛ), хрони-
ческим лимфолейкозом (ХЛЛ), а также миелофиброзом (МФ) с использо-
ванием в качестве субстратов реакции как нативную Р Н К , так и синтети-
ческие полирибонуклеотиды. 

М е т о д и к а 

Сыворотки получали из крови здоровых лиц , а т а к ж е больных с различными 
формами лейкоза и МФ и использовали их в опытах в этот ж е день. Все обследованные 
больные находились в развернутой фазе з а б о л е в а н и я и не имели нарушений функции 
почек. 

Р Н К - а з н у ю а к т и в н о с т ь в сыворотке крови определяли спектрофотометрически 
тиониновым методом [12] , и с п о л ь з у я в качестве субстрата коммерческую д р о ж ж е в у ю 
Р Н К , предварительно освобожденную от низкополимерных примесей солевым осаж-
дением и последующим т р о е к р а т н ы м и переосаждением 7 0 % этанолом. Активность 
Р Н К - а з ы в ы р а ж а л и в условных единицах с н и ж е н и я оптической плотности при 625 им 
за 1 мин в расчете на t мл сыворотки . 
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Д л я определения нуклеазной активности использовали т а к ж е п о л и У и полиА 
фирмы «Реаиал» и п о л и У — п о л и А , полученную методом гибридизации односпиральных 
полинуклеотидов (полиУ и полиА) в д в у с п и р а л ь и ы е [9] . 

Н у к л е а з н у ю активность к синтетическим полирибопуклеотидам определяли опи-
санным методом [9] с некоторыми модификациями. Состав проб представлен в табл . 1. 
После инкубации к пробам д о б а в л я л и 2 и. Н С Ю 4 , с о д е р ж а щ у ю 20 мМ азотнокислого 
л а н т а н а (1 мл к пробам с п о л и У и 2 мл к пробам с поли У — п о л и А ) , и помещали их в ле-
д я н у ю баню на 15 Мин. Осадок отделяли центрифугированием, надосадочную жид-
кость осторожно с л и в а л и и разводили в 2 раза 1 и. Н С Ю 4 . Контрольные пробы были 

Т а б л и ц а 1 
Состав проб и условия определения нуклеаз-

ной активности полиУ и поли У 
полиА 

Компоненты 
и условия опытов 

Сыворотка крови, мл 
Трис-HCl-буфер (0,2 М 

соответственно 
рН 7,0 и 7,5), мл 

Вода, мл 
Бычий сывороточный 

альбумин (5 мг/мл), 
мл 

Полииуклеотидьт 
(2,5 мг/мл), мл 

Время инкубации, 
мин 

Температура инкуба-
ции, °С 

Нуклеазная активность 

полиУ 
полиУ — 

полиА 

0,01 0,1 

0 ,5 
0,3 

0,5 
0 ,3 

0,1 — 

0,1 0,1 

15 10 

25 37 

Т а б л и ц а 2 
Р Н К - а з н а я активность сыворотки крови 
при использовании в качестве субстрата 

нативной РНК 

Активность 
Сыворотка п РНК-азы п 

крови п в условных 
единицах 

г 

Здоровые 12 1 6 9 ± 12,2 
(120—238) 

— 

Больные: 
ХМЛ 5 4 4 4 ± 4 7 , 1 

(320—544) 
< 0 , 0 0 1 

Х Л Л 9 1 7 3 ± 1 9 , 7 
(90—320) 

> 0 , 5 

МФ 7 1 6 6 ± 2 1 , 9 
(80—242) 

> 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 
в скобках указаны пределы колебаний энзи-
ма ти ч ееко й акти ви ост и. 

аналогичны опытным, но Н С 1 0 4 вносили в них немедленно. Пробы фотометрировали 
при 260 им против воды и находили разность экстинкции между опытными и контроль-
ными пробами. З а единицу активности фермента принимали прирост оптической плот-
ности на одну оптическую единицу за 15 мин инкубации в расчете на 1 мл сыворотки . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В табл. 2 представлены данные об определении РНК-азной активности 
сыворотки крови при использовании в качестве субстрата дрожжевой Р Н К . 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что только при ХМЛ 
имеет место значительное (более чем в 2V2 раза) повышение РНК-азной ак-
тивности сыворотки крови. У всех больных этой группы активность фер-
мента была выше статистически определяемой (с 99 % долей вероятности, 
т. е. М + З о) верхней границы активности данного энзима в сыворотке 
крови здоровых доноров. При Х Л Л и МФ РНК-азная активность сыворот-
ки была близка к нормальным величинам, и только у 1 больного ХЛЛ она 
превышала границы нормы, определенной с 95 % вероятностью (т. е. М + 
+ 2 а). Следовательно, повышение активности сывороточной РНК-азы в 
отношении нативной Р Н К имеет место только при ХМЛ. 

Иные результаты были получены при изучении активности сывороточ-
ных нуклеаз с использованием синтетических полинуклеотидов (табл. 3). 

Прежде всего обращает на себя внимание тот факт, что нуклеазная 
активность сыворотки крови в значительной мере зависит от субстрата реак-
ции, и к полиУ она почти на порядок выше, чем к двуспиральному поли-
иуклеотиду полиУ—полиА. 

Исследования п о к а з а л и , ч т о п р и гематологических заболеваниях не 
имеется четкой корреляции между нуклеазной активностью к нативной 
Р Н К и синтетическим полинуклеотидам. Так, нуклеазная активность по 
отношению к полиУ оказалась заметно и статистически значимо выше во 
всех группах больных, чем у здоровых лиц. ПолиУ—полиА-нуклеазиая 
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активность сыворотки крови больных с различными формами лейкоза и 
МФ также была увеличена по сравнению с нормой, однако достоверное по-
вышение регистрировалось только у больных ОЛ. 

Таким образом, складывается впечатление, что определение нуклеазной 
активности с использованием в качестве субстрата полиУ является более 
специфическим тестом, позволяющим с большей долей вероятности судить 
о нарушении рибонуклеазной активности при лейкозах. 

Т а б л и ц а 3 

Нуклеазная активность сыворотки крови к синтетическим полинуклеотидам 

Обследованная группа 

Субстрат реакции 

Обследованная группа полиУ полиУ — полиА Обследованная группа 

М ± т п р М±т п р 

Здоровые 5 1 , 3 ± 3 , 6 13 7 , 8 ± 0 , 6 5 15 Здоровые 
(30,2—65,2) (3,5—11,4) 

Больные: 
О Л 78,6dz 12,5 7 < 0 , 0 5 1 1 , 6 ± 1,64 7 < 0 , 0 5 

(45,8—143,8) 
< 0 , 0 5 

(7,5—21,5) 
ХМЛ 9 5 , 9 ± 11,3 13 < 0 , 0 0 1 8 , 7 ± 0 , 8 7 13 > 0 , 2 

(51,2—193,0) (3,6—15,3) 
Х Л Л 1 0 4 , 4 ± 11,9 16 < 0 , 0 0 1 9 , 5 ± 0 , 9 7 16 > 0 , 1 

(47,4—187,4) (5,1—20,1) 
> 0 , 1 

МФ 1 2 9 , 5 ± 2 2 , 8 9 < 0 , 0 1 1 3 , 9 ± 3 , 7 9 > 0 , 0 5 
(67,4—238,2) (4,5—38,6) 

Не менее важным является и вопрос о том, у какого числа обследован-
ных больных имеет место изменение (повышение) активности сывороточной 
рибонуклеазы. Об изменении того или иного показателя при патологии с 
высокой степенью достоверности (95 %) можно судить, если он выходит за 
пределы нормальных значений, рассчитанных как М , г о р м а + 2 о. Мы про-
анализировали с этой точки зрения полученные результаты и определили, 
как часто в той или иной группе больных нуклеазная активность превы-
шает нормальный предел М + 2 а, т. е. 74 ед. для полиУ, 12,8 ед. для полиУ— 
полиА и 246,6 ед. для Р Н К (табл. 4). 

Из табл. 4 видно, что более чем у половины больных лейкозами и МФ 
нуклеазная активность к полиУ достоверно повышена, тогда как при ис-
пользовании полиУ—полиА ее процент был значительно ниже. Результаты 
классического определения РНК-азной активности в сыворотке крови, по-
лученные измерением гидролиза нативной РНК, оказались информативны-
ми только у больных ХМЛ. 

Повышение РНК-азной активности сыворотки к одному из субстратов 
не всегда сопровождалось аналогичными изменениями в отношении другого 
субстрата. Так, в ряде случаев у больных повышалась только полиУ-нукле-
азная активность, тогда как полиУ—полиА-нуклеаза была нормальной. 
Реже наблюдался противоположный эффект. Поэтому можно считать, что 
повышение нуклеазной активности у данного больного имеет место, если 
оно отмечается хотя бы к одному из субстратов (независимо от того, изме-
нилась ли активность фермента к другому субстрату). С учетом этой пред-
посылки процент больных с повышенной активностью нуклеаз возрастает 
до 57,1 при ОЛ, 76,9 при ХМЛ и 75 при ХЛЛ. 

Таким образом, наши данные свидетельствуют о существовании опре-
деленной взаимосвязи между нуклеазной активностью сыворотки крови и 
заболеваниями крови неопластической природы. Использование синтети-
ческих полинуклеотидов (особенно полиУ) позволяет выявить повышение 
нуклеазной активности гораздо более четко, чем это регистрируется с по-
мощью классического метода определения эизиматической деградации на-
тивной Р Н К . 
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Трудно сказать, чем обусловлено повышение активности сывороточной 
РНК-азы при патологии системы крови. Поскольку известно, что источни-
ком РНК-азы могут быть белые клетки крови 113 ], можно предположить, что 
их повышенный распад при лейкозах приводит к изменению нуклеазной 
активности сыворотки крови. Возможно, что как и у больных раком, уве-
личение нуклеазной активности при лейкозах происходит за счет появления 
в сыворотке крови РНК-аз, отсутствующих в норме [14]. 

Повышение активности РНК-азы может играть определенную защит-
ную роль. Так, имеются данные, что сывороточные РНК-азы разрушают 
вирусные Р Н К и тем самым подавляют инфекциониость и размножение он-

Т а б л и ц а 4 

Количество больных с повышенной активностью сывороточных нуклеаз, установленной 
при использовании различных субстратов 

Диагноз 
Повышение нуклеазной активности к различным субстратам 

Диагноз 
РНК полиУ полиУ— полиА 

ОЛ 
ХМЛ 
Х Л Л 

МФ 

5 из 5 (100%) 
1 из 9 (11,1%) 
0 из 7 

3 из 7 (42,8%) 
8 из 13 (61,5%) 

11 из 16 (68 ,7%) 
7 из 9 (77,8%) 

2 из 7 (28,5%) 
2 из 13 (15,4%) 
2 из 16 (12,5%) 
3 из 9 (33,3%) 

корнавирусов 115, 16]. Показано также, что РНК-азы сыворотки крови 
больных опухолями (в отличие от РНК-аз сыворотки здоровых людей) 
могут взаимодействовать с обратными транскриптазами опухолеродных 
РНК-содержащих вирусов с образованием неактивного комплекса и тем 
самым контролировать их способность к интеграции в геном клетки-хозяи-
на [17]. Вопрос о том, какая из перечисленных причин является основной 
в повышении РНК-азной активности при заболеваниях крови опухолевой 
природы, остается открытым, и для его решения необходимы дальнейшие 
исследования. 
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N U C L E A S E A C T I V I T Y O F B L O O D S E R U M F R O M H E A L T H Y P E R S O N S A N D 
F R O M P A T I E N T S W I T H SOME H E M A T O L O G I C I M P A I R M E N T S 

M. N. Blinov, I. S. Luganova, A. D. Vladimirova 

I n s t i t u t e of H e m a t o l o g y and Blood Trans fus ion , Leningrad 

Nuclease a c t i v i t y was s t u d i e d us ing as a s u b s t r a t e n a t i v e R N A as well as synthe-
t ic po ly r ibonuc leo t ides po lyU and po lyU-po lyA in blood se rum of h e a l t h y persons and 
of pa t i en t s w i t h leukoses and m y e l o f i b r o s i s . In the hemato log ic i m p a i r m e n t s no di-
s t inc t cor re la t ion was observed between the nuc lease a c t i v i t y wi th e i ther n a t i v e R N A 
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or the po ly r ibonuc leo t ides as s u b s t r a t e s . The R N A a s e a c t i v i t y was m a r k e d l y increased 
only under condi t ions of chronic myeltoleukosis , whereas a s ign i f i can t increase in the 
nuc lease a c t i v i t y us ing po lyU was found in 42 .8% of the p a t i e n t s w i t h acu te leukos is , 
in 61 .5% of the pa t i en t s wi th chronic mye lo l eukos i s , in 68,7% of the pa t i en t s w i t h 
chronic l y m p h o i d ! kosis and in 77 .8% of the p a t i e n t s w i th mye lo f ib ros i s ; the e leva t ion 
in the nuc lease a c t i v i t y w i th p o l y l i - p o l y A as a s u b s t r a t e observed in 2 8 , 5 % , 15 ,4%, 
12,5% and 33 .3% of the pa t i en t s , r e spec t ive ly . 

УД к 6 16-008.938.57-07:616. 155.1-008.931:577.152.2]-074 

JI. А. Александрова, A.M. Шапошников 

АКТИВНОСТЬ ПУРИИФОСФОРИБОЗИЛТРАНСФЕРАЗ ЭРИТРОЦИТОВ 
ПРИ СИНДРОМЕ ЛЕШ — НИХАНА 

Отдел биохимии Центральной научно-исследовательской л а б о р а т о р и и I Ленинград-
ского медицинского института им. а к а д . И . П . П а в л о в а 

Классический вариант сиидрома Леш — Нихана (СЛН) характеризует-
ся различной степенью умственной отсталости, агрессивным или аутоагрес-
сивным (деструктивным) поведением, хореоатетозными гиперкинезами, 
гиперурикемией и отложением мочевой кислоты (МК) в тканях [ I ] . Дест-
руктивное поведение проявляется в откусывании губ, вырывании ног-
тей или откусывании фаланг пальцев рук, а также в повреждении других 
частей своего тела. Агрессивность больных направлена на самих себя, а так-
же на окружающих людей и предметы. Заболевание наследуется рецессив-
ным путем, сцеплено с полом, т. е. молекулярный генетический дефект на-
ходится в Х-хромосоме [2], поэтому большинство больных мужского пола. 
Установлено, что при классической форме СЛН полностью отсутствует 
или резко снижена активность гипоксантингуанинфосфорибозилтрансфера-
зы (ГГФРТ; КФ 2.4.2.8)—фермента, необходимого для нормального синтеза 
пуриннуклеотидов, что и ведет к увеличению уровня МК в организме больно-
го [3]. Характерно, что отсутствие активности ГГФРТ сопровождается не-
которым увеличением активности аденинфосфорибозилтрансферазы (АФРТ; 
КФ 2.4.2.7) [4]. Эти пуринфосфорибозилтраисферазы катализируют реак-
ции реутилизации пуриновых оснований (гуанина, гипоксантииа и адеиина) 
с образованием соответствующих мононуклеотидов (ГМФ, ИМФ и АМФ). 
Гетерогенность мутаций структурного гена ГГФРТ при СЛН показана при 
изучении синтеза и свойств этого фермента и влияния различных мутант-
ных вариантов фермента на регуляцию обмена пуринов 15]. Генетическая 
гетерогенность СЛН проявляется не только синтезом различных мутант-
ных вариантов ГГФРТ, но и нарушением активности других ферментов: 
АФРТ [6, 7 1, сиитетазы и амидотрансферазы, фосфорибозилпирофосфата 
(КФ 2.7.6.1; КФ 2.4.2.14) [8, 9] . Наличие молекулярных дефектов при СЛН 
с однотипной клинической картиной требует точной дифференциальной 
диагностики молекулярного дефекта у каждого больного, так как от этого 
зависит выработка конкретных терапевтических мероприятий. Гиперури-
кемия обнаружена также при различных патологических состояниях на-
следственной природы [10]. 

В задачу настоящей работы входило выявление первичного фермента-
тивного дефекта и степени его влияния на фенотипическое проявление у 
больных с СЛН, а также определение активности пуринфосфорибозилтранс-
фераз у больных с гиперурикемией разной этиологии. Следует отметить, 
что такое исследование у нас в стране проведено впервые. 

М е т о д и к а 

В ы я в л е н и е б о л ь н ы х с С Л Н проводили среди контингента умственно осталых лю-
дей м у ж с к о г о пола с наличием основных симптомов болезни. О наличии н а р у ш е н и я 
обмена п у р и н о в судили, по с о д е р ж а н и ю МК в крови и моче. У ч и т ы в а я специфическую 
к а р т и н у н а р у ш е н и я поведения и психоневрологических расстройств при С Л Н , конт-
р о л ь н у ю г р у п п у составили здоровые дети и взрослые мужского пола (32 человека в 
возрасте от I 1 / 2 до 15 лет и 45 человек в возрасте от 18 до 50 лет соответственно) , а т а к ж е 
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30 больных с умеренной отсталостью (фенилкетонурия у 9, недифференцированные оли-
гофрении у 21), а т а к ж е 53 больных с параноидной формой шизофрении, 22 больных 
эпилепсией , 30 больных хроническим алкоголизмом, 21 больной ревматизмом и 48 боль-
ных с различными формами псориаза . Определение МК в сыворотке крови и моче про-
водили у р и к а з н ы м спектрофотометрическим методом [11 ]. Активность Г Г Ф Р Т и А Ф Р Т 
о п р е д е л я л и в гемолизатах эритроцитов . Д л я предотвращения свертывания крови ис-
пользовали 15% раствор версена . Гемолизат получали д в у к р а т н ы м з а м о р а ж и в а н и е м 
и оттаиванием предварительно отмытых 0,154 М раствором NaCl эритроцитов . Д л я 
проведения реакции приготавливали реакционную смесь следующего состава : 
0 ,30 мкмоль 8- 1 4 С-гипоксантина или 0,85 мкмоль 1 4С-8-аденина; 0,25 фосфорибозил-
пирофосфата ( Ф Р П Ф ) фирмы «Calbiochem» или эквивалентное количество Ф Р П Ф , 
синтезированного по методу В. Н . Филипповой [12] ; 50 мМ трис-НС1-буфер рН 7,4, 
содержащий 0,1 MgCI2 и 250—400 мкг белка гемолизата эритроцитов . Общий объем 
пробы 0,4 мл. И н к у б а ц и ю проводили при 37° С в течение 15 мин. Р е а к ц и ю останавли-
вали внесением 0,1 мл 5 0 % Т Х У . Реакционную депротеинизированную смесь разде-
л я л и с помощью горизонтального высоковольтного электрофореза на бумаге ватман 
ЗММ в 0,02 М цитратиом буфере рН 6,0 при н а п р я ж е н и и 5 кВ в течение 20 мин. Про-

Т а б л и ц а 1 
Климико-биохимические показатели больных с синдромом Леш Пихана 
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крови, % 
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мг./сут ГГФРТ АФРТ 

С. 
Ф. с. 
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ф. д . 
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9,1 
7,5 
8.5 
9,0 
5.6 
3,8 
0,8 
4,8 
7.7 

1138 
1125 
750 
500 
180 
24* 
14* 
63* 
93* 

0 
120 
118 
122 
63 
14 
56 

110 
129 

5 
235 

26 
30 
21 
32 
20 

Здоровые дети 3,2±0,33 645± 18 121±3,2 2 5 ± 3 Здоровые дети 
(32) (32) (28) (18) 

Ол и гофрены l V 2 - 3,4±0,30 27,2±3,2* 119±5,3 24±3,0 Ол и гофрены 
15 (9) (54) (6) (6) 

* Содержание МК в моче выражено в миллиграмм-процентах. В скобках указано число боль-
ных. 

Л р и м е ч а и и е. И — идиотия; ИМ — имбецильиость; Д — дебильность. 

д у к т реакции 1 4 С-ИМФ или 1 4 С-АМФ в ы я в л я л и в УФ-свете . П я т н а , соответствующие 
у к а з а н н ы м нуклеотидам, вырезали и считали радиоактивность на с ц и и ц и л л я ц и о н -
ном счетчике ИЗОКАП-ЗОО (США). Контролем с л у ж и л а проба, с о д е р ж а щ а я Ф Р П Ф . 
Активность Ф Р П Ф - т р а и с ф е р а з в ы р а ж а л и в наномолях 1 4 С - И М Ф или 1 4 С - А М Ф , обра-
зованных за 1 ч в расчете на I мг белка гемолизата эритроцитов . С о д е р ж а н и е б е л к а 
определяли по методу Л о у р и [13] . Статистическую обработку данных п р о в о д и л и по 
общепринятому методу с учетом к р и т е р и я Стыодента [14] . Д л я изучения в л и я н и я 
N a F на активность Г Г Ф Р Т в р е а к ц и о н н у ю смесь д о б а в л я л и N a F , р а с т в о р е н н ы й в 
50 мМ трис-НС1-буфере р Н 7,4 в конечных концентрациях 5 и 20 мМ. С т а б и л ь н о с т ь фер-
мента изучали , и з м е р я я активность Г Г Ф Р Т в гемолизатах , в ы д е р ж а н н ы х при 4 °С в те-
чение 24, 48 и 72 ч. Исследование температурной чувствительности Г Г Ф Р Т п р о в о д и -
ли путем прогревания гемолизата при 60 °С в течение 5, 10 и 15 мин и и з м е р я я а к т и в -
ность фермента в обычных у с л о в и я х . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В результате проведенного обследования было выявлено 9 мальчиков с 
клинической картиной, характерной для СЛН (табл. 1). 

Умственная отсталость в степени идиотии установлена у 5 больных, 
имбецильиость — у 2 и дебильность — у 2 больных. У всех обследованных 
наблюдалось аутоагрессивное и (или) агрессивное поведение, имелись де-
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фекты верхней и (или) нижней губы, языка, у 3 больных отсутствовали ног-
тевые фаланги I и 11 пальцев рук, а у 4 — ногти на руках из-за постоянного 
грызения и кусания. У 4 больных аутоагрессивное поведение сочеталось с 
агрессивным. Все больные имели дисплазию зубов и выраженную дизарт-
рию. Поражение экстрапирамидной системы мозга представлено у боль-
шинства больных хореоатетозными гиперкинезами, парезами верхних или 
нижних конечностей. У 1 больного имелись деформации коленных, лучеза-
пястных и голеностопных суставов. 

Из табл. I видно, что у 7 больных имелась гилерурикемия, у 1 ги-
поурикемия и у 1 содержание МК в сыворотке крови практически не отли-
чалось от уровня в крови 
здоровых детей. Экскреция 
МК с мочой у 5 больных 
была увеличена, у 1 
резко снижена, у осталь-
ных не отличалась от по-
казателей у здоровых де-
тей. 

Как видно из табл. 2, 
гиперурикемия у больных 
с недиффе р енцир ов а ии о й 
0 л и гофр е и и ей, ш и зофр е -
нией, эпилепсией, хрони-
ческим алкоголизмом и 
псориазом имелась в 72, 
13, 34, 63, 57 и 50% наб-
людений. При СЛН ги-
перурикемия обнаружена 
у 55% больных. Эти дан-
ные показывают, что пока-
затель уровня МК в крови 
является необходимым, так 
как свидетельствует о на-
рушении обмена пуринов, 
и о недоста точ но и и фо р м а -
тивным для диагностики 
СЛН. При определении ак-
тивности ГГФРТ в гемоли-
затах эритроцитов боль-
ных с СЛН установлено, 
что активность фермента 
у 1 больного отсутствова-
ла, у 2 была снижена на 
50%, у 1 — на 85%, а у 5 была в пределах нормы. Активность АФРТ у 2 
больных была увеличена на 20%, у 1 — на 84%, у 2 снижена на 20%, у 
1 на 80% и у 1 не изменена. 

При обследовании родителей больных с СЛН существенных изменений 
не найдено (табл. 3), за исключением отца больного и матери больного Ч. , 
у которых активность АФРТ была увеличена на 36% по сравнению с контро-
лем. Содержание МК в сыворотке крови у матери больного Ф. Д. и матери 
больного 3. оказалось выше, чем у здоровых людей, на 37 и 17% соответст-
венно. 

Исследование влияния NaF на активность ГТФРТ показало, что у здо-
ровых людей это соединение ингибирует активность фермента при концент-
рациях 5 и 20 мМ на 6 и 30% соответственно. Как видно из табл. 4, у боль-
пых Ч. и 3 . активность фермента снижалась при указанных концентрациях 
NaF на 21, 49, 27 и 70% соответственно. У родителей больного Ч. и матери 
больного 3 . NaF ингибировал активность ГГФРТ так же, как и у здоровых 
людей (табл. 4). 

Т а б л и ц а 2 

Содержание МК в сыворотке крови, частота гипер-
урикемии (ГУ) и активность ГГФРТ и АФРТ эри-
троцитов (в нмоль на 1 мг белка за 1 ч) при патологи-

ческих состояниях 

Диагноз 
Соде р ж а -

иие МК, 
мг% 

Ч
ас

то
та

 
Г

У
, 

%
 Активность 

на 1 мг бел1 

ГГФРГ 

, и м о л ь 
ка за 1 ч 

АФРТ 

Недифферен-
цированная 
олигофрения: 

взрослые 5 , 0 ± 0 , 3 0 1 3 6 ± 8 , 0 2 3 ± 3 , 0 
(12) 72 (10) (10) 

дети 3 , 4 ± 0 , 3 3 1 1 9 ± 5 , 3 2 4 ± 3 , 0 
(9) 0 (П) (<>) 

Шизофрения, 
параноидная 4 , 7 ± 0 , 2 1 2 6 ± 3 , 8 2 4 ± 0 , 4 
форма (53) 13 (58) (Г,8) 

Эпилепсия 5 , 9 ± 0 , 3 9 34 1 4 2 ± 5 , 6 2 3 ± 1,55 
(23) (2Г,) (25) 

Хронический 8 , 2 ± 0 , 1 8 63 121 ± 10,0 2 4 ± 1 , 6 
алкоголизм (30) (5) (П) 

Псориаз б ; 8 ± 0 , 2 0 50 118=1=2,5 
(48) (48) 

Ревматизм 7 , 7 ± 0 , 4 8 57 

Здоровые 
взрослые в 
возрасте 18— 
50 лет 

4 , 5 ± 0 , 2 0 1 2 1 ± 3 , 6 
(25) 

2 5 ± 2 , 5 
(28) 

П р и и е ч а и и е. В скобках указано число больных. 
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Исследование стабильности ГГФРТ (см. рисунок, А) показало, что при 
хранении гемолизата при 4 °С активность фермента эритроцитов здоровых 
людей снижалась и через 72 ч составляла всего 28% от исходной. В то же 
время активность фермента эритроцитов больных 3. и Ч. пропала полностью 
соответственно через 48 и 72 ч. Изучение температурной чувствительности 
ГГФРТ эритроцитов здоровых людей и больных с СЛН показало (см. рису-
нок, Б), что у больного Ч. фермент отличался большей, а у больного 3. мень-
шей термостабильностью по сравнению с ГГФРТ здоровых людей. 

Т а б л и ц а 3 

Содержание МК в сыворотке крови и моче и активность ГГФРТ и АФРТ эритроцитов у 
больных с CJIИ и их родителей 

Содержание МК Активность, нмоль 
на 1 мг белка за 1 ч 

Семья 
Возраст, 

Семья годы 
в моче, 
мг/сут в крови, мг% в моче, 
мг/сут ГГФРТ АФРТ 

Больной Ч. 
Его родители: 4 5,6 180 63 26 

мать 32 5,4 106 32 
отец 32 6,4 120 28 

Больной К. 14 8,5 750 118 235 
Его родители: 

мать 48 5,0 476 — — 

отец 47 5,8 525 — — 

Больной Ф. Д . 5 9 , 0 500 122 — 

Его родители: 
мать 35 6,6 517 — — 

Больной 3 . 5 7,7 93 129 20 
Его родители: 

мать 37 5,6 112 25 
Больной И. 6 3,8 24 14 30 
Его родители: 

отец 32 4,5 98 34 

Здоровые люди: 
мужчины 5,7=ь0,4 767dz137 мужчины 

25—50 (23) (12) 1 2 1 ± 3 , 6 2 5 ± 2 , 5 
женщины 4,8=Ь0,4 

(19) 
7 2 5 ± 7 4 

(22) 
(25) (28) 

Таким образом, проведенные исследования показали, что у всех боль-
ных с СЛН имеются различные нарушения активности ФРПФ-трансфераз, 
что свидетельствует о неоднородности генетического дефекта. Наряду с пол-
ным отсутствием активности ГГФРТ (больной С.) наблюдались частичная 
недостаточность (больные И., Е. и Ч.) и нормальная активность этого фер-
мента (больныеЗ., Ф. С., Ф. Д. и К.). Каждая из форм фермента, по-видимому, 
связана с синтезом различных по структуре, каталитическим и физико-хими-
ческим свойствам молекул фермента. Об этом свидетельствует обнаружение 
форм фермента с нормальной активностью, но с измененными ингибиторны-
ми свойствами и повышенной термостабильностью (больной 3.), а также ва-
риант ГГФРТ с пониженной активностью, повышенной термоустойчивостыо 
и снижением устойчивости при хранении (больной Ч.). В настоящее время 
известно около 20 форм ГГФРТ, различающихся между собой по кинети-
ческим, электрофоретическим, ингибиториым свойствам, а также гю термо-
стабильиости и оптимуму рН 115—18 I. Столь большое разнообразие дефек-
тов ГГФРТ создает необходимость изучения ряда физико-химических свойств 
фермента для идентификации варианта фермента в каждом отдельном 
случае. Выявление АФРТ с высокой активностью у больного К. свидетель-
ствует о наличии у него редкого варианта синдрома. Нарушение каталити-
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ческих свойств этого фермента может быть вызвано как изменением струк-
туры каталитического центра, так и ускорением синтеза этого фермента. Ус-
тановлено, что при СЛН, кроме нарушений обмена пуринов, изменен мета-
болизм биогенных аминов (БА) 1191. Наличие изменений активности ГГФРТ 

Ингибироваи 
гон больных 

Семья 

Больной Ч . 
Его родители 

мать 
отец 

Больной 3 . 
Его родители 

мать 

Здоровые л 
(п 5) 

при эпилепсии также связано с нарушением метаболизма БА [20]. Явля-
ется ли нарушение метаболизма БА первичным, а изменение активности 
ГГФРТ вторичным, или наоборот, покажут дальнейшие исследования. 
Вариабельность первичных энзиматических дефектов при СЛН свиде-
тельствует о значительной гетерогенности синдрома и обусловливает инди-
видуальные особенности обмена МК и разнообразие клинических про-
явлений. 
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Т а б л и ц а 4 

не активности ГГФРТ эритроци-
с СЛН, их родителей и у здоровых 

людей 

0.И 

Активность ГГФРТ, 
нмоль на 1 мг белка за 1 а 

без NaF 5 мм NaF 20мм NaF 

63 

106 
120 
129 

112 

123=h4,5 

50 

100 
110 
94 

108 

116±4 ,2 

32 

85 
100 
39 

95 

8 6 ± 5 , 0 

юо 

24 4в 7Z 

Стабильность (Л) и термическая 
и н а к т и в а ц и я (Б) Г Г Ф Р Т э р и т р о ц и -
тов больных с С Л Н и здоровых л ю -

дей. 
По оси абсцисс — время (А — в ч; Б — 
в мин); по оси ординат — активность 
ГГФРТ (в % от исходной). / — ГГФРТ 
здоровых людей; 2 — ГГФРТ больного Ч.; 

v _ ГГФРТ больного 3 . 
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A C T I V I T Y , O F E R Y T H R O C Y T E P U R I N E P H O S P H O R I B O S Y L T R A N S F E R A S E S 

IN L E S H - N Y H A N S Y N D R O M E 

L. A. Alexandrova, A. M. Shaposhnikov 

Depar tmen t of B iochemis t ry , Centra l Research L a b o r a t o r y , I. P . P a v l o v Medical School , 
Leningrad 

The Lesh-Nyhan syndrome was de tec ted in n ine boys among a cont ingent of 
m e n t a l l y r e t a r d e d pa t i en t s . Var ious impa i rmen t s of pur ine bases r eu t i l i za t ion were ob-
senee and par t i a l def ic iency in a c t i v i t y of guan ine h y p o x a n t h i n e phosphor ibosy l t ran-
s fe rase , h y p e r a c t i v i t y of aden ine phosphor ibosy l t r ans fe rase as wel l as normal a c t i v i t y 
bu t a l t e red s t a b i l i t y and s e n s i t i v i t y to i nh ib i t o r s of guanine h y p o x a n t h i n e phospho-
rybosyl t r ans fe rase . These data suggest d i s t inc t he te rogene i ty in the Lesh-Nyhan pa-
t ien ts . 

УДК 576.851.48.098.31:577.152.314 

Ii. Г. Лопатина, И. И. Никольская, Е. Д. Свердлов, С. С. Двбов 

ИЗУЧЕНИЕ САЙТ СПЕЦИФИЧНОСТИ ДНК МЕТИЛАЗ АДЕНИНД 
ИЗ КЛЕТОК Е. COLI 

Л а б о р а т о р и я эпзимологии АМН СССР, Москва 

Ранее было показано присутствие в клетках Е. coli СК 5 индивидуаль-
ных ДНК-метилаз, 2 из которых метилируют цитозин с образованием 5'-ме-
тилцитозина (5-МЦ) и 3 — аденин с образованием б'-метиламинопурина 
(6-МАП) И I. ДНК-метилазы аденина отличаются по сродству к катиоииту 
и при хроматографии на фосфоцеллюлозе Р-11 (ФЦ-Р11) элюируются раз-
личными концентрациями NaCl — Q, 16, 0,23 и 0,7 М. В соответствии 
с этим исследуемые ферменты были обозначены как ДМ-А1 0 , ДМ-А2 3-и 
ДМ-А70. Однако полученные результаты не давали достаточной информации 
для того, чтобы решить вопрос, являются ли эти ферментные фракции изо-
ферментами или это ферменты, отличающиеся по специфичности к метили-
руемой последовательности. 

Для решения поставленной задачи в настоящем исследовании использо-
вали два метода: метод дополнительного метилирования, с помощью кото-
рого были получены косвенные данные в пользу того, что в изученном объек-
те присутствуют аденинспецифические метилазы, отличающиеся по сайт-
специфичности, а также метод ближайших соседей, в результате применения 
которого на примере ферментов ДМ-А2 3 и ДМ-А7 0 были получены прямые до-
казательства этого положения. 

М е т о д и к а 

Донором метил ьиых групп с л у ж и л ^Н-З-аденозил-Ь-метионин (3FI-SAM) фирмы 
«Amersham» (Англия) с удельной радиоактивностью 7,9 Ки/ммоль . Дезоксинуклео -
зидтрифосфаты 5 ' ( а -Р 3 2 ) — препараты фирмы «Amersham». 

Д Н К тимуса — коммерческий препарат фирмы «Calbiochem» (США). Фермент-
ные препараты — б а к т е р и а л ь н а я щелочная фосфатаза , фосфодиэстеразы селезенки 
и змеиного яда , Д Н К - а з а I и Д Н К - а з а I I — препараты фирмы «Wor th ing ton» (США). 
Фосфоцеллюлоза Р-11 ( Ф Ц - Р И ) — коммерческий препарат фирмы « W h a t m a n » . Тон-
кослойную хроматографию вели на пластинах с ДЭАЭ-целлюлозой фирмы «Reanal» 
(Венгрия) . Д л я авторадиографии использовали пленку РТ-1 отечественного произ-
водства. Радиоактивность просчитывали на фильтрах G F / C фирмы « W h a t m a n » . 
К у л ь т у р у клеток Е . coli СК в ы р а щ и в а л и на синтетической среде М-9 [2] до стационар-
ной фазы роста. Получение и н д и в и д у а л ь н ы х ф р а к ц и й фермента с помощью хромато-
графии на ФЦ-Р11 проводили по методике, описанной ранее [1] . Метилирование ак-
цепторной Д Н К in v i t ro проводили, к а к описано ранее [1 ] . Д л я удаления концевых 
фосфатных групп 0 ,2 мг Д Н К и н к у б и р о в а л и с 2 ,5 ед. активности щелочной фосфатазы. 
Ограниченный гидролиз-«никирование» Д Н К проводили с помощью и н к у б а ц и и субст-
рата с Д Н К - а з о й I I из расчета 2 ед. активности фермента на 0 ,5 мг Д Н К . Д Н К - а з у I I 
использовали д л я п о л у ч е н и я олигонуклеотидов с 3 ' -концевыми фосфатными группами, 
при этом 0,5 мг Д Н К и н к у б и р о в а л и с 1,5 ед. фермента. 

«Ник»-трапсляцию Д Н К проводили в присутствии 5 ед. активности Д Н К - п о л и -
меразы I и 1,5 м к К и одного из четырех ( а -Р 3 2 ) и трех немеченых дезоксинуклеозид-
трифосфатов. При хроматографии З ' -дезоксииуклеозидмонофосфатов использовали 
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п л а с т и н ы с F N D - ц е л л ю л о з о й . Р а с т в о р и т е л ь д л я п е р в о г о н а п р а в л е н и я и з о м а с л я н а я 
к и с л о т а — а м м и а к — в о д а ( 6 6 : 1 : 3 3 ) , д л я в т о р о г о н а п р а в л е н и я Н С 1 — п р . о п а н о л -
в о д а ( 1 7 , 6 : 6 8 : 4 , 4 ) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как указывалось выше, косвенные данные в пользу того, что в иссле-
дуемом объекте присутствуют аденинспецифические метилазы, отличаю-
щиеся по сайт-специфичности, были получены с помощью теста дополнитель-

имп 

РИС.1 
30 60 90 120 мин 

Р и с . I . С р а в н е н и е с а й т - с п е ц и ф и ч н о с т и Д Н К - м е т и л -
а з а д е н и н а Е . c o l i С К 

По оси абсцисс — время инкубации в присутствии a H-SAM 
(в мин); по оси ординат — радиоактивность, а: I — метили-
рование Д Н К ДМ-А, 0 , 2 — Д Н К ДМ-Ааа, 3 — совместное 
действие ферментов; б: / — метилирование Д Н К ДМ-А2 ;„ 
2 — Д Н К ДМ-А 7 о , 3 — совместное действие ферментов; 
в: 1 — метилирование Д Н К ДМ-А 1 о . 2 — Д Н К ДМ-А7«, 3 — 

совместное действие ферментов. 

dA<p 
сШ1АП(р щ 

dCtp 

t.fGtp 

f г а 

dAcp 

Ш 

dT(p 

1 
dfiMAfltp щ 

dUp 

dGtp 

т 6 
dAcp 

т 

Р и с . 2 . А в т о р а д и о г р а м м ы 3 ' - Р 3 2 - М Н Д , п о л у ч е н н ы х tfgm rfftp 
п р и г и д р о л и з е Р § 2 - Д Н К ф а г а Я, с о д е р ж а щ и х 6 -

М А П . 
а — авторадиограмма Я'-Р 3 2-МНД, полученных после фос-
фодиэстеразного гидролиза Д Н К - Р 3 2 - Т , метилированной 
ДМ-А 2 а ; б — то же для Д Н К - Р 8 2 - Г , метилированной ДМ-
А7о; в — то же для иеметилированной Д Н К - Р 8 2 - Г . Р 8 2 - Д Н К 
фага К подвергали исчерпывающему гидролизу фосфодиэсте-
разой селезенки и полученные 3 ' -Р 8 2 -МНД разделяли с 
помощью тонкослойной хроматографии на пластинах с 
FND-целлюлозой. Растворитель в I направлении изомас- Jt t fe 
ляиая кислота — N Н 4 0 Н — Н 2 0 (66 : 1 : 33) во II иаправ- А ШШ 
лении HC1 — пропаиол — Н 2 0 (17,6 : 68 : 14,4) [4.1. Плас- L * ^ ^ g 
тины авторадиографировали в течение 6 — 8 ч. Величины Ry 
для стандартных З ' -МНД в используемых растворителях оп-

ределяли в модельных экспериментах. 

dGcp 

\ 

РИС 1 

ного метилирования, модифицированного ранее Никольской 13). 
В этой серии экспериментов с помощью теста дополнительного ме-
тилирования сравнивали специфичность к метилируемой последовательно-
сти Д М - А , , с ДМ-А23 , ДМ-А2 3 С ДМ-А, о и ДМ-А г о с ДМ-А7 0. Согласно пред-
ложенной схеме эксперимента по дополнительному метилированию, опытная 
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проба содержала акцепторную Д Н К , 3H-SAM и два фермента, специфич-
ность которых нужно было сравнить. В двух контрольных пробах акцептор-
ная Д Н К инкубировалась с каждым из ферментов в отдельности. В том слу-
чае, если ферменты узнают разные последовательности в молекуле Д Н К , 
их совместное действие будет равно сумме действий каждого из ферментов 
в отдельности. Результаты этой серии экспериментов представлены на рис. 1, 
а — в . Как видно из рис. 1, а, при метилировании Д Н К тимуса ферментом 
ДМ-Aj 6 за 1 ч реакция выходит на плато и радиоактивность пробы достигает 
1100 имп/мин (кривая /) , а при использовании ДМ-А2з радиоактивность 
Д Н К составляет 2215 имп/мин (кривая 2). Совместное действие ферментов 
приводит к повышению радиоактивности до 3250 имп/мин (кривая 3), что 
практически равно сумме действий каждого из ферментов в отдельности. 
Идентичные результаты были получены при сравнении сайт-специфичности 
ДМ-А 2 3 И ДМ-А 7 0 (СМ. рис. 1, б) и ДМ-А 7 0 И ДМ-А 1 0 (СМ. рис. 1, в). И в том 
и в другом случае совместное действие метилаз в пределах ошибки опыта 
обеспечивало уровень радиоактивности Д Н К , соответствующий суммарно-
му действию двух ферментов. Следовательно, ферменты ДМ-А 1 0 , ДМ-А 2 3 
и Д М - А 7 о отличаются по сайт-специфичности и способны одновременно и без 
помех метилировать акцепторную Д Н К . 

Прямые доказательства этого положения были получены на примере 
ферментов ДМ-А 2 3 и ДМ-А70 при исследовании метилируемой ими дииук-
леотидной последовательности в составе сайта узнавания. С этой целью мы 
использовали метод анализа ближайших соседей, предложенный Корибер-
гом и соавт. 14 I. В этой серии экспериментов, согласно стандартной методи-
ке, предварительно «пикированную» Д Н К фага X инкубировали с одним из 
четырех 5' (а-Р32)-дезоксинуклеозидтрифосфатов в присутствии ДНК-поли-
меразы 1. Таким образом, нами было получено и проанализировано 4 об-
разца Д Н К , каждый из которых был мечен по одному из 5'-Р32-дезоксимо-
нонуклеотидов (5 /-Р3 2-МНД). Затем проводили метилирование каждого об-
разца Д Н К ферментами ДМ-А 2 3 и ДМ-А 7 0 . Далее метилированную Д Н К 
гидролизовали ДНК-азой II и фосфодиэстеразой селезенки до 3 ' -Р 3 2-МНД. 
В результате гидролиза меченый фосфат переносился из 5'-положения одного 
нуклеотида в З'-положение соседнего. В том случае, если этим соседом был 
6-метиладенин, он оказывался меченным по Р 3 2 с З'-конца. 

Анализ полученных 3 ' -Р 3 2 -МНД показал, что появление пятого пятна, 
подвижность которого соответствовала подвижности 3'-Р32-6-МАП, отме-
чалось лишь в двух случаях: при метилировании ДМ-А2 3 Д Н К , содержа-
щей 5'-Р3 2-Т (рис. 2, а), и ДМ-А 7 0 Д Н К , содержащей 5'-Р3 2-Г (рис. 2, б). 
Авторадиограммы остальных опытных проб не отличались от контроля 
(рис. 2, в). Из изложенного следует, что метилаза ДМ-А 2 3 метилирует аде-
нин, З'-концевым соседом которого является тимин-5' . . .А—Т.. .З ' , а фермент 
ДА/1-А70 метилирует аденин, З'-концевым соседом которого является гуанин-
5 ' . . .А—Г. . .З ' . 

Таким образом, нами были получены прямые доказательства существо-
вания в клетках Е. coli СК метилаз аденина, различающихся по специфич-
ности к метилируемой последовательности. 
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пластины с F N D - ц е л л ю л о з о й . Растворитель д л я первого н а п р а в л е н и я и з о м а с л я н а я 
кислота — аммиак — вода (66 : 1 : 33), д л я второго н а п р а в л е н и я НС1 — пропанол — 
вода (17,6 : 68 : 4,4). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как указывалось выше, косвенные данные в пользу того, что в иссле-
дуемом объекте присутствуют аденинспецифические метилазы, отличаю-
щиеся по сайт-специфичности, были получены с помощью теста дополнитель-

н о / 

_1_ 
30 60 90 120 мин 

Рис. 1. Сравнение сайт-специфичности Д Н К - м е т и л -
аз аденина Е . coli СК-

По оси абсцисс — время инкубации в присутствии 3 H - S A M 
(в мин); по оси ординат — радиоактивность, a: J — метили-
рование Д Н К Д М - А ц , 2 — Д Н К ДМ-А 2 А , 3 — совместное 
действие ферментов; б: / — метилирование Д Н К ДМ-А 2 А , 
2 — Д Н К ДМ-А 7 О , 3 — совместное действие ферментов; 
в: 1 — м е т и л и р о в а н и е Д Н К Д М - А , , , . 2 — Д Н К Д М - А 7 О . 3 — 

совместное действие ферментов. 

| J 

йбМАПф ц 

dC(p 

d&p 

а 

dAcp 

dTcp 

Ч 

d&mfhpt 

dap dT(p 

a — авторадиограмма <?'-Р3 2-МНД, полученных после фос-
(|)одиэстеразного гидролиза Д Н К - Р 8 2 - Т , метилированной 
Д М - А 2 3 ; б — то ж е для Д Н К - Р 8 2 - Г , метилированной ДМ-
А70; в — то ж е для иеметилироваиной Д Н К - Р 8 2 - Г . Р 3 2 - Д Н К 
фага "к подвергали исчерпывающему гидролизу фосфодиэстс-
разой селезенки и полученные 3 ' - Р 8 2 - М Н Д разделяли с 
помощью тонкослойной хроматографии на пластинах с 
F N D - ц е л л ю л о з о й . Растворитель в I направлении изомас-
ляная кислота — N H 4 O H — Н 2 0 (G6 : 1 ; 33) во II направ-
лении I-IC1 — пропанол — Н 2 0 (17.G : 08 : 14,4) [ 4 ] . Пляс-
тины авторадиографировали в течение 6 — 8 ч. Величины R j 
для стандартных З ' - М Н Д в используемых растворителях оп-

ределяли в модельных экспериментах . 

dGtp 

dAcp 

Ш 

6 

Рис. 2. Авторадиограммы 3 ' - Р з 2 - М Н Д , полученных с /£ф 
при гидролизе Р : * 2 -ДНК фага X, содержащих 6-

МАП. 

d&tp 

Рис, 2. 

иого метилирования, модифицированного ранее Никольской [3 1. 
В этой серии экспериментов с помощью теста дополнительного ме-
тилирования сравнивали специфичность к метилируемой последовательно-
сти ДМ-А t в с ДМ-А23 , ДМ-А23 С ДМ-А7 0 И ДМ-Ах 0 с ДМ-А7 0. Согласно пред-
ложенной схеме эксперимента по дополнительному метилированию, опытная 
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п о л о ж и т е л ь н а я р е а к ц и я (ПР) — при разведениях 1 : 960 и 1920; слабая р е а к ц и я (CP)— 
при р а з в е д е н и я х 1 : 240 и 480; очень с л а б а я р е а к ц и я (ОСР) — при разведениях 1 : 60 
и 120; о т р и ц а т е л ь н а я р е а к ц и я (ОР) — снижение оптической длотности при разведе-
нии лизата 1 : 30. Рабочие свинцового цеха были объединены в 2 группы: 1-ю соста-
вили рабочие, перенесшие в прошлом свинцовую интоксикацию и п р о д о л ж а ю щ и е ра-
ботать в контакте со свинцом, '2-ю — рабочие без свинцовой интоксикации , но длитель-
но работающие в свинцовом цехе. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В табл. 1 суммированы результаты обследования рабочих свинцового 
цеха на интенсивность аитиэритроцитарных аутоантител в зависимости от 
группы и стажа работы. У 68% рабочих 1-й группы реакция была положи-
тельной, при этом у 70% высокой интенсивности. Разница между группами 
с разным стажем оказалась недостоверной. Положительные реакции наблю-
дались у 77% обследованных 2-й группы, при этом высокой интенсивности 
только у 29%. В контрольной группе реакции оказались отрицательными. 
Полученные данные позволяют предположить, что антиэритроцитарные ан-
титела у работающих в свинцовом цехе появляются под воздействием факто-
ров производственной среды. Такое предположение подтверждают данные 
обследования 80 рабочих других цехов. Реакции высокой интенсивности бы-
ли обнаружены в основном у рабочих, которые вследствие свинцовой инток-

Т а б л и ц а I 

Зависимость интенсивности антителообразования от стажа работы в свинцовом цехе (в % 

Стаж работы, годы 

до 5 1 5 - - 1 0 более 10 
Титры ауто-

антител 
группа обследованных Титры ауто-

антител 

1 -Я (п С= 5) 2 •я (/1 = 32) 1 -я (/1«= 14) 2-я (/1 =а 33) 1 -я (п=а 47) 2-я 
(п — 46) 

Р П Р и П Р 
CP и ОСР 
ОР 

80,0 
20,0 

34 ,3 
43.8 
21.9 

85,8 
14,2 

15,9 
57,6 
24,2 

67,9 
17.0 
15.1 

39,0 
41,3 

9,6 

П р и м е ч а н и е , п — число обследованных. 

сикации были переведены из свинцового цеха. Известно, что свинец может 
образовывать ковалентные связи с аминными и сульфгидрильными группами 
белков и приводить к глубоким нарушениям ультраструктуры клеток крови 
при сатурнизме. 18 ]. С учетом этого можно предположить, что при образова-
нии прочного комплекса свинца с макромолекулами наряду с изменением 
биологических свойств изменяются их антигенные особенности. 

Для выявления диагностической ценности аитиэритроцитарных аутоанти-
тел при воздействии свинца полученные данные были сопоставлены с кар-
динальными признаками сатурнизма в периферической крови (количеством 
гемоглобина, числом ретикулоцитов и базофильно-зернистых эритроцитов, 
содержанием свободного протопорфирина IX в эритроцитах) и копропорфи-
рина в моче (табл. 2). 

Из 52 обследованных с низким уровнем гемоглобина у 43 (82,7%) были 
обнаружены положительные реакции на антитела, в том числе у 33 (63,4%) 
высокой интенсивности. При нормальном уровне гемоглобина положитель-
ные реакции были обнаружены у 80,4% обследованных, в том числе у 40,1 % 
высокой интенсивности. Это свидетельствует, что повышенное образование 
аутоантител предшествует во времени снижению уровня гемоглобина. Ана-
логичные результаты получены при сопоставлении титров аутоантител с со-
держанием в крови базофильно-зернистых эритроцитов и ретикулоцитов. 
В этом плане особенно интересным нам представляется факт обнаружения 
аутоантител до появления ретикулоцитов, считающихся не только карди-
нальным симптомом сатурнизма, но и ранним показателем воздействия свин-
ца. Этот факт, на наш взгляд, повышает диагностическую ценность опреде-
ления аитиэритроцитарных аутоантител. 

Укажем также на существенное значение данных сопоставления титров 
аутоантител с нарушением порфирипового обмена, так как, по современным 
представлениям, нарушение этого обмена считается одним из наиболее ран-
них признаков воздействия свинца. Установлено, что количество обследо-
ванных с высокими титрами аутоантител в сыворотке крови оказывается 
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значительным как при нормальном содержании копропорфирина (51,8%), 
так и при повышенной экскреции его с мочой (52,5%). При этом в обоих 
случаях высокие титры аутоантител наиболее часто обнаруживались у пере-
несших свинцовую интоксикацию, составляя соответственно 85,6 и 73,0%. 

Высокие титры аутоантител обнаружены у V3 обследованных рабочих 
без указания в анамнезе на свинцовую интоксикацию при отсутствии 
копропорфиринурии. 

Полученные результаты позволяют заключить, что повышенные титры 
аутоантител в сыворотке крови при свинцовой интоксикации появляются 
значительно раньше, чем копропорфиринурия. Учитывая, что увеличение 
содержания свободного протопорфирина IX в эритроцитах считается более 
ранним проявлением нарушения порфиринового обмена, чем копропорфири-
нурия, мы считали целесообразным сопоставить полученные результаты с 

Т а б л и ц а 2 

Антиэритроцитариые аутоантитела и кардинальные симптомы воздействия 
свинца (в % ) 

Показатель 

РПР и ПР CP и OCP OP 

Показатель группа обследованных Показатель 
1 -я 2-я 1 ь я | 2-я 1 -я 2-я 

Гемоглобин 
норма 76,4 55,0 17,7 41,6 5,9 26,4 
ниже нормы 68,8 22,0 15,7 25,0 15,5 20,0 

Базофильно-зернистые эри-
троциты 

норма 70,6 27,6 17,6 46,2 11,8 26,2 
выше нормы 75,1 50,0 15,6 37,5 9 ,3 12,5 

Ретикулоциты 
норма 68,0 27,7 16,0 44,6 12,0 27,7 
выше нормы 73,1 34,8 17,1 47,8 9,8 17,4 

Свободный протопорфирин 
IX в эритроцитах 

норма 100,0 27,6 — 50,0 — 22,2 
выше нормы 73,4 50,0 40,6 22,4 18,3 4,2 

Копропорфирин в моче 
норма 85,6 31,5 9,6 43,0 4,8 25,5 
выше нормы 73,0 34,9 16,2 39,0 10,0 25,8 

количественным содержанием свободного протопорфирина IX в эрит-
роцитах. Оказалось, что у всех рабочих, перенесших свинцовую инток-
сикацию, у которых оставалось нормальным количество свободного про-
топорфирина IX, в эритроцитах всегда определялись высокие титры ауто-
антител. При увеличении содержания протопорфирина число обследованных 
с высокими титрами аутоантител несколько понижается (73,4%). В группе 
обследованных без свинцового отравления интенсивность реакции в 2 раза 
чаще обнаруживалась с повышением содержания протопорфирина IX в 
эритроцитах (50,0%). 

Таким: образом, при сопоставлении уровня аутоантител с количеством 
свободного протопорфирина IX в эритроцитах удалось установить, что у лю-
дей, подвергающихся воздействию свинца, антиэритроцитариые аутоанти-
тела обнаруживаются раньше, чем нарушения в порфириновом обмене. 

Сопоставление титров аутоантител с кардинальными симптомами сатур-
низма показало, что усиленное образование аитиэритроцитарных аутоанти-
тел при воздействии свинца наступает значительно раньше, чем характер-
ные, специфические изменения в периферической крови и в обмене порфи-
ринов. 
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УДК 618.2-07:616.153.963.1-074 

P.M. Зорина, Н. А. Зорин 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ А2-ГЛИКОИРОТЕИНА, 
СВЯЗАННОГО С БЕРЕМЕННОСТЬЮ, В СЫВОРОТКЕ 

КРОВИ ДОНОРОВ 

Кафедра акушерства и гинекологии № 1 и Ц е н т р а л ь н а я научно-исследовательская 
л а б о р а т о р и я Н о в о к у з н е ц к о г о института усовершенствования врачей 

а2-Гликопротеин, связанный с беременностью (а2-ГП), синтезируется 
лейкоцитами 11J и обладает выраженными иммунодепрессивными свойст-
вами 12, 3J. Концентрация его в сыворотке крови мужчин и неберемеипых 
женщин не превышает 10 мкг/мл [4 J. Влияние пола, возраста и эритроцитар-
ных антигенов на концентрацию этого белка в сыворотке крови здоровых 
лиц до настоящего времени практически не изучалось, что и послужило пред-
посылкой для проведения настоящей работы. 

М е т о д и к а 

Д л я исследования использовано 129 образцов сыворотки крови 63 мужчин в 
возрасте от 20 до 49 лет и 66 ж е н щ и н в возрасте от 20 до 43 лет, однократно сдавших 
кровь в Н о в о к у з н е ц к о й станции п е р е л и в а н и я крови . К о н ц е н т р а ц и ю а 2 - Г П опреде-
л я л и при помощи метода ракетного иммуноэлектрофореза [5] и в ы р а ж а л и в условных 
единицах (усл. ед.) . З а 100 усл. ед. принимали концентрацию этого белка в смеси сы-
воротки крови , полученной от беременных ж е н щ и н ( I I I триместр беременности) . 
Аитисыворотку к а 2 - Г П получали путем иммунизации кроликов под к о н ъ ю н к т и в у ве-
ка 16] сывороткой крови беременных ж е н щ и н с последующим истощением ее с у х о й 
плазмой крови человека . П о л у ч е н н а я антисыворотка образовывала преципитаты 
л и ш ь с а 2 Т Г 1 у всех обследованных. 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е 

Концентрация а 2 - П Г в сыворотке крови женщин-доноров колеблется 
от следовых количеств до 25 усл. ед. (4,2=1=0,4). У женщин-доноров его кон-
центрация статистически достоверно ниже (£<0 ,001) , чем у женщин,-

Т а б л и ц а 1 

Концентрация а 2 - Г П (в усл. ед.) в сыворотке крови доноров разных возрастных групп 

Возраст, годы 

Обследуемые 2 0 - 2 5 26 30 3 1 — 3 5 старше 35 

Мужчины 
Женщины 

Р 

1 , 2 ± 0 , 3 (21) 
2 , 1 ± 0 , 3 (17) 

> 0 , 2 5 

1 , 8 ± 0 , 8 (11) 
4 , 1 ± 1 , 0 (11) 

< 0 , 0 5 

0 , 7 ± 0 , 2 (6) 
5 , 7 ± 1,1 (8) 

< 0 , 0 0 1 

2 , 7 ± 1 , 1 (10) 
5 , 4 ± 1,4 (8) 

> 0 , 2 5 

П р и м е ч а н и е. В скобках указано число лиц в каждой группе; Р — показатель достовер-
ности различий между мужчинами и женщинами в каждой возрастной группе. 

1 ,7±0 ,3 (от следовых количеств до 10,6 усл. ед.). Следует отметить, что у 
15% женщин и 35% мужчин этот белок выявляется лишь в следовых кон-
центрациях (менее 0,5 усл. ед.) 

В табл. 1 приведены концентрации а 2 - Г П у доноров разного возраста. 
Можно отметить тенденцию к нарастанию концентрации исследуемого бел-
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ка пропорционально возрасту доноров вне зависимости от их пола. У муж-
чин 20—35 лет частота выявления а 2 -ГП в следовых количествах составляет 
35—50%. У лиц старше 35 лет наименьшая концентрация его 1,1 усл. ед., 
а наибольшая — 10,9 усл. ед. У женщин-доноров эта тенденция имеет не-
сколько иной характер. В частности, у женщин 20—25 лет частота выяв-
ления а 2 -ГП в минорных концентрациях составляет 29%, 26—30 лет— 
18%, тогда как в старших 

Т а б л и ц а 2 
Концентрация а 2 - Г П (в усл. ед.) у доноров с разной 

групповой принадлежностью крови 

Обследуемые 

Группа крови 

Обследуемые I (0) II (А) III (В) IV (АВ) 

Мужчины 2 , 2 ± 0 , 5 1 , 8 ± 0 , 5 0 , 7 ± 0 , 1 1 , 2 ± 0 , 8 
(29) (17) (15) (2) 

Женщины 7 , 3 ± 1,2 3 , 8 ± 0 , 5 3 , 3 ± 0 , 5 3 , 1 ± 1,3 
(25) (21) (17) (3) 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 — 

П р и м е ч а и и е. В скобках указано число лиц в 
каждой группе; Р — показатель достоверности различий меж-
ду мужчинами и женщинами с одинаковой группой крови. 

возрастных группах наи-
меньшая концентрация его 
составляет 2,4 усл. ед. 
Можно полагать, что бо-
лее высокая концентра-
ция исследуемого белка у 
женщин по сравнению с 
мужчинами связана с ре-
продуктивной функцией — 
перенесенными ранее гете-
роспецифическими бере-
менностями, после кото-
рых в сыворотке крови 
сохраняется с р а в и и тел ьио 
высокий уровень а 2 -ГП 
[4, 7 I. 

Данные о влиянии группы на концентрацию а 2 -ГП в сыворотке крови 
доноров представлены в табл 2. У мужчин с группой крови I—II концент-
рация и частота выявления этого белка в минорных концентрациях прак-
тически не различаются. Однако у мужчин с группой крови I I I концентра-
ция его статистически достоверно (Р<0,001) снижена. Причина этого явле-
ния связана с высокой частотой выявления минорных концентраций а 2 -ГП 
(53%). 

У женщин с группой крови I концентрация а 2 -ГП статистически досто-
верно (Р<0,001) выше, чем у других женщин, у которых она сходна. Связь 
между групповой принадлежностью крови и частотой выявления исследуе-
мого белка в минорных концентрациях выражена резче, чем у мужчин. Так, 
у женщин с группой крови I она составляет всего 4%, с группой крови II— 
19% и с группой крови I I I—29%. 

Следует отметить, что в каждой из возрастных групп были равномерно 
представлены лица с разными группами крови. Следовательно, концентрация 
а 2 -ГП, помимо возраста, связана и с групповой принадлежностью крови. 
«Малопродуцирующие» индивидуумы имеют наибольшее представительство 
среди лиц обоего пола с группой крови I I I . Наибольшие же концентрации 
этого белка — у доноров с группой крови I. Природа связи между эритро-
цитарными антигенами и биосинтезом а 2 -ГП, осуществляемым в лейкоци-
тах И] , остается пока еще неясной. 

Какой-либо связи между резус-принадлежносгыо крови доноров и кон-
центрацией а 2 -ГП не было обнаружено. 

Таким образом, результаты исследования показывают, что между 
концентрацией а 2 -ГП в сыворотке крови и полом, возрастом и групповой 
принадлежностью крови доноров имеется определенная взаимосвязь. Ве-
роятно, она в определенной мере может объяснить широкую вариабельность 
концентраций этого белка у здоровых людей. Эта вариабельность в еще боль-
шей степени проявляется при беременности [4, 7] . Это в значительной мере 
препятствует установлению связей между особенностями течения беремен-
ности и концентрацией а 2 -ГП — одного из белков «зоны беременности». 
Возможно, с учетом полученных данных, а также по мере выявления пока 
еще неизвестных факторов удастся приблизиться к окончательному выяс-
нению причин вариабельности биосинтеза а 2 -ГП. 
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Г. Д. Исаханян, В. 3. Горкин 

ЧАСТИЧНАЯ ОЧИСТКА И СВОЙСТВА АДЕНИЛАТДЕЗАМИНАЗЫ 
ИЗ СУБФРАКЦИИ РАСТВОРИМЫХ МИТОХОНДРИАЛБНЫХ 

БЕЛКОВ ПЕЧЕНИ КРЫС 
Институт биологической и медицинской химии А М Н СССР, Москва 

Аденилатдезаминазы (КФ 3.5.4.6) катализируют реакцию гидролити-
ческого дезаминирования адениловой кислоты (АМФ) с образованием инози-
новой кислоты и аммиака [1 ]. Аденилатдезаминазы выделены из ряда био-
логических объектов, очищены и охарактеризованы с применением совре-
менных энзимологических и физико-химических методов [2]. Но биологиче-
ские функции этих ферментов, особенно патогенетическое значение наруше-
ний их активности в организме, еще мало изучены. Известно, однако, что 
при многих патологических состояниях, которые сопровождаются накоп-
лением в тканях липидных перекисей 13 ], имеет место стимуляция аденилат-
дезаминазной активности в митохондриальной фракции печени 14, 51. 
Установлено, что такой стимуляции аденилатдезаминазной активности при-
надлежит определенная патогенетическая роль в развитии лучевых пораже-
ний и реакции организма на рост опухоли 15, 61. Известно также, что струк-
турные аналоги АМФ, устраняющие стимуляцию аденилатдезаминазной ак-
тивности, оказывают благотворное действие при лучевых поражениях и 
экспериментальных опухолях [7, 81. В связи с дальнейшими исследова-
ниями этих проблем важно выяснить свойства митохоидриальных адепилат-
дезаминаз в норме. Однако свойства этих ферментов изучены относительно 
мало. Известно лишь, что адеиилатдезаминазиая активность в мозге крыс 
и скелетной мышце кролика определяется как в растворимой, так и в мито-
хондриальной фракции тканевых гомогенатов 1.9, 10]. В эритроцитах челове-
ка аденилатдезаминаза находится как в растворимой фракции, так и во 
фракции структурно-связанных белков 1.11 I. В мозге крыс аденилатдезами-
назная активность обнаружена в осадке, полученном после центрифугиро-
вания при 75 ООО g, и в иадосадочмой жидкости [12]. В митохондриальной 
фракции гомогената печени крыс адеиилатдезаминазиая активность обнару-
жена и в субфракции митохоидриальных мембран, и в субфракции раство-
римых митохоидриальных белков [131. 
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В задачу настоящей работы входили выделение и очистка аденилатде-
заминазы из субфракции растворимых митохондриальных белков печени 
крыс, а также характеристика некоторых свойств полученных ферментных 
препаратов. 

М е т о д и к а 

Размельченную ножницами и промытую несколько раз о х л а ж д е н н ы м физиологи-
ческим раствором т к а н ь печени белых беспородных крыс-самцов (150—200 г) гомоге-
низировали в 10-кратном объеме 0,25 М водного раствора сахарозы . Митохондриаль-
ную фракцию выделяли методом дифференциального центрифугирования [14] . 
Экспериментальные пробы (конечный объем 1,8 мл), содержащие 0 ,2—2,0 мг белка , 
10 мМ АМФ и 0,1 М трис-буфер р Н 7,4, инкубировали 30 мин при 37 °С. После фик-
сации проб т р и х л о р у к с у с и о й кислотой (конечная к о н ц е н т р а ц и я 5 % ) содержание ам-
миака в безбелковых фильтратах определяли методом изотермической диффузии в чаш-
ках Конвея с последующей несслеризацией . Количество освободившегося в этих ус-
л о в и я х аммиака было прямо пропорционально времени и н к у б а ц и и , что позволяло н а -
ходить начальную скорость реакции . Содержание белка определяли по методу Л о у р и . 
Электрофорез в 7 , 5 % полиакриламидиом геле [15] проводили в трис-глициновом бу-
фере р Н 8,3 в течение 120 мин при силе тока 5 мА на т р у б к у , к а ж д а я из которых содер-
ж а л а по 50 мкг белка . Электрофореграммы обрабатывали I % раствором к р а с и т е л я 
амидо черного и отмывали 7 % уксусной кислотой в течение 40—50 ч. Использовали 
следующие реагенты: аденозин-5 ' -монофосфат (АМФ, д и н а т р и е в а я соль) , аденозии-
б ' -дифосфат ( А Д Ф , д и н а т р и е в а я соль) , аденозин-5 ' -трифосфат (АТФ, д и н а т р и е в а я 
соль) , аденозин, гуанозии , аденозин-2 ' , З ' -монофосфат ( 2 ' , 3 ' - А М Ф ) , дезоксицитидин-
б ' -монофосфат (дЦМФ, д и н а т р и е в а я соль) , никотинамидадениндикуклеотид ( Н А Д ) 
(препараты фирмы «Реанал», Венгрия) , аденозин-З ' , б ' -циклофосфат ( 3 ' , 5 ' - ц А М Ф , 
фирма «Флюка», Ш в е й ц а р и я ) , флавинадениндинуклеотид ( Ф А Д , фирма «Серва», 
ФРГ) , т и р а м и н - H C l (фирма «Мерк», ФРГ) , путресции-2НС1 (фирма «Кальбайокем», 
США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Очистка аденилатдезаминазы из субфракции растворимых 
митохондриальных белков печени крыс 

Суспензия митохондрий. Осадок митохондрий, выделенных, как указано 
в методике, суспендировали в 0,04 М трис-буфере рН 7,4. К суспензии добав-
ляли [3-меркаптоэтанол (конечная концентрация 0,05%). 

Субфракция растворимых митохондриальных белков. Суспензию мито-
хондрий подвергали двукратному замораживанию в жидком азоте и оттаи-

Т а б л и ц а 1 
Очистка аденилатдезаминазы митохондриальной фракции печени крыс 

Этап очистки 

О
бъ

ем
, 

м
л 

Белок, 
мг/мл 

Общее со-
де ржа и и с 
белка, мг 

Удельная 
актив-
ность, 

нмоль NH 3 
на 1 м г 

белка за 
1 м и и 

Общая ак-
тивность, 

нмоль NH 3 
за 1 мин 

В
ы

хо
д,

 %
 

С
те

п
ен

ь 
бе

л-
ка

 

Суспензия митохондрий 150 20,80 3120,0 2,8 8736 100 1 ,0 
Субфракция растворимых 

митохондриальных 
белков 110 5,90 649,0 8,9 5647 62 3 ,1 

Адсорбция на ДЭАЭ-
5,90 649,0 

целлюлозе и элюция 
0,3 М трис-буфером 40 0,42 16,8 162,4 2728 31 58 ,0 

Высаливание сульфатом 
лития 6 1,61 9,7 159,2 1538 17 57 ,0 

ванию, а затем центрифугировали (40 000 g, 60 мим). В полученной надоса-
дочной жидкости (субфракция растворимых митохондриальных белков) со-
держалось около 60% аденилатдезамииазной активности митохондриальной 
фракции (табл. I). Удельная активность в субфракции расторимых мито-
хондриальных белков превышала в 3 раза таковую митохондриальной 
фракции (см. табл. 1). 
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Адсорбция на ДЭАЭ-целлюлозе и элюция 0,3 М трис-буфером. К полу-
ченной субфракции растворимых митохоидриальных белков добавляли урав-
новешенную в 0,04 М трис-буфере рН 7,4 ДЭАЭ-целлюлозу в соотношении 
1,5—2,0 г сухой массы на 
100 мг белка. При таком соот-
ношении анионит/белок все бе-
лки, обладающие аденилатдеза-
миназной активностью, адсорби-
ровались на ДЭАЭ-целлюлозе. 
После 60 мин выдерживания 
при 4 °С осадок сорбента отде-
ляли фильтрованием на воронке 
Бюх нер а. Адсор би рова и ный бе-
лок элюировали с ДЭАЭ-целлю-
лозы трис-буфером возрастаю-
щей концентрации (рис. 1). Для 
этого собранный на фильтре 
осадок ДЭАЭ-целлюлозы сус-
пендировали в 40 мл 0,1 М трис-
буфера рН 7,4, тщательно пере-
мешивали и оставляли на 15 мин 
при 4 °С. Осадок ДЭАЭ-целлю-
лозы вновь отделяли фильтро-
ванием, а в фильтрате изме-

70 
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Р и с . 2 . З а в и с и м о с т ь 
А М Ф и с к о р о с т ь ю е г о 

м е ж д у к о н ц е н т р а ц и е й 
д е з а м и и и р о в а и и я ч а -
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КО 
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0,6 
0,4 
0,2 
О 

с т и ч и о о ч и щ е н н ы м и п р е п а р а т а м и а д е и и л а т д е -
з а м и и а з п р и р а з л и ч н о й к о н ц е н т р а ц и и б е л к а в 

ф е р м е н т н ы х п р е п а р а т а х . 
Для ферментного препарата, содержащего 0 ,4—0,5 мг 
белка/мл (а), и для ферментного препарата, содержа-
щего 1,5 — 2,0 мг белка/мл (б), представлены кривые 
зависимости V от [ S J0 в координатах Михаэлиса — 
Ментен и в координатах Лайнуивера — Берка ' (в, г), 
а также зависимость между скоростью реакции и 
величиной коэффициента q (д, <?). вычисленного по 

формуле 117]: 

q = 
1 Я [ ( 1 / Г - 1 у ) / ( 1 / 1 / - 1 / Г ) ] 

l g x 
О, Ю 0,16 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 

Р и с . 1. С т у п е н ч а т а я э л ю ц и я а д е н и -
л а т д е з а м и н а з ы , а д с о р б и р о в а н н о й н а 

Д Э А Э - ц е л л ю л о з е . 
Представлен пример типичного опыта. К 
с у бф р а к ц и и р а ст в о р и мых м и то х о и д р и а л ь -
пых белков печени крыс (110 мл, 5,9 мг 
белка/мл с удельной активностью 8,9 и моль 
аммиака на 1 мг белка за 1 мин) дли ад-
сорбции фермента добавляли ДЭАЭ-целлю-
лозу в соотношениях, указанных в тексте. 
Условия элюции описаны в тексте. По оси 
ординат — слева скорость аденилатдезами-
назной реакции (в имоль аммиака за 1 мин 
на 1 мл — сплошные линии), справа — со-
держание белка (в мг/мл — пунктирные 
линии); по оси абсцисс — концентрация 
трис (в М) в порциях (по 40 мл) буферных ' 
растворов рН 7,4, которыми производи-

лась элюция. 

реакции пРи 
I s 1,,/к и к [s I 

где V, V", V" — значение скоростей 
концентрациях субстрата, равных [s i 
соответственно; х —постоянный множитель; при х > 1. 
Б нашем случае х 2. Абсолютную ошибку измерения 
величины q (Aq) — на рисунке. О и с —вертикальные 

линии, вычисляли по формуле 1.30.1: 

Д q 
д к а- (Ь—с) 

2,3 lg х ] (Ь. (а—с\ 

+ 
2 с2 2 

+ 
где А V — ошибка измерения величин V, V' и V", а — 
— 1/1/, 1)—\/\/', С 1/1/". Представлены примеры ти-
пичных опытов; V —скорость дезаминированни (в 
нмоль аммиака на 1 мг белка за 1 мим); [s i — кон-

центрация АМФ (в мМ). 

ряли адеиилатдезамииазную активность. Эту процедуру повторяли 7 раз 
при постоянном повышении концентрации трис-буфера до 0,4 М. Фрак-
ция белков, которую элюировали 0,3 М трис-буфером, содержала около 
30% аденилатдезаминазной активности митохондриальной фракции (см. 
табл. 1). Удельная активность в этой фракции была о 12 15 раз выше, 
чем во фракции растворимых митохоидриальных белков (см. табл. 1)! 
Содержание белка в указанной фракции составляло всего 0,40— 
0,50 мг/мл. 
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Высаливание сульфатом лития. К фракции, полученной на предыдущем 
этапе очистки, добавляли сульфат лития до получения насыщенного при 
4 °С раствора (26 г безводного сульфата лития на 100 мл раствора) и остав-
ляли па 30 мин при этой температуре. Образующийся осадок отделяли цент-
рифугированием (40 ООО g, 30 мин), суспендировали его в минимальном объе-
ме 0,1 М трис-буфера рН 7,4 и диализовали против 500-кратного объема 
0,005 М трис-буфера в течение 20—22 ч в присутствии (З-меркаптоэтаиола 
(0,05%). Как видно из табл. 1, в полученных ферментных препаратах содер-
жание белка было 1,5—2,0 мг/мл, но удельная активность их существенно не 
изменялась. Таким образом достигалось сгущение ферментного препарата. 

Результаты электрофоретических исследований в полиакриламидиом 
геле указывают на то, что полученные ферментные препараты негомогенны. 
При условиях, описанных в методике, в них удавалось обнаружить 8 бел-
ковых полос, распределение аденилатдезаминазной активности в которых 
не было исследовано. 

Свойства частично очищенных препаратов 
Скорость реакции как функция концентрации субстрата. При иссле-

довании зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации 
субстрата (V от [S]) нами было установлено, что форма описывающих эту 

зависимость кривых может изменяться от содер-
жания белка в ферментных препаратах (рис. 2). 
При содержании белка в них от 0,4 до 0,5 мг/мл 

кривая зависимости V 
от [ S ] в отсутствие ак-
тиваторов напоминала 
гиперболу (рис. 2, а). В 
координатах Лайнуиве-

v 
200 

150 

/оо 

50 
V/. 

100 -

Р и с . 3 . О б р а т и м о е с н и -
ж е н и е п р и д и а л и з е а к -
т и в н о с т и ч а с т и ч н о о ч и -
щ е н н ы х п р е п а р а т о в а д е -
н и л а т д е з а м и н а з (с с о -
д е р ж а н и е м б е л к а 0 , 4 — 

0 , 5 м г / м л ) . 
/ — удельная активность 
ферментного препарата при 
диализе; 2 — удельная ак-
тивность того же препарата 
мосле диализа против 500-
кратного объема 0,005 М 
трис-буфера рН 7,4 в тече-
ние 18 — 20 ч в присутствии 
|>-мсркаптоэтанола (0,05%, 3 
смены буфера); 3 — удель-
ная активность диализован-
пого ферментного препарата 
после добавления к нему 
прогретого (J0 мни при 
100 °С) ферментного препа-
рата. Представлен пример 
типичного опыта. V — ско-
рость реакции (в нмоль ам-
миака на 1 мг белка за 1 

м и и). 

Р и с . 4 . В л и я н и е к о н т р о л и -
р у е м о г о н а г р е в а н и я н а а к -
т и в н о с т ь ч а с т и ч н о о ч и щ е н -
н ы х п р е п а р а т о в а д е н и л а т -

д е з а м и н а з . 
По оси ординат — остаточная 
активность (в % к контрольным 
пробам, которые выдерживали 
10 мин при 20 °С) в ферментных 
препаратах с содержанием белка 
0,4 — 0,5 мг/мл (пунктирная ли-
ния) и 1,5 — 2 мг/мл (сплошная 
линия); по оси абсцисс — тем-
пература (в °С). Представлен 
пример типичного опыта (из 

серии, включающей 4 опыта). 

5,0 5,5 6,0 6,5 

Р и с . 5 . З а в и с и м о с т ь с к о р о -
с т и ф е р м е н т а т и в н о г о д е з а -
м и н и р о в а и и я А М Ф о т р Н 

с р е д ы . 
В пробы (конечный объем 1,8 
мл) вносили по 0,4 мл препа-
рата аденилатдезаминазы, со-
держащей 1,5 — 2,0 мг белка/мл, 
АМФ (10 мМ) и 0,1 М цитратные 
буферные растворы. Условия 
определения см. в «Методике». 
По оси ординат — скорость 
дезаминирования (в нмоль 
аммиака на 1 мг белка за 1 мим); 
по оси абсцисс — рН среды. 

ра Берка мы получили, однако, вогнутую кривую (см. рис. 
2, в), что указывает на отклонение от гиперболической зави-
симости. Кажущиеся величины КМ и КШ а х равны соответственно 
1,2-10~2 М и 200 нмоль аммиака на 1 мг белка за 1 мин. Рассчитанная «раз-
ностным» методом 116.1 величина коэффициента Хилла (q) позволяет про-

верить выполнимость уравнения Михаэлиса — Ментен. Как видно на рис. 2, <9, 
коэффициент заметно превышает единицу лишь при больших скоростях ре-
акции, наблюдаемых при V 1,5-10~2М, что указывает на отклонение на-
шей экспериментальной кривой от гиперболической [17]. 
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На рис. 2, б представлена зависимость скорости реакции ферментного 
препарата с содержанием белка от 1,5 до 2 мг/мл (после сгущения сульфатом 
лития) от концентрации АМФ. Как видно, в отсутствие активаторов форма 
характеризующей эту зависимость кривой по сравнению с кривой на рис. 2, 
а резко изменена. В координатах Лайнуивера — Берка мы не получали пря-
мой линии (см. рис. 2, г)\ в этом случае вычисление кажущихся величин Км 
и ^тах ы е было возможно. Кривая зависимости коэффициента q от скорости 
реакции имеет ярко выраженный пик (см. рис. 2, е), характерный для S-об-
разных кривых 117]. Для большинства изученных ранее аденилатдезаминаз 
118, 19 I зависимость V от IS J в отсутствие активаторов описывалась S-об-

Т а б л и ц а 2 

Дезаминирование некоторых азотистых соединений частично очищенными препаратами 
аденилатдезаминаз митохондрий печени крыс 

Азотистое соединение 
Оптимальная концентра -

ция , мМ 
Удельная активность, нмоль 

аммиака на 1 мг белка за 
1 м и н Азотистое соединение 

А Б А Б 

АМФ 50 50 191,8 185,1 
А Д Ф 25 5 94,0 27,7 
АТФ 5 0 ,1—25 3,1 0 
2 ' , 3 ' -АМФ 0,1—25 0,1—25 0 0 
3 ' , 5 ' -АМФ 0,1—25 0,1—25 0 0 
дЦМФ 0,1—25 0,1—25 0 0 
Аденозин 0,1—25 0,1—25 0 0 
Гуанозин 0,5 0,1—25 2,0 0 
Н А Д 1 0,5 34,5 11,6 
ФАД 1 0,1 149,8 24,1 
Тирамин 0,1—25 0,1—25 0 0 
Путресцин 25 25 21,7 20,3 

П р и м е ч а н и е. Представлены результаты типичного опыта из серии, включающей 7 оти-
тов. Пробы содержали одно из исследованных соединений, 0,1 М трис-буфер рИ 7.4 и фермент-
ный препарат. А — данные для ферментного препарата с содержанием белка 0,4 —0,5 мг/мл; Б — 
данные для ферментного препарата с содержанием белка 1,5 — 2 мг/мл. 

разной кривой. В зависимости от содержания белка в ферментном препарате 
форма кривой зависимости V от I S I для аденилатдезаминазы из скелетной 
мышцы кролика может варьировать от S-образиой до гиперболической 
120 .1. При низкой концентрации белка указанная кривая была гиперболиче-
ской. По-видимому, это явление обусловлено агрегацией и деагрегацией 
субъединиц в молекуле фермента [21 I. 

Содержание белка в исследованных нами ферментных препаратах, раз-
личающихся формой кривых, характеризующих зависимость V от IS I, 
было разное, однако в инкубационные пробы, где протекала реакция, мы 
вносили одинаковое количество белка. Можно предположить, что то время, 
в течение которого мы измеряли скорость реакции (30 мин), меньше, чем 
время, в течение которого происходит деагрегация молекулы фермента. 
Действительно, в тех случаях, когда скорость реакции измеряли не непо-
средственно, а спустя 5 6 ч после предварительного разведения препарата 
с содержанием белка от 1,5—2 до 0,4- 0,5 мг/мл, кривая зависимости V 
от IS I теряла S-образную форму, приближаясь по форме к обычной гипер-
боле. 

Диализ. При диализе препарата аденилатдезаминазы с содержанием 
белка 0,4—0,5 мг/мл ферментативная активность снижалась примерно на 
50% (рис. 3). При добавлении полностью инактивированного кипячением 
ферментного препарата активность диализованного ферментного препарата 
возвращалась к исходному уровню (см. рис. 3). Эти данные указывают на на-
личие иизкомолекулярного термостабильного компонента в исследованном 
нами ферментном препарате. При диализе ферментного препарата с содержа-
нием белка 1,5—2 мг/мл снижения активности не наблюдали. Однако ак-
тивность снижалась примерно на 50%, если диализу подвергали фермент-
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ный препарат, предварительно разведенный до концентрации белка 0,4 
0,5 мг/мл. Можно предположить, что устойчивость комплекса низкомолеку-
лярного компонента с молекулой фермента убывает при диссоциации послед-
него на субъединицы. Полученные нами данные согласуются с имеющимися 
в литературе сведениями о том, что в состоящей из субъединиц молекуле 
аденилатдезаминазы из скелетных мышц кролика присутствует необходимый 
для ферментативной активности цинк [22]. 

Дезаминирование различных нуклеотидов. Аденилатдезаминазы, выде-
ленные из различных биологических источников, характеризуются узкой 
субстратной специфичностью [2]. Так, фермент из скелетных мышц кролика 
[23] не дезаминирует АДФ, З'-АМФ, 3',5'-цАМФ, аденозин, а фермент из 

эритроцитов цыпленка [18] не дезаминирует НАД, ФАД и слабо дезамини-
рует АДФ (13% по сравнению с АМФ). Аденилатдезаминаза из семян горо-
ха не дезаминирует аденин, аденозин, АДФ, АТФ и НАД. Данные о свойст-
вах частично очищенных препаратов аденилатдезаминазы из субфракции 
растворимых митохондриальных белков печени крыс дезаминировать не-
которые азотистые соединения приведены в табл. 2. Как видно из табл. 2, 
дезаминированию под действием ферментного препарата с содержанием бел-
ка 0,4—0,5 мг/мл практически не подвергались структурные аналоги суб-
страта - 2 ' , З'-АМФ и 3',5'-цАМФ, а также аденозин, гуанозин, дЦМФ 
и АТФ. Интенсивному дезаминированию подвергался АДФ (скорость деза-
минирования составляла примерно 50% скорости дезаминирования АМФ), 
а также НАД (примерно 20% по сравнению с АМФ) и особенно ФАД (около 
80%) по сравнению с АМФ). Субстрат моноаминоксидазы — тирамин — не 
подвергался при этих условиях дезаминированию, а путресцин -субстрат 
диаминоксидазы — дезаминировапся со скоростью, составляющей примерно 
10% скорости дезаминирования АМФ. Поскольку исследованные нами фер-
ментные препараты негомогенны, нет основания предполагать, что АМФ, 
АДФ, НАД и ФАД дезаминировались одним ферментом. За последнее вре-
мя получены данные [24 I о существовании в печени кролика не только рас-
творимой, но и структурно-связанной формы диаминоксидазы. Дезаминиро-
вание путресцина в наших опытах, вероятно, связано с примесями в частично 
очищенных препаратах адеиилатдезамииаз еще иеидентифицированной фор-
мы нефлавиновой аминоксидазы [25]. 

При сгущении препаратов аденилатдезаминазы мы наблюдали торможе-
ния свойства дезаминировать АДФ, НАД и ФАД (см. табл. 2). Так, в расче-
те на I мг белка при найденных в предварительных опытах оптимальных 
концентрациях субстратов скорость дезаминирования АДФ составляла при-
мерно 15%, НАД — около 6% и ФАД — примерно 15% по сравнению со 
скоростью дезаминирования АМФ. Скорость и оптимальные условия деза-
минирования путресцина при этом не изменялись (см. табл. 2). Высокая 
скорость дезаминирования АДФ, НАД и ФАД ферментными препаратами 
с содержанием белка 0,4- 0,5 мг/мл, возможно, обусловлена изменением 
свойств (диссоциацией) адеиилатдезамииаз и (или) имеющихся в препаратах 
белковых примесей. 

Контролируемое нагревание. При исследовании воздействия на частич-
но очищенные препараты аденилатдезаминазы (содержание белка 0,4 
0,5 мг/мл) контролируемого нагревания было установлено, что при 60 °С 
достигается полная инактивация фермента, причем по мере повышения от 
20 до 60 °С температуры, при которой ферментный препарат подвергался 
преинкубации в течение 10 мин до момента добавления субстрата (рис. 4), 
имеет место строго равномерная убыль ферментативной активности. Эти 
данные указывают на отсутствие в таком ферментном препарате форм с раз-
личной термостабильиостыо. Однако сгущенный (содержание белка 1,5— 
2 мг/мл) ферментный препарат при тех же условиях терял активность не-
равномерно (см. рис. 4), что указывает на возможное наличие в ферментных 
препаратах по крайней мере 3 форм с различной термостабильностью. Ана-
логичные данные были получены при изучении аденилатдезаминазы из моз-
га крыс, где также обнаружены 3 изоформы фермента с различной термоста-
бильиостыо [26]. 
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Свойства различных аденилатдезаминаз инактивироваться при контро-
лируемом нагревании довольно вариабельны. Так, частично очищенный 
препарат фермента из эритроцитов цыпленка при нагревании в течение 
5 мин при 50 °С терял примерно 80% активности 118], в то время как при 
очистке аденилатдезаминазы из растворимой фракции гомогената печени 
крыс применялось контролируемое нагревание в течение 5 мин при 55 °С 
[19], что указывает на значительную термостабильность фермента. Однако 

сопоставление этих данных как между собой, так и с результатами наших 
опытов затруднено тем, что не все исследователи указывают содержание бел-
ка непосредственно в инкубационных пробах и не учитывают время, которое 
проходит между приготовлением проб и измерением активности. 

рН-оптимум действия. рН-оптимум действия для аденилатдезаминаз, 
выделенных из различных биологических объектов, различен, Так, для 
аденилатдезаминазы из мозга теленка [27] рН-оптимум равен 6,2, а фермент 
из эритроцитов цыпленка [18] имеет рН-оптимум 7,1. Кроме того, 2 формы 
аденилатдезаминазы из растворимой фракции гомогената печени крыс, ко-
торые разделяются на фосфоцеллюлозе, имеют разные рН-оптимумы актив-
ности [28]. Адеиилатдезаминазиая активность ферментного препарата из 
субфракции растворимых митохоидриальных белков, определяемая в 0,1 М 
цитратном буфере, достигала максимума при рН6,4—6,6 (рис. 5). Мы не об-
наруживали различий в положении рН-оптимума для препаратов аденилатде-
заминазы с различным содержанием белка. 

Ингибиторы и активаторы. Неорганический фосфат в концентрации 
8 мМ тормозит активность аденилатдезаминазы из семян гороха на 76% 
[1 ]. Активность структурно-связанной аденилатдезаминазы из мозга крыс 
[12] в присутствии 2 мМ неорганического фосфата тормозится на 50%. 
В наших опытах активность частично очищенного ферментного препарата, 
содержащего 0,4—0,5 мг/мл белка, неорганический фосфат (15 мМ) тормо-
зил на 80%. 

Для большинства аденилатдезаминаз ионы К+ и АТФ являются акти-
ваторами. Так, в присутствии ионов К+ наблюдали активацию фермента из 
эритроцитов человека [18 1, а фермент из растворимой фракции гомогената 
печени крыс активировался в присутствии ионов К+ и АТФ 119]. Однако 
аденилатдезаминазы из эритроцитов кошки и собаки ионами К+ и целым ря-
дом других ионов не активировались [29]. На активность изучаемых нами 
ферментных препаратов с содержанием белка 1,5—2 мг/мл ионы К + (1— 
150 мМ) не влияли. Мы не наблюдали стимуляции при рН 6,4—6,6 адени-
латдезаминазной активности также в присутствии АТФ (0,1—10 мМ) при 
концентрации АМФ 10 мМ. Однако при уменьшении концентрации АМФ 
до 2 мм в присутствии 1 мМ АТФ наблюдалась стимуляция аденилатдеза-
миназной активности примерно в 2 раза. Для выяснения значения этого 
феномена требуются дальнейшие исследования. 

Авторы благодарят Б. И. Курганова за ценную консультацию. 
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P A R T I A L P U R I F I C A T I O N A N D P R O P E R T I E S O F T H E A M P - D E A M I N A S E F R O M 
S U B F R A C T I O N O F S O L U B L E M I T O C H O N D R I A L P R O T E I N S O F R A T L I V E R 

G. D. Isakhanian, V. Z. Gorkin 

In s t i t u t e of Biologica l and Medical Chemis t ry , Academy of Medical Schiences of the 
U S S R , Moscow 

Isolat ion and pa r t i a l p u r i f i c a t i o n of AMP-deaminase from s u b f r a c t i o n of 
so lub le p ro te ins of the mi tochond r i a l f rac t ion from ra t l iver is descr ibed. The enzyme 
p repa ra t i ons o b t a i n e d deamina ted A M P at the h ighes t r a t e from p H 6.4 to 6.6. At 
the o p t i m a l p H v a l u e and in presence of o p t i m a l A M P concent ra t ions the AMP-dea -
minase p r e p a r a t i o n was not a c t i v a t e d by A T P or K + and was i n h i b i t e d by inorganic 
p h o s p h a t e . Re la t ionsh ip was no ted between both the content of pro te in in the enzyme 
p repa ra t i ons and length of the in t e rva l from compos ing the samples to mon i to r ing 
the enzyma t i c a c t i v i t y and the fo l lowing pa r ame te r s of the AMP-deaminase : / а / shape 
of curves descr ib ing the ra te of A M P deamina t ion as a func t ion of the n u c l e o t i d e 
concent ra t ion , / b / r evers ib le decrease in the A M P - d e a m i n a t i n g a c t i v i t y a f t e r d i a lys i s , 
/с/ p roper t i e s to deamina t e , besides A M P , also some o the r nuc l eo t ides / A D P , N A D , 
F A D / , / d / dynamics of i nac t iva t ion of the enzyme p repa ra t i ons by cont ro l led hea t ing . 
The p roper t i e s of the p a r t i a l l y p u r i f i e d A M P - d e a m i n a s e from the s u b f r a c t i o n of r a t 
l iver so lub le mi tochondr i a l p ro te ins were not ident ica l w i t h those descr ibed p rev ious ly 
for o ther AMP-deaminases . 

УДК 616-008.939.22-074:543.05 

E. А. Бородину В. И. Сергиенко, Э. М. Халилов, А. И. Арчаков, 
Ю. М. Лопухин 

ИЗВЛЕЧЕНИЕ ХОЛЕСТЕРИНА ИЗ ТЕНЕЙ ЭРИТРОЦИТОВ, 
МИКРОСОМ И ПЛАЗМЫ КРОВИ СПЕЦИФИЧНЫМ СОРБЕНТОМ 

И ФОСФОЛИПИДНЫМИ ЛИПОСОМАМИ 
I I Московский медицинский институт им. IT. И . Пирогова 

Поиск путей эффективного снижения содержания холестерина в орга-
низме человека является важной задачей современной медицины [1]. Пот-
ребность в методах, позволяющих избирательно извлекать холестерин из 
биологических мембран, обусловлена также необходимостью выяснения 
роли этого соединения в структуре и функционировании последних. 

С указанной целью может быть применен специфичный к холестерину 
сорбент МГУ-1. Представило определенный интерес выяснить способность 
сорбента МГУ-1 извлекать холестерин из плазмы крови и биологических 
мембран в сравнении с аналогичной способностью л и носом из фосфатидил-
колина. 
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М е т о д и к а 

Микросома л ьную ф р а к ц и ю из печени белых крыс-самцов выделяли ранее описан-
ным методом [2 ] . В работе использовали ф р а к ц и ю т я ж е л ы х микросом. Д л я отделения 
л е г к и х микросом исходные микросомы, ресуспендированные в среде, содержащей 
0,15 М КС1, 10 мМ трис-НС1-буфера р Н 7,4, н а с л а и в а л и на 20 мл 0 ,5 М сахарозы, 
0 ,5 М NaCl , 100 мМ трис-НС1-буфера р Н 7,4 в пробирках к ротору SW-25 и центрифу-
гировали на у л ь т р а ц е н т р и ф у г е «Beckman L5-65» при 100 000 g в течение 180 мин. 

Тени эритроцитов к р о л и к о в получали по методу Д о д ж а и соавт. [ 3 ] . 
Однослойные липосомы из яичного фосфатидилхолина либо фосфатидилхолина 

и холестерина приготавливали па у л ь т р а з в у к о в о м дезинтеграторе M S Е100 wt [ 4 ] . 
Озвученные липиды центрифугировали на ультрацентрифуге «Beckman- L5-65» при 
300 000 g в течение 70 мин д л я о с а ж д е н и я многослойных липосом. 

С целью извлечения холестерина из плазмы крови, мембран теней эритроцитов 
и микросом сорбентом МГУ-1 п р о б и р к у , с о д е р ж а щ у ю 1 г сорбента и 5 мл плазмы кро-
ви либо 1 г сорбента и 5—10 мг фосфолипида теней эритроцитов или микросом, осто-
рожно в р а щ а л и в течение 3—5 мин, после чего отделяли от сорбента биологический 
материал декантированием. 

Д л я извлечения холестерина из мембран теней эритроцитов и микросом фосфоли-
пидными липосомами биологические мембраны и н к у б и р о в а л и с липосомами из фосфа-
т и д и л х о л и н а при 30 °С в течение 3 ч в случае микросом и в течение 12 ч в случае теней 
эритроцитов в среде, содержащей 2 м М Э Д Т А , 1 мМ дитиогреитола , 100 мМтрис-НС1-
буфера р Н 7,4 . Липосомы брали в опыт в 4—6-кратном избытке по фосфолипиду по 
отношению к биологическим мембранам. По окончании и н к у б и р о в а н и я смесь о х л а ж -
дали до комнатной температуры и н а с л а и в а л и на 3 мл 0 ,5 М с а х а р о з ы , 0 ,5 М NaCl , 
100 мМ трис-ЫС1-буфера р Н 7,4 в пробирках к ротору SW-40 и центрифугировали на 
у л ь т р а ц е н т р и ф у г е «Beckman L5-65» при 280 000 g в течение 90 мин. Ф р а к ц и ю липосом, 
с о д е р ж а щ у ю с я в верхнем слое градиента , осторожно отсасывали. Поверхность осадка 
биологических мембран и стенки пробирки дважды смывали 5 мл 5 мМ трис-НС1-буфера 
рН 7,4. Д л я в с т р а и в а н и я холестерина в мембраны микросом использовали липосомы 
из фосфатидилхолина и холестерина . Все процедуры аналогичны описанным выше. 

Э к с т р а к ц и ю липидов из препаратов микросом и теней эритроцитов проводили ме-
тодом Фолча и соавт. [5] . В липидных экстрактах определяли содержание фосфоли-
пидов по Р н [6] и холестерина по реакции с хлорным железом и серной кислотой [7] . 
У р о в е н ь белка в препаратах микросом и теней эритроцитов определяли по методу 
Л о у р и и соавт . [8] в присутствии 0 , 1 % дезоксихолата натрия . Содержание цитохро-
мов Ьг> и Р - 4 5 0 в препаратах микросом измеряли методом Омура и Сато [9] . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В указанных выше условиях сорбент МГУ-1 извлекал из плазмы крови 
до 70% холестерина липопротеидов. При этом содержание холестерина 
в плазме крови снижалось с 0 ,82±0 ,110 до 0 ,25+0 ,025 мг/мл. 

Из мембран теней эритроцитов сорбент удалял 28% холестерина при 
расчете как на фосфолипиды, так и на белок (табл. 1). Содержание холесте-
рина в мембранах микросом при их обработке сорбентом не изменялось. 

Т а б л и ц а 1 

Извлечение холестерина из теней эритроцитов и микросом сорбентом МГУ-1 

Мембраны 
Холестерин/фосфолипнды, 

моль/моль 
Холестерин/белок, 

масса/масса 

Тени эритроцитов: 
до извлечения 
после извлечения 

Микросомы: 
до извлечения 
после извлечения 

0 , 9 6 ± 0 , 0 2 1 
0 , 6 9 ± 0 , 0 2 6 

<0,001 

0 , 1 7 ± 0 , 0 1 3 
0 , 1 7 ± 0 , 0 1 3 

0,2 ± 0 , 0 1 1 
0 , 1 8 ± 0,009 

<0,001 

0,048=1=0,003 
0,049=1=0,005 

> 0 , 5 

П р и м с ч а п и е. Даны средние значения и стандартные отклонения для 0 опытов. 

Результаты извлечения холестерина из мембран теней эритроцитов 
и микросом фосфолипидными липосомами представлены в табл. 2. Инкубиро-
вание с липосомами снижало содержание холестерина в тенях эритроцитов 
на 64% при расчете на фосфолипиды и на 44% при расчете на белок. Эта раз-
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ница, очевидно, была связана со встраиванием фосфолипида из липосом в 
мембраны эритроцитов и отчасти с переносом белка из мембран эритроцитов 
на липосомы, на что указывало увеличение отношения фосфолипиды/белок 
в эритроцитарных мембранах с 0,52 до 0,82. 

После инкубирования с липосомами из фосфатидилхолина содержание 
холестерина в мембранах микросом было снижено на 20% в расчете на фос-

Т а б л и ц а 2 

Изменения химического состава теней эритроцитов и микросом при извлечении холестерина 
липосомами из яичного фосфатидилхолина 

Мембраны 
Холестерии/фос-

фолициды, 
моль/моль 

Холестерин/бе -
лок, масса/масса 

Фосфолициды/бе-
лок, масса/масса 

Тени эритроцитов (п— б): 
до извлечения 
после извлечения 

Р 
Микросомы (п 22) 

до извлечения 
после извлечения 

Р 

0 , 9 6 ± 0 , 0 2 1 
0 , 3 5 ± 0 , 0 1 6 

< 0 , 0 0 1 

0 , 1 9 ± 0 , 0 0 6 
0 , 1 4 ± 0 , 0 0 5 

< 0 , 0 0 1 

0 , 2 5 ± 0 , 0 П 
0,14zfc0,009 

< 0 , 0 0 1 

0 , 0 5 9 ± 0 , 0 0 2 
0 , 0 5 7 ± 0 , 0 0 3 

> 0 , 5 

0 , 5 2 ± 0 , 0 1 2 
0 , 8 2 ± 0 , 0 2 1 

< 0 , 0 0 1 

0 , 6 2 ± 0 , 0 1 7 
0,81-1-0,043 

< 0 , 0 0 1 

фолипиды. Однако в расчете на белок содержание холестерина в микросомах 
оставалось практически неизменным. В то же время в микросомах происхо-
дило выраженное снижение содержания цитохромов Ьь и Р-450. Удельное 
содержание цитохрома Ь5 в мембранах микросом уменьшалось с 0 , 6 6 ± 
±0 ,021 до 0,52±0,014 нмоль на 1 мг белка, а цитохрома Р-450 — с 0 , 7 5 ± 
± 0 , 0 2 0 до 0,53±0,014 нмоль на 1 мг белка. Снижение содержания цитохро-
мов в мембранах микросом при инкубации последних с липосомами ясно 
указывает на неспецифический характер извлечения холестерина из биоло-
гических мембран фосфолипидными липосомами. 

Исследование изменения абсолютного содержания определяемых ком-
понентов в мембранах микросом (табл. 3) выявило увеличение содержания 

Т а б л и ц а 3 

Абсолютные изменения содержания белка, фосфолипидов, холестерина, цитохромов Ьь 
и Р-450 в микросомах после инкубирования с липосомами из яичного фосфатидилхолина 

Условия определения Белок, мг 
Фосфолипи-

ды, мг 
Холестерин, 

мг 
Цитохром Ьа, 

нмоль 
Цитохром 

Р - 4 5 0 , нмоль 

Д о инкубирования 
После инкубирования 

Р 

100 
9 5 ± 0 , 9 

6 2 ± 1 , 6 
7 5 ± 4 , 0 
< 0 , 0 1 

5 , 8 ± 0 , 2 3 
5 , 3 ± 0 , 2 3 

> 0 , 1 

6 6 ± 1,9 
5 0 ± 1 , 3 
< 0 , 0 0 1 

7 5 ± 2 , 1 
5 0 ± 1 , 7 
< 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е. Дамы средние значения и стандартные отклонения для 22 опытом. Ре-
зультаты всех опытов пересчитаны на 100 мг белка микросом. 

фосфолипидов на 21%, снижение содержания цитохромов Ь5 и Р-450 па 25 
и 31% соответственно и незначительное снижение уровня белка и холесте-
рина. Таким образом, уменьшение отношения холестерин/фосфолипиды 
в микросомах было преимущественно связано с увеличением содержания 
фосфолипидов. 

Полученные результаты свидетельствуют, что применение специфич-
ного к холестерину сорбента или фосфолипидных липосом позволяет до-
стигнуть истинного выведения холестерина из мембран эритроцитов, по не 
микросом. В первую очередь это может быть объяснено различной локали-
зацией холестерина в мембранах теней эритроцитов и микросом. В мембране 
эритроцита большая часть холестерина присутствует во внешнем листке 
липидного бислоя [10] и поэтому доступна для липосом [11] и сорбента. 
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Топография холестерина в мембранах микросом неизвестна. Невозможность 
извлечения холестерина из мембран микросом может быть связана с его 
преимущественным расположением во внутреннем листке липидного бислоя 
этих мембран. 

Для проверки этого предположения мы провели извлечение холестерина 
из микросом, в которые он был предварительно встроен из обогащенных хо-

лестерином липосом. Вво-
димый в мембраны микро-
сом холестерин должен 
был располагаться во 
внешнем листке бислоя 111 I 
и быть доступным для из-
влечения. Инкубирование 
таких микросом с липо-
сомами из фосфатидилхо-
лина, действительно, со-
провождалось снижением 
содержа 11 и я холестер и на 
в мембранах микросом 
при расчете как на фос-
фолипиды, так и на белок 
(табл. 4). 

На основании полученных результатов можно утверждать, что сорбент 
МГУ-1 позволяет эффективно извлекать холестерин из плазмы крови и плаз-
матических мембран клеток. Выведение холестерина из биологических мемб-
ран фосфолипидными липосомами не является избирательным. 

Выражаем искреннюю признательность сотрудникам кафедры химиче-
ской эизимологии МГУ -члену-корр. АН СССР И. В. Березину, кандида-
там химических наук А. М. Егорову, А. В. Ананичеву и И. П. Андриановой 
за любезное предоставление специфичного к холестерину сорбента. 
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E. A. Borodin, V. /. Sergienko, E. M. Khalilov, A. / . Archakov, Yu. M. Lopukhin 

N. I. P i rogov II Medical School , Moscow 

A sorben t spec i f ic for choles terol enab led to isola te e f f e c t i v e l y the subs tance 
from blood plasma and membranes of e r y t h r o c y t e shadows . Choles terol was not i so la ted 
from microsomal membranes n e i t he r wi th the sorbent MGU-I nor by means of phospho-
l ipid l iposomes. The phenomenon was a p p a r e n t l y re la ted to the loca l i za t ion of chole 
s terol on the inner su r f ace of l ip id b i layer of microsomal membranes . 

Т а б л и ц а 4 

Извлечение холестерина из микросом, в которые пре-
дварительно был встроен холестерин, липосомами 

из яичного фосфатидилхолина 

Условия определе-
ния 

Холестерин/фос-
фолипиды. 
моль/моль 

Холестерин/бе-
лок, масса/масса 

Д о извлечения 0 , 3 8 ± 0 , 0 3 0 0 , 1 1 3 ± 0,012 
После извлечения 0,24zb0,014 0,080=1=0,006 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 

П р и м е ч а к и е. Даны средние значения и стан-
дартные отклонения для 6 опытов. 
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А. И. Воскобоев, Б. А. Аверин 

СОДЕРЖАНИЕ СВОБОДНОГО И СВЯЗАННОГО ТИАМИНДИФОСФАТА 
В МИТОХОНДРИЯХ ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ РАЗЛИЧНОЙ 

ОБЕСПЕЧЕННОСТИ ОРГАНИЗМА ТИАМИНОМ 

Отдел р е г у л я ц и и обмена веществ А Н Б е л о р у с с к о й ССР, Гродно 

Для протекания ТДФ-зависимых ферментативных реакций важно соот-
ношение свободной и связанной форм кофермента. Ранее нами при определе-
нии количества свободного и связанного тиаминдифосфата (ТДФ) в гиало-
плазме печени крыс при различных В г авитаминозных состояниях [1 ] было 
показано, что активность транскетолазы (один из ТДФ-зависимых фермен-
тов) изменяется лишь с уменьшением белковосвязанного, а не свободного 
ТДФ. Характерно также, что при авитаминозе В х апоформа транскетолазы 
не накапливается. В отношении митохондрий, где локализованы системы 
окислительного декарбоксилирования а-кетокислот, у которых ТДФ тоже 
выступает в качестве кофермента, имеются аналогичные наблюдения 12, 3] . 
Инкубация нативных митохондрий в сахарозофосфатном буфере приводила 
к удалению 70% слабосвязанной формы ТДФ, однако это не сказывалось 
заметным образом на скорости окислительного декарбоксилирования. При 
инкубации митохондрий животных с дефицитом тиамина выведения слабо-
связанной формы ТДФ не наблюдалось. 

Считается, что при авитаминозе В т апоформа пируватдекарбоксилазы 
сохраняется [2, 4] , поскольку добавка in vitro ТДФ приводит к нормализа-
ции ферментативной активности. Не исключено, однако, что ТДФ-эффект 
может быть связан с переходом неактивной формы пируватдегидрогеназного 
комплекса в активную [5.1. 

Данная работа посвящена изучению динамики соотношения свободной 
и связанной форм ТДФ в митохондриях печени крыс при моделировании 
В,-авитаминозных и гипервитаминозных состояний. 

М е т о д и к а 

Д л я создания пищевого авитаминоза крыс массой 140—160 г содержали на диете 
с дефицитом витамина В-, в течение 30 дней | 6 ] . Ж и в о т н ы х 1-й группы забивали через 
5, 10, 15, 20, 25 и 30 дней с о д е р ж а н и я на диете. Ж и в о т н ы м 2-й группы через 30 дней 
авитаминоза вводили тиамин в дозе 2 мг на 100 г массы тела и забивали через 3 и 24 ч 
после инъекции . Состояние гипервитамииоза создавали введением тиамина в дозе 
2, 4, 8, 10, 20 и 40 мг на 100 г массы тела . 

Выделение митохондрий и определение свободной и связанной форм ТДФ. Живот-
ных д е к а п и т и р о в а л и , печень перфузировали о х л а ж д е н н о й 0,25 М сахарозой . Т к а н ь 
п р о д а в л и в а л и через пресс и гомогенизировали в стеклянном стакане с тефлоиовьш 
пестиком. Митохондрии выделяли методом дифференциального центрифугирования в 
среде, с о д е р ж а щ е й 0,25 М с а х а р о з у , 0,01 М трис-буфер, р Н 7,4. Чистоту фракций конт-
р о л и р о в а л и под электронным микроскопом. Полученные митохондрии обрабатывали 
0 , 4 % тритоном Х-100 и центрифугировали 30 мин при 80 000 g. Осадок отбрасывали, 
суперпатапт в объеме 1 мл наносили на к о л о н к у с сефадексом G-50, уравновешенную 
0,01 М трис-НС1-буфером, р Н 7,4. В э л ю и р у е м ы х ф р а к ц и я х определяли белковосвя-
занный и свободный Т Д Ф ферментативным [8] и флюорометрическим [9] методами. 
В белковых ф р а к ц и я х определяли Т Д Ф после предварительной денатурации белка на-
греванием или обработкой 10% Т Х У . 

При проведении опытов с использованием тиазол-2- 1 4 С-тиамина животным вводи-
ли по 150 мкг меченого препарата и забивали их через 12 ч после инъекции . В этом 
случае митохондрии при выделении отмывали до исчезновения счета в промывной жид-
кости. Разделение на колонке с сефадексом проводили, как у к а з а н о выше. В элюируе-
мых ф р а к ц и я х определяли белок по Л о у р и [7] и измеряли радиоактивность на сциити-
л я ц и о п н о м счетчике М а р к - I I (фирма «Nuc lea r chicago», США). 

Д л я качественного анализа метки объединенные фракции 1-го и 2-го пиков радио-
активности концентрировали и хроматографировали на бумаге в системе бутанол — 
этанол — вода ( 2 : 1 : 1) в течение 18 ч. В качестве метчиков использовали тиамин, 
Т Д Ф , Т Т Ф . После п р о я в л е н и я хроматограмм пятна элюировали водой и определяли 
концентрацию веществ. 

Выделение тиаминсвязывающего белка и определение активности. Митохондрии 
подвергали холодовому осмотическому шоку по методу Н е я и Хеппела [14 ]. Осадок 
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митохондрий суспендировали в 10-кратном объеме трис-НС1-буфера, pIT 8,0, содер-
жащего 30% сахарозу . К суспензии добавляли Э Д Т А до концентрации 1 « Ю - 4 М и пе-
ремешивали 10 мии при 26 °С с последующим центрифугированием (20 ООО g, 10 мин). 
Ыадосадок удаляли , а осадок ресуспендировали в охлажденном растворе, содержащем 
0,01 М трис-буфер и MgCl2 (5- 10~~' М), оставляли на 10 мии в ледяной бане. После цент-
рифугирования (см. выше) раствор, содержащий тиаминсвязывающий белок, концент-
рировали до объема 1 мл против полиэтиленгликоля . Связывание тиамина исследовали 
методом равновесного диализа . Д л я этого в камеру, разделенную мембраной, помеща-
ли с одной стороны белок, с другой трис-НС1-буфер, рН 7,2, содержащий 1 4С-тиамин 
или 1 4 С-ТДФ. Д и а л и з проводили при активном встряхивании. Измеряли радиоактив-
ность в промежутке 5—24 ч. При определении тиамиисвязывающей активности ме-
тодом гель-фильтрации белок обрабатывали 6 М мочевиной и после ее удаления инку-
бировали 60 мин при 26 °С в среде, содержащей 100 мкг :14С-тиамииа, Mg2 + в концент-
рации 2 - 1 0 — г М. Смесь после инкубации наносили на колонку с сефадексом G-25, урав-
новешенную трис-НС1-буфером, pIT 7,2, содержащим 50 мкг немеченого тиамина на 
1 мл буфера. Элюцию вели исходным буфером. 

Определение тиаминпирофосфокиназной активности в митохондриях печени 
крыс. Условия проведения реакции и концентрации ингредиентов описаны в работах 
[20]. Тиаминпирофосфокииазную реакцию проводили с интактиыми митохондриями, 
разрушенными тритоном Х-100, заморозкой и оттаиванием в жидком азоте. В качестве 
ингибитора фосфатазной реакции использовали N a F в концентрации Ь Ю - 3 М. Про-
дукты реакции разделяли хроматографией на колонке с ДЭАЭ-сефадексом А-25 [21] . 
Определяли количество синтезированного Т Д Ф ферментативным и радиоизотопным 
методами. 

В работе использовали препараты Т Д Ф фирмы «Ferak» (Западный Берлин) , 
АТФ фирмы «Reanal» (Венгрия) , полиэтиленгликоль фирмы «Мегск» (ФРГ), [1 4С-тиа-
зол | — тиамин с удельной радиоактивностью 14 мКи/моль фирмы «Amersham» (Анг-
лия) , сефадексы G-25, G-50 фирмы «Pharmacia» (Швеция). Все другие реактивы оте-
чественного производства высокой степени чистоты. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

На рис. 1 представлены результаты разделения связанной и свободной 
форм ТДФ в митохондриях печени крыс после инъекции 14С-тиамина. Вид-
но, что количество связанной с белком метки составляет около 22%, а сво-
бодной- 78%. Диализ фракций 1-го пика даже в течение Зсут не приводил 

Рис. 1. Разделение связанной (У) и 
свободной (2) форм Т Д Ф в митохондри-
ях печени крыс после инъекции 14С-

тиамииа. 
Здесь и па рис. 4 по оси абсцисс — помер 

фракции. 

Рис. 2. Изменение уровня свободной (У) 
и связанной (2) форм Т Д Ф в митохон-
дриях печени крыс в условиях пище-

вого В 3 -авитаминоза. 
По оси абсцисс — сутки эксперимента. 

к отрыву метки, в то время как при диализе фракций 2-го пика уже через 
3 ч наблюдалось динамическое равновесие по обе стороны мембраны. По-
лученные данные согласуются с результатами Кислиига [2, 3 1. Хроматогра-
фия депротеинизированных фракий 1-го пика показала, что 98% радиоак-
тивности составляет ТДФ, во фракциях 2-го пика его около 80%. Определе-
ние свободной и связанной форм ТДФ в дальнейшем производили тиохром-
иым методом. 

По аналогии с предыдущими исследованиями по содержанию ТДФ 
в гиалоплазме крыс при пищевом авитаминозе 1.1 I представляло интерес 
определить соотношение двух форм ТДФ в митохондриях. Из рис. 2 вид-
но, что у интактных животных соотношение связанной и свободной форм 
ТДФ равно 1 : 4. Такая же величина получена с использованием метки. 
При авитаминозе в первую очередь понижается уровень свободной формы, 
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к 10-м суткам эксперимента он составляет 5%, к 20-м суткам — 1 %. Содер-
жание связанной формы ТДФ начинает уменьшаться только на 20-е сутки 
опыта. С этого периода отмечается снижение активности дегидрогеназы 
а-кетокислот [22]. 

В этой связи представляет интерес вопрос о том, сохраняется апоформа 
указанных выше ферментов или она деградирует, как и апотранскетолаза 
[1 1. Имеющиеся данные о восстановлении активности дегидрогеназных ком-
плексов а-кетокислот до нормы в короткий промежуток времени после вве-
дения тиамина крысам с гипоавитаминозом или при инкубации митохонд-
рий in vitro с ТДФ [2, 3 ] позволяют сделать вывод о возможности сохра-
нения апоформы. 

В результате наших исследований по определению свободной и связан-
ной форм ТДФ у животных с авитаминозом спустя 3 и 24 ч после инъекции 
тиамина в дозе 2 мг на 100 г (рис. 3) показано, что количество связанного 

3 0 - 1 1 1 

- 2 -

2 
2 Р Пи 1 

I л ш ж 
Рис. 3. Количество свободной (1) и свя-
занной (2) форм Т Д Ф в митохондриях 

печени к р ы с . 
Ц— в норме; II — после 30 дней Bi-авитами-
иоза; III — через 3 ч после введения тиамина; 
Г ' / V —через 24 ч после введения тиамина. 

Р и с . 4. Гель -фильтрация тиаминсвязы-
вающего белка , полученного методом 

холодового ш о к а . 
1 — профиль элюции белка; 2 — профиль 

элюции 14С-тиамииа. 

ТДФ возрастает к 3 ч с 42 до 70% нормы. Исходя из того что уровень сво-
бодной формы ТДФ восстанавливается уже к 3 ч после введения тиамина, 
можно утверждать, что после 30 дней авитаминоза сохраняется значитель-
ная часть апоформы. Восстановление содержания связанного с белком ТДФ 
к 24 ч до уровня в контроле связано, по-видимому, с наработкой апофермеи-
та cle novo. 

Оставался невыясненным вопрос о происхождении митохондриальиого 
ТДФ. Некоторые исследователи указывают на отсутствие тиамиппирофосфо-
киназы в этих оргаиеллах [16, 19 ]. С другой стороны, имеются работы, в ко-
торых отмечается автономный синтез ТДФ в митохондриях, причем с более 
высокой скоростью, чем в гиалоплазме [15, 23]. Предпринятые нами по-
пытки обнаружить биосинтез ТДФ в митохондриях печени крыс оказались 
безуспешными. Варьирование концентраций тиамина, АТФ, ионов Mg+ 2 

и белка митохондрий, детекция продуктов реакции ферментативным и ра-
диометрическим методами дали отрицательный результат. На этом основа-
нии был сделан вывод, что ТДФ поступает в митохондрии из растворимой 
части клеток, а также предположено наличие специфической транспортной 
системы. Косвенным доказательством существования такой системы у ми-
тохондрий послужили результаты опытов по определению уровня свобод-
ной и связанной форм ТДФ при нагрузке организма тиамином. 

Как было показано ранее [I I, введение крысам тиамина в дозе 2 мг 
на 100 г массы тела в норме приводит к увеличению содержания ТДФ па 
100%, что свидетельствует об активном его биосинтезе в тиаминпирофосфо-
киназной реакции. Из таблицы видно, что при инъекции тиамина в дозе 
2—40 мг на 100 г массы в митохондриях количество связанного ТДФ не 
увеличивается. При введении 40 мг тиамина на 100 г массы отмечено уве-
личение свободной формы в 2 раза при определении тиамина флюорометри-
ческим методом. При проверке ферментативным методом и ионообменной 
хроматографией на ДЭАЭ-сефадексе А-25 обнаружено увеличение в мито-

4 В-сы мед. химии JVa 2 



хондриях концентрации тиамина; содержание свободного ТДФ остается, 
постоянным. 

Полученные данные еще раз подтверждают, что синтеза ТДФ в мито-
хондриях не происходит, а также то, что в митохондриях существует систе-
ма, которая жестко контролирует поступление кофермента через мембрану. 

В связи с этим нами была предпринята попытка выделить тиаминсвя-
зывающий белок из митохондрий печени крыс. Такой белок был выделен 

ранее из цитоплазматиче-
ских мембран Lactobacil-
lus casei 111], клеточной 
стенки Е. coli [12], из 
белка куриных яиц 110]. 
Считается доказанным его 
важная роль в мембранном 
транспорте ТДФ. 

На рис. 4 представле-
ны данные по гель-фильт-
рации белкового препара-
та митохондрий, получен-
ного методом холодового 
шока после предваритель-
ной инкубации с 14С-тиа-
мином. Видно, что метка с 
колонки элюируется дву-
мя пиками. В 1-м пред-
ставлен белковосвязаниый 
тиамин, во 2-м — свобод-

ный. Удельная тиамиисвязывающая активность составляет 0,088 нмоль 
на 1 мг белка, что соответствует данным для аналогичного препарата из 
Е. coli 112 ]. Замена 14С-тиамина на 14С-ТДФ дает сходные результаты. От-
сюда можно сделать вывод, что тиамин и его фосфорный эфир обладают оди-
наковым сродством к белку и, кроме того, что данный белок не может быть 
фрагментом пируватдегидрогеиазного комплекса, поскольку последний свя-
зывает исключительно ТДФ. Тот факт, что повышение концентрации ТДФ 
в гиалоплазме не приводит к увеличению его содержания в митохондриях,, 
дает основание полагать, что его поступление лимитируется и пассивный 
транспорт отсутствует. Можно допустить, что ТДФ переносится через мем-
браны митохондрий в результате реакции ТТФ—^ТДФ обмена, как это было 
показано для адениловых нуклеотидов [13]. Считается также, что системы, 
осуществляющие транспорт посредством лигандсвязывающих белков, полу-
чают энергию для переноса преимущественно через энергию фосфатной свя-
зи 1241. Известно, что количество ТТФ в клетке постоянно и отклонение 
от нормы приводит к тяжелым заболеваниям 125 I. Возможно, уровень ТТФ 
в гиалоплазме может служить лимитирующим фактором концентрации ТДФ 
в митохондриях. Дальнейшие исследования по очистке и изучению свойств 
тиаминсвязывающего белка из митохондрий и клеток печени позволят выяс-
нить механизмы транспорта и перераспределения витамина В , в различных 
органах и тканях. 
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F R E E A N D B O U N D T H I A M I N E P Y R O P H O S P H A T E L E V E L I N R A T L I V E R 
M I T O C H O N D R I A IN V A R I O U S S A T U R A T I O N O F T H E B O D Y W I T H 

T H I A M I N E 

A. I. Voskoboyev, V. A. Averin 

Depar tmen t of Metabo l i c Regu la t ion , Academy of Sciences of the Byeloruss ian S S R , 
Grodno 

Content of tree and bound th i amine p y r o p h o s p h a t e / Т Р Р / was measured by means 
of gel f i l t r a t ion and equ i l i b r ium dia lys i s procedures in mi tochondr i a of n o r m a l r a t s , 
the r a t s under condi t ions of a l imen t a ry B , av i t aminos i s and load ing w i t h t h i a m i n e . 
The content of p ro te in-bound T P P was s t ab l e and equa l to 20% of i ts t o t a l level 
in the mi tochondr i a of control r a t s and in the r a t s loaded wi th t h i a m i n e . The con ten t 
of f ree form of T P P was decreased in В 1 av i t aminos i s ; a severe form of the a v i t a m i -
nosis was accompanied by a decrease in content of the bound form. Concent ra t ion of 
the free form of T P P did no t increase if the organism of the ra t s was loaded w i t h 
t h i amine . These da ta suggest exis tence of spec i f ic sys tems con t ro l l i ng the v i t a m i n up-
take in m i t o c h o n d r i a . The ac t ive t r anspor t of t h i amine across the m i t o c h o n d r i a l mem-
branes is considered as the most i m p o r t a n t process. Admin i s t r a t i on of the high doses 
of the v i t amin led only to an increase in the non-coenzymat ic form of the v i t a m i n , 
i n d i c a t i n g the absence of t h i amine py rophosphok inase in ra t l iver m i t o c h o n d r i a . A pos 
s ible mechanism of T P P t ranspor t in mi tochondr ia is d iscussed. 

УДК 615.277.3.015.4 

Л . H. Кожухов 

О БИОТРАНСФОРМАЦИИ ФТОРАФУРА 

Институт органического синтеза А Н Л а т в и й с к о й ССР, Р и г а 

Химиотерапевтический механизм действия отечественного противоопу-
холевого препарата фторафура (ФТ) заключается в длительном высвобожде-
нии в организме опухоленосителя активного цитостатика — 5-фторурацила 
(5-ФУ) 11, 2] . В связи с этим в исследованиях по биохимическому превра-
щению ФТ центральное место отведено изучению реакции биот р аисформа-
ции препарата до 5-ФУ. В опытах in vitro показано, что в расщеплении 
псевдогликозидной связи С — N молекулы ФТ принимает у ч а с т и е микро-
сомальиая фракция печени 12, 3] . Кроме того, в экспериментах in vivo 
установлено, что после применения индуктора микросомалыюй Н А Д Ф - Н -
зависимой монооксигеназной системы печени наблюдается усиление цито-
статического эффекта ФТ за счет повышения концентрации 5-Ф У в плазме 
крови животных-опухоленосителей [3]. Однако дальнейшие исследования в 
этом направлении связаны с трудностью экспериментального определения 
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скорости образования в организме 5-ФУ. В результате быстрого катаболиз-
ма и анаболизма 5-ФУ его количество в биологическом материале, взятом 
после введения ФТ экспериментальным животным, не отражает скорость био-
трансформации препарата [4]. В настоящей работе изложен метод косвен-
ного определения скорости псевдогликозидной связи С—N в молекуле ФТ и 
приведены данные по биотрансформации ФТ в условиях in vivo. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на белых нелинейных крысах-самцах массой 170—200 г. Ис-
п о л ь з о в а л и 2- 1 4 С-ФТ, 2 ' , 5 ' - 1 4 С-ФТ и 2- 1 4 С-5-ФУ с удельной радиоактивностью 2,8, 
33 ,0 и 17,0 м к К и / м г соответственно. Препараты применяли однократно внутривенно 
в д о з а х : д л я ФТ — 150 мг/кг , д л я 5 - Ф У — 15 мг/кг (количество введенной радиоактив-
ности 11 м к К и / к г ) . В опытах с индуктором или ингибитором Н А Д Ф • Н-зависимой мо-
н о о к с и г е к а з н о й системы печени крысам предварительно вводили фенобарбитал (внут-
р и б р ю ш и и н о , 3 дня по 80 мг/кг) , растворенный[в 0,02 и. NaOIT, или СоС12 (подкожно, 
2 дня по 20 мг/кг) . Д л я изучения конкурентного ингибирования реакции разрыва 
связи С — N в молекуле Ф Т крысам одновременно с 2 ' , 5 ' - 1 4 С-ФТ внутривенно вводили 
т ш р и м и д и н н у к л е о з и д ы и нуклеотиды-в дозах , эквимоляриьтх дозе Ф Т . Контрольной 
группе ж и в о т н ы х вводили эквивалентный объем 0 , 9 % раствора NaCl . При изучении 
процесса экскреции экспериментальных животных помещали в обменные клетки 
«Симакс» фирмы «Kaval ier» (ЧССР) . Радиоактивность в моче и ф е к а л и я х определяли 
по методу [5] , а в выдыхаемом воздухе — по методу [6] через 1, 2, 3, 6, 10, 16, 24 
и 48 ч с момента введения препаратов . Д^Я идентификации Ф Т и 5-Ф|У в мрче исполь-
з о в а л и тонкослойную хроматографию,в системе, растворителей хлороформ — метанол 
( 9 : 1 ) [7 ] . Радиоактивность определяли иа сциитилляциоииом счетчике «SL-ЗО» 
ф и р м ы «In te r techn ique» (Франция) с^корр^кцией результатов на 100% эффективность 

счета. Содержание микросомальиого белка и цитохрома Р 4 5 0
 в печени крыс оценива-

л и по методам [8 и 9 ] соответственно. yr< w 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Данные об экскреции 2-14С-ФТ и его метаболитов у крыс представлены 
в/ табл. 1. Видно, что в течение 48-часового периода выводится 93,5% от 
введенной дозы 2-14С-ФТ, при этом через легкие выделяется 49,4%, через 

j О ' V 1 ' . "' >s • 
1 Т а б л и ц а 1 

Кумулятивное выведение с мочой if выдыхаемым воздухом 2-14С-ФТ и его метаболитов 
после однократного внутривенного введения препарата крысам 

Экскреция, % от авеДённой дозы 

Время 
I 4C0 2 

.' ')i! г: 
2 - , 4 С-ФТ и его ме-
таболитом с мочой 2- 1 4С-ФТ с мочой 

2- 1 4С-5 -ФУ с 
мочой 

1 
3 
6 

10 
16 
24 
48 

4 , 0 ± 0 , 2 
1 1 , 8 ± 0 , 6 
2 3 , 0 ± 1 , 1 
3 7 , 5 ± 1 , 8 
42,1 ± 2 , 0 
4 4 , 9 ± 2 , 0 
4 9 , 4 ± 2 , 5 

5„0,±0>2 м 
' 13,2±С),5 
2 5 , 5 ± 1,0 
3 2 , 5 ± 1,4 
38, 1 - f c l J 
4 0 , 5 ± 1,9 
4 2 , 6 ± 1,9 

3,9d=0,3 
9,8dz0,6 

1 8 , 4 ± 1,2 
2 3 , 1 ± 1 , 5 
2 6 , 7 ± 1 , 7 
2 8 , 3 ± 1,8 
2 9 , 6 ± 2 , 0 

0 , 0 9 ± 0 , 0 1 
0 , 2 4 ± 0 , 0 2 
0 , 5 4 ± 0 , 0 4 
0 , 7 3 ± 0 , 0 5 
0 , 9 2 ± 0 , 0 7 
l , 0 l ± 0 , 0 7 
1 , 1 0 ± 0 , 0 9 

почки — 42,6% и с калом — 1,5%. Количество экскретируемого с мочой 
неизмененного 2-14С-ФТ составляет примерно 30% от введенной дозы, ос-
тальная часть препарата расщепляется до 2-14С-5-ФУ и подлежит дальнейшей 
биотрансформации. Поскольку выделение радиоактивности через легкие яв-
ляется эффективным показателем очищения организма после введения экзо-
генного 2-14С-5-ФУ (табл. 2), очевидно, что и в случае 2-14С-5-ФУ, образован-
ного в результате метаболизма 2-14С-ФТ, элиминации 1 4 С0 2 является основ-
ным путем выведения радиоактивной метки (см. схему, а). 

Лимитирующей стадией биотрансформации 2-14С-ФТ in vivo является 
расщепление связи С—N в молекуле препарата (УФТ-+5 = ФУ)> на что ука-
зывает низкая скорость элиминации 1 4 С 0 2 после введения крысам 2-1 4С-фТ 
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(V<DT -CO 2 ; СМ. табл. 1) по сравнению со скоростью образования 1 4 С 0 2 
при биотраисформации 2-14С-5-ФУ (Vs-oy^co, ; см. табл. 2). 

На рис. 1 приведены данные о влиянии индуктора (фенобарбитала) и 
ингибитора (СоС12) микросомальной Н А Д Ф -Н-зависимой монооксигеиазной 
системы печени крыс на скорость метаболизма 2-14С-ФТ д о 1 4 С 0 2 . Предвари-

А Л 
о я 

I IN |1 F VФТ — 5ФУ Щ \ \ Г У 5 Ф У — С О 2 ^ * 
" А А г 
О N 

Н 

УФТ — с о 2 

- c o z 

т ])F У ф т ^ 5 Ф У 
Л > ^ о Jsf 
о 

УТФ — со?_ 0* 
loo? 

УФТ-— СОГ 

Схема б и о х и м и ч е с к о г о о к и с л е н и я 2 - 1 4 С - Ф Т (а) и 2 \ 5 ' - 1 4 С - Ф Т (б). 

тельная обработка экспериментальных животных фенобарбиталом в 1,9 ра-
за увеличивает, а СоС12 — в 1,8 раза понижает УФТ-СО, за начальный 
10-часовой период после введения 2-14С-ФТ. В аналогичных условиях экспе-
римента не выявлено влияния фенобарбитала или СоС12 на скорость катабо-
лизма экзогенно введенного 2-14С-5-ФУ до 1 4 С0 2 . Таким образом, У Ф Т ^ с о 3 
отражает любое изменение УФТ-5=ФУ за счет индукции или депрессии ак-

Т а б л и ц а 2 

Кумулятивное выведение с мочой и выды-
хаемым воздухом 2- 1 4 С-5-ФУ и его метабо-
болнтов после однократного внутривенного 

введения препарата крысам 

Экскреция, % от введенной дозы 

В
ре

м
я,

 ч
 

14С2 

2 -14С-5 -ФУ и 
его метабо-

литов с мочой 
2 -14С-5 -ФУ 

с мочой 

1 
2 
3 
6 

10 
16 
24 
48 

2 3 , 2 ± 1 , 8 
47,8=1=2,9 
67,9=1=3,7 
71,0=1=3,9 
72,5=1=4,4 
7 3 , 2 ± 4 , 6 
73,8=1=4,6 
74,8=1=5,0 

3 , 0 ± 0 , 2 
5,2=1=0,2 
8 , 3 ± 0 , 5 

10,0=1=0,6 
14,1 ± 0 , 7 
1 5 , 5 ± 0 , 7 
16,1=1=0,7 
1 7 , 3 ± 0 , 8 

0,85=1=0,06 
1 , 1 5 ± 0 , 0 8 
1,30 ; 0 ,09 
1,48=1=0,10 
1,59=1=0,12 
1 , 6 1 ± 0 , 1 4 
1,61 ± 0 , 1 4 
1,61 ± 0 , 1 4 

Т а б л и ц а 3 

Кумулятивное выведение с мочой и вы-
дыхаемым воздухом 2 \ 5 ' - 1 4 С - Ф Т И его 
метаболитов после однократного внутри-

венного введения препарата крысам 

Экскреция, от введенной дозы 

Время, ч 
14С02 

2' ,5' -14С-
ФТ и его 

метаболи-
тов с мо-

чой 

2' ,5' -14С-
ФС с мо-

чой 

1 
3 
6 

10 
16 
24 
48 

3,6=1=0,2 
9 , 1 ± 0 , 5 

1 9 , 2 ± 1,2 
3 1 , 4 ± 1 , 7 
37,0=1=2,0 
4 7 , 1 ± 2 , 3 
53,0=1=2,4 

7 , 0 ± 0 , 4 
15,3=1=0,8 
24,5=1= 1,4 
31,0=1= 1,8 
3 5 , 5 ± 1 , 9 
38,8=1=2,0 
4 1 , 1 ± 2 , 1 

4,0=1=0,3 
1 0 , 1 ± 0 , 6 
18,0=1= 1,1 
23,0=1= 1,4 
26,5=1=1,7 
28,3=1=1,8 
2 9 , 4 ± 2 , 1 

тивности фермента, участвующего в расщеплении связи С—N молекулы 
2-1 4С-ФТ. 

Изменение скорости биотрансформации 2-14С-ФТ коррелирует с количе-
ственным изменением цитохрома Р 45 0 в микросомальной фракции печени 
крыс. Удельное содержание цитохрома Р 45 0 в печени экспериментальных 
животных, обработанных фенобарбиталом, составляет 224%, обработанных 
СоС12—57% по отношению к контролю (0 ,78±0 ,07 мкмоль на 1 мг микро-
сомалы-юго белка). 

Полученные результаты свидетельствуют о прямой зависимости скоро-
сти активации 2-14С-ФТ до 2-14С-5-ФУ от функционального состояния 
НАДФ-Н-зависимой монооксигеиазной системы эндоплазматического ре-
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тикулума печени крыс. Тем не менее это не исключает участие других фер-
ментных систем, в частности ииримидиииуклеозидфосфорилазы в разрыве 
псевдогликозидной связи С—N молекулы ФТ. Ранее было показано, что 
пиримидиинуклеозидфосфорилаза, ответственная за катаболизм природных 
и некоторых аномальных нуклеозидов [10], не расщепляет ФТ в условиях 
in vi t ro I I ). Однако открытие в опытах in vivo новых промежуточных мета-
болитов ФТ 111 —13], обладающих более близким структурным сходством 

24 4Q4 

Р и с . 1. В л и я н и е фенобарбитала и СоСЬ» 
на с к о р о с т ь б и о т р а н с ф о р м а ц и и 2- 1 4 С-ФТ 

до 1 4 С 0 2 . 
Здесь и на рис. 2 кривые образования 14СОг: / — 
У иитактиой группы животных; 2 — у крыс после 
предварительного введения фенобарбитала (3 дня 
по 80 мг/кг); 3 — у крыс после предварительного 

введения CoCl 2 (2 дня по 20 мг/кг). 

4вч 

Рис . 2. В л и я н и е фенобарбитала и 
CoCl 2 на скорость биотрансформации 

2 ' , 5 ' - 1 4 С - Ф Т до 1 4 С 0 2 . 

с природными нуклеозидами, вновь выдвинуло проблему возможного учас-
тия пиримидиинуклеозидфосфорилазы в биотраисформации ФТ. 

Д л я решения этого вопроса in vivo мы использовали меченный по тетра-
гидрофураиовой части 2' ,5 '-1 4С-ФТ. Данные о кумулятивном выведении с мо-
чой и выдыхаемым воздухом 2' ,5 '-1 4С-ФТ и его метаболитов после внутривен-
ного введения препарата крысам представлены в табл. 3. Поскольку за 48-
часовой период большая часть от введенной радиоактивности (53,0%) эк-
скретируется в виде 1 4 С0 2 , очевидно, что биохимическое окисление затраги-
вает оба меченых углеродных атома тетрагидрофураиовой группировки 
2' ,5 '-1 4С-ФТ. 

Реакция окисления тетрагидрофуранового остатка 2' ,5'-14С-ФТ в ор-
ганизме экспериментальных животных (УТФ-+СО2) следует за предвари-
тельным разрывом связи С—N в молекуле препарата (см. схему, б). Об этом 
свидетельствуют данные, приведенные па рис. 2. Увеличение или снижение 
У Ф Т - 5 - Ф У з а с ч е т индукции (фенобарбиталом) или депрессии (СоС12) 
НАДФ-Н-зависимой монооксигеиазиой системы печени вызывает сходные 
изменения в скорости экскреции 1 4С02 после введения крысам 2' ,5 '-1 4С-ФТ 
( V ' o t - C O o ) -

Таким образом, скорость биотраисформации тетрагидрофураиовой 
группировки 2' ,5 '-1 4С-ФТ до 1 4С02 отражает сдвиги в скорости разрыва 
псевдогликозидной связи С—N препарата. Следовательно, если пиримидии-
нуклеозидфосфорилаза или иной фермент нуклеинового обмена принимает 
участие в метаболизме ФТ до 5-ФУ, то совместное введение крысам 2',5'-14С-
ФТ и конкурентных ингибиторов этих ферментов должно привести к сни-
жению скорости образования 1 4С02 по сравнению с контролем. Однако в на-
ших опытах с одновременным введением экспериментальным животным эк-
вимолярных доз 2' ,5 '-1 4С-ФТ и ряда субстратов, участвующих в нуклеино-
вом обмене (уридина, 2 /-дезоксиуридииа, цитозина, 2 /-дезоксицитозина, ти-
мидина, УМФ, дУМФ, ЦМФ, дЦМФ, ТМФ, УДФ, дУДФ, ТДФ, УТФ, 
д У Т Ф , ТТФ), не найдено изменения скорости образования 1 4С02 но сравне-
нию с контролем. Эти данные указывают на незначительную роль ферментов 
нуклеинового обмена в разрыве псевдогликозидной связи С—N молекулы 
Ф Т in vivo. Обнаруженное в эксперименте in vitro расщепление одного из 
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промежуточных метаболитов препарата (4'-ОН-ФТ) под действием ти-
мидинфосфорилазы до 5-ФУ [12], очевидно, составляет минорный путь био-
трансформации ФТ in vivo. 
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УДК 012.397.2.014.46:612.452.018 

И. В. Мосина 

ВЛИЯНИЕ L-ДОФА НА НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЛИПИДНОГО 
ОБМЕНА У ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ 

Н а у ч н о - и с с л е д о в а т е л ь с к и й институт э к с п е р и м е н т а л ь н о й м е д и ц и н ы А М Н СССР, Л е -
н и н г р а д 

Рядом авторов показана существенная роль адренергических факторов 
в регуляции липидного обмена [1, 21. В эксперименте установлено, что под 
влиянием адреналина и порадреналина увеличивается липолиз в жировой 
ткани 13, 41, повышается содержание холестерина и атерогениых липопроте-
идов в крови 15, 61. 

Влияние на липидный обмен дофамина, также являющегося адренерги-
ческим медиатором, менее изучено. Некоторые авторы отметили способность 
предшественника биосинтеза L-ДОФА увеличивать содержание иеэстери-
фицированных жирных кислот (НЭЖК) в крови экспериментальных жи-
вотных и человека 17, 81. 

L-ДОФА применяется для лечения болезни Паркиисона [9, 101. Следует 
отметить, что в ряде случаев этому заболеванию предшествует атеросклероз 
сосудов головного мозга 1 1 1, 12]. Поэтому представляется важным изучение 
в л и я н и я L-ДОФА на липидный обмен, определенные изменения которого 
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могут увеличивать или, наоборот, уменьшать атеросклеротические измене-
ния сосудов. 

В данной работе изучалось действие L-ДОФА на некоторые показатели 
липидного обмена в опытах на интактных животных и в условиях экспери-
ментальной гиперлипидемии. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены па мышах (20—25 г), к р ы с а х (180—220 г) и м о р с к и х с в и н к а х -
с а м ц а х (250—300 г). L - Д О Ф Л вводили в дозе 100 м г / к г п е р о р а л ь н о в течение 8 — 4 5 д н е й . 
В опытах с тритоном W P - 1 3 3 9 п р е п а р а т вводили д в а ж д ы в н у т р и б р ю ш и н н о за 24 ч 
до п р и м е н е н и я тритона и одновременно с ним. Тритон W R - 1 3 3 9 п р и м е н я л и в дозе 
225 м г / к г в н у т р и б р ю ш и н н о , а д р е н а л и н — 1,5 м г / к г в н у т р и б р ю ш и н н о , э у ф и л л и и 
25 мг /кг в н у т р и б р ю ш и н н о . L - Д О Ф А вводили п е р о р а л ь н о в течение 3 дней, последний 
р а з за 30 мин до в в е д е н и я в о п ы т а х с а д р е н а л и н о м и э у ф и л л и н о м . Д е к с а м е т а з о н к р ы с ы 
п о л у ч а л и в дозе 0,1 м г / к г в н у т р и м ы ш е ч н о в течение 9 дней . Г и п о ф и з э к т о м и ю у к р ы с 
о с у щ е с т в л я л и т р а н с а у р и к а л ь н о [13 ] . П о л н о т у у д а л е н и я гипофиза о ц е н и в а л и визу-
а л ь н о . В о п ы т а х на к р ы с а х г и п е р л и п и д е м и ю в ы з ы в а л и о д н о в р е м е н н ы м введением 
п е р о р а л ь н о х о л е с т е р и н а 0 ,2 г, в и т а м и н а D 2 10 000 Е Д , сметаны 1,5 мл на ж и в о т н ы х 
массой 200 г в течение 3 нед. М о р с к и е с в и н к и п о л у ч а л и холестерин в дозе 0 , 3 г / к г 
с к о р м о м в течение 6 нед. О с т р у ю т о к с и ч н о с т ь L - Д О Ф А о п р е д е л я л и в о п ы т а х на мы-
ш а х . П е р о р а л ь н о е введение п р е п а р а т а в дозе 4 г / к г не о к а з а л о т о к с и ч е с к о г о д е й с т в и я ; 
ЛДЙО при в н у т р и б р ю ш и н н о м введении с о с т а в и л о 2750 мг /кг . С о д е р ж а н и е общего хо-
л е с т е р и н а [14 ] и т р и г л и ц е р и д о в [15 ] о п р е д е л я л и в с ы в о р о т к е крови и печени, Н Э Ж К 
[ 1 6 ] , 11 -оксикортикостероидов (11-ОКС) [17] — в с ы в о р о т к е крови . П о л у ч е н н ы е дан-
ные о б р а б а т ы в а л и статистически [18 ] . j 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В опытах на интактных животных было установлено, что введение в 
течение 9 дней L-ДОФА мышам и морским свинкам приводило к снижению 
содержания холестерина и (или) триглицеридов в крови (табл. 1). Кроме 

Т а б л и ц а 1 

Влияние L-ДОФА на содержание холестерина и триглицеридов при введении в течение 
9 дней 

Группа животных 

Холестерин Триглицериды 

Группа животных сыпоротка, 
мг/100 мл 

печень, 
мг/г 

сыворотка, 
мг/100 мл печень, мг/г 

Мыши-самцы: 
интактные (30) 
получавшие L-ДОФА (30) 

Крысы-самцы: 
интактные (18) 
получавшие L-ДОФА (20) 

Морские свинки-самцы: 
интактные (6) 
получавшие L-ДОФА (6) 

6 1 , 3 ± 4 , 3 
4 7 , 3 ± 5 , 7 * 

4 1 , 8 ± 1,92 
43,1 ± 1 , 4 

3 5 , 0 ± 4 , 0 
2 9 , 5 ± 4 , 4 

4,81 ± 0 , 3 2 
3 , 7 5 ± 0 , 3 7 

3 , 0 1 ± 0 , 0 6 
3 , 0 7 ± 0 , 0 7 

2 , 6 8 ± 0 , 3 4 
2 , 3 0 ± 0 , 1 2 

1 5 2 , 8 ± 7 , 5 
1 2 8 , 3 ± 1 5 , 1 * 

6 4 , 0 ± 2 , 2 
6 9 , 4 ± 5 , 2 

4 6 , 2 ± 8 , 0 
1 7 , 5 ± 3 , 0 * * 

8 , 6 8 ± 0 , 5 2 
7 , 8 3 ± 0 , 9 7 

8 , 4 ± 2 , 4 8 
8 , 3 ± 2 , 7 3 

1 1 , 6 ± 0 , 3 8 
6 , 9 4 ± 0 , 9 * * 

П р и м е м а и и е. В скобках — число животных. 
* Р< 0,05. 

** Р< 0,01. 

того, наблюдалась тенденция к снижению содержания холестерина и три-
глицеридов в печени этих животных. 

Опыты на крысах показали, что введение L-ДОФА в течение 9 дней не 
оказало существенного влияния на уровень холестерина и триглицеридов 
у этих животных, однако отчетливо снизило содержание 11-ОКС в крови 
(см. рис. 1 и 2). Следует отметить, что при однократном введении L-ДОФА 
(100 мг/кг перорально) наблюдается увеличение уровня 11-ОКС в крови 
через 2 ч (62,6±10,9 мкг/100 мл против 27 ,6+3 ,6 мкг/100 мл в контроле). 
У гипофизэктомированных крыс не наблюдалось изменений концентрации 
11-ОКС под влиянием L-ДОФА (см. рис. 1 и 2), 
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В условиях гиперлипидемии, развивающейся при введении тритона 
WR-1339 крысам, применение L-ДОФА обусловило задержку гиперлипиде-
мии, уменьшило содержание холестерина и в меньшей степени триглицери-

12 3 4 12 5 6 

Рис. 1. В л и я н и е L - Д О Ф А иа с о д е р ж а -
ние Н Э Ж К в сыворотке крови крыс (в 

мкэкв /л ) . 
1 — физиологический раствор; 2 — L-ДОФА; 
3 — адреналин; 4 — адреналин + L-ДОФА; 

5 — эуфиллии; б — эуфиллин + L-ДОФА. 

миг/100 мл 

14 

12 
10 

в 
6 
4 

2 1 1 
; 2 1 2 

Рис . 2. В л и я н и е L - Д О Ф А на содержание 
11-ОКС в сыворотке крови крыс (в мкг/ 

100 мл). 
а —- интактиые животные: 1 — физиологиче-
ский раствор, 2 — L-ДОФА; б —гипофизэк-
томированные животные: / — физиологичес-

кий раствор, 2 — L-ДОФА. 

дов в крови. В опытах с введением дексаметазона крысам наблюдалось уве-
личение содержания холестерина и триглицеридов. В этих условиях под 
влиянием L-ДОФА отмечено отчетливое снижение уровня этих липидных 
компонентов в сыворотке крови (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2 

Влияние L-ДОФА н а ^ л и п и д н ы е показатели при различных видах гиперлипидемий 

Холестерин Триглицериды 

Группа животных сыпоротка, 
м г / 1 0 0 мл печень, мг /г аорта, мг./г 

сыворотка, 
м г / 1 0 0 мл печень, мг/г 

Крысы-самцы: 
контроль (12) 
тритон (13) 
т р и т о н + L-ДОФА 
(13) 

Крысы-самцы: 
контроль (7) 
дексаметазон (9) 
дексаметазои + 
+ L-ДОФА (9) 

Крысы-самцы: 
контроль (9) 
специальная дие-
та + L-ДОФА (9) 
специальная дие-
та (9) 

Морские свинки-сам-
цы: 

контроль (9) 
холестерин (9) 
холестерин + 
+ L-ДОФА (9) 

4 3 , 6 ± 2 , 8 8 
1 6 9 ± 1 1 , 5 

5 7 , 6 ± 9 , 9 * * 

6 0 , 2 ± 1 , 8 
9 2 , 0 ± 4 , 8 

6 0 , 3 ± 3 , 9 * 

6 5 , 0 ± 4 , 2 

8 5 , 8 ± 3 , 8 * 

1 0 6 ± 5,5 

5 8 , 2 ± 2 , 6 
297d=13,2 

1 1 4 ± 9 , 0 * * 

3 , 7 4 ± 0 , 1 3 
4 , 8 5 ± 0 , 1 6 

3 , 4 8 ± 0 , 7 5 

2,68dh0,14 

3 , 0 6 ± 0 , 1 4 

3,49=Ь0,16 

2 , 4 3 ± 0 , 5 5 
1 0 , 2 ± 0 , 2 1 

5,18±0,19*< 

1 , 7 0 ± 0 , 0 8 
2 , 7 1 ± 0 , 1 6 

2 , 1 4 ± 0 , 0 1 

6 3 , 3 ± 10,8 
3 8 2 ± 2 8 , 8 

2 3 8 ± 12,6** 

5 7 , 0 ± 6 , 3 
1 3 2 ± 3 , 6 

8 7 , 5 ± 5 , 2 * * 

8 9 , 1 ± 15,1 

9 6 , 0 ± 12,9** 

166± 16,8 

6 4 , 4 ± 3 , 1 
2 5 7 ± 18,0 

191 ± 8,4* 

6 , 3 ± 0 , 3 7 
1 1 , 8 ± 0 , 3 

7 , 2 ± 0 , 6 3 

7 ,26±0 ,88 . 

1 0 , 6 ± 0 , 7 8 

1 2 , 9 ± 1,22 

7 , 4 9 ± 0 , 2 9 
2 1 , 5 ± 0 , 7 5 

1 8 , 3 ± 1,29 

41 Р< 0,05. ** Р< 0,01. 
П р и м е ч а н и е . В скобках — число животных. 

В следующей серии опытов на крысах, получавших диету, содержащую' 
холестерин, сметану и витамин D2, отмечено повышение содержания холес-
терина и триглицеридов в сыворотке крови и печени и гиполипидемическое 
действие L-ДОФА. При введений холестерина морским свицкам в течение 
45 дней было показано возрастание уровней холестерина и Триглицеридов 
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сыворотки крови и печени. Под влиянием L-ДОФА наблюдался значитель-
ный гиполипидемический эффект (см. табл. 2). 

Таким образом, полученные данные показали, что L-ДОФА оказывает 
гиполипидемическое действие в условиях экспериментальных гиперлипиде-
мий, вызванных разными способами. 

Для выяснения влияния L-ДОФА на липолиз были проведены опыты с 
определением содержания НЭЖК в крови интактных крыс и в условиях сти-
муляции липолиза введением адреналина или эуфиллина. Как видно из 
рисунков, содержание НЭЖК в сыворотке крови крыс, получавших L-ДОФА, 
было увеличено. Однако стимулированный адреналином липолиз достовер-
но угнетался под влиянием L-ДОФА. Менее выраженный эффект L-ДОФА 
наблюдался при стимуляции липолиза, вызванного эуфиллином. 

Обобщая полученные данные, необходимо отметить, что действие пред-
шественника биосинтеза катехоламинов L-ДОФА на изученные показатели 
обмена липидов существенно отличаются от эффектов как адреналина, так 
и норадреналина. В то же время L-ДОФА, как и катехоламины, обладает 
способностью увеличивать уровень НЭЖК в крови интактных животных. 
Как отмечалось выше, применение этого препарата у человека также соп-
ровождается увеличением содержания НЭЖК в крови. Обращает внимание 
способность препарата при хроническом применении угнетать функцию ги-
пофизарно-адреналовой системы. В то же время при однократной инъекции 
L-ДОФА крысам наблюдалось достоверное увеличение уровня 11-ОКС в 
крови. По-видимому, для проявления угнетающего действия препарата на 
гипоталамические центры регуляции секреции АКТГ необходимо накопле-
ние определенного уровня дофамина, который, как известно из литературы, 
ингибирует систему гипофиз — кора надпочечников 114.1. 

Тот факт, что L-ДОФА снижает степень экспериментальной гиперли-
пидемии, является положительным свойством препарата, особенно при при-
менении его в клинике у больных болезнью Паркиисопа. 
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E F F E C T O F L - D O P A O N S O M E P A T T E R N S O F L I P O D M E T A B O L I S M I N A N I M A S 
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I n s t i t u t e of E x p e r i m e n t a l Medic ine , A c a d e m y of Medica l Sciences of the U S S R , 
Leningrad 

L - D O P A , wh ich is a m e t a b o l i c p r ecu r so r of c a t e c h o l a m i n e s , r educed the man i -
f e s t a t ions of hyper l ip ic lemia deve loped in a n i m a l s a f t e r a d m i n i s t r a t i o n of T r i t o n W R -
1339, d e x a m e t a s o n e or c h o l e s t e r o l . At the same t i m e , L - D O P A decreased t he r a t e of li-
po lys i s , i n d u c e d by a d r e n a l i n e i n j e c t i o n , as wel l as the con ten t of 11-hydrocor t i co -
s t e ro id s in blood p l a s m a . 

УДК 570.858.75.098.390.095.18:015.281.8 

Г. А. Галегов, А. С. Владыко, Г. Л. Линицкая, В. М. Шобухов 

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ СОЛЯНОКИСЛЫХ 
АМАНТАДИНА (1 -АМИ НОАДАМА НТА НА И РЕМАНТАДИНА 

(А-МЕТИЛ-1-АДАМАНТАНМЕТИЛАМИНА) НА ОБРАЗОВАНИЕ 
БЕЛКОВ ВИРУСА ГРИППА А 

И н с т и т у т в и р у с о л о г и и им. Д . И . И в а н о в с к о г о А М Н СССР, Москва 

Каркасная структура углеводородов ряда адамантана играет фунда-
ментальную роль в обеспечении противогриппозной активности двух прак-
тически значимых препаратов — амантадина и ремантадина. Наличие не-
замещенной аминогруппы в этих препаратах также определяет их антигрип-
позную активность [II. 

В последние годы были предприняты принципиальные исследования, 
указывающие на способность этих соединений ингибировать синтез вирус-
специфических макромолекул. В ходе исследований по изучению действия 
этих соединений на репродукцию вируса гриппа было установлено, что 
амантадин проявляет свою активность главным образом в условиях его вве-
дения до инфицирования клеток вирусом гриппа. В аналогичных условиях 
отмечается и более выраженное ингибирование ремантадина и вместе с тем 
оно сохраняется при добавлении препарата через 1,2 и даже 3 ч после инфи-
цирования, т. е. в те сроки, когда эффект амантадина фактически отсутству-
ет [1—5]. 

Таким образом, несмотря на существенное сходство, в характере анти-
гриппозного действия у амантадина и ремантадина наблюдаются выражен-
ные различия. В плане дальнейшего развития этого вопроса мы изучали дей-
ствие этих препаратов на образование вирусспецифических белков в срав-
нительном аспекте. 

М е т о д и к а 

В работе и с п о л ь з о в а л и 48 -часовую к у л ь т у р у первично т р и п с и н и з и р о в а и н ы х фиб-
робластов э м б р и о н о в к у р . В качестве и н ф е к ц и о н н о г о м а т е р и а л а с л у ж и л в и р у с грип-
па А (классической чумы птиц, штамм В е й б р и д ж ( Н а V I N1). И н ф е к ц и о н н ы й титр оп-
р е д е л я л и методом б л я ш е к под а г а р о в ы м п о к р ы т и е м . М н о ж е с т в е н н о с т ь и н ф и ц и р о в а -
ния 10—15 Б О Е / к л е т к а . Д л я о п р е д е л е н и я в н у т р и к л е т о ч н ы х г е м а г г л ю т и и и н о в к л е т к и 
после т р е х к р а т н о г о з а м о р а ж и в а н и я и о т т а и в а н и я в 1 мл ф и з и о л о г и ч е с к о г о раствора 
ц е н т р и ф у г и р о в а л и при 1500 об /мин в течение 5 мин при т е м п е р а т у р е 5°С. С у п е р и а т а н т 
и с п о л ь з о в а л и д л я количественного о п р е д е л е н и я г е м а г г л ю т и и и н о в с п о м о щ ь ю т и т р о в а -
ния по обычной методике . А н а л и з б е л к о в и н ф и ц и р о в а н н ы х к л е т о к п р о в о д и л и с по-
мощью э л е к т р о ф о р е з а в 7 — 1 3 % п о л и а к р и л а м и д н о м п л а с т и н ч а т о м геле , с о д е р ж а щ е м 
д о д е ц и л с у л ь ф а т н а т р и я . Система б у ф е р н ы х р а с т в о р о в была а н а л о г и ч н а т а к о в о й по 
методу Л э м м л и [С]. П о д р о б н о у с л о в и я э л е к т р о ф о р е з а о п и с а н ы ранее [ 7 , 8 ] . По завер-
шении э л е к т р о ф о р е з а г е л е в у ю п л а с т и н у в ы с у ш и в а л и и п о д в е р г а л и а в т о р а д и о г р а ф и и . 
С к а н и р о в а н и е р а д и о а в т о г р а ф о в о с у щ е с т в л я л и в х р о м о с к а н е фирмы « J o y c e Locble» мо-
д е л ь 200/201 в видимом свете с и с п о л ь з о в а н и е м к р а с н о г о ф и л ь т р а . А к т и в н о с т ь в и р у -
с и н д у ц и р о в а н и о й Р Н К - з а в и с и м о й Р Н К - п о л и м е р а з ы о п р е д е л я л и по о п и с а н н о м у ра-
нее методу [9, 10] . В качестве источника фермента и с п о л ь з о в а л и м и к р о с о м а л ь н у ю 
ф р а к ц и ю , п о л у ч е н н у ю после в ы с о к о с к о р о с т н о г о д и ф ф е р е н ц и а л ь н о г о ц е н т р и ф у г и р о -
в а н и я . Количество б е л к а в п р о б а х о п р е д е л я л и по методу Л о у р и [11 J. К о н ц е н т р а ц и я 
р е м а н т а д и н а и а м а н т а д и н а р а в н я л а с ь 50 м к г / м л . Статистическую о б р а б о т к у получен-
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ных д а н н ы х п р о в о д и л и м е т о д о м р а н г о в с и с п о л ь з о в а н и е м к р и т е р и я В и л к о к с о и а [ 1 2 ] . 
Р а з л и ч и я в д е й с т в и и а м а н т а д и н а и р е м а н т а д и н а с ч и т а л и д о с т о в е р н ы м и при Р < 0 , 0 5 . 

Р е м а н т а д и н ( а - м е т и л - 1 - а д а м а и т а н м е т и л а м и и с о л я н о к и с л ы й ) и а м а и т а д и н 1-ами-
н о а д а м а и т а н с о л я н о к и с л ы й ) , с и н т е з и р о в а н н ы е в И н с т и т у т е о р г а н и ч е с к о г о синтеза 
AIT Л а т в и й с к о й С С Р и в Киевском п о л и т е х н и ч е с к о м и н с т и т у т е , л ю б е з н о представле -
ны Я . 10. П о л и с о м , А. Г. Юрченко и С. Д . И с а е в ы м . А к т и н о м и ц и н D фирмы «Са1-
b i o c h e m А Т Ф , Г Т Ф , Ц Т Ф — фирмы «Serva» , Н 3 - У Т Ф ( у д е л ь н а я а к т и в н о с т ь 
25 к и / м м о л ь ) — СССР 1 4 С - б е л к о в ы й г и д р о л и з а т х л о р е л л ы (1000 м к К и / м л ) — фирмы 
« H V V V R » , Ч е х о с л о в а к и я . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как следует из данных, приводимых на рис. 1, амаитадин и ремантадин 
в условиях одноциклового опыта эффективно подавляют репродукцию ви-
руса гриппа, в первую очередь в условиях предварительного введения. Мень-

2,5 

| № & 
>6 1,5 

11,01 
I 

Ф.5 

-ИК 

-I О 1 2 3 4ч 

Р и с . 1. С р а в н и т е л ь н о е 
и н г и б и р у ю щ е е д е й с т в и е 
а м а н т а д и н а и р е м а н т а д и -
на на и н ф е к ц и о н н ы й 
титр в и р у с а г р и п п а А . 
Р е з у л ь т а т ы через 7 ч 
п о с л е и н ф и ц и р о в а н и я . 

Стрелка (И К) — величина 
инфекционного титра в кон-
трольных культурах. / — 
ремантадин, 2 — амаитадин. 
По оси абсцисс — время 
введения препаратов, но 
оси ординат — величина ин-

фекционного титра. 

Р и с . 2. В л и я н и е а м а н т а д и н а и 
р е м а н т а д и н а на д и н а м и к у об-
р а з о в а н и я в н у т р и к л е т о ч н ы х 

ге м а ггл юти н и нов. 
А, Б, В, Г — введение препаратов 
непосредственно, через 1, 2 и 3 ч 
после инфицирования. / — ремант-
адин; 2 — амаитадин; 3 — инфици-
рованная культура. По оси абс-
цисс — срок после инфицирования 
(в ч), по оси ординат — титр ге-

магглютинииов в log 2 

Р и с . 3. В л и я н и е а м а н т а -
д и н а и р е м а н т а д и н а на 
и н д у к ц и ю в и р у с с п е ц и -
фической Р Н К - п о л име-
р а з ы в к у л ь т у р е к л е т о к , 
и н ф и ц и р о в а н н ы х в и р у -

сом г р и п п а А. 
Нижняя стрелка (НК) — 
уровень ферментативной ак-
тивности в неинфицироваи-
ных культурах, без препа-
ратов; верхняя стрелка 
(ИК) — уровень фермента-
тивной активности в инфи-
цированных культурах, без 
препаратов; учет активно-
сти фермента через 51/г ч 

после инфицирования. 
По оси абсцисс — время 
введения препаратов, по оси 
ординат — удельная актив-

ность. 

шее, но выраженное ингибиторное действие сохраняется и при введении 
препаратов непосредственно после заражения. Однако в последующем дей-
ствие ремантадина продолжает оставаться на предыдущем уровне, в то вре-
мя как действие амантадина значительно снижается, вплоть до отсутствия 
эффекта. Следует отметить, что ингибиторный эффект ремантадина сохра-
няется даже в том случае, если его добавлять через 4 ч после заражения 
клеток. 

Результаты сравнительного действия двух препаратов на формирова-
ние внутриклеточных гемагглютининов (рис. 2) показывают, что, несмотря 
на однозначный ингибиторный эффект двух препаратов в условиях их вве-
дения непосредственно после заражения, ингибиторное действие ремантади-
на продолжает сохраняться при его добавлении и в последующие часы после 
инфицирования, в частности после первого и второго часов инфекции. 

На рис. 3 показано сравнительное действие амантадина и ремантадина 
на индукцию РНК-зависимой РНК-полимеравы. Из него следует, что ин-
гибирующий эффект амантадина имеет место в условиях введения препарата 
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до инфицирования, непосредственно после него и через 1 ч после заражения. 
Эффект препарата при введении в последующие часы значительно снижается. 
С другой стороны, у ремантадина ингибирование индукции РНК-полиме-
разной активности продолжает наблюдаться в условиях введения препарата 
через 1, 2 и 3 ч, после инфицирования. 

На рис. 4 (см. вклейку) и 5 показано образование вирусспецифических 
белков вируса гриппа (полипептидов) в ходе их электрофоретического раз-
деления в условиях присутствия амантадина и ремантадина, которые вво-
дились в разные часы после инфицирования. Как следует из приводимой 
электрофореграммы (рис. 4), в пробах из инфицированных клеток выявля-
ются новые полосы 14С-белков (А2), которые отсутствуют в пробе, получен-

' Р и с . 5® О б р а з о в а н и е п о л и п е п т и д о в в к л е т к а х , и н ф и ц и р о в а н н ы х в и р у с о м г р и п п а . 
Депситограммы авторадиограмм, представленных на рис. 4: 

/ — в присутствии ремантадина, II — в присутствии амантадина. 

ной из неинфицированных клеток (А,). На авторадиограмме показано, что 
предварительное инфицированию введение двух препаратов вызывает полное 
подавление синтеза вирусспецифических полипептидов (Бт, В,). При введе-
нии препаратов непосредственно после инфицирования наблюдалось су-
щественное подавление под действием ремантадина синтеза белков, которое 
было крайне незначительным в аналогичной пробе с амаитадином (Б2, В2). 
При введении ремантадина через 1, 2 и даже 3 ч отмечалось выраженное 
подавление синтеза вирусспецифических полипептидов, которое уже не 
имело места в случае с амантадином. 

Приведенные на рис. 5 результаты сканирования полученных автора-
диограмм также подтверждают данные, представленные на рис. 4. 

Полученные нами результаты позволяют обнаружить и сходство, и раз-
личия в действии ремантадина и амантадина на репродукцию вируса гриппа 
и образование вирусспецифических белков. Обращает на себя внимание тот 
факт, что ингибирующее действие препаратов в условиях их раннего введе-
ния может быть объяснено их способностью ингибировать депротеинизацию 
(«раздевание») проникших в клетку частиц вируса гриппа [13, 14]. В этом 
случае становятся невозможными синтез комплементарных Р Н К вируса 
гриппа (плюс цепей) и последующая их трансляция, в ходе которой синтези-
руются вирусспецифических белки. 

Наблюдаемая нами способность] ремантадина подавлять образование 
белков вируса гриппа в условиях его; добавления через 1 и 2 ч после инфи-
цирования и практически отсутствие|ак6го эффекта у амантадина показы-
вают, что ремантадин проявляет антргрфппозное действие также после за-
вершения процесса депротейцизации ij,1 по-видимому, синтеза комплементар-
ных Р Н К . j 

Таким образом, ремантадин! мол^Ьт^рйствовать в условиях данной кон-
кретной системы в течение зцачй^елфшй части цикла репродукции вируса 
гриппа. , , I j ' I; • :! ; 
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70 . A. Юрков, В. В. Алатырцеву О Д. Кузьминов 

К ВОПРОСУ ОБ ЭФФЕКТИВНОСТИ И МЕХАНИЗМАХ 
ПРОТИВОГИПОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ АТФ НА ОРГАНИЗМ 

НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫСЯТ 
Н а у ч н о - и с с л е д о в а т е л ь с к и й и н с т и т у т п е д и а т р и и А М Н СССР, Москва 

Экспериментальные исследования, выполненные на взрослых крысах, 
свидетельствуют о высокой эффективности противогипоксического действия 
однократных больших доз АТФ II, 2]. Однако особенности влияния этого 
соединения на устойчивость новорожденных животных к гипоксии до на-
стоящего времени изучены еще крайне недостаточно. В литературе имеется 
сообщение о том, что в результате профилактического введения АТФ в кро-
ви у новорожденных крысят уменьшается степень ацидоза, вызываемого 
прерывистой кратковременной гипоксией 13]. 

Полученные за последние годы данные позволяют предполагать, что 
плазматические мембраны эритроцитов непроницаемы для экзогенной АТФ 
[4, 51. Вместе с тем на внутриклеточный обмен веществ могут оказывать влия-
ние продукты ее расщепления [4—7]. В частности, аденозин и неорганиче-
ский фосфат — соединения, образующиеся при распаде АТФ, способны 
проникать в клетки и включаться в 'реакции синтеза адениловых нуклеоти-
дов и гликолиза. В серии опытов на эритроцита* человека 18], крыс'ы, кро-
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лика 19, 10] установлено, что добавление к инкубационной среде аденозина 
и Р н может приводить к повышению внутриэритроцитарной концентрации 
АТФ и 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ). Последние фосфоорганические сое-
динения, как известно, играют важную роль в процессах адаптации к гипок-
сии, участвуя в механизмах регуляции кислородно-транспортной функции 
гемоглобина [11]. 

В настоящей работе поставлена задача изучить эффективность влияния 
экзогенной АТФ на резистентность новорожденных крысят к острой гипок-
сии и выяснить характер ее воздействия на содержание АТФ и 2,3-ДФГ в 
эритроцитах при физиологических условиях и острой гипоксии. 

М е т о д и к а 

Экспериментальные исследования проводили на 386 новорожденных к р ы с я т а х 
линии Вистар 5 — 7 дней ж и з н и со средней массой 13,5 г. Поставлены три серии опы-
тов. В каждой серии в контроле и опыте использовали новорожденных одного помета. 

Ж и в о т н ы х I серии испытывали на устойчивость к острой гипоксии по времени ос-
тановки д ы х а н и я после предварительного внутрибрюшиниого введения однократной 
дозы А Т Ф . Одной группе животных (20 крысят) А Т Ф вводили в дозе 20 мг/кг , другой 
(19 крысят) — 100 мг/кг . Контрольным крысятам , число которых соответствовало чис-
л у подопытных, инъецировали физиологический раствор в том ж е объеме. Спустя 
50—60 мин после инъекций животных помещали в прогретую до 30 °С камеру из ор-
ганического стекла , в которую затем подавалась гипоксическая смесь ( 2 % 0 2 + 9 8 % No). 
Содержание кислорода в камере достигало 2 % через 25 мин после начала подачи газо-
вой смеси. 

Во I I и I I I серии опытов исследовали в л и я н и е А Т Ф в дозе 100 мг/кг на содержа-
ние 2 , 3 - Д Ф Г и А Т Ф в эритроцитах , а т а к ж е кислотно-щелочной баланс крови у кры-
сят при физиологических условиях и воздействии на животных острой гипоксии. 
К р ы с я т I I серии содержали в камере при 30 °С в условиях д ы х а н и я воздухом. Кровь 
получали путем декапитации , от животных первой группы — спустя 1 ч 10 мин, от 
ж и в о т н ы х второй — 1 ч 40 мин после введения А Т Ф . К р ы с я т III серии подвергали ост-
рой гипоксии по методике, описанной выше. В этой серии т а к ж е исследовали 2 груп-
пы ж и в о т н ы х , из которых одна находилась в условиях гипоксии в течение 15 мин, 
а д р у г а я — в течение 35 мин. Время , прошедшее от момента введения А Т Ф крысятам 
до в з я т и я крови в 111 серии, было близко к таковому во I I серии исследований. 

Эритроциты выделяли с р а з у после забора крови в 20 объемах 0 ,9% NaCl с гепа-
рином путем ц е н т р и ф у г и р о в а н и я при 1500 об/мин в течение 10 мин при 2 °С. В целях 
получения необходимого для анализа количества эритроцитов объединяли пробы кро-
ви от 2 к р ы с я т . Б е л к и эритроцитов д е н а т у р и р о в а л и 0,6 н. И С 1 0 4 в соотношении I : 4 
и о с а ж д а л и центрифугированием в течение 15 мин при 3000 об/мин. Содержание 2,3-
Д Ф Г и А Т Ф в нейтрализованном супернатанте определяли спектрофотометрическим 
микрометодом, используя наборы фирмы «Boehr inger , M a n h e i m GMBH» и оптическую 
приставку по А. А. Покровскому [12] . Число эритроцитов в осадке подсчитывали на 
целлоскопе 101-А-В Lar is L j u n b e r g . 

Показатели кислотно-щелочного баланса крови определялись на аппарате м и к -
ро- Астру п. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

При введении АТФ в дозе 20 мг/кг продолжительность жизни крысят 
в условиях гипоксии составляла в среднем 41 + 1,4 мин, а у контрольных 
животных — 3 8 ± 2 , 0 мин. Различие по времени остановки дыхания между 
подопытными и контрольными крысятами в 3 мин было статистически недо-
стоверно (Р>0 ,2 ) . При введении АТФ в дозе 100 мг/кг продолжительность 
жизни у подопытных и контрольных крысят составляла соответственно 4 6 ± 
± 1 , 5 и 41 ± 1 , 2 мин. Выживаемость подопытных крысят по сравнению с 
контрольными увеличивалась на 5 мин (Р<0 ,02) . 

В эритроцитах контрольных крысят отношение между содержанием 
2,3-ДФГ и АТФ равнялось в среднем 2,2 (табл. 1,2). Это соответствует лите-
ратурным сведениям о более низком содержании 2,3-ДФГ и высоком со-
держании АТФ в эритроцитах новорожденных крысят по сравнению с эри-
троцитами взрослых животных, у которых коэффициент 2,3-ДФГ/АТФ бли-
зок к 5 113]. 

У подопытных крысят II серии через ]ч 10 мин после введения АТФ со-
держание 2,3-ДФГ в эритроцитах повышалось на 19% (Р<;0,02), тогда как 
содержание АТФ оставалось без изменений. Спустя 1 ч 40 мин после инъек-
ции АТФ содержание 2,3-ДФГ понижалось? до уровня этого метаболита у 
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контрольных животных, а содержание АТФ увеличивалось на 26 % 
(Р< 0 ,02 ) . 

Статистически достоверных различий между содержанием 2,3-ДФГ 
и АТФ в эритроцитах у контрольных и подопытных животных, под-
вергнутых гипоксии в течение 15 мин (III серия опытов), не было об-
наружено (табл. 2). Однако следует отметить, что средний уровень 
2,3-ДФГ у подопытных животных на 16 % превышал его уровень у 
контрольных крысят. У подопытных и контрольных животных, под-

Т а б л и ц а 1 

Влияние АТФ на содержание в эритроцитах у новорожденных крыс 2 ,3-ДФГ и АТФ 
(М±т) 

Исследуемая группа 
2 , 3 - Д Ф Г АТФ 

Исследуемая группа 

ммоль на 101- эритроцитов 

Контрольная 
Опытная (через 1 ч. 10 мин после введе-

ния АТФ) 

Контрольная 
Опытная (через 1 ч. 40 мин после введе-

ния АТФ) 

0 , 6 2 ^ 0 , 0 3 0 (17) 

0 , 7 4 ± 0,041 (17) 
Р< 0,02 

0 , 6 9 ± 0 , 0 6 6 (11) 

0 , 6 9 ± 0 , 0 5 9 (11) 

0 , 2 8 ± 0 , 0 1 6 (17) 

0 , 2 9 ± 0 , 0 1 2 (17) 

0 , 3 1 ± 0 , 0 1 5 (12) 

0 , 3 9 ± 0 , 0 2 4 (12) 
Р < 0 , 0 2 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 в скобках — число исследований. 

Т а б л и ц а 2 

Влияние АТФ на содержание 2 ,3-ДФГ и АТФ в эритроцитах у новорожденных крыс при 
острой гипоксии 

Исследуемая группа 
2 , 3 - Д Ф Г АТФ 

ммол на 101 2 эритроцитов 

Контрольные (интактные животные) 
Контрольная (гипоксия 10 мин) 
Опытная (гипоксия 15 мин) 
Контрольная (интактные животные) 
Контрольная (гипоксия 35 мин) 

Эпытпая (гипоксия 35 мин) 

0 , 6 8 ± 0 , 0 6 6 (10) 
0 , 6 6 ± 0 , 0 5 5 (10) 
0 , 7 7 ± 0 , 0 5 1 (10) 
0,66zh0,031 (22) 
0 , 5 4 ± 0 , 0 2 9 (22) 

Р < 0 , 0 1 
0 , 4 9 ± 0 , 0 2 2 (22) 

Р < 0 , 0 0 1 

0 , 2 8 ± 0 , 0 2 4 (10) 
0 , 2 9 ± 0 , 0 2 3 (10) 
0,31 ± 0 , 0 1 7 (10) 
0 , 3 2 ± 0 , 0 1 3 (20) 
0,31 ± 0 , 0 1 8 (20) 

0 , 3 7 ± 0 , 0 1 7 (20) 
Р< 0,02 

вергнутых гипоксии в течение 35 мин, содержание 2,3-ДФГ снижалось 
по сравнению с крысятами, дыщайшимц воздухом, соответственно на 
2 6 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) и 15% ( Р < 0 , 0 1 ) . Кроме того, у подопытных крысят 
этой группы отмечалось повышение,содержания АТФ на 15 % ( Р < 0 , 0 2 ) . 

В крови у животных II серии через 2 ч 40 мин после инъекции АТФ из-
менений в рН и других показателях кислотно-щелочного баланса не было 
выявлено (см. рисунок). У всех животных III серии через 15 мин после на-
чала гипоксии наблюдались признаки развития компенсированного ацидоза. 
При этом снижение показателей;стандартных бикарбонатов (SB) и дефицита 
оснований (BE) было выраженЫм [большей Степени у контрольных крысят, 
чем у подопытных (Р<0 ,05) . Спустя 3'5 мин от начала подачи гипоксической 
смеси в крови у животных наблщ;алс^, дркомренсированный метаболический 
ацидоз с более заметным снижением ;рН у контрольных крысят (Р<0 ,01) . 

Есть основание предполага 
ния синтеза 2,3-ДФГ и АТФ в ij] 
ных крысят создаются благодар 
зогенной АТФ — аденозина в ш-
превращений рибозо-5-фосфата| < 

,'что благоприятные условия для повыше-
цесс|е; гликолиза в эритроцитах у подопыт-
i превращению продукта расцепления эк-
зйгнJljQ]. Образование в цепи последующих 

'ёрбЬтвует!усилению синтеза глицероаль-
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дегид-3-фосфата и фруктозо-6-фосфата в реакциях пентозного цикла. В свою 
очередь повышение концентрации последних соединений, как известно, спо-
собно усилить интенсивность реакций гликолиза 18, 14]. Другой вероятной 
причиной повышения содержания АТФ в эритроцитах у подопытных кры-
сят может являться включение аденозииа в прямой путь синтеза аденило-
вых нуклеотидов. Данные, полученные при изучении метаболизма аденози-
иа в эритроцитах, свидетельствует о том, что это соединение включается я 
указанный путь в ходе реакции его фосфорилироваиия в АМФ при участии 
аденозинкиназы [4, 101. Последующая цепь реакций АМФ-+ А Д Ф - ь АТФ, 
катализируемых соответственно 
аденилаткиназой и ферментами 
гликолиза — фосфоглицератки-
назой и пируваткиназой, при-
водит к образованию АТФ. 

Можно предположить, что 
под влиянием продуктов распа-
да экзогенной АТФ, в частности 
А МФ, эр итроциты иоворожден-
ных крысят способны увеличи-
вать потребление глюкозы. Кос-
венно на такую возможность 
указывают данные о повыше-
нии потребления глюкозы эри-
троцитами взрослых крыс при 
доба в л ей и и к и и к у ба ц ион ной 
среде АМФ [15]. Следует также 
отметить, что изменения в про-
цессах синтеза и расщепле-
ния 2,3-ДФГ и АТФ в эритро-
цитах у подопытных крысят могут быть связаны с многообразным вл иянием 
экзогенной АТФ и продуктов ее распада на метаболизм других тканей. Уп-
тановлено, что введение АТФ взрослым животным может приводить к ос-
вышению потребления кислорода тканями головного мозга 12, 161, к сниже-
нию концентрации АТФ в печени и увеличению ее содержания в крови 1171, 
повышению концентрации в крови пировииоградиой кислоты 118, 19] и ад-
реналина 119]. Заслуживает внимания предположение о том, что циркули-
рующие в крови АТФ и аденозин способны оказывать влияние на метаболизм 
органов и тканей, воздействуя на рецепторы аденилатциклазной систе-
мы [16]. 

Механизмы, определяющие различия в динамике изменения содержания 
2,3-ДФГ и АТФ в эритроцитах крысят при физиологических условиях, во 
многом остаются неясными. Не исключено, что при наших эксперименталь-
ных условиях характер изменений виутриэритроцитарной концентрации 
аденозииа у крысят способствует на определенных этапах времени после 
введения АТФ высокой скорости фосфорилироваиия аденозииа в АМФ, а 
не процессу его дезаминирования. В пользу последнего предположения сви-
детельствуют данные о более высоком сродстве к адеиозииу аденозинкиназы, 
по сравнению с адеиозиндезаминазой [201. 

Согласно литературным сведениям [9], скорость распада 2,3-ДФГ при 
ацидозе в эритроцитах взрослых крыс в условиях in vitro значительно вы-
ше, чем в эритроцитах человека и кролика. Установленное нами существен-
ное понижение концентрации 2,3-ДФГ в эритроцитах новорожденных крысят 
за относительно короткий срок из экспозиции в условиях гипоксии указы-
вает на высокую чувствительность реакций синтеза и расщепления 2,3-ДФГ 
к внутриэритроцитарным изменениям рН и на ранних этапах постиаталь-
ного развития этого вида животных. Результаты исследований, проведенных 
на эритроцитах человека, показали, что при ацидозе наблюдаются ингиби-
рование активности гексокиназы, фосфофруктокиназы и 2,3-ДФГ-мутазы -
ферментов гликолиза, ответственных за синтез 2,3-ДФГ, и активация 2,3-
ДФГ-фосфатазы — фермента, расщепляющего этот метаболит [21—24]. 
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Как промежуточный метаболит гликолиза, 2,3-ДФГ может служить 
источником энергии, способствуя при распаде образованию фосфоэнолпи-
рувата и, следовательно, синтезу АТФ [14].Такой зависимостью между этими 
процессами, возможно, объясняется отсутствие изменений в содержании 
АТФ наряду со значительным снижением содержания 2,3-ДФГ в эритроци-
тах контрольных крысят в условиях гипоксии. 

Известно, что увеличение концентрации 2,3-ДФГ и АТФ в эритроци-
тах при адаптации человека, крысы и ряда других животных к гипоксии 
повышает величину Рб0 , способствуя тем самым переходу кислорода от ге-
моглобина к тканям [24—27]. Основной причиной повышения концентра-
ции указанных фосфоорганических соединений в эритроцитах при гипоксии 
является усиление процессов гликолиза в результате развивающегося ал-
калоза и увеличения связывания 2,3-ДФГ с дезоксигемоглобином [28, 29]. 
Наблюдаемое нами повышение концентрации 2,3-ДФГ и АТФ в эритроци-
тах у опытных крысят, по-видимому, также должно улучшать оксигенацию 
тканей при легких и средних степенях нарастающей гипоксии. С другой 
стороны, имеются сведения о том, что при тяжелой острой гипоксии у крыс 
с низким содержанием 2,3-ДФГ в эритроцитах повышенное сродство гемо-
глобина к 0 2 обеспечивает более эффективную оксигенацию тканей, чем у 
животных с нормальным уровнем 2,3-ДФГ в эритроцитах и сродством гемо-
глобина к кислороду [30]. Последние данные дают основание рассматри-
вать снижение содержания 2,3-ДФГ в эритроцитах новорожденных крысят 
как процесс, способствующий транспорту кислорода к тканям в условиях 
тяжелой острой гипоксии. Таким образом, полученные результаты позволяют 
считать, что в механизмах, определяющих повышение устойчивости ново-
рожденных крысят к острой гипоксии под влиянием профилактического вве-
дения АТФ, определенную роль могут играть изменения в эритроцитах кон-
центрации 2,3-ДФГ и АТФ, повышающих эффективность кислородно-тран-
спортной функции гемоглобина. 
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O N T H E E F F I C I E N C Y A N D M E C H A N I S M S O F A N T I H Y P O X I C E F F E C T O F A T P 
I N N E W B O R N R A T S 

Yu. A. Yurkov, V. V. Alatyrtsev, O. D. Kuzyminov 

I n s t i t u t e of P e d i a t r i c s , A c a d e m y of M e d i c a l Sc iences of t h e U S S R . , Moscow 

E f f e c t of A T P / a d m i n i s t e r e d a t t he doses of 20 m g and 100 m g per kg of b o d y 
m a s s / on s e n s i t i v i t y of 5-7 d a y s o ld r a t s to a c u t e h y p o x i a as we l l as c o n t e n t of 2 ,3-
DPIT and A T P in e r y t h r o c y t e s w e r e s t u d i e d . A T P e x h i b i t e d t h e m o s t e f f e c t i v e a n t i -
h y p o x i c i n f l u e n c e a t a dose of 100 m g / k g . A f t r e a d m i n i s t r a t i o n of A T P a d i s s i m i l a r 
i nc r ea se in con t en t of 2 , 3 - D P H and A T P w a s o b s e r v e d in e r y t h r o c y t e s of n e w b o r n r a t s 
m a i n t a i n e d t inder c o n d i t i o n s of n o r m a l a t m o s p h e r i c p r e s s u r e . A t the h y p o x i c s t e p of 
c o m p e n s a t e d m e t a b o l i c a c idos i s of b lood t he i nc rea se in c o n t e n t of 2 , 3 - D P H , c a u s e d 
by t h e A T P a d m i n i s t r a t i o n , w a s c o m b i n e d w i t h a less d i s t i n c t a l t e r a t i o n s in a c i d - a l -
k a l i n e b a l a n c e / S B , B E / . U n d e r c o n d i t i o n s of d e c o m p e n s a t e d m e t a b o l i c a c i d o s i s p r e a d -
m i n i s t r a t i o n of A T P did n o t p r e v e n t t he p H d e p e n d e n t dec rease in 2,3-DPH con ten t 
in e r y t h r o c y t e s b u t s l i g h t l y i nc rea sed t h e A T P c o n t e n t . T h e a l t e r a t i o n s in c o n t e n t of 
2 , 3 - D P H and A T P , w h i c h o c c u r r e d in e r y t h r o c y t e s a p p a r e n t l y due to the e f f e c t of p ro -
d u c t s of A T P d e p h o s p h o r y l a t i o n and w h i c h i m p r o v e d t h e o x y g e n t r a n s p o r t by hemo-
g l o b i n u n d e r c o n d i t i o n s of o x y g e n d e f i c i e n c y , m i g h t be r e s p o n s i b l e for t h e p o s i t i v e 
influence of A T P on t he s t a b i l i t y of n e w b o r n r a t s to a c u t e j i y p o x i a . « « 

УДК 6 16-008.939.623-097.3-074 

В. В. Калашников, С. Г. Волощук, Д. М. Фалалеева, Ю. С. Тащаринов 

ИММУНОХИМИЧЕСКОЕ И З У Ч Е Н И Е ЭМБРИОНАЛЬНОГО 
ПРЕАЛЬБУМИНА-2 (ЭПА-2) В ТКАНЯХ ПЛОДА 

И ВЗРОСЛОГО ЧЕЛОВЕКА 
П р о б л е м н а я л а б о р а т о р и я по и м м у н о х и м и и з л о к а ч е с т в е н н ы х и э м б р и о н а л ь н ы х т к а н е й 
и к а ф е д р а б и о х и м и и I I М о с к о в с к о г о м е д и ц и н с к о г о и н с т и т у т а им. Н . И . П и р о г о в а 

I Ранее нами был описан белок с электрофоретической подвижностью пре-
альбуминов, который был обнаружен в амниотической жидкости и сыворотке 
крови плодов человека [1]. Этот белок отсутствовал в сыворотке крови до-
норов и беременных женщин и не был идентичен эмбриональному преальбу-
мину-1 (ЭПА-1) [21, в связи с чем он был назван эмбриональным преальбу-
мином-2 (ЭПА-2). В настоящем сообщении приводятся результаты иммуно-
химического анализа ЭПА-2 в экстрактах органов и тканей плода и взросло-
го человека, а также в тканевых экстрактах некоторых опухолей. 

М е т о д и к а 

А н т и с ы в о р о т к и к Э П А - 2 п о л у ч а л и путем и м м у н и з а ц и и к р о л и к о в г л и к о п р о т е и д -
ной ф р а к ц и е й а м н и о т и ч е с к о й ж и д к о с т и плодов ч е л о в е к а 18—20 мед э м б р и о г е н е з а [ 1 ] . 
И м м у и о д и ф ф у з и о н н ы й а н а л и з Э П А - 2 в т к а н е в ы х э к с т р а к т а х п р о в о д и л и с п о м о щ ь ю 
с т а н д а р т н о й тест-системы к д а н н о м у б е л к у по методу Х р а м к о в о й и Абелева [ 3 ] . 
Ч у в с т в и т е л ь н о с т ь с т а н д а р т н о й тест-системы к Э П А - 2 р а в н я л а с ь 0 , 5 м к г / м л . О п у х о л и 
п о л у ч а л и во в р е м я о п е р а ц и й в О н к о л о г и ч е с к о м н а у ч н о м ц е н т р е А М Н С С С Р и в Инсти-
т у т е н е й р о х и р у р г и и им. Н . Н . Б у р д е н к о А М Н С С С Р . Н о р м а л ь н ы е т к а н и б ы л и полу -
чены от плодов 2 1 — 2 4 нед э м б р и о г е н е з а , а т а к ж е от в з р о с л ы х л ю д е й , п о г и б ш и х от 
с л у ч а й н ы х п р и ч и н , во в р е м я в с к р ы т и я на к а ф е д р е с у д е б н о й медицины I I М о с к о в с к о г о 
м е д и ц и н с к о г о и н с т и т у т а им. Н . И . П и р о г о в а . Т к а н и г о м о г е н и з и р о в а л и в т р и с - г л и ц и -
новом б у ф е р е pIT 8 ,3 с д о б а в л е н и е м д е т е р г е н т о в ( 0 , 1 % т р и т о н а Х-100 и твииа -80 ) , 
ц е н т р и ф у г и р о в а л и при 8000 об /мип , а з атем т к а н е в ы й э к с т р а к т л и о ф и л и з и р о в а л и . 
Д л я и с с л е д о в а н и я п р и м е н я л и р а с т в о р ы т к а н е в ы х э к с т р а к т о в , с о д е р ж а щ и х 50 мг /мл 
л и о ф и л и з а т а . Всего и з у ч е н о 553 и н д и в и д у а л ь н ы х о б р а з ц а о п у х о л е й и 256 т к а н е в ы х 
э к с т р а к т о в н о р м а л ь н ы х о р г а н о в п л о д о в и в з р о с л о г о ч е л о в е к а . П о л у ч е н н ы е р е з у л ь т а -
ты п о д в е р г а л и о б р а б о т к е методами в а р и а ц и о н н о й с т а т и с т и к и [ 4 ] . 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Иммунохимический анализ ЭПА-2 показал присутствие данного белка 
в некоторых образцах нормальных органов желудочно-кишечного тракта 
(желудок, печень, поджелудочная железа, тонкая и толстая кишки), а также 
в отдельных образцах ткани опорно-двигательного аппарата (сухожилие, 
хрящ, кость), селезенки и кожи (рис. 1, см. вклейку). Однако содержание 
ЭПА-2 в данных органах незначительно и не превышает, как правило, 2 мкг 
на 1 мл тканевого экстракта. ЭПА-2 не был обнаружен в тканевых экстрак-
тах органов дыхания, мочеполовой, сердечно-сосудистой, центральной и 
периферической нервной систем. 

Результаты обработки полученных данных по определению ЭПА-2 в 
тканях нормальных органов эмбрионов, взрослых людей и в опухолевых 
тканях методами вариационной статистики приведены на рис. 2. 

В органах плода челове-
ка наиболее высокая кон-
центрация ЭПА-2 обнаруже-
на в тканевых экстрактах 
мягких тканей. Это коррели-
рует с результатами опреде-
ления данного белка в опухо-
лях мягких тканей взрослого 
человека, где наибольшая 
концентрация ЭПА-2 (64 
128 мкг/мл) отмечалась в 
тканевых экстрактах десмо-
ида и мезенхимомьт. Часто-
та обнаружения ЭПА-2 в 
тканевы х экстр а кта х опухо-
лей желудочно-кишечного 
тр а кта нез н а ч и тел ы-i о вы ше 
таковой в тканевых экстрак-
тах соответств у ющ их нор-
мальных органов, однако 
уровень ЭПА-2 на порядок 
выше. Среди органов моче-
половой системы наиболь-
шая частота и концентрация 
ЭПА-2 отмечается в опухо-
лях яичников и матки, при 
этом особо выделяются опу-
холи, богатые соединитель-
ной тканью. Из опухолей 
центральной и периферичес-
кой нервной системы чаще по-
вышенное содержание ЭПА-2 
отмечается в краниофарин-
гиомах, фибросаркомах и 

хордомах, в то время как в других опухолях оно не пре-
вышает 30%. 

Таким образом, проведенные исследования позволяют сделать заклю-
чение о том, что ЭПА-2 — белок, активно синтезирующийся у плода в пе-
риод эмбриогенеза. Максимальное содержание ЭПА-2 в мягких тканях пло-
да косвенно свидетельствует о том, что он синтезируется в органах мезодер-
мального происхождения. К моменту родов концентрация ЭПА-2 у плода 
понижается 1 1 1, и в сыворотке крови взрослых людей этот белок методами 
иммунодиффузионного анализа не обнаруживается. Однако детальное ис-
следование показало наличие низкой концентрации ЭПА-2 в некоторых об-
разцах тканевых экстрактов органов желудочно-кишечного тракта, опорно-
двигательного аппарата, селезенки и кожи. Синтез ЭПА-2 резко возрастает 
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Р и с . 2 . И м м у н о х и м и ч е с к и й а н а л и з Э П А - 2 в н о р -
м а л ь н ы х т к а н я х э м б р и о н о в , в з р о с л ы х л ю д е й и 

в о п у х о л е в ы х т к а н я х . 
А — опухоли; Б — эмбриональные ткани; В — нор" 
малыше ткани взрослых людей. 1 — мягкие ткани; 
2 — кости; 3 — молочная железа; 4 — мочеполовая 
система; 5 — желудочно-кишечный тракт; 6 — дыха-
тельная система; 7 — центральная и периферическая 
нервная система; 8 — эндокринные органы. По оси аб-
сцисс — число образцов; по оси ординат — содержание 

ЭПА-2. 
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в опухолях соединительнотканного происхождения, в то время как в эпи-
телиальных опухолях уровень ЭПА-2 зависит от наличия в этой ткани сое-
динительнотканных элементов. Детальное изучение места синтеза ЭГ1А-2 
поможет в изучении функциональной значимости этого белка, а разработка 
высокочувствительного метода его определения позволит апробировать тест 
на ЭПА-2 для маркирования соединительнотканных опухолей. 
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I M M U N O C H E M I C A L S T U D Y O F T H E E M B R Y O N A L P R E A L B U M I N S IN EM-
B R Y O N A L A N D A D U L T H U M A N T I S S U E S 

V. V. Kalashnikov, S. G. Voloschuk, D. M. Falalceva, Yu. S. Taiarinov 

P r o b l e m L a b o r a t o r y on I m m u n o c h e m i s t r y of M a l i g n a n t T u m o r s and E m b r y o n a l T i s s u e s , 
C h a i r of B i o c h e m i s t r y , N. I. P i r o g o v II Med ica l Schoo l , M o s c o w 

E m b r y o n a l p r e a l b u m i n - 2 / Е Р А - 2 / was shown to be a p r o t e i n , w h i c h w a s a c t i v e l y 
s y n t h e s i z e d in f e t u s d u r i n g e m b r y o g e n e s i s . The h i g h e s t c o n t e n t of E P A - 2 was found 
in s o f t f e t a l t i s sues ; t h i s s u g g e s t i n g t h a t the p ro t e in s y n t h e s i s o c c u r r e d in o r g a n s of me-
s o d e r m a l o r i g i n . To the m o m e n t of d e l i v e r y the c o n t e n t of E P A - 2 in f e t u s w a s di-
s t i n c t l y dec rea sed and the p r o t e i n was no t d e t e c t e d u s i n g the i m m u n o d i f f u s i o n tec-
h n i q u e in blood s e r u m of a d u l t pe r sons , i. e. t he E P A - 2 s y n t h e s i s w a s m a r k e d l y r e d u c e d . 
Low c o n t e n t of E P A - 2 was o b s e r v e d in h u m a n g a s t r o u n t e s t i n a l t r a c t , l o c o m o t i v e sy-
s t e m , sp leen and sk in t i s sues . The E P A - 2 s y n t h e s i s was i n s r ea sed d i s t i n c t l y in m a l i g n a n t 
t u m o r s , e s p e c i a l l y , of c o n n e c t i v e t i s s u e , w h e r e a s in t u m o r s of e p i t h e l i a l t i s s u e t h e con-
t en t of E P A - 2 o f t e n d e p e n d e d on presence of connes t ive t i s s u e e l e m e n t s . 

УДК 012.82.015.11:677.152.143'164 

H. С. Камыиганская, Т. А. Москвитина 

МНОЖЕСТВЕННЫЕ ФОРМЫ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ МОЗГА 
ЧЕЛОВЕКА 

И н с т и т у т б и о л о г и ч е с к о й и м е д и ц и н с к о й химии А М Н СССР, М о с к в а 

Моноамииоксидаза (МАО) катализирует окислительное дезаминирова-
ние (основную реакцию катаболизма) биогенных аминов-нейромедиаторов: 
дофамина, иорадреналина, Р-фенилэтил амина, серотонина и др. По совре-
менным представлениям, МАО — мембраносвязанный митохондриальный 
фермент, содержащий ковалентно присоединенный ФАД [1]. В настоящее 
время общепризнанно существование А и Б типов фермента, отличающихся 
по субстратной специфичности, чувствительности к ингибиторам и протеа-
зам 12—4]. МАО типа А предпочтительно дезамииируют серотонин и инги-
бируются низкими концентрациями хлоргилина, но не депренила, а МАО ти-
па Б действуют на Р-фенилэтиламин и чувствительны к низким концентра-
циям депренила, но не хлоргилина. Препаративно А и Б типы М А О мозга 
быка разделены иммунопреципитацией [5]. Попытки их разделения другими 
методами окончились неудачей [6.1. 

Методом смешанных субстратов [71, а также путем изучения кинетики 
действия ряда неалленовых ингибиторов на дезаминирование различных суб-
стратов установлено, что существуют по крайней мере три различные формы 
(или центра связывания) фермента [8, 9]. 

Ранее нам удалось разработать метод солюбилизации митохондриальной 
МАО мозга быка, при котором не происходило инактивации какой-либо фор-
мы фермента [101. При последующем хроматографическом разделении уда-
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лось выделить 4 формы фермента [10]. Задачей настоящего исследования 
явилось изучение возможности применения такого метода к ткани мозга 
человека и изучение МАО мозга человека в норме. 

В настоящее время МАО приписывают важную роль в патогенезе пси-
хических заболеваний, в частности шизофрении [11]. Однако фермент мозга 
человека изучен недостаточно. 

Мы изучали МАО нормальной ткани мозга людей, умерших от сердечно-
сосудистой недостаточности. Так как для мозга, особенно человека, харак-
терна асимметрия, функциональная, анатомическая и биохимическая 112], 
то при изучении МАО нельзя игнорировать возможные различия ее из пра-
вой и левой половин мозга. 

М е т о д и к а 

М а т е р и а л . Т к а н ь мозга получали из морга I Московского медицинского инсти . 
тута им. И. М. Сеченова через 4 ,13 и 23 ч после смерти 3 мужчин, у м е р ш и х от и н ф а р к т а 
миокарда в возрасте 62, 52 и 53 лет. Часть работы была проделана на мозге 66-летнег 
мужчины, взятом через 4 ч после смерти от той ж е причины. Мозг х р а н и л с я при —20 °Со 

Рис. 1. Хроматографическое разделение солюбилизированного препарата МАО из 
подкорковой области правого п о л у ш а р и я на АН-сефарозе 4В. 

Колонка (К-10/40, «Farmacia Fine Chemicals», Sweden) содержала 00 мл АН-сефарозы 4B, уравно-
вешенной 0,01 М К, Na-фосфатным буфером, рН 7,4. На колонку наносили 00 мг солюбилизирован-
ного белка (см. раздел «Методика»). Фракция по 5 мл. Сплошная линия — содержание белка (в мг/мл); 
пунктирная — активность МАО (субстрат — /?-иитрофенилэтиламии; в ед/(ч-мл); штрих-пунктир-
ная — содержание тритона Х-100 (в %). / — 0,01 М фосфатный буфер, рН 7,4; 2 — 0,1 М фосфатный 
буфер, рН 7,4; 3 — 0,1 Мфосфатиый буфер, рН 7,4 + градиеит концентрации тритона Х-100 (0 — 0,25%); 
4— 0,4 М фосфатный буфер, рН 7,4 + 0,25% тритона Х-100; 5—1 М фосфатный буфер, рН 7,4 + 1% 
«тритона Х-100. Скорость элюции 50 мл/ч. А — содержание белка (в мг/мл); Б — активность МАО 

(в ед/(мл*ч); В — содержание тритона Х-100 (в %). 

Перед использованием его р а з м о р а ж и в а л и при комнатной температуре , очищали от 
мозговых оболочек и промывали 0 , 9 % КС1. Митохондрии выделяли методом дифферен-
циального ц е н т р и ф у г и р о в а н и я [13] и хранили при —20 °С. После оттаивания их про-
мывали несколько р а з 0 ,05 М трис-НС1-буфером, р Н 8,0. 

Солюбилизация и разделение МАО. Солюбилизацию митохондрий проводили при 
концентрации белка 10 мг/мл, тритона Х-100 1 ,3%, мочевины 1,3 М в 0 ,05 М трис-
HCl-буфере , р Н 8,0 в течение 30 мин при 0 °С. Смесь центрифугировали в течение 
30 мин при 40 000 g и иадосадочную жидкость пропускали через колонку с сефадексом 
Г-50, у р а в н о в е ш е н н у ю 0,01 М К, Na-фосфатным буфером, р Н 7,4. Элюат , содержащий 
белок, концентрировали на фильтре «Amicon РМ-30» в 6 раз и подвергали хроматогра-
фическому разделению, к а к у к а з а н о в подписи под рис. 1. Ферментные препараты изо-
форм МАО промывали 0,01 М К, Na-фосфатным буфером и концентрировали в 6 раз 
на фильтре «Amicon РМ-30», хранили при —20 °С. 

Определение активности МАО. Активность фермента определяли калориметри-
чески с р -питрофеиилэтиламином в качестве субстрата [14] . Д е з а м и и и р о в а ц и е д р у г и х 
субстратов о п р е д е л я л и по количеству освобождаемого за 20 мин реакции аммиака , 
как описано ранее 114]. Н а с ы щ а ю щ и е концентрации субстратов б ы л и : тирамина 3 , 2 Х 
X Ю - 3 М, серотонина 5 Х 1 0 ~ 3 М, Р-фенилэтиламина 8- Ю - 4 М, дофамина 3 , 4 - Ю - 8 М. 
Б е л о к о п р е д е л я л и по методу Л о у р и и соавт. [15] с бычьим сывороточным альбумином 
в качестве с т а н д а р т а , вводя соответствующую поправку на содержание в пробах неион-
ного детергента . 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Недавно при исследовании тираминдезаминазной активности МАО гомо-
генатов коры мозга человека было обнаружено различие на 25% между 
активностью в правом и левом полушариях. Данное различие характерно 
только для двигательной зоны, но не зрительной или слуховой [16]. Ранее 
была выявлена асимметрия содержания субстратов МАО в мозге [12]. Уста-
новлена также неидентичиость одной из форм МАО в коре и подкорковых 
образованиях при изучении чувствительности этой формы к хлоргилину и 
изокарбоксазиду 117]. 

Учитывая все эти факты, мы изучали МАО как коры, так и подкорковых 
образований левой и правой половин мозга раздельно. Последовательно изу-
чались величины активности МАО митохондрий, солюбилизация МАО, со-
став изоформ и свойства различных изоформ отдельно в каждой области. 

Определение активности фермента коры и подкорковых образований 
правой и левой половин мозга, результаты которого представлены в табл. 1, 

Т а б л и ц а \ 

Удельная активность митохондриальной МАО в различных участках мозга человека 

Корковая область Подкорковая область 

Субстрат 
правая левая правая левая 

Тирамии 
Серотонин 
р-феиилэтиламии 
Дофамин 

9,1 ± 2 , 3 (8) 
1,9=j=0,5 (5) 
2,6=1= 1,2 (7) 
6,2=1=0,8 (6) 

9 , 6 ± 0 , 4 (3) 
1,8=1=0,3 (3) 
1,9=1=0,5 (3) 
5,8=1=0,2 (3) 

8 , 3 ± 0 , 8 (4) 
2,7=1=0,2 (7) 
4,8=1=0,9 (7) 
6 , 1 ± 0 , 9 (7) 

9,5=1=1,1 (8) 
3,2=±=0,6 (10) 
5 , 9 ± 0 , 7 (10) 
7,5=1=0,6 (8) 

П р и м е ч а н и е. Величины удельной активности выражены в наномолях в 1 мии на 1 мг 
белка ± стандартное отклонение; в скобках — число опытов (каждый с двумя параллельными). 

показывает, что разницы между правой и левой половинами мозга не наблю-
дается даже при использовании 4 различных субстратов МАО: серотонина — 
субстрата МАО типа А, ^-фенилэтиламина— субстрата МАО типа Б, тира-
мина — общего субстрата для обоих типов и дофамина — субстрата предпо-
лагаемой «дофаминоксидазы» [18]. Из табл. 1 видна также большая актив-
ность МАО (серотонин- и (З-фенплэтиламиндезаминазная) подкорковых об-
разований по сравнению с МАО коры. 

Процесс солюбилизации митохондрий мозга человека протекает так же, 
как и при использовании ткани мозга быка. В табл. 2 представлены резуль-

Т а б л и ц а 2 
Экстракция МАО из митохондрий мозга человека (подкорковая область правого полушария) 

Белок Активность МАО 

Фракции Объем, мл мг/мл общий ед на 1 мг 
белка общий 

Выход, (%) 

Митохондрии 
Солюбилизированмая МАО 

36 
7,8 

15,3 
13,6 

550,8 
106,1 

9,6 
13,7 

5293 
1451 

100 
27 

П р и м е ч а и и е. Солюбилизацию проводили, как описано в разделе «Методика». Актив 
ность МАО определяли с р-нитрофенилэтиламином в качестве субстрата. 

таты одного из опытов, характеризующих выход в солюбилизированное со-
стояние МАО, о чем судили по /?-нитрофенилэтилдезаминазной активности. 
Видно, что выход активности при однократной экстракции составляет 27%; 
аналогичная величина получена ранее при солюбилизации МАО ткани мозга 
быка. Данные табл. 2 получены при исследовании подкорковой области пра-
вого полушария. Аналогичные показатели получены и при использовании 
других областей мозга человека. 
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Солюбилизированный таким образом препарат, как было отмечено ра-
нее [10] и как видно из табл. 3, содержал те же пропорции А (ееротонинде-
заминазная активность) и Б (феиилэтиламиндезаминазная активность) форм 
МАО, что и исходный препарат митохондрий. В то же время известно, что 
большинство используемых в настоящее время методов очистки МАО при-
водят к инактивации одной из форм фермента — как правило, А [19—211. 

Т а б л и ц а 3 

Очистка митохоидриальных МАО мозга человека (левая подкорковая область) 

Фракции 

С
од

ер
ж

ан
ие

 
бе

лк
а,

 
м

г/
н

а 
ве

сь
 

об
ъе

м
 Актшшость МАО Выход, % Очистка 

Фракции 

С
од

ер
ж

ан
ие

 
бе

лк
а,

 
м

г/
н

а 
ве

сь
 

об
ъе

м
 

нмоль/мин на несь 
объем 

нмоль/мин па 1 
белка 

мг 

о, X н 
а а> и Ф

Э
А

 

< с* 
а : : Н 

а 
3 . Ф

Э
А

 

< 
Фракции 

С
од

ер
ж

ан
ие

 
бе

лк
а,

 
м

г/
н

а 
ве

сь
 

об
ъе

м
 

Тир Сер | Ф ЭА Д А Тир Сер ФЭА ДА 
о, X н 

а а> и Ф
Э

А
 

< с* 
а : : Н 

а 
3 . Ф

Э
А

 

< 

Митохонд-
рии 6 3 8 , 3 5870 1799 4340 3190 9 ,2 2,8 6,8 5,0 100 1 ,0 

Солюбили-
2,8 

зирован-
ный фер-
ментный 
препарат 70,5 1600 324 881 1060 22 ,8 4,6 12,5 15 27 18 20 33 2 , 5 1,6 1 ,8 3 , 0 

После очист-
ки и раз-
деления 
на АН-се-
фарозе 4 В 
(пик 116) 10,8 764 81,0 163 488 7 0 , 7 7,5 15,1 45 ,2 13 4 , 5 3 , 8 15 7 , 7 2 ,7 2 , 2 9 , 0 

П р и м с ч а и и е. Тир — тирамин; ФЭА — ft-феиилэтиламип; Сер — серотонин; ДА — 
дофамин. 

Солюбилизированный препарат МАО после обессоливания и концентри-
рования подвергали хроматографическому разделению на колонке АН-се-
фарозы 4В. Результаты, представленные на рис. 1, характеризуют МАО 
правой части подкорковой области. Аналогичные результаты получены при 
исследовании других областей мозга. На рис. 1 видно, что часть белков, 
элюирующихся с колонки (пик 0), не обладает активностью МАО. При по-
вышении концентрации буфера элюируется белок, хотя и не обладающий 
/;-нитрофеиилэтиламиндезамииазной активностью, но дезаминирующий дру-
гие субстраты МАО (рис. 2). Сказанное относится и к фракции II I , элюи-
руемой с колонки при высокой концентрации буфера и тритона Х-100. Бе-
лок фракции \\а, и 116 дезаминирует и /?-нитрофеиилэтиламии (см. рис. 1), 
и другие исследованные субстраты МАО (см. рис. 2). Специфичность отдель-
ных фракций (изоформ) МАО различных областей мозга представлена па 
рис. 2. Видно, что изоформы обладают различной субстратной специфич-
ностью. Так, изоформы Па и IIб, не полностью разделяющиеся при хрома-
тографии (см. рис. 1), хотя и обладают примерно равной серотониидезами-
назной активностью отличаются по тирамин- и дофаминдезамииазиой актив-
ности, показатели которой составляют 160 и 120% соответственно для изо-
формы \\а и 900 и 500% для изоформы IIб, если за 100% принять актив-
ность серотониндезамииазы. Ранее было установлено [10.1, что такие же 
изоформы мозга быка различаются при электрофоретическом исследовании 
в ПААГ и по величинам изоточек, а не только по субстратной специфич-
ности . 

На рис. 2 видно, что все изоформы присутствуют и в коре, и в подкор-
ковых образованиях, но в последней области выше активность основной 
фракции 116. Различий между правой и левой половинами мозга не обна-
ружено. Наибольшей активностью обладает фракция IIб. Ход очистки этой 
изоформы и ее субстратная специфичность представлены в табл. 3. Видно, 
что тирамин дезаминируется со скоростью 70 нмоль/мин на 1 мг белка, в 
то время как очищенная таким образом МАО мозга быка дезаминирует 
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227 нмоль тирамнна в 1 мин на 1 мг белка 110]. Однако тираминдезаминаз-
ная активность МАО, очищенной из мозга человека по данным Нагатцу 
и соавт. [22 ], была равна 20 нмоль (мии на 1 мг), что значительно ниже 
активности препарата, описываемого здесь. 

В настоящей работе не обнаружено различий активности МАО правой 
и левой половин мозга. Это касается активности митохондриальных ире-

н моль /мин/мг 

20 

Рис . 2. Специфичность изоформ очищенной МАО мозга человека . 
Приведены средние величины ±стандартное отклонение удельных активностей (нмоль субстрата в 
1 мин на 1 мг белка) фракций MAO I, Па , Пб , III (см. рис. 1) при исследовании в качестве субстра-
тов тирамина ( / ) , серотонина (2), фенилэтиламина (3) и дофамина (4). Число опытов 2 — 7 (в каждом 
с 2 параллельными). А — кора; Б — подкорковые образования. Слева — левое полушарие, спра-

ва — правое. 

паратов, процесса солюбилизации, очистки и свойств очищенного фермента. 
В нашей препаративной работе мы могли не заметить небольшого асиммет-
ричного изменения активности МАО ограниченной зоны [16 1 на фоне об-
щей массы достаточно однородного материала. Данные о большей актив-
ности фермента в подкорковых образованиях согласуются с результатами, 
полученными недавно при исследовании феиилэтиламиидезамииазной ак-
тивности гомогенатов мозга человека [23]. Однако по составу изоформ 
МАО коры и подкорковых образований не различаются. Изучение свойств 
различных изоформ МАО — задача наших будущих исследований. 
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I n s t i t u t e of B i o l o g i c a l and Medica l C h e m i s t r y , A c a d e m y of M e d i c a l Sc iences of t he U S S R , 
Moscow 

T r e a t m e n t of n o r m a l h u m a n b ra in m i t o c h o n d r i a w i t h a m i x t u r e c o n t a i n i n g T r i t o n 
X-100 and u rea r e s u l t e d in s o l u b i l i z a t i o n of m o n o a m i n e o x i d a s e / М А О / e x h i b i t i n g t y r a -
mine - , s e r o t o n i n e - , p h e n y l e t h y l a r n i n e - and d o p a m i n e d e a m i n a s e a c t i v i t i e s a t r a t i o s si-
m i l a r to t hose c h a r a c t e r i s t i c for t he i n i t i a l m i t o c h o n d r i a . A p u r i f i e d p r e p a r a t i o n of 
t h e e n z y m e was o b t a i n e d a f t e r A I T - S e p h a r o s e c h r o m a t o g r a p h y ; it w a s s h o w n t h a t 
in t he b ra in the re were p resen t fou r i soenzymes of MAO possess ing d i f f e r e n t s u b s t r a t e 
s p e c i f i c i t y . I n v e s t i g a t i o n of some p r o p e r t i e s of M A O / a c t i v i t y , s o l u b i l i z a t i o n a n d iso-
zyme c o m p o s i t i o n / ' f r o m b ra in reg ions s h o w e d absence of a s y m m e t r y and h i g h e r enzy-
m a t i c a c t i v i t y in t he s u b c o r t i c a l b r a in region as c o m p a r e d w i t h r i g h t and l e f t b r a in 
c o r t e x . . j 

УДК 012. 1 12.015. 12:577. 153.31-087.4 

Г. A. Анненков, E. E. Сафронова 

ДОКАЗАТЕЛЬСТВА НАЛИЧИЯ АКТИВНОЙ 
ФЕНИЛАЛАНИНГИДРОКСИЛАЗЫ В ЛЕЙКОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА 

И н с т и т у т м е д и ц и н с к о й г е н е т и к и А М Н СССР, Москва 

В предварительных опытах нами была обнаружена фенилаланиигидрок-
силазная (ФА-активиость) в лейкоцитах и культивируемых фибробластах 
человека. Д л я этого был использован модифицированный метод Эйлинг 
и соавт. [I 1, основанный на определении накопления окисленной формы 
птеридииового кофактора (2-амиио, 4-окси, 6,7-диметил, 7,8-дигидроптери-
дин) в реакции гидроксилирования фенилаланина. Сведения о выявлении 
ФАГ-активности в фибробластах человека публиковались и другими ав-
торами 12- 4] , тогда как данных в пользу наличия этой активности в 
лейкоцитах мы не встретили. Суммарный процесс превращения фенилала-
нина в тирозин можно представить как состоящий из энзиматического гид-
роксилирования, катализируемого ферментом фенилаланингидроксилазой 
(ФГ), а также в некоторой степени и другими гидроксилазами [5]. Имеет 
место и неэнзиматическое гидроксилирование, которое в гомогенате печени 
может достигать 8% от общего объема гидроксилирования, если не принять 
меры по защите от перекисных соединений [6]. В условиях общепринятых 
методов определения ФАГ-активности все минорные пути гидроксилирова-
ния фенилаланина в печени достигают 5—14 % от общего пула превращения 
[7 9 ] . Поэтому накопление продуктов реакции (например, 14С-тирозииа) 
не доказывает, что существует лишь энзиматический путь их образования. 

С другой стороны, определяемый в наших анализах дигидрогггеридин 
образуется не только в ходе реакции с участием ФГ или других гидроксилаз. 
По-видимому, этот кофактор участвует в ряде других энзиматических и 
иеэнзиматических реакций, в том числе в неферментативном гидроксилиро-
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вании фенилаланина. Предполагают, что в последнем процессе участвует 
перекисная форма кофактора 16 J. 

Таким образом, процесс превращения фенилаланина в тирозин оказы-
вается весьма сложным, многокомпонентным и недостаточно изученным. 
Между тем этот процесс является ключевым патогенетическим звеном тяже-
лого и широко распространенного наследственного заболевания — фенил-
кетонурии. Диагностика различных форм фенилкетонурии пока проводится 
путем определения активности ряда ферментов в биоптатах печени обсле-
дуемых. Трудности, получения биоптатов, особенно у детей, резко ограни-
чивают диагностические возможности клиницистов. Поиск новых методов 
диагностики с использованием более доступных материалов, например 
клеток крови, является актуальной задачей. 

Целыо данной работы было получение фактов,, которые могли бы под-
твердить или опровергнуть сделанное нами предположение о наличии спе-
цифической активности ФГ в лейкоцитах человека. 
< f, ,t ' :П 

М е т о д и к а 

Д л я получения лейкоцитов использовали кровь з д о р о в ы х ^ д о и о р о в , больных с 
классической формой фенилкетонурии , а т а к ж е их матерей — облигатиых гетерозигот 
по гену фенилкетонурии (ген P h ~ ) . В ы р а ж а е м искреннюю благодарность заведующей 
отделением № 17 6-й Детской психиатрической больницы Москвы Н . А. Рыбаковой за 
помощь в сборе материала . 

Лейкоциты отмывали из плазмы отстоявшейся г е п а р и н и з и р о в а и н о й к р о в и , г р е -
суспендировали в 0,01 М трис-НС1-буфере р Н 7,4, с о д е р ж а щ е м 0 ,15 М КС1, 10 мМ 
Р-меркаптоэтаиола и 0 , 2 5 % тритона Х-100, р а з р у ш а л и в системе тефлон — стекло, го-
могенат центрифугировали при 15 000 g в течение 15 мин на холоду . Активность ФГ 
определяли по методу Эйлинг и соавт. 11J. Скорость реакции о п р е д е л я л и с помощью 
автоматического анализатора скоростей ферментативных р е а к ц и й LKB-8600. Кинетику 
реакции измеряли в течение 1 мин при 25 °С. Д л я определения концентрации белка 
в гомогенатах использовали метод прямой спектрофотометрии пептидных связей при 
210 им [10] , п р и м е н я я спектрофотометр «ITitachi-139». 

В работе применяли L-фенилаланин фирмы «Calbiochem», трис фирмы .«Serva» 
и кофактор (6,7-диметил, 2-амино, 4-окси, 5, 6, 7, 8 -тетрагидроптеридии) , который был 
синтезирован нами совместное проф. К н а п п о м и доц. У . Г р и м м о м в Институте медицин-
ской генетики Г Д Р по методу | 11J . Остальные реактивы были отечественного произ-
водства^категории х . ч. и о. ч. 

Результаты и обсуждение 

Зависимость скорости реакции от количества белка в гомогенате-
В последовательных разведениях гомогената донорских лейкоцитов (ис. 
ходная концентрация белка 6,8 мг/мл) была определена ФАГ-активность. 
Результаты представлены на рис. 1, демонстрирующем четкую линейную 
зависимость активности от количества белка в пробе. Таким образом, опре-
деляемая нами ФАГ-активность оказалась связанной с гомогенатом [с со-
держащимися в нем ферментами и (или) другими компонентами]. 

Влияние специфических ингибиторов гидроксилаз. В двух сериях опы-
тов были использованы образцы смешанной донорской крови. Перед опре-
делением ФАГ-активности в реакционную смесь добавляли одни из специ-
фических ингибиторов гидроксилаз: для ФГ — п-хлорфенилаланин, для 
тирозиигидроксилазы — 3-йодтирозин, для триптофаигидроксилазы - - 6-
фтортриптофан (все препараты фирмы «Serva»). Использовали мшярные 
соотношения субстрат/ингибитор, как и раНотс. 17 I, специально посвящен-
ной доказательству наличия ФГ в гомогенатах печени. 

Из табл. 1 видно, что п-хлорфенилаланин в высоких и низких моляр-
ных концентрациях полностью ингибировал ФАГ-активность. Это позво-
ляет с большой вероятностью полагать, что ФАГ-активность в лейкоцитах 
связана с наличием в них ФГ. В то же время 3-йодтирозин ингибировал 
активность на 4—7%, а 6-фтортриптофан — только на 1,5%. Можно пред-
полагать, что, в лейкоцитах наряду с ФГ присутствуют другие гидрокси-
лазы, в небольшой мере участвующие в окислении птеридинового кофакто-
ра с использованием фенилаланина в качестве субстрата, и что п-хлорфе-
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нилалаиии способен ингибировать эту неспецифическую активность [12]. 
Возможно также, что тирозин- и триптофангидроксилазы отсутствуют, но 
3-йодтирозин и 6-фтортриптофан способны в некоторой мере ингибировать 
ФГ. Наконец, возможно сочетание обеих возможностей. В любом случае 
полученные данные позволяют с большой уверенностью говорить о нали-
чии ФГ в лейкоцитах. 

Проверка субстратной специфичности используемого метода опреде-
ления ФАГ-активности. Поскольку в рассматриваемом нами методе коли-

честве н но у ч и ты в а ется 
Т а б л и ц а 1 окисление кофактора, ко-

торое, как указывалось 
выше, может быть обус-
ловлено различными пте-
ридин/зависимыми процес-
сами, было изучено вли-

яние использования в 
реакционной смеси вместо 

Влияние ингибиторов гидроксилаз на ФАГ-активность 
н гомогснатах лейкоцитов 

Концентрация субстрата и 
ингибитора 

Актив -
иость. 

иМ/мин/мг 
Ингибиро-
наиие, % 

1 серия опытов 

мМ фенилаланина 0,96 
мМ фенилаланина + 
+ 30 мМ п-С1-фенилала-
нина 
мМ фенилаланина + 
+ 1 мМ 3-1-тирозина 0,92 

0 

100 

4,2 

II серия опытов 

0,0О4 
0,003 

0,002 

0,001 

I мМ фенилаланина 
I мМ фенилаланина + 

+ 30 мМ п-С1-фенилала-
нина 

I мМ фенилаланина + 
+ 1 мМ п-С1-фенилала-
нина 

I мМ фенилаланина + 
+ 1 мМ 3-1-тирозина 

I мМ фенилаланина + 
+ 1 мМ б-Р-триптофана 

0 ,65 

0 

0 

0,602 

0,64 

0,1 0,2 0,3 0,4 
С, мг в пробе 

100 

100 

7,3 

1,5 

Рис. 1. Зависимость скорости 
реакции от концентрации бел-
ка в ^ г о м о г е н а т е лейкоцитов 

человека . 
Состав реакционной смеси: 50 мкл 
гомогената, 1 мл 0,1 М трис-НС1-
буфера рН 7,4, содержащего 5 мМ 
фенилаланина, 50,0 мкл 0,85, мМ 
раствора кофактора на 0,005 н. 

HC1. 

фенилаланина других аминокислот. При этом была применена природная 
модель «выключения» активности только одного фермента Ф Г , д л я чего были 
взяты клетки больных фенилкетонурией. 

Результаты, приведенные в табл. 2, показывают, что окисление птери-
динового кофактора происходит при добавлении не только фенилаланина, 
но и других аминокислот. Сравнительно высокий уровень активности по-
зволяет предполагать ферментативный характер окисления, возможно, 
за счет других гидроксилаз аминокислот. 

Проведенный опыт показал, что определяемая нами в лейкоцитах 
ФАГ-активность связана с наличием нормального гена Ph+, контролирую-
щего уровень ФГ в печени человека, и не связана с утилизацией других 
аминокислот. Этот опыт позволяет полагать, что в используемом нами ме-
тоде определяемое окисление кофактора связано только с гидроксилирова-
ванием фенилаланина в присутствии ФГ и является индикатором актив-
ности именно этого фермента и что, возможно, печеночная и лейкоцитар-
ная ФГ контролируется одним геном. 

Определение Км для ФГ лейкоцитов человека. Сходство Км Для ФГ 
лейкоцитов и печени могло бы указывать на их генетическую идентичность 
(контроль их синтеза одним и тем же геном). Анализ активности фермента 
для графического расчета К м методом двойных обратных координат был 
выполнен в параллельных определениях на 3 образцах лейкоцитов и пе-
чени. Использовали концентрации субстрата от 0,1 до 10 мМ (при кон-
центрации кофактора 0,17 мМ) и кофактора от 0,017 до 1,7 мМ (при кон-
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центрации субстрата 1 мМ). Величины К м для фенилаланина составили 
1,08=1=0,44 (лейкоциты) и 0,33=1=0,088 (печень), К м для кофактора — со-
ответственно 0,17=1=0,05 и 0,053=1=0,014. Таким образом, значения К м в 
печени и лейкоцитах отличаются примерно в 3 раза. Однако описаны 2 
21/2-кратные различия К м Д л я ФГ печени плодов и взрослых людей 
[13, 14], что предположительно отнесено за счет несходства посттраисля-

ционного процессинга на разных стадиях онтогенеза. Учитывая корреля-
цию активности лейкоцитарной и печеночной ФГ с дозой гена Ph + при 
условии моногенного хапактепа наследования сЬеиилкетонуоии. а также 

Влияние замены 
I п е р иди но во го к< 

Объект исследова 
мин 

Лейкоциты доно-
ров 

Лейкоциты боль-
ного фен ил ке-
той у р ией 

определенное сходство их К м , допустимо предположить, что обе ФГ ге-
нетически идентичны. 

Эксперимент с проверкой дозы гена Ph~. Поскольку специфичность 
действия ингибиторов в опыте № 2 (см. табл. 1) представлялась неполной, 
были изучены реакционные смеси, содержащие предположительно различ-

Т а б л и ц а 3 

ФАГ-активность в лейкоцитах здоровых людей, гомо- и гетерозигог но гену Ph~ 

Здоровые доноры Гомозиготы (больные Гетерозиготы матери 
дети) 

№ п/п активность № п/п активность № п/п активность № п/п активность 

1 0,55 12 0 ,83 1 0 1 0,30 
2 0,44 13 0 ,45 2 0 ( 0 ) 2 0,31 
3 0,51 14 1,36 3 0 3 0 ,38 
4 0,62 15 0,96 4 0 ( 0 ) 4 0 ,38 (0,41) 
5 1,25 16 1,38 5 0 5 0,32 
6 0,62 17 0,94 6 0,19, 6 0,47 

(0,20; 0,18) 
0,47 

7 1,36 18 0,80 7 0 7 0,32 
8 1,45 19 1,57 8 0,21 8 0,48 
9 0,49 20 0,91 9 0 9 0,38 

10 1,14 21 1,19 10 0,18, (0,23) 10 0,42 
11 1 ,03 М :1 0 ,95 

0,18, (0,23) 

П р и м е ч а п и е. Среднее для матерей детей е нулевой активностью — 0,34, для матерей 
детей с остаточной активностью — 0,4G. В скобках повторные определения. 

ные количества ФАГ, пропорциональные дозе гена в исследуемых клетках. 
Для этого были использованы лейкоциты больных с классической формой 
фенилкетонурии, облигатных гетерозигот (матери этих больных) и здоровых 
доноров. Следует учесть, что в печени больных нередко обнаруживается 
остаточная ФАГ-активность, достигающая иногда величин нормы 18]. 
Такие случаи могут относиться к «атипичным» формам фенилкетонурии, 
обусловленным дефицитом дигидроптеридииредуктазы или ферментов цепи 
синтеза кофактора. Мы обследовали 21 донора и 10 пар больной ребенок -
мать. Из табл. 3 видно, что в норме ФАГ-активность распределилась с 

Т а б л и ц а 2 

субстрата на скорость окисления 
офактора в гомогенатах лейкоцитов 

Субстрат 

^ X 5 
я X • 
№ 

0,95 

0 

X s
 ^ о 

o-g £ 2 
X 33 О с. к! , н - е о 

2,37 2,68 

2,02 2,52 

1,0 

1,64 

Я 
X ^ i s 
^ ю U w ^ ю СО W 

1,42 

1,26 

0,25 0,5 0,75 
Тритон Х-100, "/о 

Рис . 2. Зависимость активнос-
ти л е й к о ц и т а р н о й Ф А Г о т кон-
центрации тритона Х-100 в 

среде д л я гомогенизации. 
Состав реакционной смеси тот же, 

что на рис. 1. 



амплитудой 0,44—1,57. У 7 из 10 больных активности не обнаружено, у 
3 больных она достигала примерно 20% нормы. У облигатных гетерозигот, 
у детей которых отмечается нулевая активность, ФАГ-активность в лейко-
цитах составила около 30—40% нормы. Это совпадает с данными литера-
туры относительно ФАГ-активности в печени гомо- и гетерозигот [8, 9, 
15, 161. У матерей детей с остаточной активностью в лейкоцитах также 
зарегистрирована более высокая активность, достигающая нижней грани-
цы нормы. Однако пока нельзя исключить, что доноры с низкой ФАГ-
активностыо не являются в действительности гетерозиготами по гену Р1т~~, 
а также то, что в этих трех семьях существует «атипичная» форма фенилке-
тонурии. Различия в ФАГ-активности в пределах каждой из трех групп 
(гомо-, гетерозиготы, здоровые) наиболее вероятно пока объяснить разны-
ми молекулярными вариантами ФГ. Следует отметить удовлетворительную 
воспроизводимость данных при повторных определениях (см. табл. 3). 
В одном случае нам удалось сопоставить активность в лейкоцитах гетеро-
зиготы Ф. с активностью в биоптате ее печени, полученном при операции 
по поводу холецистита (все анализы выполнены в один день). ФАГ-активность 
в лейкоцитах и печени была 0,32 и 0,41 нМ тирозина на 1 мг белка в ми-
нуту (в печени несколько выше). 

Данные табл. 3 подтверждают наличие в лейкоцитах ФГ, активность 
которой коррелирует с дозой нормальных генов Ph + , определяющих уро-
вень активности ФГ в печени. 

Изучение влияния тритона Х-100 на активность ФГ. Поскольку 
гомогенизация лейкоцитов производилась при добавлении детергента три-
тона. Х-100, представлялось существенным выяснить, влияет ли он на ак-
тивность ФГ, и выбрать оптимальную концентрацию. Результаты опыта 
представлены на рис. 2. Тритон добавляли до начала гомогенизации кле-
ток, поэтому график отражает суммарное влияние детергента на полноту 
извлечения фермента из клеточного материала и на активность определяе-
мого фермента. Из графика видно, что оптимальной является концентра-
ция 0,2 Г) %. 

Влияние детергента на солюбилизацию лейкоцитарной ФГ. Посколь-
ку предшествующий опыт не позволял дифференцировать, действительно 
ли тритон X-1Q0 повышает снятие ФГ с клеточных мембран или он только 
активирует реакцию гидроксилирования, был проведен эксперимент, в 
котором осадок после гомогенизации лейкоцитов без тритона был подверг-
нут вторичной гомогенизации, но уже с детергентом, что, как следует из рис.3 
(схема), позволило извлечь дополнительно большое количество активности. 
В надосадочной жидкости ФАГ-активность была измерена с добавкой и без 
добавки детергента (см. рис. 3). 

Гомогенизация 
I I : 

I 
Без тритона С 0,25% тритона 

I 
Це 11 тр ифу г и р ов а н и е Це н тр ифу ги р ова и и е 

I I Ф 
Надосадочная жид- Осадок Надосадочная жидкость 2 А у Д -
кость 1 А у Д = 0,38 | = 0,51 

I I 
Добавление тритона Повторная гомогениза-
до концентрации ция с 0,25% тритона 
0 ,25% (надосадочная 
жидкость 3) А у д = \ 
= 0,37 Центрифугирование 

! 
Надосадочмая жидкость 
4 А у д = 0,79 

Схема опыта по проверке влияния тритона Х-100 на солюбилизации ФАГ лейкоцитов. 
А у д — удельная активность (в мМ/мин на 1 мг белка гомогената) 
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Из сравнения активностей жидкостей 1 и 3 следует, что тритон Х-100 
не изменяет активность фермента. В то же время сравнение надосадочных 
жидкостей 1 и 4 ясно показывает высокий солюбилизирующий эффект 
тритона Х-100 в отношении ФГ. Поскольку хорошо известно, что этот де-
тергент эффективно переводит в раствор многие мембраносвязанные кле-
точные ферменты 117, 18], можно полагать, что вся или большая часть 
ФГ в лейкоцитах человека находится в мембраносвязаином состоянии. 
Этот вывод полностью совпадает с данными работы 1191. 

Проведенные исследования позволяют считать, что в лейкоцитах чело-
века содержится мембраносвязанная ФГ, активная in vitro и, по-видимому, 
идентичная печеночной ФГ. Применение 0,25% тритона Х-100 при гомоге-
низации клеток существенно повышает солюбилизацию фермента, не влияя 
на его активность. Модифицированный нами (за счет применения кинети-
ческого анализа начальной фазы ферментативной реакции) метод Эйлинг 
и соавт. действительно позволяет определять активность ФГ в лейкоцитах. 
Полученная достаточно четкая дискриминация между ФАГ-активностыо 
в группах здоровых людей, гомо- и гетерозигот по гену Ph~ открывает но-
вые подходы к диагностике фенилкетоиурии и выявлению гетерозигот 
с использованием лейкоцитов вместо биоптатов печени. 
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P R E S E N C E O F A C T I V E P H E N Y L A L A N I N E H Y D R O X Y L A S E IN H U M A N LEU-
K O C Y T E S 

G. A. Annenkov, E. E. Safronova 

Ins t i tu te of Medical Genetics, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

In homogenates of human leukocytes phenyla lanine hydroxylase ac t i v i t y was 
shown to depend on concentra t ion of prote in , presence of specif ic hydroxylase inhibi -
tors as well as on a dose of Ph + gene; K m va lue was es t ima ted for phenyla lan ine 
and cofac tor . The data ob ta ined suggest tha t human leukocytes contain membrane-bound 
phenyla lan ine hydroxylase , which is ac t ive in v i t ro and is s imi la r appa ren t ly to the 
l iver enzyme in its proper t ies . Solubi l iza t ion of the enzyme was achieved w i t h o u t 
a l te ra t ion in its ac t iv i ty when 0.25% of Tr i ton X-100 was added by cell homogenisa-
tion. Ac t iv i ty of phenyla lanine hydroxylase in leukocytes was es t ima ted by a modi-
fied procedure of fill ing et a I. The disiinel diserini inal ion between ac t iv i ty of pheny-
lalanine hydroxylase obta ined in groups of h e a l t h y persons as well as in homo- and 
heterozygotes by the Ph gene enabled to detect pheny lke tonur ia and to reveal hctero-
zygotcs using leukocytes instead of l iver t issue biopsy. 
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АПОЛИПОПРОТЕИНЫ А-1, A-I1 И Е И ЛИПОПРОТЕИДЫ ВЫСОКОЙ 
ПЛОТНОСТИ В КРОВИ ЛЮДЕЙ ПРИ ДИС-СС-ЛИПОПРОТЕИДЕМИЯХ 

Н а у ч н о - и с с л е д о в а т е л ь с к и й и н с т и т у т э к с п е р и м е н т а л ь н о й м е д и ц и н ы , Л е н и н г р а д 

Изучению липопротеидов высокой плотности (ЛПВП), или а-липопро-
теидов, в последнее время уделяется большое внимание в связи с их пред-
полагаемой ролью в предотвращении атеросклероза 11 ,2] . Считают, что 
Л П В П плазмы крови транспортируют холестерин из периферических тка-
ней в печень, осуществляя таким образом функцию выведения холестерина 
из организма [ 1 , 3 ] . Удаление холестерина из периферических тканей 
Л П В П ,и транспорт его в печень тесно связаны с активностью лецитин : хо-
лестерии-ацилтрансферазы, катализирующей реакцию эстерификации сво-
бодного холестерина [4]. Кофактором лецитин : холестерин-ацилтрансфе-
разы является аполипопротеин (апо) A-I , составляющий около 75% всех 
белков Л П В П человека 15]. Второй главный аполипопротеид Л П В П 
апо A-I I — составляет еще около 20% всех белков Л П В П 151. Имеются 
данные о тесной метаболической взаимосвязи Л П В П липопротеидов очень 
низкой плотности (ЛПОМП) [6, I одним из главных аполипопротеидов ко-
торых является апо Е. Последний, как установлено, обладает способностью 
связывать холестерин [7]. В связи с изложенным изучение содержания апо 
A-I, и апо А-I I и апо Е наряду с содержанием липидов в крови представ-
ляло интерес для выяснения взаимосвязи обменных превращений важней-
ших аполипопротеинов и липидов Л П В П и ЛГ10Ш1 у людей с нормальным, 
высоким и низким уровнем ЛПВП в крови. Кроме того, в настоящей работе 
прове/^ено сопоставление содержания в крови ЛПВП и их субфракций, 
определенных с помощью аналитического ультрацентрифугирования, с 
концентрацией указанных аполипопротеинов. 

М е т о д и к а 

К р о в ь б р а л и у м у ж ч и н в в о з р а с т е 2 0 — 7 0 лет после 12-часового г о л о д а н и я . Кон-
ц е н т р а ц и ю общего х о л е с т е р и н а , т р и г л и ц е р и д о в и а - х о л е с т е р и н а (после о с а ж д е н и я из 
п л а з м ы к р о в и пре-Р- и Р - л и п о п р о т е и д о в с п о м о щ ь ю М Л С 2 и г е п а р и н а ) о п р е д е л я л и на 
а в т о а н а л и з а т о р е АА-2 фирмы «Techn icon» (США) [8 ] . Методы в ы д е л е н и я чистых пре-
п а р а т о в а п о A - I , апо A-11 и апо Е , п о л у ч е н и я м о п о с п е ц и ф и ч е с к и х и м м у н н ы х с ы в о р о т о к 
и к о л и ч е с т в е н н о г о и м м у и о э л е к т р о ф о р е з а были подробно о п и с а н ы нами р а н е е [ 9 ] . 
А п о A - I и а п о А - I I в ы д е л я л и из Л П В П , а по Е — из Л П О Н П д о н о р с к о й крови с по-
м о щ ь ю г е л ь - х р о м а т о г р а ф и и на системе к о л о н о к с сефадексами G-100 и G-200 [10— 12] . 
А и т и с ы в о р о т к и к апо A - I , апо А - I I и апо Е п о л у ч а л и после т р о е к р а т н о г о в н у т р и б р ю -
ш и н н о г о в в е д е н и я к р о л и к а м с о о т в е т с т в у ю щ и х а п о л и п о п р о т е и н о в в смеси с полным 
а д ъ ю в а н т о м Ф р е й н д а . Р а к е т н ы й и м м у и о э л е к т р о ф о р е з о б р а з ц о в п л а з м ы проводили в 
а г а р о з н о м геле , с о д е р ж а щ е м к р о л и ч ь ю а н т и с ы в о р о т к у к человеческим апо А-1, А - I I , 
и Е . Г е л ь готовили из смеси 2 % а г а р о з ы (B io -Ra t i L a b o r a t o r i e s » , США) и 5 % д е к с т р а и а 
15 0 0 0 — 2 0 000 («Loba Chemie» , А в с т р и я ) в 0 ,05 М в е р о н а л о в о м буфере', р Н 8,6. 

В ы д е л е н и е и к о н ц е н т р и р о в а н и е общей ф р а к ц и и л и п о п р о т е и д о в п р о в о д и л и по мо-
д и ф и ц и р о в а н н о м у методу [13, 14] п р е п а р а т и в н ы м у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м в те-
чение 48 ч при 45 000 об /мин и т е м п е р а т у р е 4 °С в роторе 50 .3 (фирма « В е с к т а п » , США) . 
Точное и з м е р е н и е объема в е р х н е й ф р а к ц и и , о т б и р а е м о й д л я д а л ь н е й ш е й работы и со-
д е р ж а щ е й л и п о п р о т е и д ы с d менее 1,210 г /мл , б ы л о необходимо д л я о п р е д е л е н и я коэф-
фициента к о н ц е н т р и р о в а н и я , и с п о л ь з у е м о г о в к о л и ч е с т в е н н о м а н а л и з е . Л и п о п р о т е и д ы 
п л а з м ы крови п а ц и е н т о в при гипер- и н о р м о - а - л и п о п р о т е и д е м и я х п о д в е р г а л и д в у к р а т -
ному к о н ц е н т р и р о в а н и ю при п р е п а р а т и в н о м у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а н и и , а при гипо-
а - л и п о п р о т е и д е м и и п р о в о д и л и ч е т ы р е х к р а т н о е к о н ц е н т р и р о в а н и е л и п о п р о т е и д о в по 
с р а в н е н и ю с их и с х о д н о й к о н ц е н т р а ц и е й в плазме . С о л е в у ю п л о т н о с т ь п о д д е р ж и в а ю -
щего с л о я и з м е р я л и после отбора к а ж д о г о о б р а з ц а р е ф р а к т о м е т р и ч е с к и м методом, 
и это с л у ж и л о к а ч е с т в е н н ы м к о н т р о л е м п р е п а р а т и в н о г о у л ь т р а ц е и т р и ф у г и р о в а н и я . 
Д и а л и з всех о б р а з ц о в перед а н а л и т и ч е с к и м у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а п и е м проводили в 
т е ч е н и е 24— 40 ч при 4 °С п р о т и в р а с т в о р а , с о д е р ж а щ е г о 2 ,762 М N a B r , 0 ,196 М NaCl , 
0 ,01 % Э Д Т А (26 °С, 1200 г / м л ) . И с п о л ь з у я в работе о б щ у ю ф р а к ц и ю л и п о п р о т е и д о в 
при и з у ч е н и и м о л е к у л я р н о - в е с о в о г о р а с п р е д е л е н и я Л П В П , мы и с х о д и л и из д о п у щ е н и я , 
что Л П В П не и з м е н я ю т своих г и д р а т а ц и о н н ы х п а р а м е т р о в в процессе в ы д е л е н и я 
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и диализа в присутствии других классов липопротеидов и 
что присутствие в образце липопротеидов меньшей, чем 
Л П В П , плотности незначительно влияет на условия 
флотирования Л П В П в процессе аналитического ультра-
цен тр и фу ги р о в а ни я. 

Аналитическое ультрацентрифугироваиие осуществ-
л я л и с учетом всех особенностей метода, оговоренных в 
работе [15] , на аналитической ультрацентрифуге модель 
Е фирмы «Beckman» (США) со стандартной оптической си-
стемой при положении фазовращающей пластины 55°. Ве-
личину коэффициента увеличения и индекса рефракции на 
единицу площади шлирен-профиля периодически калибро-
вали на стандартной калибрационной ячейке. Трудности 
по точному определению радиального п о л о ж е н и я дна ячеек 
при одновременном центрифугировании двух образцов 
были основной причиной использования A N - D аналити-
ческого ротора, укомплектованного коитрбалаисом и 
одной аналитической ячейкой с сапфировыми окошками и 
стандартной двухсекториой 12-миллиметровой вставкой 
2,5°. Описание молекулярно-весового распределения 
Л П В П основывалось на анализе формы ш л и р е н - п р о ф и л я , 
з арегистрированного через 64 мин после достижения 
скорости в р а щ е н и я 52 ООО об/мин при температуре рото-
ра 26 °С. Н о р м и р о в к у и коррекцию картины молеку-
лярно-весового распределения по результатам аналити-
ческого у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а н и я проводили на специ-
ализированном у п р а в л я ю щ е м вычислительном устройстве 
15ВСМ-5 по программе коррекции , алгоритм которой не 
имеет п р и н ц и п и а л ь н ы х отличий от используемого в рабо-
те [15] . Н а основании данных работы [16] были использо-
ваны значения скоростей флотации на ш к а л е F ° 1 ) 2 0 Д л я 

равновесных границ раздела подклассов в картине моле-
кулярно-весового распределения Л П В П . Оценку кон-
центрации подклассов проводили вычислением количества 
материала , заключенного между сечениями по этим ус-
ловно-равновесным границам. Концентрацию подкласса 
Л П В П я (с.1 1,125—1,200 г/мл) определяли по количеству 
материала в диапазоне между сечениями по границам ско-
ростей флотации F°x,2о 0—2,25; концентрацию Л П В П 2 а — 
в диапазоне F ° l f 2 o 2 ,25—4,20; концентрацию Л П В П 2 о 
рассчитывали как остаток после вычитания двух ранее 
вычисленных концентраций подклассов Л П В П з и Л П В П 2 а 
из общей концентрации Л П В П . 

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью настольной вычислительной системы «Hewle t— 
Packard» 9845S. 

Р е з у л ь т а т ы 

Все обследованные были разделены на 3 груп-
пы по содержанию а-холестерина в соответствии с 
данными популяционного обследования [7.1: ниже 
37 мг/100 мл (гипо-а-липопротеидемия), 38— 
75 мг/100 мл (норма) и выше 75 мг/100 мл (ги-
пер-а-липопр оте и д е м и я). 

Как видно из табл. 1, содержание апо А-1» 
апо A-II и апо Е в плазме крови мужчин с нор-
мальным уровнем а-холестерина в среднем состав-
ляет соответственно 136+3,6, 63 ,9±1 ,7 и 10,0+ 
0,4 мг/100 мл. У лиц с гипер-а-липопротеидемией 
отмечена более высокая концентрация апо A-I в 
плазме крови, а концентрация триглицеридов бы-
ла ниже, чем у лиц с нормальным уровнем а-хо-
лестерина. Содержание апо A-11 в плазме при 
гипер-а-липопротеидемии имело тенденцию к повы-
шению, но разница с нормой была статистически 
недостоверна. Кроме того, в этой группе обследо-
ванных отмечено з н а чител ьи ое по вы i ие и и е к оэф -
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фициентов а-холестерин/апо A-I, а-холестерин/апо A-II, ario A-I/ario 
A-II, апо A-I/апо E и апо A-II /апо Е. 

У лиц с гипо-а-липопротеидемией концентрация апо А-1 и апо A-II в кро-
ви была ниже, а триглицеридов и апо Е — выше, чем у здоровых людей. 
Отношения а-холестерин/апо А-1, а-холестерии/апо A-II и апо A-II/апо Е 
при гипо-а-липопротеидемии были снижены, а отношения ario A-I/апо A-II 
и апо A-I/апо Е, хотя и были значительно ниже, чем при гипер-а-липопро-
теидемии, но не отличались от таковых в норме. 

Данные о содержании ЛПВП и их субфракций — ЛПВП.,, ЛПВП 2 , 
ЛПВП 2 а , ЛПВП 2 б , определенном с помощью аналитического ультрацентри-
фугирования, у лиц с нормальной концентрацией а-холестерина в крови 
представлены в табл. 2. При гипер-а-липопротеидемии концентрация как 

Т а б л и ц а 2 

Содержание Л П В П и их подфракций (в мг/100 мл) в плазме крови мужчин с дис-а -липо-
протеидемиями 

Группа обследованных Общие ЛПВП ЛПВПз Общие ЛПВП2 Л П В П 2 a ЛПВП 26 

1. Норма ( /2=16) 279=1=14,9 163=1=11,0 116=1=8,2 85,0=1=4,9 3 0 , 8 ± 3 , 9 
2. Гипер-а-лииопро-

теидемия (п- 4) 5 0 6 ± 9 3 , 6 197=1= 16,8 309=1=109,2 171=1=38,0 1 3 8 ± 7 1 , 6 
л < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 <).<).> < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

3. Гипо-а-липопро-
теидемия (п=3) 182=1=6,4 144=1=6,9 3 8 , 1 ± 12,2 3 2 , 2 ± 9 , 7 5 , 8 ± 2 , 6 

Pi < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

общих ЛПВП, так и их субфракций повышалась, а при гипо-а-липопроте-
идемии — понижалась. Особенно сильно изменялось при дис-а-липопроте-
идемиях содержание в крови ЛПВП 2 и их подфракций — ЛПВГ12а и ЛПВП 2 б 
Так, при гипер-а-липопротеидемии концентрация этих фракций ЛПВП уве 
личивалась соответственно на 167, 100 и 348%, а при гипо-а-липопротеиде-
мии уменьшалась соответственно на 67, 62 и 81 %, тогда как уровень ЛПВП 3 
при дис-а-липопротеидемиях существенно не изменялся (см. табл. 2). 

В табл 3. представлены данные о корреляционных взаимоотношениях 
между отдельными показателями для всех обследованных лиц. Были обна-
ружены существенные положительные корреляции между концентрациями 
а-холестерииа, с одной стороны, и ЛПВП, ЛПВП2 , ЛПВП 2 а , ЛПВП 2 б , 
апо А-1, апо A-II и коэффициентами а-холестерин/апо А-1 а-холестерии/апо 
A-II, апо A-I/апо Е и апо A-II/апо Е, с другой. Концентрация ЛПВП по-
ложительно коррелировала с содержанием апо А-1, апо A-II, коэффициен-
тами а-холестерин/апо А-1, а-холестерин/апо A-II, апо A-I/апо Е, апо А-
Il/ario Е и была связана отрицательной корреляцией с содержанием апо Е 
в крови и отношением апо A-I/апо A-II. Показаны также положительные 
существенные корреляции между концентрациями апо Е и триглицеридов, 
апо А-1 и апо A-II, а также между концентрацией ario А-1 и всеми приведен-
ными коэффициентами. Следует отметить, что концентрация триглицеридов 
и апо Е в крови отрицательно коррелировала с уровнем а-холестерина, 
ЛПВП, ЛПВП 2 , ЛПВП 2 а , ЛПВП 2 б , апо А-1 и апо A-II. Обращает на себя 
внимание тот факт, что концентрация ЛПВП 3 очень слабо коррелировала 
с концентрацией а-холестерина, ЛПВП 2 и всеми рассчитанными коэффициен-
тами и была связана более или менее существенной положительной корре-
ляцией лишь с ЛПВП, апо А-1 и апо A-I I, но значительно менее выраженной, 
чем у ЛПВП2 . Кроме того, были связаны положительной корреляцией с 
уровнем триглицеридов и апо Е, тогда как остальные субфракции ЛПВП от-
рицательно коррелировали с этими показателями. 

Приведенные в табл. 4—6 корреляционные матриксы для отдельных 
групп обследованных указывают на некоторые различия в корреляционных 
связях между измеренными параметрами в зависимости от концентрации а-

274' 



Корреляционная матрица анализируемых параметров у всех обследованных (/г= 80; Р < 0 , 0 5 ) 

Т а б л и ц а 3 

сз 
с СО 

С53 СМ 
СО ^ 

о см £ 
5 

и 
X 

тг а - Х С Апо А-1 Апо A-II Апо Е 
Апо 

А-1/апо 
A-II 

а - Х С / а п о 
А-1 

а - Х С / а п о 
A-II 

Апс 
A-I /апо Е 

Апо 
A - I I / а п о Е 

Л П В П 0,415 0,948 0,966 0,900 0,449 —0,114 0,921 0,770 0,834 - 0 , 3 6 8 —0,466 0,804 0,669 0,814 0,870 

Л П В П з 0,105 0,241 0 0,245 0,321 0,134 0,521 0,456 0,172 —0,220 - 0 , 0 5 5 —0,139 0,053 0,076 

л п в п 2 0,972 0,984 0,406 —0,236 0,960 0,661 0,753 —0,459 —0,433 0,898 0,779 0,867 0,920 

л п в п 2 а 0,915 0,419 —0,229 0,946 0,697 0,775 —0,425 - 0 , 4 6 2 0,899 0,794 0,825 0,873 

л п в п 2 б 0,381 —0,233 0,935 0,609 0,708 —0,468 —0,396 0,865 0.740 0,866 0,921 

ХС 0,329 0,253 0,259 0,214 0,352 0,122 0,149 0,209 0,025 0,029 

ТГ —0,484 —0,342 —0,174 0,515 —0,067 —0,492 —0,503 —0,481 —0,425 

сс-ХС 0,781 0,621 —0,463 0,152 0,857 0,846 0,784 0,812 

Апо А-1 0,624 —0,305 0,374 0,385 0,606 0,696 0,619 

Апо A-II —0,202 —0,469 0,474 0,141 0,586 0,746 

Апо Е 0,024 —0,507 —0,482 —0,816 —0,719 

Апо A-I/апо A-II —0,059 0,490 —0,019 —0,357 

ct-XC/апо А-1 0,820 0,717 0,787 

а - Х С / а п о A-II 0,744 0,568 

Апо A-I/апо Е 0,919 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 4 — 6 ХС — холестерин, ТГ — триглицериды. 



Т а б л и ц а 4 

Корреляционная матрица анализируемых параметров у пациентов с нормальным уровнем а-холестерина в крови ( д = 4 2 ; Р < 0 , 0 5 ) 

Апо 
А- 1/апо 

A-II Л
П

В
1 

Л
П

В
П

 

л
п

в
г 

ЛПВП2б х с т г а - Х С Апо A-I Апо A-II Апо Е 
Апо 

А- 1/апо 
A-II 

а - Х С / а п о 
А -1 

а - Х С / а п о 
A-II 

Апо 
A-I/апо Е 

Апо 
А-Н/апо Е 

ЛПВП 0,841 0,689 0,800 0,439 0,155 0,332 0,385 0,530 0,428 —0,012 0,115 0,067 0,003 0,260 0,274 
ЛПВПз 0,188 0,379 —0,084 0,137 0,445 0,086 0,613 0,622 0,151 0,131 —0,466 —0,146 0,160 0,274 
л п в п 2 0,945 0,911 0,100 0,007 0,586 0,140 —0,055 —0,222 0,383 0,506 0,592 0,256 0,136 
л п в п 2 а 0,726 0,109 0,137 0,526 0,245 0,035 —0,288 0,388 0,353 0,472 0,396 0,293 
л п в п 2 б 0,727 —0,159 0,569 —0,016 —0,162 —0,103 0,316 0,619 0,650 0,038 —0,096 
х с 0,458 0,119 0,199 0,162 0,593 0,167 —0,070 0,001 —0,352 —0,402 
т г —0,128 0,136 0,341 0,363 0,010 —0,190 —0,372 —0,125 —0,080 
а - Х С 0,457 0,551 —0,019 —0,115 0,453 0,518 0,330 0,215 
Апо A-I 0,675 0,338 0,337 —0,551 —0,143 0,155 0,018 
Апо A-II 0,459 —0,462 —0,059 —0,419 —0,072 0,168 
Апо Е —0,164 —0,278 —0,308 —0,840 —0,760 
Апо A-I/апо A-II —0,480 0,364 0,227 —0,252 
а-ХС/апо'А-1 0,617 0,263 0,245 
а-ХС/апо А-II 0,311 0,073 
Апо A-I/апо Е 

0,881 
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холестерина в крови. Так, у лиц с нормальным уровнем а-холестерина в 
плазме концентрация апо A-I была связана положительной корреляцией с 
содержанием триглицеридов и апо Е, а у больных с дис-а-липопротеиде-
миями — отрицательной корреляцией. Кроме того, с увеличением концент-
рации а-холестерина в крови корреляционная связь между концентрацией 
а-холестерина и содержанием апо A-I резко усиливалась (от 0,053 при ги-
по-а-липопротеидемии до 0,731 при гипер-а-липопротеидемии), а между 
концентрациями общего холестерина и триглицеридов уменьшалась (от 
0,705 при гипо-а-липопротеидемии до 0,250 при гипер-а-липопротеидемии). 
И наконец, корреляция между содержанием а-холестерина и апо A-II при 
гйпо-а-липопротеидемии была значительно ниже, чем в остальных группах 
обследованных. 

О б с у ж д е н и е 

Обнаруженные нами средние величины концентраций апо А-Г, апо А-И 
и апо Е в плазме крови здоровых мужчин близки соответствующим величи-
нам, установленным другими авторами при измерении концентраций аполи-
попротеинов методом ракетного иммуноэлектрофореза [171 и радиальной им-
мунодиффузии 1181. Также сходны с имеющимися в литературе данными 1.161 
и выявленные нами с помощью аналитического ультрацентрифугирования 
концентрации ЛПВП и их субфракций в крови здоровых мужчин. 

Установленные в настоящей работе тесные корреляционные взаимоот-
ношения между концентрациями ario A-I и апо А-П, с одной стороны, и 
концентрациями а-холестерина, ЛПВП и их субфракций, с другой, позво-
ляют высказать предположение о важной, возможно, определяющей роли-
скоростей синтеза и (или) деградации указанных аполипопротеинов в под-
держании уровня ЛПВП в крови. Вместе с тем в группе больных с гип о -а 
липопротеидемией корреляция содержания а-холестерина в крови с уров-
нем апо A-I и апо A-I I практически отсутствует. Это может быть связано с 
увел ичением доли апо A-I и апо A-II вне ЛПВП, возможно, в составе ЛПОНП 
а также в свободном виде (вне липопротеидов). В пользу предположения о 
том, что ЛПОНП могут вносить довольно существенный вклад в общую кон-
центрацию апо А-1 и апо A-II в плазме, свидетельствует обнаруженная нами 
отрицательная корреляция между содержанием триглицеридов, а также аио 
Е в крови, с одной стороны, и отношениями а-холестерин/апо A-I и а-хо-
лестерин/ano A-II, с другой (см. табл. 3—5), т. е. при увеличении концентра-
ции ЛПОНП (в которых находится основная масса триглицеридов и апо Е 
плазмы крови) уменьшается количество а-холестерина, приходящееся на 
молекулу апо A-I или ario A-II плазмы. Уменьшение коэффициентов а-хо-
лестерин/апо А-1 и а-холестерин/апо А-П при гипо-а-липопротеидемии и 
увеличение их при гипер-а-липопротеидемии могут быть связаны также и с 
изменением доли ЛПВП 2 в общем пуле ЛПВП (около 40% в норме, 60% при 
гипер-а-липопротеидемии и 20% при гипо-а-липопротеидемии), так как эти 
коэффициенты в ЛПВП 2 выше, чем в ЛПВП 3 [19]. Об этом свидетельствует 
и высокая положительная корреляция между концентрацией ЛПВП 2 и 
коэффициентами а-холестерин/апо А-1 и а-холестерин/апо А-П, тогда как 
ЛПВП 2 связаны с этими отношениями отрицательной корреляцией, которая 
особенно выражена у лиц с нормальным уровнем а-холестерина в крови (см. 
табл. 3, 4). 

Ранее нами было высказано предположение, что при гипер-а-липопро-
теидемии увеличивается преимущественно содержание ЛПВП 2 [2]. Полу-
ченные данные полностью подтвердили это предположение, причем при ги-
пер-а-липопротеидемии увеличивалось содержание обеих субфракций 
ЛПВП 2 ; ЛПВП 2 а и ЛПВП2 б (см. табл. 2). При гипо-а-липопротеидемии 
уменьшалась концентрация также преимущественно ЛПВП 2 и их субфрак-
ций. Содержание ЛПВП 3 мало изменялось при дис-а-липопротеидемиях. 

Весьма интересно, что ЛПВП., были связаны довольно слабыми корре-
ляционными связями с ЛПВП 2 и их субфракциями, а-холестерином и всеми 
коэффициентами. Корреляция ЛПВП 3 с концентрацией апо А-1 и апо А-П 
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была более слабой, чем корреляция ЛПВП 2 с концентрацией этих аполипо-
протеинов. Вместе с тем ЛПВП 3 были связаны хотя и слабой, но положи-
тельной корреляцией с содержанием триглицеридов и апо Е в плазме, тог-
да как общая фракция ЛПВП и ЛПВП 2 имели выраженную отрицательную 
корреляцию с этими показателями (см. табл. 3). Все это свидетельствует 
о метаболической обособленности ЛПВП, от других ЛПВП, а также о том, 
что содержание ЛПВП 8 в крови довольно стабильно и мало зависит от со-
стояния обмена других липопротеидов. Обнаруженная у лиц с нормальным 
уровнем а-холестерина в крови значительная положительная корреляция 
между ЛПВП 3 и содержанием апо А-1 и апо A-I I (см. табл. 4), по-видимому, 
связана с тем, что в норме ЛПВП, составляют большую часть общей фракции 
ЛПВП (см. табл. 2) и основная масса апо А-1 и апо А-П находится в соста-
ве ЛПВП, . 

Выше уже упоминалось о том, что триглицериды и апо Е в плазме на-
ходятся преимущественно в составе ЛПОНП, поэтому вполне логичной вы-
глядит обнаруженная нами положительная корреляция между концентра-
циями триглицеридов и апо Е, которая сохраняется у больных всех групп 
(см. табл. 3—6). В ряде исследований [6, 201 показана тесная связь между 
обменом ЛПВП и ЛПОНГ1 и установлено, что содержание триглицеридов 
и холестерина в ЛПОНП обратно коррелирует с концентрацией а-холесте-
рина. В настоящей работе обнаружена отрицательная корреляция не только 
между концентрациями триглицеридов и а-холестерина в плазме, но и меж-
ду концентрацией триглицеридов и ario Е, с одной стороны, и концентра-
циями ЛПВП, ЛГ1ВП2 и их субфракций, апо А-1 и апо А-П, с другой (см. 
табл. 3). Особенно хотелось бы выделить впервые обнаруженную отрицатель-
ную корреляцию между содержанием апо Е в плазме с ЛПВП и их компо-
нентами: а-холестерином, апо А-1 и апо A-11 (см. табл. 3, 5, 6). Вместе с тем 
концентрация ario Е в плазме у лиц с нормальным уровнем а-холестерина 
в отличие от этого показателя у лиц с дис-а-липопротеидемиями и у обсле-
дованных общей группы положительно коррелировала с концентрацией 
апо А-1 и апо А-П. Это может объясняться тем, что изменение концентрации 
апо А-1 и апо А-П в крови в норме связано, скорее, не с изменением кон-
центрации ЛПВП, а с изменением содержания ЛПОНП. В пользу такого 
предположения свидетельствует и положительная корреляция между уров-
нем триглицеридов и содержанием апо А-1 и апо А-II в плазме у обследо-
ванных этой группы. 

Таким образом, можно заключить, что при дис-а-липопротеидемиях 
происходит значительное изменение концентрации ЛПВП2 . Эти колебания 
связаны с первую очередь с изменением метаболизма апо А-1 и апо А-П. 
Кроме того, метаболизм, а следовательно, и концентрация в крови ЛПВП2 
тесно связаны с метаболизмом ЛПОНП. Обмен ЛПВП 3 , по-видимому, не 
столь тесно связан с обменом ЛПОНП, и, возможно, что механизмы обра-
зования и деградации ЛПВП, отличаются от таковых для ЛПВП 2 . Однако 
это предположение требует тщательной экспериментальной проверки. 
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A P O L I P O P R O T E I N S A- I , A- I I A N D E A S W E L L A S H I G H D E N S I T Y L I P O P R O -
T E I N S I N B L O O D O F P E R S O N S W I T H D I S - a - L I P O P R O T E I N E M I A S 

A. D. Denisenko, M. S. Usatenko, V. T. Losovsky, V. F. Tryufanov, / . A. Oleynik, 
E. Ya. Magracheva, A. N. Klimov 

I n s t i t u t e of E x p e r i m e n t a l M e d i c i n e , A c a d e m y of Medica l Sc iences of the U S S R , 
L e n i n g r a d 

Con ten t of a p o A-I c o n s t i t u t e 136 mg/ЮО m l , of a p o A - I I — 6 4 mg/ЮО ml and 
of a p o E — 10 mg/ЮО ml in b lood p lasma of 20—60 y e a r s o ld men w i t h n o r m a l con-
c e n t r a t i o n of c h o l e s t e r o l / а - C S / in b lood . In the p a t i e n t s w i t h hyper -a -1 i p o p r o t e i n e m i a 
/ а - C S was a b o v e 76 m g per 100 m l / c o n c e n t r a t i o n s of a p o A-I and a p o A - I I w e r e di-
s t i n c t l y h ighe r /173 and 71 m g per 100 m l , r e s p e c t i v e l y / and t h a t of a p o E — w a s 
lower /8 m g per 100 m l / as c o m p a r e d w i t h the h e a l t h y pe r sons . U n d e r t h e c o n d i t i o n s 
of h y p o - a - l i p o p r o t e i n e m i a / а - C S was be low 37 m g per 100 m l / t he c o n t e n t s of a p o 
A-I and a p o A - I I were dec reased down to 116 and 50 mg per 100 m l , r e s p e c t i v e l y , 
and t h a t of apo E — inc reased up to 12 m g per 100 ml . C o n c e n t r a t i o n of t h e t o t a l 
f r ac t i on of h igh d e n s i t y l i p o p r o t e i n s / L P H D / , L P H D 2 and t h e i r s u b f r a c t i o n s L P H D 2 a 
and L P H D 2 b w a s a ^ s o d i s t i n c t l y inc reased in hyper -a -1 i p o p r o t e i n e m i a ; it w a s d e c r e a s e d 
in h y p o - a - l i p o p r o t e i n e m i a , w h i l e the L P H D 3 con ten t was s l i g h t l y a l t e r e d in b lood 
p l a s m a . The c a p a c i t y of L P H D to t r a n s f e r of C S a p p e a r s to inc rease in h y p e r - a - 1 i po -
p r o t e i n e m i a and to decrease in h y p o - a - l i p o p r o t e i n e m i a . As s h o w n by c o r r e l a t i o n a n a -
lys i s , m e t a b o l i s m of L P H D : , o c c u r r e d i n d e p e n d e n t l y f rom the o t h e r L P H D s u b f r a c t i o n s . 

Х Р О Н И К А 

УДК 577. I 13.3:061.3(47 + 57) «1980» 

111 ВСЕСОЮЗНЫЙ СИМПОЗИУМ ПО ЦИКЛИЧЕСКИМ НУКЛЕОТИДЛМ 

С и м п о з и у м был проведен н а у ч н ы м со-
ветом А Н СССР по п р о б л е м а м б и о х и м и и 
ж и в о т н ы х и ч е л о в е к а , К и е в с к и м у н и в е р -
ситетом и И н с т и т у т о м б и о х и м и и А Н У С С Р 
в мае 1980 г. в К а н е в е К и е в с к о й о б л а с т и . 
В с и м п о з и у м е п р и н я л и участие с о т р у д н и к и 
71 у ч р е ж д е н и я 26 городов , п р е д с т а в л е н о 
170 д о к л а д о в 409 а в т о р о в . 

Во вводной л е к ц и и а к а д . С. Е . С е -
в е р и и а б ы л а п р о а н а л и з и р о в а н а про-
блема р е г у л я ц и и ф е р м е н т а т и в н о й актив -
ности в целом. О х а р а к т е р и з о в а н о з н а ч е н и е 
к а к «старых» ф а к т о р о в р е г у л я ц и и ( р Н , 
с у б с т р а т ы , ч е т в е р т и ч н а я с т р у к т у р а фер-
ментов) , т а к и о г р а н и ч е н н о г о п р о т е о л и з а 
и о б р а т и м о й х и м и ч е с к о й м о д и ф и к а ц и и : 
а ц е т и л и р о в а н и я , ф о с ф о р и л и р о в а и и я , аде-
] I и л и р ова и и я, А Д Ф - р и боз и л и р ов а и и я . 

П о д ч е р к н у т а в а ж н о с т ь в з а и м о с в я з и э т и х 
м е х а н и з м о в . П о д р о б н о р а з о б р а н к а с к а д 
х и м и ч е с к и х м о д и ф и к а ц и й г л у т а м и н с и н т е т -
а з ы . П о д ч е р к н у т о , что два м о щ н ы х т о к с и -
на о с у щ е с т в л я ю т свой э ф ф е к т п у т е м в к л ю -
ч е н и я процессов х и м и ч е с к о й м о д и ф и к а ц и и : 
х о л е р н ы й т о к с и н а к т и в и р у е т а д е н и л а т ц и к -
л а з у (АЦ) , а д и ф т е р и й н ы й А Д Ф р и б о з и л и -
р у е т Е Р - 2 ; в обоих с л у ч а я х в а ж н о е з н а -
чение имеет Г Т Ф . 

В о т л и ч и е от д в у х п р е д ы д у щ и х симпо-
з и у м о в с и м п о з и а л ь и ы е д о к л а д ы на этот 
р а з были о б з о р н ы м и . Это р е ш е н и е я в л я е т -
ся с п о р н ы м . Во в с я к о м с л у ч а е целесооб-
р а з н о ч е р е д о в а н и е р е ф е р а т и в н ы х и ори-
г и н а л ь н ы х д о к л а д о в . О б с у ж д а л и с ь т р и 
о с н о в н ы е п р о б л е м ы : ф е р м е н т ы в системе 
ц и к л и ч е с к и х н у к л е о т и д о в , в л и я н и е ц и к -
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л о н у к л е о т и д о в на метаболизм и д р у г и е 
процессы и ц и к л и ч е с к и е н у к л е о т и д ы в 
патологии . 

Первому н а п р а в л е н и ю было п о с в я щ е н о 
самое б о л ь ш о е количество л е к ц и й (5) 
и самое малое количество стендов (37). 
И н т е р е с н у ю и я р к у ю л е к ц и ю прочитал 
В. А. Т к а ч у к (МГУ) . Он обратил 
в н и м а н и е на эффективность к а с к а д н о г о 
механизма у с и л е н и я г о р м о н а л ь н о г о эф-
фекта : в р я д у к о р т и к о л и б е р и н — А К Т Г — 
к о р т и з о л — в 10° р а з , в цепи гормон — 
ЦАМФ — эффект — в 10у р а з . Г о р м о н а л ь -
ный эффект часто р е г у л и р у е т с я путем 
изменения к о н ц е н т р а ц и и рецепторов и 
р е ж е — в р е з у л ь т а т е изменения Ка-
Р а з н а я ч у в с т в и т е л ь н о с т ь т к а н е й к гормо-
нам, ее изменения с возрастом и при диабе-
те т у ч н ы х я в л я ю т с я следствием р а з л и ч и й 
it к о н ц е н т р а ц и и рецепторов . О б н а р у ж е н а 
г р у п п и р о в к а рецепторов в к л а с т е р ы , ко-
т о р а я может быть р е з у л ь т а т о м в л и я н и я 
м и к р о т р у б о ч е к , « з а я к о р е в а ю щ и х » рецеп-
торы. Р а з о б р а н ы две основные современ-
ные модели комплекса рецептор — аде-
н и л а т ц и к л а з а . В обеих в а ж н е й ш е е значе-
ние придается Г Т Ф и г у а н и н н у к л е о т и д -
с р я з ы в а ю щ е м у б е л к у (G-белку) . По двух-
компонентной модели а к т и в и р о в а н н ы й гор-
моном рецептор к о м п л е к с и р у е т с я с G-бел-
ком, с в я з а н н ы м с Г Д Ф ; затем СГДФ в этом 
к о м п л е к с е переходит в СГДФ путем взаи -
модействия со свободным Г Т Ф ; далее об-
р а з у е т с я а к т и в н ы й комплекс А Ц — G n o 
(без у ч а с т и я рецептора ) , д и с с о ц и и р у ю щ и й 
после г и д р о л и з а Г Т Ф на н е а к т и в н ы е ком-
поненты. По т р е х к о м п о и е и т н о й модели 
гормон в з а и м о д е й с т в у е т с рецептор-G-KOM-
плексом с о б р а з о в а н и е м тройного комплек-
са , который затем с в я з ы в а е т Г Т Ф И при-
обретает способность в заимодействовать с 
А Ц . В обеих моделях гормон играет толь-
ко и н и ц и и р у ю щ у ю р о л ь , в основном он 
н у ж е н д л я с в я з ы в а н и я Г Т Ф с G-белком . 
А к т и в н о с т ь А Ц р е г у л и р у е т с я и к а л ь м о д у -
л и и о м . П р е д с т а в л я ю т интерес данные кол-
л е к т и в а а в т о р о в , что С1~ и д р у г и е а н и о н ы 
а к т и в и р у ю т А Ц и у в е л и ч и в а ю т эффект на 
нее г у а н и л илимидодифосфата в присут-
ствии к а к Г Д Ф , т а к и Г Т Ф . В то ж е время 
Г Д Ф почти полно п о д а в л я е т а к т и в а ц и ю 
All, к а т е х о л а м и н а м и . 

В с о д е р ж а т е л ь н о й л е к ц и и Т. С. С а а -
т о н а ( И н с т и т у т б и о х и м и и , Т а ш к е н т ) 
была п о д р о б н о о х а р а к т е р и з о в а н а р о л ь 
л и п и д и о г о к о м п о н е н т а в рецепции гормо-
нов и ф у н к ц и и А Ц . Д е л и п и д и з а ц и я 
мембран с н и ж а е т с в я з ы в а н и е йодтироии-
нов п л а з м а т и ч е с к и м и мембранами сердца 
и г о р м о н а л ь н у ю а к т и в а ц и ю А Ц , а после-
дующее д о б а в л е н и е и н д и в и д у а л ь н ы х фос-
ф о л и п и д о в п о л н о с т ь ю в о с с т а н а в л и в а е т этот 
процесс . П р е д п о л а г а е т с я , что л и п и д н а я 
фаза о п р е д е л я е т к о и ф о р м а ц и ю рецепторов . 
И н т е р е с н о , что т и р е о и д э к т о м и я с н и ж а е т 
к о л и ч е с т в о p - а д р е н о р е ц е п т о р о в и ре-
цепторов к г л ю к а г о н у , а т р и й о д т и р о н и н 
их р е з к о у в е л и ч и в а е т . 

В д о к л а д е М. Н . П е р ц е в о й (Ин-
ститут э в о л ю ц и о н н о й физиологии и био-
химии , Л е н и н г р а д ) на примере адрено-
р е а к т и в н о й системы скелетной мышцы вы-
я в л е н ы з а к о н о м е р н о с т и р а з в и т и я гормо-
н а л ь н о й ч у в с т в и т е л ь н о с т и в онтогенезе , 
п о к а з а н его э т а п н ы й х а р а к т е р . В первую 

очередь ф о р м и р у е т с я к а т а л и т и ч е с к и й ком-
понент, а т а к ж е фтор- и г у а н и л н у к л е о т и д -
зависимые компоненты, позднее и относи-
тельно независимо — гормонорецепториый 
и, наконец , к а к з а в е р ш а ю щ и й этан — 
с о п р я г а ю щ и й элемент , который сам по себе 
представлен в мембране по к р а й н е й мере 
д в у м я компонентами: г у а н и л н у к л е о т и д -
с в я з ы в а ю щ и м и белками и мембранными 
л и п и д а м и . 

Ф и з и о л о г и ч е с к и е концентрации ф р у к -
тозодифосфата , А М Ф и Ф н т о р м о з я т А Ц , 
что может в ы з в а т ь периодические измене-
ния у р о в н я ц А М Ф в клетке (А. В. Л а -
з а р е в а , 10. В. Е в т о д и е н к о , 
Институт б и о ф и з и к и , П у щ и н о ) . Подобра-
ны у с л о в и я д л я достаточно специфического 
гистохимического в ы я в л е н и я А Ц , в том 
числе со специфическим субстратом адени-
лилимидофосфатом (М. А. Р о с т о м я н , 
И н с т и т у т биохимии , Е р е в а н ) . Перекиси 
ж и р н ы х кислот и п р о д у к т ы их деграда-
ции — к а р б о и и а л ь и ы е соединения акти-
в и р у ю т г у а и и л а т ц и к л а з у , в е р о я т н о , в ре-
з у л ь т а т е в заимодействия с S H - г р у п п а м и 
(А. С. С о б о л е в и др . , МГУ) . 

В с о д е р ж а т е л ь н о й и блестящей по фор-
ме л е к ц и и Р . Н. Э т и н г о ф и И. Л . 
Д у м л е р (Институт э в о л ю ц и о н н о й фи-
зиологии и биохимии , Л е н и н г р а д ) была 
рассмотрена т к а н е в а я л о к а л и з а ц и я фосфо-
диэстераз (ФДЭ) , г и д р о л и з и р у ю щ и х раз-
л и ч н ы е ц и к л и ч е с к и е нуклеотиды, в к л ю ч а я 
ц Ц М Ф , ц У М Ф , ц И М Ф и 2 ' , 3 ' - А М Ф . 1\к 
смотрены вопросы множественности форм, 
очистки и м о л е к у л я р н о г о веса Ф Д Э . Вы-
с к а з а н о п р е д п о л о ж е н и е , что каталитиче-
с к а я субъедииица Ф Д Э большинства изу-
ченных объектов имеет м о л е к у л я р н ы й вес 
60 ООО, может о б р а з о в ы в а т ь ди- и триме-
ры и быть, по-видимому, с в я з а н н о й с раз-
личными р е г у л я т о р н ы м и б е л к а м и . Проб-
лема р е г у л я ц и и Ф Д Э п р о а н а л и з и р о в а н а 
на основании возможностей сдвига равно-
весия между белковыми субъединицами 
фермента : отмечена роль ц и к л и ч е с к и х ну-
клеотидов , а т а к ж е трифосфонуклеотидов 
в процессе р е г у л я ц и и . На примере фото-
рецепториой к л е т к и палочки сетчатки , 
в частности ее н а р у ж н ы х сегментов, впер-
вые четко продемонстрирована с в я з ь ак-
тивности Ф Д Э с состоянием рецептора 
(родопсина) и участие Г Т Ф , а т а к ж е ранее 
о б н а р у ж е н н о г о авторами белкового ин-
гибитора фермента в р е а л и з а ц и и этой 
с в я з и . Т а к и м образом, в ы я в л е н о , что прин-
цип р е г у л я ц и и Ф Д Э в процессе п о л у ч е н и я 
с и г н а л а внешней среды (света) подобен 
р е г у л я ц и и А Ц в ответ на г о р м о н а л ь н ы й 
стимул . 

Интересно , что у фототрофных бактерий 
свет изменяет активность и АЦ, и Ф Д Э 
(Е. П. Ф е д е и к о и др . , И н с т и т у т био-
химии им. Б а х а , Москва ) . В сердце быка 
ч у в с т в и т е л ь н о с т ь Ф Д Э к С а 2 + полностью 
обусловлена к а л ь м о д у л и н о м ; з а в и с и м а я от 
этого белка форма Ф Д Э я в л я е т с я основной 
в сердце быка (М. 10. М е н ь ш и к о в , 
С. А. Б у л г а д а е в а, Е . И . К о р о -
л е в а, МГУ) . 

В л е к ц и и Т. В. Б у л а р г и н о й, 
И . А. Г р и в с н н и к о в а, Л , П. С а -
щ е н к о (МГУ, И н с т и т у т м о л е к у л я р н о й 
биологии , Москва) была дана общая ха-
р а к т е р и с т и к а п р о т е и н к и н а з ы , рассмотрс-
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ны ее д в а о с н о в н ы х т и п а , их с т р у к т у р а 
и м е х а н и з м д е й с т в и я . П р е д л о ж е н ы модели 
с т р о е н и я р е г у л я т о р и о г о и к а т а л и т и ч е с к о г о 
ц е н т р о в п р о т е и н к и н а з ы . 

В л е к ц и и Е . С. С е в е р и н а , В. 10. 
В а с и л ь е в а , М. В. Н е с т е р о в о й 
( И н с т и т у т м о л е к у л я р н о й б и о л о г и и ) б ы л а 
о х а р а к т е р и з о в а н а р о л ь ц и к л и ч е с к и х ну-
к л е о т и д о в в р е г у л я ц и и к л е т о ч н ы х про-
цессов . П р е д с т а в л е н а х р о н о к а р т а у р о в н я 
ц А М Ф , ц Г М Ф , а к т и в н о с т и Ф Д Э и гистои-
к и н а з в с а м о с и н х р о н и з и р у ю щ е й с я к у л ь -
т у р е ф и з а р у м . К о н т р о л ь ц А М Ф фосфори-
л и р о в а и и я я д е р н ы х б е л к о в м о ж е т быть не-
п о с р е д с т в е н н ы м м е х а н и з м о м р е г у л я ц и и 
г е н н о й э к с п р е с с и и и к л е т о ч н о г о д е л е н и я . 
Н а и б о л е е и н т е р е с н а я часть д о к л а д а б ы л а 
п о с в я щ е н а п р е д с т а в л е н и ю о п р я м ы х регу -
л я т о р ных э ф ф е к т а х с у б ъ е д и н и ц протеин-
к и н а з ы . Р е г у л я т о р н а я с у б ъ е д и и и ц а су-
щ е с т в е н н о в л и я е т на с к о р о с т ь т р а н с к р и п -
ции , у в е л и ч и в а я ч и с л о мест п о с а д к и Р Н К -
п о л и м е р а з ы на х р о м а т и н е , т. е. д е й с т в у е т 
по т и п у ц А М Ф - с в я з ы в а ю щ е г о б е л к а бак -
т е р и й . С мечеными по ; ' Н - с у б ъ е д и н и ц а м и 
п о л у ч е н ы д а н н ы е , что они обе п р о н и к а ю т 
из ц и т о п л а з м ы в я д р о и имеют специфиче-
с к и е места п о с а д к и на х р о м а т и н е . Р а з -
л и ч н ы е в и д ы з л о к а ч е с т в е н н о й т р а н с ф о р м а -
ции н а р у ш а ю т т р а н с п о р т п р о т е и н к и н а з ы 
в я д р о (SV-40) и л и с н и ж а е т ее с в я з ы в а н и е 
х р о м о с о м а м и ( K B , H e L a ) . В п р е н и я х по 
д о к л а д у б ы л и отмечены к а к о р и г и н а л ь -
н о с т ь и в а ж н о с т ь этих д а н н ы х , т а к и не-
о б х о д и м о с т ь п о д т в е р ж д е н и я того , что субъ-
е д и н и ц ы п р о т е и н к и н а з ы п р о н и к а ю т в я д р о 
без п р е д в а р и т е л ь н о й д е г р а д а ц и и . 

А у т о ф о с ф о р и л и р о в а н и ю п о д в е р г а ю т с я 
р е г у л я т о р и ы е с у б ъ е д и и и ц ы п р о т е и н к и н -
а з ы II и к а т а л и т и ч е с к и е с у б ъ е д и и и ц ы 
обоих т и п о в , но не р е г у л я т о р н ы е субъеди-
ницы п р о т е и н к и н а з ы I и м е м б р а н н о й про-
т е и н к и н а з ы м ы ш ц (М. Д . К у р с к и й , 
3 . Д . В о р о б е ц, И н с т и т у т б и о х и м и и , 
К и е в ) . Н е о ж и д а н н ы м б ы л о с о о б щ е н и е , 
что в я д р а х г о л о в н о г о мозга к р ы с ц А М Ф 
и в м е н ь ш е й степени ц Н М Ф и н г и б и р у ю т 
ф о с ф о р и л и р о в а н и е гистонов (В. И . Т ю -
л е н е в, О. Ю. П а л и в о д а , Я . В . 
В е л и к , И н с т и т у т б и о х и м и и , К и е в ) . 

В п е р в ы е на н а ш и х с и м п о з и у м а х в до-
к л а д е Г. К . П а р с а д а н я и а , Л . П. 
Т е р - Т а т е в о с я н а и Г. Т . А д у н -
ц а ( И н с т и т у т б и о х и м и и , Е р е в а н ) б ы л 
п р е д с т а в л е н м а т е р и а л по ф о с ф о п р о т е и н -
ф о с ф а т а з а м . Р а з д е л е н ы о т д е л ь н ы е ф о р м ы 
этого ф е р м е н т а , в ы д е л е н ы и о х а р а к т е р и -
з о в а н ы два его б е л к о в ы х и н г и б и т о р а . 

В т о р о м у б о л ь ш о м у р а з д е л у с и м п о з и у -
ма — э ф ф е к т а м ц и к л и ч е с к и х н у к л е о т и -
дов — б ы л о п о с в я щ е н о 2 л е к ц и и и 50 стен-
довых д о к л а д о в . В с о д е р ж а т е л ь н о й л е к -
ции М. Д . К у р с к о г о ( И н с т и т у т био-
х и м и и , Киев) д е т а л ь н о р а з б и р а л и с ь много-
ч и с л е н н ы е ф у н к ц и и С а 2 + в о р г а н и з м е и 
два о с н о в н ы х к а н а л а С а 2 + - т о к а в к л е т к у : 
1) б ы с т р ы й , менее с п е ц и ф и ч н ы й , не з а в и -
с я щ и й от мембранного потенциала и не 
д е п о л я р и з у ю щ и й п л а з м а т и ч е с к у ю мембра-
ну; 2) м е д л е н н ы й , с п е ц и ф и ч е с к и й , потен-
ц и а л з а в и с и м ы й . П е р в ы й р е г у л и р у е т с я р а з -
л и ч н ы м и б и о а к т и в н ы м и в е щ е с т в а м и , вто-
рой — н е й р о м е д и а т о р а м и . С н и ж е н и е кон-

ц е н т р а ц и и Са 2 + в ц и т о п л а з м е з а в и с и т от 
С а - А Т Ф - а з ы , N a - С а - о б м е н а и к о м п а р т -
м е н т а л и з а ц и и С а 2 + в м и т о х о н д р и я х , эндо-
п л а з м а т и ч е с к о м р е т и к у л у м е и, в о з м о ж н о , 
в я д р а х . В последнее в р е м я п о к а з а н о , что 
ц А М Ф - з а в и с и м о е ф о с ф о р и л и р о в а н и е изме-
н я е т т р а н с п о р т Са2 + , а к т и в и р у е т Mg, 
С а - А Т Ф - а з у и у в е л и ч и в а е т п р о н и ц а е м о с т ь 
м е м б р а н д л я Са 2 +; в а ж н у ю р о л ь и г р а е т 
ф о с ф о р и л и р о в а н и е с а р к о п л а з м а т и ч е с к о г о 
б е л к а с М — 22 ООО. Р а с т в о р и м ы е про-
т е и н к и н а з ы м ы ш ц н е ч у в с т в и т е л ь н ы к C a J + , 
а м е м б р а н н а я ф о р м а з а в и с и т от него . 

И н т е р е с н о е п р е д с т а в л е н и е Р . И . С а л -
г а н и к а о м н о г о к л е т о ч н о м ф у н к ц и о -
н а л ь н о м а н с а м б л е и р о л и в нем г и с т а м и н а 
и ц А М Ф п о л у ч и л о р а з в и т и е в р а б о т е 
Т . Г. П а н к о в о й и др . ( И н с т и т у т цито-
л о г и и и г е н е т и к и , Н о в о с и б и р с к ) , п о к а з а в -
ш и х , что э с т р а д и о л в м а т к е к р ы с и н д у ц и -
р у е т г и с т и д и н д е к а р б о к с и л а з у , г и с т а м и н 
а к т и в и р у е т А Ц , ц А М Ф с т и м у л и р у е т про-
т е и н к и н а з у я д е р , а п о с л е д н я я ф о с ф о р и л и -
р у е т гистоны и н е г и с т о н о в ы е б е л к и хро-
м а т и н а , что, в е р о я т н о , в р е з у л ь т а т е де-
р е п р е с с и и генов и п р и в о д и т к известным 
э ф ф е к т а м э с т р а д и о л а. 

При и н к у б а ц и и 3 Н - ц А М Ф с митохонд-
р и я м и он п р о н и к а е т не т о л ь к о через внеш-
нюю м е м б р а н у , но и в м и т о п л а с т ы , где 
н а к а п л и в а е т с я в основном в м а т р и к с н о й 
ф р а к ц и и . С п о м о щ ь ю т о н к о с л о й н о й хро-
м а т о г р а ф и и о с н о в н а я часть метки во всех 
к о м п а р т м е н т а х м и т о х о н д р и й идентифи-
ц и р о в а н а к а к сам ц А М Ф ( Н . В. 3 о б о -
в а , К р а с н о я р с к и й м е д и ц и н с к и й инсти-
тут ) . П р о н и к н о в е н и е ц А М Ф в митохонд-
р и и д е л а е т п о н я т н ы м и н а к а п л и в а ю щ и е с я 
в последние годы д а н н ы е о р е г у л я ц и и 
ц и к л и ч е с к и м и н у к л е о т и д а м и р я д а мито-
х о н д р и а л ь н ы х ф у н к ц и й (В. И . К у л и н -
с к и й и д р . , 1975—1979; Н . А. Ю д а -
е в , С. А. А ф и н о г е н о в а , 1978, 
и д р . ) . 

ц А М Ф in v i t r o через п р о т е и н к и н а з у 
с т и м у л и р у е т ф о с ф о р и л и р о в а н и е и а к т и в -
ность у р о к и н а з ы (А. Я . Н и к о л а е в 
и д р . , I М М И ) и л и з и л - т Р Н К - л и г а з ы 
( Н . Е . К у ч е р е н к о и д р . , К и е в с к и й 
у н и в е р с и т е т ) . ц А М Ф с т и м у л и р у е т обра-
з о в а н и е N H 3 из а м и н о к и с л о т в п о ч к а х 
(Ж- С. Г е в о р к я н , А. С. О г а н е -
с я н, И н с т и т у т б и о х и м и и , Е р е в а н ) , а в 
т р о м б о ц и т а х р е з к о а к т и в и р у е т н е о к и с л и -
т е л ь н ы е ф е р м е н т ы п е н т о з н о г о ц и к л а , уве-
л и ч и в а е т с в я з ы в а н и е С а 2 + (10. А. П е т -
р о в и ч и д р . , М о с к о в с к и й стоматологи-
ч е с к и й институт ) . ц А М Ф и ц Г М Ф ин-
г и б и р у ю т г о м о л о г и ч н о е м е т и л и р о в а н и е , 
Д Н К в г о м о г е н а т а х ядер костного м о з г а , 
а ионы С а 2 + у с и л и в а ю т этот п р о ц е с с 
( Н . А. Ф е д о р о в , Г. В . Е р м и л ь -
ч е н к о, И н с т и т у т г е м а т о л о г и и , М о с к в а ) . 

В л е к ц и и Н . А. Ф е д о р о в а б ы л и 
о б о б щ е н ы д а н н ы е о том, что ц и к л и ч е с к и е 
н у к л е о т и д ы о п о с р е д у ю т все о с н о в н ы е эта-
пы и м м у н о г е н е з а : п р о л и ф е р а ц и ю стволо-
вых к л е т о к к о с т н о г о м о з г а , с о з р е в а н и е Т-
и В - л и м ф о ц и т о в . П р о д е м о н с т р и р о в а н о регу -
л я т о р н о е в л и я н и е э к з о - и э н д о г е н н ы х цик-
л о н у к л е о т и д о в на р е а к ц и и к л е т о ч н о г о и 
г у м о р а л ь н о г о и м м у н и т е т а в э к с п е р и м е н т е 
и к л и н и к е . А в т о р считает , что о с н о в о й 
и м м у и о ф а р м а к о л о г и и я в л я е т с я с и с т е м а ци-
к л и ч е с к и х н у к л е о т и д о в и Са 2 + л и м ф о ц и -
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тов, а и м м у н о ф а р м а к о л о г и ч е с к и е подходы 
могут к о р р и г и р о в а т ь н а р у ш е н и я гумо-
р а л ь н о г о и клеточного иммунитета при 
р а з л и ч н ы х з а б о л е в а н и я х . 

Самым п о п у л я р н ы м направлением на 
симпозиуме была тема «Циклические ну-
клеотиды в проблемах патологии» (1 лек-
ция и 75 стендов) . Л е к ц и я Г. И. Д о р о -
ф е е в а и В. Т . И в а ш к и н а (ВМА, 
Л е н и н г р а д ) была очень с о д е р ж а т е л ь н о й . 
Основными источниками цАМФ в плазме 
я в л я ю т с я печень и мышцы, а в моче — 
п л а з м а и почки. К о н ц е н т р а ц и я ц А М Ф 
в биологических ж и д к о с т я х ( Ю ~ 8 — 1 0 ~ ° М) 
существенно н и ж е , чем в к л е т к а х . У р о в е н ь 
цАМФ в крови и моче повышают катехол-
амины, паратиреоидный гормон, А Д Г , ан-
гиотензин, г л ю к а г о н , физическая работа 
и стресс. [З-Адреиолитики б л о к и р у ю т эф-
фект трех последних факторов . Концен-
т р а ц и я ц А М Ф в плазме повышается при 
гипертонической болезни , феохромоцито-
ме, с а х а р н о м диабете , первичном гиперпа-
ратиреозе , маниакально-депрессивном пси-
хозе , холере , с н и ж а е т с я при токсикозе 
беременных. К о н ц е н т р а ц и я ц Г М Ф повы-
шена при гипертонии, псориазе . При брон-
х и а л ь н о й астме с н и ж а е т с я р е а к ц и я ц А М Ф 
плазмы на катехоламины, но не на г л ю к а г о н , 
при почечном диабете избирательно исче-
зает р е а к ц и я на А Д Г . Б ы л о рассмотрено 
Значение ц и к л и ч е с к и х нуклеотидов в па-
тогенезе ряда з аболеваний ( я з в е н н а я бо-
л е з н ь , ишемия миокарда , б р о н х и а л ь н а я 
астма, х о л е р а , псориаз и др.) и в механизме 
действия ряда л е к а р с т в . Т а к , иитросоеди-
нения , в т о м числе нитроглицерин , и сига-
ретный дым а к т и в и р у ю т г у а н и л а т ц и к л а з у . 

Б о л ь ш о й интерес представляют данные 
Л . А. К о ж е м я к и н а (ВМА, Ленин-
град) о резком — в 20—30 раз — повыше-
нии к о н ц е н т р а ц и и ц А М Ф в крови в пер-
вые часы после инфаркта миокарда . Од-
нако нельзя согласиться с автором, что 
определение этого п о к а з а т е л я обеспечивает 
100% д и а г н о с т и к у , поскольку гипер-
ц А М Ф е м и я — весьма неспецифическое яв-
ление . 

• При инсульте (Т. С. К о р ш у н о в а , 
Институт неврологии , Москва) , эпилепсии 
у детей (Ж. М. М и н а с я н и др . , Н И И 
педиатрии А М Н СССР, Москва) , реадап-
тации после длительных космических поле-
тов (Л. Б . Б у р а в к о в а, Е . А. К о -
в а л е н к о, Институт медико-биологи-
ческих проблем, Москва) наблюдалось из-
бирательное или преимущественное по-
вышение к о н ц е н т р а ц и и цАМФ в биологи-
ческих ж и д к о с т я х . Наоборот , при брон-
хиальной астме (М. И . Б а к а и о в и др. , 
Н И И педиатрии , Москва ; С. А. К о т о -
в а и д р . , Институт проблем о н к о л о г и и , 
Киев) , а н а ф и л а к т и ч е с к о м шоке (Ю. А. 
Ю р к о в и др . , Н И И педиатрии, Моск-
ва), герпетическом кератите (Б . С. К р а -
с а в и н а и др . , Н И И г л а з н ы х болезней, 
Москва) , псориазе (Б . А. В е р е н -
б с й я и др . , М О Н И К И ) в ж и д к о с т я х 
и т к а н я х ц А М Ф с н и ж а л с я , а ц Г М Ф су-
щественно п о в ы ш а л с я . При активном ге-
патите в печени с н и ж а е т с я содержание 
обоих нуклеотидов (А. С. Л о г и н о в и др . , 
Н И И гастроэнтерологии , Москва)» 

Ранее совершенно недостаточное внима-
ние в клинической биохимии ц и к л и ч е с к и х 

нуклеотидов у д е л я л и изменениям р е а к т и в 
ности в к л и н и к е . Теперь это положение 
начинает и с п р а в л я т ь с я . Т а к , было пока-
зано , что при ишемической болезни мио-
карда ф и з и ч е с к а я н а г р у з к а сильнее по-
вышает у р о в е н ь ц А М Ф (В. А. М а к с и -
м о в и д р . , ВМА). Н а о б о р о т , р е а к ц и я 
А Ц на гормоны с н и ж а е т с я : в злокачествен-
ных о п у х о л я х надпочечников — на А К Т Г 
(IT. А. Ю д а е в и д р . , Институт эндо-
к р и н о л о г и и , Москва) , в т к а н я х с т а р ы х 
крыс — на а д р е н а л и н (О. К . К у л ь -
ч и ц к и й , А. Я . Л и т о ш е н к о , 
Институт геронтологии , Киев) , у боль-
ных р а к о м молочной ж е л е з ы — при из-
бытке массы и повышении холестерина на 
паратиреоидный гормоны, инсулин и 
э у ф и л л и и (Л. М. Б е р н ш т е й н , В. М. 
Д и л ь м а н , Н И И о н к о л о г и и , Л е н и н -
град); на р а з н ы е гормоны — при гипертро-
фии миокарда и аллергическом миокардите 
(А. М. З у б о в с к а я и др . , лаборато -
р и я эизимологии А М Н СССР, Москва) 
и хроническом лимфолейкозе ; лечение по-
следнего л е в а м и з о л о м восстанавливает ре-
активность полностью или частично (Л. С. 
М а л ы х и н а , Институт гематологии , 
Москва) . Интересно сообщение, что при 
п о р а ж е н и и печени р е а к ц и я гистидазы и 
у р о к а н и и а з ы сыворотки на введение тсо-
филлина более полезна д л я д и а г н о с т и к и , 
чем уровень активности этих ферментов 
(С. Н . С и л у я н о в а и др . , 1 ММИ). 

В общем виде п р о а н а л и з и р о в а л этот 
вопрос В. И . К у л и н с к и й ( К р а с н о -
я р с к и й медицинский институт) . Б ы л о вы-
делено 26 в о з м о ж н ы х вариантов соотно-
шений изменения чувствительности адрено-
рецепторов , а д е и и л а т ц и к л а з ы и протеин-
к и и а з ы , в к л ю ч а ю щ и х гипер- , гипо- и дис-
реактивиость . Н а примере р е г у л я т о р н о й 
д и с у л ь ф и д р е д у к т а з ы показано , что почти 
половина теоретически возможных ва-
риантов действительно наблюдается в ди-
намике нормальной и патологической бере-
менности и при х и р у р г и ч е с к и х вмешатель-
ствах . Д р у г о й подход, предложенный в 
этом ж е докладе ,— выявление плейорегу-
л я т о р н ы х нарушений при помощи спе-
циальной диаграммы. Он п о к а з а л , что 
в патологии по-разному изменяется чувст-
вительность к р е г у л я т о р а м разных клас-
сов, что может быть использовано для ис-
следования патогенеза и диагностики . 

В отличие от более ранних данных 
(А. С. С о б о л е в и др . , 1975) сообща-
лось , что радиопротектор цистеамин сти-
м у л и р у е т А Ц не т о л ь к о при введении в 
организм , но и при и н к у б а ц и и с плазмати-
ческими мембранами (А. В. Н и к о л ь -
с к и й и др . , Институт биофизики , Моск-
ва). Подтверждено , что катехоламины че-
рез Р-адренорецепторы з а щ и щ а ю т стволо-
вые клетки костного мозга и при этом уве-
л и ч и в а ю т у р о в е н ь ц А М Ф (Ю. Б . Ч и р -
к о в и др . , М Г У , Институт биологии раз-
вития , Москва) . 

Кроме с и м п о з и а л ь и ы х докладов и стен-
дов, были проведены беседы за «круглым 
столом», посвященные следующим пробле-
мам: 1) роль циклических нуклеотидов 
в ф у н к ц и и нервной системы; 2) механизмы 
рецепции; 3) циклические нуклеотиды в 
синтезе биополимеров , росте и дифферен-
цировке [клеток, 4) ц и к л о н у к л е о т и д ы в 
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РЕФЕРАТЫ СТАТЕЙ, Н А П Р А В Л Е Н Н Ы Х НА ДЕПОНИРОВАНИЕ В 
ВИНИТИ 

УДК 547.962 

Характер истина модифицированного сы-
вороточного альбумина крови при пато-
логии. Б а г д а с а р ь я н С. П. , Т р о -
и ц к и й Г. В . , К а с ы м о в а Г. А. 

Ранее авторами были в ы я в л е н ы изме-
нения физико-химических свойств сыво-
роточного а л ь б у м и н а в у с л о в и я х патоло-
гии. Эти изменения д а в а л и возможность 
применить к такому измененному б е л к у 
термин «модифицированный альбумин». 
В настоящей работе изучены сывороточные 
альбумины здоровых л и ц , больных заболе-
ваниями щитовидной ж е л е з ы и злокачест-
венными о п у х о л я м и в с р а в н и т е л ь н о м ас-
пекте. Кроме у к а з а н н ы х белков , парал -
л е л ь н о проводили изучение модифициро-
ванных форм, отделенных из а л ь б у м и н о в 
больных у к а з а н н ы м и з а б о л е в а н и я м и . Н а -
личие модифицированной формы в сыво-
роточных а л ь б у м и н а х , выделенных из кро-
ви больных , было о б н а р у ж е н о методом 
дисперсии оптического в р а щ е н и я (ДОВ) 
и ранее описанным методом переосаждения 
т р и х л о р у к с у с и о й кислотой ( Т Х У ) с по-
следующим растворением в этаноле и диа-
лизом. Проведено изучение количествен-
ного состава лигшдных и углеводных ком-
понентов в электрофоретических фрак-
циях альбумина здоровых л и ц и больных 
у к а з а н н ы м и выше з а б о л е в а н и я м и , а так-
ж е в выделенных из них модифицирован-
ных формах . П о к а з а н о , что в у с л о в и я х 
патологии электрофоретическая ф р а к ц и я 
альбумина значительно п е р е г р у ж е н а этими 
веществами по сравнению с электрофорети-
ческой ф р а к ц и е й а л ь б у м и н а , выделенной 
от здоровых л и ц . При этом после выделе-
ния из электрофоретической ф р а к ц и и аль-
бумина — модифицированной части, прак -
тически все углеводы и липиды, с в я з а н н ы е 
с белком, о к а з ы в а ю т с я в этой модифици-
рованной форме. С р а в н и т е л ь н ы й а н а л и з 
по м о л е к у л я р н ы м весам и концевым ами-
нокислотам не в ы я в и л отличий между 
альбуминами здоровых л и ц , больных у к а -
занными з а б о л е в а н и я м и и их модифициро-
ванными формами; иммунологически они 
т а к ж е были идентичны. 

Таким образом, модифицированный аль-
бумин, п о я в л я ю щ и й с я в у с л о в и я х патоло-
гии, не я в л я е т с я продуктом собственного 
катаболизма или каким-либо д р у г и м бел-
ком, а скорее всего представляет собой 
продукт постсинтетической м о д и ф и к а ц и и 
этого белка . 

УДК 612.123 «32» (573.63) 

Влияние сезонных факторов на фосфоли-
пидный состав крови доноров Владивосто-
ка. К о с т е ц к и й Э. Я . , К у ш н е -
р о в а И. Ф. , И л ь е н к о Л . А. 

Представлены р е з у л ь т а т ы изучения се-
зонных изменений (весна, лето , осень, зи-
ма) с о д е р ж а н и я и состава фосфолипидов 
плазмы и эритроцитов разных групп кро-
ви доноров с положительным и отрица-
тельным резус-фактором. Л и п и д ы извле-
кали по методу [1.1, пластинки д л я микро-
тонкослойной хроматографии готовили по 
методу »[2], хроматографические системы—по 
методу [3 | . Л и п и д н ы й фосфор определяли по 
методу [4]. О б н а р у ж е н ы следующие фос-
фолипиды: фосфатидилхолин (ФХ) , лизо-
фосфатидилхолин ( Л Ф Х ) , сфингомиелин 
(СМ), фосфатидилэтаноламин (ФЭ), лизо-
фосфатидилэтаноламин (ЛФЭ) , фосфати-
дилсерин (ФС), фосфатидилинозит ( Ф И ) , 
дифосфатидилглицерин ( Д Ф Г ) . В эритро-
цитах дополнительно найдена фосфатид-
ная кислота ( Ф К ) . В плазме крови всех 
групп доноров общим признаком являет -
ся значительное изменение фосфолипид-
ного состава в зимний период, в частности 
увеличение отношения этаноламиновых к 
х о л и н с о д е р ж а щ и м липидам , а т а к ж е сни-
жение с о д е р ж а н и я кислых липидов — 
Д Ф Г , Ф И и ФС, с в я з а н н ы х с энергетиче-
ским обменом. В э р и т р о ц и т а х происходят 
изменения с т р у к т у р н ы х компонентов мем-
браны (СМ, Л Ф Х и Л Ф Э ) , ответственных 
за ее проницаемость . Н а к о п л е н и е лизофос-
фатидов, возможно , с в я з а н о с увеличением 
активности фосфолипаз и, по-видимому, 
необходимо д л я изменения проницаемости 
плазматической мембраны эритроцитов , 
чтобы увеличить отдачу кислорода , не-
обходимого в окислительных процессах . 
Фосфолипидный состав резус -отрицатель-
ной крови существенно отличается от ре-
зус -положительной содержанием холино-
вых липидов и особенно сфингомиелииа . 
А н а л и з всех данных п о к а з а л , что процес-
сы изменения фосфолипидного состава в 
э р и т р о ц и т а х и плазме крови взаимосвяза -
ны. Уменьшение определенных фосфоли-
пидов в плазме приводит к обратному ре-
з у л ь т а т у в э р и т р о ц и т а х . Причем, несмот-
ря на эти общие черты, к а ж д а я г р у п п а 
крови имеет свои особенности в содержа-
нии фосфолипидных классов , с в я з а н н ы е 
с сезонными изменениями. Полученные ре-
з у л ь т а т ы могут быть использованы к а к 
нормограммы для жителей Д а л ь н е г о Во-
стока , а т а к ж е как показатели р е а к т и в н ы х 
возможностей организма в р а з н ы е сезоны 
года. 



медицинской техники Министерства здра-
воохранения СССР, я в л я л с я членом ред-
коллегии ряда научных медицинских ж у р -
налов — «Вопросы медицинской химии», 
«Лабораторное дело» и др . Георгий Вале-
рианович был н а г р а ж д е н орденом Л е н и н а 
и медалями. 

У в л е ч е н н ы й ученый, прекрасный мето-

дист, внимательный и добрый человек, 
профессор Г. В. Д е р в и з отдал свою ж и з н ь 
с л у ж е н и ю науке — медицинской химии — 
и з а с л у ж и л всеобщее признание и у в а ж е -
ние. 

Светлая п а м я т ь о Георгии Валериано-
виче навсегда останется в сердцах всех 
з н а в ш и х его. 
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