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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



ность, но и надежность биохимического 
исследования при типироваиии печеноч-
ной патологии, так как на основании 
расчета энзимных коэффициентов были 
выявлены качественные, достаточно спе-
ци (|)и ч ее к и е особе н н ости эн з и мо гр а мм ы. 
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Combined e n z y m o d i a g n o s t i c p r o g r a m m 
e s t i m a t i o n of to ta l a c t i v i t y of b lood s e r u m 
enzymes a s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e (AST), 
a l an ine a m i n o t r a n s f e r a s e (AAT), a l k a l i n e phosp-
ha tase (AP), y - g l u t a m y l t r ans fe ra se (y-GT)„ 
g l u t a m a t e dehydrogenase (GDH), ace ty l cho-
l ines te rase (ACE), b u t y r y l cho l ines t e r a se 
(ВСЕ) — was s t ud i ed to e v a l u a t e i ts diagnos-
t ic v a l i d i t y in surgica l c l in ic . In mechan ica l 
j a u n d i c e of v a r i o u s or ig in mean v a l u e s of t h e 
e n z y m a t i c ac t i v i t i e s s tud ied as well as the en-
z y m a t i c coef f ic ien t s were d i s t i nc t l y a l te red as 
compared w i t h control va lues : AST/AAT, 
Y-GT/AST as well as the newer coef f ic ien ts 

A C E + B C E 
В С Е / A C E , A P / y - G T , A S T + A A T - T h e 

j aund i ce s of t u m o r a l and n o n - t u m o r a l genesis 
caused m a r k e d l y d i s s imi la r a l t e r a t i o n s in the 

A C E + B C E 
coef f i c ien t s AST/AAT and AST-|~AAT ' 

The da ta of enzymolog iea l ana lys i s may be 
used for d i f f e r en t i a l d iagnosis in j aund ices . 
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/ 1 . - / 1 . Й. Тамулявичюс, Л. Л. Иванов, Л. 10. Лукошявичюс, А. К. Прашкя-
вич/ос 

АМИИОАЦИЛ-тРН К-СИНТЕТАЗЫ 
И ИХ ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ПРИ АУТОЛИЗЕ 

СЕРДЦА СВИНЬИ 

Кафедра биологической и органической химии К а у н а с с к о г о медицинского института 

Ишемия миокарда приводит к расст-
ройству клеточного метаболизма, в том 
числе биосинтеза белка 16, 15, 201. Ра-
нее было установлено, что изменение 
белкового синтеза в ишемическом мио-
карде связано с уменьшением акцептор-
ной активности т Р Н К , специфичных к 
ряду аминокислот [41. Цель данной ра-
боты установить связь между метабо-
лическими нарушениями в ишемическом 
миокарде и функциональной активно-
стью аминоацил-тРН К-сиитетаз (АРСаз, 
КФ 6.1.1), которые играют важную роль 
на начальных этапах белкового синтеза, 
к а га л и з и р у я р е а к ци ю а ми н оа ци л и р ова-
ция т Р Н К II7.1. 

Ключевая роль АРСаз в процессе 
траисполяции позволяет предположить, 
что активность этих ферментов подвер-
жена регуляции внутриклеточными фак-
торами. В ряде работ [12, 161 показано, 
что 11 сор га н и ческа я пи рофосфатаза 

(КФ 3.6.1.1) активирует АРСазы, рас-
щепляя ингибитор этих ферментов не-
органический пирофосфат как эндоген-
ный, так и образовавшийся в результате 
реакции аминоацилирования тРН К-
В связи с этим целью данной работы 
явилось также изучение активности не-
органической пирофосфатазы как в экст-
рактах ткани, так и в составе высокомо-
лекулярных комплексов АРСаз, выде-
ленных из ишемического миокарда. 

М е т о д и к а 

В качестве модели тотальной ишемии мио-
карда использовали аутолиз и з о л и р о в а н н о г о 
сердца свиньи. Выбор этой экспериментальной 
модели обусловлен тем,что а у т о л и з и р о в а н н а я 
т к а н ь имеет сходные структурные и метаболи-
ческие х а р а к т е р и с т и к и с ишемической т к а н ы о 
[14]. 

Перед воспроизведением ишемии м и о к а р д 
освобождали от ж и р о в о й и соединительной 
ткани и д е л и л и на 3 части, из которых одна 
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с л у ж и л а контролем, дне другие подвергали 
аутолизу в течение 15 и 30 мин при 37 °С к а к 
описано ранее [7]. Р е з у л ь т а т ы контрольных 
экспериментов не п о к а з а л и существенного раз -
личия активности А Р С а з и неорганической 
пирофосфатазы в р а з л и ч н ы х участках мио-
к а р д а . 

Суммарные препараты АРСаз из миокарда 
свиньи в ы д е л я л и хроматографией пострибо-
сомальной иадосадочной жидкости па колонке 
с ДЭАЭ-целлюлозой [5]. В ы с о к о м о л е к у л я р н ы е 
комплексы АРСаз из миокарда свиньи полу-
чали, к а к о п и с а н о в р а б о т е [3]. 

Активность АРСаз о п р е д е л я л и по началь -
ной скорости р е а к ц и и а м и и о а ц и л и р о в а и и я 
т Р Н К при н а с ы щ а ю щ и х к о н ц е н т р а ц и я х суб-
стратов реакции в у с л о в и я х соблюдения пря-
молинейной зависимости выхода продукта от 
концентрации белка и времени и н к у б а ц и и . 
И н к у б а ц и о н н а я смесь в объеме 0 ,25 мл со-
д е р ж а л а : 100 мМ трис-HCl р Н 7,5, К) мМ 
КС1, 10 мМ MgCl2 , 4 —12 мМ А Т Р , 0 , 8 - 1,2 мМ 
радиоактивной аминокислоты, 200 мкг т Р Н К, 
80 мкг белка суммарного препарата А Р С а з 
либо 60 мкг белка комплексов . Время инку-
бации составляло 3 мин для э к с т р а к т о в мио-
карда и 4 мин д л я комплексов АРСаз . Реак -
цию п р е к р а щ а л и добавлением равного объе-
ма 10% раствора т р и х л о р у к с у с н о й кислоты 
( Т Х У ) , осадки промывали на м и л л и п о р о в ы х 
фильтрах «Synpor № 3 » . Радиоактивность проб 
измеряли на сцинтилляционном счетчике 
D E L T A - 3 0 0 с эффективностью счета 6 0 % . 

Активность неорганической пирофосфа-
тазы находили по приросту неорганического 
фосфора (Р„) в пробах после инкубации в 
течение 20 мин при 3 0 ° С . Р е а к ц и о н н а я смесь 
в объеме 1,5 мл с о д е р ж а л а : 50 мМ трис-HCl 
р Н 8,0, 0 ,8 мМ N a 4 P 2 0 7 , 8 мМ MgCl2 , 100 мкг 
белка суммарного препарата А Р С а з или 
200 мкг белка комплексов АРСаз . Р е а к ц и ю 
останавливали прибавлением в пробы 0 ,2 мл 
40% раствора Т Х У . Р„ измеряли по методу 
Фиске — Суббароу [13| . 

Д л я статистической обработки результа -
те) в п р и ме н ял и t - к р и те р и я Ст ыо д с 11 та [ 1 ]. 

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

Рез у л ьтаты и зу чей и я фу и к i ;и она л ь пой 
активности АРСаз экстрактов миокарда 
при аутолизе сердца свиньи представле-
ны па рисунке. Полученные экспери-
ментальные данные свидетельствуют о 
существенном увеличении аланил-, гли-
цил-, глутамил-, лейцил- и серил-тРНК-
синтетазных активностей суммарных 
п р е п а р а тов A PC а з при 15-м и мутном 
аутолизе по сравнению с контролем. 
При аутолизе сердца в течение 30 мин 
наблюдались уменьшение глицил-, глу-
тамил- и лейцил-тРНК-синтетазных ак-
тивностей экстрактов миокарда; аланил-
п серил-тРН К-сиитетазные активности в 
указанный срок аутолиза снижались 
лишь до контрольного уровня. 

В работах ряда авторов показано, 
что АРСазы в клетках высших организ-
мов функционируют в составе высоко-

А м и н о а ц и л - т Р Н К-сиитетазная активность экс 
т р а к т о в миокарда при аутолизе сердца свиньи. 
По оси а б с ц и с с — время а у т о л и з а (в мин), но оси 
о р д и н а т А Р С а з и а я активность (в %). / — 5 — ала-
нил- , с ерил- , г л у т а м и п - , г л и ц и л - и л е й ц и л - т - Р Н К -

сиитетазы соответственно . 

молекулярных комплексов [11, 17J. Ра-
нее было установлено изменение ряда 
АРСазных активностей в составе высо-
комолекулярных комплексов, выделен-
ных из печени кроликов при экспери-
ментальном инфаркте миокарда 131. По-
этому была определена АРСазная ак-
тивность не только экстрактов миокар-
да, но и ферментов той же аминокислот-
ной специфичности в составе комплексов. 
Результаты, приведенные в табл. 1, сви-
детельствуют о значительном увеличе-
нии аланил-, глутамил-, лейцил-, серил-
тРН К-синтетазной и уменьшении гли-
цил-тРН К-синтетазной активности комп-
лексов, выделенных и з аутолизироваи-
ного в течение 15 м и н м и о к а р д а , по 
сравнению с контролем. При аутолизе 
в течение 30 мин наблюдали уменьшение 
аланил- и глицил-тРНК-синтетазных ак-
тивностей. Активности глутамил-, лей-
цил- и серил-тРН К-синтетазы в этот 
срок аутолиза практически не изменя-
лись по сравнению с таковой соответст-
вующих АРСаз контрольных препара-
тов. 

Таким образом, в ишемическом мио-
карде наблюдалось несоответствие меж-
ду изменением функциональной актив-
ности т Р Н К 1.4] и соответствующих 
АРСаз. Обнаруженное увеличение ак-
тивности АРСаз как в экстрактах мио-
карда, так и в составе высокомолеку-
лярных комплексов при аутолизе в те-
чение 15 мин зависит от увеличения 
либо молекулярной активности этих фер-
ментов, либо их количественного содер-
жания в ткани. Так, в ряде работ ука-
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Т а б л и и, а I 

Аминоацил-тРН К-синтетазная активность (в пмолях аминоацил-тРН К на 100 мкг белка в I мин) 
высокомолекулярных комплексов АРСаз миокарда при аутолизе изолированного сердца свиньи ( М ± т ; 

п 0) 

[ 1 4 С ] а м и н о к и с л о т а Контроль 
Время а у т о л и з а , мин 

[ 1 4 С ] а м и н о к и с л о т а Контроль 
15 30 

Алании 
Глицин 
Глутамин о в а я к ислот; i 
Лейцин 
Серии 

5 , 7 9 ± 0 , 2 6 
11,30zh 1,11 
22,40-1- 1,34 
40,36 i t 1,69 

6,59-1-0,96 

11,44=1=0,53 
6 , 2 9 ± 0 , 7 5 

2 7 , 9 0 ± 1 , 9 4 
6 3 , 7 2 ± 5 , 3 5 
1 1,494-0,97 

4 , 0 2 ± 0 , 5 1 
5,29=ь0,66 

19 ,08±2 ,10* 
44,13dz2,42 : | : 

7 , 3 1 ± 1,33* 

Изменеиил статистически недостоверны. 

зывается на возможность регуляции ка-
талитической активности АРСаз неко-
торы м и цитоп л аз мат и чес к и м и фа кто ра-
ми 19, 121, а также путем их фосфорили-
рования 18, 101. Имеются данные, ука-
зывающие на способность неорганиче-
ской пирофосфатазы активировать 
АРСазы путем расщепления ингибитора 
этих ферментов - неорганического пи-
рофосфата 112, 161. Поэтому можно было 
предположить, что этот фермент, при-
сутствуя как в экстрактах ткани, так 
и в составе комплексов АРСаз, может 
обусловить обнаруженное увеличение 
ряда АРСазных активностей; при ауто-
лизе сердца. 

Результаты, представленные в табл. 2, 
свидетельствуют о значительном увели-
чении активности неорганической пиро-
фосфатазы как в экстрактах ткани, так 
и в составе высокомолекулярных комп-
лексов АРСаз после 15 и 30 мин ауто-
лиза миокарда. Наблюдаемое повыше-
ние активности неорганической пиро-
фосфатазы, по-видимому, является одной 
из причин увеличения активности ряда 
АРСаз при аутолизе сердечной мышцы. 

При 30 мин аутолиза сердца наблю-
дали несоответствие между изменением 
активности АРСаз (см. рисунок и табл. 1) 
и активностью неорганической пирофос-
фатазы (см. табл. 2). Уменьшение изу-

ченных АРСазных активностей может 
быть обусловлено уменьшением количе-
ства активных форм АРСаз за счет вы-
хода из лизосом ферментов, обладающих 
протеолитической активностью 1,18, 191. 
На активность АРСаз может также 
влиять существенное уменьшение зна-
чений рН внутри клетки, наблюдаемое 
при 30 минутном аутолизе сердца 171. 
Поскольку неорганическая пирофосфа-
таза обладает довольно высокой ста-
бильностью в области низких значений 
рН 1.21, развивающийся при ишемии 
внутри клеточный ацидоз, возможно, в 
меньшей степени влияет на активность 
этого фермента, чем на таковую АРСаз. 

У ме 11 ь I не и и е г л и ци л -т Р Н К- с и нтета з -
ной активности в составе комплексов 
АРСаз при 15 мин аутолиза сердца мо-
жет быть вызвано нарушением самого 
процесса образования комплексов либо 
их частичным распадом. Возможно, что 
этот фермент в меньшей степени, чем 
другие АРСазы, способен участвовать 
в комплексообразовании 131. 

Дл я о ко ичател ьного уста iювле\i и я 
г I р и ч и и и з ме и е и и я а кт и в мосте й АРСаз 
при аутолизе сердца были исследованы 
в ыдел е и и е в ысо кооч и и ;ени ы х п р еп а р атов 
индивидуальных ферментов, их молеку-
лярная активность к каталитические 
свойства. 

Активность неорганической пирофосфатазы (в нмолях Ри на I мг белка в 1 мин) в -жстрактах мио-
карда и в составе высокомолекулярных комплексов АРСаз при аутолизе сердца свиньи (Md=m; п В) 

Препарат Контроль 
Время а у т о л и з а . мин 

Препарат Контроль 
3 0 

Экстракт миокарда 
Высокомолекуляриые 

комплексы АРСаз 

3 2 4 , 5 3 ± 11,95 

2 , 3 3 ± 0 , 2 1 

3 9 5 , 4 7 ± 7 , 1 9 

6,83 i t 0,6 7 

3 9 6 , 5 8 ± 13,44 

6 , 3 3 ± 0 , 6 1 
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A M I N O AC Y L T R N A S Y N T H E T A S E S A N D 
T H E I R H I G H M O L E C U L A R C O M P L E X E S 
IN A U T O L Y S I S O F P I G H E A R T MUSCLE 

/4. ./. Tamulevicius, L. L. Ivanov, L. J. Luko-
sevicius, A. K. Praskevicius 

Chair of B iochemis t ry , Medical School , Kaunas 

In pig myoca rd ia l e x t r a c t s au to lyzed wi-
th in 15 rniri a l any l - , ^ lycy l - , g l u t a m y l - , leucyl-
and s e r y l - t R N A s y n t h e t a s e a c t i v i t i e s were 
increased as c o m p a r e d w i t h con t ro l s . The enzy-
ma t i c ac t i v i t i e s were decreased a f t e r au to ly s i s 
for 30 min . The 15 min a u t o l y s i s w a s shown 
to decrease the molecu la r mass of t he g lycyl -
t R N A s y n t h e t a s e c o m p l e x . W i t h i n both 15 min 
and 30 min au to lys i s ino rgan ic p y r o p h o s p h a t a -
se was m a r k e d l y a c t i v a t e d e i the r in myocard i -
um e x t r a c t s or in high molecu la r c o m p l e x e s ; 
t h i s p h e n o m e n o n may be respons ib le for act i -
va t ion of a n u m b e r of aminoacy 1-tR N A syn the -
tases . 
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Э. С. Геворкян, А. Ш. Абрамян, К. С. Ма/пинян, Г. А. Паносян 

ИЗУЧЕНИЕ СОСТАВА ЛАБИЛЬНО СВЯЗАННЫХ 
НЕГИСТОНОВЫХ БЕЛКОВ ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ ПЕТУШКОВ 

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА 

Кафедра биофизики Е р е в а н с к о г о университета 

Эстрадиоловая индукция вителлогени-
на — предшественника специфического 
белка яичного желтка фосвитина — в 
клетках печени петушков является ти-
пичной моделью дерепрессии генов, и 
ее изучение может иметь важное значе-
ние для выяснения механизмов внутри-
клеточной регуляции и исследования 
молекулярных механизмов действия эст-
рогенов. Механизм действия эстрогенов 
на генетический аппарат клеток эука-
риотов в настоящее время интенсивно 
изучают 18, 13, 151. При этом особое 
внимание уделяют вопросу о взаимодей-
ств и и гор мо н - ре це пто р н ы х ко м п л е ксов 

с акцепторными участками хроматина, 
в структуре которых немаловажная роль 
принадлежит негистоновым белкам, обе-
спечивающим в ы со к у ю спец и ф и ч 11 ост ь 
взаимодействия. Однако исследование 
негистоиовых белков хроматина затруд-
нительно ввиду их высокой гетероген-
ности. В последнее время внимание мно-
гих исследователей привлекает опреде-
ленная группа пеги сто новых белков. 
Так называемые лабильно связанные не-
ги стоповые белки (ЛСНБ) в отличие 
от прочно связанных и остаточных пе-
г и сто новых бел ков э кстр а г и р у юте я и з 
хроматина 0,1 -0,4 М хлористым натри-
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