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E F F E C T O F T H R O M B I N A N D P R O S T A -
G L A N D I N S E A N D F ON SOME P A T T E R N S 
O F C A R B O H Y D R A T E M E T A B O L I S M IN 

H U M A N T H R O M B O C Y T E S 

S. A. Makarov, G. V. Kadryavtseva, 
A. / . Kolotilova 

Sta t e U n i v e r s i t y , L e n i n g r a d 

Af te r i n c u b a t i o n of i n t a c t t h r o m b o c y t e s 
wi th p r o s t a g l a n d i n s E 2 and F 2 a s t i m u l a t i o n 
of g lucose-6-phospha te dehydrogenase and 
g l u t a t h i o n e reduc tase ac t i v i t i e s as well as 
an increase in the ra te , of fcsedoheptulose-7-phos-
p h a t e a c c u m u l a t i o n were found . T h r o m b i n 
i n h i b i t e d the g lueose -6-phospha te dehydro-
genase a c t i v i t y by 30% in these t h r o m b o c y t e s . 
A d d i t i o n of t h r o m b i n , fo l lowing the i n c u b a -
t ion of t h r o m b o c y t e s w i t h p r o s t a g l a n d i n s , 
r emoved the a c t i v a t i n g effect of the p r o s t a -
g l a n d i n s on the p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y 
reac t ions , i n h i b i t e d g l u t a t h i o n e reduc tase and 
l a c t a t e dehydrogenase . 
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>7. И. Aotcuncty Ю. А. Акимов, А. А. Родионов 

НЕЙРОГЕННЫЕ ДИСТРОФИИ ПОЧЕК КРЫС 
И ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЛЬДОСТЕРОНА С РЕЦЕПТОРАМИ 

ЦИТОПЛАЗМЫ И ЯДЕР КЛЕТОК КАНАЛЬЦЕВ ОРГАНА 

Л а б о р а т о р и я трофической ф у н к ц и и нервной системы Института высшей нервной 
деятельности и нейрофизиологии AIT СССР, Москва 

Эндокринная система чутко реаги-
рует на те или иные изменения трофи-
ческой функции нервной системы. Из-
вестно, что при пер в но-ди строфическом 
процессе (НДП), сопровождающемся 
усиленной и извращенной иервно-про-
водниковой стимуляцией органов и 
тканей, имеет место изменение трофиче-
ского состояния организма, что влияет 
на его чувствительность к гормонам [1 — 
5]. Результаты опытов на целостном 
организме свидетельствуют о том, что 
НДП, возникающий в результате пере-
резки седалищного нерва, изменяет чув-
ствительность почек животных к раз-
личным физиологически активным ве-
ществам, в том числе к альдостерону [6, 
7]. Эксперименты показали, что этот 
минералокортикоид, регулирующий ре-
абсорбцию натрия в канальцах почек в 
норме НО, 11, 15, 16, 20], практически 
не вызывал изменения реабсорбции на-
трия при НДП. Отмечено также, что 

при рефлекторной дистрофии почек 
крыс происходит пятикратное снижение 
накопления 3Н-альдостерона срезами 
коркового вещества этого органа [81. 
Следовательно, можно предположить, 
что НДП, сопровождающийся измене-
нием чувствительности почек крыс к 
альдостерону, ведет к каким-то нару-
шениям в молекулярном механизме ис-
пользования этого гормона клетками 
канальцев органа. К настоящему вре-
мени стал известен биохимический ме-
ханизм взаимодействия альдостерона с 
клетками органов-мишеней [13, 14, 16— 
18, 211. Цель настоящего исследова-
ния — установление влияния НДП на 
интенсивность связывания альдостерона 
с рецепторами цитоплазмы этого гор-
мона в клетках канальцев почек и пере-
дачу альдостерона с рецепторов цито-
плазмы на рецепторы ядер в условиях 
целостного организма и in vitro. 
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М е т о д и к а 

В опытах использовали нелинейных крыс-
самцов с массой тела около 200 г. Д е н е р в а -
циоиную дистрофию почек получали их де-
к а п с у л я ц и е й и протравливанием входящих в 
орган сосудов 10% фенолом. Рефлекторную 
дистрофию вызывали перерезкой седалищного 
нерва в области верхней трети бедра с после-
дующим введением в центральный отрезок 
нерва 0 ,2 мл 2% раствора формалина . За 
3 дня до эксперимента животных (за исклю-
чением тех , из почек которых выделяли ядра 
в опытах in v i t ro) подвергали билатеральной 
адреиалэктомии д л я освобождения рецепто-
ров от эндогенного гормона. Ж и в о т н ы х ис-
следовали на 14-е сутки Н Д П . 

Ц и тоз о л ь получали i ie н т р и фуг и р о в а н нем 
гомогената при 105 000 g. В опытах in v i t ro , 
в которых определяли интенсивность связы-
вания гормона с рецепторами цитозоля , эту 
внутриклеточную ф р а к ц и ю выделяли в среде, 
в состав которой входили следующие компо-
ненты: К Н 2 Р 0 4 (50 мМ), KCI (К) мМ); дитио-
трейтол (6 мМ), глицерин (10 %) ; рН 7,7. 
В опытах in v ivo , проводимых с этой же 
целыо, д л я получения цитозоля использовали 
среду выделения , состоящую из сахарозы 
(0,25 М), трис-HCl (Ю мМ), MgCl2 (3 мМ) и 
дитиотрейтола (2 мМ); р Н 7,7. Эту же среду 
применяли и д л я выделения цитозоля , кото-
рый использовали в опытах in v i t ro по переда-
че 3 Н-альдостерона с рецепторов цитоплазмы 
на рецепторы ядер клеток к а н а л ь ц е в почек. 

Ядра выделяли , как описано в работе [9] 
Контроль чистоты ядерной фракции осу-
ществляли с использованием светового мик-
роскопа , о к р а ш и в а я ядра азуром I I . 

В опытах in v i t r o по определению в л и я н и я 
нейрогенпых дистрофий почек крыс на свя-
зывание 3 Н-альдостерона с рецепторами ци-
тозоля в последнем создавали концентрации 
этого гормона, равные 0 ,25-10~ 8 и М ( ) - , 9 М , 
и проводили и н к у б а ц и ю 18 ч. После инкуба-
ции цитозоль обрабатывали 5 мин декстраи-
угольной смссыо (ДУС), которую получали 
добавлением 4% активированного у г л я и 
0 , 5 % декстрана (мол. масса 80 000) к 1 М 
сахарозе (0,1 мл Д У С на 1,2 мл цитозоля) . 
Затем пробы центрифугировали и 1 мл надо-
садочной жидкости переносили в 10 мл сцин-
т и л л я ц и о н н о й смеси, к а к описано в рабо-

те [12]. 
В опытах in v i t r o по определению в л и я н и я 

рефлекторной и денервационной дистрофий 
на интенсивность передачи 3 Н-альдостерона 
с рецепторов цитозоля на рецепторы ядер 
цитозоль , получаемый от контрольных крыс, 
предварительно инкубировали 3 ч с 3 Н - а л ь д о -
стеропом, создавая в нем концентрацию гор-
мона, р а в н у ю 3 , 8 - Ю - 8 М. Затем смешивали 
0,4 мл этого цитозоля и 0 ,2 мл ядерной сус-
пензии, и н к у б и р о в а л и в течение 1 ч, ядра 
осаждали центрифугированием при 900 g 
в течение 15 мин и осадок д в а ж д ы ресуспен-
дировали и промывали средой, используемой 
для выделения ядер . Осадок ядер , получен-
ный после последней промывки, суспенди-
ровали в 1 мл буфера и вносили в 10 мл сции-
тилляционной смеси Ж С - 8 с метанолом (100 мл 
метанола и 1 л ЖС-8) . Во всех опытах in v i t -
ro д л я дифференциации специфического свя-
з ы в а н и я от неспецифического использовали 
200-кратный избыток немеченого альдостерона . 

В опытах in v ivo как подопытным, так и 
к о н тр о л ь и ы м ж и в оти ы м в н у тр и б р ю ш и н н о 
вводили 3 Н-альдостерон в количестве 36 нг 
( 1 - 1 0 - 1 0 моль) на 100 г массы тела живот-
ного [19]. В этих экспериментах д л я опреде-
л е н и я величины неспецифического связыва-
ния части животных одновременно с 3 Н - а л ь -
достероном инъецировали немеченый аналог 
вещества в количестве , которое позволяло 
создавать 200-кратный (ядра) и 5 0 0 - к р а т н ы й 
(цитозоль) избытки этого гормона . К р ы с этой 
серии опытов д е к а п и т и р о в а л и через 10 мин 
(цитозоль) либо через 20 мин (ядра) после 
введения гормона. К 1 мл полученного цито-
з о л я д о б а в л я л и 0,1 мл Д У С , перемешивали 
5 мин, центрифугировали при 700 g в тече-
ние 15 мин и 0 ,8 мл надосадочной жидкости 
вносили в смесь (10 мл) Ж С - 8 с метанолом. 
Ядра д в а ж д ы отмывали в среде, состоящей из 
0 ,25 М сахарозы и 1 мМ MgCl2 . После послед-
ней отмывки осадок ресуспеидировали и 
0 ,5 мл суспензии вносили в 10 мл того же 
сцинтиллятора . 

Все операции с биологическим материалом 
осуществляли на холоду (0—4 °С). Связыва-
ние 8 Н-альдостероиа с рецепторами выра-
ж а л и в пикограммах гормона на 1 мг цито-
зольного белка или на 100 000 ядер . К а ж д ы й 
опыт имел 5 повтор и остей. 

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 
опытов in vitro по исследованию влия-
ли я нейрогенпых дистрофи й почек 
крыс на величину связывания 3Н-альдо-
стерона с рецепторами цитоплазмы кле-
ток канальцев этого органа. По нашим 
данным, денервационная дистрофия это-
го органа, так же как и рефлекторная 
его дистрофия, не оказывали влияния 
на интенсивность специфического на-
копления 3Н-альдостерона рецепторами 
цитоплазмы при расчете на 1 г белка. 
Расчет на I г массы почки приводил к 
аналогичному выводу. Следовательно, 
можно предположить, что нейрогенные 
дистрофии не влияют на синтез цито-
плазматических рецепторов альдо-
стерона в организме и (или) на их спо-
собность взаимодействовать с гормо-
ном. Однако необходимо иметь в виду, 
что эти опыты проводили в жестких 
условиях in vitro, т. е. в таких, при 
которых не могли проявиться патоло-
гические изменения внутри- и внекле-
точной сред организма, всегда имеющие 
место при рефлекторной и денервацион-
ной дистрофиях и могущие оказать влия-
ние на процесс взаимодействия альдо-
стерона с цитоплазматическими рецеп-
торами этого гормона в условиях це-
лостного организма. Если бы изменение 
биосинтеза рецепторов или их способ-
ности связывать альдостерои имело мес-
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Рис. 1. Связывание 3 Н-альдостерона с рецепторами цитозоля клеток к а н а л ь ц е в 
почек крыс при нейрогеиных дистрофиях этого органа (in v i t ro ) . 

З д е с ь и на рис. 2 — 4: светлые столбики — контроль , темные — рефлекторная д и с т р о ф и я , за-
ш т р и х о в а н н ы е - д е и е р в а ц и о и и а я д и с т р о ф и я . 

Рис. 2. В л и я н и е рефлекторной и денервационной дистрофии почек крыс на передачу 
:*Н-альдостерона с цитозольиых рецепторов на ядерные в клетках к а н а л ь ц е в почек 

крыс (in v i t ro ) . 

Рис . 3. С в я з ы в а н и е 3 Н-альдостерона с рецепторами цитоплазмы клеток к а н а л ь ц е в 
почек крыс при рефлекторной и денервационной дистрофиях этого органа (in 

v ivo) . 

Рис . 4. Специфическое накопление 3 Н-альдостерона ядрами клеток к а н а л ь ц е в 
почек крыс при нейрогеиных дистрофиях этого органа (in v ivo) . 

то в действительности, то они прояви-
лись бы в любых условиях. 

Резул ьтаты э кс пер и ментов i л v i tro 
по вы явл ем и ю вл ия ни я J ieftpoгеи и ы х 
дистрофий почек крыс на способность 
ядер клеток канальцев этого органа па-
кап л и в а т ь Н - а л ьд ос те рои, п р е д в а -
рительно связавшийся с рецепторами 
цитоплазмы из почек контрольных крыс, 
свидетельствуют о том (рис. 2), что 
денервационная дистрофия не оказы-
вала влияния на способность ядер за-
хватывать гормон из цитоплазмы нор-
мальных клеток, содержащей альдо-
стерон (различия между опытом и конт-
ролем статистически недостоверны; 
Р •• 0,5). В то же время при рефлектор-
ной дистрофии почек связывание ;{Н-
альдостерона с рецепторами ядер ока-
залось на 26% ниже, чем в контроле 
(Р = 0,005). Следовательно, даже в ус-
ловиях in vitro, исключающих влияние 
внерецепторных изменений, рефлектор-
ная дистрофия, развивающаяся после 
перерезки седалищного нерва, оказы-
вала отрицательное влияние на специ-
фическое накопление гормона этой суб-
клеточной фракцией. Поскольку во всех 
экспериментах in vitro по захвату ре-
цепторами ядер 3Н-альдостерона из 
цитоплазмы использовали цитозоль из 
почек контрольных животных, можно 
утверждать, что рефлекторная дистро-
фия влияла именно на способность ядер 
воспринимать 3Н-альдостерон с гор-
монрецепторных комплексов, образую-
щихся в цитозоле при предварительной 
его инкубации с этим мииералокортико-
ндом. 

Исследования, аналогичные описан-
ным выше, были проведены также in 
vivo и дали более четкие результаты, 
что позволило судить о влиянии нейро-
геиных дистрофий на взаимодействие 
альдостерона с рецепторами этого гор-
мона на уровне целого организма. Ре-
зул ьтаты э кс пери ментов, при веденные 
на рис. 3, показывают, что при внутри-
брюшиином введении 3Н-альдостерона 
связывание гормона с рецепторами цито-
плазмы клеток канальцев почек крыс в 
расчете на 1 мг белка при денервацион-
ной дистрофии было практически таким 
же (Р I), так в контроле, а при реф-
лекторной дистрофии органа — на 36% 
ниже (Р = 0,032). Аналогичные резуль-
таты получены и при расчете специфи-
ческого связывания на 1 г почечной тка-
ни (так как количество цитозол ьного 
белка, выделяемого из 1 г почки, в 
контроле и при рефлекторной дистрофии 
этого органа было практически одина-
ковым) и на целую почку (поскольку 
рефлекторная дистрофия в наших опы-
тах не влияла на массу органа). В опы-
тах in vitro изменений связывания аль-
достерона цитоплазмой пе происходи-
ло, а в условиях in vivo оно было умень-
шено более чем на V3. Это свидетель-
ствует о том, что эти сдвиги в опытах 
in vivo определялись не отклонениями в 
рецепторах (их количества и качества), 
а изменениями в их молекулярном ок-
ружении. 

Следует обратить внимание и на то, 
что при рефлекторной дистрофии на-
блюдалось статистически достоверное и 
довольно значительное (на 75%) уве-

73 



личение неспецифического связывания 
;{Н-альдостерона белками цитоплазмы. 
Можно сделать предположение, что 
подобное депонирование альдостероиа 
может привести к тому, что значительная 
его часть выключится из процесса взаи-
модействия с рецепторами, в результате 
чего может снизиться концентрация 
альдостеронрецепторных комплексов 
в органе при его рефлекторной дистро-
фии. 

Из рис. 4 видно, что рефлекторная 
дистрофия почек крыс в отличие от де-
нервациониой приводила к значитель-
ному (на 50,6%) и статистически до-
стоверному (Р 0,001) снижению ин-
тенсивности специфического накопле-
ния 3Н-альдостерона ядрами клеток ка-
нальцев этого органа. Следовательно, 
опыты in vivo, так же как и in vitro, 
свидетельствуют о нарушении способ-
ности ядер клеток канальцев почек 
крыс при рефлекторной дистрофии этого 
органа воспринимать гормон с рецеп-
торов цитоплазмы. 

Таким образом, в наших опытах вы-
явлено снижение интенсивности свя-
зывания ;{Н-альдостерона с рецепто-
рами цитоплазмы клеток канальцев по-
чек крыс и передачи гормона с цито-
плазматических рецепторов на ядерные 
при перерезке седалищного нерва и сле-
дующей за ней рефлекторной дистрофии 
органа. Поскольку в опытах на целост-
ном организме выявлено снижение ин-
тенсивности специфического усвоения 
альдостероиа цитоплазмой клеток ка-
нальцев почек крыс при рефлекторной 
дистрофии органа, а в опытах in vitro 
это изменение не проявлялось, можно 
предположить, что нарушение нервно-
трофического обеспечения почки влияет 
не столько на количество рецепторов 
альдостероиа в цитоплазме и их спо-
собности взаимодействовать с гормоном, 
сколько на внутриклеточную среду, из-
менение которой отражается на процес-
се взаимодействия гормона с рецептора-
ми цитоплазмы. Этими же доводами 
можно объяснить различия между на-
коплением 3Н-альдостероиа ядрами 
клеток канальцев почек in vitro и in 
vivo, при этом следует учитывать, что 
в данном случае внутриклеточные из-
менения оказывают влияние на прояв-
ление результатов биосинтеза и (или) 
качество рецепторов альдостероиа. Сле-
довательно, можно считать, что угне-
тение реакции почки на альдостерон при 
рефлекторной дистрофии органа (по по-

казателю реабсорбции натрия), уста-
новленное ранее, обусловлено в опре-
деленной степени ослаблением взаимо-
действия альдостероиа с рецепторами 
цитоплазмы и ядер клеток канальцев 
почек животных и уменьшением актив-
ного транспорта натрия из клеток ка-
нальцев в межклеточное пространство 
и далее в кровь. Таким образом, реф-
лекторная дистрофия почек оказывает 
воздействие на реабсорбцию натрия в 
органе путем изменения взаимоотноше-
ния альдостероиа с рецепторами цито-
плазмы и ядер клеток канальцев не-
фрона. 

В то же время опыты показали, что 
денервационная дистрофия почки не ока-
зывает воздействия на специфическое ус-
воение альдостероиа. 
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N E U R O G E N I C D Y S T R O P H Y IN R A T KID-
N E Y A N D I N T E R A C T I O N B E T W E E N AL-
D O S T E R O N E A N D R E C E P T O R S IN CY-
T O P L A S M A N D N U C L E I O F T H E SMALL 

T U B U L A R C E L L S 

Ya. / . Azhipa, Yul A. Akimov, A. A. 7? >-
dionov 

I n s t i t u t e of Higher Nervous A c t i v i t y and 
Neurophys io logy , A c a d e m y of Sciences of 

the U S S R , Moscow 

D y s t r o p h y of ra t k idney caused by dener-
va t i on did not af fec t the b i n d i n g of ^ - a l d o -
s te rone wi th speci f ic recep tors of c y t o p l a s m 
and nuclei in the smal l t u b u l a r cells . But 
under c o n d i t i o n s of r e f l ec to ry d y s t r o p h y the 
ra tes of 3 H - a l d o s t e r o n e b i n d i n g w i t h c y t o p l a s m 
receptors as well as of t he ho rmone t r ansmi s -
sion f r o m c y t o p l a s i m c to nuc lea r r ecep to r s 
were decreased. The i m p a i r m e n t s observed 
in molecu la r m e c h a n i s m s of the a ldos t e rone 
c o n c u m p t i o n in k idney t u b u l a r cells m a y be 
respons ib le for a l t e r a t i o n s in the t i ssue sen-
s i t i v i t y to the hormone , which was expressed 
p r imar i l y as de t e r io ra t ion of the N a + r eabsorp-
t ion in the n e u r o d y s t r o p h i c i n j u r y . 
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А. Д. Таганов ич, Э. И. Олецкий, В. К. К ух/па 

АКТИВНОСТЬ МЕМБРАН НО-СВЯЗАННЫХ ФЕРМЕНТОВ, 
ПОКАЗАТЕЛИ МЕТАБОЛИЗМА В Ц И Г О П Л А 3 М Е И Н Е К О Т О Р Ы Е 

Ф И З И К О - Х И М И Ч Е С К И Е СВОЙСТВА ЭРИТРОЦИТОВ 
С П О В Ы Ш Е Н Н Ы М СОДЕРЖАНИЕМ ХОЛЕСТЕРИНА 

Кафедра биоорганической и биологической химии Минского медицинского института 

Одним из главных липидных компо-
нентов мембран эритроцитов, обеспе-
чивающих сохранение постоянства их 
физико-химических свойств, является хо-
лестерин (ХС). Известно, что его со-
держание в эритроцитах увеличивается 
но мере прогрессирования атеросклеро-
за. Имеются факты, свидетельствующие 
о важной роли эритроцитарного компо-
нента в возникновении ишемического 
синдрома при атеросклерозе [4]. Повы-
шение содержания ХС может оказывать 
влияние не только на липидно-белковые 
взаимоотношения в мембране, но и на 
метаболизм в цитоплазме. Изучение ме-
ханизмов этого влияния имеет важное 
значение для понимания патогенеза ате-
росклероза и отдельных его проявлений. 
К настоящему времени изучено сниже-
ние активности АТФазы в условиях на-
грузки ХС эритроцитарной мембраны 
[9, 10, 25]. Другие функциональные па-
раметры изучены недостаточно, а име-
ющиеся результаты противоречивы. 

Нами изучено влияние дозированной 
нагрузки ХС на активность ферментов, 
отличающихся по месту расположения 
в мембране эритроцитов, пассивную про-
ницаемость мембран для ионов и неко-
торые показатели метаболизма в цитоли-
зе эритроцитов. 

М е т о д и к а 
Кровь брали после декапитации здоровых 

беспородных крыс. В качестве а и т и к о а г у л я н -
та использовали Э Д Т А (1% раствор) . Эритро-
циты осаждали центрифугированием (1700 g, 
5 мин), троекратно промывали средой № 199 
на основе раствора Хенкса и инкубировали 
в этой же среде (гематокрит 2 % ) с ХС-суспен-
зией 1—6 ч при 37 °С. Конечная концентра-
ция ХС в среде инкубации составляла 1,34 мМ. 
После окончания инкубации эритроциты осаж-
дали центрифугированием (1700 g, 3 мин). 
Осадок промывали трижды 0,155 М раство-
ром NaCl . Контролем с л у ж и л и эритроциты, 
которые инкубировали при тех же условиях 
без ХС. 

Гемолизат получали добавлением к осад-
ку эритроцитов дистиллированной воды 
(объемное соотношение 1 : 4 ) . 
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