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Д Д XXVII съезду КПСС - д о с т о й н у ю встречу 

С. С. Кривобокова 
МЕДИЦИНСКАЯ ХИМИЯ И НАУЧНО-ТЕХНИЧЕСКИЙ ПРОГРЕСС 

Научно-технический прогресс — ос-
новной фактор социально-экономиче-
ского развития нашей страны. Комму-
нистическая партия Советского Союза 
поставила перед советской наукой 
огромные и ответственные задачи — 
необходимо сосредоточить усилия на 
основных направлениях, мобилизовать 
научно-технический потенциал страны, 
обеспечить выход на самые передовые 
рубежи в важнейших областях науки 
и техники. Эти задачи имеют самое 
прямое отношение к медицине. 

Генеральный секретарь Ц К КПСС 
М. С. Горбачев в докладе «Коренной 
вопрос экономической политики пар-
тии» на совещании в Ц К КПСС по 
вопросам ускорения научно-техниче-
ского прогресса 11 июня 1985 г. ска-
зал: «На задачи науки необходимо 
взглянуть по-новому, сквозь призму 
требований времени—требований ре-
шительного поворота ее к нуждам 
общественного производства, а произ-
водства — к науке». При этом он под-
черкнул, что приоритетное значение 
должно быть придано фундаменталь-
ной цауке. 

Медицинская наука, в том числе ме-
дицинская химия, также должна 
войти в эту новую систему. Это обус-
ловлено тем, что одной из характер-
нейших черт научно-технического 
прогресса являются значительные 
успехи в познании мира живого, а 
также в росте практического приложе-
ния новых открытий. Современные 
биология и медицина претерпевают 
революционные изменения и особую 
роль в этом процессе играет биохимия. 
При этом, как отметили А. А. Баев и 
А. Н. Шамин в докладе на симпозиуме 
«Революция в биологии» 16-го Между-
народного конгресса по истории науки 
(Бухарест, 1981), формирование био-
х и м и и б ы л о в ы р а ж е н и е м н о в е й ш е й 
революции в естествознании на уровне 
биологии. Д л я биологии XX века про-

никновение на молекулярный уровень 
проявлений жизнедеятельности озна-
чало то же самое, что для физики про-
никновение в область микроявлений. 
Биохимия превратилась в важнейший 
ф актор р ев о л ю ци о и н ы х преобразова-
ний в биологии, что немедленно нашло 
отражение в появлении новых направ-
лений научной и практической меди-
цины. 

Акад. 10. А. Овчинников, характери-
зуя важнейшие достижения современ-
ной биологии, пишет: «Главная черта 
происходящих ныне в биологии собы-
тий— открывшаяся возможность, пусть 
еще на простейших системах, управ-
лять клеточными процессами. В лабо-
раториях стали искусственно созда-
ваться клетки с нужными характери-
стиками для микробиологического 
синтеза, начали проводиться экспери-
менты по слиянию клеток высших 
организмов с целыо получения прин-
ципиально новых клеточных гибридов, 
найдены условия для выращивания 
клеток растений, животных и д а ж е 
человека вне организма, на искусст-
венных средах. Разработаны методы 
перестройки генетического аппарата, 
создания искусственных генов и их 
встраивания в геном клетки и на этой 
основе удалось получить сотни новых 
мельчайших организмов, неизвестных 
в природе, но несущих нужные чело-
веку признаки. Так произошло форми-
рование генетической и клеточной ин-
женерии как принципиально нового 
научного направления. Революциони-
зирующее воздействие ее на решение 
практических задач сельского хозяй-
ства и медицины было отмечено на 
совещании в Ц К КПСС по вопросам 
ускорения научно-технического про-
гресса 11 июня 1985». 

Естественно, что наиболее важной 
для современной медицины является 
возможность управления клеточными 
процессами. Все эти достижения, име-
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ющие важный выход в медицинскую 
практику, были результатом прогресса 
фундаментальных исследований в об-
ласти физико-химической биологии — 
комплексного научного направления 
сложной структуры со специфическим 
методическим аппаратом, опирающе-
гося на обширный, новый по своему 
характеру эмпирический материал, 
способствующий построению новых 
теоретических концепций и облада-
ющий четким механизмом практиче-
ского использования полученных ре-
зультатов. 

Однако именно те области физико-
химической биологии, которые непо-
средственно смыкаются и переплета-
ются с рядом фундаментальных на-
правлений медицинской науки, показы-
вают, что достижения современной 
науки не ограничиваются только об-
ластью клетки. Качественно новыми 
•стали изучение различных регулятор-
пых механизмов, открытие ряда гор-
монов, нейропептидов, простаглаиди-
нов, что привело к постановке важней-
ших проблем функционирования слож-
ных организмов. Физико-химическая 
биология играет в настоящее время 
наиболее важную роль в разработке 
проблем иммунитета. 

Вместе с тем сохранила свое значе-
ние для медицины и классическая био-
химия, в центре внимания которой бы-
ли разнообразные системы обменных 
процессов и активности ферментов, 
катализирующих отдельные обменные 
реакции. Однако и в классической био-
химии происходят существенные изме-
нения, связанные прежде всего с соз-
данием ми о го ч и слеп и ы х п р и н ци пи а л ь -
но новых методов исследования, на-
пример иммуиоэлектрофореза, разно-
образных форм хроматографии, что 
приводит к более углубленной детали-
зации наших знаний в области нор-
мальной биохимии и патобиохимии че-
ловеческого организма. 

Пожалуй, в настоящее время имен-
но это в наибольшем масштабе влияет 
на клинико-биохимические методы, что 
очень важно, так как фундаментальные 
исследования при всей их значимости 
не должны заслонять специфику кли-
нической медицины, имеющей дело с 
людьми. Сегодня это особенно важно, 
так как нередко имеет место сочета-
ние нескольких заболеваний, причем 
только биохимические подходы позво-
ляют их точно отдифференцировать и 

диагностировать. Необходимо отме-
тить одно обстоятельство, о котором 
редко упоминают в статьях, посвящен-
ных медицинской химии, фармаколо-
гии и т. п. Речь идет об экономическом 
факторе, связанном с резким удешев-
лением и увеличением доступности еще 
недавно уникальных приборов и пре-
паратов. Кроме того, прогресс физико-
химической биологии и возникновение 
биотехнологии сопровождаются значи-
тельным повышением отдачи затрат 
на фундаментальные исследования по 
сравнению д а ж е с такими областями, 
как электроника, химия полиме-
ров и др. 

Таким образом, прогресс физико-
химической биологии и медицинской 
химии оказывает существенное влия-
ние и на такие отрасли, как производ-
ство лекарственных препаратов высо-
коэффективного направленного дейст-
вия, производство которых основано па 
наиболее современных технологиях, 
позволяющих быстро переходить от 
изготовления опытных образцов к се-
рийному выпуску продукции. Одновре-
менно все это оказывает влияние на 
разработку и производство новых ме-
дицинских приборов и аппаратов, ав-
томатических и полуавтоматических 
устройств, предназначенных для ана-
лиза и контроля физиологических 
параметров человека, проведение кли-
нико-биохимических экспресс-анали-
зов, различных приборов, выполня-
ющих функции жизненно важных 
органов человека. Это в свою очередь 
требует разработки и производства 
необычайно широкого спектра реакти-
вов и различных химических средств, 
обеспечивающих функционирование 
парка приборов новых поколений. И то 
и другое невозможно без углубления 
и расширения исследований в области 
биохимии, биоорганической химии, 
молекулярной биологии и т. д. 

Таковы предпосылки той важной, 
часто решающей роли, которую играет 
современная медицинская химия, зна-
чительно видоизменившаяся под влия-
нием фундаментальных открытий фи-
зико-химической биологии, в прогрессе 
современной медицинской науки. 
О применении этих достижений можно 
говорить очень много. Остановимся 
лишь на отдельных примерах, пред-
ставляющихся наиболее перспектив-
ными и отражающих наиболее ярко 
воздействие фундаментальных иссле-



дований на тенденции развития прак-
тической медицины. 

Так, по инициативе акад. 10. А. Ов-
чинникова было начато комплексное 
исследование ионных каналов и мем-
бран белков, из которых они построе-
ны. Последовательно были реализова-
ны две всесоюзные научные програм-
мы «Нервный импульс» и «Ионный 
канал». Характерно, что эти комплекс-
ные исследования проводились инсти-
тутами биоорганической химии им. 
М. М. Шемякина АН СССР, хирургии 
им. А. В. Вишневского АМН СССР, 
биохимии АН Узбекской ССР, физио-
логии им. А. А. Богомольца АН УССР, 
цитологии АН СССР. 

Работа важнейших систем организ-
ма человека обусловлена в конечном 
счете поразительно точно сбалансиро-
ванным функционированием ионных 
каналов клеток. Примером такого 
фуикционирования являются нервные 
импульсы. Ионные каналы участвуют 
в таких процессах, как инициация 
сокращения сердечной и гладкой 
мышц, секреция гормонов и фермен-
тов, рост и деление клеток, регуляция 
клеточного обмена веществ. Многие 
лекарственные вещества и гумораль-
ные регуляторы действуют на орга-
низм, прямо или опосредованно влияя 
на ионные каналы. По существу столь 
знакомые всем врачам электрокар-
диогра мм ы, электроэнцефалограммы и 
электромиограммы являются ни чем 
иным, как записями суммарных элек-
трических сигналов необычайного мно-
жества специализ и р о в айны х и он пых 
каналов клетки. Таким образом, изуче-
ние их функционирования имеет не-
о б ы к и о в ен но важное з и а ч ен и е дл я 
понимай ия мол екул ярны х основ про-
ведения нервного возбуждения и, сле-
довательно, является основой для 
создания принципиально новых лекар-
ственных препаратов. 

Изучение ионных каналов представ-
ляло определенные трудности и стало 
возможным только после открытия 
ней рото кси 11 о в, дей ству ющи х и з б и р а -
тельио на электровозбудимые ионные 
каналы нервных волокон или блокиру-
ющих действие главного медиатора-
ацетилхолипа и т. п. Возникла воз-
можность создания новых методов 
изучения ионных каналов. В результа-
те многолетней работы были получены 
важные данные о строении и свойствах 

хемовозбудимых ионных каналов мем-
браны нервной клетки. 

Взаимодополняющие исследования; 
биохимические и электрофизиологиче-
ские, позволили получить новые дан-
ные об электровозбудимых натриевых 
каналах, участвующих в генерализа-
ции и проведении импульсов возбуж-
дения в нервных клетках, нервных во-
локнах, клетках сердечной и скелетных 
мышц. 

Какое значение имеют фундамен-
та льные исследования этих объектов 
для медицинской практики? Оказа-
лось, что у натриевых каналов сущест-
вует общий регуляторный центр,, 
управляющий всеми его функциями. 
Вместе с тем воздействие на опреде-
ленные участки натриевого канала мо-
жет избирательно повышать или по-
вышать его чувствительность к элек-
трическому сигналу. При изучении 
механизма действия нейротоксинов на 
натриевые каналы ученые обращали 
внимание на взаимодействие токсинов 
с некоторыми лекарственными препа-
ратами, а именно антиаритмическими, 
анестетическими, противосудорожны-
ми веществами. Биохимикам удалось 
установить с помощью меченных 
р ад и о а кти в и ы ми изотопами air а л о го в 
нейротоксинов, что наибольшее коли-
чество натриевых каналов содержится 
в клетках мозга. Было показано, что 
натриевые каналы представляют со-
бой бел ково-угл сводный комплекс, ко-
торый пронизывает липидную мембра-
ну. В настоящее время ведется интен-
сивное изучение деталей молекуляр-
ной структуры таких каналов. 

В результате этих исследований 
удалось не только приблизиться к по-
ниманию молекулярных основ прове-
дения нервного возбуждения, по и 
наметить конкретные подходы к раз-
работке приемов направленного воз-
действия на ионные каналы, а следо-
вательно, к управлению функцией 
нервных клеток. Таким образом оказа-
лись открыты и новые пути для на-
правленного синтеза нового класса 
биологически активных веществ — мо-
дуляторов действия лекарственных 
препаратов, а также принципиально' 
новых лекарственных средств для ле-
чения заболеваний нервной системы. 

Этот j щ к л н а у ч и ых и сс л едо в а ни й 
показывает интегрирующую роль сов-
ременной физико-химической биологии 
в медико-биологических исследова-
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ниях. Такого рода программы объеди-
няют различные направления исследо-
ваний в области медицинской науки, 
сформулированные с учетом долгосроч-
ной комплексной программы научно-
технического прогресса и его социаль-
но-экономических последствий до 
2000 года. Если проанализировать раз-
витие основных долгосрочных направ-
лений, начатых еще в одиннадцатой 
пятилетке, то можно увидеть две чет-
кие тенденции: повышение комплекси-
рования исследований и, следователь-
но, сближение, а иногда и переплете-
ние отдельных направлений; повыше-
ние роли физико-химической биологии 
в фундаментальных исследованиях в 
области медицины и разработка новых 
методов диагностики и лечения раз-
личи ых з абол еваний. 

Эти тенденции находят свое вопло-
щение в области изучения основ жиз-
недеятельности здорового организма 
человека, в том числе механизмов его 
стабилизации, осуществляющих обе-
спечение нормальных жизненных функ-
ций в условиях воздействия разнона-
правленных факторов внешней среды. 
Это касается всей иерархии его жиз-
ненно важных органов и систем, а так-
же и всего организма в целом. Перво-
степенно важным является изучение 
нервной, сердечно-сосудистой систем, 
дыхания, пищеварения, органов выде-
ления и др. Особое внимание уделяет-
ся изучению генетики человека, а так-
же основных закономерностей его выс-
ших мозговых функций. Важнейшим 
и а пр а влей и ем является, в ч а стиости, 
изучение роли нейропептидов в дея-
тельности нервной системы и возмож-
ности использования их в качестве ле-
чебных и регуляторных средств. 

Изучение физиологически активных 
пептидов является также примером 
комплекса исследований, интегрирую-
щих несколько медико-биологических 
направлений. Еще два десятилетия на-
зад советские ученые обратили внима-
ние па возможную роль пептидов как 
переносчиков терминальной информа-
ции в различных тканевых и клеточных 
процессах, т. е. на их функции как вто-
ричных семантид. Пептиды, как изве-
стно, выполняют в природе только од-
ну функцию — тонко направленных 
эффективных регуляторов. И эти регу-
лятор ы п р едет а в л я ют о пр е дел ен н ы й 
интерес как для теоретической, так и 
для практической медицины. Известны 

пептидные гормоны, токсины и анти-
токсины, ингибиторы и активаторы 
фер ментов, анти биотики, и м м у и ости -
муляторы, пептиды-переносчики ионов 
через мембраны. В последние годы ин-
терес к пептидам был стимулирован 
еще и открытием нейропептидов, изу-
чением их взаимоотношений, механиз-
мов образования и функций. 

В гипоталамусе образуются пептид-
ные гормоны нового типа, которые, по-
ступая в гипофиз, дают сигнал для 
мощного каскада биохимических про-
цессов, прежде всего для образования 
гормонов гипофиза и стероидных гор-
монов. Гипоталамические пептидные 
факторы являются наиболее эффек-
тивными биологически активными ве-
ществами. Наибольший интерес пред-
ставляет существование пептидов, ока-
зывающих влияние и воздействующих 
на процессы высшей нервной деятель-
ности. Открыты пептиды, обусловлива-
ющие ощущение боли, различные эмо-
ции, развитие отдельных стадий сна, 
выработку условных рефлексов, а так-
же воздействующие на оперативную и 
долговременную память. Не удивитель-
но поэтому, что их исследованиям уде-
ляют внимание многие специалисты: 
нейрохимики, нейрофизиологи, специа-
листы в области высшей нервной дея-
тельности, психологи, биохимики, био-
органики, а также ученые-медики. Уже 
сейчас в СССР разработаны многочис-
ленные методы химического синтеза 
пептидов. Имеются все предпосылки 
для значительного расширения изуче-
ния механизма действия и лечебного 
применения пептидных препаратов. 

В силу вышеуказанного все большее 
значение приобретают биохимические 
исследования таких фундаментальных 
проблем, как биохимия и патохимия 
обмена веществ и механизмов его ре-
гуляции, структура и функции физио-
логически активных белков, пептидов 
и других азотистых соединений, биохи-
мия различных по своей химической 
природе биорегуляторов — от пепти-
дов до простагландинов, функциони-
рование ферментов в здоровом орга-
низме и при патологических состояни-
ях, тончайшие механизмы биосинтеза 
белков и биохимия морфогенеза, струк-
тура и функции липидов и их комп-
лексов в здоровом и больном организ-
ме, структура и функции мембран. 

Биохимические исследования вышли 
уже в космос. Как известно, в програм-



му экспедиций на орбитальную стан-
цию «Салют-7» были внесены экспери-
менты по электрофоретическому раз-
делению биологически активных соеди-
нений, прежде всего белков и пепти-
дов, для получения сверхчистых препа-
ратов в условиях невесомости. 

Значительное распространение полу-
чают исследования по медицинской эн-
зимологии, в том числе вопросы энзи-
модиагностики и энзимотерапии. Эти 
исследования оказывают влияние на 
изменения в клинической химии. Они 
оказываются ключевыми и при изуче-
нии молекулярных механизмов дейст-
вия ряда лекарственных препаратов, и 
при исследовании особенностей обме-
на веществ в экстремальных условиях, 
при стрессах и при воздействии небла-
гоприятных факторов окружающей 
среды. Через биохимические исследо-
вания осуществляется наиболее важ-
ный процесс комплексироваиия меди-
цины и экологии, образования нового 
медико-экологического направления в 
медицине. 

Все эти биохимические исследования 
оказывают все большее влияние на 
развитие важнейших направлений ме-
дицины. В области изучения сердечно-
сосудистых заболеваний — важнейше-
го из этих направлений — все больший 
удельный вес приобретают исследова-
ния в области молекулярной кардиоло-
гии. Однако наряду с этим развивают-
ся и общебиохимические подходы к 
изучению и предупреждению тромбо-
образоваиия, атерогепеза, нейрогумо-
ралы-юй регуляции сосудистого тонуса 
и артериального давления, разработки 
методов предупреждения и диагности-
ки сердечно-сосудистых заболеваний 
на основе биохимических показателей. 

Без углубления биохимических и мо-
лекулярио-биологических основ невоз-
можно представить себе и развитие та-
кой важнейшей области медицины, как 
онкология. Все большее значение при-
обретают работы по иммунологическим 
маркерам опухолей, ранним методам 
биохимической диагностики опухолеоб-
разоваиия, изучению молекулярно-био-
логических основ противоопухолевого 
иммунитета, созданию методов имму-
нитета, созданию методов иммунотера-
пии рака. Проблема онкогенов также 
является биохимической проблемой и 
решается с помощью биохимических 
методов. Следует отметить, что практи-
чески все надежды победить рак без 

хирургического вмешательства замы-
каются в конце концов на использова-
нии для решения этой проблем мето-
дов физико-химической биологии. 

Среди фундаментальных наук, на ос-
нове которых развивается медицина, 
одно из основных мест занимает гене-
тика человека. Развитие методов опре-
деления последовательности пуклеоти-
дов в Д Н К позволило начать прямое 
изучение генома человека. Соотнесение 
этих исследований с последними дан-
ными геносистематики, с одной сторо-
ны, и данными о строении хроматина 
и функциональной морфологией каж-
дой хромосомы — с другой, создает 
новую ситуацию в изучении нормаль-
ной и патогенетики человека. 

Расширение знаний о наследственно-
сти человека з и а ч ительно о бл е г ч ил о 
подходы к диагностике и лечению на-
следственных болезней. И здесь биохи-
мические представления и методы иг-
рают существенную роль. Вместе с тем 
и здесь ожидается существенный про-
гресс, связанный с прогрессом в обла-
сти молекулярной генетики, особенно 
методов манипулирования с генетиче-
ским материалом, а также с формиро-
ванием у генетиков «химического мыш-
ления»: методы генетической инжене-
рии сделали зримым квантовый кор-
пускулярный характер отдельных ге-
нов. 

Близко смыкаются с проблемами он-
кологии и генетики проблемы вирусо-
логии. Сам характер этой науки, ее 
положение в системе медицинских и 
биологических наук за последние годы 
значительно изменились благодаря раз-
витию физико-химической биологии. 
Вирусология оказалась ключевым на-
правлением в разработке ряда теоре-
тических положений и методов мани-
пулирования с генетическим материа-
лом. Хотя ряд важнейших исследова-
ний последних десятилетий, начиная с 
исследования оикориавирусов и ревер-
тазы или создания методов внесения 
генов и их фрагментов в геном или 
клетку, неотделимы от создания основ 
современной физико-химической био-
логии как сложного комплексного на-
правления, вирусология не утратила 
своего облика и своих важных практи-
ческих задач в области медицины. Од-
нако сейчас трудно предположить, что 
такие важные практические задачи, 
как, например, борьба с эпидемиями 
гриппа, может быть решена без про-
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гресса в изучении первичной и вторич-
ной структур генома и структуры бел-
ков вируса гриппа, без прогресса в 
изучении интерлейкинов, без создания 
эффективного производства интерферо-
нов и т. д. 

Большую роль биохимические на-
правления играют и в эндокринологии. 
В результате последних открытий био-
химиков и возникновения нейроэндо-
крииологии принципы, лежащие в ос-
нове представлений о гуморальной ре-
гуляции процессов жизнедеятельности, 
претерпели революционизирующие из-
менения. Перед эндокринологией боль-
шие перспективы были открыты чисто 
химико-синтетическими по своей мето-
д о л о ги и и сс л е д о в а н и я м и, свя з а н н ы м и 
с указанным выше открытием, изуче-
нием структуры и синтезом различных 
соединений (прежде всего пептидной 
природы) и их биологически активных 
аналогов. Экспериментальная и клини-
ческая эндокринология и биохимия 
гормонов получают повое развитие 
благодаря более детальному изучению 
механизмов образования и физиологи-
ческого действия различных биорегу-
ляторов. Эндокринология благодаря 
формированию нейроэндокринологии 
оказалась сближенной с нейропатоло-
гией. Выше приведен пример изучения 
ионных и натриевых каналов, однако 
вклад биохимиков в исследования ней-
ропептидов открывает трудно оцени-
мые пока перспективы познания меха-
низмов их действия и практического 
приложения. 

Биохимия продолжает играть важ-
ную роль в решении таких традицион-
ных медицинских проблем, как пита-
ние. Вопросы гигиены питания оказа-
лись связанными не только со струк-
турой питания и дифференциацией био-
химических характеристик пищевых 
продуктов, ио и с изучением биохимии 
и физиологии питания, в том числе мо-
лекулярного уровня усвоения питатель-
ных веществ организмом. По пробле-
мам лечебного питания на основе изу-
чения метаболического статуса орга-
низма разрабатываются патогенетиче-
ски обоснованные лечебные рационы, 
рекомендуемые при заболеваниях си-
стем пищеварения, почек, обмена ве-
ществ, сердечно-сосудистой системы, 
различных форм аллергий. Сейчас без 
участия биохимии невозможны реко-
мендации по созданию специализиро-

ванных продуктов диетического и дет-
ского питания. 

Биохимия и биотехнология сейчас 
воздействуют на многие аспекты проб-
лемы питания благодаря развитию но-
вых производств пищевых продуктов, 
пищевых добавок, вкусовых веществ. 
Налажено производство разнообраз-
ных ферментативных и биоактивных 
препаратов, в том числе эубиотиков, 
которые оказывают стабилизирующее 
и лечебное действие при нарушениях 
процессов пищеварения. 

Биохимия решительно вторглась в 
область фармакологии и фармации. 
Разработка новых лекарственных 
средств полностью основана на иссле-
довании биохимических механизмов 
действия различных препаратов, изу-
чении взаимосвязи химической струк-
туры, физико-химических свойств с их 
фармакологической активностью. Важ-
нейшей проблемой стало изучение мо-
лекулярных основ взаимодействия эн-
догенных и экзогенных регуляторов 
физиологических функций с рецепто-
рами биологических мембран. Клиниче-
ская фармакология сосредоточивает 
внимание на биохимических исследова-
ниях механизмов фармакокинетики и 
ф а р м а ко д и и а м и ки л е к а р с/г в е н и ы х 
средств, влияющих на центральную 
нервную и сердечно-сосудистую систе-
мы, а также антибиотиков и препара-
тов других классов соединений. Не 
прекращаются работы по изысканию и 
изучению новых антибиотиков, на-
правленные на внедрение новых анти-
бактериальных антибиотиков, а также 
их полусинтетических производных. 

Наибольшее внимание уделяется в 
настоящее время двум областям ис-
следований, необычайно перспектив-
ным с точки зрения практического при-
ложения, особенно в медицине. Эти 
области, первоначально достаточно 
удаленные друг от друга, сблизились 
в процессе исследований. Речь идет о 
генетической инженерии и иммунобио-
логии. 

Развитие этих направлений явилось 
специальной заботой Коммунистиче-
ской партии Советского Союза и Со-
ветского правительства. В 1974 г. было 
принято постановление Ц К КПСС и 
Совета Министров СССР «О мерах по 
ускорению развития молекулярной 
биологии и молекулярной генетики и 
использованию их достижений в народ-
ном хозяйстве». После его успешного 
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выполнения в 1981 г. было принято 
новое чрезвычайно важное постановле-
ние Ц К КПСС и Совета Министров 
СССР «О дальнейшем развитии физи-
ко-химической биологин и биотехноло-
гии и использованию их достижений в 
медицине, сельском хозяйстве и про-
мышленности». В настоящее время 
Меж вед о м ст вен н ы й н а у чно-техи и ч е -
ский совет по проблемам физико-хими-
ческой биологии и биотехнологии при 
Государственном Комитете СССР по 
науке и технике и президиуме 
АН СССР координируют большую 
комплексную программу по биотехно-
логии, выполнение которой ведется на-
растающими темпами. Вопросы, свя-
занные с использованием достижений 
физико-химической биологии, коорди-
нирует также Межведомственный со-
вет АН СССР и АМН СССР по фуи-
д а м е нт ал ьиы м проблемам м ед ици 11 ы. 

Истор и я генети ческой инженер и и и 
биотехнологии насчитывает всего не-
многим более 10 лет. Первые работы, 
в которых открывались перспективы 
манипулирования с генетическим мате-
риалом, были опубликованы в 1972 г. 
Однако за эти годы был достигнут 
грандиозный прогресс в создании ор-
ганизмов с искусственными и модифи-
цированными генами. Д л я медицин-
ской практики стали доступны естест-
венные регуляторы человеческого ор-
ганизма. Впервые возникла возмож-
ность промышленного получения непо-
средственно инсулина человека, в то 
время как ранее для лечения диабета 
использовали препараты инсулина, по-
лученные из животных организмов, 
т. е. не полностью идентичного по 
своей структуре инсулину человека, 
а следовательно, вызывающие образо-
вание в организме антител, блокирую-
щих их действие. Инсулин человека 
производится с помощью микроорга-
низмов, в состав которых методами 
генетической инженерии введен искус-
ственно полученный ген, обеспечиваю-
щий его биосинтез. В 1984 г. советски-
ми специалистами с помощью методов 
генетической инженерии создан проти-
вовирусный агент — интерферон чело-
века, проходящий сейчас завершаю-
щую стадию медицинских испытаний. 

Важно отметить, что возникновение 
генетической инженерии и использова-
ние ее в биотехнологии знаменовало 
принципиально новый этап современ-
ной научно-технической революции. 

Впервые в истории науки фундамен-
тальные исследования и прикладные 
разработки оказались не просто орга-
низационно сближенными, по практи-
чески объединенными. Одни и те же 
исследователи осуществляли синтез 
гена, введение его в тот или иной про-
дуцент, и те же самые ученые проводи-
ли подготовку этого организма для по-
лучения промышленных штаммов. 
В истории науки еще не было такого 
случая, чтобы одни и те же умы и ра-
бочие руки исследователей на одних 
и тех же лабораторных столах, одни-
ми и теми же методами проводили 
тончайшие фундаментальные исследо-
вания, которые тут же трансформиро-
вались в прикладные разработки боль-
шой эффективности. В результате путь 
от фундаментальных исследований до 
промышленного внедрения сократился 
до минимума. Необходимо учесть и то 
обстоятельство, что новые методы, раз-
работанные в институтах, очень скоро 
становятся достоянием работников за-
водских лабораторий, обеспечивающих 
производство. 

Такое же положение сложилось и в 
области клеточной инженерии. Микро-
организмы и низшие грибы давно ис-
пользовались в биотехнологических 
процессах, необходимых для получе-
ния, например, антибиотиков. Уже дав-
но умеют получать культуры тканей 
и клеток растений и животных орга-
низмов. Такие культуры используются 
в промышленных условиях для полу-
чения многих лечебных препаратов. 

Но в настоящее время в клеточной 
инженерии был осуществлен революци-
онный прорыв в область иммунологии. 
Речь идет о создании так называемой 
гибридомной технологии, открывшей 
новую эру в иммунологии и создав-
шей предпосылки для получения 
средств диагностики любых заболева-
ний и, возможно, направленных, инди-
видуализированных средств лечения 
наиболее серьезных болезней. Сущ-
ность этого процесса заключается в 
том, что главные продуценты белков-
антител — лимфоциты, стимулирован-
ные необходимым агентом (например, 
вирусом), соединяются с клеткой лим-
фоцита, пораженного раком (миелом-
пой клеткой). В результате такого 
слияния и получается гибридома. Эта 
клетка от исходного лимфоцита полу-
чает способность продуцировать анти-
тела лишь против стимулирующего 
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агента—вируса , а от раковой клет-
к и — способность к безудержному ро-
сту и размножению. Таким образом 
возникла возможность получения боль-
ших количеств индивидуальных или 
моноклональных антител. 

Эти открытия, так же как достиже-
ния в области инженерной энзимоло-
гии (прежде всего получения иммоби-
лизованных ферментов и клеток), со-
здали принципиально новую ситуа-
цию как в области медико-биологиче-
ских исследований, так и в ряде важ-
ных направлений практической меди-
цины и медицинской промышленности. 

Таким образом, влияние физико-хи-
мической биологии и биотехнологии 
на решение многих проблем практиче-
ской медицины, к которым до послед-
него времени были неясны д а ж е под-
ходы, будет непрерывно возрастать. 
На биотехнологической основе созда-
ются сейчас многочисленные лекарст-
венные препараты, биологически актив-
ные вещества, разнообразные пищевые 
добавки. Достаточно отметить, что по-
лучение полупродуктов для синтеза 
современного поколения пенициллинов 
в СССР осуществляется полностью с 
помощью иммобилизованных фермен-
тов. Генетическая инженерия помогает 
разрабатывать принципы получения 
всего спектра пептидных и полипеп-
тидных (белковых) регуляторов, кото-
рые можно использовать в качестве 
лекарственных препаратов. Кроме ин-
сулина и интерферона, открываются 
возможности синтеза соматостатина, 
соматотропина, нейропептидов и мно-
гих других биологически активных 
пептидов. Гибридомная техника от-
крывает перспективы получения новых 
вакцин, моноклональных антител, реа-
гентов для диагностики различных за-
болеваний. Появление иммуноэлектро-
фореза в его разнообразных модифи-
кациях было революционным достиже-
нием не только биохимии, но и анали-
тической химии в целом. Впервые 
появились возможности аналитическо-
го определения веществ, находящихся 

пе в фазовом состоянии, а в виде от-
дельных молекул. 

Инженерная энзимология также 
внесла свой вклад в теоретическую и 
практическую медицину. Иммобилиза-
ция ферментов привела к появлению 
новых технологических приемов полу-
чения различных соединений, сами им-
м о б 11 л и зов а и II ы е ферме н т ы поз в о л я ют 
гораздо полнее использовать их цен-
нейшие биокаталитические качества. 
Кроме того, сам принцип иммобилиза-
ции привел к появлению важных идей 
о создании систем «доставки» лекарст-
венных препаратов целенаправленно-
го действия к пораженным органам, 
тканям и д а ж е клеткам. Это можно 
осуществить, заключив фермент в им-
мобилизующую его микрокапсулу. 
Кроме того, большой интерес пред-
ставляет разработка метода переноса 
лекарственных средств к пораженным 
тканям с помощью липосом, которые 
можно рассматривать как специаль-
ную «упаковку» для ряда биологиче-
ски активных препаратов направлен-
ного действия. 

Таким образом, фундаментальные 
исследования в области физико-хими-
ческой биологии и ее медико-биохими-
ческой составляющей являются прооб-
разом значимых, если пе важнейших 
воплощений практической медицины 
завтрашнего дня. В ряде случаев стре-
мительный прогресс современных на-
учных исследований при правильной 
организации их внедрения отчетливо 
виден уже сегодня. Необходимо лишь 
подчеркнуть, что все достижения ме-
дицинской химии содействуют главной 
цели, которую подчеркнул Генераль-
ный секретарь Ц К КПСС М. С. Горба-
чев во время своего пребывания в Тю-
менской и Томской областях — реше-
нию социальных задач, повышению 
благосостояния и жизненного уровня 
советских людей, заботе об их здо-
ровье. Охрана здоровья советских лю-
д е й — благородное призвание биохими-
ков— ученых и врачей, важная соци-
а л ьно-э ко н ом и ч ее к а я п р о б л е м а. 
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Ыуклеозиды с антиметаболической 
активностью составляют один из важ-
ных классов биологически активных 
веществ. Они нашли широкое приме-
нение в онкологии, вирусологии, мик-
робиологии, знзимологии и в послед-
ние годы используются для генно-ин-
женерных работ. В вирусологии — это 
класс наиболее эффективных химио-
препаратов, используемых, во-первых, 
для изучения механизма репродукции 
вирусов, и, во-вторых, в качестве 
средств для лечения ряда вирусных за-
болеваний, в частности вызываемых 
вирусами герпеса и гриппа. К ним от-
носятся 9-р-Ь-аденинарабинозид, цито-
зинарабинозид, 5-йод- и 5-бром- и 
5-бромвинил-2'-дезоксиуридин, ацик-
лические «производные гуанозина, 
6- аз аур идии, . д и оке ип ропиладенин. 

В 60-х годах из Streptomyces candi-
dus был изолирован антибиотик пира-
зофурин - 3 - р-Е)-рибофуранозил-1-4-ок-
сипиразол-5-карбоксамид, т. е. С-нук-
леозид, обладающий свойством подав-
лять репродукцию ряда Д Н К - и РНК-
содержащих вирусов. Это стимулиро-
вало исследования по синтезу иуклео-

среди них группу триазольных пуклео-
зидов. 

На протяжении последних 10 лет 
б о л ь ш о е в и и м а н и е уделяется р и б а в и -
рину (виразолу) ("-1 -p-D-рибофураио-
зил-1,2,4-триазол-3-карбоксамид], ока-
завшемуся структурным аналогом гуа-
нозина. Интерес к рибавирину опре-
делялся его необычно широким 
спектром антивирусного действия в 
отношении большого числа Д Н К - и 
РНК-содержащих вирусов. Наиболь-
шее количество вирусологических ис-
следований посвящено антигриппозно-
му действию рибавирина [17, 71]. 

Синтез рибавирина, его фосфатов и 
аналогов 

Рибавирин и его фосфаты. Рибави-
рин был впервые получен Витковским 
и соавт. [84] либо конденсацией три-
метилсилпльного производного метило-
вого эфира 1,2,4-триазол-З-карбоновой 
кислоты (III) [15] с защищенным ри-
бофуранозилбромидом (V), либо 
сплавлением эфира (IV) с 1,2,3,5-тет-
ра-О-ацетил-р-Э-рибофураиозой (VI). 

CONHT 

НОСН; 

но. он I 
СООСНз 

Si(CH3)3 

RO-

RO OR 
V 

«s 

_ ^ C O O C H 3 СНзСОО-i 0 рОСОСНз 

X * о 
СНзСОО ОСОСНз 

VI 

НОСН; 
N ^CONH? 

СНЭ0С0' А, 
RO—1 

W 
RO OR 

VIII 
R- СН3СО или СеН5СО 

зидов, содержащих в качестве гетеро-
циклических компонентов азотсодер-
жащие пяти членные гетероциклы и 

В обоих случаях образуется смесь изо-
меров VII и VIII. В первом случае 
суммарный выход конденсации выше 
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9 0 % , а соотношение изомеров близко 
к 1 : 1, во втором — при общем выходе 
8 5 % преобладает изомер VII ( 1 0 : 1 ) . 
После хроматографического разделе-
ния изомеров и обработки раствором 
аммиака в метаноле были получены 
рибавирин (I) и изомерный ему 1-р-
D - рибофуранозил-1,2,4-триазол-5-кар-
боксамид (I I ) . 

В дальнейшем были синтезированы 
фосфорные зфиры рибавирина [16, 
71] рибавирин-5 /-моно-(1Х), ди-(Х) и 
и трифосфат (XI), рибавирии-2 (3)-
фосфат (XII), рибавирин-2',3-цикло-
фосфат (XIII) и рибавирин-3',5'-цикло-
фосфат (XIV). 

HVNCO. H2NCO-

IX:R-H2PO3-
X:R=H3P2O6-
XI:R«H4P3O9-

HVNCO. N N 
I J 

О О 
V чон 
XIII 

Отметим, что все фосфаты обладают 
противовирусной активностью, близ-
кой к активности самого рибавирина. 

Аналоги рибавирина с измененным 
гетероциклом. Высокая активность ри-
бавирина против широкого круга 
РНК- и ДНК-содержащих вирусов 
стимулировала исследования в обла-
сти синтеза гликозидов, содержащих 
в качестве агликона различные пяти-
члениые гетероциклы. Простейшие мо-
дификации затрагивают либо карбокс-
амидную группу, либо пятое положе-
ние триазольного цикла. 

Rf 

НО 
J 

xv: R1=NHNH2;R?=O 
XVI. RRNHOH; R2-0 
xvii. R1-NH2: R2=S 
XVNI:RRNH2: R2-NH 

h o OH 

Замещение амидной NH2-rpynnbi на 
NH 2NH- ИЛИ HONH-группу [84] при-

водит к потере противовирусной актив-
ности. С другой стороны и тиоамид 
(XVII), и амидии (XVIII) сохраняют 
заметную активность. 

Синтезирован ряд 5-замещеиных 
аналогов рибавирина (XIX—XXIII) 
[59]. Все эти соединения оказались 
неактивными. 

H2NCO- XIX: R=CI 
ХХ: R-NH2 

XXI: R»NO2 

XXII: R-CH 3 

XXIII:R-SH 

но он 

Другой тип аналогов рибавирина 
представляют D-рибофуранозильные 
производные пиразола (XXIV— 
XXVII) , имидазола (XXVIII -XXXIII) , 
1,2,3-триазола (XXXIV, XXXV) и тет-
разола (XXXVI). 

H2NCO-

" 1 , - г 
H 2 N C O N N 

r X j N 
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XXIV:R1=R2-H|491 
XXV:R1-CONH2;R2-H|49| 
XXVI:R1-NH2;R2-CONH2|49] 
XXVII:R1-N02;R2"C0NH2(49) 

'04 но 

но он 
XXVIIi:R«BR|74| 
XXIX". R=CI [74| 
XXX: R=F |74| 
XXXi: R-H|74| 
XXXlr.R-CH2CN[23l 
XXXIII:R=NO2|39| 

За редким исключением приведен-
ные выше соединения, содержащие 
N-гликозидную связь, были получены 
прямым гликозилироваиием соответ-
ствующих гетероциклов. Существенно 
более сложные синтетические процеду-
ры были использованы при получении 
п еречисленн ы х ниже С - г л и к о з и д н ы х 
аналогов рибавирина. 

H2NCO. H2NCO-V 
О V/ 

но он HO ОН 
XXXIV!R"Н[19.50.52.78] XXXVI! |Б2| 
XXXV: R-OH|68.87J 

Аналоги рибавирина с видоизменен-
ным углеводным, остатком. Аналоги 
рибавирина с видоизмененным угле-
водным остатком можно разделить на 

11 



два типа. К первому типу относятся 
соединения, содержащие модифициро-
ванную p-D-рибофуранозу (XLTV— 
LI). 

H2NCO H/NCO-
Г 

-NH 

НО-, о. 

N^N 

НО он но он 
XXXVII. RV 0H:R?-H|30| XXXIX |45.63.80.8l| 
XXXVIII:R1 =OH;R2«CH2C6H5(3O| 

H2NCON 

s 

H2NCO 

40—1 n 

HO OH 
XL [63.V4J 

H2NCO-

V = i 

HO OH 
XLI |80.8L| 

H2NCOV 

N ^ s e 

HO-*i л 

HO OH 
XLII133,741 

HO OH 
XLIII |75| 

Из всех этих соединений заметной 
I т р от и во в и р у с и о й а кт и в но сть ю о б л а д а -
ют лишь 2', 3', 5'-три-0-ацетилрибави-
рин (XLIV). Отметим, что в случае 
2'-3'-0-метилрибавирина (XLVI) и 
(XLVII) были синтезированы не толь-
ко нуклеозиды, по и их б'-фосфаты 
[26]. 

Ко второму типу относятся аналоги, 
в которых D-рибоза заменена другими 
сахарами (LII—LXI) . 

Н2ТЧСО>, м о 
R2 R3 

H/NCO. 

t J 
H2NCO. 

' X j 

XLIV:R1=R2-R3=OCOCH3:X"Of86| 
X L V.R1»R2= OH; R3=OC H3; X=0127.871 
XLVR.R,=R3=0H;R^0CH3:X=0|27.87| 
XLVII;R1=R2=R3=OH; X=S|29| 
XLVIII:R, OSO2 NH2:R2=R3= OH:X=O[87] 
XLIX: R,-NO/, R2=R3=OH;X=O|87| 
L: R1-OCONH2;R2=R3-OH;X=O[87J 
LI: RI=R2=OH; R3- NH2: X =O|59] 

LII! R-2-дезомси ji D рибофуранозил [87,88] 
Llll.' R- p -D -арабшюфур;июзил|88] 
LIV: R )i D исилофуранозил[88| 
LV: R"3-ge30HCu-j4- D-эритропентафуранозил[88| 
LVi: R-2-дезокси а-0-линсофураиозил |88| 
LVH'. R >/j-L прабинопиранозил |88| 
LVilli D-псимофуранозил [64| 

Ĥ NCOx, к, H2NCOn 
0 

-P-CH2-
N. 

-CHj 

HO 
LIX |64| 

HOOC—CH2-CH; 

HO OH 
LX |88j 

HO OH 
LXI [88] 

Аналоги рабавирина с видоизменен-
ным гетероциклом и углеводным остат-
ком. Заключим наш краткий обзор 
аналогами рибавирина, у которых ви-
доизменены обе части молекулы и ге-
тероциклическая и углеводная (LXII 
LXVII) . 

H2NCO« 

J 

H 2 N C 0 \ H2NC0V 

LXII (62):X=RI(54] 
LXIIL(63):X-R2[55J 

Везде: 
НО 

RI-

'N 
I 
X 

LXIV:X RT [36) 
LXV: X-R2 [36J 

но 

NH 

:N 

LXVI: X RI |45] 
LXVII: X R2|45] 
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Синтез рибавирина, его аналогов и 
ф о с ф о р и л и р о в а н н ы х п р о и з в о д н ы х о т -
крыл новые возможности в создании и 
разработке нуклеозидов с антивирус-
ным действием. 

Антивирусное действие in vivo, мета-
болические превращения, молекуляр-

ный механизм действия 

Активность рибавирина in vitro. Ри-
бавирин подавлял репродукцию Р Н К 
вирусов гриппа А и В, парагриппа, ко-
ри, реовирусов, рабдовирусов, арена-
вирусов, буньявирусов и ряда онкогеи-
ных РНК-вирусов и незначительно — 
тогавирусов. Практически не влияет 
на репродукцию энтеро- и риновиру-
сов. Таким образом, из приводимого 
перечня следует, что рибавирин обна-
руживает активность в первую очередь 
в отношении вирусов, имеющих нега-
тивный РНК-геном и «кэпироваиный» 
5'-конец вирусных информационных 
Р Н К . 

Ингибирующее действие рибавирина 
распространяется на значительное ко-
личество вирусов гриппа А и 13. Его 
минимально-ингибирующая концентра-
ция в отношении вируса гриппа А со-
ставляет от 0,01 до 1,0 мкг/мл. Эта 
модель является наиболее чувствитель-
ной к действию рибавирина. Сущест-
венное значение имеют результаты по 
и з у ч е н и ю ко м б и н и р о в а и н ого д е й ст в и я 
рибавирина и ремантадина (амантади-
на) на гриппозной модели in vitro 
[36]. В этом случае два химиопрепара-
та, используемые в субингибиторных 
концентрациях, обеспечивают высо-
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кий ингибиторный эффект синергид-
пого типа. Аналогичная картина наб-
людается и при изучении образования 
белков вируса гриппа, когда в услови-
ях одновременного присутствия двух 
х им иоп реп аратов в минимально эффек-
тивных концентрациях имеет место 
иа иболее з на чительмое и ода вле и ие 
синтеза белков вируса гриппа [6] . 
В этом случае характер синтеза бел-
ков максимально приближается к ус-
ловиям синтеза белков в неинфициро-
ванных пробах. Такой антигриппозный 
эффект является следствием действия 
двух антигриппозных химиопрепара-
тов, имеющих различную химическую 
структуру и различный механизм дей-
ствия на течение гриппозной инфекции. 

С р е д и Д Н К- в и р усов, п оке- (в и р у с ы 
вакцины и миксомы) и герпесвирусы 
о казались у м е р е и но чувствительи ы м и 
к рибавирину. В целом ряде случаев 
чувствительность онределяется видом 
кул ьту р ы к л ето к. Ко м б и н и р о в а и и ое 
применение рибавирина и арабинофу-
ранозилгипоксантина приводило к по-
давлению репродукции вируса герпеса 
обычного по синергидному типу [18 | . 
Цитомегаловирусы оказались малочув-
ствительными к действию этого препа-
рата по сравнению с вирусами герпеса 
обычного. Аде но в и р ус ы и р а к т и чес к и 
не чувствительны к рибавирину [1, 10, 
16, 17, 69, 70, 71]. 

Попытка ряда авторов получить из 
чу вств и тел ьн ьт х в и р усов рез и сте и т и ые 
к рибавирину на моделях вирусов па-
рагриппа 3, гриппа А и герпеса обыч-
ного не увенчалась успехом. Однако в 
литературе имеется сообщение о полу-
чении резистентности к рибавирину 
варианта вируса гриппа А, полученно-
го в результате многократных его пас-
сажей в присутствии рибавирина; с 

„другой стороны, рибавирин эффектив-
но пода вляет ре и р оду кц и ю вируса 
гриппа А, резистентного к ремантади-
ну или амантадину [9, 14, 70]. 

В 1984 г. американские авторы опуб-
ликовали первые результаты об ана-
логе рибавирина — селеназоле, отли-
чающимся от рибавирина наличием 
атома селена, который замещает один 
из атомов азота триазолы-юго гегеро-
цикла. Его спектр активности in vitro 
несколько отличается от такового ри-
бавирина и распространяется на вирус 
японского энцефалита и желтой лихо-
радки (см. формулу X L I I I ) . 

В тка нях оргаи изм а ж иBOTH ых 
| 4 С-рибавирин подвергается расщепле-
нию по месту гликозидной связи с об-
разованием 1,2,4-триазол-З-карбокс-
амида, а т а к ж е продукта энзиматиче-
ского дезамидироваимя, т. е. соответ-
ствующей карбоновой кислоты. С дру-
гой стороны, рибавирин подвергается 
ф ос ф о р и л и р о в а и и ю, п р е в р а щ а я с ь в 
моно-, ди- и три-фосфаты. Рибавирин и 
гуаиозин, как показали результаты 
рентген о - стр у к ту р и ого а и а л и з а, и м е ют 
структурную аналогию, однако превра-
щение рибавирина в монофосфат осу-
ществляется ферментом, не фосфори-
лирующим гуанозин [21, 58]. Наиболь-
шая концентрация его фоефорилиро-
ванных производных обнаружена в пе-
чени и легких. При этом в легочной 
ткани рибавирин в форме три фосфата 
присутствует в максимальной концент-
рации. В сыворотке крови не найдены 
ф ос ф ор и л и р о в а н I г ы е п р о и з в од 11 ы е ри-
бавирина, что указывает на их пред-
ва р ителы-юе дефосфор и л ироваи и е в 
тканях. Рибавирин минимально вклю-
чается в структуру нуклеиновых кис-
лот з у к а р и от и ч ее к и х к л ето к. Н а и р и -
мер, на К)9 нуклеотидов Д Н К прихо-
дится один остаток монофосфата ри-
бавирина. Несколько больше монофос-
фата обнаруживается в Р Н К . 

Монофосфат рибавирина в бактери-
альных и животных клетках по конку-
рентному типу ингибирует активность 
дегидрогеназы инозинмонофосфата, 
что опосредованно приводит к ингиби-
рованию синтеза гуанозинмонофосфа-
та и уменьшению пула гу а и иловых 
нуклеотидов. Вероятно, этим можно 
объяснить снятие гуанином, но пе аде-
нозином, ингибирующего действия ри-
бавирина на репродукцию вируса кори. 
Аналогичные результаты были получе-
ны на гриппозной модели в клетках 
M D C K [77]. 

Активность этого энзима эффектив-
но подавляется 1,4,5-триазол-карбокс-
а м ид и ы м а н а логом р и б а в и р и и а-5'-фос-
фата . Однако этот аналог не дает ан-
тивирусного эффекта , а следовательно, 
ингибирующее действие моиофосфата 
рибавирина на активность ииозинмо-
нофосфата дегидрогеназы может не 
он р еде л ят ь а нт и в и р у с и о го де й ст в и я 
рибавирина. Например, карбоксамиди-
новый аналог незначительно ингибиру-
ет активность этого фермента, однако 
оказывает выраженное антивирусное 
действие. Таким образом, ингибирова-
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иле инозиымонофосфатдегидрогеыазы 
и, следовательно, истощение пула гуа-
ниловых нуклеозидов могут привести 
к цитотоксическому действию рибави-
рина. Однако д а ж е в таких концентра-
циях (и это несомненно важно) риба-
вирин не подавляет репродукции неко-
торых пикорнавирусов и вируса псев-
добешенства. С другой стороны, 
рибавирин подавляет репродукцию не-
которых вирусов в концентрациях, не 
оказывающих цитотоксического дей-
ствия. 

Трпфосфат рибавирина, обнаружи-
ваемый в ряде органов (в том числе и 
в легких), подавляет активность вири-
онной РНК-полимеразы (транскрипта-
зы) вируса гриппа. В этой реакции 
ингибитор конкурирует с АТФ и гуа-
иозинтрифосфатом (ГТФ). Наиболее 
демонстративен эффект ингибирова-
иия в присутствии динуклеозидов аде-
ии л ил гу анози н а и гу а и и л и л цитозин а, 
стимулирующих активность РНК-по-
лимеразы и являющихся праймерами, 
т. е. факторами инициации транскрип-
ции. Действие трифосфата рибавирина 
в данном случае является избиратель-
ным; оно не ингибирует активность 
ДНК-зависимых РНК-полимераз эука-
р йот ических и бактер иальных клеток. 
В условиях использования как источ-
ника праймера глобиновой Р Н К мож-
но полагать, что рибавирин — 5'-три-
фосфат может предотвращать исполь-
зование ГТФ в качестве первого нук-
леотида, непосредственно связанного с 
концевым З'-нуклеотидом кэпирован-
ного праймера и формирующего таким 
образом первую комплементарную 
ГЦ-пару с З'-конца вирионной Р Н К . 
Эти результаты свидетельствуют о мо-
лекулярном механизме антигриппозно-
го действия рибавирина [28]. Ингиби-
ровать активность РН К пол имеразы 
вируса гриппа в присутствии аденил-
илгуанина удалось также и с по-
мощью его структурного аналога аде-
нилилрибавирина, который должен при-
сутствовать в реакционной смеси непо-
средственно с момента начала реакции 
[4, 5, 13]. Следствием ингибирования 
а кт ивности тр а ис криптазы вируса 
гриппа явилось подавление синтеза ви-
русных комплементарных Р Н К и бел-
ков [6, 67]. 

Выше указывалось, что пикорнави-
русы нечувствительны к рибавирину, 
а вирусы с негативным РНК-геномом 
и некоторые ДНК-содержащие вирусы 

чувствительны к нему. Очевидно, риба-
вирин (его трпфосфат) может в каче-
стве аналога ГТФ действовать на ста-
дии процессирования вирусной Р Н К и. 
нарушать формирование специфиче-
ской структуры «КЭП» на 5'-конце 
м Р Н К . Структура «КЭП» представле-
на тремя нуклеотидами: концевым 
остатком Ы7-метил-гуанозин-5'-трпфос-
фата, связанным с последующим нук-
леозидом 5 фосфодиэфирной 
связью; второй нуклеозид связан с 
третьим 3'-*-5' фосфодиэфирной. 
связью. Включение ГТФ катализиру-
ется гуанилтрансферазой. Обычно не-
замещенный гидроксил при С2 рибо-
зильного остатка у второго и третьего 
нуклеозидов также метилирован [68].. 
На примере м Р Н К вируса осповакци-
ны, содержащей на б'-конце структуру 
«КЭП», исследовали действие фосфо-
рилированных производных рибавири-
на на активность гуанилтрансферазы, 
катализирующей б'-гуаиилировапие 
вирусной м Р Н К . Рибавирин-5'-трифос-
фат (но не его монофосфат) на 55 % 
подавлял активность этого энзима,, 
снижая соответственно включение. 
3Н-ГМФ в б'-конец некепированиой. 
вирусной м Р Н К . Ингибиторный эф-
фект достаточно выражен, так как соот-
ношение Ki и Км равно 1,4". Это — 
специфическое действие ингибитора^ 
так как трпфосфат рибавирина не вли-
ял на активность вирионной ДНК-за -
висимой Р Н К полимеразы вируса оспо-
вакцины, т. е. не конкурировал в та-
кой реакции с ГТФ. Последние резуль-
таты свидетельствуют об отсутст-
вии конкуренции с ГТФ в процес-
се полирибонуклеотидного синтеза 
и о практическом отсутствии включе-
ния рибавирина в вирусную Р Н К . 
Полученные данные могут указывать 
и на то, что рибавирин включался в 
структуру «КЭП» вместо концевого 
гуаиилата [38]. 

На другой вирусной модели — виру-
са Венесуэльского энцефаломиелита 
лошадей, имеющего позитивный Р Н К -
геном, исследовали влияние рибавири-
на (1,25 мМ) на репродукцию зтого 
вируса. Удалось установить любопыт-
ный факт, также проливающий свет на 
роль рибавирина в формировании 
«КЭП» у вирусной мРНК- Рибавирин 
не ингибировал синтеза м Р Н К этого 
вируса. Однако изолированная м Р Н К 
опытных проб содержала значительна 
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меньше кепированных молекул. И эф-
фективность ее трансляции в ретикуло-
цитарной системе была на 70 % мень-
ше, чем в контрольных пробах [20]. 
Этим, вероятно, и объясняется молеку-
л я р и ы й механизм действия р и б а в и р и -
на на репродукцию ряда вирусов. 

Однако в случае гриппозной инфек-
ции этот процесс, как известно, не мо-
жет иметь места, и ингибирующий эф-
фект рибавирина, вероятнее всего, свя-
зан со специфическим ингибированием 
активности вирионной транскриптазы. 
В какой степени это может распрост-
раняться на другие вирусные семейст-
ва с негативным РНК-геномом (напри-
мер, арена и бунья, которые также 
чувствительны к рибавирину), пока-
жут последующие исследования. 

Активность рибавирина. in vivo. Ре-
зультаты многочисленных эксперимен-
тальных исследований показали, что 
рибавирин in vivo оказывает широкий 
спектр антивирусного действия, хотя и 
несколько более узкий, чем в случае 
испытаний рибавирина in vitro. 

Кратко о токсикологии рибавирина. 
При оральном приеме для мышей LD50 
равна 5000 мг/кг, пнтраперитонеально 
LD50 = 900 мг/кг для мышей и 
2000 мг/кг для крыс. На основании 
этих основополагающих показателей 
токсичности можно отнести рибавирин 
к хорошо переносимым малотоксич-
ным веществам. Максимально перено-
симая оральная доза для крыс равна 
1000 мг/кг и 10 г/кг для макак резу-
сов. Крысы хорошо переносят еже-
дневный оральный прием рибавири-
н а — 30 мг/кг в день в течение 2 лет, 
макаки резусы — 90 мг/кг в день в те-
чение 10 мес. Рибавирин не оказывает 
мутагенного действия in vivo и in vit-
ro. Однако препарат дает эмбриоток-
сический эффект у кроликов и крыс, 
не влияет на бабуинов. Рибавирин мо-
жет оказывать и м м у носу п р есс 11 в ное 
действие на лабораторных животных 
[17, 70]. 

Наибольшее число эксперименталь-
ных работ с рибавирином in vivo по-
священо гриппозной инфекции мышей. 
Необычно высокий процент выживае-
мости (до 100%) , превосходящий та-
ковой у ремантадина и амантадина, 
выраженная эффективность при лечеб-
ной схеме применения, активность как 
при А, так и при В гриппозной инфек-
ции, возможность комбинаций с дру-
гими хпмиопрепаратами привлекли к 

р и б а в и р и ну большое в н и м а н и е. Все 
эти данные были высоковоспроизводи-
мыми при оральном и интраперитоне-
альном способах введения. Разовая 
доза колебалась от 25 до 400 мг/кг 
при оральном введении и от 25 до 
100 мг/кг п р и и н т рапе р ит о н е а л ыi о м. 
Препарат был эффективен при его ин-
трацеребральном введении в условиях 
и н ф и ц и р о в а и и я н ейротро и н ым в и р у -
сом гриппа А и не оказывал действия 
при периферических способах введе-
ния [69, 70]. 

Важные результаты были получены 
в условиях аэрозольного введения ри-
бавирина, когда удалось снизить суточ-
ную дозу химиопрепарата в 4,5—5 раз 
по сравнению с оральным введением и 
получить выраженное лечебное дейст-
вие даже в условиях начала аэрозоль-
ного введения рибавирина через 72 ч 
после инфицирования мышей вирусом 
гриппа. Аэрозоль рибавирина не вы-
зывал токсических изменений в легких 
мышей в условиях его длительного, да-
же 4-суточиого введения. Значитель-
ная эффективность рибавирина обна-
ружена и при различных способах вве-
дения: в 11 у т р и вен ном, в н у т р и мышечном 
и подкожном [12, 58, 81 |. 

Комбинированное применение риба-
вирина и ремантадина (амантадина) 
при экспериментальной гриппозной 
инфекции белых мышей позволяет по-
лучить аддитивное защитное действие, 
обеспечить максимальную выживае-
мость при лечебной схеме применения 
двух химиопрепаратов, предотвратить 
развитие воспалительных реакций в 
легких. Применение такого сочетания 
может иметь практическую значимость 
для лечения гриппа, имея в виду аэро-
зольное введение амантадина (реман-
тадина) , либо одновременное аэро-
зольное введение двух химиопрепара-
тов [6, 11, 47, 48]. 

Активность рибавирина in vivo в от-
ношении аренавирусов в опытах на 
обезьянах была выявлена при его 
внутримышечном и подкожном спосо-
бах введения. Препарат подавлял раз-
витие вирусемии и увеличивал выжи-
ваемость животных [10, 17]. 

Аналогичные результаты были полу-
чены в опытах на мышах и обезьянах 
с представителями семейства Бунья-
вирусов. На моделях инфекций обезь-
ян и мышей, вызванных этими вируса-
ми, подкожные инъекции рибавирина 
обеспечивали выживаемость более 

15 



50 % животных | J, 17]. Рибавирин не 
снижал выживаемости мышей, зара-
женных целым рядом тогавирусов (а-
п флавивирусов). Вероятнее всего, пре-
парат в малой степени проникает в 
ЦНС, хотя in vitro в отношении, на-
пример а-вирусов, действие имеет ме-
сто [70]. 

Рибавирин обладает определенной 
активностью в отношении эксперимен-
тальных герпетических инфекций. Рас-
творы препарата (0,1 — 1 0 % ) оказа-
лись эффективными при лечении гер-
петических кератитов кроликов и хо-
мяков. Терапевтическое действие риба-
вирина усиливалось в сочетании с но-
ли е и о в ы м a 11 т 11 б и от и ком а м фотер ици -
ном В [70]. 

Р и б а в 11 р и н в ы с о к о э ф с|) е кт и в е н п р и 
э кс и ер и м еи та л ьном кож и о м reр пет и че-
ском поражении мышей (местное при-
менение). Вместе с тем рибавирин не 
влиял на течение герпетического энце-
фалита мышей при периферическом 
введении, а также на цитомегаловирус-
ную нелетальную инфекцию мышей 
[8, 17]. 

Рибавирин при местном применении 
оказывал выраженное действие при 
осп о ва к ц 11 н а л ьно й и н ф е к ц и и г л а з 
кроликов и не влиял на течение оспо-
вакциального энцефалита мышей [17]. 

Эффективность рибавирина при ря-
де онкорнавирусных инфекций мышей 
в виде интраперитонеальных инфекций 
выражалась в виде значительной за-
держки развития спленомегалии, гепа-
томегалии и снижении титра вируса в 
плазме. При сочетании с цитотокснче-
скими веществами эффективность ри-
бавирина возрастает: значительно уве-
личивается продолжительность жизни 
лейкемических мышей [72]. 

Клиническая э ф фект ив но с'/ • ь 
Клиническое и з у ч е и ие р иб а в и р и и а 

при пероральном введении во время 
эпидемий гриппа А и В и эксперимен-
та л ьн ом и н ф и 1 \ и ров а и и и во л о нте ров 
дало противоречивые результаты [65]. 
Из у ч али те р а п е втическую э ф ф е кт и в -
и ость рибавирина при натуральной 
вспышке гриппа Л/Англ ия/42/73 
(H3N2). Препарат (300 мг/день) при-
меняли пероральио в течение 5 дней. 
В результате лечения рпба вир ином тя-
желая форма заболевания имела ме-
сто в 2 случаях из 21, в группе плаце-
бо— в 16 случаях из 24. В группе лю-
дей, получавших рибавирин, не наблю-

далось вирус-иосительства и прироста 
титра сывороточных антител по срав-
нению с контролем. Положительные 
результаты изучения препарата в кли-
нике при гриппе были получены также 
и другими авторами [31, 82]. 

В одной публикации американских 
авторов было показано, что рибави-
рин, назначаемый в течение 5 дней по 
1000 мг в день, не позднее чем через; 
6 ч после инфицирования волонтеров 
вирусом гриппа А/Виктория/3/75 
(H3N2) снижал тяжесть заболевания 
и выделение вируса по сравнению с 
таковыми группы, получившей плаце-
бо [56]. 

Наряду с сообщениями об эффек-
тивности рибавирина в клинике при 
гриппе были получены и противопо-
ложные результаты. П р о ф и л а к т и ч е -
ское применение препарата (600 мг/кг). 
за 2 дня до инфицирования волонте-
ров вирусами гриппа A (H3N2) и В и 
затем в течение последующих 8 дней 
не привело к снижению тяжести симп-
томов заболевания [21, 79 | . 

Отсутствие тер аи е втич ее ко го эф фе к -
та рибавирина было показано в ходе 
«двойного слепого» изучения в кли-
нике во время эпидемии гриппа 
А/Бр ази л и я/11 /78 (Н1N1). Пре пар ат 
(1000 мг/день) назначали в течение 
5 дней [73]. 

Следует отметить, что при введении 
высокой дозы рибавирина (1000 мг/кг) 
у 25 % больных наблюдалось времен-
ное повышение уровня сывороточного 
билирубина (1,4—2,2 мг на 100 мл) , 
который возвращался к норме через 
4 под [21, 73, 79]. 

Накопленная информация о низкой 
эффективности рибавирина в условиях 
пе pop а л ы юго введения пр и гр и и поз-
ной инфекции в клинике способствова-
ла поиску иных способов введения пре-
парата. Модификация аэрозольного 
генератора для получения мелкодис-
персных частиц аэрозоля (средний 
диаметр 1,2—1,3 ммк) позволила рас-
пылять антивирусные препараты в те-
чение длительного периода времени 
(до 24 ч). С помощью генератора 
Найт и со а вт. [47] продемонстриро-
вали высокую эффективность рибави-
рина при экспериментальной гриппоз-
ной инфекции белых мышей. Они на-
чали введение препарата через 72— 
96 ч и даже через 120 ч после инфици-
рования животных. Положительные ре-
зультаты in vivo позволили приступить 
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к испытанию аэрозольного способа 
введения препарата при гриппе в кли-
н и ке. 

Во время эпидемии, вызванной ви-
русом гриппа А/Англия/333/80 (Н1N1) , 
проведено изучение эффективности ри-
бавирина в условиях аэрозольного вве-
дения людям. 14 больных получали 
препарат (50 мг/ч) 23 ч в сутки в те-
чение 3 сут, 17 лиц служили контро-
лем. Все больные были подобраны та-
ким образом, что симптомы их заболе-
вания проявились не позднее чем за 
24 ч до начала лечения. Терапия аэро-
золем рибавирина снижала степень 
вы р а ж е н ности и и р од о л ж и тел ь 11 ост и 
лихорадки. Улучшение общего состоя-
ния у больных наступило менее чем 
через 24 ч после начала введения пре-
парата. Титр вируса в смывах слизи-
стой носа больных, получавших пре-
парат, через 1 7 1 8 ч после начала 
лечения был значительно ниже, чем в 
контроле, а через 63—68 ч вирус уже 
не определялся, в то время как в 
контрольной группе он находился еще 
на высоком уровне [47]. 

Значительная терапевтическая эф-
фективность аэрозольного способа вве-
дения рибавирина в клинике была по-
казана при гриппе В/Сингапур/222/79 
[57]. Аэрозоль рибавирина оказался 
эффективным и в отношении респира-
тор но-с и н т и ц и а л ьн о го в м руса (Р С - в и -
р у с а ) — н а и б о л е е частой причины 
серьезных заболеваний верхних отде-
лов дыхательных путей новорожден-
ных п детей дошкольного возраста [34, 
3 7 , 4 0 , 4 1 ] . 

Хотя все исследования основаны на 
небольшом числе случаев, они откры-
вают реальную перспективу для аэро-
зольной терапии рибавирииом гриппа 
и других острых респираторных забо-
леваний. Несомненно, обоснованным 
я вл я етс я выявление тера пе втич ее кого 
эффекта у рибавирина при гриппозной 
инфекции в ходе его инъекционного 
применения, а т а к ж е в сочетании с ре-
мантадином (амантадипом) . Опреде-
ленная эффективность рибавирина 
была выявлена в условиях клиники 
при лечении герпес в и р усных инфек-
ций, кори и некоторых других за боле-
ва.ний [35]. 

По данным Галассо [7], рибавирин 
проходит испытания в клинике при за-
болеваниях, вызванных аренавируса-
м 11. Пе р вое и сел едо в а ние, пр оведенпое 
в 1978 г. в Сьерра-Леоне совместно с 

Центром по борьбе с инфекционным1!); 
болезнями ( С Ш А ) , показало, что пе-
роральное введение рибавирина 
(1000 мг в день) больным лихорадкой 
Ласса оказалось неэффективным. 
Позднее в лабораторных опытах на 
приматах продемонстрировано, что* 
внутривенное или внутримышечное 
введение более высоких доз препарата 
при комбинации с иммунной плазмой 
позволяет спасать жизнь животных 
д а ж е через 7—8 дней после заражения: 
вирусом Ласса . В настоящее время в. 
С ье р р а - Лео и е п р овод и тс я и о вто р и ое 
исследован и е эф фе кт ив 11 ости р иб ави-
рина в клинике при лихорадке Ласса. 
Пока слишком рано предсказывать 
результаты этих испытаний, по в слу-
чае успеха медицина приобретает эф-
фективное х им йоте р а и е вт ичес кое сред-
ство для борьбы с инфекцией, смерт-
ность при которой составляет 36 
67,%. 

Рибавирин явился первым признан-
11ым 11 Уклеоз иди ы м И р от 11 BOB ИРУС мы м 
препаратом широкого спектра дейст-
вия. Он представляет значительный 
интерес как средство для лечения ви-
русных заболеваний. Это определяет-
ся особенностями его молекулярного 
механизма д ей ств и я. Р и б а в и р и н - 5' -тр и -
ф о с ф а т — первый избирательный инги-
битор РНК-полимеразы вируса гриппа.. 
В связи с этим рибавирин (его фосфо-
р или ров ан 11 ы е и р о и зводиы е) являетс я 
ценным средством для изучения меха-
низма синтеза вирусных м Р Н К на за-
вершающих этапах их процессирова-
иия. 

Рибавирин обладал выраженным те-
рапевтическим действием при его кли-
ническом изучении в отношении лихо-
радки Ласса . В контрольной группе 
больных, получавших плацебо, смерт-
ность составляла 50 %, в группе, полу-
чавших рибавирин орально или внутри-
венно, смертность снижалась до 17%. 
(Me Cormick J. В. et al. "In Clinical ap-
plication of r ibavir ine" . Acad. Press,. 
1984, p. 187—192). 

Рибавирин подавлял репликацию ви-
руса, сходного с вирусом С П И Д , в 
культуре клеток Т-лимфоцитов челове-
ка п индукцию обратной транскрипта -
зы (концентрация 50 м к г /мл) . (Lancet , 
1984, р. 1367—1369). 
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Гиалуроновая кислота (ГУК), от-
крытая 50 лет назад в стекловидном 
теле глаза млекопитающих [1, 71 — 
73], присутствует вместе с другими 
лротеогликанами в клетках и межкле-
точных пространствах всех тканей по-
звоночных [8 | . 

ГУК является высокополимерным не-
разветвлеиным гликозаминогликаном, 
11 остр ос н и ы м из N - а цет ил -!|3 - О - г л юкоз -
амина и p-D-глюкуроновой кислоты, 
соединенных между собой 1-^-3 и 1->4 
гликозидными связями соответственно. 
В высокоочищенных препаратах ГУК, 
выделенных из синовиальных клеток, 
обнаружено наличие фу козы [20]. Не 
исключается, что этот минорный моно-
сахарид постоянно присутствует во 
всех препаратах ГУК, но, возможно, 

что он встречается в отдельных ее 
представителях, обладающих особыми 
функциями. Изолированные из различ-
ных объектов препараты ГУК всегда 
содержат некоторые количества не от-
деляющегося при всех методах очист-
ки белка, содержащего треонин, серии, 
аспарагииовую и глутамииовую кисло-
ты, глицин, валии и другие аминокис-
лоты, которые присутствуют в белко-
вых компонентах протеогликанов [8, 9, 
24, 68, 90, 96]. Таким образом, ГУК 
представляет собой протеогликан с 
низким и сильно варьирующим количе-
ством ковалентно связанного белково-
го (полипептидного) компонента. 

В физическом отношении ГУК ха-
рактеризуется как биополимер, моле-
кулярные параметры которого могут 
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Рис. I. Структура тетрасахаридного сегмента 
ГУК [94]. 

различаться в зависимости от вида 
организма, органа, ткани и т. п. Пре-
параты ГУК, выделенные из одного 
исходного материала, неоднородны по 
молекулярной массе, которая обычно 
находится в пределах 2—3,1-105— 
2—3,1-10° и может достигать порядка 
К)7 дальтон, длина ее цепи составляет 
0,5—5,0 мкм [28, 44, 46, 47, 96]. Дли-
на п гибкость макромолекулы ГУК в 
значительной мере изменчивы. Доми-
нирующее влияние на конформацию 
макромолекулы ГУК, как и других 
протеогликанов, оказывает природа ка-
тиона. Особенно активны в этом отно-
шении Са2_,_ и Mg2+ [5—7]. В твердом 
с ос то я н и и ГУК о б н а р у ж и в а ет з н а ч и -
тельную вариабельность конформации 
и упаковывается так, что соседние це-
ни становятся антипараллельными. На 
упаковку влияют также природа ка-
тиона, степень гидратации и наличие 
в препаратах других протеогликанов 
[29]. Показано, что Na-соль ГУК, не 
содержащая воды, имеет элементар-
ную ячейку тетрагональной формы 
(а--1)•= 0,989 им, с - 3 , 3 8 1 им). Цепь 
ГУК представляет собой спираль, за-
крученную в левостороннем направле-
нии, из 4-кратных дисахаридных еди-
ниц. В такой структуре имеются ин-
трамолекулярные водородные связи 
ОН....О через 1—>-3 гликозидные связи 
и NH.. . .0 через 1-И- гликозидные свя-
зи, а также координационные связи 
О....Ма....О. При относительно высокой 
увлажненности Ма+-гиалуроиата воз-
ни к а ет о р тор о м б и ч е с к а я ф о р м а эле-
ментарных ячеек (а =1 ,153 им, Ь = 
= 0,989 им и с = 3,380 нм). Орторомби-
ческая форма содержит по крайней 
мере 4 молекулы воды на тетрасаха-
ридную единицу полимера. Обе формы 
сходны по водородным связям и ион-
ным «мостикам» [28, 29, 43]. С по-
мощью ядерного магнитного резонанса 
установлено, что ГУК обладает стери-
ческим расположением донорных и ак-
цепторных групп, которое необходимо 
д л я возникновения стабильных водо-
родных связей между ацетамидными, 
карбоксилатмыми группами, как пока-

зано на рис. I [23, 93, 94]. Расположе-
ние водородных связей в ГУК зависит 
от природы катиона, что выявлено ме-
то дом И К- с пе кт р ос копии. Более того, 
в агрегатах протеогликанов (см. ниже) 
расположение водородных связей так-
же зависит от природы катиона [5, 6]. 
Методами ядерного магнитного резо-
нанса и окисления ГУК периодатом 
показано, что конформационные осо-
бенности макромолекулы ГУК, обу-
словленные водородными связями, кар-
боксилатмыми, ацетамидными и гид-
роксильными группами, сохранятся и в 
водных растворах ГУК [93, 95]. 

Ф а кто р ы, о п р еде л я ющ и е вто р и ч ну ю 
структуру макромолекулы ГУК в твер-
дом состоянии, могут влиять на нее и 
в водных растворах, что следует из ре-
зультатов вискозиметрических и дру-
гих исследований. J3 то же время в 
водных растворах макромолекулы ГУК 
могут существовать и в виде неупоря-
доченных клубков, захватывающих 
пространство, в 103—104 раз большее, 
чем собственный объем цепей макро-
молекул. Н а л и ч и е в о до родных связей 
способствует развертыванию клубков 
при физиологических значениях и о и -
ной силы и рН [781. Об особенностях 
и исключительной лабильности кон-
формации макромолекул ГУК свиде-
тельствует то, что при рН 12,5 водно-
го раствора Ыа+-гиалуроната происхо-
дит резкое, по обратимое при рН 7,0 
снижение вязкости без изменения мо-
лекулярной массы, что является специ-
фичным для ГУК [67]. Методами 
ядерного магнитного резонанса и кру-
гового дихроизма определены наличие 
чередующихся между собой относи-
тельно более жестких и более гибких 
структур в цепи ГУК и существование 
равновесия между этими структурами. 
Исключительно высокая вязкость и 
другие уникальные свойства растворов 
ГУК, помимо обусловленных выше от-
меченными особенностями ее макромо-
лекул являются также следствием спе-
цифических и неспецифических межмо-
лекул я рпых взаимодействий макромо-
лекул ГУК [30]. Контактные взаи-
м оде й ств и я м ежду м а к р омо л е кул а м и 
ГУК приводят к образованию межмо-
лекулярных ассоциаций, имеющих 
ячеистую структуру и захватывающих 
еще большее пространство, чем ее не-
у п о р я до ч е н и ы е к л у б к и. Динами чес к и е 
свойства таких сложных структур уве-
личиваются с повышением ионной си-
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.jibi и понижаются с уменьшением рН 
раствора. Изолированный в близких к 
физиологическим условиях ионной си-
лы и рН Ма^-гиалуронат, состоящий 
из 35 000 дисахаридных единиц, в ра-
створах в р е з у л ьт а т е в з а и м о д е й ст в и я 
цепей быстро образует пространствен-
ные структуры, что обнаруживается 
вискозиметрическими и другими мето-
дами. Добавление к таким растворам 
в р а вной коице нтр а ции ф р а гментов 
макромолекулы ГУК, состоящих из 60 
д и сахар иди ых ед и н иц, р а з р у ш а ет 
структурные ассоциации и в реологи-
ческом отношении. Смешанные раство-
ры ведут себя как растворы изолиро-
ванных неассоциированных цепей ГУК. 
Очень короткие (из 4 дисахаридных 
единиц) и очень длинные (из 400 ди-
сахаридных единиц) фрагменты не об-
ладают указанным действием [115]. 
Конформационные особенности ГУК 
определяют вязкоэластические свойст-
ва ряда биологических жидкостей, 
меж клеточного матр икса и прочих 
структур, образующихся с участием 
ГУК и других протеогликанов. Умень-
шение полимерности нескольких мак-
ромолекул ГУК при патологических 
состояниях может повлечь диспропор-
циональные нарушения нормальных 
структур, образованных высокополи-
мерной ГУК, что опасно для систем, 
выполняющих оптические и механиче-
ские функции (стекловидное тело гла-
за, пуповина, синовиальная жидкость 
и др.) , в которых ГУК является преоб-
ладающим протеогликаном. Образуя в 
растворах ячеистые структуры, цепи 
макромолекул ГУК придают раство-
рам способность противостоять дефор-
мирующему действию давления извне. 
Создание «буферного объема» из ГУК 
между фибриллами и волокнами в оп-
ределенных образованиях может быть 
основано па этих ее свойствах [95]. 

ГУК, связывая значительные количе-
ства воды и образуя ячеистые структу-
ры в растворе, контролирует распреде-
ление других одноименно заряженных 
макромолекул посредством стерическо-
го исключения из заполненного макро-
молекулами ГУК объема. Линейные 
макромолекулы, несущие электриче-
ский заряд, образующие в растворе 
трехмерные структуры, оказывают 
большее исключающее стерическое 
действие, чем компактные макромоле-
кулы [62]. Такой эффект приводит к 
концентрированию вытесненных из ос-

новного пространства макромолекул в 
предельно ограниченном при данных 
условиях объеме, что может способст-
вовать различным взаимодействиям их 
между собой и приводить к образова-
нию новых структур. ГУК может элек-
тровалентно взаимодействовать с низ-
ко- и высокомолекулярными положи-
тельно заряженными веществами. Наи-
более вы ражен но это проявляется в 
слабокислой среде, где соединение 
ГУК с указанными веществами выде-
ляется в виде нерастворимых комп-
лексов [2, 61]. В физиологических 
пределах ионной силы и рН электро-
валентное взаимодействие ГУК с бел-
ками и другими веществами, не при-
водящее к выделению нерастворимых 
комплексов, может иметь своим по-
следствием определенную пространст-
венную ориентацию макромолекул, что 
выразится в возникновении гетероген-
ных по макромолекулярному составу 
структур. 

Исследования взаимодействия ГУК с 
другими протеогликанами проводились 
главным образом в связи с изучением 
матрикса различных видов соедини-
тельной ткани [45, 46, 51, 100]. Почти 
все наиболее важные результаты по 
данному вопросу были получены в ис-
следованиях матрикса хряща, сведения 
о протеогликанах которого представ-
лены в таблице. Матр икс хряща (око-
ло 90 % объема этой ткани) состоит 
(в расчете на сухую массу) из 40— 
7 0 % коллагена типа II и 10—30% 
су л ьф а тсо д е р ж а щ и х п р отео г л и к а н о в 
(С-протеогликаны). Последние пред-
ставляют собой комплексы с молеку-
лярной массой 0,5• 106—4,0• 106 даль-
тон, состоящие из белкового стержня, 
к удлиненной части (до 350 им) кото-
рого ковалептно присоединено около 
100 цепей хондроитинсульфатов и 30— 
60 цепей кератаисульфатов [4, 6, 8]. 
Около 90 % хондроитинсульфатов рас-
положено на белковом стержне в отда-
лении от так называемого ГУК-связы-
вающего участка данного белка, а 
60 % кератансульфата сосредоточено 
в области, примыкающей к этому уча-
стку. Интересно, что этот белковый 
сте р ж е и ь с и i гтез ируется до об р а зо в а -
ния указанного комплекса [75]. Кроме 
того, к белковому стержню присоеди-
нено N-гликозидной связью значитель-
ное количество олигосахаридов (см. 
таблицу; рис. 2). Существует семейст-
во протеогликанов хряща, представ-
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Состав протеогликанов хряща 

Компонент Моносахаридные компоненты 
гликозаминогликанов 

Число цепей, 
групп 

на макро-
молекулу 

протеоглика-
на 

Молекулярная 
масса компонента, 

дальтон 

Содержание 
в макро-

молекуле, 
средний % 
от молеку-

лярной массы 

Белок (стержень) 1? 2 -10 5 —3-10 5 7—12 
Хондроитинсульфаты D - N - а дети л га л а ктоза м и и 100 2 -10 4 —3-Ю 4 8 0 - 8 5 

(4 и 6) и D-глюкуроновая кис-
лота 

Кератаисульфат D - N - а нет и л г л юко з а м и и 50 4 - Ю 3 — 8 - Ю 3 5 - 1 0 
и D-галактоза 

Олигосахариды — 50 12-10 3—2-10 3 1—3 
О-сульфатиые группы — 4500 — — 

Карбоксильные группы — 4200 — — 

Всего заряженных групп 8700 

л я ю щ и х собой про т е 11 и х о н д р о и т и и к е р а -
тансульфаты (11XКС), различающиеся 
по молекулярной массе, величина ко-
торой зависит от длины белкового 
стержня, числа присоединенных глико-
заминогликанов, соотношения изоме-
ров хондроитинсульфатов и олигосаха-
ридов [26, 27, 51, 52, 63]. Хондроитии-
п кератансульфаты определяют глав-
ные свойства протеогликанов матрикса 
хряща, а белковый стержень формиру-
ет распределение и плотность упаков-
ки вдоль него гликозаминогликанов, 
на конформацию которых могут влиять 
олигосахариды, ковалентно связанные 
с этим стержнем. Одна молекула гли-
козаминогликана, соединяясь с белко-
вым стержнем, взаимодействует с 4— 
6 аминокислотными остатками. Наибо-
лее крупные макромолекулы протео-
гликанов содержат относительно боль-

4Г1ТГ 

U 
-2 

Рис. 2. Схема структуры протеинхоидроитиике-
ратаисульфата (ПХКС) протеогликана хряща 

позвоночных животных [44]. 
I — хондроитинсульфат; 2 — О-связь олигосахаридов; 
3 — кератаисульфат; 4 — N-связь олигосахаридов; 5 — 

протеогликаи. 

ше гликозаминогликанов и меньше 
белка. Часть белкового компонента 
протеогликанов хряща, так называе-
мый ГУК-связывающий участок эллип-
соидной формы ( 1 5 X 3 X 3 нм, мол. 
масса 5,5-104 Д ) , содержащий олиго-
сахариды, ковалентно соединен с длин-
ной частью этого компонента перпен-
дикулярно к его длинной оси [34, 45, 
46, 63]. Протеогликаиы, содержащие 
хондроитинсульфаты, продуцируемые 
различными типами клеток, могут раз-
личаться по размерам гликозамииогли-
кановых цепей и белкового стержня 
[120]. Высокая молекулярная масса, 
развернутая структура, гибкость гли-
козаминогликановых компонентов и 
белкового стержня, исключительная 
гидрофильность протеогликанов обес-
печивают им возможность создавать в 
растворах трехмерные структуры, об-
ладающие рядом свойств, которые 
присущи структурам ГУК [10, 11, 33, 
105]. 

В матриксе хряща значительная 
часть протеогликанов находится в ви-
де агрегатов, возникающих посредст-
вом соединения эллипсоидной части 
белкового компонента протеогликана 
с ГУК при участии связующего (ста-
билизирующего) белка (рис. 3). К од-
ной макромолекуле ГУК с мол. массой 
2 • 10Г)—2 • 10° Д и длиной 0,5—5,0 мкм 
может присоединиться от 20 до 250 
молекул С-протеогликанов (мономе-
ров) на расстоянии между ними 25— 
50 нм, в результате чего образуются 
агрегаты протеогликанов (АПГ). Одна 
цепь ГУК с мол. массой 1,6-10° Д мо-
жет присоединить 200 протеогликанов, 
в результате чего получается агрегат 
с мол. массой 3,5-108 Д и длиной 
4 мкм [33, 46]. Мопомеры-протеогли-
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капы в агрегатах расположены ради-
ально вдоль цепи ГУК, и длина этих 
протеогликанов, определяемая длиной 
их белкового стержня, остается неиз-
менной (580 мм) после соединения с 
ГУК. АПГ имеют форму эллипсоида, 
длина главной оси определяется сте-
пенью растяжимости цепи ГУК [55]. 

Обнаружены два вида связующего 
белка, различающиеся по молекуляр-
ной массе. В более легком из них от-
сутствуют углеводные компоненты [21, 
44, 51, 59, 103]. Связующий белок мо-
жет секретироваться клетками в боль-
ших количествах, чем необходимо для 
стабилизации АПГ. Очевидно, что од-
ним из важнейших факторов, управ-
ляющих образованием стабильных 
АПГ в хряще, является наличная кон-
центрация ГУК [45, 46]. 

ЛИГ не диссоциируют в физиологи-
ческих пределах рН и ионной силы. 
Полная и обратимая диссоциации АПГ 
на мономеры-протеогликаны, ГУК и 
связующий белок происходят при вы-
соких концентрациях (2—4 М) гуаии-
дина гидрохлорида, MgCl2 , СаС12 и 
CsCl, а в 4 М мочевине они не диссо-
циируют. Молекулярные массы моио-
меров-протеогликанов, отделенных от 
связующего белка и ГУК, находятся в 
пределах величии молекулярных масс 
и е а гр е ги р у ю щи х ся up отеогл и к а нов 
хряща. Изменением рН и ионной силы 
раствора можно вызвать диссоциацию 
АПГ на протеогликаны, связующий бе-
лок и ГУК или на ГУК и протеогли-
каны, соединенные с этим белком. 
Продукты диссоциации вновь соединя-
ются в АГ1Г при значениях рН и ион-
ной силе, способствующих ассоциации. 
Включение связующего белка в комп-
лекс ГУК-протеогликаиы необходимо 
XI л я стабилизации АПГ [42, 52, 60]. 
Взаимодействие эллипсоидной части 
белкового компонента протеогликанов с 
ГУК является строго специфичным. 
Д Н К , хондроитинсульфаты, дерматан-
сульфат, гепарин [3], иесульфатиро-
ванный промежуточный продукт био-
синтеза гепарина и хондроитин, отли-
чающийся от ГУК соответственно гли-
козидными связями и положением гид-
роксильиой группы при С4 аминосаха-
ра, и декстрансульфат не образуют 
агрегаты с протеогликанами [48, 49]. 
Для соединения эллипсоидной части 
белкового компонента протеогликана с 
ГУК необходимо наличие в этой части 
остатков аргинина и лизина и 4 кар-

^ V T V V T ^ 

В 

Рис. 3. Схема структуры агрегатов протеогли-
канов х р я щ а позвоночных животных [44]. 

а — протеогликан; б — связующий белок; в — гиалу-
роиат; г — агрегат протеогликанов. 

боксильных групп на каждый декаса-
харидный фрагмент ГУК. В растворах 
при рН 3,0—4,0 происходит обратимая 
диссоциация АПГ. Однако, кроме элек-
тровалентного взаимодействия, для ус-
тойчивого соединения протеогликанов 
с ГУК необходимо наличие в эллипсо-
идной части неблокированного остатка 
т р и п т о ф а н а и н е м о д и ф и ц и р о в а н н о й 
третичной структуры. По-видимому, 
весь объем гликозаминогликанов, со-
единенных с белковым стержнем, а не 
только эллипсоидная часть белкового 
компонента, определяют упаковку про-
теогликанов вдоль макромолекулы 
ГУК [48—50, 52]. ИХ КС в 0,15 М ра-
створе NaCl при рН 7,0 в присутствии 
ГУК может образовать с ней агрегаты 
в отсутствие связующего белка. Такие 
нестабилизированные указанным бел-
ком АПГ диссоциируют в кислой среде 
при высоких концентрациях гуаиидин 
гидрохлорида, MgCl 2 и в 6 М мочеви-
не при 60°, но не диссоциируют в кон-
центрированных растворах NaCl и 
CsCl [42, 52]. 

Стабильные АПГ обнаружены в 
кул ьту pax хондроса р комы (Swarm) , 
ЗТЗ клеток мышей, глиальных клетках 
[44, 51, 87]. У крупного рогатого скота 
одних и тех же возраста и пола в про-
теогликана х суставного хряща содер-
жится меньше хондроитинсульфатов и 
больше кератансульфата, чем в тако-
вом носовой перегородки и трахеи, но 
все они в одинаковой степени способ-
ны образовывать агрегаты с ГУК. В 
суставном хряще по мере удаления от 
поверхности и вглубь ткани, протео-
гликаны содержат больше кератан-
сульфата и меньше хондроитинсульфа-
тов, в то время как количество АПГ 
не зависит от глубины и составляет 
около 90% всех протеогликанов тка-
ни [37, 38]. В эластииовом хряще и 
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некоторых других видах соединитель-
ной ткани содержание ГУ К превышает 
таковое, необходимое для включения 
всех имеющихся в них С-протеоглика-
пов в АПГ [119]. Выделенные из куль-
туры глиальных клеток мозга человека 
11 ротеогл и к а и ы (ПХ КС) образуют в 
растворе в присутствии ГУК агрегаты, 
что подавляется прибавлением к смеси 
дека- и тетрадисахаридных фрагмен-
тов ГУК [871. 

ГУК является единственным из всех 
i I р оте о г л и к а нов, способ н ы м о р и е и т и р о -
вать п концентрировать вокруг себя 
макромолекулы ряда других протео-
гликанов, создавая сложные гетероген-
ные стер и чес кие структуры, что в пре-
дельной форме выражается в образо-
вании АПГ различной степени устойчи-
вости, в зависимости от участия свя-
зующего белка. Образование стабиль-
ных АПГ является механизмом 
иммобилизации макромолекул протео-
гликанов внутри коллагеновых и эла-
стиновых каркасов соединительной 
ткани. АПГ несут высокий концентри-
рованный отрицательный заряд, обла-
да ют исключительной гидрофильно-
стыо и значительно большей эластич-
ностью, чем неагрегированные протео-
гликаны, что особенно важно для си-
стем, несущих переменные механиче-
ские нагрузки [66, 82]. Изолированные 
АПГ обладают более сильно выражен-
ной, чем ГУК, способностью создавать 
в растворах трехмерные структуры, об-
ладающие свойством стерического ис-
ключения других элементов из прост-
ранства, заполненного такими струк-
турами [13]. 

Во многих тканях, клетках и клеточ-
ных оргаиеллах при наличии в них 
ГУК, протеогликанов, состоящих из 
изомеров хондроитинсульфата и кера-
тансульфата, и других протеогликанов 
стабильные АПГ пе образуются. Не-
агрегированные С -11 р отеог л и к а н ы на-
ряду с АПГ содержатся во всех видах 
хряща. Поскольку С-протеогликаны в 
тканях и клетках всегда присутствуют 
совместно с ГУК в тех или иных коли-
чественных соотношениях, то между 
ГУК и другими протеогликанами мо-
гут возникнуть и в отсутствие связую-
щего белка сложные подвижные струк-
туры, что наблюдается в модельных 
опытах [11]. Такие структуры в тка-
нях в зависимости от физиологических 
ситуаций могут быстро и легко возни-
кать п распадаться. Постоянно присут-

ствующие в хряще и не вступающие 
в агрегаты с ГУК протеогликаны, ве-
роятно, необходимы для подобного 
структурирования, когда это требуется 
по физиологическим условиям. 

Представляют интерес исследования 
в целях выявления взаимодействия 
ГУК с другими протеогликанами, гли-
ко и р оте и д а м и и л и по 11 р оте и д а м и. И з 
хондроцитов суставного хряща челове-
ка, клеток хопдросаркомы крыс 
(Swarm) и аорты крупного рогатого 
скота выделены комплексы ГУК с дер-
матансульфатом [80]. В аорте крупно-
го рогатого скота обнаружены два 
комплекса, различающиеся по молеку-
лярной массе, содержанию изомеров 
хондроитинсульфатов и ГУК [69]. Из 
фиброзных бляшек (fibrous p lague 
lesions) аорты человека выделены ас-
социаты ГУК с липопротеидами сыво-
ротки крови. По-видимому, ГУК при-
надлежит определенная роль захваты-
вания и связывания липопротеидов в 
матриксе соединительной ткани аорты 
[99]. Эти данные представляют инте-
рес в связи с участием гепарина в ос-
вобождении липопротеидлипазы из ее 
комплекса с ге п а р а н су л ь ф а то м, нахо-
дящегося на поверхности эндотелиаль-
ных клеток [3]. Большое значение 
имеют исследования взаимодействия 
ГУК с фиброиектииом клеток, так как 
этот фосфогликопротеид участвует в 
осуществлении контакта клетки с клет-
кой. Фибронектин клеток обладает 
сродством к ГУК только в форме 
мультимера, в которой он отличается 
в конформационном отношении от ди-
м е р а — е г о обычной формы. В мульти-
мерной форме фибронектина создают-
ся структуры, реагирующие с ГУК и ее 
фрагментами, состоящими из 50 диса-
харидных единиц. Очевидно, для со-
единения ГУК с фиброиектииом кле-
ток не требуется стабилизации ее мак-
ромолекуляриой структуры [4]. 

Биосинтез ГУК в организме млеко-
питающих мало изучен. Предполагает-
ся, что он осуществляется последова-
тел ьн ы м п р исоед и пением N - а цети л г л ю-
козамнна и глюку ромовой кислоты, в 
результаты чего создается длинная не-
разветвлениая цепь макромолекулы 
ГУК- О сложности механизма биосин-
теза ГУК свидетельствует то обстоя-
тельство, что в коже мышей эстрогены 
сильно и одновременно увеличивают 
синтез ГУК и число специфических ре-
цепторов эстрогена в данном органе. 
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Поскольку антиэстрогены подавляют 
синтез ГУК, предполагается, что уве-
личение ее синтеза в указанной ситуа-
ции вызывается индуцированием фер-
ментной системы, осуществляющей 
синтез ГУК [111]. Д л я изучения меха-
низма биосинтеза ГУК широко исполь-
зуется гемолитический стрептококк 
группы А, не синтезирующий никакие 
другие протеогликаны, кроме ГУК. Из 
свободных от клеток этого микроорга-
низма э н з и м а т и ч е с к и х с и с т е м, с и и т е -
зирующих ГУК, получены две фракции 
вновь синтезированной ГУК одинако-
вой молекулярной массы, одна из ко-
торых находится в процессе удлинения 
цепи молекулы ГУК- Инкубирование 
энзиматической системы с УДФ-[ 1 4 С]-
гл ю кур оно в ой кислоты пр иводит к 
включению [14С] -глюкуроиовой кисло-
ты в эту фракцию. Предполагается, 
что синтез ГУК в организме гемолити-
ческого стрептококка осуществляется 
удлинением ее цепи путем постепенно-
го присоединения глюкуроиовой кисло-
ты и N-ацетилглюкозамина синтезиру-
ющей системой, связанной с мембрана-
ми, и последующей реализации с них 
готовой макромолекулы ГУК [101]. 

ГУК может регулировать биосинтез 
других протеогликанов. Добавленная 
к культурам зрелых хондроцитов ГУК 
вызывает быстрое перемещение синте-
зируемых ими С-протеогликанов из 
клеточного слоя в культуральную сре-
ду, где они образуют агрегаты с до-
бавленной ГУК. Более высокие кон-
центрации ГУК подавляют включение 
[ 3 5S]-сульфата в протеогликаны, что 
сопровождается увеличением количест-
ва ГУК, связанной с поверхностью 
клеток [91, 97, 98, 116]. Предполага-
ется, что понижение синтеза С-протео-
гликанов в таких опытах вызывается 
подавлением синтеза белкового стерж-
ня или активности [З-ксилозилтранс-
феразы, необходимых для синтеза 
С-протеогликанов [51]. Однако указан-
ное действие ГУК не является уни-
версальным . В культурах фибробла-
стов большие количества экзогенной 
ГУК не вызывают депрессии синтеза 
С-протеогликанов [117, 118]. По-види-
мому, пути биосинтеза ГУК отличают-
ся от таковых синтеза С-протеоглика-
иов. Монезин, подавляя включение 
[35S | -сульфата и [ 3Н] -галактозамина 
в С-протеогликапы в клетках культу-
ры саркомы крыс, не влияет на вклю-
чение [ 3Н]-глюкозамина в ГУК, так 

же синтезируемую этими клетками 
[76]. 

ГУК вместе с другими протеоглика-
нами участвует в миграции клеток, 
дифференциации тканей и морфогене-
зе. При эмбриогенезе отмечается за-
висимость между накоплением ГУК и 
увеличением миграции клеток, а так-
же между наступающей затем дегра-
дацией ГУК в период прекращения 
миграции клеток и началом их диф-
ференциации [44, 51, 98, 104]. Пока-
зано, что экстрацеллюлярная концент-
рация ГУК является одним из регу-
лирующих факторов дифференциации 
зародышевой хрящевой ткани в зре-
лый хрящ [58, 64]. Изучение миогене-
за в культурах выявило, что м йоту бы 
содержат значительно больше ГУК, 
чем С-протеогликанов, и что ГУК, на-
ходящаяся на поверхности клеток, бо-
лее высокополимерна, чем ГУК куль-
туральиой среды. Формированию мио-
тубов предшествует создание высокого 
отношения содержания ГУК к содер-
жанию С-протеогликанов на поверх-
ности клеток и в культуральной среде. 
По-видимому, на размещение миобла-
стов и фибробластов, имевшее место 
до н а ч а л а ф о р м и р о в а и и я м и оту б о в, 
влияет сдвиг отношения ГУК/С-про-
теогликаны. Миотубы в культурах 
синтезируют ГУК в количествах, в 8 
раз превышающих синтез других про-
теогликанов. В организме они также 
окружены большим количеством ГУК. 
Вообще, все растущие и дифференци-
рующиеся ткани характеризуются вы-
сокой величиной отношения ГУК-С-
п р от е о г л и к а и ы [18, 19]. В а ж и ы е ре-
зультаты получены при совместном 
культивировании эмбриональных пече-
ночных клеток (эпителиальных) и 
фибробластов курицы. В отдельных 
культурах первые клетки продуциру-
ют мало С-протеогликанов или совсем 
их не образуют. В совместных же 
культурах указанных клеток при пре-
обладающем количестве первых из них 
имеют место значительное увеличение 
синтеза ГУК и уменьшение образова-
ния С-протеогликанов. При этом отно-
шение ГУК/С-протеогликаны прогрес-
сивно растет. Фибробласты, культиви-
руемые в среде роста клеток печени, 
увеличивают синтез ГУК и С-протео-
гликанов так, что отношение ГУК/С-
протеогликаны пе изменяется. Клетки 
же печени в среде роста фибробластов 
не обнаруживают изменений в уровне 
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С-протеогликанов. Из этого следует, 
что только фнбробласты ответственны 
за увеличение уровня ГУК, а сниже-
ние уровня С-протеогликанов являет-
ся результатом тесной близости двух 
типов клеток в совместных культурах. 
Эти данные подтверждают концепцию, 
согласно которой некоторые виды эпи-
телиальных тканей способны влиять 
на количественные соотношения меж-
ду отдельными протеогликанами в 
матриксе примыкающей к ним соеди-
нительной ткани [70]. Таким образом, 
ГУК выполняет важную роль одного 
из посредников во взаимодействии кле-
ток между собой и между тканями. 

Многие (если не все) клетки способ-
ны связывать ГУК. На поверхности 
SV-3T3 клеток, трансформированных 
лимфоцитов, макрофагов и некоторых 
иных клеток мышей и других живот-
ных, имеются рецепторы, соединяю-
щиеся с ГУК [41, 53, 74]. Количество 
связанной с клетками эндогенной ГУК 
зависит от вида клеток, их физиологи-
ческого состояния и степени транс-
формации. В культурах хондроцитов 
курицы, трансформированных вирусом 
Рауса, и а б л юд а ется з н а ч и тел ьное 
уменьшение количества ассоциирован-
ной с клетками ГУК и увеличение 
связанных с ними хондроитинсульфа-
тов [41, 54, 74, 79, 102]. Обработка 
клеток трипсином исключает их спо-
собность связывать ГУК [19]. С уве-
личением молекулярной массы ГУК 
возрастает ее сродство с поверхностью 
клеток, поскольку каждая макромоле-
кула ГУК соединяется с большим чис-
лом рецепторов (доменов). Когда одна 
макромолекула ГУК соединяется ре-
цепторами разных клеток, образуются 
агрегаты клеток. Связывание ГУК клет-
ками увеличивается с понижением тем-
пературы до 18°С, что соответствует 
температуре фазового перехода мем-
бран. Разумеется, что связывание нете-
кучей мембраной больше, чем текучей 
[109,110]. Прибавленная к культурам 
фибробластов мыши [14С] -ГУК быстро 
связывается с поверхностью клеток и 
для отделения ее требуется обработка 
клеток трипсином. Кроме того, это 
прибавление сопровождается выделе-
нием С-протеогликанов в среду, изме-
нением поверхности клеток и их миг-
рацией. В культурах SV-3T3 клеток 
связывание [1 4С]-ГУК происходит бо-
лее эффективно, по оно подавляется 
в ы сок и м и к о и це и т р а ц и я м и ф р а г м е н -

тов ГУК, состоящими из 6 и более 
моносахаридных остатков. SV-3T3 
клетка может связать 3 • 103 молекул 
ГУК с молекулярной массой 2-10° Д 
[19]. Предполагается, что места на 
мембранах, связывающие ГУК, неспе-
ц и ф и ч н ы д л я N - а цети л г л ю коз а м ин а, 
но специфичны для глюкуроиовой кис-
лоты, поскольку дерматансульфат, со-
держащий 80 % идуроповой кислоты и 
20 % глюкуроиовой кислоты, менее ак-
тивен в отношении связывания с клет-
ками, чем хондроитинсульфаты. Со-
единение ГУК с клетками не зависят 
от Са2+ и Mg2+. Не исключается, что 
связь ГУК с поверхностью клеток мо-
жет быть ковалентной [54, 74]. 

Еще в более ранних работах пока-
зано, что прибавление к культурам 
различных клеток небольших коли-
честв ГУК вызывает их агрегацию, а 
большие количества подавляют ее [35, 
83, 108, 112|. В клетках с высоким 
уровнем собственной ГУК агрегация 
их более легко подавляется экзоген-
ной ГУК. С-протеогликаны менее ак-
тивны в указанном отношении. По-
давление агрегации клеток высокими 
концентрациями ГУК не связано с по-
вышением вязкости среды за счет 
этой кислоты, так как растворы дек-
странсульфата такой же вязкости пе 
подавляют агрегацию клеток в тех же 
культурах [19]. Выяснено, что суще-
ствуют независимый от Са2+ и Mg2+ 
и зависимый от этих катионов меха-
низмы агрегации клеток SV-3T3, SV-
PY-3T3 и других линий. Не зависимая 
от Са2+ и Mg2+ агрегация осуществ-
ляется соединением одной макромоле-
кулы ГУК с несколькими клетками, и 
обработка клеток специфической гиа-
луроиидазой полностью подавляет их 
агрегацию в отсутствие Са2+ и Mg 2 + 

и только частично подавляет ее в при-
сутствии этих катионов. Вероятно, за-
висимая от Са2+ и Mg2+ агрегация не 
нуждается в ГУК, что подтверждает-
ся полным подавлением агрегации из-
бытком ГУК в отсутствие данных ка-
тионов и ослаблением подавляющего 
действия агрегации избытком ГУК в 
присутствии их |108] . 

Изучение агрегации зерен ионооб-
менной смолы (Dowcx Ag 50-N-x—1, 
меш 50—100), соединенных с ГУК и 
различными гликозаминогликанами,. 
содержащими менее 0,10% белка, вы-
явило, что в смеси ГУК-зерен с хон-
дроитинсульфат-4 и -6 зернами проис-
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ходит их агрегация, которая не зави-
сит от Са2+ и подавляется избытком 
свободных ГУК и хондроитинсульфа-
тов. Предполагается, что взаимодейст-
вие происходит между гликозамино-
гликановыми компонентами. В смеси 
ГУК-зерен с дерматансульфат- и ге-
парин-зернами, а также в гомологич-
ных зернах агрегация не имеет место 
[106]. Интересно, что даже в значи-
тельно упрощенных модельных систе-
мах агрегация, вызываемая ГУК и 
хондроитинсульфатами, может не за-
висеть от Са 2 + и подавляться избыт-
ком свободных тех же биополимеров. 

Д л я рассмотрения вопроса о меха-
низме участия ГУК и других протео-
гликанов в агрегации и адгезии кле-
ток необходимо уточнить различия 
между этими процессами. Агрегация, 
в большинстве случаев предшествую-
щая адгезии, представляет собой не-
специфическое концентрирование кле-
ток в ограниченном объеме в резуль-
тате стерического исключения их из 
пространства, заполненного трехмер-
ными структурами ГУК, других про-
теогликанов н АГ1Г, которые препят-
ствуют их дальнейшей дисперсии и 
сближают поверхности клеток, не со-
единяясь с ними, на расстояния, необ-
ходимые для действия специфических 
и неспецифических механизмов сле-
дующей стадии соединения клеток 
между собой — адгезии. Разумеется, 
что в ряде случаев трудно четко опре-
делить границы между агрегацией и 
адгезией, так как механизмы этих яв-
лений могут перекрываться. ГУК и не-
которые С-протеогликаны в определен-
ных условиях непосредственно или 
при участии других биополимеров (на-
пример, фибронектина) могут быть 
специфическими и неспецифическими 
факторами адгезии, сохраняя при 
этом функции стерического исключе-
ния [11 —13]. Возможно, что, кроме 
ГУК и других протеогликанов, спо-
собностью создавать самостоятельно 
пли совместно с С-протеогликанами 
трехмерные структуры, стерически ис-
ключающие из заполненного ими про-
странства клетки, обладают также 
гликопротеиды с высокой гидрофиль-
ностыо [36]. 

Высокая вязкость растворов ГУК, 
АПГ и остальных протеогликанов са-
ма по себе не может быть фактором 
агрегации. При высоких концентраци-
ях этих биополимеров (особенно при 

их совместном присутствии) образуе-
мые ими трехмерные структуры огра-
ничивают подвижность клеток. ГУК, 
ассоциированная с поверхностью кле-
ток непосредственно или при участии 
фибронектина и других каких-либо 
протеидов, может по указанным при-
чинам препятствовать агрегации кле-
ток в зависимости от количественных 
соотношений между соединенной с 
клетками и находящейся в среде ГУК. 
Этим объясняется, почему в культу-
рах, когда клетки синтезируют боль-
шие количества ГУК и значительная 
часть ее ассоциирована с их поверхно-
стью, добавленная экзогенная ГУК к 
культурам действует как фактор, пре-
пятствующий агрегации. Соотношение 
ассоциированной с поверхностью кле-
ток и включенной в трехмерные струк-
туры матрикса ГУК имеет регулирую-
щие значения в миграции, агрегации и 
дезагрегации клеток в процессах эм-
бриогенеза, как это видно из предыду-
щего материала статьи. 

Наиболее демонстративно выявляет-
ся различие между неспецифической 
обратимой агрегацией и адгезией при 
изучении агрегации эритроцитов. Эрит-
роциты кролика, суспензированные в 
0,15 М NaCl (рН 7,4) в присутствии 
ГУК ( > 0 , 6 мг/мл), С-протеогликанов 
( > 5 , 0 мг/мл) и АПГ ( > 0 , 2 мг/мл), 
быстро и обратимо разделяются на 
фазы раствора и агрегированных эрит-
роцитов, что вызывается стерическим 
исключением их из пространства* за-
полненного в растворе трехмерными 
структурами указанных биополимеров 
[10—13]. Клетки сетчатки эмбриона 
курицы агрегируются С-протеоглика-
нами при их физиологических кон-
центрациях также посредством стери-
ческого исключения из жидкой среды. 
При этом клетки плотно соединяются 
между собой без образования «мости-
ков» протеогликанов. При наличии в 
среде специфических факторов адгезии 
имеет место синергизм в действии 
этих факторов и механизма стериче-
ского исключения. Клетки сетчатки 
эмбриона курицы, обработанные кон-
канавалином А, агрегируются в при-
сутствии С-протеогликанов значитель-
но быстрее [77]. 

В адгезию клеток вовлекается мно-
жество специфических и неспецифиче-
ских белковых веществ, глико- и липо-
протеидов, протеогликанов, а также 
других высоко- и низкомолекулярных 
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веществ, принимающих прямое и кос-
венное участие в этом явлении [25, 40, 
121 |. В физико-химическом отноше-
нии в той или иной мере могут участ-
вовать ковалентные, электровалент-
ные и водородные связи, силы Ван-
дер-Ваал ьса, дипольная ориентация, 
гидрофобные и комплементарные кон-
такты и многие другие факторы [16, 
17, 31, 32, 39, 84, 86, 113]. В задачу 

данной работы не входит подробное 
описание роли всех перечисленных вы-
ше факторов в специфической и неспе-
цифи ческой адгезии клеток. Н иже 
приведены сведения о некоторых ме-
ханизмах клеточной адгезии только в 
той мере, в какой это необходимо для 
понимания роли ГУК в неспецифиче-
ской обратимой агрегации клеток, что 
мало освещено в литературе, несмот-
ря на актуальность этого вопроса. 

Существует ряд предположений об 
у ч а ст и и о п р е д е л е и н ы х э н з и м а т и ч е с к их 
систем в адгезии клеток животного 
организма. Предполагается, что лока-
л и зо в а и I гы е на п оверх ности м ногих 
кл еток г л и коз и лтр а нефе р азы всту пают 
в комплекс с находящимися на по-
верхности другой гомологичной клетки 
субстратом, т. е. незавершенным кон-
цом углеводного компонента гликопро-
теида, гликозаминогликапа, гликопеп-
тида, а один из этих субстратов пер-
вой клетки образует комплекс с гли-
козилтрансферазой второй клетки, что 
связывает клетки но типу комплекса 
фермент — субстрат. В зависимости от 
концентрации в системе соответствую-
щего УДФ-моносахарида может про-
исходить частичное или полное глико-
зилироваиие молекул субстрата, при-
водящее к ослаблению адгезии или 
диссоциации клеток [86, 88]. Кроме 
того, можно предположить, что адге-
зия асцитиых и других клеток увели-
чивается после прибавления к культу-
рам L-глютамииа, необходимого для 
синтеза гексозаминов, которые при 
участии УДФ и гликозилтраисфераз 
включаются в полисахаридные цепи 
гликозаминогликанов и гликопротеи-
дов, участвующих в адгезии клеток. 
Специфическое активирование и угне-
тение глутаминсинтетазы в клетках 
могут управлять их адгезией, посколь-
ку от количества глутамина зависит 
синтез указанных выше биополимеров 
[81]. Значительная роль энзиматиче-
ским системам отводится и в гипоте-
зе, по которой адгезия и миграция 

клеток, особенно в эмбриогенезе, мо-
гут регулироваться в определенной 
степени сокращением и расслаблени-
ем находящегося на поверхности ряда 
клеток актомиозинподобного белка 
при участии АТФ. Определяющие ак-
тивность этого белка система АТФ— 
АДФ, Са2+ и Mg2+ могут изменять 
распределение зарядов на поверхности 
клеток, форму самих клеток и этим 
влиять на поведение их в указанных 
отношениях [56, 57]. В культурах раз-
личных клеток человека, а также мы-
шей и некоторых других животных па 
поверхности клеток имеется энзимати-
ч е с к а я система, фосфорилирующая 
белки (фибронектин и другие) посред-
ством АТФ и ГТФ, по без участия 
циклических АМФ, ГМФ и ЦМФ. До-
пускается, что она имеет значение для 
адгезии клеток [85]. Высказано мне-
ние, что адгезия клеток может проис-
ходить по типу реакции антиген — ан-
титело, когда на поверхности клеток 
находятся вещества, подобные веще-
ствам групп крови, и при наличии в 
среде антител к ним. Вероятно, такие 
взаимодействия имеют место в узнава-
нии клеток и специфической адгезии 
их при эмбриогенезе [89]. Из множе-
ства гипотез о механизме специфиче-
ской и иеспецифической адгезии кле-
ток позвоночных животных невозмож-
но выбрать одну, наиболее полно объ-
ясняющую механизм этого сложного 
биологического явления. Почти все 
объяснения механизма адгезии клеток 
о б о с н о в а 11 ы ф а к т и ч е с к и м и д а и и ы м и, 
полученными на культурах клеток и 
тканей, отличающихся отсутствием ре-
гуляторных систем, функционирую-
щих в организме, относительной одно-
родностью окружающей клетки среды, 
наличием особых адаптаций к усло-
виям этой среды и многими другими 
моментами [4]. Все это вносит труд-
ности и ограничения в использование 
результатов таких исследований для 
объя сиен и я вза и м оотношен и я р аз л и ч -
пых механизмов специфической и ие-
специфической адгезии клеток в орга-
низме, но в механизмах, выявленных 
в культурах, едва ли можно сомне-
ваться. 

В условиях организма в зависимо-
сти от вида клеток, их состояния, 
внутренней среды и многих других мо-
ментов одни и те же факторы специ-
фической и неспецифической адгезии 
клеток, вероятно, могут быть попере-
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менно определяющими и второстепен-
ными. Однако одна из множества 
функций ГУК и других протеоглика-
нов — функция неспецифической обра-
тимой агрегации различных клеток по-
средством стерического вытеснения — 
остается постоянной. При любых ме-
ханизмах адгезии клеток и особенно 
если она осуществляется с участием 
г л и к оз и л т р a 11 сф е р а з, г л ют а м и и с и и тет а -
зы и других ферментных систем, ког-
да устойчивость адгезии может волно-
образно изменяться, роль ГУК и дру-
гих п р отео г л и к а н о в как ста бил и з и-
рующего барьера является физиологи-
чески необходимой. При этом синтез 
ГУК и ее распад также зависят от 
активности соответствующих энзима-
тических систем. Кроме того, в зави-
симости от соотношения между коли-
чеством ГУК, ассоциированной с кле-
точной поверхностью, и количеством 
ее в межклеточном пространстве трех-
мерные структуры ГУК могут посред-
ством стерического исключения на-
правлять другие макромолекулы к 
клеткам или от них и таким путем 
влиять на концентрацию в окружении 
клеток молекул, требующихся для их 
существования, д и ф ф е р е н ц и а ц и и, кон-
такта и взаимодействия друг с другом 
[77]. Параллельно с этим ГУК осу-
ществляет и транспорт воды, ионов и 
низкомолекуляриых веществ. 

Стерическое и с к л ю ч е н и е, про и з в од и -
мое ГУК, С-протеогликаиами и АПГ, 
имеет значение в зарождении и росте 
фибрилл коллагена, помимо других 
механизмов уча стия этих б и оп ол име-
ров в фибриллогенезе коллагена [2, 
14, 119]. Распространенный повсеме-
стно в организме млекопитающих ге-
парин уменьшает и полностью разру-
шает агрегацию клеток, вызванную 
стерическим исключением ГУК и дру-
гими протеогликанами. Возможно, что 
гепарии пре п я тствует обра зов а и и ю 
трехмерных структур ГУК и придает 
более высокий отрицательный заряд 
клеткам [3, 12]. 

Сформулированные здесь представ-
ления о неспецифической обратимой 
агрегации клеток, осуществляемой 
ГУК IF другими протеогликанами, 
предшествующей адгезии, согласуются 
с дани ы м и друг их исследов ател ей. 
Клетки печени и сетчатки эмбриона 
курицы сначала обратимо агрегируют-
ся без вовлечения специфических ре-
цепторов адгезии и без затраты мета-

болической энергии. Затем наступает 
селективная адгезия клеток, требую-
щая метаболической энергии, и клетки 
соединяются стабильной связью. До-
пускается, что обратимая агрегация 
может переходить в стабильное соеди-
нение клеток [107]. Пространственное 
исключение клеток и концентрирова-
ние их в ограниченном объеме, осуще-
ствляемое трехмерными структурами 
ГУК, непосредственно пе связаны с 
метаболической энергией и в этом за-
ключается глубокий биологический 
смысл таких структур. В условиях 
р а з в и в а юще гос я ж 11 вотного о р га и из м а 
в образовавшиеся агрегаты клеток 
сразу же врастают соединительноткан-
ные элементы с высоким содержани-
ем ГУК, указанные выше структуры 
к от о р о й и р е п я тст в уют дезагрегации 
образовавшихся ассоциатов клеток 
[ 16]. Пожалуй, можно утверждать, 
что, если специфическая и песпецифи-
ческая адгезия клеток осуществляет-
ся множеством веществ и факторов, 
то неспецифическая и обратимая аг-
регация, предшествующая адгезии, 
осуществляется главным образом ГУК 
п рядом других протеогликанов. 

Кроме изложенных выше функций, 
ГУК прямо или косвенно принимает 
участие в самых разнообразных био-
логических явлениях. В культурах раз-
личных видов сарком и карцином 
ГУК защищает опухолевые клетки от 
лизиса, опосредованного лимфоцитами 
[65]. ГУК подавляет, а в некоторых 
случаях стимулирует активность мо-
п о - и п о л и и у к л е а р и ы х фагоцитов. 
Она же подавляет миграцию и митоз 
лимфоцитов, миграцию клеток лимфо-
м и е л о и д н о й системы, чувствительность 
клеток к некоторым вирусам, проник-
новение спорозоидов и взаимодействие 
между клетками мишени и лимфоци-
тами. Из этого следует, что ГУК не-
посредственно включается в процессы 
воспаления и иммунитета, но меха-
низм ее участия в них не изучен. Бла-
годаря вязкоэластическим свойствам 
растворов ГУК амортизируются удары 
в стекловидном теле глаза, что пред-
отвращает отслоение сетчатки и пиг-
ментного эпителия [22]. В пуповине 
ГУК препятствует сдавливанию крове-
носных сосудов и этим обеспечивает 
нормальное развитие плода. Поверх-
ность хряща выстлана слоем комплек-
са ГУК-протеогликаиы, защищающим 
эту поверхность во время функциони-
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рования сустава. Однако этим не ог-
раничивается значений ГУК в функ-
ции суставов. С возрастом указанный 
слой становится тоньше [114]. ГУК, 
соединяясь с лекарственными вещест-
вами, способна в виде таких соедине-
ний транспортировать их к клеткам, а 
также выделять их в нерастворимой 
форме в матриксе соединительной тка-
ни посредством стерического исключе-
ния [15]. 

По химической природе и структу-
ре, относительно менее высокому 
электрическому заряду, низкому со-
держанию ковалентно связанного бел-
кового (полипептидного) компонента 
ГУК является сравнительно более 
простым протеогликаном. Возможно, 
что именно этими особенностями ГУК 
обусловлены ее резко выраженные 
способности создавать в растворах 
пространственные структуры и уни-
кальная роль как фактора, организую-
щего сложные надмолекулярные обра-
зования с участием С-протеогликанов 
и гликопротеидов, а также многие 
другие биологические функции. 
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Д Н К аза II КЛЕТОК ФАГОЦИТИРУЮЩЕГО РЯДА 
В ИЗУЧЕНИИ ПАТОГЕНЕЗА СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКИ 

Институт ревматологии А М Н СССР, Москва 

С внедрением новых методов иссле-
дования было показано наличие в 
плазме крови людей Д Н К [23, 24], 
особенно в условиях воспалительных и 
деструктивных процессов [1]. 

Значение внеклеточной Д Н К в жиз-
недеятельности организма, п о - в и д и м о -
му, неоднозначно | 18]; необходимо 
иметь в виду ее возможную антиген-
ную активность [2]. 

При системной красной волчанке 
(СКВ) и аналогичном заболевании 
мышей F| (NZB/VV) феномен нукле-
инемии приобретает важное патогене-
тическое значение. Клинико-лабора-
торным и и с с л е д о в а г i и я м и п оказано, 
что в этих случаях Д Н К идентифици-
руют в составе растворимых иммунных 
комплексов, отложение которых в стен-
ках сосудов и почечных канальцев ге-
нерализует и углубляет патологические 
процессы [12, 14, 15]. Эксперимен-
тальными работами [10, 11, 26] на мы-
шах линии NZB/W и Swiss Webster 
показано, что разрушение внеклеточ-
ной Д Н К происходит в основном в пе-
чени и селезенке клетками макрофа-
гального ряда. Наряду с этим показа-
но, что при СКВ в удалении ядерного 
материала погибших клеток прини-
мают участие, возможно, нейтрофилы 
1221. Основным внутриклеточным 
ферментом, к а т а л и з и р у ю щ им гидро-
литическое расщепление как нативиых, 
так и денатурированных форм Д Н К 
до олигонуклеотидов, является 
Д Н К а з а II, локализованная в лизосо-
мах [9]. 

Целью даной работы было сравни-
тельное изучение активности Д Н К а з ы 
II лизосом купферовских клеток и 
нейтрофилов в процессе развития син-
дрома волчанки у экспериментальных 
животных и у людей. 

М е т о д и к а 
Опыты проведены на 26 мышах-самках ли-

нии Fi ( N Z B / W ) в возрасте 2,6 и 9 мес массой 
тела 25, 35 и 30 г соответственно, а т а к ж е па 
5 белых беспородных мышах-самках в возрасте 
1—2 мес массой 20 г. Ж и в о т н ы х декапитирова-
ли, после чего извлекали печень, которую про-
мывали холодным раствором Хснкса и исполь-
зовали для выделения макрофагов методом, 
основанным на избирательном разрушении кле-
точных мембран гепатоцитов проназой [25]. 

Препараты нейтрофилов выделяли из крови 
[13] женщин в возрасте 20 - 4 0 лет, больных 
СКВ (14 человек), и практически здоровых 
(11 человек). 

Активность Д Н К а з ы II определяли по коли-
честву кислоторастворимых продуктов гидроли-
за Д Н К , регистрируемому спектрофотометри-
чески при i = 260 им, и в ы р а ж а л и в микромо-
лях уридии-5-фосфата па 10° клеток. В качестве 
субстрата использовали выделенную из тимуса 
теленка [19] высокополимериую пативпую 
Д Н К (молекулярная масса 13,5• 106, е,=^6029, 
Re 270 = 0 , 5 4 ) . 

Р е з у л ь т а т и н о б с у ж д е н п е 
В таблице представлены результаты 

определения активности Д Н К а з ы II 
макрофагов печени мышей F t (NZB/W) 
разного возраста. Полученные данные 
свидетельствуют о статистически до-
стоверном снижении активности этого 
фермента у 9-месячных мышей 
(NZB/W) по сравнению с 2-месячны-
ми животными того же генотипа. 

Поскольку клиника аутоиммунной 
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2-месячного 
таковой бес-
—2-месячно-

патологии у F, (NZB/VV) развивается 
к 4—6 мес, 2-месячных животных 
обычно рассматривают в качестве кон-
троля (клинической нормы) для жи-
вотных 4-месячного возраста и стар-
ше [3]. Полученные нами данные сви-
детельствуют о тенденции к увеличе-
нию активности Д Н К а з ы II макрофа-
гов мышей Ft (NZB/W) 
возраста по сравнению с 
породных белых мышей 1 
го возраста. 

Результаты сравнительного изуче-
ния активности Д Н К а з ы II нейтрофи-
лов периферической крови здоровых 
и больных СКВ людей показали, что в 
группе больных (женщины с диагно-
зом С К В стадии II III, острого тече-
ния, с воспалительным поражением по-
чек) титры антител к нативной Д Н К 
колебались в интервале 35 100 ед. 
У клинически здоровых женщин тит-
ры антител к нативной Д Н К в сред-
нем составляли 17 ед. Было отмечено 
достоверное (Р<С 0,02) снижение 
активности Д Н К а з ы II нейтрофилов 
крови больных СКВ (до 5,32,4= 
± 0 , 5 7 мкмоля УМФ на 10 клеток, про-
тив 12,63+2,08 мкмоля УМФ на 10 
клеток у здоровых лиц) . Количество 
выделенных клеток па 1 мл крови у 
больных было (0 ,80+0,06) • 106; у здо-
ровых (0 ,67+0,07) • 106. 

Таким образом, согласно результа-
там проведенных исследований, в мак-
рофагах печени мышей F| (NZB/W) в 
период развития люпус-синдрома, а 
т а к ж е в нейтрофилах перифериче-
ской крови больных СКВ с пораже-
нием почек было отмечено статистиче-
ски достоверное снижение активности 
кислой Д Н К а з ы . 

Механизмы, ответственные за сни-
жение активности Д Н К а з ы II в макро-
фагах п нейтрофилах, в настоящее вре-
мя неизвестны. Возможно, дефицит 

данного фермента связан с генетически 
-о бус л о в л ен но й п е пол 11 о це ни ост i > ю 
организма больных СКВ [17 | , но 
вполне вероятно, что в данном случае 
имеет место ингибирующее влияние 
различных веществ, появляющихся в 
результате усиленной деструкции кле-
ток [8] . 

И з вестио, что а кт 11 в 11ост ь Д Н К а з ы 
плазмы крови больных СКВ и мышей 
F | (NZB/W) при развитии у них специ-
фической патологии не претерпевает 
существенных изменений [7, 27] . 
О д н а к о катаболизм внеклеточной 

Активность ДНКазы II в макрофагах, выделен-
ных из печени мышей 

Возраст и линия 
мышей 

Количество выде-
ленных: клеток на 

1 г печени 

Активность 
Д Н К а з ы II, 
мкмоль УМФ 

на 10е 

2 мес, F1 (NZB/W) 

6 мес, Fx (NZB/W) 

9 мес, F1 (NZB/W) 

P 
2 мес, беспородные 

(6, lzh0,5)-10 < ; 

(n 5) 
( 4 , 3 ± 0 , 4 ) . 10® 

(n — 8) 
( 6 , 0 ± 1,4) • 10е 

(n - 5 ) 

( 5 , 2 d z l , 0 ) - 1 0 G 

(n 5) 

2,12±0,19 
(n = 5) 

1 , 7 9 ± 0 , 1 3 
(л = 8) 

1 , 4 0 ± 0 , 1 7 
(n = 5) 

0,01 
1 , 8 5 ± 0 , 1 7 

(n = 5) 

П р и м е ч а н и е . P рассчитано по отно-
шению к 2-месячным мышам линии NZB/W. 

Д Н К при люпус-синдроме все же ока-
зывается нарушен ным. 

У больных С К В в крови появляются 
ингибиторы Д Н К а з ы I [20] с тя-
жест ь ю п а тол о г и и. Ко м п л ексооб р а зо -
ванне антител с Д Н К предохраняет ее 
от дей ст в 11 я Д Н К а з [21]. 

Эти факторы и описанные в настоя-
щей работе данные об ингибироваиии 
Д Н К а з ы II важны для объяснения то-
го факта , что при С К В внеклеточная 
Д Н К обнаруживается чаще и в боль-
ших количествах, чем при других за-
болеваниях [5]. В условиях специфи-
ческого антителогеиеза против Д Н К 
ее циркуляция в русле крови приобре-
тает значение фактора антигенемии, 
поддерживающей аитителогенез и ве-
дущей к образованию патогенно-
а кти в н ы х иммунных ком п л е ксов. 
В этих условиях борьба с пуклейне-
мией есть борьба с иммуиокомплексиой 
патологией [4, 6, 16]. 
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ROLE O F DNAase II F R O M P H A G O C Y T I C 
C E L L S IN P A T H O G E N E S I S O F SYSTEMIC 

L U P U S E R Y T H E M A T O S U S 

L. I. MatuTskaya, N. Yu. Klimov, T. A. Rya-
zantseva, G. N. Pleskovskaya 

Ins t i tu te of Rheumato logy , Acadcmy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Activity of acid DNAase (DNAase II) was. 
shown to decrease in n e u t r o p h i l s from peri-
pheric blood of pa t ien t s with systemic lupus 
e ry thematosus as well as in mac rophages of 
liver t issue f rom mice of the F | (NZB/w) s t ra in 
du r ing development of the lupus syndrome. In-
hibition of the DNAase II act ivi ty in phagocy t i c 
cells migh t be a m o n g the reasons of accumula-
tion of extracel lular highly polymeric DNA in 
blood of the pa t ien ts with systemic lupus ery-
thematosus and to play a defini te role in pa tho-
genesis of the disease. 
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И. В. Зарубина, Б. И. Криворучко 

ВЛИЯНИЕ ЦИТОХРОМД С НА БИОЭНЕРГЕТИЧЕСКИЕ 
ПРОЦЕССЫ В ПЕЧЕНИ ПРИ ТЯЖЕЛОЙ КОМПРЕССИОННОЙ 

ТРАВМЕ 

Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Ленинград 

В патогенезе синдрома длительно-
го раздавливания мягких тканей наря-
ду с острой почечной недостаточ-
ностью важная роль принадлежит на-
рушениям функций печени. По мнению 
А. Я- Пытеля [1], тяжесть гепаторе-
нальных расстройств при синдроме 
дл ительного р азда вливания опреде-
ляет характер его течения и исходов. 
Нарушения функций печени при раз-
давливании обширных мышечных мас-
сивов обусловлены рядом причин, к 
числу которых в первую очередь сле-
дует отнести расстройства централь-
ной гемодинамики и регионарного кро-
вотока, анемизацию печени и повреж-
дение клеточных структур печени ише-
мическим токсином — продуктом ауто-
лиза травмированных тканей [2, 3]. 

Ишемический токсин, как и остроя 
ишемия печени, повышает проницае-

мость митохондриальных мембран и 
снижает скорость дыхания и фосфо-
рилирования, что в свою очередь при-
водит к уменьшению энергетического 
потенциала печени и снижению кон-
центрации АТФ [3]. Это снижение ле-
жит в основе нарушений синтеза гли-
когена, белков, ряда других биополи-
меров и специфических функций пече-
ни. В связи с этим поиск фармакологи-
ческих средств, способствующих нор-
мализации биоэнергетических процес-
сов в печени при синдроме длительно-
го раздавливания, является актуаль-
ным. 

В настоящее время при различных 
заболеваниях печени с лечебной целью 
используют водные экстракты и гидро-
лизаты печени, витамины, гормоны, 
альбумин, сорбит и др. Однако пере-
численные средства либо пе оказы-
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(Влияние цитохрома с на биоэнергетические процессы в печени при тяжелой компрессионной трав-
ме (п = 10) 

Условия опыта 
Адениниуклеотиды, мкмоль на 1 г ткани Энергетический 

заряд системы 
АТФ—АДФ—АМФ 

Неорганический 
фосфат, мкмоль 

на I г ткани 
Условия опыта 

АТФ АДФ АМФ 

Энергетический 
заряд системы 

АТФ—АДФ—АМФ 

Неорганический 
фосфат, мкмоль 

на I г ткани 

Контроль 
Травма 
Травма + цитохром с 

2 , 8 6 ± 0 , 0 2 
1 , 3 5 ± 0 , 1 8 * 
2 , 6 5 ± 0 , 1 7 * 

0 , 8 4 ± 0 , 0 2 
0 , 9 7 ± 0 , 0 8 
0 , 5 7 ± 0 , 0 3 * 

0 ,41 ± 0 , 0 2 
0 , 9 0 ± 0 , 1 4 * 
0 , 4 6 ± 0 , 0 5 * 

0 , 7 9 9 ± 0 , 0 0 3 
0 , 5 6 2 ± 0 , 0 3 9 * 
0 , 7 9 6 + 0 , 0 1 6 " ' 

5 , 1 6 ± 0 , 1 7 
1 2 , 9 0 ± 1 , 5 1 * 
6 ,61 ± 0 , 4 8 * 

П р и м е ч а н и е. Звездочкой отмечены различия , статистически достоверно отличающиеся 
•от аналогичных показателей у предыдущей группы животных ( Р < 0 , 0 5 ) . 

в а ют прямого влияния на биоэнергети-
ку печени, либо этот эффект выражен 
слабо. 

Ранее нами было показано, что па-
рентеральное введение цитохрома с 
может служить эффективным средст-
вом регулирования биоэнергетических 
процессов в печени при ее токсическом 
поражении [4, 5]. 

Целью настоящей работы явилось 
изучение влияния цитохрома с па био-
энергетические процессы в печени 
крыс при тяжелой механической трав-
ме, вызванной раздавливанием мяг-
ких тканей. О характере биоэнергети-
ческих процессов судили по содержа-
нию в печени АТФ, АДФ, АМФ, неор-
ганического фосфата и величине «энер-
гетического заряда» системы аденин-
нуклеотидов. 

М е т о д и к а 

Белым крысам-самцам массой 150—200 г 
наносили т я ж е л у ю компрессионную травму по 
методу Б. К. Кулагина [6]. Цитохром с (ци-
тохром с для инъекций, Ленинградский завод 
медицинских препаратов) вводили внутрибрю-
шинно сразу ж е после травмы в дозе 5 мг/кг . 
Контрольным крысам вводили равный объем 
физиологического раствора. При определении 
концентраций адениннуклеотидов и неорганиче-
ского фосфата животных з а м о р а ж и в а л и в жид-
ком азоте спустя 6 ч после введения цитохро-
ма с. Свободные адениниуклеотиды экстраги-
ровали из навесок печени 6 % раствором хлор-
ной кислоты. Адениниуклеотиды разделяли хро-
матографически на пластинах силуфола UV-254-
(фирма « C h e m a p o b , Ч С С Р ) в системе раство-

рителей диоксан — изопропан — аммиак — вода. 
Концентрации АТФ, А Д Ф и АМФ определяли 
с помощью флюориметрического сканирования 
тонкослойных хроматограмм па спектрофлюори-
метрс M P F - 4 (фирма «Hitachi», Япония) по опи-
санному методу [7]. Содержание неорганиче-
ского фосфата определяли по методу Фиске и 
Суббароу [8]. Б гомогенатах печени определя-
ли концентрацию цитохрома с [9]. 

Полученные данные обрабатывали по обще-
принятым биометрическим методам с использо-
ванием критерия t Стыодента. 

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

сопровождалась (см. таблицу) иару-

I и е н и я м и б и оэ н ер г ет и чес к и х процес-
сов в печени, которые характеризова-
лись уменьшением концентрации АТФ, 
суммы адениннуклеотидов и величины 
«энергетического заряда» системы 
адениннуклеотидов, рассчитанной по 
Atkinson | 10], увеличением концент-
раций АДФ, АМФ и неорганического 
фосфата. 

Уменьшение энергетического , потен-
циала печени могло быть обусловлено 
как интенсивным использованием АТФ, 
так и нарушениями процессов энерго-
продукции. И. В. Левандовский и 
соавт. [3] показали, что ишемия пече-
ни in vivo, как и ишемический токсин 
in vitro, способны изменять структуру 
и функциональную активность мито-
хондрий. Не исключено, что в подоб-
ных ус л о в и я х и а р у ш е н и е проницае-
мости митохондриальных мембран со-
провождается потерей митохондрия-
ми цитохрома с — наиболее лабильно-
г о к о м п о н е и т а д ы хательно й цепи. 
Косвенным подтверждением такого 
предположения служит способность 
экзогенного цитохрома с восстанавли-
вать скорость переноса электронов по 
дыхательной цепи митохондрий пече-
ни, взаимодействующих in vitro с 
ишемическим токсином или выделен-
ных из ишемизированной печени [3]. 
П р я м ы м п о д т в е р ж д е н нем высказан-
ного предположения служат резуль-
т а т ы о п р е д е л е н и я содержания цито-
хрома с в печени крыс. Так, если у 
контрольных животных содержание 
цитохрома с в печени составляло 
3 ,42+0,59 мкмоль/г, то у крыс с трав-
мой оно снижалось до 0,87=!= 
+ 0 , 2 0 мкмоль/г ( Р < 0 , 0 1 ) . Паренте-
ральное введение животным цитохро-
ма с сопровождалось увеличением со-
держания фермента в печени до 3 ,59+ 
± 0 , 3 4 мкмоль/г ( Р < 0 , 0 1 ) . Одновре-
менно в печени повышалась концентра-
ция АТФ, уменьшались концентрации 
АДФ, АМФ и неорганического фосфа-
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та, увеличивался «энергетический за-
ряд» адениннуклеотидного пула. 

Полученные результаты дают осно-
вание полагать, что нормализация био-
энергетических процессов в печени 
при парентеральном введении травми-
рованным крысам цитохрома с обус-
ловлена проникновением его в печень 
и взаимодействием с ультраструктура-
ми гепатоцитов. 

Ранее считалось, что экзогенный ци-
тохром с пе способен проникать в 
клетки. Действительно, цитохром с 
имеет относительно большую молеку-
лярную массу, и в обычных условиях 
клеточные мембраны для него непро-
ницаемы, поэтому уже спустя 2 ч пос-
ле инъекции крысам цитохрома с, 
имеющего ради о и з о т о и н у ю метку, 
большая часть введенной активности 
экскретируется с мочой [11]. Однако 
показано, что при нарушении прони-
цаемости клеточных мембран цито-
хром с способен проникать в клетки и 
повышать концентрацию цитохрома в 
печени [12]. Наши предыдущие иссле-
дования [4, 13] подтвердили этот факт 
и показали, что парентеральное введе-
ние цитохрома с при повреждении пе-
чени у крыс тетрахлорметаиом сопро-
вождается повышением не только 
интенсивности дыхания и фосфорили-
рования в гомогенатах и митохондриях 
печени, но и степени сопряжения этих 
процессов. При этом увеличивается 
интенсивность полос поглощения в 

д и ф ф е р ен ц и а л ь 11 ы х спе кт р а х ми то-
хондрий печени, характерных для ци-
тохрома с, а на кривой диоперсии 
в ы с о ко ч а стот и о й электропроводности 
митохондрий восстанавливаются резо-
нансные зоны, соответствующие этому 
ферменту [14]. 

Таким образом, цитохром с способен 
проникать через поврежденные мемб-
раны гепатоцитов и может быть 
использован как регулятор биоэнерге-
тических процессов в печени при синд-
роме длительного раздавливания. 
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E F F E C T O F CYTOCHROME С ON BIO-
ENERGY P R O C E S S E S IN LIVER T I S S U E 
D U R I N G S E V E R E C O M P R E S S I O N A L TRAU-

MA 

I. V. Zarubina, В. I. Krivoruchko 

S. M. Kirov Mil i tary Medical Academy, Lenin-
grad 

After severe mechanical t r a u m a of ra t sof t 
t issue content of ATP, total aden ine nucleotides,, 
a m o u n t s of " ' ene rgy cha rge" of the adenine 
nucleot ide sys tem and cytochrome с were 
decreased in liver t issue, while content of 
A M P and Pi w a s increased. Pa ren te ra l ad-
minis t ra t ion of cytochrome с at a dose of 
10 m g / k g into an imals af ter the t r a u m a nor-
malized the energy processes in liver t issue and 
increased the content of endogenous cyto-
chrome c. 
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Химические соединения, имеющие в 
своей структуре эпоксидную группу, 
отличаются высокой биологической 
а кт и в 11 ост ыо, с в я з а н н ой со способ-
ностью быстро вступать во взаимодей-
ствие с различными структурами клет-
ки, в частности с макромолекулами, 
что обусловливает выраженное токси-
ческое, канцерогенное, мутагенное и 
тератогенное действие па организм 
[8]. Соединения этого класса широко 
распространены в природе и могут по-
ступать в организм человека в виде 
лекарств, пищевых добавок и природ-
ных загрязнителей. Эпоксидные соеди-
нения также могут образоваться эндо-
генно, в процессе метаболического 
окисления различных химических ве-
ществ монооксигеназной системой пе-
чени [3]. 

Основную роль в обезвреживании 
э п о кс ид соде р ж а и i, и х соед и не и и й и г р ает 
фермент эпоксидгидролаза (НФ 3.3. 
2.3), отвечающая за гидратацию эпок-
сидной группы, с образованием более 
полярных метаболитов — диолов [5, 
7, 11], как правило, менее токсичных 
или нетоксичных соединений [6, 10]. 

Функции и свойства эпоксидгидро-
лазы долгое время оставались неизу-
ченными из-за большой сложности 
синтеза специфических субстратов. 
В настоящее время синтезирован ряд 
ароматических и алифатических сое-
динений, которые могут служить суб-
стратами в этой ферментной реакции. 

С использованием моноциклическо-
го субстрата стиреноксида наиболее 
распространенными являются радио-
I гз отоп и ы й 11 г а з ох р ом а то г р а ф и чес к и й 
методы анализа [2, 9]. К основным не-
достаткам этих методов следует отне-
сти сложность и длительность иссле-
дования, что ограничивает их приме-
нение в серийных экспериментах, а 
также необходимость использования 
сложной и дорогостоящей аппаратуры. 

О тл и чител ьной чертой п р едл а г а е м о-
го метода является простота и быстро-
та исполнения при достаточно высокой 
чувствительности, позволяющей опре-
делить активность эпоксидгидролазы 

в тканях и субклеточных фракциях. 
Метод основан на измерении флюорес-
ценции фенилэтиленгликоля, образую-
щегося в результате энзиматического 
гидролиза сти реноксида. 

М е т о д и к а 

В нашем исследовании источником фермен-
та с л у ж и л и гомогенаты органов половозрелых 
крыс линии Вистар, з абитых декапитацией , при-
готовленные с использованием в качестве сус-
пендирующей среды 0,25 М сахарозы (рН 7,4), 
с о д е р ж а щ е й 0,001 М Э Д Т А в гомогенизаторе 
П о т т е р а - — Э л ь в е й м а (тефлон — стекло, 90 с, 
1200 о б / м и н ) [1]. 

Субстрат — 0,025 М раствор стиреноксида 
(фирма «S igma» , CILIA) в ацетонитриле в объе-
ме 0,015 мл вносили в реакционную среду, со-
с т о я щ у ю из 0,2 мл гомогената ткани органов 
крыс (в контрольных пробах фермент был ииак-
тивироваи 10-минутным кипячением при 100°С) 
и 0,2 мл 0,15 М трис-HCl буфера р Н 8,7. Инку-
бацию проводили в течение 30 мин при 37 °С. 
Р е а к ц и ю останавливали охлаждением в ледя -
ной бане и добавлением 3 мл х л о р о ф о р м а . По-
сле интенсивного встряхивания в течение 1 мии 
хлороформный слой отбирали и о б е з в о ж и в а л и 
2 г безводного N a 2 S 0 4 . Концентрацию образо-
вавшегося фенилэтиленгликоля измеряли на 
спектрофлюориметре M P F - 4 3 A (фирма «Рег-
k in—Elmer» , С Ш А ) При Апозб — 263 ИМ Лиз л — 
= 282 им. Активность эпоксидгидролазы выра-
ж а л и в ианомолях фенилэтиленгликоля за 
1 мии на 1 г ткани и рассчитывали по следую-
щей формуле : 

FCV, 
А r F c r - t - V 2 ' 

где F — интенсивность флюоресценции анали-
зируемого о б р а з ц а (в % ) ; С — концентрация 
стандартного раствора фенилэтиленгликоля 
(в имолях в м л ) ; V\ - - объем хлороформа , ис-
пользованного д л я экстракции (в м л ) ; Fcт — 
интенсивность флюоресценции стандартного рас-
твора фенилэтиленгликоля (в % ) ; t — время 
инкубации (в мин) ; V 2 — к о л и ч е с т в о ткани, 
использованной д л я исследования (в г) . 

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

Для подбора оптимальных условий 
проведения ферментной реакции иссле-
довали зависимость активности 
эпоксидгидролазы от рН среды, кон-
центрации субстрата и инкубации. За-
висимость от рН в гомогенате печени 
крыс представлена иа рис. 1. Иссле-
дуемый фермент обладал максималь-
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Р и с . I . З а в и с и м о с т ь а к т и в н о с т и э п о к с и д г и д р о л а з ы о т р Н в г о м о г е и а т е п е ч е н и к р ы с . 
По оси абсцисс — рН реакционной среды; по оси ординат — активность эпоксидгидролазы 

(в нмоль/мин/г ткани). 

Р и с . 2 . З а в и с и м о с т ь с к о р о с т и р е а к ц и и о т к о н ц е н т р а ц и и с у б с т р а т а . 
По оси абсцисс — концентрация стиреноксида (в мМ); по оси ординат — активность эпоксидгидрола-

зы (в нмоль/мин/г ткани). 

Р и с . 3 . Г и д р о л и з с т и р е н о к с и д а в г о м о г е и а т е п е ч е н и к р ы с в з а в и с и м о с т и о т в р е м е н и 
и н к у б а ц и и . 

По оси абсцисс — время (в мин); по оси ординат — уровень флюоресценции (в %). 

ной активностью при рН 8,7. Гидролиз 
стиреноксида под действием эпоксид-
гидролазы протекал с максимальной 
скоростью при концентрации субстрата 
0,01—0,025 М. Дальнейшее увеличе-
ние концентрации субстрата приводи-
ло к снижению активности фермента 
(рис. 2) . При изучении зависимости 
скорости гидролиза от времени инку-
бации было обнаружено, что она 
является постоянной в течение 40 мин 
(рис. 3). 

Определение активности эпоксид-
гидролазы разработанным нами ме-
тодом в различных органах крыс пока-
зало, что наивысшей активностью это-
го фермента обладает печень и поч-
ки — соответственно 279,2+2,1 и 
38,5±2,1 нмоль на I г ткани в 1 мин. 
В селезенке, легких и слизистой обо-
лочке двенадцатиперстной кишки 

Р и с . 4 . В н у т р и к л е т о ч н о е 
р а с п р с д е л е н и е ф е р м е и т о в 
п е ч е н и к р ы с . 
По оси абсцисс — содержание 
белка во фракции в процен-
тах от общего содержания 
белка в гомогеиате; по оси 
ординат — значения относи-
тельной удельной активности, 
т. е. активности на 1 мг бел-
ка фракции по отношению к 
активности на 1 мг белка го-
могеиата. Порядок фракций: 
ядра, митохондрии, лизосо-
мы, мнкросомы, иадосадоч-
ная жидкость. А — эпоксид-
гидролаза, Б — а - м а н н о з и д а -
за, В — сукцинатдегидроге-
н а з а . 

3 8 

активность фермента значительно ни-
же — соответственно 11,5 =4= 1,0, 6 , 2 ± 0 
и 3,1|±0 нмоль на 1 г ткани в 1 мин. 

В связи с тем что в литературе 
встреча юте я п р от и в ор еч и в ые да и н ые 
по внутриклеточной локализации эпок-
с ид гидрол а з ы, оп ределе нной с по-
мощью различных субстратов, что, по-
видимому, обусловлено разными пзо-
формами фермента, нами было про-
ведено исследование его активности 
в субклеточных фракциях, выделенных 
по методу Дс Дюва [4]. Исследование 
показало, что максимальная актив-
ность эпоксидгидролазы связана с 
микросомальной фракцией (рис. 4). 
Д л я сравнения приведены диаграммы 
внутриклеточного распределения мар-
керных ферментов лизосом — а-ман-
нозидазы и митохондрий - сукцииат-
дегидрогеназы. 

Таким образом, соблюдая изложен-
ные выше условия, можно получить 
наиболее достоверные результаты при 
оценке активности эпоксидгидролазы 
как в тканях, так и в субклеточных 
фракциях органов. Необходимо отме-
тить, что активность фермента в пече-
ни крыс, установленная предложенным 
методом, совпадает с данными, полу-
ченными радиоизотопным и газохро-
матографическим [2, 9] методами. 
П р е д л ож ен н а я нам и м ето д и к а от л и -
чается простотой выполнения и доступ-
ностью, что позволяет ее рекомендо-
вать для широкого применения в био-
химических н токсикологических иссле-
дован иях. 
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S P E C T R O F L U O R O M E T R I C P R O C E D U C E FOR 
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ACTIVITY 

A. E. Kranauskas, L. V. Uravchenko, 
V. A. Tutel'yan 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
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A spect rof luorometr ic procedure is developed 
for es t imat ion of epoxide hydro lase activity 
us ing styrol oxide as a subs t ra te . The da ta 
were plotted, re f lec t ing the dependence of the 
enzymat ic react ion on time, pH value and the 
subs t r a t e concentra t ion . Activity of epoxide 
hydro lase w a s s tudied in var ious t issues and 
subcel lular f rac t ions of ra t liver tissue. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ а-ФЕТОПРОТЕИДА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
БЕРЕМЕННЫХ МЕТОДОМ РЛКЕТНО-ЛИНЕЙНОГО 

ИММУНОЭЛЕКТРОФОРЕЗА 
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ра биофизики и биохимии Днепропетровского университета 

В пренатальной диагностике широ-
кое примснсние получа ют иммуиохи-
мичеекие методы onределения специ-
фических белков в сыворотке крови 
беременных и амииотической жидкости 
[6, 12]. Эти методы специфичны, обла-
дают высокой чувствительностью, 
дают возможность быстро количест-
венно определять большое число проб, 
что позволяет организовать массовое 
обследование беременных [11, 14, 16]. 

Од н и м и з о с и ов и ых п о к а з а те л е й, 
on р еде лен 11 е кото р ых и м м у и ох и м и ч е-
скнми методами используется в пре-
натальной диагностике пороков раз-
вития, является концентрация а-фе-
топротеина (АФП). АФП — специфи-
ческий белок плазмы крови плода ран-
них сроков развития, который синтези-
руется в желточном мешке, печени и 
(в меньшей мере) в желудочно-кишеч-
ном тракте [2]. 

Концентрация АФП в сыворотке 
крови беременных женщин определяет-
ся с 7—10-й недели беременности [5], 
возрастает пропорционально сроку бе-
ременности и достигает максимума к 
32—33-й неделе беременности 

(до 300 нг/мл), снижаясь в последние 
недели перед родами [14]. 

Содержание АФП в крови матери 
значительно повышается (400—500 и г/ 
мл) при аномалиях развития невраль-
ной трубки плода. 

Измерение концентрации АФП в 
материнской сыворотке между 15-й и 
24-й неделями беременности исполь-
зуется как средство скрининга при 
выявлении дефектов развития иевраль-
ной трубки и других аномалий разви-
тия плода человека [5, 7 | и осуществ-
ляется методами радиоиммунного и 
иммуноферментного анализов. Однако 
не все л а бор а тор и и прей ата л ы-юй 
диагностики имеют необходимое обо-
рудование для постановки этих мето-
дов. 

Задачами настоящей работы яви-
лись следующие: 1) выбор доступного 
и достаточно чувствительного имму-
нохимического теста, позволяющего 
организовать массовое определение 
(скрининг) содержания АФП в сыво-
ротке крови беременных женщин для 
выявления дефектов развития; 2) уста-
новление статистически достоверных 
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Рис. I. Ракетно-лииейный иммуиоэлектрофорез 
стандартных растворов АФП. 

Л - - промежуточный гель, содержащий тритоновый 
экстракт печени эмбриона (0,24 мкг/см2); Б — гель, 
содержащий моноспецифическую кроличью аитисыво-
ротку (8 мкл/см"); / — 5 — 1 0 мкл растворимой фрак-
ции печени эмбриона в разведении 1 : 2 , 1 : 0 , 1 : 12, 
1 : 2 4 и I : 48 соответственно; 6—10 — Ю мкл трито-
нового экстракта печени эмбриона в разведении 1 : 2, 
1 : (3, 1 : 12, 1 : 24 и 1 : 48 соответственно; 11—13 — со-
ответственно 3, 7 и 10 мкл стандартного раствора 

АФП (фирма СЕЛ, Франция). 

нормальных концентраций АФП в раз-
личные сроки беременности. В качест-
ве такого доступного иммунохимиче-
ского теста определения АФП в дан-
ной работе был использован ракетно-
линейный иммуноэлектрофорез (ИЭФ) 
[3]. 

М е т о д и к а 

И Э Ф проводили на стеклянных пластинках 
размером 7 X 1 2 см, залитых 1 % агарозным 
гелем («Lilex», Д а н и я ) , содержащим 0 , 2 % 
тритон Х-100. Добавление тритона Х-100 спо-
собствовало усилению пиков преципитации. 
Кроме того, поскольку стандартные образцы 
АФП в наших исследованиях содержали три-
тон Х-100, введение детергента в гель препят-
ствовало появлению неспецифических преципи-
татов при нанесении сложной белковой смеси. 
Толщина агарозиого геля составляла 0,15 см. 

Анодная часть геля ( 3 X 1 2 см) с о д е р ж а л а 
моноспецифическую кроличью антисыворотку 
(8 мкл/см 2 ) против А Ф П человека. Антисыво-
ротка с концентрацией антител 130—180 мкг /мл , 
определенной методом ракетного И Э Ф [10], 
была любезно предоставлена лабораторией им-
мунохимии опухолей Всесоюзного онкологиче-
ского научного центра АМН С С С Р (зав. — 
проф. Г. И. Абелев) . 

Со стороны катода ( 3 X 1 2 см) в серию лу-
нок емкостью 10 мкл, расположенных друг под 
другом строго по вертикали, вносили по 70 мкл 
исследуемых образцов сывороток крови. При 
таком расположении лупок сохраняется одно-
родность электрического поля и практически не 
нарушается сцепление геля с пластинкой, следо-
вательно, потери антигена вследствие подтека-
ния его в промежутки между гелем и пластин-
кой минимальны. 

Промежуточный гель ( 1 X 1 2 см) содержал 
тритоновый экстракт печени 16-недельного пло-
да человека в объеме 20 мкл (0,24 мкг АФП) 
па 1 см2 геля. Этот ж е экстракт использовали 
в качестве стандарта при построении калибро-
вочной кривой. 

Д л я получения тритонового экстракта 1 г 
печени 16-недельиого плода человека гомогени-
зировали в 5 мл 0,025 М трис-буфера р Н 7,4 с 
2 % тритона Х-100, центрифугировали 1 ч при 
20 000 g. Аналогично готовили растворимую 
фракцию белка, используя тот ж е буфер без 
тритона Х-100. 

Содержание АФП в полученных фракциях 
оценивали методом ракетио-лииейиого ИЭФ. 
Д л и сравнения использовали стандарт челове-
ческого А Ф П (фирма СЕА, Франция) . 

Электрофорез проводили при напряжении 
2 В /см в течение 16—18 ч в трис-барбиталовом 
буфере р Н 8,6; 1 = 0,02. После окончания элек-
трофореза пластинки с гелем промывали, от-
жимали и окрашивали Кумасси PR-250 [10] . 

При расчете содержания А Ф П в исследуе-
мых сыворотках измеряли площади соответст-
вующих пиков иммуиопреципитации, которые 
сравнивали с таковыми стандартных растворов. 
Результаты обрабатывали по Ойвину [1]. 

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

На рис. 1 представлена иммупоэлек-
трофореграмма стандартного раство-
ра АФП, тритонового экстракта и 
р аствор и мой ф р а к ци и печени 
эмбриона. 

По известной концентрации белка в 
стандартном растворе (3,2 мкг/мл) бы-
ла рассчитана концентрация АФП в 
тритоновом экстракте (12,2 мкг/мл) и 
растворимой фракции (8,4 мкг/мл) пе-
чени эмбриона. В дальнейшем ввиду 
большей стабильности для построения 
калибровочной кривой на каждой пла-
стинке с исследуемыми образцами сы-
вороток крови в качестве стандарта 
АФП использовали тритоновый экст-
ракт печени эмбриона. 

Предложенный в этой работе ва-
риант ракетно-линейного ИЭФ позво-
лил значительно повысить чувстви-
тельность метода. Наименьшая кон-
центрация АФП, определяемая мето-
дом обычного ракетного ИЭФ, состав-
ляет 0,5 1 мкг/мл [4], что делает его 
неприемлемым для оценки содержания 
АФП в сыворотке крови беременных 
женщин, где максимальная концент-
рация этого белка составляет 0,17 
0,2 мкг/мл Г13]. Использование про-
межуточного геля с тритоиовьтм экст-
рактом эмбриональной печени, содер-
жащим АФП, позволяет определить до 
1,6 нг этого белка при нанесении 
20 мкл образца, т. е. чувствительность 
метода составляет 0,08 мкг/мл. 

Кроме того, чувствительность мето-
да можно повысить увеличением обме-
на наносимого образца. Размеры пла-
стинок позволяли наносить до 70 мкл 
исследуемых сывороток беременных 
женщин, что повышало чувствитель-
ность метода до 0,022 мкг/мл. Подоб-
ная чувствительность уже достаточна 
для определения АФП в сыворотках 
к р ови; следовател ьно, р а кет но-л и ней-
ный ИЭФ может быть использован при 
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Рис. 2. Ракетно-лииейный иммуиоэлектрофорез 
образцов сывороток крови беременных. 

/1 — промежуточный гель, содержащий тритоновый 
экстракт печени эмбриона (0,24 мкг/см2); Б — гель, 
содержащий моноспецифическую кроличью антисыво-
ротку (8 мкл/см2); 1—7— образцы сывороток крови 
беременных (70 мкл); 8, 9, 10—10 мкл тритонового 
экстракта печени эмбриона в разведении 1 : 6 , 1 : 9 и 

1 : 14 соответственно. 

скрининге сывороток беременных на-
ряду с радиоиммуиным и иммунофер-
меитным анализом. 

Следует учесть, что ракетно-линей-
иый ИЭФ благодаря введению в ли-
нию гомологичного антигена гаранти-
рует определение именно АФП и сво-
боден от таких недостатков, как появ-
ление побочной реакции в некоторых 
пробах па какой-то неизвестный анти-
ген. Поэтому этот метод является да-
ж е более специфичным, чем радиоим-
мунный п иммунофермеитный анализы, 
которые основаны не на иммунопреци-
питации, а па принципе связывания. 

Так, н а п р и м е р, р а кет н о - л и н е й и ы й 
ИЭФ использовался в диагностике на-
рушений Ц Н С при определении раст-
воримых дериватов нейроспецифиче-
ского белка D2 | 15]. Этот же подход 
позволил выявить белок 1)2 в амнпо-
тической жидкости при дефектах нерв-
ной трубки, где его концентрация бы-
ла чрезвычайно низкая и не регистри-
ровалась обычным ракетным ИЭФ 

На рис. 2 приведен пример иммуно-
электрофореграмм ы образцов сыво-
роток крови. Стандартные растворы 
АФП вносили в первые 3 лунки для 
построения калибровочной кривой и 
последующе й к о л и11 ест в е и и о й о цен к и 
содержания АФП в исследуемых 
образцах сывороток крови. 

Описанным методом было исследо-
вано 150 образцов сывороток крови 
женщин с нормально протекающей бе-
ременностью. Результаты исследова-
ния графически представлены на 
рис. 3. 

Рис. 3. Зависимость концентрации А Ф П в сы 
воротке крови беременных от срока беремен-

ности. 

Ко и це 11 т рация АФП, с ост а в л я ющ а я 
в 12—15 нед 13,3=1=2,34 иг/мл, растет 
по мере увеличения срока беременно-
сти и достигает максимума в 32 
35 нед (84,54=7,42 иг/мл) , затем сни-
жается и составляет к 39 нед 39,6=!= 
± 7 , 0 2 иг/мл. 

11олученные результаты в целом 
несколько ниже среднестатистических 
данных, приведенных в обзоре [14] , 
согласно которому содержание А Ф П 
на 12—]6 неделях беременности со-
ставляет 30—40, на 32-й неделе — 300, 
а на 40-й неделе 100 иг/мл. Однако 
достаточно большое число наблюде-
ний позволяет считать полученные па-
мп результаты более достоверными 
для региона, в котором проводилось 
обследование. 

Действительно, ряд авторов наблю-
дали различия среднестатистических 
данных по содержанию А Ф П в сыво-
ротках крови беременных в отдельных 
географических регионах [14, 15]. 

Метод ракетно-линейного И Э Ф поз-
воляет анализировать до 10—12 образ-
цов сыворотки крови на 1 пластинке. 
Используя 4—5 пластинок, можно уве-
личить число исследуемых одновремен-
но образцов до 50 60 в сутки. 

Таким образом, метод может быть 
использован при организации скринин-
га дефектов развития плода в прена-
тальный период. 
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E S T I M A T I O N O F a - F E T O P R O T E I N IN 
BLOOD S E R U M O F P R E G N A N T W O M E N 
U S I N G ROCKET-LINEAR I M M U N O E L E C T R O -

P H O R E S I S 

Т. V. Demchenko, A. /. ShvelsovaV. A. Bere-
zin, К. V. Voronin, L. V. Usenko, Yu. G. Pod-

dub nyak 

Chair of Obstet r ics and Gynecology, Medical 
School, Chair of Biophysics and Biochemistry, 

S ta t e Universi ty, Dnepropet rovsk 

Rocket-l inear immunoelcct rophorcs is enabled 
to es t imate the a - fe topro te in content in blood 
se rum of p r e g n a n t women. Sensi t ivi ty of the 
procedure const i tu ted as low as 13-22 n g of 
the protein per I ml of blood serum. Concent ra -
tion of the protein in blood se rum depended on 
the period of p regnancy ; middle values of 
normal content of a - fc topro te in in blood se rum 
were es t imated within var ious periods of 
p r e g n a n c y in women of the district s tudied . 
The procedure migh t be used s imul taneous ly 
with immunocnzymat ic and rad io immune me-
thods in p rena ta l d iagnos i s of impa i rmen t s in 
development of the fetus neural tube. 

У Д К 612.397.2:577.112.856].014.46:615.256.51 

M. Г. Творогова, В. H. Титов 

МЕТАБОЛИЗМ ЛИПОПРОТЕИДОВ У КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ 
ЭТИН ИЛЭСТРАД ИОЛА 

В К Н Ц А М Н СССР, Москва 

Различия в распространенности ише-
мической болезни сердца (ИБС) сре-
ди мужчин и женщин в пременопаузе, 
обнаруженные половые различия в по-
казателях липидного обмена, наруше-
ния которого рассматривают как фак-
тор риска ИБС, были предпосылкой 
для использования эстрогенов в качест-
ве гипохолестеринемического для преду-
п р еж д а ю ще го рис к р а з в ит и я и и ф а р к -
та миокарда препаратов [31]. Однако 
г и п е р т р и г л и I i,e р ид е мня, в ыз ы в а ем а я 
и р и м е н е и и ем натураль и ы х и с и н тет и -
цеских эстрогенов, была одной из при-
чин отказа от использования этих гор-
монов при лечении инфаркта миокар-
да. Кроме того, за последнее время в 
клинической практике участились слу-
ча и развития гиперли поп ротеидеми11 
и инфаркта миокарда у молодых жен-
щин, длительно принимающих син-
тетические эстрогены — оральные кон-
трацептивы [4, 21, 35]. Повышение 
уровня триглицеридов при применении 
натуральных и синтетических эстроге-
нов показано и в эксперименте на кры-
сах [27, 39] и птицах [22]. В клини-
ческих и экспериментальных исследо-

ваниях, кроме натуральных эстроге-
нов, часто используют этинилэстра-
диол, представляющий собой синте-
тическое производное наиболее физио-
логически активного натурального 
эстрогена — эстрадиола. 

Применение эстрогенов связывают 
со значительными изменениями в био-
синтезе и катаболизме лииидов, но 
э кс п е р и ментальн ы е д а н и ые и рот ив о р е -
чивьт, что зачастую связано с гормоно-
зависимым и дозозависимым характе-
ром влияния эстрогенов на липидный 
обмен. Одновременные исследования 
основных реакций обмена лииопротеи-
дов (ЛИ) при применении синтетиче-
ского эстрогена этинилэстрадиола, ши-
роко применяемого в клинической 
практике, позволят уточнить характер 
нарушений липидного обмена, индуци-
руем ы х эстрогенами. 

М е т о д и к а 

Исследование основных реакций биосинтеза 
и катаболизма Л П при введении этинилэстра-
диола проведено на крысах-самцах линии Ви-
стар массой 180—200 г. В экспериментах ис-
пользовано 100 животных. В период, предше-
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Т а б л и ц а 1 
Концентрация и удельная радиоактивность липидов при введении этин и л эстрад иола 

Объект 
исследования Группа животных Свободный холестерин Эфиры холестерина Триглицериды 

Концентрация липидов (М ± мг/дл) 

Сыворотка крови Контрольная 
Опытная 

Р 

2 9 , 4 ± 3 , 0 9 
2 0 , 2 ± 2 , 3 9 

< 0 , 0 5 

3 1 , 9 ± 1 , 8 8 
2 2 , 9 ± 3 , 3 7 

< 0 , 0 5 

5 8 , 2 ± 2 , 0 
1 1 8 , 0 ± 1 , 8 3 

< 0 , 0 0 1 

Удельная радиоактивность липидов (14С, М ± имп/мин на 1 мг липида) 

Ткань печени 

Сыворотка крови 

Контрольная 
Опытная 

Р 
Контрольная 
Опытная 

Р 

5 1 8 ± 4 0 
1188±140 

< 0 , 0 1 
7 1 2 ± 2 5 7 
6 9 0 ± 1 1 0 

> 0 , 0 5 

1\4±14 
5 3 ± 4 
< 0 , 0 1 

2 9 8 ± 1 0 5 
4 0 5 ± 1 2 5 

< 0 , 0 5 

9 8 0 ± 1 7 0 
1 9 9 5 ± 6 5 

< 0 , 0 1 
2487 ±71 \ 
4 5 9 3 ± 5 6 0 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е. Число животных в каждой группе. 

ствующий эксперименту (2 нед) , и во время 
эксперимента крысы получали сухой брикетиро-
ванный корм и находились в помещении с ре-
гулируемым световым режимом. К а ж д а я иссле-
дуемая группа состояла из 20 животных: под-
опытных (получавших препарат) и контроль-
ных. Этинилэстрадиол вводили внутримышеч-
но в дозе 50 мкг на 1 кг массы тела в 0,2 мл 
оливкового масла в течение 5 дней. Животным 
контрольной группы ежедневно вводили 0,2 мл 
оливкового масла. 

Липопротеиды очень низкой плотности 
( Л П О Н П ) ткани печени выделяли путем препа-
ративного ультр ацеи тр и фугирован и я. Л П О Н П, 
липопротеиды низкой плотности ( Л П Н П ) и 
липопротеиды высокой плотности (ЛПВГ1) сы-
воротки крови выделяли методом последова-
тельного ультрацентрифугирования в солевых 
растворах соответствующих плотностей [19j . 
Экстракцию липидов сыворотки крови и отдель-
ных классов Л П проводили, как описано ранее 
[3]. Фракцию суммарных апопротеинов выде-
ляли методом ультрафильтрации из делипиди-
рованных проб, концентрацию суммарных аио-
протеипов каждого класса Л П определяли по 
модифицированному [1] методу Lowry и соавт. 
[24]. Содержание липидов определяли сульфо-
ванилиновым методом [34]. Удельную радио-
активность липидов и белков исследовали опи-
санным ранее методом [5]. Д л я определения 
; 1 к т ив ности и остгеи ар и нов ой липо пр отеидл ипа-
зы ( Л П Л , К Ф 3.1.1.3) крысам за 15 мин до 
умерщвления внутрибрюшинио вводили гепарин 
(«Гедеон Рихтер», Венгрия) в дозе 100 ед /кг . 
Активность постгепариновой Л П Л и печеночной 
тр и г л и це р и дл и ri а з ы и сс л е д о в а л и р а д и о л о ги ч е -
ским методом [2]. Активность лецитинхолесте-
ринацилтрансферазы (ЛХAT, КФ 2.3.1.43) ис-
следовали радиологическим методом [17]. Дан-
ные обрабатывали методом вариационной ста-
тистики при использовании критерия t Стыо-
деита. 

Р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а и и я 

Применение этинилэстрадиола при-
водило к развитию гипохолестеринемии 

у крыс-самцов линии Вистар. Сниже-
ние концентрации холестерина проис-
ходило за счет как свободного, так и 
эфиросвязанного стерола (табл. 1). 
Введение крысам этинилэстрадиола 
приводило к двукратному увеличению 
уде л ь и о й р а д и о а к т и в н ост и т р и г л и це р и -
дов и свободного холестерина и сниже-
нию удельной радиоактивности эфиров 
холестерина в ткани печени, но удель-
ная радиоактивность свободного холе-
стерина и его эфиров не изменялась в 
сыворотке крови экспериментальных 
животных, тогда как удельная радио-
активность триглицеридов была зна-
чительно увеличена у крыс опытной 
группы. 

Д л я выяснения характера действия 
этииилэстрадиола на биосинтез Л П в 
печени крыс мы исследовали удельную 
р а д и о а кт и в н ост ь с у м м а р и ы х л и п и дов 
и суммарных апопротеинов Л П О Н П , 
выделенных из ткани печени. Разно-
направленные изменения удельной ра-
диоактивности белковых и лип иди ых 
компонентов Л П О Н П печени (табл. 2) 
не повзоляют однозначно охарактери-
зова т ь возде й ств и е этин ил эстр а ди о л а 
на формирование Л П О Н П . Д л я выяс-
нения этого вопроса мы исследовали 
удельн у ю р а д 11 оакт и вност ь ли п идов 
и белков, секретируемых в составе Л П 
в кровь. Оказалось, что после введения 
этинилэстрадиола удельная радио-
активность липидов Л П О Н П увеличи-
валась в большей степени, чем удель-
ная радиоактивность апопротеинов 
этого класса ЛП, что дает основание 
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Т а б л и ц а Г 
Удельная радиоактивность липидов и апопротеинов липопротеидов печени и сыворотки крови 

крыс при введении этинилэстрадиола 

Группа животных 
Ткань печени Сыворотка крови 

Группа животных 
ЛПОНП ЛПОНП ЛПНП лпвп 

Удельная радиоактивность липидов (J 4C, М ± <т, ими/мин на I мг липида) 

К о н т р о л ь н а я 
Опытная 

Р 

1962 ± 2 1 9 
3376 ± 2 9 8 

< 0 , 0 1 

2 1 8 5 ± 2 1 9 
4 0 0 4 ± 4 3 1 

< 0 , 0 5 

1 1 9 9 ± 2 8 б 
18 41 ± 2 7 3 

< 0 , 0 5 

9 9 5 ± 2 3 6 
1 2 7 2 ± 1 7 9 

< 0 , 0 5 

Удельная радиоактивность апопротеинов (;*Н, М ± а , ими/мин на 1 мг белка) 

К о н т р о л ь н а я 
Опытная 

Р 

4 0 9 6 ± 3 1 1 
3264 ± 2 0 8 

<0,01 

2153 ± 9 9 
3 3 6 5 ± 133 

<0,01 

3 6 1 2 ± 100 
2 0 8 3 ± 1 1 1 

<0,01 

2934 ± 1 4 3 
5 1 6 0 ± 3 1 0 

<0,01 

П р и м е м а и и е. Ч и с л о ж и в о т н ы х в к аждой группе 9. 

для предположения об изменении со-
става частиц. Отсутствие изменений 
удельной радиоактивности липидов 
Л Ш111 при з и а ч и те л ьн ом си и жен и и 
удельной р ад 11 оа ктив 11 ости апо п р оте и -
нов этого класса ЛИ также позволяет 
предположить изменение состава 
Л П Н П за счет обогащения липидами. 
С р а в не 11 ие удельно й р ад ио а ктив пост и 

100% IX, 

пл 
Л-1 

У' 

о б В г 
Р>0,05 <0,05 <0,05 <0,01 

100% 

Б 

Т 
1 1 

100% 

б О 
р<0,001 >0,05 <0,05 <0,001 

100% 

В 

т 

1 
о б в г 

р<0,05 >0,05 <0,05 >0,05 

Изменение липидного состава Л П сыворотки 
крови при введении этинилэстрадиола (сред-
ние значения к о н т р о л я приняты за 1 0 0 % ) . 
Светлые столбцы — контроль (М±т) , заштрихован-
ные — опыт (М±т) ; а — холестерин, б — триглицери-
ды, в — отношение холестерин/триглицериды, г — от-
ношение эфиры холестерина/холестерин свободный; 
Л — ЛПОНП, Б — ЛПНП (оси ординат слева — для 
показателей а, б, в, справа—для показателя г), В — лпвп. 

липидов и белков Л П В П , напротив, 
служит основанием для предположе-
ния о снижении концентрации липидов 
в этом классе Л П. 

Для более подробной характеристи-
ки нарушений обмена липидов при 
введении этинилэстрадиола нами бы-
ли проведены исследования липидного 
состава Л П сыворотки крови (см. ри-
сунок). Оказалось, что гипохолестери-
и е м и ч ее кое и г и п ер т р и г л и це р и дем и ч е-
ское действие этинилэстрадиола сопро-
вождалось изменением состава всех 
классов Л П. 

В Л П О Н П содержание холестерина 
не изменялось, однако доля этерифи-
цированного холестерина возрастала, 
что вызывало достоверное повышение 
отношения эфиры холестерина/холесте-
рин свободный в этом классе Л И. Уро-
в е н ь т р и г л и це р и до в возрастал в 
Л П О Н ГI ж и вот и ы х, пол у ч а в ш и х эт и -
нилэстрадиол, что при неизменном 
уровне холестерина приводило к 
уменьшению отношения холестерин/ 
триглицериды ( Р < 0 , 0 5 ) у подопыт-
ных животных. Содержание фосфоли-
пидов не изменялось в Л П О Н П жи-
вотных, получавших этинилэстра-
диол. 

В Л П Н П при введении гормона рез-
к о с н и жалось со д е р ж а н и е х о л есте р и -
на, что при неизменном уровне тригли-
церидов вызывало снижение в этом 
классе Л П соотношения холестерин/ 
т р и г л и це р иды, отр а ж а ющего 11 а ко п л е -
ние Л П Н П ь т. е. частиц, обогащенных 
триглицеридами [10]. Снижение уров-
ня фосфолипидов было пропорциональ-
но изменению содержания холестери-
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на; при этом пе изменялось отноше-
н и е х о л есте р и н/фосфо л и п ид ы ( Я > 
> 0 , 0 5 ) . Следует отметить, что при 
снижении уровня общего холестерина 
в Л П Н11 дол я эте р и фи ц и р о в a 11 но го 
стери и а з и а11 ител ьно увел ичи в алас ь. 

В ЛПВГ1 при введении этинилэстра-
диола уменьшалось содержание холе-
стерина. При этом содержание свобод-
ного и этерифицированного холесте-
рина понижалось в равной степени, о 
чем с в и дете л ьст во в а л а не и з м е н ноет ь 

отношения эфиры холестерина/холесте-
рин свободный. Уровень фосфолипидов 
и от ношен и е х о л есте р и и/фосфол и п и -
ды не менялись в Л П В П подопытных 
.животных. Снижение содержания хо-
лестерина при неизменном уровне три-
глицеридов изменяло отношение холе-
.стерин/триглицериды с 3,28 в контроле 
до 2,28 в группе животных, получав-
ших этинилэстрадиол ( Я < 0 , 0 5 ) , сви-
детельствуя, что и в этом классе Л П 
под влиянием гормона происходило иа-
ко п ле и и е тр 11 гл ицер идов. 

Результаты проведенных экспери-
ментов показали, что введение этинил-
эстрадиола в дозе 50 мкг па 1 кг мас-
сы тела приводило к снижению актив-
ности основных ферментов метаболиз-
ма триглицеридбогатых ЛП — постге-
париновой Л П Л (контроль 73 ,6± 
± 1 , 5 имоль/мл/мии, опыт 56,8±4,6 
имоль/мл/мин; Р < 0 , 0 1 ) и триглице-
ридлипазы печени (контроль 4 5 , 7 ± 
± 2 , 0 имоль/мл/мин, опыт 31 ,9±1,9 
нмоль/мл/мии; Р<С0,01). В экспери-
менте наблюдалось также снижение 
активности Л ХАТ в опытной группе 
животных (9 ,7±1,68 имоль/мл/ч) по 
сравнению с таковой в контрольной 
(14,54=0,36 имоль/мл/ч; Р < 0 , 0 2 ) . 

О б с у ж д е и и е р е з у л ь т а т о в 

В настоящее время исследованиями 
в клинике [8, 38] и эксперименте [15, 
27] показано, что действие эстрогенов 
на концентрацию липидов и Л П сыво-
ротки крови зависит от вида приме-
няемого гормона и является дозозавп-
симым как для натуральных, так и 
.для синтетических гормонов. С этих 
позиций легко объяснить противоречи-
вость литературных данных о влиянии 
гормонов на уровень липидов в крови. 

Хотя гипохолестеринемический эф-
фект введения эстрогенов был отмечен 
многократно, влияние гормонов на био-
синтез холестерина в печени изучено 

недостаточно. Существуют лишь еди-
ничные данные о пониженной [32] или 
неизмененной [7] активности гидрокси-
метилглутарил-КоА-редуктазы (КФ 
1.1.1.34) — ключевого фермента био-
синтеза холестерина в печени разных 
видов экспериментальных животных. 
Полученные нами данные об увеличе-
нии удельной радиоактивности свобод-
ного холестерина в печени позволяют 
11 р едполо ж ит ь воз р а ста пне б иоси 11 теза 
этой фракции стерола при введении 
этинилэстрадиола в дозе 50 мкг на 
I кг массы. Однако неизменная удель-
ная радиоактивность свободного холе-
стерина в сыворотке крови указывает, 
что при применении этинил-эстрадиола 
секреция синтезироваиного холестери -
на в кровяное русло не возрастает. 
Опираясь на экспериментальные дан-
ные о том, что de novo синтезирован-
ный холестерин печени является пред-
почтительным субстратом для биосин-
теза желчных кислот | 2 8 | , можно 
предположить прямое включение сип-
тез и |) ов а н н о го х о л есте р и н а в ж е л ч -
ные кислоты под действием гормона. 
Полученные данные о достоверном 
снижении уровня свободного холесте-
рина, несмотря на двукратное увели-
чение удельной радиоактивности стеро-
ла в печени и неизменный уровень 
удельной радиоактивности в сыворотке 
крови, позволяют предположить, что 
снижение уровня холестерина связано 
не только с увеличением удаления хо-
лестерина, синтезированного de novo 
с желчыо, но и с ускорением катабо-
лизма его в плазме. Нами в экспери-
менте получены данные о снижении 
этерификации холестерина в печени, 
что может быть косвенным доказатель-
ством снижения активности ацил-КоА: 
холестерол-0 — ацетилтрансферазы 
(АХАТ, КФ 2.3.1.26) - фермента, в е -
рифицирующего холестерин в клет-
ках печени и других тканей. Такие 
данные получены при исследовании 
влияния эстрогенов на этерификацию 
холестерина в печени [32] и аорте [33] 
голубей со спонтанным атеросклеро-
зом. Снижение уровня эфиров холесте-
рина обусловлено, однако, пе только 
уменьшением этерификации холесте-
рина в печени. Сопоставление неизмен-
ной удельной радиоактивности эфи-
ров холестерина в сыворотке крови, 
свидетельствующей о неизмененном по-
ступлении их в кровь, и снижения кон-
центрации эфиров холестерина в сыво-
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ротке крови позволяет предположить 
усиление катаболизма этой фракции 
стерола под действием гормона. 

Концентра ция тр 11 глицеридов в 
крови ж и в от н ы х, получавших эти и и л -
эстрадиол, увеличена вдвое по сравне-
нию с таковой в контрольной группе. 
Увеличенмю концентрации триглице-
рпдов соответствует возрастание 
удельной радиоактивности этого липи-
да в печени и сыворотке крови живот-
ных опытной группы. Следовательно, 
гипертриглицеридемия, развиваю-
щаяся при введении этинилэстрадиола, 
в значительной степени обусловлена 
увеличением биосинтеза триглицери-
дов в печени и секреции их в кровяное 
русло. Естественно предположить, что 
при этом увеличивается и секреция 
Л П О Н П — основного носителя эндо-
генных триглицеридов. Это предполо-
жение подтверждается данными об 
однонаправленном увеличении удель-
ной радиоактивности белковых и ли-
пидных компонентов Л П О Н П сыворот-
ки крови крыс, получавших этинил-
эстрадиол. Удельная радиоактивность 
апо-ЛПОНГ1 печени понижена у жи-
вотных опытной группы, однако значи-
тельное увеличение удельной радио-
а кт и в и ост п а п о - Л П О Н П с ы во р от к и, 
сопоставимое с абсолютным значением 
удельной радиоактивности апо-
Л П О Н П печени, наводит на мысль, 
что это явление связано с необычно 
быстрым выбросом вновь синтезиро-
ванных Л П в кровяное русло. Это 
предположение подтверждается экс-
п е р и м е нт а л ьны м и и сс л едов а н и я м и 
| 1 1 |, в которых показано, что под дей-
ствием эстрадиола 17-р увеличивается 
биосинтез апо-ЛПОНП в печени цып-
лят, и данными об увеличении концен-
трации суммарных белков Л П О Н П 
сыворотки при введении эстрадиола 
бензоата [23]. 

Наблюдавшееся нами в эксперимеи-
те по в ы I и е ии е удел ьи о й р ад и о акт и в -
постп апо-ЛПВП в сыворотке крови 
может свидетельствовать об активно-
сти биосинтеза и формирования этого 
класса ЛП. Действительно, в клиниче-
ских условиях обнаружено увеличение 
концентрации апо-А] у мужчин и жен-
щин при лечении эстрогенами [9, 25]. 

Однако обнаруженные изменения 
липидного состава Л П В П не подт-
верждают предположение об увеличе-
нии формирования Л П В П в условиях 
нашего эксперимента. Возрастание 

удельной радиоактивности белков 
Л П В П , по-видимому, связано с увели-
чением синтеза в печень апо-С, апо-
п р оте и н а, п е р ехо д я ще го из ф р а к ц и и 
Л П О Н П во фракцию Л П В П во время 
липолиза [16]. Снижение концентра-
ции холестерина отражает, возмож-
но, усиление захвата апо-Е-содержа-
щих Л П В П печенью, отмеченное при 
применении больших доз эстрогенов 
[12]. 

Увеличение биосинтеза и секреции 
тр игл и це р идов отр а з и л ось также и а 
увеличении доли триглицеридов в ча-
стице Л П О Н П , что свидетельствует о 
формировании частиц большего разме-
ра при применении этинилэстрадиола. 
Ф о р м и р о в а и и е печеиыо самок к р ы с 
частиц Л П О Н П большего, чем у сам-
цов, размера и содержащих меньше 
молекул холестерина и фосфолипидов 
на 1 моль триглицеридов показано в 
экспериментах с перфузированной пе-
ченью крыс [42]. Существует предпо-
ложение [40], что изменение размеров 
ЛПОНГ1 вызвано половыми различия-
ми, тогда как применение гормона 
увеличивает количество секретируемых 
частиц. Полученные нами данные о 
с и и жен и и от ношения х о л есте р ии/три-
глицериды в Л П О Н П и повышении 
удельной радиоактивности суммар-
ных липидов и белков Л П О Н П сыво-
ротки предполагают увеличение секре-
ции Л П О Н П большего, чем в норме, 
размера при введении этинилэстрадио-
ла. Увеличение секреции обогащенных 
триглицеридами Л П О Н П , вероятно, 
приводит к возрастанию уровня три-
глицеридов в первичных ремнантах -
Л П Н П и во вторичных ремнантах 
Л П В П . 

Обогащение Л П О Н П эфирами холе-
стерина в условиях снижения биосин-
теза их в печени может быть связано 
с возрастанием концентрации холе-
стерина в печени [13]. Кроме того, в 
эксперименте показаны увеличение 
массы печени животных, получавших 
этинилэстрадиол [41], и гипертрофия 
клеток печени и эндоплазматического 
ретикулума<у крыс под действием эст-
рогенов [30]. Таким образом, при сни-
жении радиоактивности эфиров холе-
стерина печени, отражающем относи-
тельное уменьшение этерификации хо-
лестерина под влиянием гормона, аб-
солютный уровень эфиров холестерина 
не изменяется, о чем свидетельствуют 
неизмененная удельная радиоактив-
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ность липида в сыворотке крови и воз-
растание доли эфиров холестерина в 
Л П О Н П , По-видимому, эти же меха-
низмы ответственны за увеличение до-
ли эфиров холестерина в Л П Н П , неза-
висимо от происхождения частиц: как 
рем найтов, обогащенных эфирами хо-
лестерина Л П О Н П или синтезирован-
ных de novo в печени. 

Изменение постгепариновой липо-
л 11 т 11 ч ее ко й а кт и в и ост и от м е ч е но в 
литературе при применении эстрогенов 
в клинике и эксперименте. Однако 
от м е че и и ы й выше р а з и о н а п р а в л е н н ы й 
п дозозависимый эффект натуральных 
и синтетических эстрогенов на уровень 
липидов плазмы позволяет предполо-
жить наличие неадекватных изменений 
.активности изучаемых нами ферментов 
в разных экспериментальных условиях. 
Показано [36], что применение эти-
нилэстрадиола и эстрадиола 17-р в 
одинаковых дозах различно влияет на 
активность л ипаз ы п е ч еии. В ы я влей 
т а к ж е дозозависимый эффект этинил-
эстрадиола на активность Л П Л жиро-
вой ткани у экспериментальных жи-
вотных [37]. 

Полученные нами эксперименталь-
ные данные показывают, что введение 
этими л эст р а д и о л а в ы з ы в а ет д остове р -
ное снижение постгепариновой липо-
п р оте и д л и п а з н о й а кт 11 в ноет и печеноч-
ного и внепеченочного происхождения. 
Аналогичные данные получены при 
введении крысам эстрадиола [18, 37]. 
'Следует отметить, что снижение актив-
ности фермента при действии эстроге-
нов происходит неодинаково у разных 
видов: у человека в отличие от крыс 
снижение общей постгепариновой ли-
цо п ротеидлипазиой а кт 11 вмости пропс-
ходит за счет снижения активности пе-
чено ч но й т р и г л и це р и д л и и а з ы п р и 
неизменной или слабо сниженной 
активности Л П Л внепеченочного 
происхождения [6]. Учитывая эти дан-
ные, изменения соотношения апо-Сц и 
апо-Сги вряд ли могут быть объясне-
нием снижения активности постгепа-
риновой Л П Л при проведении терапии 
эстрогенами, так как эти апопротеины 
являются активатором и ингибитором 
только для Л П Л внепеченочной (на-
пример, жировой) ткани. Кроме того, 
при введении эстрадиола отмечено уве-
личение концентрации как апо-Сц, 
так п апо-Сш при снижении соотноше-
ния апо-Сц/апо-Сш [25]. Показана 
неизменность уровня апо-Сц в период 

лечения эстрогенами [43]. 
Концентрация апо-Е, который участ-

вует в образовании фермент-субст-
ратного комплекса в реакции Л П Л и 
Л П О Н П [13], увеличивается при вве-
дении эстрадиола животным [23]. В то 
же время отмечено снижение концен-
трации апо-Е при введении больших 
доз эстрогенов [14]. 

Сообщают об изменении резистент-
ности тканей к гепарину как о возмож-
ной причине изменения активности 
Л П Л под влиянием оральных контра-
цептивов [20]. Однако снижение выб-
роса фермента при инъекции гепарина 
вряд ли может серьезно отражаться 
на функции тканевосвязаниого фер-
мента в физиологических условиях. Та-
ким образом, окончательный механизм 
сн и жен и 5i а кт и вн ост и п ост геп а р и и о вой 
Л П Л под влиянием эстрогенов остает-
ся неясным. Можно предположить, что 
м и о го ч и с л е и ны е изменен и я, от мече н -
ные при применении гормонов, в уров-
не липидов и апопротеинов сыворотки 
крови снижают способность фермента 
и/или субстрата к образованию ком-
плекса. На основании полученных на-
ми экспериментальных данных о сни-
же и и и а кт и в ноет и п остге п а р и н о во й 
Л П Л и печеночной триглицеридлипа-
зы можно заключить, что накопление 
триглицеридов в Л П О Н П и Л П Н П 
вызвано не только увеличением форми-
рования ЛП, но и снижением катабо-
лизма Л П О Н П при применении эти-
нилэстрадиола. 

Данные литературы об изменении 
активности ЛХАТ под влиянием эстро-
генов крайне немногочисленны. Не бы-
ло обнаружено различий в активности 
фермента у мужчин и женщин разного 
возраста [45]. У крыс, однако, актив-
ность ЛХАТ у самок достоверно выше, 
чем у самцов [29]. Наблюдаемые по-
ловые различия в активности фермен-
та авторы связывают с различиями пе 
в уровне фермента в крови, а в кон-
центрации или составе субстрата. Ис-
следования активности ЛХАТ в крови 
крыс при применении этинилэстрадио-
ла в дозах 5 и 15 мкг па 1 кг массы 
тела указывают на зависимость повы-
шения активности фермента от изме-
нения субстрата, но не увеличения ко-
личества фермента [40]. К сожалению, 
в этой работе нет данных об измене-
нии процента этерификации холесте-
рина в условиях эксперимента. Однако 
приведенные данные об увеличении со-
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держания холестерина Л П О Н П , свя-
зываемом авторами с повышенной сек-
рецией холестерина, и о неизменном 
уровне общего холестерина позволяют 
предположить, что и в этом случае 
увеличение активности фермента отра-
жает увеличение субстрата — свобод-
ного холестерина. 

Проведенный нами анализ получен-
ных экспериментальных данных пока-
зал, что при действии этинилэстрадио-
ла возрастание биосинтеза свободно-
го холестерина в печени, по всей ве-
роятности, не сопровождается повыше-
нием секреции его в кровяное русло, 
возможно, вследствие прямого превра-
щу н и я х олестери и а, с и и тезиров а н ного 
de novo, в жирные кислоты, без вхож-
дения его в плазменный пул. Сниже-
ние секреции синтезированного de 
novo свободного холестерина в кровь 
при применении э т и 11 ил эст р а д иола 
отражается на соотношении свободно-
го и эфиросвязанного холестерина в 
Л П О Н П , тогда как этерификация хо-
лестерина в плазме, регулируемая 
ЛХАТ, понижена. 

Таким образом, результаты экспе-
риментальны х исследов а и ий и оказы-
вают, что применение этинилэстрадио-
ла в дозе 50 мкг на 1 кг массы тела 
вызывает гипохолестеринемию и ти-
пе р тр и г л и це р иде м ию одновр ем енио 
с нарушением липидного состава всех 
классов Л П. Обнаруженные изменения 
обусловлены как увеличением биосин-
теза и секреции Л П О Н П , так и нару-
шением трансформации Л П в крови. 
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M E T A B O L I S M O F L I P O P R O T E I N S IN RATS 
TREATED W I T H ETH1NYL-ESTRADIOL 

M. G. Tvorogova, I/. N. Tiiov 

All-Union Cardiological Research Centre, Aca-
demy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Effcct of ethinyl-estradiol on metabol ism of 
l ipoproteins w a s s tudied in ra t blood. Admi-
n is t ra t ion of ethinyl-estradiol at a close of 
50 }ig/'<g of body mass led to hypocholestero-

lemia and to hyper t r ig lycer idemia in blood of 
exper imental an imals as well as the hormone-
impaired lipid composit ion of all the lipopro-
tein classcs. These a l te ra t ions in lipid composi-
tion of l ipoproteins occurred as a result of an-
increase in biosynthesis and secretion of very 
low densi ty l ipoproteins as well as due to 
impai rments of l ipoprotein t r ans fo rmat ion in 
blood serum caused by a decrease in activity 
of main enzymes responsible for the t ransforma-
tion of l ipoproteins in circulat ion - l ipopro te in 
lipase, liver t r iglyceride lipase and lecithin-cho-
lesterol асу I t ransferase . 

УД к 612.351.1.015.36: [547.953 I 547.426.23j014.46:547.262 

В. H. Титов, Д. Г. Пицин 

ВЛИЯНИЕ ЭТАНОЛА НА БИОСИНТЕЗ ОСНОВНЫХ 
КОМПОНЕНТОВ ТРИАЦИЛГЛИЦЕРИДОВ И ФОСФОЛИПИДОВ 

В ПЕЧЕНИ КРЫС 

Всесоюзный кардиологический научный центр АМН СССР, Москва 

Введение этанола человеку и экспе-
риментальным животным вызывает 
значительное накопление триацилгли-
церидов в геиатоцитах. Однако пато-
генез возникающей «жировой инфильт-
рации» печени остается недостаточно 
изученным. Возможно, что жирные 
кисл оты триа цил глицеридов, иа к апли-
вающихся в печени, происходят из жи-
ровой ткани, из жиров пищи или син-
тезированы in situ | 1]. 

Введение этанола подопытным жи-
вотным, получавшим рацион с низким 
содержанием жиров, индуцирует син-
тез жирных кислот в печени | 25 | и 
изолированных клетках эпителия ки-
шечника [31]. Ткань печени, получен-
ии я при биопсии у пациентов с хрони-
ческим алкоголизмом, включала мече-
ный ацетат в триацилглицериды досто-
верно выше, чем у лиц, не потребляв-
ших этанол [19]. 

Показано, что скорость синтеза три-
ацилглицеридов в геиатоцитах лимити-
рована содержанием в них а-глицеро-
фосфата [8] и длинноцепочных жир-
ных кислот [16]. Глицерофосфат, 
1 ieo6 х оди м ый дл я си 11 тез а г л и це ро -
липидов, может быть образован из 
глюкозы, оксалацетата, генерирован-
ного из пирувата, или в реакции нит-
ратного цикла. Факторы, стимули-
рующие г л и це р о и еог е и ез, о д н о в р е м е и -
но усиливают синтез триацилглицери-
дов в печени |33] . 

В то же время в большинстве про-
веден пых ранее исследований влияние 
этанола на биосинтез липидов в пече-

ни оценивалось только по включению 
меченых предшественников в суммар-
ные жирные кислоты глицеролипидов 
(тр и а ци л г л и I ;ер и дов и фосфол и 11 и дов) 
и почти пе были рассмотрены особен-
ности влияния этанола на синтез от-
дельных компонентов сложных липи-
дов. Поэтому мы считаем целесообраз-
ным исследовать влияние этанола на 
биосинтез отдельных компонентов гли-
церолипидов, что, по нашему мнению, 
расширит возможности понимания ме-
ханизмов накопления липидов в геиа-
тоцитах, а возможно, и жировой ин-
фильтрации печени. 

М с т о д и к а 
Р а б о т а выполнена на 100 крысах-самцах Ви-

стар массой 180 200 г, разбитых на 2 группы: 
животным 1-й группы (опыт), голодавшим в. 
течение 3 ч, однократно вводили через зонд, 
в желудок этанол из расчета 6 г па I кг массы 
тела в виде 50 % раствора, крысы 2-й группы 
(контроль) получали вместо этанола изокало-
рическое количество г/покозы. Животных дека-
питировали через 14 ч после введения этанола. 
За 2 ч до декапитации крысам виутрибрюшип-
по вводили [2-мС | -ацетат , и [4,5-3Н]-лейцин по-
10 и 30 мкКи на 100 г массы тела соответствен-
но. Печень перфузировали изотопическим рас-
твором NaCl, нарезали на кусочки, высушивали 
фильтровальной бумагой и гомогенизировали в 
стеклянном гомогенизаторе. Экстракт общих 
липидов получали по методу Фолча [11 | . Д л я 
I) а з де л е н и я не й тр а л ы п л х л и 11 и дов и с п о л ьз ов а л и 
одномерную двухступенчатую хроматографию в 
тонком слое силикагеля | 1 2 | . Д л я разделения 
метиловых эфиров жирных кислот глицероли-
пидов в зависимости от степени их пенасыщен-
иости был применен метод тонкослойной хрома-
тографии в силикагеле, содержащем 10 %-
AgNOa [9]. После проявления эфиры жирных 
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Использование 1 4С-ацетата и 3Н-лейцина в 
биосинтезе фоефолипидов и нейтральных ли-

пидов печени крыс при действии этанола. 
1 — фосфолипиды; 2 — триацилглицериды; 3 — свобод-
ный холестерин; 4 — диацилглицериды, 5 — моно-
ацилглицериды; 6' — свободные жирные кислоты. 
Светлые столбики — контроль, темные — введение эта-

нола. 

кислот элюировали диэтиловым эфиром. Ра-
диоактивность липидиых фракций измеряли в 
сцинтилляционной смеси 0,5 % Р Р О и 0,02 % 
Р О Р О Р в толуоле; в случае глицериновой ча-
сти глицеролипидов — в сцинтилляционной жид-
кости для водных растворов «Tr i t i sob [12], ис-
пользуя спектрометр « М а г к - Ш » с модулем 
Д П М . Содержание отдельных липидиых фрак-
ций и метиловых эфиров жирных кислот опре-
деляли описанными методами [27, 36] . Резуль-
таты исследования обработаны методом вариа-
ционной статистики с использованием /-крите-
рия Стьюдента. Большинство использованных 
реактивов получено от фирмы «Мегк» (ФРГ) 
и «Sigma» (США), меченые предшественни-
к и — от фирмы «Amcrsharn» (Англия). 

Р е з у л ь т а т ы 

Как показано ранее [12, 17], одно-
кратное введение этанола крысам уве-
личивает в печени содержание три-
ацилглицеридов; такие же изменения 
отмечены и в сыворотке крови. После 
однократного введения этанола в пе-
чени повышается синтез моно-, ди- и 

триацилглицеридов из [ | 4 С]-ацетата и 
[3Н | -лейцина. 

Д л я выяснения различий в исполь-
зовании для синтеза отдельных клас-
сов липидов печени пулов ацетил-КоА, 
образованного из [ 1 4С]-ацетата и 
сформированного при эндогенном рас-
щеплении [4,5-3Н]-лейцина, рассчита-
ны процентное распределение 3Н- и 
и 14С-меток и соотношение 14С/3Н для 
каждой липидной фракции печени в 
контроле и опыте. 11олученные данные 
I! редст а в л е н ы в г р а ф и ч ее ко м изобра-
жении на рисунке. В триацилглицери-
дах, диацилглицеридах, свободном хо-
лестерине и его эфирах из печени конт-
рольных животных это соотношение 
варьировало от 1,5 до 2,2, на основа-
нии чего можно полагать, что ацетил-
Ко А, обр азо в а и н ы й из [14С ] - а цетата, 
используется для синтеза этих липид-
иых фракций в большей степени, чем 
происходящий из 3Н-лейцина. Напро-
тив, в общих фосфолипидах, моноацил-
гл ицер идах и свободных жирных кис-
лотах преобладает [ 3Н]-метка, проис-
ходящая из меченого лейцина. 

Из приведенных в табл. 1 данных 
следует, что метка из [ 3Н]-лейцина 
утилизируется преимущественно в син-
тезе глицериновой части фоефолипидов 
и триглициридов. Напротив, 14С-метка 
а цетата испол ьзуется г л а вны м обра-
зом для синтеза жирных кислот. Под 
влиянием этанола более значительно 
а ктив ируется би ос и нтез гли цериновой 
части глицеролипидов, чем образова-
ние жирных кислот. 

В целях выяснения участия синтези-
рованных cle novo жирных кислот, вхо-
дящих в состав глицеролипидов, в ии-

Т а б л и ц а 1 
Влияние однократного введения этанола на включение |1 4С]-ацетата и |3Н]-лейцина в жирные кис-

лоты и глицериновые остатки триацилглицеридов и фоефолипидов печени крыс (М ± т ) 

Липидная фракция Меченый 
предшественни к 

Условия 
опыта 

Радиоактивность, имп на 1 г влажной ткани в 1 мин 

жирные кислоты г л и цер и 11 ов ы й остато к 

Триацилглицериды 

Фосфолипиды 

[ 1 4С]-ацетат 

[ 3Н]-лейцин 

[ 1 4С]-ацетат 

[ 3Н]-лейцин 

Контроль 
Этанол 
Контроль 
Эта нол 
Контроль 
Этанол 
Контроль 
Этанол 

6 6 6 3 ± 7 8 2 (63,7) 
13 1 1 4 ± 1 523 (49,8)* 

7 2 4 ± 9 7 (42,9) 
2 6 1 6 ± 3 1 0 (49,4)* 

11 531 ± 1 186 (70,8) 
13 7 3 4 ± 1 579 (67,3) 
3 0 5 9 ± 4 8 7 (26,3) 
1 9 4 4 ± 2 4 1 (17,5)* 

3 7 9 7 ± 4 3 9 (36,3) 
13 2 1 2 - И 490 (51,2)* 

9 6 4 ± 1 1 8 (57,1) 
2 6 7 9 ± 3 2 6 (50,6)* 
4 7 5 6 ± 4 7 3 (29,2) 
6 5 2 3 ± 8 I 2 (32,7)** 
8 5 7 2 ± 1 020 (73,7) 
9 166- t l 182 (82,5) 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 и 3 одна звездочка — Р < 0 ,001 , две — Р < 0 , 0 0 5 по 
отношению к контролю. В скобках — радиоактивность ж и р н ы х кислот или глицеринового остатка 
е процентах от их общей радиоактивности. 

50 



Т а б л и ц а Г 

Влияние этанола на включение [14CJ-ацетата и [3Н]-лейцина в отдельные жирные кислоты триа-
цилглицеридов печени крыс (М ± т) 

Жирные кислоты 

Исследуемый Условия Меченый с числом 
показатель опыта предшествен- насыщен- моноено- триено- тетраено- двойных 

ник ные вые диеновые вые вые связей 
более 4 

Радиоактив- [ М С ] - а ц е т а т 2080±217 310±32 199±24 908±92 1078± 116 1241 ±167 
ность, имп на Контроль 

[ М С ] - а ц е т а т 
(62,0) (7,5) (4 ,7) (5 .2) (10,0) (10,6) 

1 мг липнда 
Контроль 

р Н]-лейцин 672±85 79±9 49 ± 7 Ш ± 1 1 89 ±11 8 7 ± 10 
в 1 мин 

р Н]-лейцин 
(78,2) (7,2) (4 ,0) (4 ,1) (4.9) (2 ,5) 

1 1 4 С] -ацетат 4523±470* 833±87 177 ±2-1 1997 ±174* 19б0±205* 223 5±298*' 
Этанол 

1 1 4 С] -ацетат 
(04.6) (11,1) (2,2) (6 ,8) (6,6) (8 ,7) 

[311]-лейцин 1G31 ±220* 87±5 4 5 ± 1 1 4 9 ± 18 3 3 ± 8 121 ± 1 9 [311]-лейцин 
(90,5) (5 ,2) (1,9) (0.7) (0 ,4) (1.3) 

Содержание Контроль 29,0=1= 1,9 23,7±3 ,0 2 2 , 8 ± 1,1 6 . 6 ± 1,0 10,0 1 1,7 7 , 9 ± 1,5 
жирных кислот, Этанол 27,6±2,7 29,3 ±3 ,4 2 5 , 7 ± 3 , 2 6 , 3 ± 1 , 0 6 , 0 ± 0 , 9 5, 1 ± 0 , 8 
мг на 1 г влаж-
ной ткани 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 в с к о б к а х — распределение р а д и о а к т и в н о с т и м е ж д у о т д е л ь н ы м и 
классами ж и р н ы х кислот (в %). 

Аудируемом этанолом накоплении ли-
пидов в печени исследовано их содер-
жание у крыс контрольной и опытных 
групп. Мод влиянием этанола процент-
ное содержание пальмитиновой кисло-
ты в триацилглицеридах существенно 
пе менялось, в то время как концент-
рация арахидоновой и полиеновых 
жирных кислот, имеющих более 
4 двойных связей, была снижена 
(табл. 2). Процентное содержание 
олеиновой и линолевой кислот три-
ацилглицеридов под влиянием этанола 
повысилось. Полученные данные сви-
детельствуют о том, что под влиянием 
этанола в триацилглицеридах значи-
тельно снижается содержание полие-
новых и увеличивается уровень моное-
новых и диеновых жирных кислот. Та-
кая же зависимость прослежена и для 
фоефолипидов при хроническом введе-
нии этанола [6]. Снижение содержа-
ния полиеновых жирных кислот в на-
капливающихся в печени триацилгли-
церидах позволило предположить, что 
жирно к и с л от н ы й с ост а в т р и а ц и л г л и це -
ридов и процесс их секреции печеиыо 
являются взаимосвязанными. Дей-
ствительно, можно редуцировать явле-
ния жировой дистрофии печени крыс 
при хроническом введении этанола пу-
тем повышения в пище содержания 
арахидоновой кислоты [13]. 

В печени контрольных животных 
с и и те з и а с ы ще и н ы х ж и р и ы х ки с л от 
(в частности, пальмитиновой) проте-
кает весьма активно. Этанол при одно-
кратном введении стимулирует синтез 
насыщенных жирных кислот триацил-
глицеридов более чем в 2 раза 

(см. табл. 2). В той же степени повы-
шается под влиянием этанола и удель-
ная радиоактивность моиосновых жир-
ных кислот. Радиоактивность полиено-
вых жирных кислот (кроме линолевой) 
по 14С оказалась также значительно 
выше у крыс, получавших этанол. В 
то же время анализ включения [ 3 Н]-
лейцина в жирные кислоты триацил-
глицеридов показал, что этанол ин-
тенсивно повышал удельную радиоак-
тивность насыщенных жирных кис-
лот, однако включение 3Н-метки в ли-
нолевую и арахидоновую кислоты бы-
ло сниженным. 

Представляет интерес сопоставить 
влияние этанола на включение меток 
в пальмитиновую кислоту триацилгли-
церидов (см. табл. 2) и фоефолипидов 
(табл. 3). Введение этанола приводило 
к значительному (на 2 6 % ) повыше-
нию включения 14С-метки в пальмити-
новую кислоту фоефолипидов, тогда 
к а к у дел ь н а я р а д и о а к т и в и ост ь г i о л и е -
новых жирных кислот либо не меня-
лась (С 18:2), либо умеренно снижа-
лась (С 18:3, 20:4, 22:5,6). Необходи-
мо отметить, что под влиянием этано-
ла значительно (в 3 раза) возрастало 
включение ацетата в олеиновую кис-
лоту ф осф о л и п и дов. 

Рассматр и в а я механизмы и а ко пл е-
иия триацилглицеридов в печени и 
р а з в и т и я г и п с р т р и г л и цер и д е м и и п од 
влиянием этанола, следует отметить, 
что за эти изменения могут быть от-
ветственны непосредственно этанол и 
образованный из него ацетальдегид. 
Продуктами окисления этанола и ацет-
альдегида являются ацетат и НАД-IT; 
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Т а б л и ц а 3 
Влияние этанола на включение |1 4С|-ацетата и |3Н]-лейцина в отдельные жирные кислоты фоефо-

липидов печени крыс (в ими на J мг липида в I мин) 

Условия 
опыта 

Меченый 
п ред шест вен ни к 

Жирные кислоты 

Условия 
опыта 

Меченый 
п ред шест вен ни к насыщен-

ные 
моноено-

вые диеновые триеновые тетраено-
вые 

с числом 
двойных 

связей 
более 4 

Контроль [ 1 4С]-ацетат 3 5 0 0 ± 4 0 4 1 5 5 ± 2 5 106 ± 2 1 7 5 0 ± 6 7 431 ± 3 7 5 1 4 ± 4 1 Контроль [ 1 4С]-ацетат 
(84,0) (2 ,0) (1,7) (3 ,2) (5,2) (3 ,9) 

[ 3 Н]-лейцин 9 6 2 ± 1 1 2 51 ± 9 3 7 ± 7 2 4 2 ± 1 9 1 5 1 ± 1 7 1 8 9 ± 1 6 [ 3 Н]-лейцин 
(78,8) (3 .2) (2,05) (3,1) (8,4) (4,5) 

Этанол [14СJ -ацетат 4 6 2 8 ± 5 5 4 4 7 8 ± 3 8 * 1 0 7 ± 2 2 481 ± 5 2 261 ± 2 9 4 1 6 ± 4 1 [14СJ -ацетат 
(86,8) (5 .6) (1,4) (1.6) (2 ,4) (2 ,2) 

I3!1J-лейцин 14J 1 ± 164 8 7 ± П 41 ± 7 1 1 7 ± 1 7 43 ,12* 1 3 5 ± 1 6 I3!1J-лейцин 
(88,2) (4 ,5) (1 ,6) (1 ,2) (1.9) (2 ,6) 

при это м 11 ов ы I н а ется отношен и е 
НАД• Н / Н А Д в геиатоцитах [17]. При 
окислении этанола в печени одновре-
менно повышается концентрация 
Н А Д - Ф Н и ацетил-КоА, используемых 
в липогенезе |32] . Перенос и реокис-
ление восстановленных эквивалентов 
являются лимитирующей стадией окис-
ления этанола клетками печени живот-
ных [5]. Добавление пирувата и ди-
оксиацетона в корм животных ингиби-
р о вало 11 а ког i ленис г р иа цилгл и цер и дов 
в печени при действии этанола [14]. 
Введение аденозии а пр едотвр а ща л о 
индуцированное эта полом ожирение 
печени путем ускорения утилизации 
митохондриями восстановленных эк-
вивалентов, образующихся при окисле-
нии с п и р т а [I 81. Н а м и п о к аз а но, что 
этанол индуцирует синтез жирных кис-
лот и глицериновой части триацилгли-
церидов в печени крыс. Ранее показа-
но, что введение этанола животным, 
содержащимся на рационе с низким 
•содержанием жира, индуцирует липо-
генез из [1 4С]-ацетата в печени | 2 7 | . 
При однократном введении этанола 

отмечены и и г и б и р о в аиие ц и'г р атио г о 
цикла, увеличение в печени содержа-
ния цитрата, малата и снижение кон-
центрации ацилпроизводных КоА |23] . 
Известно, что цитрат является алло-
стсрическим активатором ацетил-КоА-
карбоксилазы. Можно полагать, что в 
активации синтеза пальмитата три-
ацилглицеридов из меченого ацетата 
и лейцина основную роль играют до-
ступность субстратов (ацетил-КоА и 
Н А Д Ф - Н ) и повышение каталитиче-
с кой а кт и в 11 ост и а цст и л - Ко А- к а р бо кси-
лазы. В экспериментах in vitro на ку-
сочках поджелудочной железы показа-

но, что добавление этанола в среду ин-
кубации приводило к стимулированию 
синтеза жирных кислот из [1 4С]-аце-
тата и [ 3Н]-НгО, но не из меченой 
глюкозы [4]. 

Этанол увеличивает как содержание 
олеиновой кислоты в составе триацил-
глицеридов, так и се радиоактивность. 
Активация синтеза пальмитиновой и 
олеиновой кислот этанолом определена 
взаимоотношением синтеза жирных 
кислот de novo и активности А9-деса-
туразы, превращающей пальмитино-
вую кислоту в олеиновую [20]. 

Синтез линолевой кислоты в печени 
крыс является медленным процессом 
| 10], и этанол не оказывает на него 
в ы раженного в л и я 11 и я. 

Привлекает внимание различие эф-
фектов этанола на включение меченых 
ацетата и лейцина в полиненасыщен-
ные жирные кислоты триацилглицери-
дов и фоефолипидов. Стимуляция эта-
нолом включения ацетата в полинена-
сыщенные жирные кислоты триацил-
глицеридов и ингибирование включе-
ния метки в те же самые жирные кис-
лоты общих фоефолипидов могут быть 
обусловлены утилизацией фонда вновь 
синтезированных жирных кислот, 
прежде всего в синтезе триацилглице-
ридов. В то же время этанол весьма 
интенсивно подавлял биосинтез из 
[ 3Н]-лейцина полиеновых жирных кис-
лот, входящих в состав как триацил-
глицеридов, так и фоефолипидов. 
Трудно объяснить эти факты; можно 
лишь высказать предположение, что 
генерирование ацетил-КоА из метабо-
литов и его использование для синте-
за отдельных классов жирных кислот, 
по-видимому, регулируют разные меха-
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иизмы. Суди по имеющимся данным 
[28], однократное введение этанола 
подавляет у крыс активность А6- и 
А5-десатуразы, тогда как активность 
А9-десатуразы и синтеза жирных кис-
лот меняется только под влиянием 
диеты. 

Мнения исследователей об участии 
в синтезе триацилглицеридов печени 
жирных кислот из разных источников 
противоречивы. В этом процессе участ-
вуют жирные кислоты, как синтезиро-
ванные de novo, так и поступившие с 
пищей или освобожденные из жировой 
ткани в процессе гидролиза триацил-
глицеридов. У предварительно голо-
давших крыс этанол подавляет синтез 
жирных кислот | 2 9 | . Следовательно, 
в этих условиях эксперимента основ-
ным источником жирных кислот для 
синтеза триацилглицеридов в печени 
являются кислоты плазмы крови, по-
ступающие из жировой ткани. Иссле-
дование жирнокислотного состава таб-
л ст и ров a 11 ио г о ко р м а крыс показало 
преобладание двух жирных кислот: 
олеиновой и линолевой. В условиях 
проводимых экспериментов этанол был 
введен через 3 ч после прекращения 
доступа животных к пище. Следова-
тельно, отмеченное усиление синтеза 
триацилглицеридов в печени после од-
нократного введения этанола могло 
происходить за счет этерификации 
жирных кислот, синтезированных в пе-
чени (пальмитата) , поступивших с пи-
щей (олсата и линолеата) или осво-
божденных из жировой ткани. Обнару-
женное ранее повышение этанолом 
активности л и п on р оте и д л и п аз ы ж и р о -
вой ткани согласуется с результатами, 
в которых показана мобилизация эта-
нолом жирных кислот из эпидималь-
иой жировой ткани крыс |17] . 

Метаболизм жирных кислот в печени 
в конечном счете приводит к их окис-
лению или этерификации. В резуль-
тате окисления этанола и ацетальде-
гида, как было указано выше, меняет-
ся соотношение окисленных и восста-
новленных эквивалентов, что приводит 
к подавлению окисления свободных 
жирных кислот. 

В наблюдениях на людях с исполь-
зованием меченого триолеина показа-
но, что этанол подавляет окисление 
жирных кислот [2]. В то же время 
окисление этанола в печени усиливает 
включение жирных кислот плазмы 
крови в триацилглицериды [22], что 

связывают отчасти с повышением тока 
крови через печень. В экспериментах 
при перфузии печени выявлено, что 
этанол повышает поглощение мечено-
го пальмита и его включение в ди- и 
триацилглицериды мембран гепатоци-
тов | 2 2 | . Усиление этерификации жир-
ных кислот, обусловленное этанолом, 
по-видимому, связано с повышением 
а кт и в н о ст и г л и цер о ф о с ф а т а ци л т р а и с -
фераз. Однократное введение этанола, 
как правило, повышает активность 
фосфатидатфосфогидролазы, что пред-
I п ест в у ет и а ко п л е и и ю т р и а ц и л г л и це р и -
дов в печени [30]. Активность фосфа-
тидатфосфогидролазы повышена при 
ряде физиологических и патологиче-
ских состояний, при которых наблюда-
ется накопление триацилглицеридов в 
печени. Индукция микросомальных 
ферментов, в том числе фосфатидат-
фосфогидролазы под влиянием фено-
барбитала, способствует повышению 
синтеза триацилглицеридов в печени, 
что в свою очередь может обусловли-
в а т ь р а з в и т и е гипс р т р и г л и це р и д е м и и 
[15]. Наряду с этим обнаружена вре-
менная зависимость между актив-
посты о ф о с ф а т и дат ф осфо гидролазы и 
стимулирующим действием этанола на 
биосинтез триацилглицеридов печени 
из [14С] -глицсро-3-фосфата [24]. Воз-
растание активности фосфатидатфос-
фогидролазы в печени под влиянием 
этанола может быть, хотя бы частич-
но, обусловлено влиянием кортикосте-
рона |21] , уровень которого при вве-
дении этанола увеличивается в 3—7 
раз [21. 

Из приведенных данных следует, что 
этанол в большей степени активирует 
синтез глицериновой части, чем жир-
ных кислот триацилглицеридов. Боль-
шинство экспериментальных данных 
свидетельствует о том, что этанол сти-
мулирует глюкоиеогенез [35, 38]. Из-
вестно, что в биосинтезе глицеролипи-
дов принимает участие пул глицерин-
3 - ф осф ата, образовали ы й в рез ульта -
тс глюкоиеогенеза [7]. Глюкокорти-
коиды, при посредстве которых реали-
зуются действия этанола, также явля-
ются индукторами глюкоиеогенеза. 
Показано, что концентрация а-глице-
росфосфата является одним из основ-
ных факторов, лимитирующих синтез 
глицеролипидов [8, 26, 33]. Можно 
предположить, что стимулирующее 
действие этанола на синтез насыщен-
ных жирных кислот триацилглицери-
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дов связано отчасти с активацией 
глицеронеогенеза. 

Известно, что лейцин подвергается 
катаболизму с образованием ацето-
ацетана и ацетил-КоА. В связи с этим 
представляет интерес сопоставление 
синтеза отдельных фракций липидов 
и их составных компонентов из аце-
тил-КоА, образованного из меченого 
лейцина и ацетата. Полученные ре-
зультаты показали, что продукты рас-
щепления лейцина — ацетил-КоА и 
ацетоацетат — используются преиму-
щественно для синтеза фоефолипидов 
через глицерофосфатмоиоаци л глице-
риновый путь. Следовательно, исполь-
зование ацетил-КоА, происходящего из 
лейцина, регулируется другими меха-
низмами, чем использование ацетата. 
Это согласуется с данными работы 
[37], где указано, что меченый глице-
рин включается преимущественно в 
фосфолипиды легких через глицеро-
фосфатный путь, тогда как при синте-
зе три а ци л г л и цер и дов используется 
немеченый эндогенный глицерин. Уста-
новлено также, что для синтеза глице-
риновой части триацилглицеридов и 
фоефолипидов печени кормленных 
крыс лейцин используется более эф-
фективно, чем ацетат. Эти данные по-
зволили предположить, что в клетках 
печени существует компартментализа-
ция фондов ацетил-КоА, происходящих 
из разных предшественников |12, 17]. 
Далее показано, что компартментали-
зация фондов ацетил-КоА имеет функ-
циональный характер, так как этанол 
по-разному влияет на использование 
а цет ил - Ко А, ирои сх од я щс го и з а цета -
та и лейцина. Этанол стимулирует 
биосинтез полиеновых жирных кислот 
триацилглицеридов из ацетата, тогда 
как при использовании меченого лей-
цина как предшественника их синтез 
ингибирован. 
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B I O S Y N T H E S I S O F MAIN C O M P O N E N T S 
O F TRIACYLGLYCEROLS IN RAT LIVER 

T I S S U E IN P R E S E N C E O F E T H A N O L 

V. N. Titov, D. G. Pitsin 

All-Union Cardiological Research Centre, Aca-
demy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Content of t r iacylglycerols w a s increased in 
ra t liver t issue a f te r admin is t ra t ion of e thanol . 
independent s tudies of biosynthesis of fa t ty 
acid and glycerol components of glycerolipids 
exhibited tha t 3H-leucinc w a s main ly consumed 
in synthes is of glycerol moiety of phospholipids 
and tr iacylglycerols, whereas 1 4C-acetate w a s 
utilized in synthes is of fa t ty acids. E thanol 
activated most dist inctly the synthes is of gly-
cerol moiety as compared with the synthes is 
of t r iacylglycerol fa t ty acids. In ra t liver t issue 

e thanol caused an accumulat ion of unsa tu ra t ed 
and rnonoenic fa t ty acids, while the ra t io of 
arachidonic acid in phosphol ipids was decreased. 
Synthes is of t r iacylglycerol fa t ty acids w a s 
act ivated in presence of e thanol with s imul ta-
neous decrease in the ra te of the label incorpo-
ra t ion into linoleic and arachidonic acids; 
synthes is of fa t ty acids was s t imula ted de novo 
but the fol lowing e longa t ion and desa tu ra t ion 
of linoleic acid w a s inhibited. E thanol act ivated 
more effectively ester if icat ion of fa t ty acids 
with format ion of t r iacylglycerols as compared 
with phospholipids. Incorpora t ion of the label 
into glycerol molecule occurred in response to 
act ivat ion of g lycero-glyconeogenesis by etha-
nol. Acetyl-CoA, derived f rom 1 4C-acetate, w a s 
mainly used in synthes is of t r iacylglycerols , 
diacylglycerols , free cholesterol and its esters . 
Acetyl-CoA, produced f rom 3H-leucine, w a s 
most ly common involved in synthes is of mo-
noacylglycerols and phospholipids. 

А. В. Долгов, M. И. Душкин, А. В. Морозов, И. 10. Морозова 

ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЛИПИДОВ ПЕЧЕНИ, ПЛАЗМЫ 
КРОВИ, АОРТЫ И АКТИВНОСТИ ХОЛЕСТЕРОЛЭСТЕРАЗ 

ПЕЧЕНИ КРЫСЫ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ТЕГРАХЛОРМЕТАН А 

Институт терапии СО АМН СССР, Новосибирск 

Хорошо известно, что введение те-
трахлорметаиа приводит к некрозу и 
ж ирово й д и ст р о ф и и п с ч с и и ж и вот и ы х 
и биохимически выражается в резком 
нарушении активности ферментов эн-
доплазматического рстикулума, белок-
синтезирующих систем и как следствие 
в нарушении синтеза липопротеидов и 
накоплении триглицеридов в печени 
[9, 10]. Ряд исследователей полагают, 
что основным повреждающим механиз-
мом при действии яда является усиле-
ние процессов образования перекисей 
липидов в мембранах эидоплазматиче-
ского ретикулума [1]. Изменение ме-
таболизма холестерина при проокси-
дантиом действии ССЬ мало изучено, 
хотя известно, что продукты перекис-
ного окисления способны связываться 
с аминогруппами белков и фоефолипи-
дов |12] , что может приводить к по-
вреждению ферментных систем, и в 
том числе ферментов, участвующих в 
биот р а нсфор м a iщ и хол естери и а в 
клетках. 

В метаболизме липопротеидов пе-
чень занимает центральное место, и 
нарушение се функций при остром ток-
сическом воздействии тетрахлорметана 
может вызывать существенные измене-
ния в периферических тканях, которые 

не подвергаются прямому действию 
яда. 

Целыо настоящей работы было изу-
чение липидного спектра печени, аор-
ты и сыворотки крови на фоне измене-
ний активности лизосомалыюй и цито-
плазм атической холестсролэстераз 
(К.Ф.3.1.1.13) печени, относящихся к 
ключевым ферментам метаболизма хо-
лестерина. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 60 крысах-самцах ли-
пни Вистар массой тела 200—250 г. Проведено 
3 серии экспериментов по 20 животных в се-
рии. Животным вводили через зонд тетрахлор-
метаи в дозе 0,5 мл на 100 г массы тела за 1,7 
или 14 сут до забоя . Контрольным животным 
вводили эквивалентное количество физиологи-
ческого раствора. 

Раствор [4-С1 4]-холестерина (2 М Б к ) в 
100 мл ацетона добавляли к 50 мл липофунди-
на 20 (Финляндия) . Смесь инкубировали в во-
дяной бане при 37 °С под током азота при ие-
прерывиом встряхивании до исчезновения запа-
ха ацетона и вводили животным через зонд в 
дозе 0,5 мл на 100 г массы тела за сутки до 
забоя . 

Крыс декапитировали, печень перфузировали 
через переднюю полую вену холодным физио-
логическим раствором. Аорту очищали от ж и р а 
и адвентиции и нарезали в криостате при 
—20 °С на микротоме (толщина среза 10 мкм) . 

Ткань печени гомогенизировали в пятикрат-
ном объеме 0,25 М раствора сахарозы (1 мМ 



Т а б л и ц а Г 
Содержание липидов в иечени, сыворотке крови и аорте крысы через 24 ч после воздействия 

тетрахлорметана 

Класс липидов 
Печень, мкг на 1 мг белка Сыворотка, мг на 100 мл Аорта, мкг на 1 мг белка 

Класс липидов 
опыт контроль опыт | контроль опыт контроль 

Холестерин 
Эфиры холестери-

на 
Фосфолипиды 
Триглицериды 
Н Э Ж К 

1 , 6 5 ± 0 , 1 4 

2 , 6 7 ± 0 , 2 4 
2 4 , 5 ± 2 , 0 4 
7 , 0 0 ± 0 , 5 3 

1 ,38 ± 0 , 1 1 

1 , 1 6 ± 0 , 1 7 
1 6 , 4 ± 1 , 2 3 
1 ,52 ± 0 , 2 1 

3 2 , 1 ± 2 , 4 1 

3 4 , 2 ± 3 , 0 5 
1 5 8 ± 1 6 , 6 

1 7 , 2 ± 1 , 2 5 
3 5 , 4 ± 4 , 2 8 

1 5 , 1 ± 1 , 4 4 

4 8 , 4 ± 3 , 7 6 
6 7 , 6 ± 8 , 2 6 
3 0 , 4 ± 3 , 0 7 
1 6 , 7 ± 1 , 5 3 

1 , 9 6 ± 0 , 12* 

1 , 9 3 ± 0 , 1 6 
2 , 1 8 ± 0 , 2 0 * 
4 , 1 5 ± 0 , 3 6 

1 , 6 2 ± 0 , 1 4 

1,01 ± 0 , ] 2 
2 , 1 6 ± 0 , J2 
2 , 1 4 ± 0 , 2 6 

П р и м е ч а и и е. Н Э Ж К — и е э с т е р и ф и ц и р о в а п н ы е ж и р н ы е [кислоты. Все опытные значе-
ния, кроме обозначенных звездочкой, статистически достоверно отличаются от к о н т р о л я 
( Р < 0 , 0 5 ) . Количество животных контрольной группы—10, опытных—9. 

ЭДТА, 5 мМ трис-I-ICI, р Н 7,4). Активность 
холестеролэстераз в гомогеиате определяли по-
сле 10-кратного з а м о р а ж и в а н и я и оттаивания 
( 20 "С, 20 °С). Гомогенат центрифугировали 
при 20 000 g 30 мин и из надосадочной фрак-
ции экстрагировали радиоактивный холестерин 
и его эфиры по методу Folch и соавт. [6] . 

Д л я определения содержания липидов ткань 
печени и аорты гомогенизировали в 5-кратном 
объеме 0,1 М фосфатного буфера р Н 8,6 с 
0,4 мМ таурохолата натрия. Липиды экстраги-
ровали, как указано выLue [6], и разделяли на 
классы методом тонкослойной хроматографии 
|2 | . Количественное определение основных 
классов липидов осуществляли спектрофотомет-
рически после сжигания в серной кислоте [7]. 

Активность кислой (лизосомальиой) и ией-
тральиой (цитоплазматической) холестеролэсте-
раз определяли описанным методом | '5 | , исполь-
зуя 0,2 М буферы — цитратфосфатный р Н 4,2 
и трис-HCl р Н 8,1. В качестве субстрата ис-
пользовали холестерол [1 -С и ] -олеат холестери-
на («Amersham») ; 58,0 мКи/ммоль , включен-
ный в липосомы, с о д е р ж а щ и е лецитин («Calbio-
chem») и холестеринолеат в молярном соотно-
шении (56: 1. Радиоактивность подсчитывали на 
жидкостном сцинтилляциоииом счетчике в дио-
ксановом сциитилляторе. Активность ферментов 
в ы р а ж а л и в наномолях гидролизованиого холе-

Та б л и ц а 2 
Включение С14-холестерина в его эфиры в надо-
садочной фракции гомогената печени (20 000 g, 
30 мин) после воздействии CCI4 (в % от обще-

го радиоактивного холестерина) 

Г
ру

пп
а 

ж
ив

от
ны

х 

Без инкубации Инкубация в точе-
ние 2 ч при 37 °С 

1-я 3 0 , 0 ± 2 , 1 9 ( 1 1 ) 6 2 , 5 ± 4 , 1 5 ( 1 1 ) 
2-я 1 9 , 2 ± 3 , 1 0 * (12) 3 0 , 6 ± 6 , 5 0 * (12) 
3-я 2 6 , 4 ± 4 , 9 2 (9) 4 8 , 2 ± 5 , 7 0 (9) 
4-я 2 9 , 2 ± 3 , 4 3 (8) 53, 6 ± 5 , 7 0 (8) 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в т абл . 3 в 
скобках обозначено количество животных; звез-
дочкой отмечены величины, достоверно отли-
чающиеся от контроля ( Р < 0 , 0 5 ) . 1-я г р у п п а -
контрольная , 2-я—на 1-е сутки после воздей-
ствия СС14, 3-я — на 7-е сутки, 4-я — на 14-е 
сутки. 

стериполеата за час на 1 мг белка. Белок опре-
деляли методом Л о у р и [8]. 

Все полученные результат],! обработаны ста-
тистически с использованием критерия Стыо-
дента. 

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

Известно, что СС14 вызывает значи-
тельные нарушения различных метабо-
лических систем в печени [9, 10]. На-
рушение белкового синтеза приводит 
к дефекту сборки и секреции липопро-
теидов очень низкой плотности, ре-
зультатом чего является рост уровня 
триглицеридов в 4,5 раза и фоефоли-
пидов в 1,5 раза по сравнению с конт-
ролем (табл. 1). Этим, по-видимому, 
можно также частично объяснить на-
копление эфиров холестерина в пора-
женной печени (см. табл. I) . Однако 
характер распределения радиоактив-
ной метки в надосадочной фракции 
(20 000 g 30 мин) свидетельствует о 
снижении в 1,5 раза доли эфиров холе-
стерина в цитоплазме гепатоцитов 
э кс п е р и м с и т а л ь н ы х ж и вот и ы х 
(табл. 2). Следовательно, основная 
часть эфиров холестерина сосредоточе-
на в лизоеомах, функционирование ко-
торых значительно нарушается при 
воздействии яда. Об этом свидетель-
ствует корреляция между увеличением 
содержания эфиров холестерина и сни-
жением удельной активности кислой 
холестеролэстеразы в 2,5 раза через. 
24 ч после введения тетрахлорметана. 
Ранее было показано нарушение нро-
теолиза бычьего сывороточного аль-
бумина, меченного С14, у крыс на 2-е 
сутки после введения СС1/» [3]. 

Снижение доли меченых эфиров хо-
лестерина в цитозоле клеток печени 
связано, вероятно, с уменьшением ак-
т и в ноет и а ци л - Ко А- х о л есте р и н -0 - а ци л -
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трансферазы, которое может возник-
нуть в результате разобщения дыха-
ния и окислительного фосфорилирова-
иия в митохондриях и снижения уров-
ня АТФ в клетках [4]. Это подтверж-
дается уменьшением включения мече-
ного холестерина в его эфиры в тече-
ние 2-часовой инкубации надосадочной 
фракции (20 000 g, 30 мин) при 37°С 
по сравнению с контролем (см. 
табл. 2) . 

Акт явность ней траль но й (ц и т о п л а з -
магической) холестеролэстеразы через 
сутки после введения ССЦ не претер-
певает существенных изменений. На 
7-е и 14-е сутки активность холесте-
ролэстераз печени (табл. 3) и распре-
деление меченого холестерина (см. 
табл. 2) возвращаются в результате 
восстановительных процессов к конт-
рольному уровню. 

Изменение липидного спектра (см. 
табл. 1) в сыворотке крови и аорте 
является подтверждением взаимосвязи 
липидного обмена в печени и аорте, 
осуществляемой через липопротеиды 
сыворотки крови. После введения ССЦ 
в сыворотке наблюдается повышение 
содержания холестерина в 2,1 раза, 
снижение концентрации эфиров холе-
стерина в 1,4 раза и триглицеридов в 
1,7 раза по сравнению с контролем. 

Если в сыворотке крови интактных 
животных отношение эфиры холестери-
на/холестерин составляет 3,2, то при 
интоксикации ССЦ оно приближается 
к единице. Вероятно, это связано со 
з н а ч и те л ы I ы м си и ж с и и см а кт и в н ост и 
л с I щти нхол естер и нацилтр а нсфер азы в 
результате нарушения синтеза фермен-
та в печени. 

Аорта не подвергается непосред-
ствен пому действию токсического 
агента, поэтому наблюдаемое увеличе-
ние содержания в ней триглицеридов 
п эфиров холестерина в 1,9 раза (см. 
табл. 1), вероятно, обусловлено дефи-
цитом функционально полноценных ли-
попротеидов высокой плотности, пред-
назначенных для переноса свободного 
холестерина из тканей. Обращает па 
себя внимание тот факт, что накопле-
ние эфиров холестерина происходит 
па фоне даже несколько увеличенной 
гидролитической активности нейтраль-
поп холестеролэстеразы аорты (повы-
шение от 72,18+4,7 до 146,0± 
± 1 0 , 0 нмоль/ч/мк белка) , которая в 
отличие от мембраносвязанных фер-
ментов, по-видимому, не подвергается 

Т а б л и ц а 3 
Холестеролэстеразная активность печени крысы 

после введения СС14, нмоль на I мг белка 

Г
ру

п
п

а 
ж

ив
от

ны
х 

Активность кислой 
холестеролэстеразы 

Активность нейт-
ральной холестерол-

эстеразы 

1-Я 5 3 , 4 ± 4 , 0 (14) 25, 1 ± 1 ,8 (13) 
2-Я 2 0 , 8 ± 3 , 1 6 * (12) 2 0 , 8 ± 2 , 8 7 (12) 
3-я 67, 8 ± 10,2 (10) 2 1 , 9 ± 1 , 9 7 (8) 
4-Я 66,1 ± 6 , 4 5 * (9) 1 8 , 8 ± 2 , 6 9 (8) 

атаке продуктами перекисного окис-
ления. 

Таким образом, острая интоксикация 
тетрахлорметаном вызывает резкие 
изменения в липидном спектре печени, 
сыворотки крови и аорты и сопровож-
дается изменением активности кислой 
холестеролэстеразы и ацил-КоА-холе-
стерин-0-ацилтраисферазы в печени. 
IT а р у ш с и и е ф у н к ци о и и р ов а и и я эти х 
ферментов может быть вызвано пря-
мым действием продуктов перекисного 
окисления, которое резко усиливается 
под влиянием тетрахлорметана. Изве-
стно, что малоиовый диальдегид -
продукт перекисного окисления липи-
дов участвует в образовании комплек-
сов типа шиффовых оснований с ами-
ногруппами белков и липидов [12]. 
В оз можно, что о б р а з о в а и и с таких 
комплексов, а также окисление сульф-
гидрильных групп ферментов может 
приводить к значительному снижению 
ферментативной активности. Это пред-
положение нуждается в эксперимен-
тальной проверке. 

В результате проведенного исследо-
вания получено экспериментальное 
подтверждение взаимосвязи липидного 
обмена в печени и аорте, опосредуемо-
го липопротеидами сыворотки крови. 
Это подтверждает предположение, что 
печень, кровь и аорту можно рассмат-
ривать как единую систему, и позволя-
ет предположить, что при токсических 
поражениях печени, обусловленных 
усилением образования перекисей ли-
пидов, в аорте могут развиваться про-
цессы, приводящие к накоплению эфи-
ров холестерина. 
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EFFECT O F CCL4 ON L I P I D COMPOSITION 
IN RAT LIVER TISSUE, BLOOD AND AORTA 
AS WELL AS ON ACTIVITY OF CHOLESTE-

ROL ESTERASE IN RAT LIVER T I S S U E 

A. V. Dolgov, M. I. Dushkin, A. 1/. Morozov, 
I. Yu. Morozova 

Inst i tute of Therapy, Siberian Branch of the 
Academy of Medical Sciences of the USSR., 

Novosibirsk 

Content of cholesterol esters was increased 
2.3-fold, triglycerides — 4.7-fold, phospholipids -
1.5-fold in liver t issue of ССЦ-treated rats . The 
increase in the content of cholesterol esters and 
triglycerides correlated with a decrease in ac-
tivity of lysosomal cholesterol esterase from 
liver tissue. After ССЦ intoxication content of 
free cholesterol was decreased 2.1-fold, free 
fat ty acids — 2-fold, phospholipids- 2.3-fold, 
triglycerides — 1.75-fold in blood. In aorta an 
increase in content of cholesterol esters and 
triglycerides was found to be 2-fold as well as 
activation of the cytosolic cholesterol esterase 
was noted. The data obtained sugges t that in-
toxication with ССЦ affected the accumulation 
of cholesterol esters in the arterial wall. 

У Д К 615.276.015.42:612.352.3:577.113 

Ц. M. Шереигевская, А. И. Бооюков, А. И. Скляр, В. Г. Шахбазов 

ВЛИЯНИЕ НОВОГО ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО 
ПРЕПАРАТА XJI0TA30J1A НА НУКЛЕИНОВЫЙ ОБМЕН 

В КЛЕТКАХ ПЕЧЕНИ КРЫС 

Кафедра генетики и цитологии и отдел генетики Харьковского университета 

Воспалительные реакции имеют важ-
ное значение в патогенезе многих за-
болеваний. К так называемым медиа-
торам воспаления относят некоторые 
биогенные амины, полипептиды, нук-
леиновые кислоты и продукты их рас-
пада [4, 5, 7]. При ревматизме отме-
чено снижение активности рибонук-
леазы и увеличение содержания Р Н К 
в плазме крови и клетках печени [6, 
12]. Противовоспалительные средства, 
которые должны воздействовать на ме-
таболизм нуклеиновых кислот, не 
всегда достаточно эффективны и часто 
весьма токсичны [9]. 

Новый противовоспалительный пре-
парат нестероидной природы хлотазол 
[3] в отличие от ацетилсалициловой 
кислоты, индометацина и других не-
стероидиых противовоспалительных 
средств не оказывает повреждающего 
влияния на желудочно-кишечный тракт 
и не вызывает побочных явлений [16]. 

Вопрос о влиянии противовоспали-
тельных средств на метаболизм тканей 
здорового организма изучен мало [8, 

15]. Особенно важны исследования 
возможного воздействия новых лекар-
ственных средств на генетический ап-
парат тканей здорового организма: на 
процессы редупликации, транскрипции 
и трансляции [8]. 

Целыо настоящей работы было изу-
чение влияния хлотазола на актив-
ность ферментов нуклеинового обмена, 
скорость синтеза Д Н К , Р Н К и транс-
порт Р Н К из ядер в цитоплазму в 
клетках печени крыс Вистар. 

M e т о д и к а 
Опыты проводили на крысах Вистар 3—5-

месячного возраста. Хлотазол вводили внутри-
брюшинно в дозе 5 или 10 мг па 100 г массы 
тела в 25 % растворе этилового спирта. Жи-
вотных забивали спустя 0,5, 2 и 3 ч после вве-
дения хлотазола; за 30 мин до забоя животным 
вводили внутрибрюшинно 3Н-тимидин (80 мкКи 
на 100 г массы тела) или 14С-оротовую кислоту 
(25 мкКи на 100 г массы тела) . Ядра выделяли 
по методу [18], а Р Н К и Д Н К из ядер — по 
методу [14]. Количество Д Н К и Р Н К рассчи-
тывали, как указано ранее [13]. Радиоактив-
ность фракций Д Н К и Р Н К измеряли на сцин-
тилляционном счетчике СБС-2 и выражали ъ 
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импульсах на 1 мг Д Н К или Р Н К за 1 мин. 
Определение скорости транспорта РНК из 

ядра в цитоплазму. К постядермой фракции 
прибавляли 42 % НСЮ 4 (конечная концентра-
ция 5 %) . Пробы выдерживали 15 мин при 0 Q C 
:и 10 мин центрифугировали при 1000 g. После 
троекратной отмывки кислоторастворимой фрак-
ции к осадку добавляли 2 мл 0,3 н. КОН и про-
водили щелочной гидролиз Р Н К цитоплазмы 
при 37 °С в течение 60 мин. После гидролиза к 
охлажденным пробам добавляли холодный 
раствор 42 % НСЮ* (конечная концентрация 
5 %) и центрифугировали при 1000 g в течение 
10 мин. В надосадочной жидкости определя-
ли Р Н К [13]; удельную радиоактивность изме-
ряли на СБС-2. 

Определение РIIК-полимеразной активности 
ядер. Влияние хлотазола на РНК-полимеразную 
активность ядер изучали in vitro. Одной группе 
животных вводили хлотазол в дозе 5 мг на 
100 г массы тела, другой— 10 мг па 100 г мас-
сы тела. Животных декапитировали через 2 и 
24 ч после введения препарата. Ядра выделяли 
из тканей печени, как описано в работе [2], и 
ресуспендировали в 20 % растворе глицерина, 
приготовленного на реактиве А (20 мМ трис-ИС1 
буфер рН 7,6, 25 мМ К О , 3 мМ M g C l 2 - H 2 0 и 
1,5 мМ (3-меркаптоэтанол). 0,2 мл суспензии 
ядер (концентрация Д Н К 180—210 мкг) пере-
носили в инкубационную смесь (3 мМ MgCl2, 
800 мМ (NH 4 ) 2 S0 4 , 0,1 мМ АТФ, 0,1 мМ Ц Т Ф 
и 5 мкКи 3Н-УТФ). Инкубацию проводили при 
37 °С в течение 20 мии. Реакцию останавливали 
резким охлаждением пробы и добавлением 3 мл 
холодного 10 % раствора трихлоруксусиой кис-
лоты. Пробы осаждали и промывали на милли-
поровых фильтрах. Радиоактивность осадков 
измеряли на сцинтилляционной установке СБС-2 
it выражали в импульсах иа 1 мг Д Н К в 1 мин. 
Концентрацию Д Н К определяли по методу [1]. 
0 6 активности РНК-полимераз судили по вклю-
чению 3Н-УТФ в РНК. 

Определение активности кислой и щелочной 
РНКаз. Активность Р Н К а з определяли, как 
описано в работе [17], инкубируя пробы в те-
чение 2 ч при рН 5,6 и 7,8 при 37 °С. Негидро-
лизованную Р Н К осаждали 0,25 % раствором 
уранилацетата, приготовленного па 2,5 % рас-
творе хлорной кислоты. Оптическую плотность 
надосадочной жидкости измеряли при 260 им иа 
СФ-4А. Активность ферментов выражали в про-
центах оптической плотности (АЕ2(50) опытного 
образца оптической плотности (ДЕ2Г)0) контро-
ля. Полученные данные обрабатывали статисти-
чески по методу Стыодента — Фишера. 

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

Д л я характеристики лекарственных 
препаратов важны сведения об их 
влиянии на ткани здорового организ-
ма. Введение крысам хлотазола в до-
зах 10 мг на 100 г массы тела (10— 
20 раз больше терапевтической) не 
приводило через 0,5, 2 или 3 ч после 
момента введения к изменению стати-
стически удельной радиоактивности 
Д Н К или Р Н К по сравнению с конт-
ролем (22 279+2398 или 164 0 4 0 ± 
±27 465 имп/мин/мг соответственно). 
Эти данные позволяют заключить, что 

Активность РНК-полимеразы (удельная радио-
активность РНК в имп/мин/мг) в изолирован-
ных ядрах печени крыс в норме и после введе-

ния хлотазола 

Доза хлота-
зола, мг на 
1 00 г массы 

тела 

Время 
после вве-

дения, 
ч 

Активность 
фермента 

Р (но 
сравнению 
с контро-

лем) 

5 2 19 5 4 9 ± 7 4 5 < 0 , 0 1 
5 24 18 2 2 3 ± 7 0 9 < 0 , 0 1 

10 2 15 3 9 6 ± 7 4 2 < 0 , 0 0 1 
10 24 22 2 3 8 ± 8 5 0 < 0 , 0 5 

Контроль 2 
24 

25 838±1469 
25 748±1242 

хлотазол не оказывает влияния иа 
скорость биосинтеза Д Н К или Р Н К в 
клетках печени здоровых крыс. 

Исследование влияния хлотазола на 
активность РНК-полимеразы в ядрах 
in vitro показало, что через 2 ч пос-
ле введения препарата активность фер-
мента статистически достоверно сни-
жалась у животных, получавших хло-
тазол в дозах 5 и 10 мг иа 100 г мас-
сы тела по сравнению с таковой конт-
рольных животных; степень снижения 
активности РНК-полимеразы коррели-
ровала с дозой вводимого препарата 
(см. таблицу) . Через 24 ч после вве-
дения хлотазола животным наблюда-
лась обратная зависимость между ве-
личиной вводимой дозы и снижением 
уровня активности РНК-полимеразы. 
Можно предположить, что хлотазол 
несколько угнетает скорость синтеза 
Р Н К в ядрах клеток печени у здоро-
вых животных. 

При воспалительных процессах (в 
частности, при ревматизме и ревмато-
идном артрите) было отмечено повы-
шенное содержание PTIK в крови и 
тканях организма. В связи с этим од-
ним из механизмов противовоспали-
тельного действия хлотазола может 
быть некоторое угнетение скорости 
синтеза PIIK, которые являются ме-
диаторами воспаления. 

При изучении воздействия на мета-
болизм Р Н К хлотазола представляло 
интерес выяснить, влияет ли этот пре-
парат на скорость распада Р Н К . С 
этой целью исследовали влияние хло-
тазола па активность кислой и щелоч-
ной Р Н К а з в клетках печени. Живот-
ным вводили хлотазол в дозах 5 и 
10 мг на 100 г массы тела и спустя 
2 и 24 ч после введения препарата 
животных декапитировали. Обнаруже-
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но, что хлотазол не приводит к значи-
тельным изменениям активности кис-
лой и щелочной РНКаз в клетках пе-
чени здоровых крыс по сравнению с 
нормой (131 иЬ5,7 и 140,4=4,2 соответ-
ственно) . 

Известно, что около 10 % вновь син-
тезированной PI IK транспортируется 
в цитоплазму, остальная часть Р Н К 
распадается в ядре [1]. Хлотазол мо-
жет привести к угнетению синтеза 
РНК, транспортируемых в цитоплазму 
и несущих информацию для синтеза 
белков, или повлиять на PIIK, распа-
дающиеся в ядре и, очевидно, выпол-
няющие регул яторную функцию в 
клетке. Для того чтобы ответить на по-
ставленный вопрос, мы изучали влия-
ние хлотазола на скорость транспорта 
Р Н К из ядра в цитоплазму в клетках 
печени крыс. О скорости транспорта 
Р Н К судили по количеству обнаружи-
ваемой вновь синтезируемой Р Н К в 
цитоплазме. Установлено, что хлота-
зол во все сроки после введения не 
оказывал влияния на скорость транс-
порта Р Н К из ядра в цитоплазму в 
клетках печени крыс. 

Таким образом, полученные данные 
позволяют заключить, что новое проти-
вовоспалительное средство хлотазол в 
нормальных клетках печени не оказы-
вал заметного влияния на скорость 
синтеза Д Н К , по вызывал угнетения 
скорости синтеза Р Н К в ядрах in 
vitro 

При воспалительных процессах на-
блюдается увеличение содержания 
РНК, и, возможно, противовоспали-
тельное действие хлотазола связано с 
угнетением процесса синтеза РНК-
Отсутствие влияния хлотазола на фер-
ментативную активность Р Н К а з и ско-
рость транспорта Р Н К из ядра в цито-
плазму позволяет предположить, что 
этот препарат влияет на скорость син-
теза РНК, действуя па РНК-полимера-
зы ядер клеток. 
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E F F E C T O F A N E W ANTIINFLAMMATORY 
PREPARATION C H L O T O Z O L ON MHTABOI 
ISM O F N U C L E I C ACIDS IN RAT LIVER 

C E L L S 

Т. M. Shereshevskaya, A. I. Bozhkov, 
A. /. Sklyar, V. G. Shakhbazov 

Chair of Genetics and Cytology, Depar tmen t of 
Genetics, A. M. Gorki S ta t e Universi ty, Kharkov 

Effec ts of a new an t i in f l ammatory prepara-
tion chlotozol on the activity of enzymes parti-
c ipa t ing in metabol ism of nucleic acids, on 
ra tes of DNA and RNA synthes is and on the 
t r anspor t of RNA from nuclei into cytoplasm 
were s tudied in liver cells of Wis ta r ra ts . Admi-
nis t ra t ion of chlotozol did not dis t inct ly affect 
the ra te of DNA synthesis , the RNAase activity, 
(he ra te of RNA t ranspor t f rom nuclei into 
cytoplasm. Chlotozol caused a decrease of the 
RNA polymerase activity in nuclei in vitro. 
Thus, chlotozol did not exhibit nega t ive effects 
on redupl icat ion and t r anspor t of RNA from 
nuclei into cytoplasm in liver cells of intact 
animals . Inhibitory effect of chlotozol on the 
RNA-polymerase activity appears to be one 
of mechan i sms responsible for regula t ion of 
t ranscr ipt ion. 
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ИНСУЛИН В ЖЕЛУДОЧНОМ СОКЕ ЧЕЛОВЕКА 

Рижский медицинский институт 

Биологическое значение инсулина в 
процессах метаболизма хорошо извест-
но. Инсулинчувствительные рецепторы 
обнаружены во многих тканях [2—4]. 
Содержание инсулина исследовалось 
как в сыворотке крови, так и в жел-
чи, моче, спинномозговой жидкости, 
лимфе, гомогенатах тканей [1, 5, 7]. 
При язве двенадцатиперстной кишки 
у ряда больных обнаружена гиперин-
сулииемия, обусловленная, по мнению 
ряда авторов, вагусной гиперстимуля-
цией | () |. 

В желудочном соке инсулин до сих 
пор пе определяли. Между тем его 
исследование в желудочном содержи-
мом представляет известный теорети-
ческий и клинический интерес, так как 
процессы гликолиза, регулируемые ин-
сулином, могут являться источником 
водородных ионов при синтезе соляной 
кислоты в слизистой оболочке же-
лудка. 

М с т о д и к а 
Исследования проведены у 6 здоровых и J0 

больных язвой двенадцатиперстной кишки. Ж е -
лудочную секрецию изучали с номошыо внутри-
желудочной рН-метрии с использованием двух-
электродного рН-зоида, имеющего дополнитель-
ный канал для аспирации желудочного содер-
жимого. Положение зонда контролировали 
рентгенологически так, чтобы верхний электрод 
находился в фуидальном, а нижний - в ан-
тральном отделе желудка . Исследования прово-
дили утром натощак пе менее чем через 12 ч 
после последнего приема пищи и медикаментов. 
Перед введением зонда у исследуемых брали 
пробы венозной крови для определения содер-
жания инсулина в сыворотке. 

Диагноз язвы двенадцатиперстной кишки 
подтверждался гастроскопией. При исследова-
нии желудочной секреции учитывали объем ча-
сового базального секрета, через к а ж д ы е 15 мин 
проводили замеры фуидальиого и аитральиого 
рН. Секрецию соляной кислоты исследовали 
титрометрически с использованием фенолового 
красного п в ы р а ж а л и в мэкв/ч . 

Аспирацию желудочного сока производили 
вручную. Положение исследуемого — л е ж а на 
боку. 

Спустя час здоровым вводили подкожно 
0,1 % раствор солянокислого гистамина из рас-
чета 0,1 мл на 10 кг массы (простой гистами-
иовый тест), больным дуоденальной язвой вво-
дили подкожно 1 мл 0,1 % раствора сернокис-
лого атропина (атропииовый тест по Н. А. Скуя 
и А. Я. Даниланс) . 

У 4 больных с дуоденальной язвой через 
3—5 дней проводили повторное исследование 
с е к р е ц и и ж е л у д к а , п р и ч е м е и с п о л ь з о в а н и е м 
гистамина по методике для здоровых. 

После введения гистамина или атропина со 
бирали желудочный сок в течение второго часа 
и проводили замеры фундального и аитральио-
го впутрижелудочиого рН. Определяли объем 
желудочного сока и дебит HCI. 

Желудочный сок собирали и фильтровали 
в ледяную баню, нейтрализовали 0,1 и. N a O H 
до рН 7—8 и з а м о р а ж и в а л и при 10 12 °С. 

Инсулин в желудочном соке и сыворотке 
крови определяли радиоиммунологическим спо-
собом с использованием набора фирмы С1£А 
Sorin (Франция) . Нейтрализация желудочного' 
сока немедленно после взятия его оказалась не-
обходимой, так как в кислой среде (рН желу-
дочного сока от 1,8 до 2,2) содержание инсули-
на было ниже (табл. I; Р < 0 , 0 5 ; критерий Вил-
коксона). 

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

Из табл. 2 видно, что концентрация 
инсулина в желудочном соке здоровых 
в 3 раза превышает таковую в сыво-
ротке крови. При язве двенадцатипер-
стной кишки это соотношение еще вы-
ше (табл. 3). 

Базальный часовой дебит инсулина 
достигает больших цифр, причем при 
дуоденальной язве он в 3 раза выше, 
чем в норме (см. табл. 2). 

Разница в концентрации инсулина в 
база льном желудочном соке у здоро-
вых и больных дуоденальной язвой 
несущественна. Это относится и к сы-
воротке крови (см. табл. 2). Как у 
здоровых, так и у больных дуоденаль-
ной язвой обнаружена положительная 
корреляция между базальным дебитом 

Т а б л и ц а 1 

Содержание инсулина в необработанном и нейт-
рализованном желудочном соке 

о Необработанный Нейтрализованный 
о сок сок 
=г и 
m 
са О, инсулин, инсулин, 
VO , рН мкед/мл рН мкед/мл 
О : 

мкед/мл 

№ 1 2 , 0 7 2 7 , 5 1 0 0 

№ 2 2 , 2 2 2 7 , 0 3 3 

№ 3 2 , 0 3 6 8 , 0 2 6 

№ 4 2 , 0 3 7 , 0 9 4 

№ 5 1 , 8 1 8 7 , 5 4 0 

М> 6 2 , 0 1 0 0 7 , 0 5 5 

№ 7 2 , 0 2 1 8 , 0 4 0 

При статистической обработке использо-
вали критерий Стыодента и пепара метрический 
критерий Вилкоксона д л я сопряженных пар . 
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Параметры желудочной секреции и содержание инсулина в желудочном соке в сыворотке крови у здоровых 

Базальные показатели После подкожного введения гистамина 
Концентра-Концентра-

Обследован-
ный 

Возраст, 
годы Пол фундальный 

р Н , ед . рН 
часовой де-
бит НС1, 

мэкв/ч 

концентрация 
инсулина в ж е -
лудочном соке, 

мкед/мл 

часовой де-
бит инсули-
на , мкед/ч 

фундальный 
р Н , ед . рН 

часовой де-
бит НС1, 

мэкв/ч 

концентрация 
инсулина в ж е -
лудочном соке, 

мкед/мл 

часовой де-
бит инсули-
на, мкед/ч 

ция инсули-
на в сыво-

ротке крови, 
мкед/мл 

ц . 
Р . 
А . 
Т. 
к . 
С. 

55 
26 
47 
36 
27 
38 

М 
М 
Ж 
Ж 
М 
м 

2 . 5 
3 . 3 
3 , 1 
2 . 4 
4 , 2 
1 . 6 

0 , 9 0 0 
0 , 3 3 2 
0 , 8 4 4 
1 , 4 8 0 
1 , 664 
0 , 5 7 2 

33 
72 
43 
58 
30 
68 

1650 
1656 
2130 
2016 
124 0 
3120 

1 , 9 
2 , 1 
1 . 5 
1 , 8 
1 , 4 
2 , 1 

3 , 0 8 
1 , 7 8 
2 , 3 6 
2 , 3 2 
3 , 5 6 
1 , 8 8 

26 
56 
48 
ЗУ 
38 
60 

1820 
1568 
3240 
2 2 4 0 
2 8 1 0 
3 3 2 0 

10 
40 
12 
1 4 
12 
10 

М±т 2 , 84 ± 0 , 3 6 1 , 1 4 ± 0, 17 5 0 , 6 ± 7 , 4 1 969 ± 2 6 4 1 , 8 ± 0 , 1 1 2 , 5 8 ± 0 , 3 4 
Р < 0, 05 

4 4 , 5 ± 5 , 16 2 4 9 9 ± 300 17 , 3 ± 4 , 6 

П р и м е ч а н и е . Р — сравнение с базальным уровнем. 

Т а б л и ц а 3 
Параметры желудочной секреции и содержание инсулина в желудочном соке и сыворотке крови у больных дуоденальной язвой 

Базальные показатели После введения атропина 
Концентра-

ция инсули-
на в сыво-

ротке крови, 
мкед/мл 

Больной 
Возраст , 

годы Нол фундальный 
рН, ед . рН 

часовой де-
бит НС1, 

мэкв/ч 

концентрация 
инсулина в ж е -
лудочном соке, 

мкед/мл 

часовой де-
бит инсули-

на, мкед/ч 
фундальный 
р Н , ед . рН 

часовой де-
бит НС1, 

мэкв/ч 

концентрация 
инсулина в ж е -
лудочном соке, 

мкед/мл 

часовой де-
бит инсули-
на в ж е л у -
дочном соке, 

мкед/ч 

Концентра-
ция инсули-
на в сыво-

ротке крови, 
мкед/мл 

С. * 
М. 
А.* 
Г. 
Р . * 
Я.* 
ш . 
ю . 
ф . 
Б. 

46 
43 
4 1 
38 
33 
31 
52 
24 
58 
55 

М 
М 
Ж 
м 
м 
м 
м 
м 
м 
м 

1 , 3 
1 , 7 
1 , 7 
1 , 4 
1 , 6 
1 , 8 
1 , 3 
1 , 2 
2 , 0 
1 , 6 

I , 9 9 
2 , 12 
1 , 8 
I I , 6 
7 , 7 
3 , 9 7 
2 , 2 
3 , 9 4 
4 , 0 3 
6 , 8 7 

100 
68 
94 
36 
27 
6 3 
55 

124 
53 
38 

3500 
5120 
5640 
4716 
3105 
6000 
3025 
84 32 
2226 
7250 

1 , 8 5 
2 , 0 0 
2 , 7 5 
1 , 7 0 
2 , 35 
4 . 6 
2 . 7 
1 , 6 
2 , 6 
1 . 8 

2 , 19 
0 , 7 3 
1 , 1 7 
3 , 8 7 
2 , 9 7 
1 , 4 5 
0 , 6 7 5 
1 , 6 2 4 
0 , 8 2 5 
2 , 19 

64 
20 
40 
36 
43 
62 
40 
58 
24 
33 

2 2 4 0 
4 2 0 

1880 
1800 
2 5 8 0 
3 1 0 0 
1674 
1624 

360 
1 188 

30 
8 

31 
10 
30 
29 

8 
32 
30 

6 

М ± т 1 . 5 5 ± 0 , 0 8 
P ^ O . O S 

4 , 6 2 ± 1 , 0 
Р 2 < 0, 05 

6 5 , 1 ± 6 , 2 
Р , < 0 , 0 5 

4901 ± 6 1 2 
Р , < 0, 05 

2 , 4 ± 0 , 2 8 
Р 2 < 0 . 0 5 

1 , 7 6 ± 0 , 3 3 42 ± 3 , 4 
Р 2 < 0 , 05 

1 6 8 6 ± 2 1 2 
Р 2 < 0 , 0 5 

21 ,4 ± 3 , 7 

П р и м е ч а н и е . У больных, отмеченных звездочкой, желудочную секрецию исследовали повторно с использованием в качестве раздражителя 0,1% раствора гистамина; Р . — 
сравнение со здоровыми; Р 2 —сравнение с базальным уровнем. 



Н О и концентрацией инсулина в же-
лудочном соке (соответственно 
г, = +0,625; г2 = + 0 , 6 7 6 ) . Не обнару-
жено корреляции между базальным 
дебитом Н О и базальным дебитом ин-
сулина ни у здоровых, ни у больных. 

Отсутствовала корреляция между 
концентрацией инсулина в желудочном 
соке и в сыворотке крови как у здоро-
вых (г = +0 ,376) , так и у больных 
(г>= +0 ,167 ) . Корреляции между ба-
зальным рН и концентрацией инсули-
на, а также базальным его дебитом 
не отмечено. 

После введения гистамина концент-
рация инсулина в желудочном соке 
существенно не изменялась, часовой 
дебит несколько повышался, однако 
несущественно. 

Из табл. 3 также видно, что законо-
мерная связь между желудочным рН, 
часовым дебитом Н О и концентраци-
ей инсулина в соке отсутствовала. 

Проведенное у больных дуоденаль-
ной язвой (больные С., А., Р., Я.) до-
полнительное исследование с исполь-
зованием гистамина выявило в общем 
ту же тенденцию. Базальная концент-
рация инсулина в желудочном соке у 
этих больных составила соответствен-
но 44, 78, 58 и 38 мкед/мл, а после сти-
муляции гистамйном 56, 38, J 02 и 
32 мкед/мл, т. е. закономерных изме-
нений концентрации инсулина в желу-
дочном соке под влиянием гистамина 
отмечено не было. В то же время у 
всех 4 пациентов часовой дебит Н О , 
равнявшийся в базальном соке соот-
ветственно 3,4, 2,2, 8,8 и 3,8 мэкв/ч, 
после стимуляции гистамином значи-
тельно возрос (соответственно до 9,0, 
6,8, 14,1 и 8,3 мэкв/ч); часовой дебит 
инсулина при этом увеличился в зна-
чительно меньшей степени (в среднем 
с 3180+694 до 4112+718 мкед/ч), 
причем это увеличение было статисти-
чески недостоверным ( Я > 0 , 0 5 ) . 

Прием атропина (см. табл. 2) умень-
шал как концентрацию, так и часовой 
дебит инсулина, причем это сопровож-
д а л о с 1 > пар а ллельным п о в i >i ш е и и е м 
внутрижелудочного рН и снижением 
дебита Н О . 

Сам факт обнаружения инсулина в 
желудочном соке в количествах, зна-
чительно превышающих таковые в сы-
воротке крови, представляет несомнен-
ный интерес, хотя объяснение этого 
факта сопряжено с определенными 
трудностями. В настоящее время неяс-

но, какую роль играет освобождаю-
щийся с желудочным соком инсулин. 
Наиболее естественным представляет-
ся предположение о возможной роли 
инсулина как инициатора гликолиза в 
стимуляции процессов энергообразова-
ния, направленных на покрытие значи-
тельных энергетических затрат, свя-
занных с синтезом и секрецией Н О . 

С этим предположением согласуют-
ся полученные нами данные об увели-
чении содержания инсулина в базаль-
ном желудочном содержимом у боль-
ных язвой двенадцатиперстной кишки 
по сравнению с таковым у здоровых. 

'Го обстоятельство, что гистамин су-
щественно не увеличивает содержание 
инсулина в желудочном соке, находит-
ся в соответствии с популярной в на-
стоящее время концепцией о роли ги-
стамина как конечного медиатора па-
риетальных желез. В то же время тот 
факт, что атропин снижает выделение 
инсулина с желудочным соком, свиде-
тельствует в пользу участия инсулина 
в качестве посредника вагусиой стиму-
ляции. В этой связи представляет ин-
терес изучение изменений секреции ин-
сулина после в а готом ии. 

Возможно, что д а ж е в условиях ва-
г о т о м и р о в а и н о г о желудка инсулин 
оказывает прямое воздействие на па-
риетальные клетки. 
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INSULIN IN HUMAN GASTRIC JUICE 

G. A. Orlikov, G. A. Afanas'eva, 
A. A. Agadzhanov 

Medical School, Riga 

As shown by means of radioimmunoassay 
high amounts of immunoreactive insulin were 
first to be found in gastr ic juice of both healthy 

persons and the pat ients with duodenal ulcer. 
Content of insulin in gastr ic juice was 3-fold 
as high as in blood serum. Atropine decreased 
sl ightly the insulin content in gastr ic juice, 
whereas his tamine did not affect its concentra-
tion. Est imat ion of insulin in gastr ic juice is 
of importance to elucidate the dependence on 
its hypersecretion observed in duodenal ulcer 
as well as to ascertain the insulin role in for-
mation of the gastr ic juice main components. 

У Д К (> 12.744.14.015.36.547.963.32].014.46:547.821 

P. E. Jloxoe 

В Л И Я Н И Е л -ДЕФИЦИТНЫХ ГЕТЕРОСИСТЕМ НА СИНТЕЗ 
А Т Ф В М И Т О Х О Н Д Р И Я Х 

Севсро-Осетинский университет им. К. JI. Хетагурова, г. Орджоникидзе 

В литературе утвердилось пред-
ставление, что л-дефицитные гетеро-
циклы (пиридиниевые соли и др.) , т. е. 
соединения с пониженной энергией 

.л-орбиталей, не могут принимать уча-
стие в переносе электрона по дыха-
тельной цепи [1]. Однако эта концеп-
ции казалась малоубедительной д а ж е 
с точки зрения известных литератур-
ных данных. Так, в работе [2] было 
показано, что фосфорилирование аде-
нозинфосфатов может осуществляться 
неферментативным путем в системах с 
I юдх од я щи м и а к цептор а м и электро-
нов — гидроксильного радикала ОН, 
синглентного кислорода 1о2 и других 
промежуточных электропоакцепторпых 
частиц. В этом контексте представля-
лось вполне реальным участие пириди-
ниевых солей как акцепторов электро-
нов в активации субстратов фосфори-
лирования. 

С другой стороны, ранее было пока-
зано [3, 4], что соли пиридиния ПО ИН-
ГИ бированию ценного перекисного 
о ки слей и я л и пи дов искусственных 
(БЛМ) и биологических мембран, т. е. 
по способности акцептировать электро-
ны с таких реакционноспособных ча-
стиц, как ОН, О2 1о„ превосходят из-
вестные дезактиваторы — этоксихии, 
дилудин и другие антиоксиданты сво-
бодно-радикальных процессов. Следо-
вательно, можно было ожидать, в про-
тивоположность известным представ-
лениям 111, ускорения фосфорилирова-
ния АДФ и АТФ под влиянием иссле-
дуемых л-дефицитных гетеросистем. 

Исключительная биологическая роль 
нуклеиновых кислот и их компонентов 
в организме животных и человека 
обусловливает то особое внимание, ко-

торое проявляется к разработке 
с р едет в и л и ф а кто р о в, усиливающих 
синтез АТФ в матриксе митохондрий 
и обеспечивающих транспорт его че-
рез мембрану. 

В предлагаемой работе приводятся 
экспериментальные данные по влия-
нию RL-175 на синтез АТФ в скелет-
ных и сердечных мышцах белых бес-
породных крыс. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на беспородных 
белых крысах массой 180—200 г, которые были 
разделены на 5 групп (по 5 крысят в каждой) . 
Животные 1-й группы получали перорально 
RL-175 в этиловом спирте в дозе 10 мг на 100 г, 
2-й — аналогичную дозу RL-175, но суспенди-
рованную в вазелине, 3-й —перорально 1 мл 
30 % «одного спирта, 4-й — I мл вазелина, кры-
сы 5-й группы служили интактиым контролем. 
Животные получали препарат (1-я и 2-я груп-
пы) и растворитель (3-я и 4-я группы) еже-
дневно в течение 14 дней. Через месяц после 
прекращения вскармливания исследуемым пре-
паратом животных опытных и контрольной 
групп декапитировали, после чего немедленно 
извлекали кусочек скелетной или мышечной 
ткани, замораживали азотом и через 15—20 мин 
использовали для исследования. 

Точную навеску ткани (400 мг) гомогенизи-
ровали в 30 мл 6 % раствора трихлоруксусной 
кислоты, переносили в пробирку, помещали в 
ледяную смесь и через 30 мин центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 3000 об/мии. Центри-
фугат сливали, добавляли к нему 4 мл 1 и. рас-
твора соляной кислоты и кипятили в течение 
10 мин. Раствор упаривали, к остатку добавля-
ли 10 мл муравьиной кислоты, нагревали при 
80 °С 1 ч и подвергали анализу на содержание 
аденина в исследуемых образцах методами ко-
л и честве и но й то 11 кос л о й 11 о й хром ато г р а ф и и 
(ТСХ) и газожидкостной хроматографии 
(ГЖХ) . 

Количественную ТСХ проводили на пласти-
нах «Силуфол UV-254 + 366» в системе раство-
рителей спирт — хлороформ или диоксан — хло-
роформ в соотношениях 4 : 1 (объемные). Ме-
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Содержание АТФ в|"различных органах и тканях подопытных животных (в 4 00 мг сырой ткани 
белых крыс) 

Метод анализа 

Анализируемая сырая ткань и группы т е х 
ГЖХ, г% ГЖХ, г% 

г мкмоль/г 

С о д е р ж а н и е аденина в с к е л е т н ы х мышцах : 
I RL-175 + с п и р т 0 , 0 0 2 1 6 4 0 , 0 1 , 1 7 ± 0 , 0 3 

I I R L - 1 7 5 + м а с л о 0 , 0 0 1 0 9 2 0 , 2 0 , 5 5 0 ± 0 , 0 4 
111 К + м а с л о 0 , 0 0 0 5 2 0 9 , 7 0 , 2 5 4 ± 0 , 0 3 
IV К + спирт 0 , 0 0 0 4 9 4 9 , 2 0 , 2 5 4 ± 0 , 0 3 
V к о н т р о л ь (К) 0 , 0 0 0 4 9 0 9 , 1 0 , 2 5 4 ± 0 , 0 3 

С о д е р ж а н и е аденина в мышцах с е р д ц а : 
I RL-175 (спирт) 0 , 0 0 0 6 8 1 2 , 5 

II RL-175 (масло) 0 , 0 0 0 5 8 1 0 , 8 
111 К + м а с л о 0 , 0 0 0 1 9 3 , 5 
I V К - с п и р т 0 , 0 0 1 6 3 , 0 
V к о н т р о л ь (К) 0 , 0 0 1 9 3 , 5 

Среднее значение адеиииа в т к а н я х к о н т р о л ь -
ных ж и в о т н ы х 0 ,000341 6 , 3 

П р и м е ч а н и е. С о д е р ж а н и е адеиииа в 
К — к о н т р о л ь . 

ето положение р а з д е л е н н ы х У Ф - п о г л о щ а ю щ и х 
веществ (адеиииа) определяли , п р о с м а т р и в а я 
пластины в УФ-свете под хроматоскопом . 

Д л я количественного определения адеиииа 
из целой серии п л о щ а д е й пятен с т а н д а р т н ы х 
р а з б а в л е н н ы х растворов «свидетеля» в муравьи -
ной кислоте, нанесенных на пластину, в ы б и р а л и 
те, которые по р а з м е р а м наиболее п р и б л и ж а -
лись к т а к о в ы м исследуемой серии о б р а з ц о в . 
Д а л е е находили участки с линейной зависимо-
стью р а з м е р а п л о щ а д и пятна массы аденин-
свидетеля , ф о т о г р а ф и р о в а л и их и вычисляли 
алгебраическим методом по П у р д и и Труте-
РУ [5J: 

lg W lg WS + 
У А 'As 

VAd - У А 
lg d. 

где U" и А — соответственно масса и п л о щ а д ь 
п я т н а р а с т в о р а пробы: Ws и As — масса и пло-
щ а д ь пятна с т а н д а р т н о г о р а с т в о р а ; А а и А — 
п л о щ а д ь пятна р а з б а в л е н н о г о р а с т в о р а пробы 
и коэффициент р а з б а в л е н и я соответственно. 
Точность этого а н а л и з а Ws-методом хромато-
графических опытов с о с т а в л я е т ± 2 , 7 %. 

П а р а л л е л ь н о с ТСХ проводили количествен-
ное определение аденина, в х о д я щ е г о в состав 
исследуемых о б р а з ц о в методом Г Ж Х . А н а л и з 
проводили на х р о м а т о г р а ф е Л Х М - 8 М Д , колон-
ка из н е р ж а в е ю щ е й стали, 10 % П Э Г - 1 0 0 0 па 
х р о м а т о н е N - A W - H M O S , предварительно обра-
ботанном 2 % N a O I I , т е м п е р а т у р а колонки 
150 °С, испарителя —250 °С, газ -поситель -
азот, скорость 60 м л / м и н . Количественные оп-
ределения проводили по внутреннему эталону 
(дифеиил, м у р а в ь и н а я кислота ) , чувствитель-
ность пламенно-ионизационного д е т е к т о р а 
10 12 А / м к В . И д е н т и ф и к а ц и ю адеиииа в опыт-
пых о б р а з ц а х проводили сравнением оптической 
плотности растворов при длине волны ультра -
ф и о л е т о в ы х лучей 260 пм с о б р а з ц о м извест-
ного строения. Оптическую плотность р а с т в о р о в 
с ш е р я л и на спектрофотометре СФ-16 в 1-саи-
иметровых к в а р ц е в ы х кюветах . 

Выделение митохондрий из печени белых 
рыс п очистку проводили по методике , описан-
ий ранее | 6 | . Потребление кислорода мито-

В-сы мод. химии № 1 

н о р м е , по л и т е р а т у р н ы м д а н н ы м , 6 м к м о л ь / г [8]. 

х о н д р и я м и определяли полярографически . В сре-
ду инкубации для полярографии , с о д е р ж а щ е й 
0,25 М с а х а р о з ы , 0,015 М КС1, 10 м к М К Н 2 Р 0 4 
и 10 3 М M g C 12, вносили 4 м к М с укцииа т а и 
250 м к М А Д Ф , р Н 7,4. Т е м п е р а т у р а среды 20— 
22 °С. В к а ж д о й серии экспериментов проведе-
но пе менее 10 измерений. 

Р е з у л ь т а т ы опытов о б р а б а т ы в а л и методом 
статистики с применением критерия Стьюдента . 

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

Ранее было обнаружено [7], что 
один из исследуемых я-дефицитных 
гетеросистем (N-фснил-З-оксипириди-
ний) в концентрациях 1 О -4 М вызыва-
ет увеличение до 8 0 % ( Р < 0 , 0 1 ) ско-
рости окисления сукцииата митохонд-
риями печени белых крыс. Увеличение 
дыхательного контроля происходило в 
состоянии 3 на 4 по Чансу. 

Учитывая, что усиление скорости по-
глощения кислорода адекватно уско-
рению фосфорилирования АДФ в АТФ 
в матриксе митохондрии, можно было 
ожидать значительного влияния я-де-
фицитных гетеросистем на синтез эф-
фективного АТФ в клетках различных 
органов и тканей. 

Методом количественной ТСХ в си-
стеме не менее чем в двух растворите-
лях показано (см. таблицу) , что содер-
жание аденина в скелетных мышцах 
животных 1-й группы составляет 
0,00216 г (40 мкмоль/г), 2 - й -
0,00109 г (20,2 мкмоль/г) , 3-й 
0,000520 г (9,7 мкмоль/г), 4-й 
0,000494 г (9,9 мкмоль/г) , 5-й груп-
пы — 0,000490 г (9,1 мкмоль/г) , т. е. 
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синтез АТФ у крыс 1-й группы под 
влиянием RL-175 был выше относи-
те л ы ю ко нтр о л ь н ы х показа тел ей в 
4,41 ± 0 , 1 2 раза. 

Методом газожидкостной хромато-
графии с чувствительностью пламенно-
ионизациоиного детектора 10~12 А/мкВ 
показано, что количество аденина в 
скелетных мышцах контрольных крыс 
III и IV групп составляет 0,2544= 
± 0 , 0 0 3 г%; во II опытной группе -
0,5504=0,04 г% и в I опытной группе — 
1,17+0,035 г% при достоверности 
Р < 0,001, т. е. содержание аденина в 
4,6 раза превышало контрольные вели-
чины. Близкие совпадающие данные 
по содержанию АТФ в опытных груп-
пах животных относительно контроль-
ных больше в 4,4—4,6 раза, определен-
ные независимыми методами количе-
ственной ТСХ и ГЖХ, свидетельству-
ют о достоверности полученных экспе-
риментальных данных. 

В таблице приведены также данные 
0 содержании аденина в сердечных 
мышцах подопытных животных, из ко-
торых можно заключить, что у крыс 
1 -й группы количество аденозинтри-
фосфата в 3,6 раза превышало анало-
гичные показатели у интактных жи-
вотных. 

Д л я сравнения укажем, что, по ли-
тературным данным [8], содержание 
аденина в норме для эксперименталь-
ных животных составляет в среднем 
5,893ч=103 мкмоль/г. Этот результат 
показывает несколько меньшее содер-
жание аденина в скелетных мышцах 
контрольных групп белых крыс, но 
больше аналогичных показателей в 
мышцах сердца. 

Средний результат для двух иссле-
дуемых тканей по содержанию адени-
на в различных тканях будет разным 
в зависимости от физиологического со-
стояния и вида животного, кормления, 
условий содержания и т. д., составля-
ет 6,30 мкмоль/г, что удовлетворитель-
но совпадает с литературными данны-
ми ( ~ 6 , 0 мкмоль/г) . 13се это свиде-
тельствует, очевидно, о корректности 
экспериментальных результатов по 
значительному влиянию я-дефицитных 
гетеросистем на синтез АТФ в мито-
хондриях, в противоположность сло-
ж и в ш и м с я п р едет а в л е н и я м. 

Указанные соединения имеют оние-
вую (катионзаряженную) структуру, в 
связи с чем могут проявлять, как отме-
чалось выше, свойства акцепторов 

электронов с образованием реакцион-
носпособных промежуточных фосфатов 
Fi-части комплекса вблизи конца F0-
канала. В результате переноса двух 
протонов по каналу F\ - F0, в соответ-
ствии с гипотезой П. Митчелла [9], и 
взаимодействия метафосфат-иона с 
фосфорилирующим агентом по анало-
гии с развиваемой [2] концепции мо-
жет происходить синтез АТФ в мат-
риксс митохондрий по следующей об-
ратимой вероятной схеме: 

Г ? - Л п -2R-0-P-0 + l ^ - J - I ^ O - P - O 
6н I , О I , J 

R R 
I II III IV 

So о о о r f r .V | 

11 2Н+ И л Tf J(6S.) •f R^O-P-O' Р-0 rrR ~ О—Р~0—Р-0 
7 i - о- он он у 
R * 

Образование анион-радикалов фос-
фата (III) окислением его ОН-радика-
лами описано ранее [10]. В литерату-
ре [11] широко используются пред-
ставления П-сепстета. Согласно этой 
концепции, в переходном состоянии 
возможен перенос электрона от доно-
ра (I) на аитисвязывающую я-орби-
таль пиридиниевого кольца (II) с об-
разованием гетероароматической си-
стемы с семью я-электронами (я-сеп-
тет IV). Экспериментально при поля-
рографическом восстановлении пири-
диниевых катионов (II) подтверждена 
возможность образования подобных, 
систем [12, 13]. Некоторые из них бы-
ли выделены ранее. 

Таким образом, возможность обра-
тимой регенерации пиридиниевого ка-
тиона (II) с последующим участием 
его в катализе фосфорилирования по-
зволяет частично объяснить роль я-де-
фицитных гетероциклических систем, в 
частности RL-175, в энергетическом 
метаболизме клетки. 
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Par t ic ipa t ion of the я-def ic ient he te rosys tems 
in the enhancement of cell metabol i sm w a s 
shown as dist inct f rom the wel l -known hypo-
theses. In presence of chemical p repara t ion 
RL-175 content of ATP was increased 4.4-
4.6-fold and 3.6-fold in ra t sceletal and hear t 
muscles, respectively, as compared wi th control 
values . 
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А. Б. Косухин, Б. С. Ахметова 
ЗНАЧЕНИЕ СТРУКТУРНОЙ ГЕТЕРОГЕННОСТИ 

ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ЛИПИДОВ В РЕГУЛЯЦИИ МЕТАБОЛИЗМА 
ЛИПОПРОТЕИДОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ И ЛИМФЕ В УСЛОВИЯХ 

ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИИ У СОБАК 
Институт физиологии АН Казахской ССР, Алма-Ата 

Ключевыми ферментами метаболиз-
ма липидов в стенках кровеносных со-
судов являются лецитин-холестерин-
ацилтрансфераза (ЛХАТ, КФ 2. 3. 1. 
43) и липопротсидлипаза ( Л П Л , 
КФ 3. 1. 1. 34), многообразная физио-
логическая роль которых освещена в 
специальных обзорах [8, 10, 25]. Сущ-
ность реакций, катализируемых ЛХАТ 
и Л П Л , сводится к модифицированию 
жирнокислотных остатков липидов. 
ЛХАТ обеспечивает эстерификацию 
холестерина (ХС) плазмы крови за 
счет жирной кислоты из С2-позиции 
фосфатидилхолина (ФХ). Л П Л прояв-
ляет ацилгидролазную активность в 
отношении Ci- и С3-ацилов триглицери-
дов (ТГ), а также Срацила фоефолипи-
дов обеспечивая деградацию липопроте-
идов очень низкой плотности ( Л П О Н П ) 
и хиломикронов (ХМ). ЛХАТ действует 
и в плазме крови, главным образом в 
ассоциации с липоиротсидами высокой 
плотности ( Л П В П ) . Л П Л фискирована 
на мембране эндотслиальной клетки и 
освобождается из тканевых депо под 
влиянием иифузии гепарина. Наряду 
с Л П Л при этом освобождается пече-
ночная триглицеридлипаза (ПТГЛ, 
КФ 3. 1. 1. 3), проявляющая слабую 
ацилгидролазную активность и специ-
фичность в отношении полиненасыщен-

ных жирных кислот [20]. Фермент, по-
видимому, локализован на эндотелии 
печеночных синусоидов [25]. 

При атеросклерозе происходят глубо-
кие изменения в составе жирных кис-
лот, обеспечивающих структурную 
гетерогенность липидов [1, 2]. По-
скольку активность ЛХАТ, Л П Л и 
ПТГЛ тесно сопряжена с процессами 
атерогенсза, представляет интерес вы-
яснить закономерности влияния состава 
жирных кислот на активность соответ-
ствующих ферментов, что и входило в 
задачу нашей работы. 

М е т о д и к а 

Опыты были поставлены па 20 беспород-
ных собаках-самцах. Экспериментальную ги-
иерхолестеринемию вызывали скармливанием 
животным ad libitum атерогенной пищи, содер-
ж а в ш е й 2,5 % ж и р а и включавшей ХС и мер-
казолил (тиреостатик) из расчета соответст-
венно 1 г и 5 мг иа 1 кг массы собаки в те-
чение 20 нед. Состав потребляемого жира 
(в % ) : пальмитата 35, стеарата — 5, олсина-
та — 40, линолеата — 20. Подавление функций 
щитовидной железы является условием разви-
тия гиперхолестеринемии у собак при кормле-
нии их натуральной пищей [21]. У человека 
гиперхолестерииемия и атеросклероз, с одной 
стороны, и гипотиреоз — с другой, тесно взаи-
мосвязаны [3, 7, 27] . Контрольную группу жи-
вотных (12 собак) содержали на том ж е ра-
ционе, но без добавления ХС и мерказолила. 
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Рис. I. Активность Л Х А Т в плазме крови со-
бак (измеренная по убыли свободного ХС в 
процентах от его первоначальной концентра-
ции в течение 1 ч инкубации плазмы крови) 
в условиях нормы и гиперхолестеринемии (про-
веденные через соответствующие точки верти-
кальные отрезки иллюстрируют ошибки сред-

них величин) . 

Рис. 2. Активность Л П Л (в мкмоль свободных 
ж и р н ы х кислот на 1 мл за I ч) и П Т Г Л 
плазмы крови собак в норме и при гиперхо-

лестеринемии. 

В условиях нормы и гиперхолестеринемии у 
собак исследовали плазму крови и лимфу ки-
шечного ствола, которые получали после 18— 
24-часового голодания под морфиино-гексена-
ловым наркозом. Линопротеиды разделяли ме-
тодом марганец-гепаринового о с а ж д е н и я [6] . 
Лип иды экстрагировали хлороформ-мета поло-
вой смесыо ( 2 : I) , разделяли методом одно-
мерной тонкослойной хроматографии на пла-
стинах «Silufol UV-254» ( Ч С С Р ) в две стадии 
в системах растворителей: 1) диэтиловый 
эфир- 70° петролейный эфир уксусная кис-
лота (65 : 35 : 0,5) с прохождением фронта до 
2/з пластинки; 70° петролейный эфир — диэти-
ловый эфир ( 9 0 : 6) с прохождением фронта 
до конца пластинки [23] . Количественно опре-
деляли ХС в свободной и эстерифицироваиной 
форме [12], Т Г [24] после соскабливания со-
ответствующих пятен. Фосфолипиды р а з д е л я л и 
и системе растворителей хлороформ - мета-
нол - вода (65 : 25 : 4) [5] . Спектр высших 
ацилов фракций липидов анализировали мето-
дом газовой хроматографии на хроматографе 
«Chrom 5» ( Ч С С Р ) после экстракции, гидро-
лиза и метилирования жирнокислотиых остат-
ков [28] . Применяли пламенно-ионизационный 
детектор, колонки из н е р ж а в е ю щ е й стали дли-
ной 2,5 м, внутренним диаметром 3 мм. Твер-
дой фазой с л у ж и л хроматом N A W - H M D S , 
ж и д к о й — полиэтиленгликольсукцинат . Соотно-

шение ф а з было 2 : 1 . Газ-носитель — азот,, 
температура термостата 180°С, испарительной 
к а м е р ы 210 °С. Пики на х р о м а т о г р а м м а х иден-
тифицировали по времени у д е р ж и в а н и я стан-
дартных метиловых эфиров ж и р н ы х кислот. Об 
активности Л Х А Т судили по убыли концентра-
ции свободного ХС после 8-часовой инкубации 
проб с эндогенными липопротеидами [26] . Ак-
тивность Л П Л и П Т Г Л тестировали потенцио-
метрически по скорости освобождения жирных 
кислот при инкубации постгепариновой плазмы 
крови, взятой через 5 мин после внутривен-
ного введения гепарина (100 С Д на I кг мас-
сы) , в субстратной смеси, с о д е р ж а в ш е й ком-
мерческую ж и р о в у ю эмульсию «Л ипофундин 
С» («Leiras», Финляндия ) [15] . При определе-
нии активности П Т Г Л в качестве ингибитора 
Л П Л в субстратную смесь вносили натрия, 
хлорид в концентрации 1 М [10, 11]. 

Р с з у л i> т а т 1,1 ii о б с у ж д е н и е 

Экспериментальная гиперхолестери-
иемия у собак (концентрация обще-
го ХС 8,0 ±0,9 мМ против 2,9=ь 
±0,4 мМ в норме) сопровождалась 
существенны м качественн ы м из м е не ни-
см эфиров ХС плазмы крови. Па фоне 
возрастания концентрации ХС отмече-
но увеличение процентного содержания 
насыщенных и мононасыщенных аци-
лов. При этом скорость реакции ЛХАТ, 
измеренная по степени увеличения эсте-
рификации ХС в результате инкубации 
эндогенных липопротсидов, резко сни-
жалась (рис. 1). 

Гиперхолестеринемия у собак сопро-
вождалась главным образом аккумуля-
цией пальмитата ХС в плазме крови 
(до 38,44=1,4 % против 28,1 ± 1 , 4 %) по 

отношению к другим эфирам холестери-
на. Накопление пальмитата ХС у со-
бак касается как Л П В П , так и суммар-
н о й фракции Л П О Н П и л и п о п р о т с и д о в 
низкой плотности (ЛГII ИТ) плазмы 
крови и лимфы ( табл. 1.) Поскольку 
в а ж ней ш и м источи и ко м э ф и р о в X С 
плазмы крови является реакция, ката-
лизируемая ЛХАТ [25], представляет 

Т а б л и ц а Г 

Концентрация (и мМ) свободного и эстерифицированного ХС и процентное содержание пальмита-
та и эфирах ХС плазмы крови и лимфы кишечного ствола собак в условиях нормы и гиперхо-

лестеринемии 

Биологи-
ческая 

ж идкость 

л п в п л п н п + л п о н п 
Биологи-

ческая 
ж идкость 

Условия 
опыта свободный 

ХС 
эстерифици-
рованмый ХС 

% паль-
митата 

свободный 
ХС 

эстерифици-
рованный ХС 

% паль-
митата 

Норма 

Гиперхолесте-
ринемии 

I пперхо.честе 
ринемия 

0 , 4 2 ± 0 ,06 

0, 32 ± 0 , 0 7 
I , 0 3 ± 0, 12 

Р < 0 ,01 
0, 4 2 ± 0, 1 1 

1 , 0 9 ± 0 , 0 8 

0 , G 3 ± 0 , 10 
1,82 ± 0 ,10 

0, 7 0 ± 0, 21 

29 .4 ± 5 , 7 

29, 4 ± 3 , 9 
34, 2 ± 2 , 7 

32 .5 ± 2 , 0 

0, 23 ± 0 .05 

0. -I I ' О, 03 
1,37 ± 0, 13 

0 , 43 ± 0 ,09 

0,72 ± 0 ,04 

0 , 8 0 ± 0 , I 2 
3 , 78 ± 0 , 3 1 

1 , 34 ± 0 ,32 

28. 4 ± 2 , Ь 

42, 5 ± 3 , 1 
39, 5 ± 3,8. 

Ж 0, 05 
30, 5 ± 2 , 8. 

Я < 0 , 0 2 
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Т а б л и ц а 2 
Процентное содержание остатков нысших жирных кислот ФХ и ТГ в плазме крови и лимфе ки-

шечного ствола в норме и при гиперхолестеринемии у собак 

Символ ацила 

ФХ т г 

Символ ацила 
плазма крови лимфа кишечного 

ствола плазма крови лимфа кишечного 
ствола Символ ацила 

норма 
гиперхо-

лестерине-
мии 

норма 
гиперхо-

лестерине-
мии 

норма 
гиперхо-

лестерине-
мии 

норма 
гиперхо-

лестерине-
мии 

^ 16:0 
^ 1 8 : 0 
с 
~18 : 1 
^ 1 8 : 2 

2 2 , 3 ± 2 , 6 
2 8 , 7 ± 2 , 4 
18,9 ± 4 , 1 
8 , 7 ± 1 , 4 

2 3 , 7 ± 3 , 2 
3 3 , 6 ± 2 , 4 
1 9 , 6 ± 1 , 8 
9 , 2 ± 2 , 0 

2 5 , 2 ± 2 , 6 
25 ,1 ± 4 , 9 
2 3 , 0 + 1 , 2 
1 1 , 8 + 2 , 9 

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

2 8 , 2 ± 2 , 3 
1 7 , 1 + 3 , 3 
2 5 , 6 ± 3 , 9 
13,1 + 1 ,4 

3 8 , 3 ± 4 , 2 * 
1 2 , 2 + 0 , 9 
19,7 ± 3 , 0 
9 , 3 + 1 ,2 й 

2 5 , 2 ± 8 , 6 
2 3 , 6 ± 5 , 9 
2 5 , 4 ± 8 , 3 

9 , 3 ± 2 , 7 

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

Индекс на-
сыщенности 1 ,6 ± 0 , 2 2 , 0 ± 0 , 4 1 , 5 + 0 , 1 1 , 6 + 0 , 1 1,4 ± 0 , 3 1 , 8 + 0 , 4 1 , 8 + 0 , 3 1 , 5 + 0 , 2 

П р и м е ч а н и е . Представленные данные о т р а ж а ю т истинное процентное содержание 
каждого ацила и не приведены к 100%. З в е з д о ч к а — Р < 0 , 0 5 . 

интерес сопоставление жирнокислотио-
го спектра эфиров ХС и ФХ. Жирно-
кислотный состав ФХ Л П В П как в 
лимфе, так и в плазме крови не отлича-
ется от такового в суммарной фракции 
Л П О П 11 и Л П IT IT, что п оз вол ил о све-
сти соответствующие значения в еди-
ный вариационный ряд. Основными 

ацилами в молекулах ФХ, составляющи-
ми до 90 %всех жирнокислотных остат-
ков, были пальмитиновая (Ci6:o)> стеа-
риновая (Ci8:o) > олеиновая (Ci8:l), 
ли полевая (С 18:2) кислоты, процент-
1 roe содерж a 11 и е котор ы х при ведено 
в табл. 2. Как видно из этой 
таблицы, при гиперхолестеринемии у 
собак отмечается некоторое возраста-
ние содержания стеарата в ФХ 
( Р < 0 , 0 5 ) . Вследствие этого меняется 
индекс насыщенности ФХ. Результаты 
данного наблюдения совпадают с ре-
зультатами исследований плазмы кро-
ви при гиперхолестеринемии у лю-
дей [9] . Известно, что предпочтитель-
ными субстратами ЛХАТ являются 
ненасыщенные ацилы [14]. Следова-
тельно, угнетение скорости эстерифика-
ции ХС в плазме крови может в извест-
ной мерс определяться перестройкой 
спектра жирных кислот в ФХ. В то ж е 
время из характеристики фосфолипид-
пого субстрата ЛХАТ следует, что 
пальмитат ХС пе может быть главным 
продуктом данной реакции и при гипер-
холестерииеми и. 

Ранее нами показано, что пальми-
тат ХС — г л а в н ы й компонент эфи-
ров ХС лимфы кишечного ствола, куда 
он попадает в составе Л П О Н П и 

ХМ [4] , образующихся в стенке тонкой 
кишки. Из табл. I видно, что в норме 
существует статистически достоверное 
различие (Р<с0 ,02) в процентном со-
держании пальмитата ХС в суммарной 
фракции Л П Н П и Л П О Н П лимфы и 
плазмы крови. Нивелирование этого 
различия при гиперхолестеринемии, 
вероятно, связано с изменением гемато-
лимфатических взаимоотношений. В 
частности, гиперхолестеринемия, по-
видимому, приводит к фильтрации 
через гематолимфатический барьер 
больших количеств плазменных липо-
протеидов, что может маскировать спе-
цифику спектра ацилов эфиров ХС 
интестиналы-той генерации. Известно, 
что скорость гидролиза пальм итата ХС 
в печени сравнительно низка [7] , что 
может з а д е р ж и в а т ь окисление ХС в 
желчные кислоты (основной путь его 
элиминации) . 

Характерно, что статистически зна-
чимых различий процентного содержа-
ния пальмитата ХС в Л П В П и суммар-
ной фракции Л П О Н П и Л П Н П в плаз-
ме крови нет. Один из возможных путей 
аккумуляции пальмитата ХС в составе 
Л П В П — липолитическая деградация 
богатых ТГ липопротеидов, ремнантами 
котор ых являются Л П ВП [ 161. Та ки м 
образом, перегрузка Л П В П ХС, отме-
чающаяся при гиперхолестеринемии, 
сочетается с накоплением в них медлен-
но гидролизуемого пальмитата ХС. 
Известно, что эфиры ХС являются мощ-
ными ингибиторами ЛХАТ [18]. Поэто-
му, несмотря на некоторое возраста-
ние ХС Л П В П в условиях гиперхоле-
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стеринемий (см. табл. 1), их антиате-
рогенная активность сравнительно не-
высока, чем отчасти объясняется сни-
жение активности ЛХАТ. Характерно, 
что у собак при гиперхолестеринемии 
зарегистрировано значительное накоп-
ление свободного ХС Л П В П (см. 
табл. 1), что согласуется со снижением 
активности ЛХАТ. 

Спектор ацилов ТГ Л П В П , как и в 
случае с ФХ, идентичен Л П Н П и 
Л П О П П и представлен в основном 
теми же жирнокислотпыми радикала-
ми (см. табл. 2). Активность Л П Л , как 
видно на рис. 2, при гиперхолестерине-
мии возрастает, с чем, вероятно, связа-
но отсутствие выраженной аккумуля-
ции ТГ (28,84=4,5-10 2 мМ в норме; 
62,0=1=16,4-10 2мМ при гиперхолестери-
немии) в плазме крови собак. В то же 
время активность ПТГЛ не увеличива-
ется. В этих условиях спектр ацилов ТГ 
может играть решающую роль в обес-
печении адекватного фунционирования 
ПТГЛ, проявляющей выраженную из-
бирательность в отношении полинена-
сыщенных ацилов [20]. Если ПТГЛ, 
как предполагается, участвует в дели-
пидироваиии Л П В П 2 с образованием 
Л П В П з [19], то спектр ацилов ТГ 
может оказывать и косвенное влияние 
на активность ЛХАТ, поскольку имен-
но Л П В П з являются ее предпочтитель-
ным субстратом [1'3]. Интересно, что 
повышение насыщенности ТГ отмечено 
при атеросклерозе и ишемической 
болезни сердца у людей [1]. 

Подводя итог изложенному, можно 
постулировать наличие следующей 
патогенетической связи жирнокислот-
ного состава и липопротеидного мета-
болизма при экспериментальной гипер-
холестеринемии у собак. Поступление 
из кишечника в составе богатых ТГ 
липопротсидов повышенного количест-
ва ХС, эстерифицироваиного пальмита-
том, приводит в силу относительно низ-
кой скорости гидролиза последнего к 
его аккумуляции в плазме крови, в том 
числе пальмитата ХС Л П В П . Наличие 
дополнительных эфиров ХС в Л П В П 
ингибирует ЛХАТ. Определенное значе-
ние в угнетении холестеринэстерифици-
рующей активности плазмы имеет 
относительно высокая насыщенность 
как ФХ — липидного субстрата ЛХАТ, 
так и ТГ, отчего зависит количество 
липопротеидного субстрата, образую-
щегося при участии ПТГЛ в печени. 
Угнетение ЛХАТ приводит к накопле-

нию ХС на поверхностной пленке 
Л П В П . В результате должна нарушать-
ся функция оттока из плазматических 
мембран эндотелия избытка свободно-
го ХС. Последний в норме поступает 
на оболочку Л П В П в силу градиента 
концентрации, возникающего благо-
даря непрерывной эстерификации ХС 
при участии ЛХАТ и перемещению его 
в гидрофобное ядро Л П В П [25]. Мож-
но предполагать, что создающаяся 
ситуация оказывает воздействие и на 
активность липопротсидлиполиза. В 
частности, биологический смысл тормо-
жения активности Л П Л в модельной 
системе при увеличении концентрации 
свободного ХС [17] может in vivo со-
стоять в индикации отсутствия его 
акцепторов — Л П В П . Это должно бло-
кировать высвобождение новых коли-
честв свободного ХС в результате 
липопротсидлиполиза. В условиях 
наших экспериментов с относительно 
нерезко выраженной гиперхолестерине-
мией понижения активности Л П Л от-
мечено не было. Однако ретроспектив-
ная оценка данных других авто-
ров [22], зарегистрировавших ингиби-
рование Л П Л при экспериментальной 
гиперхолестеринемии у собак, дает ос-
нования предположить подобный меха-
низм. 

Таким образом, экстраплазменные 
системы, определяющие жирнокислот-
ный состав классов липидов, оказывают 
заметное влияние на метаболизм липо-
протсидов плазмы крови. 
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АКТИВНОСТЬ КАТЕПСИНД В И СЕРИНОВЫХ 
ТРИПСИНОПОДОБНЫХ IIЕПТИДГИДРОJ1 A3 В ЭКСТРАКТАХ 

ПОЧКИ ЧЕЛОВЕКА 

I Ленинградский медицинский институт 

Катепсин В (КФ 3.4.22.1) относится 
к числу наиболее изученных лизосо-
мальных эндопептидаз [12]. Выяснены 
некоторые свойства катепсина В из 
печени [6], плаценты [10, 18], селе-
зенки [5], почек человека [4, 11, 14]. 
Препараты катепсина В из различных 
источников весьма сходны по действию 
на синтетические субстраты, имея вы-
сокое сродство к пептидам, содержа-
щим пару основных аминокислот (кар-
бобснзоксп - L - аланил - L-аргинил - L-
аргинил-4-метокси-р-нафтиламид) 17, 
15]. До настоящего времени наиболее 
доступными и широко используемыми 
для исследований катепсина В остают-
ся синтетические хромогенные субстра-
ты трипсина: N, а-бензоил-D, L-арги-
нин - паранитроанилидгидрохлорид 

(БАПНА) и N, а-бензоил-D, L-арги-
I г и н - р - н а фти л а м и дги д р ох л о ри д (БА-
МА). 

В данной работе изучена возмож-
ность использования БАПНА и БАМЭ 
(N, а-бензоил-D, L - a р г и н и i г м е т и л о в ы й 
эфир) для оценки активности ка-
тепсина В и серииовых иентидгидро-
лаз со сходной субстратной специфич-
ностью в тканях почек человека. 

М е т о д и к а 

В работе использованы глутатион восста-
новленный (FSIT) и окисленный (TSSF) , ци-
стеии, дитиоэритритол ( Д Т И ) , Э Д Т А дииат-
риевая соль, рибонуклеаза , альбумин сыворот-
ки крови человека, яичный альбумин, СМ-цел-
люлоза, трис, Б А М Э фирмы «Reanal» (Венг-
рия) , сефадексы и голубой декстран (Mr — 

71 



2 000 000) фирмы «Pharmac ia» (Швеция) , па-
ра хлормеркурибензойной кислоты натриевая 
соль (ПХМБ) фирмы «Chemapol» (Чехослова-
кия) , феиазинметосульфат (ФМС) фирмы 
«Scrva» ( Ф Р Г ) , фосфороргаиический ингиби-
тор ГД-42 (метилсульфометилат-О-этил-S- [(3-
этилмеркаптоэтил] метилтиофосфоиата) , еум-
мариый препарат гистонов из тимуса телят, 
трипсин кристаллический марки А, неоргани-
ческие соли, уксусная кислота, ВАННА, пара-
иитроаиилии отечественного производства. 

Определение активности катепсина В по 
отношению к синтетическим субстратам. Ак-
тивность к Б А П Н А в качестве субстрата опре-
деляли спектрофотометрическим методом по 
приросту светоноглощенин при 405 им за счет 
высвобождении параиитроанилииа [9, 16]. Ак-
тивность в экстрактах почки регистрировали с 
применением ряда воздействий, которые в опы-
тах с очищенным катепсином В полностью 
блокируют либо тиоловые, либо серииовые 
ферменты. Эти эксперименты проведены с ис-
пользованием в параллельных опытах навесок 
коркового слоя одной и той ж е почки челове-
ка. К а ж д ы й образец ткани массой примерно 
200 мг сразу после взятия заливали экстраги-
рующим раствором из расчета 0,1 мл на 1,0 мг 
ткани. 

При получении экстрактов использованы 
буферные растворы, содержащие 10 мМ ЭДТА: 
а) 0,01 М фосфатный буфер рН 6,2 без добав-
ления или с добавлением тритона Х-100 в ко-
нечной концентрации 1,0 г/л; б) 0,01 М аце-
татные буферные системы рН 5,1 или 4,0, со-
д е р ж а щ и е 1,0 г/л тритона Х-100. Помещенные 
в охлажденные экстрагирующие растворы на-
вески ткани измельчали с помощью ножниц и 
экстрагировали в течение 20 ч при 4 °С при 
постоянном интенсивном перемешивании маг-
нитной мешалкой, обеспечивающем фактиче-
ски полную гомогенизацию ткани. Затем осу 
ществляли центрифугирование при 12 000 g при 
4 °С в течение 10 мин. Полученные экстракты 
доводили до рН 6,2 добавлением малых пор-
ций (10 мкл) НС1 под контролем рН-метра и 
использовали для определения тиолзависимой 
и нетиолзависимой ферментативных активно-
стей по отношению к Б А П Н А , а т а к ж е для 
определения белка по Лоури. 

По 2 мл каждого из экстрактов подверга-
ли 30-минутной инкубации при рН 8,0 (20 °С) ; 
при этом использовали 10 М N a O H и HCI под 
контролем рН-метра. 

Б А Ш f A - г и д р о л а з н у ю активность определя-
ли при рН 6,2, используя 0,01 М фосфатный 
буфер с Э Д Т А в конечной концентрации 10 мМ. 
В пробы вносили по 0,4 мл экстрактов и сме-
шивали с 1,0 мл буфера. Активаторы и инги-
биторы вносили в объеме 0,1 мл. Реакция гид-
ролиза продолжалась 240 мин при 37 °С пос-
ле прибавления 1 мл 2 мМ БАПНА. В пробы 
затем добавляли по 0,3 мл ТХУ (500 г /л) , пе-
ремешивали и оставляли при 4 ° С на 10 мин. 
После охлаждения проб осадки отделяли цен-
трифугированием в течение 7 мин при 8000 
об/мин при комнатной температуре. Надоса-
дочиую жидкость быстро переносили в пробир-
ки с 1 мл нейтрализующего раствора (1 М 
трис и 1 М NaOH при соотношении объемов 
1 : 1 ) . В контрольные пробы экстракты вноси-
ли непосредственно перед прибавлением ТХУ. 
Фотометрию производили при длине волны 
405 им. 

Д л я определения эстеразной активности 
препаратов в отношении БАМЭ использовали 

потеициометрический метод | 3 | . Метод осно-
ван на непрерывной регистрации подкисленин 
на 0,0 Г 0,05 ед. рН слабо забуфереиной сре-
ды. Такое небольшое изменение рН в ходе ре-
акции не влияет существенно на активность 
фермента. Реакции проводили при 3 7 ° С . Д л я 
проведения анализа 0,05 1,0 мл содержавшего 
фермент экстракта смешивали с равным объ-
емом 4 мМ. цистеииа и выдерживали в течение 
I ч при постоянном перемешивании, после че-
го добавляли 7 мл 0,8 % раствора натрия хло-
рида. Растворами (1—10 мМ) соляной кисло-
ты или едкого натра смесь доводили до 
рН 5,1, а затем добавляли 0 , 8 % раствор нат-
рия хлорида до конечного объема 9,0 мл. В ин-
кубационную смесь вносили 1 мл 10 мМ рас-
твора БАМЭ, предварительно доведенного до 
рН 5,1. Сдвиг рН за счет ферментативного рас-
щепления субстрата регистрировали в течение 
5—30 мин с помощью самопишущего потен-
циометра ЛКД-4-003 , подключенного к рН-мет-
ру. После завершения регистрации фермента-
тивной реакции рН инкубационной смеси дово-
дили 5 мМ раствором щелочи до 5,1. Калиб-
ровку рабочей зоны смещения pIT осуществля-
ли добавлением в инкубационную смесь точно 
измеренной порции (обычно 100 мкл) 0,1 мМ 
раствора соляной кислоты и измерением вели-
чины «скачка» пера самописца, вызванного вне-
сенным количеством кислоты. Д л я оценки точ-
ности предложенного метода сопоставили ско-
рость гидролиза Б А М Э препаратами трипсина, 
регистрируемую потенциометрически и обще-
11 р и н я т ы м спектр о ф отометрическим методом 
[17] . При этом получено хорошее совпадение 
результатов. Интерес к высокочувствительно-
му варианту потеициометрического метода вы-
зван тем, что в литературе имеются противо-
речивые данные о чувствительности БАМЭ К 
каталитическому действию очищенных препа-
ратов катепсина В, а т а к ж е отсутствием дан-
ных об участии катепсина В, содержащегося в 
неочищенных препаратах фермента, в гидро-
лизе БАМЭ. 

Молекулярную массу катепсина В опреде-
ляли методом гель-фильтрации [1]. 

Содерлсание белка в препаратах определя-
ли по методу Лоури [13]. 

Очистка катепсина В. Катепсип В выделя-
ли из трупной почки человека, полученной в 
течение 1 ч после гибели от несчастного слу-
чая через отделение трансплантации почки на-
шего института, используя метод, разработан-
ный для очистки катепсина В из селезенки че-
ловека [5]. Этот метод позволяет отделить от 
катепсина В сопутствующие тканевые тиоло-
вые протеиназы [2, 10, 15]. 

Все операции по очистке катепсина В про-
водили при 4 6 ° С . Замороженные навески 
тканей (96 г) помещали в раствор (на 1 г 
тканей приходилось 4 мл раствора) натрий-
фосфатного 0,005 М буфера pIT 6,2—6,4, со-
держащего Э Д Т А в конечной концентрации 
10 мМ и тритон Х-100 в конечной концентра-
ции 2,0 г/л. Измельчение тканей почки с по-
мощью размельчителя РТ-1 проводили в те-
чение 20 мин. Измельченный препарат тканей 
оставляли на 18 ч при постоянном перемеши-
вании на магнитной мешалке. Осадок отделя-
ли центрифугированием при 10 000 g в тече-
ние 30 мин (эти же условии центрифугирова-
ния использовали на последующих этапах очи-
стки) . Надосадочную жидкость подвергали об-
работке в кислой среде, постепенно прибавляя 
порции 0,5 М раствора кислоты и доводи зна-
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чение рН до 3,5—4,2. Образующийся осадок 
отделяли центрифугированием. Из надосадоч-
ной жидкости получали белковую фракцию, 
осаждающуюся между 35 и 75 % насыщения 
раствора сульфатом аммония. Осадок раство-
ряли в ацетатном 0,02 М буфере рН 5,1 (из 
расчета 0,5 мл буфера па I г исходной ткани) . 
Препарат фракционировали ацетоном, отби-
рая фракцию, осаждующуюся между 30 и 
6 0 % (объем/объем) . Осадок растворяли в 
0,02 М ацетатном буфере рН 5,1 (0,2 мл бу-
фера на 1 г исходной ткани) . Осадок отделя-
ли центрифугированием, надосадочную жид-
кость фракционировали на колонке сефадекса 
G-400 (40 4,5 см) , уравновешенной указан-
ным ацетатным буфером, отбирая для даль-
нейшей работы фракции, содержащие катеп-
син В с молекулярной массой 20 000- 30 000. 
Препараты, полученные в результате гель-
фильтрации, фракционировали на колонке 
КМ-целлюлозы (15—2,0 см), уравновешенной 
ацетатным буфером, в ступенчатом градиенте 
хлорида натрия. Фракции катепсина В, элюи-
руемые при концентрации соли 0,1 М, исполь-
зовали для дальнейшей очистки на колонке 
ДЭЛЭ-сефадекса-А50 (20—2,0 см), уравнове-
шенной 0,02 М натрий-фосфатным буфером 
рН 6,2. Фракции катепсина В элюировали при 
концентрации NaCl 0,22 М. Полученный препа-
рат использовали для изучения свойств катеп-
сина В. Выход фермента составил 8,5 % исход-
ной активности гомогената, измеренной в ре-
акции гидролиза БАПНА. Была достигнута 
очистка в 960 раз. Удельная активность полу-
ченного препарата составляла 0,08 мкмоль/мии 
на I мг белка. 

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

Очищенный препарат катепсина В 
из почки человека обладал наиболь-
шей активностью к Б А П Н А при pIT 
5,6—6,4, в присутствии 2 мМ ЭДТА и 
цистеииа, что соответствует свойствам 
фермента из других источников |(5, 9, 
J0, 12, 16, 18]. Молекулярная масса 
катепсина В, по данным гель-фильтра-
ции, составила 24 000 26000. Препа-
рат фермента катализировал гидролиз 
сывороточного альбумина человека 
при рН ниже 4,5. Протеолитическая 
активность очищенного препарата ка-
тепсина В была обнаружена т а к ж е по 
отношению к сумариому препарату гм-
стонов из тимуса телят, но в более ши-
рокой зоне pIT - - от 4,0 до 6,6. Амидаз-
ную активность препарата катепсина 
В п протеолитическую активность по 
отношению к альбумину и гистонам 
полностью подавлял 0,1 мМ. 11ХМБ. 
Эстеразна я активность препарата к 
БАМЭ составляла 0,89 мкмоль/мии на 
1 мг белка; только 25 % этой активно-
сти блокировал 0,1 мМ ПХМБ, что 
свидетельствует о примесях нетиоло-
вых эстераз в препарате катепсина В. 
Полученные результаты свидетельст-

Т а б л и ц а 1 
Чувствительность очищенного препарата катеп-
сина В из почки человека к некоторым активи-

рующим и ингибирующим воздействиям 

Ь & | | 
Активирующий или Конечная 
угнетающий фактор концентра-

ция, мМ « Я » ч * 

*<Х X Cd СХ2 X 

« Я » ч * 

*<Х X Cd СХ2 X 

« Я » ч * 

*<Х X Cd СХ2 X 

Цисте и и 2 0 , 0 8 0 
Д Т И 1 0 ,081 
FSH 2 0 ,074 
r s s r 3 0 , 0 1 5 
II АДФ • Н 1 0 , 0 7 5 
ФОН и 2 мМ цистеин 0 , 1 0 ,081 

3 0 , 0 7 8 
П Х М Б 0,1 0 , 0 0 2 
ФМС 0,001 Не обна-

Йодацетамид 
ружена 

Йодацетамид 0 , 1 То ж е 
Ингибито р тр ипсина 

из бобов сои и 2 мМ 
Ингибито р тр ипсина 

из бобов сои и 2 мМ 
цистеин 0 , 5 мкг/мл 0 ,080 

К о н т р и к а л и 2 мМ 
цистеин 0 , 5 мкг/мл 0 ,079 

Предобработка при 
рН 8 ,0 в течение 
60 мип в присутст-
вии 2 мМ цистеииа Не обна-
(20 °С) — ружена 

11редоб р а ботк а при 
рН 4,0 в течение 
(30 мин в присутст-
вии 2 мМ цистеииа 
(20 "С) 0 , 0 7 9 

вуют, что для выявления активности 
катепсина В в препаратах тканей поч-
ки (по всей вероятности, и других тка-
ней) более приемлемы субстраты с 
амидной гидролизуемой связью, но не 
с эфирной, поскольку гидролиз пос-
ледних катализируют т а к ж е и сопут-
ствующие нетиоловые эстеразы. В под-
тверждение этого положения следует 
отметить, что активность БАМЭ-эсте-
раз в начальном экстракте была весь-
ма высокой (68 мкмоль/мии на I мг 
белка) , причем компонент активности, 
чувствительный к ПХМБ, зарегистри-
ровать не удалось. По-видимому, со-
держание нетиоловых эстераз в неочи-
щенном материале значительно превы-
шает содержание катепсина 13. 

В табл. 1 суммированы полученные 
нами данные о чувствительности очи-
щенных препаратов катепсина В из 
почки человека к некоторым акти-
вирующим и ингибирующим влияниям 
при гидролизе Б А П Н А . Препарат фер-
м е и т а наивысшую а к т и в н о с т ь 11 р о я в -
лял в присутствии цистеииа, FS1T, 
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Активность к БАПНЛ экстрактов из тканей коры 4 почек человека 
Г* Т а б л и ц а 

Э
кс

тр
ак

т 
по

чк
и 

Особенности процедуры 
получения экстракта 

Активность экстрактов к БАПНА (в имоль/мин на 1 мг белка), 
обработанных 

Э
кс

тр
ак

т 
по

чк
и 

Особенности процедуры 
получения экстракта 

4 мМ цис-
те и ном 

0 , 0 4 мМ 
ПХМБ 

0 , 0 0 1 мМ 
ФМС 

0 , 0 4 мМ 
ФОН при рН 8 ,0 

№ 1 

№ 2 

№ 3 

№ 4 

Ьсз обработки тритоном 
Х - 1 0 0 при рН 0 ,2 

С обработкой тритоном 
X-J00 при рИ 6 , 2 

С обработкой тритоном 
Х - 1 0 0 при рЫ 5 ,1 

С обработкой тритоном 
Х - 1 0 0 при рН 4 , 0 

0, 0 8 0 ± 0 . 020 

0 , 2 3 2 ± 0 , 009 

0 , 2 3 1 ± 0 , 0 4 8 

0 , 3 9 8 ± 0 , 0 9 5 

0 , 0 4 6 ± 0 , 0 3 5 

0 , 0 8 4 ± 0 , 0 4 5 

0 , 064 ± 0 , 0 2 4 

0 , 0 0 8 ± 0 , 0 0 2 

0 , 0 4 2 ± 0 , 0 2 6 

0 , 0 7 8 ± 0 , 0 5 3 

0 , 0 6 7 ± 0 , 0 2 8 

0 , 0 1 2 ± 0 , 0 0 2 

0 , 0 4 1 ± 0 , 0 1 9 

0, 148 ± 0 , 0 3 9 

0 , 168 ± 0 , 0 4 4 

0 , 3 8 8 ± 0, 102 

0 , 0 4 8 ± 0 , 0 2 6 

0 . 0 8 7 ± 0 , 0 5 0 

0 , 080 ± 0 , 0 3 5 

0 , 0 0 8 ± 0 . 0 0 2 

Д Т И или НАДФ Н, тогда как ПХМБ 
и йодацетамид подавляли катализи-
руемый катепсином В гидролиз 
БАПНА. Фосфороргаиический ингиби-
тор, ингибитор трипсина из бобов 
сои и контрикал не оказывали 
влияния на активность фермен-
та. Очищенный препарат фер-
мента характеризовался весьма 
низкой активностью по отношению к 
лейцин нафтил а миду (0,0021 м к моль/ 
мим на I мг белка) , что свидетельст-
вует о низком содержании характер-
ной для катепсина Н аминопептидаз-
ной активности [11, 14]. 

Представленные результаты свиде-
тельствуют, что тиолзависимая гидро-
лазная активность, измеряемая в реак-
ции гидролиза БАПНА, в почках че-
ловека проявляется за счет присутст-
вия катепсина В. Другие тиоловые ли-
зосомальные эндопептидазы (катепсин 
IT) почек человека, по-видимому, вно-
сят небольшой вклад в гидролиз это-
го субстрата [7, 12, 14]. В очищен-
ном препарате катепсина В отсутству-
ют катализирующие гидролиз БАПНА 
гидролазы серинового типа, поскольку 
ферментативную активность не угне-
тал фосфороргаиический ингибитор, 
тогда как предобработка при рН 8,0 
полностью блокировала активность ка-
тепсина В. 

Ранее нами было показано, что в 
иефракционированиых экстрактах по-
чек человека наряду с тиоловой содер-
жится значительная сериновая гидро-
лазная активность, измеряемая в реак-
ции гидролиза БАПНА [4]. В настоя-
щей работе осуществлена сравнитель-
ная оценка приемов, позволяющих вы-
являть сериновый и тиоловый компо-
ненты гидролазной активности, изме-
ряемой в реакции гидролиза БАПНА, 
в иефракционированиых тканевых эк-
страктах. Выявление величины тиолза-

висимои гидролазной активности в эк-
страктах тканей представляло интерес 
и в связи с тем, что в литературе име-
ются указания [2, 6] на возможность 
возрастания активности катепсина В 
при обработке тканевых экстрактов в 
кислой среде (рН 3,5—4,5), тогда как 
о ч и щ е и н ы е п р е п а р а т ы ферме и т а н е 
изм с ня ют своей а ктив н ости после 
предобработки при рН 4,0 (см. табл. 1). 

Результаты полученные при срав-
нительном исследовании экстрактов 
коркового вещества 4 почек человека, 
представлены в табл. 2. Экстракция 
как тиолзависимой, так и нетиоловой 
гидролазной активности значительно 
улучшается в присутствии тритона 
Х-100. Использование этого детергента 
при pIT 6,2 увеличивает нетиоловую 
активность в 2 раза, тиолзависимую 
активность в 3,5—4 раза. Большее 
влияние тритона Х-100 на экстракцию 
катепсина В, чем сериновых гидролаз, 
катализирующих гидролиз БАПНА, 
можно объяснить тем, что катепсин В 
локализован в лизосомах [8]. 

В настоящее время сериновые гид-
ролазы, катализирующие гидролиз 
Б A IT IT А, еще н е и д е н т гi ф и цированы. 
Результаты, представленные в табл. 2, 
показывают, в частности, что для раз-
деления общей гидролазной активно-
сти на сериновую и тиолзависимую 
пригодны многие процедуры, посколь-
ку обработка ПХМБ, ФМС, фосфор-
органическим ингибитором, преинкуба-
ция при рН 8,0 приводят к сходному 
результату. Так, в экстрактах № 2 до-
ля нетиоловой активности в присутст-
вии ПХМБ и ФМС составляла 0,084 и 
0,078 нмоль/мин на 1 мг белка, а доля 
сериновой активности, угнетаемой 
ФОН, составляла (0,232—0,148) = 
--=0,084 нмоль/мин на 1 мг белка. Та-

ким образом, в экстрактах отсутство-
вали какие-либо иные типы гидролаз-
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мой активности, кроме тиолзависимой и 
сериновой. В экстрактах, полученных 
при рН 6,2, выявлялась как тиолзави-
симая, так и сериновая активность, 
причем для исследованных 4 трупных 
почек здоровых доноров тиолзависи-
мая активность почти в 2 раза превы-
шала сериновую. Как было показано 
нами ранее [4J, сериновая и тиолзави-
симая активность к БАПНА может 
быть полностью разделена путем гель-
фильтрации на колонках сефадекса 
G-75: сериновую активность удавалось 
элюировать в свободном объеме; она 
характеризовалась относительной мо-
лекулярной массой не менее 80 000, 
тогда как тиолзависимую активность 
(катепсин В) элюировали во фракци-
ях, ха р акте ризу ющихс я относител ьиой 
молекулярной массой 24- -28 ООО. Од-
нако ранее для гель-фильтрации нами 
были использованы препараты, полу-
ченные после со л е в о го ф р а к ци он и р о -
вания, а не первичные экстракты гомо-
генатов тканей. Гель-фильтрация экст-
рактов, полученных при рН 6,2 с ис-
пользованием тритона Х-100, на ко-
лонках сефадекса G-100 привела к 
аналогичному разделению сериновой и 
т и о л з а в и с и м о й а к т и в и ост и: ферме н т а -
т и в и а я а кт и в и ость сер i шов ы х гид рол а з 
х а р а к т е р и з о в а л а сь относител ьиой м о -
лекулярной массой не менее чем 
80 000 100 000 и составляла 3 5 + 8 % , 
а тиоловая — относительной молеку-
лярной массой около 25 000- 6 0 + 7 % 
от общей гидролазной активности, на-
несенной на колонку. Таким образом, 
разделение общей гидролазной актив-
ности на сериновую и тиоловую по-
с р ед ство м ге л ь - ф и л ь тр а ц и и э кст р а кто в 
указывало на величины их соотноше-
ния, подобные получаемым при инги-
битор ном анализе (см. табл. 2). 

Получение экстрактов в более кис-
лой среде (экстракты № 3) приводи-
ло, как было впервые установлено на-
ми, к уменьшению активности серино-
вого типа. Так, при рН 4,0 отмечали 
почти полное исчезновение активности 
сериновых пептидгидролаз, но актив-
ность тиолзависимых гид-рол аз увели-
чивалась более чем в 2 раза. Увеличе-
ние тиолзависимой гидролазной актив-
ности при обработке экстрактов в 
кислой среде обычно связывают с 
11 и а кт ива цней э ндоге нн ы х и нги б иторов 
тиолсвых протеиназ [2, 6]. 

В совместной нашей работе 
В. Я. Плоткиным был проведен ана-

лиз гидролазной активности в экстрак-
тах биоптатов (5—10 мг) почек боль-
пых с иефротическим синдромом. У 22 
больных тиолзависимая гидролазная 
активность в содержащих тритон 
Х-100 экстрактах, полученных при 
pIT 6,2, колебалась в пределах 0,09— 
0.60.нмоль/мин на 1 мг белка, а сери-
н о в а я — 0,06—0,30 нмоль/мин иа 1 мг 
белка. 

Приведенные в настоящей работе ре-
зультаты свидетельствуют о примени-
мости ряда ингибирующих воздействий 
для раздельного определения пептид-
гидролаз сериновбго' и тиолового типа 
в экстрактах почки человека. Из двух 
широко доступных, субстратов — 
БАПНА и БАМЭ, которые гидролизу-
ются в присутствии очищенных препа-
ратов катепсина В, для выявления 
к а теп с и и - В - п од об н о й а кти в иости э к-
страктов почки человека можно реко-
мендовать БАПНА. 
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ACTIVITY O F CAT! IE P S IN В AND S E R I N E 
P E P T I D E H Y D R O L A S E S IN EXTRACTS O F 

H U M A N KIDNEY 

A. A. Zhloba, I. G. Scherbak 

I. P. Pavlov I Medical School, Len ingrad 

A potent ia l i ty to use the avai lable subs t ra tes 
BAPNA and BAME was s tudied in es t imat ion 

of activit ies of ca thepsin В and other t rypsin-
likc hydrolases in ext rac ts of human kidney 
cortex. In these ex t rac ts the BAME-hydro lyz ing 
activi ty of ca thepsin В was difficult if impos-
sible to detect due to high level of a t t e n d a n t 
non-thiol es terases . At the s a m e time, BAPNA 
might be used for this purpose as a subs t r a t e 
in es t imat ion of ca thepsin B- and trypsin-l ike 
pept ide hydrolase activit ies in biopsies of h u m a n 
kidney. 

УДК 616.12-008.3 | 616Л2-008.9J-02:613.863]-092:612.014.49 

Ф. 3. Меерсон, В. В. Малышев, E. H. Екимов, В. А. Петрова, 
В. И. Лифантьев 

ВЛИЯНИЕ АДАПТАЦИИ ОРГАНИЗМА К КОРОТКИМ 
СТРЕССОРНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ НА РЕАЛИЗАЦИЮ 

СТРЕСС-РЕАКЦИИ, НАРУШЕНИЕ МЕТАБОЛИЗМА 
И СОКРАТИТЕЛЬНОЙ ФУНКЦИИ СЕРДЦА, ВЫЗВАННЫЕ 
Д Л И Т EJIЬ Н Ы М ЭМО Ц И О Н АЛ Ь Н О- БО Л Е В Ы М СТ Р Е С СО М 

Л а б о р а т о р и я патофизиологии сердца Института общей патологии и патофизиологии 
АМН СССР, Москва, Ц Н И Л и кафедра фармакологии Иркутского медицинского инсти-

тута 

Результ аты иссл сдований показали, 
что иод влиянием эмоционально-боле-
вого стресса (ЭБС) возникает значи-
тельное возбуждение адренергической 
и гипофизарио-адреналовой систем 
[3, 11], ведущее к активации перекис-
ного окисления липидов, липаз, фосфо-
липаз [11], и, следовательно, к нару-
шению окисления и фосфорилирования 
в митохондриях сердца [7], развитию 
очаговых коитрактурных и некроти-
ческих изменений в миокарде [14], 
депрессии сократительной функции 
сердечной мышцы [5, 11]. Показано 
также, что адаптация организма жи-
вотных к коротким стрессорным воз-
действиям значительно повышает ре-
зистентность миокарда предсердий к 
стрессорному нарушению сократитель-
ной функции предсердий, сердца, ги-
поксии и избытку кальция [12], а так-
же предуп реждает очаговые повреж-
дения структуры миокарда [4]. Одна-
ко в таком важном вопросе, как про-
филактический эффект адаптации к 
коротким стрессорным воздействиям, 
остается ряд неясных аспектов. Так, 
например, неизвестно, в какой мере 
этот защитный эффект обусловлен 
угасанием реакции различных стресс-
реал изующих систем при повторном 
предъявлении стрессорной ситуации, а 
в какой мере он зависит от повыше-
ния резистентности самого миокарда к 
катехоламинам и другим стресс-гор-
монам. Цель данной работы состояла 

в том, чтобы сопоставить параметры, 
характеризующие возбуждение адре-
нергическо й и г и п о ф и з а р н о - а д р е н а л о -
вой систем, с одной стороны, и пов-
реждение сердца, с другой, после дли-
те л ь и о го э м о ц и о н а л ь н о - б о л е в о го стрес-
са у предварительно адаптированных 
и интактных животных. 

М с т о д и к а 
Опыты были проведены на 172 белых кры-

сах-самцах массой 190- 230 г. Ж и в о т н ы е были 
разделены на 4 группы: 1-ю составили конт-
рольные животные, 2-ю — крысы, адаптирован-
ные к коротким стрессорным воздействиям, 
3-ю — животные, подвергнутые 6-часовому 
ЭБС, 4-ю — адаптированные животные, под-
вергнутые ЭБС. Э Б С моделировали в форме 
невроза тревоги, как описано ранее [19]. Адап-
тацию животных к коротким стрессорным воз-
действиям осуществляли в течение 45 дней 
(40-минутный Э Б С I раз в день, 6 раз в не-
делю) . Д л я оценки функционального состоя-
ния адренергической и гипофизарио-адренало-
вой систем животных через 2 ч после окон-
чания Э Б С декапитировали и п плазме крови, 
сердце, надпочечниках определяли содержание 
кортикостероиа (КС) . Экстракцию гормона 
осуществляли метиленхлоридом с последующей 
хроматографией на колонках с силикагелем 
[8] . Содержание адреналина (А) и норадре-
налииа (НА) в сердце и надпочечниках опре-
деляли флюорометрическим методом [9] . 
В предыдущих исследованиях было показано, 
что наряду с уровнем глюкокортикоидов и 
катехоламинов иитегративиым показателем 
функциональной активности адренергической и 
гипофизарно-а д р е н а л о в о й систем является 
длительность эозинопении после стрессорного 
воздействия [3, 6] . Д л я определения этого па-
раметра через к а ж д ы е 3 ч после окончания 
эмоционально-болевого воздействия в течение 
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-2,5 сут определяли число эозимофилов в 1 мкл 
периферической крови (в камере Горяева с 
окраской но Хиикельману) , взятой из хвосто-
вой вены. Такой подход позволяет точно оп-
ределить. когда вызванная стрессом эозииопе-
ния сменяется эозинофилией, время возник-
новения которой соответствует формированию 
максимальных альтеративных изменений ме-
таболизма, структуры и функции сердца [ 5 , 6 ] . 

Д л я оценки состояния сердечной мышцы ис-
следование процессов окисления и фосфорили-
рованпя в митохондриях проводили через 4 5 ч 
после окончания ЭБС в момент выраженной 
эозинофилии и наибольшего угнетения функ-
ции митохондрий сердца [7]. Выделение ми-
тохондрий из сердечной мышцы и изучение их 
окислительной и фосфорилирующей функции 
проводили полярографическим методом по 
описанной ранее схеме [7]. Рассчитывали сле-
дующие показатели: К3 и — скорости по-
требления кислорода (в наноатомах на I мг 
белка в I мин) соответственно при добавле-
нии А Д Ф и после его расходования; Д К г — 

дыхательный коэффициент по Чансу ^ - j ^ - j ; 

Л Д Ф / О - эффективность фосфорилирования; 
АДФ/ / — скорость окислительного фосфорили-
рования (в микромолях А Д Ф на I мг белка 
в I мин). Сократительную функцию сердца в 
условиях относительного покоя и изометриче-
ского режима (пережатие аорты на 30 с) оце-
нивали т а к ж е через 45 ч после окончания 
ЭБС, при этом учитывали следующие пара-
метры: величину развиваемого давления (в мм 
рт. ст.), скорость сокращения (1/<;) и 
расслабления (1/р) (и мм рт. ст. за 1 с), по-
казатель интенсивности функционирования 
•структур (НФС) , равный произведению часто-
ты сердечных сокращений на развиваемое дав-
ление. отнесенное к массе желудочка (в мм 
рт. ст. на I мг в I мин). Исследования про-
водили под иембуталовым наркозом (8 мг на 
100 г массы) при открытой грудной клетке и 
искусственном дыхании. Давление в полости 

левого желудочка измеряли с помощью элек-
троманометра ВИ6-6ТН с фоторегистрацией на 
•осциллографе М-105 [1]. 

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

Из результатов, представленных в 
табл. 1, следует, что адаптация живот-
ных к коротким стрессорным воздейст-
виям вызвала увеличение содержания 

катехоламинов в исследуемых органах. 
Так, концентрация А в надпочечниках 
повысилась на 31 %, a ITA в сердце- -
на 45,6 %. Уровень КС в плазме крови 
и органах не изменился. ЭБС у ин-
тактиых животных вызывает актива-
цию адренерги ческой и г и п о ф и з а р н о -
адреналовой систем, проявляющуюся 
в 2—3 - к р а т н о м у в е л и ч е н и и с од с р ж а -
ния КС в плазме крови, сердце и над-
почечниках, снижении в 2 раза уровня 
НА в сердце и в 3 раза содержания 
А в надпочечниках, а также развитии 
первоначальной эозинопеиии с иосле-
дуюIцей кратковременной эозинофи-
лией через 45 ч после окончания ЭВС. 
ВI >i я в л е и и ое у м е н ь ш е н и е соде р ж a 11 и я 
катехоламинов, составляющее законо-
мерный компонент этого комплекса 
сдвигов, связано с тем, что при стрессе 
усиленный выброс катехоламинов из 
ад р е и ергичее ких не р вн ых оконч аи ий 
не может быть компенсирован снижен-
ным в этих условиях синтезом и ией-
рональным захватом [10]. 

Из табл. 1 видно также, что у жи-
вот 11 ы х, предва р ител ьи о адаптиров аи-
пых к коротким эмоционально-боле-
вым воздействиям, длительный ЭБС 
в значительно меньшей степени вызы-
вает активацию адренергической и ги-
пофизарно-адреналовой систем, чем 
у интактных животных. Изменений со-
держания катехоламинов в сердце и 
надпочечниках под влиянием стресса 
у адаптированных животных не про-
изошло. По-видимому, это связано с 
увеличением мощности системы ресии-
теза моноаминов, которое наблюдает-
ся обычно при многократных повтор-
ных стрессорных воздействиях [15, 
18]. Содержание КС в плазме крови 
возрастало, но было в 1,5—2 раза ни-
же, чем у животных, подвергнутых 
ЭБС без предварительной адаптации 

Т а б л и ц а 1 

Влияние ЭВС на содержание КС и катехоламинов у животных, адаптированных к стрессорным 
возде й с т в и я м ( М ± т ) 

Г
ру

пп
а 

ж
и

-
во

тн
ы

х 

КС, мкг% А, мкг/г НА, мкг/г 

Г
ру

пп
а 

ж
и

-
во

тн
ы

х 

плазма кро-
ви сердце надпочечни-

ки сердце 
надпочечни-

ки сердце 
надпочеч-

ники 

1 -я 
'2-я 
3-я 
4-я 

5 , 4 ± 0 , 7 
5 , 2 ± 0 , 6 

16 , 2 ± 1, 9 * * * 
1 0 , 8 ± 0 , 9 * 

1 1 , 1 ± 1 , G 
1 3 , 2 ± 1 ,4 
2 б , 2 ± 3 , 4 * * * 
18 , 2 ± 2 , 8 * 

1 0 8 2 ± 9 6 
1 1 9 (> -1 1 1 0 
20 94 ± 2 1 0*"' * 
1483 ± 186 

0 . 0 1 3 ± 0 , 0 0 4 
0 , 0 3 ± 0 , 0 0 8 
(I ос, 1 I), 009 
0 . 0 3 ± 0 . 0 0 7 

415±38 
545,2+41"' 
134,6 ± 1 5 , 8 * * * 

449±36 

0 , 7 9 ± 0 , 06 
1 . 1 5 г' 0, 09* 

0 . 4 ± 0 , о н * * * 
0 , 9 1 ± 0 , 0 7 

7 0 , 8 ± 8 , 1 
9 0 , 0 ± 7 , 6 
5 9 , 8 ± 5 , 2 
8 1 , 2 ± 9 , 4 

П р и м е ч а н и е . Здесь и и табл. 2 и 3 в каждой группе было по 12 животных; одна звездочка 
: 0 , 0 5 , две —/-><0 ,01 , три — Р < 0 . 0 0 1 . 
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к коротким стрессорным воздействиям. 
Доказательством меньшей стрессорной 
активации адренергической и гипофи-
зарно-адреналовой систем у адаптиро-
ванных животных является и уменьше-
11 не дл иг ел ь н ости и а б л юдае м ой 11 р и 
стр ессе эоз и и о пен и и, пр одолжите л ь -
ность которой, как известно, пропор-
ц и о н а л ь на в ы р а ж е н н ости стр ее с - р е а к -
ции [3, 6]. Время с момента оконча-
ния эмоционально-болевого воздейст-
вия до появления пика эозинофилии, 
следующего за эозинопенией, сокра-
тилось с 45 до 36 ч. Следовательно, 
полученные результаты свидетельству-
ют о том, что адаптация животных к 
коротким стрессорным воздействиям 
предотвращает чрезмерную активацию 
адренергической и гипофизарно-адре-
н аловой с истем, х а р актер ную дл я 
длительного ЭБС. 

Исследование окислительной и фос-
форилирующей функции митохондрий, 
выделенных из сердечной мышцы жи-
в от и ы х, а д а п т и р о в а и н ы х к к о рот к и м 
стрессорным воздействиям, позволило 
уст а н о в и ть, что п о к а з ате л и, х а р а кте -
ризующие процессы окисления и фос-
форилиров а ния в м итохондриях, до-
стоверно не отличаются от контроля 
( т а б л . 2 ) . 

Вместе с тем необходимо отметить, 
что у адаптированных животных на-
блюдается тенденция к разобщению 
окисления и фосфорилирования, неко-
торому снижению эффективности ис-
пользования кислорода и скорости 
() к и ели т ель н о го ф о с ф о рил и р о в а н и я. 
По-видимому, многократное повторе-
ние коротких стрессорных воздействий, 
сопровождающееся период и ч е с к и м 
у в е л и ч е и нем с од е р ж а и и я к а т е х о л а м и -
нов | 17, 2 0 с п о с о б с т в у ю щ и х , как из-
вестно, накоплению Са 2 + в миокардио-
цитах [21], может в конечном счете 
привести к развитию больших альтера-
тивных изменений функции митохонд-
рий сердца и соответственно к некото-

рому снижению в них сопряжения 
окисления и фосфорилирования. 

В митохондриях сердца животных, 
подвергнутых ЭБС, выявлены значи-
тельные нарушения как окисления, так 
и фосфорилирования. Так, К3 снижен 
на 3 6 % , Д К r уменьшен на 4 0 % , 
АДФ/0 и АДФ/* —соответственно на 
34 и 50 %. 

Следует отметить, что ЭБС сопро-
вождается угнетением преимуществен-
но фосфорилирующей функции мито-
хондрий, о чем свидетельствует боль-
шее угнетение их функции в активном 
состоянии (V3). 

Хотя ЭБС, воспроизводимый у жн-
воти ы х, п р едв а ритель но ада птир ов а н-
ных к коротким стрессорным воздей-
ствиям, и приводил к снижению изу-
чаемых пара метров функций м ито-
хондрий, однако эти изменения в боль-
шинстве своем достоверно не отлича-
чались от соответствующих показате-
лей в контроле. Лишь ДКч» характе-
ризующий сопряженность процессов 
окисления и фосфорилирования, ока-
зался достоверно уменьшенным у жи-
вотных этой группы, однако его вели-
чина была на 2 5 % выше ( Р < 0 , 0 5 ) , 
чем у интактных животных, подвергну-
тых ЭБС. 

Таким образом, предварительная 
адаптация животных к коротким стрес-
сорным воздействиям является эффек-
тивным способом предупреждения вы-
зываемых ЭБС нарушений окисления 
и фосфорилирования в митохондриях 
сердца. 

Результа т ы и с следо в а ния со к ра ти-
тельной функции сердца (табл. 3) сви-
детельствуют о том, что адаптация 
животных к коротким стрессорным 
воздействиям ведет к некоторому сни-
жению величин изучаемых показате-
лей, однако эти изменения достоверно 
не отличаются от контроля. Из данных 
табл. 3 следует, что ЭБС у интактных 
животных вызывал выраженную де-

Таблица 2 

Влияние ЭВС на окислительную и фосфорилирукнцую функции митохондрий сердца крыс, 
адаптированных к стрессорным воздействиям ( М ± т ) 

Группа животных V3 д к ч АДФ/0 АДФ/* 

1-я 2 5 3 , 3 ± 2 2 , 9 2 , 8 6 d r 0 , 2 1 , 9 5 ± 0 , 1 5 2 2 , 2 ± 4 0 , 9 
2-Я 2 3 8 , 4 ± 2 1 , 6 2 , 4 3 ± 0 , 1 5 1 , 6 8 ± 0 , 1 1 455 ,0 ± 3 8 , 0 
3-я 1 6 1 , 7 ± 1 3 , 8 * * 1 , 7 ± 0 , 1 * * * 1 , 3 ± 0 , 2 * 2 7 5 , 7 ± 3 9 , 2 * * * 
4-я 2 2 9 , 6 ± 2 0 , 0 2 , 2 8 ± 0 , 14* 1 , 7 2 4 - 0 , 2 4 2 5 , 9 ± 3 4 , 3 
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Г* Т а б л и ц а 
Влияние ЭБС на сократительную функцию сердца крыс, адаптированных к стрессорным 

воздействиям (Л4±ш) 

Показатель 
Группа Относительный Пережатие аорты 

Показатель животных покой 5 с 25 с 

.Развиваемое давление 

Частота сердечных сок-
рагцений в минуту 

Н Ф С 

Ус 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

1 0 6 ± 7 
9 0 , 3 ± 8 , 8 
8 7 , 3 ± 5 , 1 * 

1 0 1 , 5 ± 7 , 9 

4 0 8 ± 3 0 
3 9 0 ± 12 
3 2 0 ± 2 1 * 
3 6 5 ± 1 6 

8 1 ± 9 
7 4 ± 7 , 3 

7 4 , 5 ± 7 , 7 
7 2 , 3 ± 6 , 3 

3 9 6 0 ± 3 5 9 
3 4 0 0 ± 3 8 9 
3 2 5 0 ± 3 6 9 
3 6 5 8 ± 3 9 5 

2 5 2 0 ± 3 5 8 
2 2 1 7 ± 1 8 0 
1717±221 
2 4 3 4 ± 1 8 4 

2 1 0 ± 1 3 
1 8 2 , 4 ± 1 8 
1 3 3 , 3 ± 1 2 , 9 * * * 

161 ± 11,4 * 
3 9 6 ± 3 0 
3 7 0 ± 1 8 
296 ± 2 0 * 
3 6 2 ± 1 4 

160±16 
1 5 2 ± 1 2 

1 0 4 , 2 ± 6 , 6 * * 
1 2 5 , 1 ± 7 , 1 

6 9 5 5 ± 2 70 
6383 ± 4 6 7 
4417±744** 
6 3 1 9 ± 4 8 5 

3836 ± 2 9 5 
2900 ± 1 9 7 
1667±161*** 
2589±273** 

2 1 5 ± 18 
184,8 ± 11,9 
1 1 7 , 6 ± 1 5 , 4 * * * 
1 6 9 , 5 ± 5 , 9 * 

392 ± 3 0 
3 7 0 ± 1 0 
2 7 2 ± 2 0 * * 
3 6 0 ± 1 6 

1 5 6 ± 1 9 
1 4 3 ± 13 
8 4 ± 1 0 * * 

1 2 6 , 4 ± 7 , 9 

7 1 0 0 ± 4 9 4 
6 7 0 0 ± 8 4 9 
3560±658*** 
6900 ± 2 6 4 

3580 ± 2 0 8 
3 0 0 0 ± 2 1 6 
1500±122*** 
2473±154*** 

прессию сократительной функции серд-
ца. При этом наиболее значительное 
уменьшение всех показателей выявля-
лось при максимальной нагрузке на 
сердце, вызванной пережатием аорты. 
Так, через 5 с работы сердца в изомет-
рическом режиме развиваемое давле-
ние , ИФС и Vc были уменьшены в 
среднем на 35 %, а Кр — на 56,6 %. 
Через 25 с пережатия аорты исследо-
ванные показатели (см. табл. 3) ока-
зались сниженными соответственно на 
45,3, 46,2, 49,9 и 58,1 %. Выявленная 
значительная депрессия сократитель-
ной функции сердца у животных через 
45 ч после ЭБС соответствует глубо-
ким нарушениям процессов окисления 
и фосфорилирования в митохондриях 
миокарда. По-видимому, эти наруше-
ния активности митохондрий, приводя-
щие к снижению энергообеспечения, 
в значительной мере и обусловливают 
угнетение сократительной функции 
сердца. 

Из табл. 3 также видно, что у жи-
вотных, предварительно адаптирован-
ных к коротким стрессорным воздейст-
виям, через 45 ч после ЭБС, т. е. в 
момент, когда у интактных крыс, под-
вергнутых стрессорному воздействию, 
развиваются максимальные альтера-
тивные изменения метаболизма, струк-
туры и функции сердца, не наблюдает-
ся столь существенного снижения па-

раметров сократительной функции 
сердца по сравнению с таковыми у 
животных контрольной группы. Необ-
ходимо подчеркнуть, что у этих живот-
ных снижение таких параметров, как 
ИФС и Vc, отсутствовало даже в усло-
виях максимальной нагрузки на серд-
це, вызванной пережатием аорты, а 
величины развиваемого давления и 
скорости расслабления хотя и снижа-
лись, но оказались на 20—25 % выше, 
чем у интактных животных, подвергну-
тых ЭБС. Следует также отметить, что 
все показатели сократительной функ-
ции сердца у животных 4-й группы как 
в условиях покоя, так и в изометриче-
ском режиме достоверно не отлича-
лись от соответствующих показателей 
у крыс, адаптированных к коротким 
ст рессор и ы м воз действ и я м. 

В целом эти данные свидетельству-
ют о повышении резистентности серд-
ца животных, адаптированных к ко-
ротким стрессорным воздействиям, к 
повреждающему действию тяжелого и 
длительного стресса. 

О це н ив а я пол уч е и н ы е рез ул ьтат ы, 
можно прийти к следующему заключе-
нию. Адаптация животных к корот-
ким стрессорным воздействиям, не вы-
зывая существенных изменений функ-
ционального состояния г и п о с|) и з а р н о -
адреналовой системы, приводит к не-
которому снижению параметров окис-
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лении и фосфорилирования в мито-
хондриях сердечной мышцы, а также 
11 о к а з а тел е й с о к р а т и тел ь и о й ф у и к ц и и 
сердца. Выявленные изменения, хотя 
статистически и незначимы, являются 
своеобразным выражением так назы-
ваемой «цены» адаптации [11, 12], что, 
возможно, связано с выбором доста-
точно жесткого и продолжительного 
режима адаптации в данной работе. 
Следовательно, перспективны исследо-
вания по подбору оптимального режи-
ма адаптации животных к стрессор-
ным воздействиям. Это позволит, 
уменьшая «цену» адаптации, сохра-
нить на этом уровне или даже повы-
сить резистентность организма к по-
вреждающему действию длительных и 
т я ж ел ы х ст р ессоров. 

Результаты исследов a 11 ия с видетель-
ствуют также о том, что у адаптиро-
ванных животных в ответ на стрессор-
ные воздействия отсутствует чрезмер-
ная активация адренергической и ги-
пофизарно-адреналовой систем и по-
этому не возникает нарушение процес-
сов окисления и фосфорилирования в 
митохондриях сердечной мышцы, а 
т а к ж е сократи т с л ьн о й ф у и к 11, и и сер д -
ца. 

Дна л изи руя меха и из м ы пов ы шеи ной 
j) с з и с т е и т и о ст и о р г а и и з м а а д а п т и р о -
ванных животных к ЭБС, следует 
иметь в виду, что при стрессорных 
воздей ст в и я х происходит а ктив а ция 
тормозных систем головного мозга: 
ГАМК-эргической [13], системы энке-
фалинов [2 | и др. При многократных 
повторяющихся стрессорных воздей-
с т в и я х п с о о т в е т с т в е н н о п р и п о в т о р -
ных активациях этих систем, проис-
ходящих в процессе адаптации, их 
функциональные в оз м о ж и ост и м о гут 
увеличиться. В свою очередь это мо-
жет приводить к ограничению стрес-
сорной реакции и соответственно выхо-
да в кровь АКТ Г, стрессорных гормо-
нов п, следовательно, к предупрежде-
нию стрессорных п о в р е ж д е и и й. 

11 с о б х од и м о т а к ж с у ч и т ы в а т ь, ч то 
действие избы т к а к а т е х о л а мин о в 11 р и 
стрессе закономерно сопровождается 
а ктинацией клеточных регулятор и ы х 
механизмов, ограничивающих а дрене р-
гически и эффект на сердце, а именно 
системы простагландииов [22], систе-
мы, ответственной за продукцию адс-
нозина [16], антиоксидаитных систем 
[11]. Постепенное увеличение активно-

сти этих систем в процессе адаптации 
животных к коротким стрессорным 
воздействиям могло быть причиной 
снижения адрснореактивности сердца,, 
доказанного памп в предыдущих ис-
следованиях и играющего, по-видимо-
му, важную роль в ограничении пов-
р еж д а ю и i,e го д е й ст в и я к а техол а м и и о в 
при тяжелом и длительном ЭБС. 
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ROLE O F BODY ADAPTATION TO SHORT-
TERM STRESSORY ACTIONS IN REALIZA-
TION O F STRESS-REACTION, I M P A I R M E N T S 
O F M E T A B O L I S M AND THE H E A R T CON-
TRACTILE F U N C T I O N , C A U S E D BY THE 
P R O L O N G E D E M O T I O N A L - P A I N F U L S T R E S S 

F. Z. Meerson, V. V. Malyshev, E. N. Ekimov, 
V. A. Pair ova, V. I. Lijant'ev 

Ins t i tu te of General Pa tho logy and Pa thophy-
siology, Academy of Medical Sciences of the 

USSR, Moscow, Centra l Research Laboratory, . 
Chair of Pharmaco logy , Medical School, Irkutsk 

Adapta t ion of an imals to shor t - term s t ressory 
act ions was shown to prevent an excessive sti-
mula t ion of adrenerg ic and hypophysis-adrenal 
system, impai rments of oxidat ion and phospho-
rylat ion in heart muscle mitochondria as well, 
as the contract i le funct ion of hear t muscle,, 
occurred af ter the prolonged emotional-painful , 
s t ress . 
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M. A. Tснимухамедова, К. Т. Алматов, 3. А. Хушбактова, В. /У. Сыров,. 
М. Б. Султанов 

ВЛИЯНИЕ ФИТОЭКДИСТЕРОИДОВ И СТЕРАНОБОЛОВ 
НА АКТИВНОСТЬ И СТАБИЛЬНОСТЬ МЕМБРАН НО-СВЯЗАН Н ЫХ 

ФЕРМЕНТОВ МИТОХОНДРИЙ ПЕЧЕНИ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ГЕПАТИТЕ 

Институт химии растительных веществ АН Узбекской ССР, Ташкент 

Ранее мы сообщали, что фитоэкди-
стероиды, выделенные из левзеи саф-
лоровидной и живучки туркестанской, 
оказывают положительное влияние на 
обменные процессы в печени млекопи-
тающих [6], чем, по-видимому, объяс-
няется их лечебный эффект при токси-
ческом поражении этого органа [7]. 
Однако нельзя иметь полное представ-
ление о механизме гепатопротекторио-
го действия фитоэкдистероидов, не 
изучив их влияние на биоэнергетику 
клеток печени в условиях гепатита, 
характеризующегося прежде всего 
резкими изменениями функционирова-
ния митохондрий [2]. В настоящей 
работе приводятся результаты экспе-
риментов, касающиеся действия экди-
стерона и туркестерона на активность 
и стабильность полиферментных си-
стем мембран митохондрий печени крыс 
при введении им ССЦ. Поскольку но 
многим параметрам биологической ак-
тивности фитоэкдистероиды близки к 
препаратам анаболического типа дей-
ствия [6], соответствующие исследо-
вания проводили в сравнении с анабо-
лическим стероидным препаратом ие-
роболом. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили на крысах-самцах мас-

сой 180 200 г. CCl<i им вводили в виде 50 % 
масляного раствора из расчета 0,12 мл на 
100 г массы тела 2 раза в неделю. Начиная с 
21 го дня эксперимента наряду с СС1^ живот-
ные получали орально экдистерон и туркесте-
рон в дозе 5 мг/кг и иеробол в дозе 10 мг/кг. 

Через 15 дней после введения препаратов жи-
вотных декапитировали. Митохондрии выделя-
ли из печени в условиях, идентичных описан-
ных ранее [5], и хранили в замороженном, 
состоянии. Активность сукцинатоксидазы, ци-
тохром С-оксидазы и Н А Д - Н - о к с и д а з ы изме-
ряли полярографически | 3 | . Активность, 
Н А Д • Н-оксидазы измеряли как в отсутствие,, 
так и в присутствии 2 мкг ротенона (ротепон 
использовали для блокады внутреннего пути 
окисления Н А Д ' Н г ) . Активность 11ЛД-11 де-
гидрогеназы и сукцинатдегидрогеназы опреде-
ляли спектрофотометрически | '8 | . При необхо-
димости проводили тепловую обработку мито-
хондрий при 36 °С в среде, содержащей ЮмМ. 
трис-HCl рН 7,4 и 0,25 М сахарозы. Дейст-
вие фосфолипазы А2 И трипсина на активность 
ферментов изучали при 20 °С [3]. Белок оп-
ределяли по | 9 | . 

Р е з у л I» 'I' а т ы и о б с у ж д е н и е 
При гепатите, 

животным ССЦ, 
ни происходят 
имя активности 
ферментов \2\. 

в ы з в а н и ом в ведемнем 
в митохондриях пене-

существен и ые измене-
мембраино-связаииых 

В наших эксперимен-
тах это проявлялось повышением ак-
т ив 11 ости су к цинатде г ид р о ге и азы, с у к -
i t инато к с ид азы, р оте и он нечувств ите л ь -
ной НАД• Н-оксидазы и НАД-Н-де-
гидрогеназы на 18 -76 % (активность 
ротенончувствительной 11АД • Н-окси -
дазной и цитохром С-оксидазной си-
стем существенно не отличалась от 
нормы). У крыс, получавших одновре-
менно с ССЦ экдистерон, туркестерон 
и иеробол, активность исследованных 
ферментов заметно отличалась от та-
ковой в контроле (см. таблицу). Под 
действием экдистерона наблюдали либо* 

8i: 



Влияние фотоэкдистероидов и неробола на активность полиферментных систем мембран 
митохондрий печени крыс с гепатитом (п — 8—10) 

Животные с развившимся гепатитом 

Фермент Интактные 
животные контроль (без 

гормонов) -|-экдистерон туркестерои -{- неробол 

Сукцинатдегидрогена-
за 

Сукцинатоксидаза 

НАД - Н- дегид рогена за 

Ро те нончувстви тел ь -
ная НАД-Н-оксида-
за 

Ротеноннечувствитель-
ная НАД-Н-оксида-
за 

Дитохром С-оксидаза 

2 9 , 0 ± 1 , 3 

2 0 0 ± 2 5 

7 , 3 ± 0 , 7 

7 9 , 4 ± 5 , 4 

1 9 , 2 ± 1 , 3 

3 0 0 ± 2 7 

3 4 , 4 ± 1 , 5 
Рг< 0 ,02 

2 6 0 ± 2 1 
Р х > 0 , 0 5 
1 2 , 9 ± 1 , 1 
Р , < 0 , 0 0 1 

8 3 , 2 ± 5 , 5 
Р * > 0 , 5 

2 4 , 4 ± 1 , 3 
Рг< 0 ,02 

291 ± 5 0 
Р х > 0 , 5 

3 3 , 3 ± 1 , 3 
Р 2 > 0 , 5 

2 6 8 ± 2 7 
Р 2 > 0 , 5 
П , 6 ± 1 , 4 
Р о > 0 , 2 5 

6 7 , 2 ± 4 , 8 
Р 2 < 0 , 0 5 

20,1 ± 1 , 5 
Р о < 0 , 0 5 

283 ± 2 4 
Р 2 > 0 , 5 

3 6 , 4 ± 1 , 6 
Р 2 > 0 , 2 5 
4 0 0 ± 7 0 
Р 2 > 0 , 0 5 

12,1 ± 1 , 6 
Р 2 > 0 , 5 

1 1 3 , 3 ± 1 1 , 2 
Р 2 < 0 , 0 5 

2 0 , 0 ± 1 , 6 
Р 2 < 0 , 0 5 
284 ± 3 5 
Р о > 0 , 5 

4 2 , 2 ± 2 , 0 
Р 2 < 0 , 0 1 
270 ± 2 0 

Р 2 > 0 , 5 
1 0 , 0 ± 1 , 0 
Р 2 > 0 , 0 5 

6 9 , 2 ± 4 , 4 
Р 2 > 0 , 0 5 

1 7 , 6 ± 0 , 9 
Р 2 < 0 , 0 0 1 
260±26 

Р 2 > 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . Активность оксидазы выражена в ианоатомах 0 2 в 1 мин на 1 мг белка, 
дегидрогеназы— в мкМ 2,6-дихлордифенилиндофенола в 1 мин на 1 мг белка митохондрий. Рх 
дано по отношению к интактным животным, Р2 — по отношению к контролю без гормональных 
препаратов. 

тенденцию к нормализации, либо пол-
ную нормализацию активности Н А Д -
• Н-дегидрогеназы, ротенончувстви-
тельной и ротеноннечувствительной 
Н А Д • Н-оксидазы. Туркестерои, 
нормализуя а кт и вность р оте нон-
нечувствительной Н А Д • II-оксидазы, 
способствовал также повышению ак-
тивности сукцинатоксидазы и ротенон-
чувствительной Н А Д • Н-оксидазы в 
1,5 и 1,4 раза соответственно. Анабо-
лический стероиди ы й пре па р а т не р о -
бол, понижая до уровня, свойственно-
го интактным животным, активность 
НАД • Н-дегидрогеназной и Н А Д • Н-
оксидазной систем дыхательной цепи 
митохондрий, способствовал более зна-
чительному, чем в контроле, повыше-
нию активноет и с у к ц ии атде гидр о геи а -
зы и сукцинатоксидазы. 

Повышение активности ряда поли-
ферментных систем при токсическом 
поражении печени, а т а к ж е разнона-
правленное влияние на них фитоэкди-
стеро и д о в и и е р о б о л а, по-видимому, 
о т р а ж а ю т целый комплекс взаимодей-
ствии, происходящих в гепатоцитах в 
условиях проводимого эксперимента, 
включающих в себя, с одной стороны, 
повреждение мембран и улучшение 
доступа субстрата к активному центру 
полиферментной системы [3, 5] , а с 
д ругой — ме м б р а поста б и л из и ру ющее 
действие исследуемых препаратов, 

особенно фитоэкдистероидов [4] , а 
т а к ж е их анаболическую активность 
[6] . Поэтому оценка состояния мито-
хондрий путем измерения только ак-
тивности полиферментных систем не 
может быть в данном случае достаточ-
ным критерием определения ни тяже-
сти патологического процесса, ни эф-
фективности используемых при нем 
фитоэкдистероидов и неробола. 

Более полная информация о состоя-
нии мебран митохондрий может быть 
получена лишь при изучении их дегра-
дации под влиянием различных внеш-
них факторов (воздействие тепла или 
контролируемых количеств экзогенных 
литических ферментов) [1, 3, 5] . Про-
веденные в этом направлении экспери-
менты показали, что кинетические из-
менения мембраино-связанных фермен-
тов митохондрий печени леченых жи-
вотных при воздействии теплового 
фактора заметно отличаются от тако-
вых у нелеченых и приближаются к по-
казателям, с в о й ст в е н и ы м интактным 
крысам. Так, на рис. 1 показано, что 
оксидазы и дегидрогеназы внутренней 
мембраны митохондрий печени крыс с 
развившимся гепатитом теряют свою 
активность с большой скоростью, тог-
да как эти системы у крыс, получав-
ших исследуемые гормональные пре-
параты, становятся довольно устойчи-
выми к действию тепла. При этом при 
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С ™ ? 
120 240 мин 

Р и с . 1. В л и я н и е ф и т о э к д и с т е р о и д о в и н е р о б о -
л а на т е р м о с т а б и л ь н о с т ь ( 3 6 ° С ) п о л и ф е р м е и т -
н ы х с и с т е м м е м б р а н м и т о х о н д р и й п е ч е н и п р и 

г е п а т и т е . 
а — ротенончувствительная НАД • Н-оксидаза; б — 
Н А Д • И-дегндрогеназа; в — сукцинатоксидаза; г — 
сукцинатдегидрогеназа; д — цитохром С-оксидаза. 
Светлые кружки —норма (интактные); темные круж-
к и — гематит (без гормонов); треугольники острием 
вверх — гепатит + экдистерон; треугольники острием 
вниз — гепатит + туркестерон; квадраты — гепатит + 
неробол. Л о — активность до инкубации, А — в про-
цессе инкубации; А/Ай— относительная активность. 

в ы д е р ж ив а и и и м итохо ид р и и пе че и и 
животных, подвергнутых воздействию 
фитоэкдистероидов, при 36 °С отмече-
на выраженная фаза активации окси-
дазных систем, а у животных, полу-
чавших неробол, аналогичные явления; 
наблюдали только в отношении НАД-
• Н-дегидрогеназы. 

При расчете полупериода инактива-
ции НАД• Н-оксидазных систем мито-
хондрий, выделенных из печени конт-
рольных животных, было уста-
новлено, что оно составляет 
всего лишь 40 мин (в нор-
ме полупериод инактивации равен 
115 мин). У животных с патологией 
печени, получавших экдистерон, тур-
кестерон и неробол, это время состав-
ляло 130, 115 и 80 мин соответственно. 
Аналогичные закономерности отмече-
ны и для других оксидазных и дегид-
рогеназных систем дыхательной цепи 
митохондрий. 

Известно, что одной из причин по* 
вышениой стабильности мембранно-
связанных ферментов к воздействию 
тепла является прочная взаимосвязь 

между фосфолипидами белками мемб-
ран, что обычно выражается в их 
трудной доступности энзиматической 
атаке контролируемых количеств фос-
фолипаз и протеаз [1- 3, 5] . Именно 
такое явление обнаружено нами при 
оценке состояния структуры мембран 
митохондрий печени животных, лечен-
ных исследуемыми препаратами. Об 
этом свидетельствуют результаты, по-
лученные в опытах с фосфолипазой 
А 2 и трипсином нр и их действии и а 
изолированные митохондрии из печени 
контрольных и подопытных крыс. Как 
видно из рис. 2, активность Н А Д - I I -
д е г и д р о ге н азы и сук ц и 11 а тде г и д р о ге н а -
зы при инкубации митохондрий пече-
ни леченых животных с фосфолипа-
зой А2 за одно и тоже время снижается, 
в меньшей мере, чем у нелеченых крыс. 
Так, если активность НАД • Н-дегидро-
геназы митохондрий печени контроль-
ных крыс под действием фосфолипа-
зы Аг уменьшалась в 2 раза в течение 
20 мии инкубации, то у животных, по-
лучавших иа фоне гепатита экдисте-
рон, туркестерон и неробол, что время 
удлинялось до 50, 60 и 86 мин соот-
ветственно (в норме 75 мин). Через 
4 0 м и н и н к у б а ц и и Н А Д • Н - д е г и д р о ге -
паза митохондрий печени нелечениых 
животных теряла 60 % своей активно-
сти, экдистерон препятствовал этим 

80 160 80 мин • 

Р и с . 2. В л и я н и е ф о с ф о л и п а з ы А 2 (а, б) и ' 
т р и п с и н а (в, г) п а а к т и в н о с т ь Н А Д Н - д е г и д -
р о г е н а з ы (а , в) и с у к н и н а т д е г и д р о г е п а з ы 

(б, г) м и т о х о н д р и й п е ч е н и . 
Фосфолипаза Л2 по 0,05 мкг/мг белка. трипсин по-
130 мкг/мг белка митохондрий. Температура инкуба-

ции 20 °С. А0 — активность дегидрогеназы до. /I — по-
сле добавления литических ферментов. Остальные обо-

значения те же, что на рис. 1. 
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изменениям, а туркестерои и неробол 
действовали даже эффективнее иа ак-
тивность НАД- Н-дегидрогеназы но 
•сравнению с ее первоначальным уров-
нем. Что касается сукцинатдегидроге-
иазы, то, как и в первом случае, при 
инкубации митохондрий первоначаль-
ная фаза активации сменялась инги-
бированием ее активности, причем с 
наиболее высокой скоростью это про-
исходило в митохондриях печени неле-
чепных животных. Так, если активность 
этого фермента в митохондриях пече-
ни контрольных животных в присутст-
вии фосфолипазы Л2 уменьшалась в 2 
раза через 230 мин инкубации, то у 
крыс, получавших экдистерон, турке-
стерои и неробол, полупериод инакти-
вации равнялся 320, 430 и 360 мин 
соответственно (в норме 440 мин). 

Аналогичные д а н и ы е б ы л и 11 о л у ч е -
ны и с протеолитическим ферментом 
трипсином (см. рис. 2). 

Таким образом, введение крысам с 
экспериментальным гепатитом как фи-
тоэкдистероидов, так и анаболическо-
го стероидного препарата неробола 
вызывало определенную перестройку 
а ктивиости пол и ферментных систем 
мембран митохондрий печени (с пол-
ной нормализацией некоторых из них), 
повышение их стабильности и устой-
чивости к действию экзогенных факто-
ров, способствующ их де гр а д а ц и и м и -
тохондрий (воздействие тепла, логиче-
ских ферментов). Эти изменения, обу-
словленные установлением прочной 
взаимосвязи в структурном сопряже-
нии между фосфолипидами и белками 
внутренней мембраны митохондрий, 
способствуют нормализации всей ды-
хательной цепи и внешнего пути пере-
носа электронов в гепатоцитах крыс, 
которым вводили ССЦ. 
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E F F E C T O F PI 1YTOECD1 S T E R O I D S AND 
S T E R A N O B O L S ON ACTIVITY AND STABI-
LITY O F M E M B R A N E - B O U N D ENZYMES 
IN LIVER M I T O C H O N D R I A UNDER CONDI-

T I O N S O F E X P E R I M E N T A L H E P A T I T I S 

M. A. Tashmukhamedova, К. T. Almatov, 
Z. A. Khushbaktova, V. N. Syrov, 

M. B. Sultanov 

Ins t i tu te of Chemis t ry of P lan t Subs tances , 
Academy of Sciences of the Uzbek SSR, Tash-

kent 

After admin is t ra t ion of phytoecdis tcroids 
(ecdisterone, turkesterone) at a dose of 5 m g / k g 
and the anabolic steroid p repara t ion ncrobol at 
a dose of 10 m g / k g into ra ts with exper imenta l 
hepat i t i s caused by CC14 poisoning, posit ive 
a l te ra t ions were found in activity of the poly-
enzymat ic sys tems in membranes of liver mito-
chondria s imul taneous ly with an increase in 
their s tabil i ty and resis tance to the effect of 
exogenous factors p roduc ing the mi tochondr ia 
deg rada t ion (controlled heat ing, t rea tment with 
phosphol ipase A2 or t ryps in ) . These a l tera t ions , 
which appear to occur due to development of 
s t r o n g binds between phospholipids and proteins 
of inner mitochondria l membrane , promoted 
normal iza t ion of the resp i ra tory chain and the 
outer pa thway of electron t r anspor t in hepato-
cytcs of r a t s with hepat i t is . 
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В. В. Просвирнин, Н. М. Мартышек, И. Ф. Паскевич 

БИОСИНТЕЗ БЕЛКОВ В РАЗЛИЧНЫХ ОРГАНАХ БЕЛЫХ КРЫС 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПЕРИТОНИТЕ 

Кафедра биохимии Харьковского медицинского института 

Проблема острого гнойного перито-
нита брюшной полости является одной 
из ведущих в современной хирургии 
ввиду как частоты данного заболева-
ния, так и трудностей, связанных с 
его предупреждением [7, 10]. Биохи-
мические аспекты возникновения и те-
чения перитонита во многом остаются 
невыясненными, хотя очевидно, что их 
изучение может способствовать разра-
ботке I i,e л е и а и р а в л е 11 и ы х и а тоге нет и че -
ских методов лечения этого заболева-
ния. Особое значение для понимания 
механизма развития и лечения перито-
нита имеет изучение состояния белок-
синтезирующего аппарата в функцио-
нально различных органах и тканях. 

Ранее нами было показано [4—6], 
что при перитоните брюшной полости 
в печени и селезенке белых крыс про-
исходят значительные нарушения био-
синтеза и процессинга различных 
классов РНК, особенно выраженные 
д л я про-мРНК и м Р11К и в м е и ь ше й 
степени - д л я т Р Н К и р Р Н К . В свя-
зи с этим представляло интерес в ана-
лог и ч и ы х у с л о в и я х и з у ч и т ь с и и те з 
белков и состояние полисом, что дало 
бы возможность сравнить характер из-
менений биосинтеза Р Н К и белков в 
процессе развития заболевания. 

М е т о д и к а 
Опыты проведены на годовалых крысах-

самцах линии Вистар. Исследовали печень и 
селезенку в сроки 6, 12, 24 и 48 ч после раз-
вития перитонита. Методика эксперименталь-
ного гнойного перитонита, обоснование выбо-
ра сроков и органов для исследований описа-
ны ранее [4 6] . 

В качестве меченых предшественников ис-
пользовали 14С-белковый гидролизат хлорел-
лы (удельная радиоактивность 37 МБк/г , 
Ч С С Р ) , который вводили виутрибрюшинно в 
количестве 1,85 М Б к за 1 ч до забоя, и 3Н-
оротовую кислоту (удельная радиоактивность 
899 МВк/мМ, Ч С С Р ) , которую вводили виу-
трибрюшинно в количестве 3,7 М Б к за 1 ч до 
забоя. Выделение полисом, ультрацентрифуги-
рование их в градиенте концентрации сахаро-
зы и определение констант седиментации про-
водили пО методу [8], выделение белков и 
изучение фонда предшественников — по мето-
ду ГЗ|. Количество белка определяли по Лоу-
ри [ 1 1 ] , удельную радиоактивность — па счет-
чике «Ультра-бета» (Швеция) в толуолыюм 
сцинтилляторе по методу [6]. 

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

Поскольку важным компонентом бе-
локсиитезирующей системы являются 
полисомы, мы исследовали их, исполь-
зуя двойную метку: по 14С- и *Н-пред-
шественникам (см. рисунок). Из по-
лученных данных видно, что полисомы 
печени и селезенки нормальных живот-
ных представлены довольно гетероген-
ным материалом с константами седи-
ментации до 320 -350S. Через 6 ч пос-
ле иа ча л а перитои ита сед и меита ц ион-
ный профиль изменяется незначитель-
но: в селезенке увеличивается радио-
активность преимущественно в зоне 
180 -320S, а в печени отмечается сии-

Центрифугироваиие в градиенте концентрации 
сахарозы полисом печени (!) и селезенки ( / / ) 

нормальных и подопытных животных. 
Л—контроль, Б — 0 ч, В -18 ч после перитонита. 
По оси ординат — имп/мин/проба; по оси абсцисс — 
номера проб. Условия центрифугирования: градиент 
сахарозы 5—20%, ротор SW-25 (MSE), 2,5 ч при 4 °С. 

Стрелкой указано направление седиментации. 
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жение включения метки в зоие «тяже-
лых» полисом и возрастание ее в об-
ласти 120 -200S. Через 48 ч в обоих 
органах наблюдаются значительное 
снижение удельной радиоактивности и 
дегр адация пол исо м ного м а тер и а л а 
(см. рисунок, В). На основании срав-
нения синтеза м Р Н К [3 5 | и лоли-
сомного спектра, приведенного выше, 
можно полагать, что одной из причин 
изменения полисом является наруше-
ние способности м Р Н К связываться с 
рибосомами. Это предположение вы-
текает из результатов изучения вклю-
чения меченых предшественников в 
белки и нуклеиновые кислоты поли-
сом: уде л ьи ая радио а кти в и ость поли-
сом п р и и р и м е не и и и 14 С - бе л к о в о го 
гидролизата изменяется в меньшей 
степени, чем при использовании в ка-
честве меченого предшественника 3Н-
оротовой кислоты (см. рисунок). Сле-
довательно, важным фактором, опре-
деляющим изменение активности бе-
локсинтезирующего аппарата, может 
быть не столько нарушение синтеза и 
процессинга мРНК, приводящее к 
уменьшению валового количества 
транскрипта, сколько его структурные 
и физико-химические изменения, при-
водящие к нарушению образования ак-
тивных полисомиых комплексов. Ана-
логичные результаты получены и при 
других видах экстремальных воздейст-
вий на организм [2, 3, 9] . 

Одновременное изучение синтеза 
белков в обоих органах при аналогич-
ных экспериментальных условиях по-
казало, что через 6 ч после начала пе-
ритонита происходит резкое угнетение 
включения меченых предшественников 
в белки, сохраняющееся в течение все-
го периода наблюдений (48 ч; см. таб-
лицу). 

Удельная радиоактивность белков печени и 
селезенки экспериментальных животных 

(в имп/мин/мг) 

Время опыта, Печень Селезенка 

6 9 7 5 ± 9 5 3 3 9 ± 2 7 
12 9 5 4 ± 2 6 1 7 1 6 ± 1 1 8 
24 1126±172 8 9 0 + 1 3 8 
48 6 6 2 ± 1 1 8 9 8 1 ± 1 2 4 

Контроль 2 9 6 0 ± 2 5 0 2 4 1 0 ± 1 0 5 

П р и м е ч а н и е. Каждая величина — сред-
нее из результатов 4 опытов. В качестве конт-
роля использовали интактных животных. 

При изучении синтеза про-мРНК и 
м Р Н К в аналогичных эксперименталь-
ных условиях [4—6] было показано, 
что в печени их биосинтез угнетается 
особенно сильно, начиная с 24 ч, а в 
селезенке, напротив, в начальный пе-
риод развития перитонита (6—12 ч) 
наблюдалась активация процессов, 
транскрипции и лишь в дальнейшем. 
(24- 48 ч) происходило угнетение 
в к л ю ч е и и я мече и ы х п р е д ше ст в е н и и -
ков в м Р Н К . Синтез т Р Н К и р Р Н К в 
обоих органах изменялся незначитель-
но. Из приведенных выше результатов 
исследования полисом видно, что они 
в основном отражали картину синте-
за Р Н К , тогда как синтез белков в 
указанных органах при перитоните 
значительно подавлялся. С чем могут 
быть связаны различия синтеза м Р Н К 
и белков? Одним из факторов,, суще-
ственно влияющих на процессы био-
синтеза, является состояние фонда 
предшественников: аминокислот и ами-
ноацил-тРНК. Нами показано, что в. 
не че и и соде р ж а и ие 11 ре д шестве и н и к ов 
синтеза белков уменьшается примерно 
на 20 % в различные сроки развития 
перитонита. В селезенке уровень ами-
нокислот снижается на 30 40 % в 
первые часы (6- 12 ч) после начала 
перитонита, а в дальнейшем (24—48ч) 
лишь незначительно отличается от 
контроля. Следовательно, можно по-
лагать, что изменения фонда амино-
кислот вносят определенный, но не ре-
шающий вклад в нарушение синтеза 
белков. Как известно [7, 10], разви-
тие перитонита характеризуется быст-
рой интоксикацией организма, приво-
дящей к подавлению тканевого дыха-
ния и окислительного фосфорилирова-
ния, что в свою очередь является од-
ной из причин угнетения биосинтети-
ческих реакций. Одновременно проис-
ходит нарушение структурной целост-
ности лизосом, результатом чего яв-
ляется высвобождение протеаз и уси-
ле и ие виутриклеточи ого проте ол из а 
[10]. В связи с этим возможно, что 
более важное значение в нарушении 
биосинтеза белка при перитоните име-
ют такие факторы, как нарушение 
энергообеспечения и активация внут-
риклеточных протеаз. О правомерно-
сти этого предположения свидетельст-
вуют результаты проведенного нами 
исследования количественного содер-
жания белков в указанных органах: в 
начальный период развития перитони-
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та (6—12 ч) этот показатель изменя-
ется незначительно, однако в дальней-
шем (24—48 ч) содержание белков 
снижается более заметно, достигая 
60 70 % от контроля. 

Тот факт, что максимальное угнете-
ние синтеза белков наблюдается в на-
иболее раннем периоде развития забо-
левания (6 ч) можно, очевидно, объяс-
нить, исходя из блочного принципа ре-
гуляции метаболизма [9]. Согласно 
этому принципу в экстремальных ус-
ловиях в клетках происходит быстрое 
адаптивное переключение многих био-
химических процессов, направленное 
па восстановление ключевых реакций 
метаболизма. В частности, как показа-
но при введении сублетальных доз 
циклогексамида [9], регуляция син-
теза белка осуществляется не на уров-
не отдельных генов, а единым сигна-
лом для группы (блока) генов, объ-
едим е и н ы х ф у и к ц и о и а л ьно, в р е з у л ь -
тате чего происходят перестройка 
трансляционного аппарата и перепро-
граммирование его на синтез в первую 
очередь белков, необходимых или спо-
собствующих восстановлению гоме-
остаза. Отражением этих реакций и 
является, по всей вероятности, обна-
руженная и а м и картина нарушен и й 
биосинтеза, характерная, кстати, и для 
других экстремальных состояний орга-
низма [1, 2, 4, 8]. 

Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что раз-
витие перитонита приводит к быстро-
му нарушению биосинтеза белков и 
нуклеиновых кислот, что наряду с из-
менениями других биохимических про-
цессов [7, 10] является причиной ги-
бели животных. 
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Мукополисахаридозы (МПС) — гликозаминогликанов (ГАГ) [1, 11]. 
группа моногенио наследующихся де- Причиной этих тяжелых заболеваний, 
фсктов внутрилизосомиой деградации включающих более 10 нозологических 
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единиц и характеризующихся пораже-
нием скелета, интеллекта, внутренних 
органов и органов чувств, является 
мутационное нарушение функции ли-
зосомных ферментов (экзогликозидаз, 
сульфатам). Д л я оказания медико-ге-
нетической помощи семьям, в которых 
встречаются Ml 1С, была разработана 
п рогр а м м а их биохи м и ческой ди а гно-
стики и организован рабочий семинар 
по методам их первичного выявления 
для врачей-биохимиков медико-генети-
ческих кабинетов страны [3]. За 
2,5 года, прошедших после семинара, 
диагноз Ml 1С, включая идентифика-
цию нозологических единиц, был по-
ставлен 66 больным из 58 семей. 
В серии статей предполагается дать 
ср а внительную х а р а ктеристику биох и-
мических фенотипов различных МПС. 
Биохимическим маркером М11С явля-
ются внутриклеточное накопление и 
гиперэкскреция ГАГ. В связи с выра-
жен н ы м к л и н и ч ее к им и ол и м о р ф и з м о м, 
генетической гетерогенностью МПС и 
наличием их генокопий идентификация 
и характеристика этого маркера явля-
ются необходимым звеном в диагно-
стике МПС. Д л я этой цели использу-
ют довольно широкий спектр биохи-
мических методов, каждый из которых 
в отдельности не обеспечивает необхо-
димой точности или полноты характе-
ристики маркера. В данной работе 
представлены результаты исследова-
ния внутриклеточных и экскретируе-
мых ГАГ при разных типах М П С с 
помощью широкого спектра методов и 
оцеи и в ается и и фор м ативность послед-
них. 

М е т о д и к а 

Материалом для исследовании были: I) об-
разцы мочи (суточной и полученной в период 
от 9 до 18 ч, когда экскреция креатииина не 
изменяется) больных МПС, обращавшихся в 
Центр по медико-генетическому консультиро-
ванию Института медицинской генетики АМН 
СССР; 2) образцы мочи, полученные в сроки 
от 9 до 18 ч в контрольной группе (п—172), 
состоящей из здоровых школьников, детей из 
комбината ясли — сад и новорожденных; 
3) культуры кожных фибробластов от здо-
ровых лиц и больных МПС, выращенные в 
культуральных сосудах на 100 мл [2]. В ра-
боте использовали стандарты ГА Г фирмы 
«Seikagaku»; стандарт гепарансульфата был 
приготовлен из мочи больного с М П С 111 А 
путем преципитации ГАГ цетилпиридиниумхло-
ридом (ЦПХ) и последующего переваривания 
хондроитиназой ABC (фирма «Seikagaku») . 

Исследование декретируемых ГАГ. Полу-
количествеиный нефелометрический скрининг-

тест на гиперэкскрецию ГАГ и осаждение ГАГ 
10 % раствором ЦГ1Х осуществляли по методу 
[13J. Д и а л и з образцов мочи против дистил-
лированной воды проводили в течение 18 ч. 
Количественное определение ГАГ по содер-
жанию уроновых кислот и гексоз осуществля-
ли стандартными методами [4] . Величины со-
отношения высокомолекулярные (ВМ)/низко-
молекулярные (ИМ) ГАГ определяли метода-
ми последовательной ионообменной колоноч-
ной хроматографии на эктеола-целлюлозе и 
Д а у э к с 1X2, С1-, 200—400 меш (фирма «Ser-
va», ФРГ) [8]. Электрофоретическое фракцио-
нирование ГАГ осуществляли на ацетат-целлю-
лозных пленках (целлогель, фирма «Serva», 
Ф Р Г ) в 0,1 М Ва (СН 3 СОО) 2 и в системе 
0,1 М пиридин - -0,47 М муравьиная кислота, 
рН 3,0 при силе тока 8 мА и напряжении 
100 В в течение 2 ч. ГАГ выделяли путем 
осаждения Ц П Х [9] и перерастворяли в 200-
500 мкл воды. На пленку наносили 1—5 мкл 
образца полосой 5 мм. Фракции ГАГ окраши-
вали 0,1 % раствором альцианового синего в 
0,2 % СНзСООН. После окраски в течение 
30 мин пленки отмывали водой до получения 
светло-голубого фона. Результат оценивали ви-
зуально или путем денситометрии на спектро-
фотометре «Gilford 250» при 1 = 600 нм. Д л я 
количественного фракционирования ГАГ ис-
пользовали принцип метода [6], разработанно-
го для количественного определения стандар-
тов ГАГ. После электрофоретического разделе-
ния ГАГ на ацетат-целлюлозных пленках их 
окрашивали 30 мин в 0,2 % растворе альциа-
нового синего, содержащем 10 % этанола, 
0,1 % уксусной кислоты и 0,03 М MgCI2 . Из -
быток неспецифически связавшейся краски от-
мывали. К а ж д у ю окрашенную фракцию выре-
зали в виде полоски 4 X 7 см; в качестве конт-
роля использовали соответствующие полоски 
окрашенной пленки в анодной зоне. Вырезан-
ные полоски высушивали на воздухе, раство-
ряли в 1 мл диметилсульфоксида, содержаще-
го 5 мкл концентрированной H2SO4, при 37 °С 
в течение 30 мин. Содержание индивидуаль-
ных ГАГ оценивали по калибровочной кривой 
для стандартных растворов хоидроитинсульфа-
та (ХС) и гепарансульфата (ГС) в диапазоне 
концентраций 0,1—1,5 мг/мл. 

Исследование внутриклеточных ГАГ. Мо-
нослой фибробластов промывали д в у к р а т н о 
физиологическим раствором, затем обрабаты-
вали для удаления перицеллюлярных ГАГ 
0 , 2 5 % раствором трипсина 15 мин при 37 °С. 
Трипсин инактивировали добавлением 1 мл фи-
зиологического раствора, содержащего 5 % 
сыворотки крупного рогатого скота. Клетки 
собирали центрифугированием (200 g, 10 мин) , 
д в а ж д ы отмывали и суспендировали в I мл 
физиологического раствора, разрушали пяти-
кратным замораживанием — оттаиванием в 
смеси сухой лед- -ацетон. Белки клеточного 
гомогеиата переваривали папаином (100 мкг 
папаина в I мл 0,2 М ацетатного буфера 
рН 5,5, содержащего 20 мМ Э Д Т А и 20 мМ 
[3-меркаптоэтанола, 18 ч при 60 °С). После 
центрифугирования (200 g, 10 мин) ГАГ из 
иадосадочиой жидкости осаждали 0,2 % рас-
твором ЦПХ, содержащим не менее 20 мМ 
NaCl (18 ч при 4 ° С ) . Собранный центрифуги 
рованием осадок (25 000 g 20 мин при 4 °С) 
перерастворяли в 1 мл 2 М NaCl и переосаж-
дали 5 мл абсолютного этанола (4 ч п р и 4 ° С ) . 
Осадок последовательно отмывали центрифу-
гированием в 5 мл 80 % этанола и 5 мл эфи-



Т а б л и ц а 1 

Количественная характеристика экскретируемых ГАГ в возрастных группах 

Возраст обследо-
ванных, годы 

Число 
обследо-
ванных 

Единиц 
Ц П Х / г кре-

атин и н а 
(тест с ЦПХ) 

Осаждаемые ЦПХ ГАГ Недиализуемые ГАГ 

Возраст обследо-
ванных, годы 

Число 
обследо-
ванных 

Единиц 
Ц П Х / г кре-

атин и н а 
(тест с ЦПХ) к А К А 

Новорожденные 

1—2 

2—3 

3—4 

4—5 

5—6 

6—7 

7—9 

9—12 

14 

13 

18 

25 

30 

20 

28 

16 

3 0 ± 9 1 
(433—150) 
166 ± 4 8 

(255—107) 
151 ± 3 8 

(232 ± 8 9 ) 
139±67 

(230—51) 
128±44 

(212—60) 
99 ± 4 9 

(175—57) 
8 9 ± 3 2 

( 1 4 0 - 5 3 ) 
88 ± 3 9 

(145—30) 
55 ± 9 

(106—25) 

6 7 , 0 ± 1 9 , 5 
(84—31) 

2 7 , 9 ± 5 , 4 
(36—16) 

2 6 , 5 ± 4 , 0 
( 3 3 - 1 9 ) 

2 5 , 3 ± 3 , 7 
(30—19) 

2 2 , 2 ± 3 , 4 
(28—17) 

1 9 , 2 ± 3 , 2 
(22—13) 

1 7 , 3 ± 3 , 1 
(22—13) 

1 2 , 6 ± 3 , 9 
( 2 2 - 7 ) 

1 0 , 0 ± 1 , 2 
( 1 7 - 5 ) 

9 5 , 0 ± 4 6 , 0 
(160—36) 

36,1 ± 1 7 , 4 
(79—12) 

2 9 , 2 ± 9 , 1 
(50- 18) 

2 4 , 0 ± 6 , 8 
(41 — 18) 

2 1 , 9 ± 3 , 9 
( 2 8 — 1 2 ) 

1 5 , 6 ± 5 , 0 
(24—9) 

1 6 , 2 ± 2 , 2 
(22—14) 

1 9 , 6 ± 4 , 2 
(25—8) 

1 7 , 0 ± 1 , 2 
( 2 4 - 1 3 ) 

62, 0 ± 13,6 
(75- -40) 

6 2 , 3 ± 1 8 , 1 
(79—39) 

63, 0 ± 13,4 
(78—39) 

5 7 , 5 ± 1 5 , 0 
(77—30) 

57.0 ± 9 , 1 
(69—36) 

54.1 ± 5 , 2 
(62—34) 

52,1 ± 7 , 3 
(60—42) 

3 3 , 4 ± 9 , 6 
(50—20) 

2 9 , 0 ± 1 , 4 
(40—15) 

9 1 , 2 ± 2 9 , 0 
(114—59) 

1 0 5 , 2 ± 2 6 , 1 
(150—70) 

9 6 , 0 ± 3 1 , 9 
(J 65—40) 

7 6 , 9 ± 2 5 , 0 
(122—41) 

5 8 , 8 ± 2 1 , 5 
(102—28) 

5 0 , 5 ± 5 , 9 
(63—41) 

4 7 , 4 ± 5 , 1 
(53—40) 

55,1 ± 1 0 , 9 
(70—33) 

4 0 , 0 ± 1 , 7 
(50—36) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: К — карбазоловая реакция — отношение уроновых кис-
лот (в мг) к креатинину (в г); А — аитроновая реакция — отношение гексоз (в мг) к креатинииу 
(в г). Цифры в скобках — пределы колебаний. 

ра и перерастворяли в 50 мкл дистиллирован-
ной воды. Условия электрофореза и окраски 
фореграмм идентичны таковым для экскрети-
руемых ГАГ. 

Р с з у л ь т а т ы 

Д л я установления гиперэкскреции 
ГАГ использовали полукол ичсствен-
ныА нефелометрический скринииг-тест 
(тест с ЦПХ) . О количестве экскрети-
руемых ГАГ судили по содержанию 
уроновых кислот и гексоз, используя 
различные методы выделения или очи-
стки ГАГ мочи от мешающих измере-
нию веществ, а именно: осаждение 
ЦПХ и диализ. Использование двух 
этих процедур основывалось па лите-
ратурных данных, согласно которым 
осаждение ЦПХ и диализ позволяют 
измерять лишь частично перекрыв а ю-
щиеся фракции экскретируемых ГАГ 
в норме, причем соотношение этих 
фракци й 11 р и М П С измен яется [13]. 
Изменение молекулярной массы эк-
скретируемых ГАГ при М П С [8 | об-
условило включение параметра соот-
ношение BM/IIM ГАГ в программу ис-
с л ед о в а и и я э к с к р с т и р у е м ы х ГАГ. П о -
скольку экскреция ГАГ является вели-
чиной, зависимой от возраста ["171, ис-
следовали нормальные уровни экскре-
тируемых ГАГ по всем параметрам 
программы в разных возрастных груп-
пах, соответствующих возрасту боль-

ных МПС, обращавшихся в Центр по 
мед и ко - генети чес кому ко i icyjn >т и р о в а -
нию (табл. 1). Анализ данных этой 
таблицы выявляет широкий разброс 
результатов исследований, проводи-
мых при помощи теста с ЦПХ во всех 
возрастных группах. При этом следу-
ет подчеркнуть, что тест с ЦПХ явля-
ется лучшим из всех «просеивающих» 
тестов на МПС, так как он дает толь-
ко 5 % лож неположительных резуль-
татов и не даст ложноотрицательных 
[13]. Автор метода предлагает пользо-
ваться максимальными значениями, 
полученными в каждой возрастной 
группе; им была показана динамика 
снижения этих показателей с возра-
стом. Результаты количественного оп-
ределения экскретируемых ГАГ ха-
рактеризуются меньшим разбросом 
данных в возрастных группах и наря-
ду с применением теста с ЦПХ име-
ют тенденцию к снижению с возра-
стом. Соотношение ВМ/НМ ГАГ не за-
висело от возраста и колебалось в пре-
делах от 0,32 до 0,77, составляя в 
среднем 0,61 ±0,05. В табл. 2 пред-
ставлены результаты исследования эк-
скретируемых ГАГ по той же програм-
ме у больных с разными типами M1IC, 
выраженные в единицах стандартного 
отклонения для возрастной группы, к 
которой принадлежит больной [14]. 
Эта стандартизация позволила ниве-
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Г* Т а б л и ц а 
Характеристика экскретируемых ГАГ при МПС 

Тип МПС Число обсле-
дованных Тест с ЦПХ 

Осаждаемые ЦПХ ГАГ Медиализусмые ГАГ 

Тип МПС Число обсле-
дованных Тест с ЦПХ 

к А к А 

I г 6 8 , 4 ± 1 , 2 8 1 , 2 ± 1 4 , 8 2 8 , 8 ± 5 , 8 
(3 ,6—12 ,3 ) (40 ,7—137,4) (10 ,6—43,1 ) 

I Г / Ш 3 5 , 2 ± 1 , 3 1 8 , 8 ± 4 , 5 6 , 7 ± 1 , 2 
( 2 , 7 - -6,8) ( 1 0 , 0 - 2 5 , 0 ) ( 4 , 9 ± 9 , 0 ) 

П / т , ф. 7 9 , 1 ± 1 , 6 5 5 , 3 ± 5 , 0 2 2 , 4 ± 4 , 8 
(2 ,1 —14,1) (25 ,9—129,6) (12 ,6—49,8) 

Н / п . ф. 7 6 , 8 ± 1 , 2 2 6 , 0 ± 5 , 8 I 1 , 2 ± 3 , 3 Н / п . ф. 
( 1 , 6 - 1 1 , 6 ) (14 ,7—57,8 ) (3 ,4—26,1 ) 

I l l А 9 4 ,1 ± 0 , 5 1 9 , 9 ± 2 , 6 9 , 9 ± 1 , 3 
( 1 , 8 - 6 , 5 ) (11 ,1—31,5 ) (7 ,5—15,7 ) 

I I I В 4 4 , 6 ± 1,5 8 , 7 ± 2 , 2 4 , 3 ± 2 , 2 
( 2 , 2 — 8 , 5 ) (3 ,2—14 ,1 ) (0 ,7—10,4 ) 

IV А 4 3 , 1 ± 0 , 8 3 , 1 ± 1 , 1 1 6 , 8 ± 7 , 1 1 , 7 ± 1 , 1 1 3 , 2 ± 1 , 8 
(0 ,7—4,5 ) ( 1 , 5 — 5 , 2 ) ( 4 , 5 - 3 5 , 8 ) ( 0 , 1 — 4 , 9 ) ( 1 0 , 1 - 1 7 , 8 ) 

IV В 1 0 , 7 0 , 4 3 , 6 5 ,4 7 , 3 
VI 1 8 , 1 2 0 , 3 4 , 4 

П р и м е ч а н и е . Г — М П С I, тип Гурлер; Г /Ш — МПС I , тип Гурлер — Шейе; т. ф . — т я -
желая форма; п. ф. — промежуточная форма. Классификация МГ1С дана по [10]. 

лировать вклад возрастных различий 
и оценить сиидромальный вклад в ре-
зультаты измерения всех определяе-
мых параметров. Анализ данных 
табл. 2 показывает, что все диагно-
стированные типы МПС характеризо-
вались гиперэкскрецией ГАГ (все зна-
чения положительные). Степень гипер-
экскреции варьирует широко как в 
пределах отдельных синдромов, так и 
между ними, что соответствует лите-
ратурным данным [5]. В количествен-
ном отношении гиперэкскреция ГАГ 
при МПС I и II превышает таковую 
при МПС III и IV. При М П С IV эк-
скреция ГАГ, оцененная с помощью 
теста с ЦПХ, вообще оказалась в пре-
делах нормы у некоторых больных, 
что было описано в литературе [ И ] . 
Д л я всех диагностированных типов 
МП С кол ичественное определенис 
осаждаемых ЦПХ ГАГ по содержанию 
у ромовых кислот, а для МПС IV А и 
В по содержанию гексоз дает наибо-
лее отчетливые результаты как по 
сравнению с нормой, так между типа-
ми и в пределах типа (МПС 1, II, 111, 
IV). Это свидетельствует о преимуще-
ственной ги пер экскреции ВМ/ГАГ при 
МПС. Действительно, соотношение 
ВМНМ ГАГ при МПС составило 
1,55±0,14 при разнице колебаний от 
1,0 до 2,8. Обращает на себя внимание 
тот факт, что соотношение осаждае-
мых ЦПХ и иедиализуемых ГАГ при 
МПС изменяется по сравнению с тако-

вым в норме в сторону преобладания 
осаждения ЦПХ ГАГ. Количественное 
выражение осаждаемых ЦПХ и иедиа-
лизуемых ГАГ в единицах стандарт-
ного отклонения соответствующих воз-
растных групп позволяет различать 
легкие и тяжелые формы МПС" I и II, 
а также дифференцировать МПС III 
А и В. Средние значения этих пока-
зателей примерно в 2 раза выше при 
тяжелых формах М П С I и II, чем при 
легких, а также при МПС III А по 
сравнению с МПС III В, однако ин-
дивидуальные показатели в сравнива-
емых группах частично перекрывают-
ся. Различия в количестве выявленных 
больных с разными типами МПС огра-
ничивают пока возможность более де-
тального межлокусного анализа коли-
чественных параметров экскретируе-
мых ГАГ. 

Кроме количественной оценки эк-
скретируемых ГАГ и их характеристи-
ки по молекулярной массе, большое 
значение для дифференциальной диа-
гностики МПС имеет исследование со-
става экскретируемых ГАГ. Для этих 
исследований мы использовали элек-
трофорез на ацетат-целлюлозных плен-
ках ГАГ, выделенных осаждением 
ЦПХ из мочи и фибробластов. На 
рис. 1, см. вклейку представлены ре-
з у л ь т а т ы э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о го ф р а к -
ционироваиия экскретируемых и внут-
риклеточных ГАГ. Как можно видеть, 
основные, значимые для дифференци-
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альной диагностики МПС ГАГ хорошо 
разделяются в 0,1 М ацетате бария. 
Исключение составляет кератаисуль-
фат, гиперэкскретируемый при МПС 
IV А и В, поскольку он не содержит 
в своей полимерной гетеросахаридной 
цепи гексуроновых кислот, с которыми 
преимущественно взаимодействует 
В а ( С Н 3 С О О ) 2 [7]. Д л я идентифика-
ции экскретируемого кератансульфата 
электрофоретическое разделение ГАГ 
проводили в системе 0,1 М пиридин -
0,47 М муравьиная кислота, рН 3,0 
(см. рис. 1, В). В норме с мочой эк-
скрстируется ХС и следовые количест-
ва ГС, тогда как с мочой больных 
МПС в зависимости от типа экскре-
тируются дерматансульфат (МПС 
VI) , ГС (МПС III) , кератаисульфат 
(МПС IV) или дерматансульфат в со-
четании с ГС (МПС I, II, VI I ) . Спект-
ры внутриклеточных ГАГ соответству-
ют спектрам экскретируемых при 
МПС, за исключением МПС IV, так 
как кератаисульфат ire синтезируется 
фибробластами. 

Д л я исследования экскретируемых 
или внутриклеточных ГАГ мы приме-
нили метод [6], разработанный для 
количественной оценки стандартных 
растворов ГАГ. Метод основан на 
спектрофотометрическом измерении 
концентрации альцианового синего, 
связавшегося с индивидуальными ГАГ, 
после разрушения комплекса краси-
тель — ГАГ диметилсульфоксидом. 
Д л я корректного применения этого ме-
тода необходимо было добиться того, 

Т а б л и ц а 3 
Фракционирование экскретируемых ГАГ при 

синдроме Санфилиппо 

Тип МПС и 
больные 

ГАГ 
(ХС-1-ГС) 

(п мг)/креа-
тинин, (в г) 

г с , % ХС, % 

I I I А: 
к . 85,8 71,1 28,9 
Г. С. 161,1 50,7 49,3 
3. 265,2 70,0 30,0 
Ф. 111,3 62,5 37,5 
Д . 75,9 64,8 35,2 
А. 191,4 6 0 , 7 39,3 
Ш. 174,0 51,9 48,1 
В. 254,4 56,7 43,3 

111 В: 
г. к . 87,9 6 1 , 0 39,0 
М. 157,2 68,1 31,9 
Ш. 225,9 67,2 32,8 

Норма 
in • • 10) 

24,0—34,2 0—10 30—100 

мкг ГАГ мпс1 
м г белка N=2 

норма 
N=3 

мпсЕ ипсЖа мпсШв нпсШс 
N=6 N=7 N=2 N=1 

1 23 1 23 1 23 1 23 123 1 23 

Рис 2. Фракционирование внутриклеточных 
ГАГ. 

/ — ХС; 2 — дерматансульфат; 3 — ГС. 

чтобы никаких существенных коли-
честв ГАГ не оставалось па старто-
вой линии. Из ряда применявшихся 
методов только метод, описанный Ли 
и соавт. [9] для выделения ГАГ мочи, 
удовлетворял этому требованию. 
В табл. 3 приведены результаты фрак-
ционирования ГАГ при синдроме 
Санфилиппо. У всех больных МПС III 
выражена гиперэкскреция ГС, хотя 
уровни гиперэкскреции этого ГАГ при 
М П С III А и В перекрываются. Ис-
пользованный нами метод количест-
венного фракционирования экскрети-
руемых ГАГ дает хорошее соответст-
вие с результатами фракционирования 
экскретируемых ГАГ методом ионо-
обменной колоночной хроматографии 
на Дауэкс 1X2, С1" (200—400 меш), 
но гораздо менее трудоемок [16]. Ре-
зультаты фракционирования внутри-
клеточных ГАГ приведены на рис. 2. 
В нормальных фибробластах основные 
типы ГАГ представлены дерматан-
сульфатом и ХС. При различных ти-
пах МПС количественное соотношение 
фракций внутриклеточных ГАГ суще-
ственно изменяется. 

О б с у ж д е н и е 
На основании клинической картины 

заболевания у больных М П С четко 
разграничивают только 2 фенотипа 
гурлерподобный, характерный для 
МПС I, II, III А, В, С и D, VI, VII, и 
м о р к и о п о д о б и ы й, характерны й д л я 
МПС IV А и В. Полуколичествениое 
и количественное определение экскре-
тируемых ГАГ, а также их электро-
форетическое фракционирование по-
зволяют: 1) исключить генокопии 
МПС с гурлер- и моркиоподобиыми 
фенотипами (маниозидоз, фукозидоз, 
GMi-ганглиозидоз, муколипидоз, гипо-
тиреоз, множественный артрогриппоз 
Диггви — Мельхиор — Клаузеиа, 
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оно н д и л оэ п и ф и з а р и ы е д и с п л а з и и); 
2) подразделить больных с Ml 1С на 
4 фе11отипических класса, хар актери-
зу ю щ и хся и з о л и р о в а н и о й ги пер экс к р е -
дней дерматаисульфата (МПС VI) , 
ГС (МПС III ) , кератансульфата 
(МПС IV) и сочетанной гиперэкскре-
цие й де р м а т а и - и ген а р а и с у л i > ф а то в 
(МПС I, II, VI I ) . Сочетание методов 
количественной оценки экскретируе-
мых ГАГ с их количественным фрак-
ционированием имеет важное значение 
для диагностики МПС, так как, по ли-
тературным данным и по нашим на-
блюдениям, встречаются больные 
МПС с нормальными или субнормаль-
ными уровнями экскретируемых ГАГ. 
Однако характеристика параметров 
экскретируемых ГАГ, по-видимому, пе 
допускает локусной и аллельной диф-
ференцировки МПС. Исследование со-
держания исдиализуемых ГАГ пе име-
ло важного диагностического значения 
для болезней накопления ГАГ, но, как 
было показано [15], существенно для 
вычленения такой генокопии МПС IV, 
как болезнь Диггви Мельхиор 
Клаузена. Не исключено также, что 
этот показатель будет иметь диагно-
стическое значение и будет играть оп-
ределенную роль в изучении патогене-
за д ру г и х с истем и ых з а бол ев а ний 
скелета, имеющих фенотипическое 
сходство с МПС. Фракционирование 
виутр и к л еточ пых ГАГ та к же и мест 
важное диагностическое значение, так 
как в класс болезней накопления ГАГ 
входят муколипидозы II и III, имею-
щие ярко выраженный гурлер-подоб-
ный фенотип, внутриклеточное накоп-
ление ГАГ при нормальных уровнях 
их экскреции. Наконец, кроме МПС, 
имеется не менее 80 моногеино насле-
дуемых форм с врожденной системной 
патологией скелета, биохимический де-
фект при которых не расшифрован 
[12]. Использованная нами программа 
биохимического исследования экскре-
тируемых и внутриклеточных ГАГ мо-
жет оказаться полезной для выявле-
ния биохимических маркеров при этих 
за бол ева и и я х. Обн а ружение таких м а р -
керов в свою очередь позволит оце-
нить вклад нарушений метаболизма 
протеогликанов в этиологию этих но-
з о л о г и ч ее к и х е д и и и ц. 

Л И Т Е Р A T У Р А 
1. Краснопольская К. Д.— В кн.: Генетика 

человека. М„ 1980, т. 5, е. 42 84. 
2. Кухаренко В. JL, Кулиев А. М., Грин-

берг К. Н. и др. — Цитология, 1974, № 10, 
с. 1228- 1232. 

3. Лебедева Т. В., Одинакова О. П., Яков-
лев С. А. — В кн.: Всесоюзный съезд ме-
дицинских генетиков. 1-й. Тезисы докладов . 
М„ 1983, с. 187—188. 

A. Bitter Т., Muir / / . М.— Analyt . Biochem., 
1962, vol. 4, p. 330—334. 

5. Hopwood J., Mutter V., Harrison R. et al. 
Med. J. Aust., 1982, vol. 1, p. 257 260. 

6. Hronovski L., Anastasiades T. P. -Ana ly t . 
Biochem., 1979, vol. 93, p. 60 72. 

7. Johnson P. A. Pharmacol . Res. Cornmun., 
1982, vol. 14, p. 289—320. 

8. Lacatos M., di Ferrante N.— Biochem. Med., 
1974, vol. 9, p. 256- 260. 

9. Lee G. J. L., Evans J. E., Tieckelmann H. 
et al. — C l i n . chim. Acta, 1980, vol. 104, 
p. 65 75. 

10. McKusick V. A. J.- Johns l lopk. mcd. J., 
1980, vol. 146, p. 71- 79. 

11. McKusick V. A., Neufeld E. Г., Kelly Т.Е. 
In: The Metabolic Basis of Inherited Di-
s e a s e / E d . J. B. Sranbur i et al. New York, 
1978, p. 1282 1307. 

12. Monson С. В., Seegmiller R. E. - J . Bone 
Л I. Surg. , 1981, vol. 63, p. 637 644. 

13. Pennock C. A. J. clin. Path. , 1976, vol. 22, 
p. I l l 123. 

14. Rao D. C., Mac Leon C. /., Morton N. E. 
et al. - Amer. J. hum. Genet., 1975, vol .27 , 
p. 509 -520. 

15. Raslogi S. C. — In: Glucosaminog lycans 
and P ro teog lycans in Physiological and Pa-
thological Processes of Body S y s t e m s / E d . 
R. S. Varma , R. Va rma . Basel, 1982, 
p. 290—298. 

16. Raslogi S. C., Clausen J., Melchior J. C. 
Clin. chim. Acta, 1977, vol. 78, p. 55 69. 

17. Rosen/eld I.. - I b i d . , 1971, vol. 31, p. 263 
269. 

Поступила 09.10.84 

C H A R A C T E R I S T I C S O F INTRACELLULAR 
AND EXCRETED GLYCOSAMINOGLYCANS 
IN HEREDITARY M U C O P O L Y S A C C H A R I D E 

S E S 
O. N. Odinokova, M. A. Bialik, 

K- D. Krasnopolskaya, S. A. Yakovlev 
Ins t i tu te of Medical Genetics, Academy of Me-

dical Sciences of the USSR, Moscow 

A sys tem for detection and d iagnos t ica t ion 
of mucopolysacchar idoses ( M P S ) was organ ized 
to ensure the medico-genetic service of the 
families, where these diseases occurred. Conten t 
of in t racel lular and u r ina ry g lycosaminog lycans 
(GAG) w a s studied by m e a n s of a number of 
methods in var ious types of M P S . Amount of 
excreted GAG's was expressed as relat ive un i t s 
to reduce the age differences. In all the pa t i en t s 
with M P S hyperexcret ion of GAG's w a s found, 
except of some cases of M P S IV. as well as 
the spect rum of non-dialyzed and cetyl pyri-
dinium chloride precipi tated GAG's was al tered, 
where the lat ter f ract ion w a s increased and 
high molecular GAG's were also prevailed a s 
compared with normal s ta te . All the pa t i en t s 
were divided into four classes depend ing on the 
spect rum of GAG's excreted as shown by m e a n s 
of electrophoresis . The data obtained in est ima-
tion of GAG's us ing electrophoret ic technique 
corresponded to the resul ts of column chromato-
graphic ana lyses but the electrophoretic pro-
cedure was dist inctly less l abour -consuming . 
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В патогенезе гипертонической болез-
ни существенную роль играет состоя-
ние симпатико-адреналовой системы. 
В качестве адекватной модели для 
изучения гипертонической болезни у 
человека обычно используют крыс со 
спонтанной гипертензией, у которых 
симпатическая нервная система нахо-
дится в состоянии повышенной актив-
ности [3, 7, 9 | . Па различных стадиях 
развития гипертензии у крыс наруше-
ны процессы нейронального захвата и 
утилизации норадреналина, в резуль-
тате чего создаются условия для по-
ступления больших количеств норадре-
налина к специфическим адренорецеп-
торам [8]. 

Имеются также данные о нарушении 
процессов синтеза и катаболизма ка-
техоламинов в этих условиях. Актив-
ности таких катехоламинсинтезирую-
щих ферментов, как тирозингидрокси-
лаза, дофамии-р-гидроксилаза, фсиил-
эта нол а м и и - N - м етил тр а нсфер а за и 
ДОФА-декарбоксилаза в тканях кры-
сы со спонтанной гипертензией значи-
тельно увеличены [17, 25 | . 

Предполагается, что иа стадии хро-
нической гипертензии в действие всту-
пает компенсаторный механизм, кото-
рый нормализует концентрацию сво-
бодного норадреналина и тем самым 
11 р е д о тв р а щ а ет дал ь и с й шее по в ы и i е и и е 
артериального давления [7]. Возмож-
но, что в основе действия компенса-
торного механизма, приводящего к 
снижению уровня норадреналина, ле-
жит ускорение захвата норадреналина 
и увеличение активности мопоамипок-
сидазы (МАО) и катехоламин-0-метил-
траисферазы [7]. Как известно, инги-
биторы к а тех о л а м и и с и и тез и р у ю щи х 
ферментов обладают гипотензивным 
д с й с т в и с м | 251. Показан о т а кже, ч то 
введение кроликам очищенных препа-
ратов МАО снижает кровяное давле-
ние, повышенное в результате предва-
рительного введения норадреналина 
[ и ] . 

Активность МАО в гомогеиатах ря-

да тканей крыс со спонтанной гипер-
тензией, как правило, выше таковой 
контрольных крыс Вис тар — Киото. 
Хотя за последнее время этот вопрос 
изучается в ряде лабораторий [18, 25, 
32, 33], данные, полученные на гомо-
геиатах тканей, иногда противоречивы. 
Полной информации об изменениях 
активности МАО типов А и Б жизнен-
но важных органов крыс со спонтан-
ной гипертензией все еще не получе-
но. 

Митохондриальные МАО по чувст-
вительности к действию хлоргилина 
условно подразделяют па типы А и Б 
[20, 21, 29]. Принято считать, что в 
печени крысы субстратами МАО типа 
А являются норадреналин и ссротонин, 
для МАО типа Б бензил амин и 2-
фенилэтиламин | 19, 26, 30]. Тирамин 
обычно считают так называемым сме-
шанным субстратом, окисляемым МАО 
обоих типов [4], хотя имеются указа-
ния на возможность существования 
особого типа фермента (активного-
центра), участвующего в окислении1 

тирамина [4]. Субстратная специфич-
ность и соотношение типов МАО зна-
чительно варьируют в различных ор-
ганах и у животных различных видов 
| 14, 15J. Так, имеются значительные, 
различия в окислении норадреналина, 
дофамина и других аминов при уча-
стии МАО типов А и Б в тканях гры-
зунов и приматов [16, 24]. 

Целью настоящей работы было ис-
следование активности МАО типов А 
и Б с использованием в качестве суб-
стратов серотонина, тирамина, 2-фе-
н и л э т и лам и и а в м и то х о 11 д р и а л ь и о й 
фракции различных тканей крыс со: 
спо нт анно й ги 11 е р тенз ие й. Известно, 
что МАО локализована не только в 
митохондриальных мембранах, но и в 
других мембранных структурах клет-
ки [4]. Д л я оценки активности МАО 
различных типов в тканях крыс со 
сп о нт аи но й гипе р те и зией м ы проводи-
ли определения аминоксидазной актив-
ности в митохоидриальной фракции. 
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В опытах использовали крыс-самцов ли-
мшп со спонтанной гипертензией (опытная 
группа) массой 3 3 2 ± 6 , 5 г. Эти животные яв-
ляются потомками линии, выведенной япон-
скими исследователями [27]. Артериальное 
.давление у неанэстезированных ж и в о т н ы х из-
меряли плетизмографическим методом, ис-
пользуя автоматический сфигмоманометр 
фирмы :Na tsum» KN 209. В качестве конт-
рольной группы с л у ж и л и крысы-самцы Вис-
т а р — К и о т о с той ж е массой тела . 

После декапитации у ж и в о т н ы х быстро 
извлекали мозг, сердце, печень и почки. Тка-
ни промывали о х л а ж д е н н ы м физиологическим 
раствором и готовили 10 % гомогенаты на 
0.25 М растворе сахарозы. Митохондрии вы-

.деляли методом дифференциального центри-
фугирования , как описано ранее [6], промы-
вали 0,01 М фосфатным буфером р Н 7,4, сус-
пендировали в объеме того ж е буфера , рав-
ном массе, взятой д л я приготовления гомоге-
ната ткани, и хранили до использования при 
—20 °С. 

Перед экспериментом суспензию митохон-
дрий промывали в 10-кратиом объеме 0,01 М 
фосфатным буфером р Н 7,4 и о с а ж д а л и при 
12 000 g. Осадок , представляющий собой 

-фрагменты митохондриальных мембран [5], 
использовали в качестве биологического ма-
териала , с о д е р ж а щ е г о МАО. 

Об активности МАО судили по количеству 
аммиака , освобожденного в процессе инкуба-
ции суспензии митохондрий в 0,05 М фосфат-
ном буфере р Н 7,4- с одним из аминов в ат-
мосфере кислорода при 37 °С. В пробы вно-
сили i — 7 мг белка митохондриальных фрак-
ций (в зависимости от величины удельной 
активности с о д е р ж а щ и х с я в них М А О ) . Д л и -
тельность инкубации в опытах с 2-фенилэти-
ламином в качестве субстрата составляла 
15 мин, в опытах с тирамином или серотони-
иом — 30 мин. После з а в е р ш е н и я инкубации 
пробы фиксировали трихлоруксусиой кисло-
той (конечная концентрация 5 % ) , образо-
вавшийся осадок отделяли центрифугировани-
ем, а в надосадочной жидкости определяли 
аммиак методом изотермической д и ф ф у з и и 
с последующей иесслеризацией. 

В качестве субстратов использовали серо-
тонина креатинин-сульфат («Reanal» , Венг-
рия) , тирамипа гидрохлорид («Мегк», Ф Р Г ) , 
2 -фенилэтиламина гидрохлорид (отечествен-
ный). В опытах с митохондриями мозга кры-
сы субстраты использовали в следующих оп-
тимальных концентрациях (в мкмолях на 
пробу с конечным объемом 1,8 м л ) : тира-
мин — 8, с е р о т о н и и — 1 2 , 2 -фенилэтиламин — 
1, д л я митохондрий печени — соответственно 

10, 6 и 0,8, д л я митохондрий сердца к р ы с ы — 
6, 12, 1, д л я митохондрий почек крысы — 8, 
3 и 1. 

Б е л о к определяли по методу Л о у р и , ис-
пользуя в качестве с т а н д а р т а альбумин сы-
воротки крови быка. При статистической об-
работке д а н н ы х д л я оценки достоверности 
различий м е ж д у величинами использовали 
критерий Стыодента [1]. 

Р е з у л ь т а т ы 

В табл. 1 приведены некоторые фи-
зиологические параметры, характери-
зующие животных опытной и конт-
рольной групп. Артериальное давление 
у крыс опытной группы, по литера-
турным данным, достигает 180 мм 
рт. ст. в возрасте 12—14 нед и затем 
стабилизируется на этом уровне [25]. 
У крыс опытной группы, использован-
ных в настоящей работе, артериаль-
ное давление также не превышало 
180 мм рт. ст. (см. табл. 1). 

В табл. 2 представлены данные о 
дезаминироваиии биогенных аминов 
фрагментами митохондриальных мем-
бран тканей крыс опытной и контроль-
ной групп. Активность МАО типов А 
(субстрат серотонии) и Б (субстрат 
2-фенилэтиламин) в митохондриях 
мозга крыс опытной группы несколько 
выше, чем в митохондриях контроль-
ных животных, но эти различия были 
статистически недостоверны. Однако 
активность МАО мозга, определенная 
с тирамином в качестве субстрата, у 
крыс опытной группы почти в 1,5 ра-
за превышала таковую контрольных 
животных ( Р < 0 , 0 2 ) . Возможно, это 
объясняется тем, что тирамин в ткани 
мозга дезаминируется обоими типами 
МАО 119, 30], не исключено и суще-
ствование в митохондриях мозга осо-
бого типа МАО, участвующего в дез-
аминироваиии тирамина [4]. 

Активность МАО митохондрий крыс 
опытной группы, измеренная с тремя 
субстратами, значительно превышала 
таковую митохондрий сердца крыс 

Т а б л и ц а 1 

Общая сравнительная характеристика животных опытной и контрольной групп 

Группа крыс Артериальное давление, 
мм рт. ст. 

Частота сердечных сокра-
щений в минуту Масса тела, г 

Контрольная (п--22) 
О п ы т н а я (я~ :40) 

1 2 3 ± 1,8 
1 7 8 , 8 ± 2 , 5 * 

3 8 5 ± 5 , 4 
3 5 5 , 8 ± 5 , 8 * 

3 1 5 ± п , 8 
3 2 2 ± 6 , 5 

П р и м е ч а й и е. В скобках — число крыс. Звездочкой отмечено Р < 0 , 0 0 1 . 



Г* Т а б л и ц а 

Дезами ни рование биогенных аминов фрагментами митохондриальных мембран тканей крыс опытной 
и контрольной групп 

Ткань Группа крыс 
Дезаминирование, нмоль аммиака на 1 мг белка за время инкубации 

Ткань Группа крыс 
2-фенилэтиламин тирамин серотонин 

Мозг 

Сердце 

Печень 

Почки 

Контрольная 
Опытная 
Контрольная 
Опытная 
Контрольная 
Опытная 
Контрольная 
Опытная 

1 2 6 , 6 ± 9 , 1 (4) 
161 ,2d - 11,4 (5) 
9 4 , 5 ± 6 , 4 (7) 

1 3 0 , 3 ± 15 ,5 ( 3 ) * * 
9 6 , 0 ± 9 , 0 3 (3) 

2 6 2 , 5 ± 10 ,6 (б ) 4 * 
9 4 , 4 ± 6 , 3 (8) 
5 5 , 4 + 2 , 7 (4) 

6 8 5 , 6 ± 4 3 , 1 (4) 
9 2 0 , 8 ± 6 8 , 5 (5)* 

1 1 2 0 ± 109 ,6 (7) 
1 9 0 3 ± 197,1 ( 3 ) * * * 

4 4 3 , 2 ± 7 1 , 7 (3) 
1 4 8 4 , 2 ± 1 5 0 , 7 ( 6 ) * * * 
3 4 2 , 0 ± 3 9 , 7 (8) 
3 4 4 , 9 ± 2 3 , 5 (4) 

2 8 9 , 1 ± 2 6 , 8 (4) 
379 ,0=1-29 ,8 (5) 
8 4 0 , 8 ± 87 J (7) 

1456=1= 188 ,3 ( 3 ) * * * 
2 0 3 , 1 ± 6 , 3 (3) 
5 2 4 , 4 ± 5 8 , 0 (6)*** 
1 5 2 , 9 ± 20,1 (8) 
1 4 0 , 3 ± 13,1 (4) 

П р и м е ч а н и е. 
Ж 0,001. 

Одна звездочка — Рс0,02, две — Р < 0 , 0 5 , трм Р < 0 , 0 1 , четыре 

контрольной группы (см. табл. 2). Из-
вестно, что в сердце крыс МАО пред-
ставлена только типом А [4, 14]. По-
лученные нами данные об увеличении 
активности МАО типа А в митохонд-
риях сердца крыс SHR по сравнению 
с таковой группы WKY согласуются с 
данными Стролин-Бенедетти и соавт., 
определявших активность МАО в го-; 
могенатах сердечной мышцы с исполь-
зованием нескольких субстратов [18]. 

В митохондриях печени крысы при-
мерно 60—80 % активности МАО пред-
ставлено типом Б [13]. Как видно из 
наших данных (см. табл. 2), актив-
ность МАО типов А и Б (субстраты 
серотонин и 2-фенилэтиламин соответ-
ственно) в митохондриях печени SHR 
в 2,6—2,7 раза выше таковой мито-
х о н д р и й п е ч е н и к о н т р о л ь н ы х живо т -
ных. Активность МАО в печени крыс 
опытной группы, измеренная с тирами-
ном в качестве субстрата, превышает 
таковую контрольных животных в 
3,3 раза. 

Нам не удалось обнаружить изме-
нений в активности МАО в митохонд-
риях почек крыс опытной группы по 
сравнению с таковой контрольной 
группы животных (см. табл. 2). По 
данным ингибиторного анализа, мито-
хондрии этой ткани крыс содержат 
оба типа МАО [23], хотя в почках 
быка была обнаружена только МАО 
типа Б [10]. 

О б с у ж д е н и е 
Увеличение активности симпатико-

адреналовой системы при спонтанной 
гипертензии у крыс, характеризующее-
ся повышением уровня катехоламинов, 
приводит к возникновению местных 

компенсаторных реакции, выражаю-
щихся, очевидно, в увеличении актив-
ности ферментов катаболизма кате-
холаминов [7]. Известно, что введение 
крысам L-ДОФА вызывает увеличение 
активности МАО в сердце, почках и 
мозге [22]. Имеются также данные об 
увеличении уровня полиаминов и ак-
тивности диаминоксидазы в сердце 
крыс опытной группы по сравнению с 
таковыми контрольных животных [28]. 
Показано, что клеточные мембраны 
ряда тканей опытной группы отлича-
ются по нескольким критериям от та-
ковых контрольной, причем полагают, 
что эти изменения могут быть генети-
чески детерминированы [12]. 

Поскольку сердце, сосуды, мозг, пе-
чень и почки особенно важны для под-
держания кровяного давления в орга-
низме, можно ожидать изменения ак-
тивности ферментов, участвующих в 
катаболизме катехоламинов (в частно-
сти, МАО) именно в этих органах. 

По нашим данным, активность МАО 
типа А в митохондриальной фракции 
сердца крысы увеличена в 1,5—1,7 ра-
за по сравнению с таковой контроль-
ных животных при использовании в 
качестве субстрата серотонина, тира-
мина и 2-фенилэтиламииа. По данным 
японских авторов [33], в гомогенатах 
сердца крыс опытной группы в возра-
сте 7 нед активность МАО, определен-
ная с тирамином и серотонином в ка-
честве субстратов, была почти в 2 ра-
за выше таковой гомогеиатов конт-
рольной группы. Стролин-Бенедетти и 
соавт. также нашли значительное уве-
личение активности МАО в гомогена-
тах тканей сердца, аорты и артерий 
[18]. 
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К ст. В. И. Миськовой исоавт . 

Электрофорез препарата ЭСД человека 
(2. б 7,5 % пол и акрил а ми дном геле. 

a члектрофореграм мя ябортннпого материала; 
и • улектрофореграмма очищенного препарата 

ЭСА. 

К ст. В. В. Част нова 
и со а вт. а Ь 

670Q0-

62000-

На дорожку (а) нанесены маркер- Д Ъ П П П -
iii.io белки: Г> мкг альбумина бычь 1JUUU~ 
eii сыворотки (07 ООО Д) п 5 мкг 
ональбумипа (15 ООО Д ) . Дорожка 
(о) • очищенная после 2 й фенил-

сефароаы ФГ ,'i мкг. 

Рис. 6. Электрофорез очищен-
ном ФГ печени крыс. 

/Д, V̂ t/ i I J t I I Л /Ч /IVtlUUlUUUV » - -
но до нормы [25]. В печени крыс опыт-
ной группы изменения активности 
МАО в зависимости от возраста жи-
вотных могут носить несколько иной 
характер . 

По данным японских авторов [33], 
определявших активность МАО с се-
р о ю ни ном в качестве субстрата в че-
тырех отделах головного мозга крыс 
«опытной и контрольной групп, актив-

типов А и Б в печени по сравнению с 
таковыми контрольных животных. 
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Р и с . I. Э л е к т р о ф о р е г р а м м ы э к с к р е т и р у е м ы х и в н у т р и к л е т о ч н ы х Г А Г . 
.1 -внутриклеточные ГАГ; электрофорез и 0,1 М ацетате бария. / стандарт ГС; 2 — стандарт ХС; 
\\ стандарт дерматансульфата ; <\ клетки больного МПС II; 5- клетки больного МПС II I ; 6 — 
контроль. И экекретируемые ГАГ; условия электрофореза ге же. / - с т а н д а р т ХС.; 2 стандарт 
ГС; ,'i стандарт дерматансульфата ; I моча больного MIIC. I l l ; 5 моча больного МПС II; в 
моча больного МПС, VI; 7 - контроль. И — экскретируемые ГАГ; электрофоре:» и системе 0,1 М пи 
рнднн 0,47 М муравьиная кислота. / моча обследованных контрольной группы; 2 стандарт ХС; 

,'i- стандарт кератансульфа та; 4, 5 - моча больных MIIC IV. 

Р и с . 2. И м м у и о э л е к т р о ф о р е з п р е п а р а т о в л а к т о п е р о к с и 
д а з ы с а н т и с ы н о р о т к о й к ч а с т и ч н о о ч и щ е н н о м у п р е п а -

р а т у л а к т о и е р о к с и д а з ы . 
а частично очищенная лактопероксидаза ; б — фракции 1. по-
лученная при ИЭФ и борат-полиольной системе; и - фракции II; 

коммерческий препарат лактоиероксидазы; () -объединенная 
фракции .111 + I V . 
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Т. А. Москвитина, Н. С. Камышанская, В. 3. Горкин; 

О НАРУШЕНИЯХ СВОЙСТВ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ 
МОНОАМИНОКСИДАЗЫ МОЗГА ПРИ ШИЗОФРЕНИИ 

Институт биологической и медицинской химии А М Н СССР, Москва 

Моноаминоксидазы (МАО, КФ 
1.4.3.4) представляют собой мембрано-
связанные, флавинсодержащие, липид-
зависимые ферменты, функции кото-
рых с у щс с т в е и 11 о мод и ф и ци р у юте я в 
условиях, благоприятствующих пере-
к и с и о м у о к и с л е и и ю л и п и до в (П О Л) 
биомембран [4]. Так, МАО митохонд-
рий головного мозга быка или челове-
ка уже в процессе выделения и очист-
ки претерпевают инициируемое частич-
ным окислением тиоловых групп каче-
ственное изменение (трансформацию)' 
каталитической активности, в резуль-
тате чего имеет место не только сни-
жение активности этих ферментов, но 
п появление качественно новых свойств 
дезаминировать азотистые соединения, 
не являющиеся субстратами МАО (на-
пример, гистамин) [7, 18]. Одной из 
характерных особенностей трансфор-
мации МАО оказалась обратимость 
этого процесса: обработка препаратов 
МАО, содержащих частично окислен-
ные тиоловые группы, восстановителя-
ми (в частности, дитиотрейтолом — 
ДТТ) возвращает содержание тиоло-
вых групп и каталитические свойства 
МАО к исходному уровню, т. е. про-
исходит их ретрансформация [4]. 

Нарушения функций МАО, и в част-
ности трансформация их каталитиче-
с к о й а кти в н ости, б ы л и о б н а р у ж е н ы 
при целом ряде патологических состоя-
ний, сопровождающихся стимуляцией 
ПОЛ в организме |1, 4]. Хотя при ши-
зофрении доказана стимуляция П О Л в 
организме больных и, в частности, в 
тканях головного мозга [10, 11], по-
давляющее большинство современных 
данных свидетельствует об отсутствии 
изменения активности МАО в тканях 
мозга больных шизофренией, по срав-
нению с таковой людей, нестрадавших 
шизофренией при жизни (см. [14, 19] 
п работы, цитированные в этих источ-
никах). Однако все опубликованные 
данные были, к сожалению, получены в 
результате исследований неочищенных 
препаратов МАО, без разделения мно-
жественных форм этих ферментов. При 

сопоставлении свойств МАО мозга 
больных шизофренией и людей, не 
страдавших этим заболеванием, не бы-
ло учтено также способности МАО' 
претерпевать обратимую трансформа-
цию каталитической активности. 

В настоящей работе была предпри-
нята попытка повторно исследовать, 
проблемы нарушений активности МАО) 
при шизофрении с использованием, 
электрофоретически гомогеиных пре-
паратов одной (количественно преоб-
ладающей) выделенной из солюбилизи-
рованных митохондриальных мембран 
мозга человека методом аффинной 
хроматографии на АН-Сефарозе 4Б-
формы МАО, названной МАО-Пб [5]. 
Сведения о субстратной специфично-
сти и чувствительности к действию ин-
гибиторов этой и других форм МАО 
опубликованы нами ранее [5, 8, 9] . 
Кроме того, в настоящей работе, в от-
личие от исследований, описанных в-, 
литературе [14, 19], сопоставление' 
свойств МАО мозга больных шизофре^ 
иней и людей, не страдавших этой па-
тологией, проводили не только в опы-
тах с «исходными» (выделенными иг 
о ч и щ е н н ы м и п р и о б ы ч н ы х у с л о в и я х . 
[3]) ферментными препаратами, ш> 
также с препаратами МАО. которые 
предварительно инкубировали либо в 
условиях, способствующих окислению' 
тиоловых групп и благоприятствующих 
транс ф о р м а I щ и ката л и ти ч ее ки х: 
свойств МАО, либо, наоборот, в усло-
виях, препятствующих окислению тио-
ловых групп и обеспечивающих вос-
становление о к иеле и и ы х тиолов ы х 
групп (в присутствии 10 мМ ДТТ) , что 
приводит к ретрансформации МАО. 
Именно этот подход дал возможность 
о б н а р уж и т ь раз л и ч и я в с в о й ств а х 
МАО мозга людей, не болевших 
шизофренией, и люде й, страда в ш и х 
этой патологией. При шизофрении ока-
зался нарушенным именно процесс ре-
трансформации МАО, что не могло' 
быть выявлено при обычно применяе-
мых («стандартных») условиях иссле-
дований. 
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I M P A I R M E N T O F B I O G E N I C A M I N E S DEA-
M I N A T I O N IN S P O N T A N E O U S H Y P E R T E N -

S I O N 

T, A. Makarova, I. Ye. Smirnov, I. V. Veryov-
kina, К. K. Shatemirova, Kh. M. Markov, 

V. Z. G or kin 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemist ry , 
Ins t i tu te of Pedia t r ics , Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow 

Activity of monoamine oxidases (MAO) of 
the types A and В ( subs t ra tes : 5 -hydroxy t ryp ta -
mine, 2-phenyIethylamine, ty ramine) has been 
studied in mi tochondr ia l f rac t ions f rom bra in , 
heart , liver and kidney of 24-week-old ra t s of 
the normotonic s t ra in Wis t a r Kyoto (WKY) and 
spon taneous ly hyper tonic r a t s ( S H R ) . As com-
pared with the WKY rats , in the SHR s t ra in 
the act ivi ty of MAO-A in hear t mi tochondr ia 
was increased 1.5-1.7-fold; in liver mi tochondr ia 
the activit ies of both MAO-A a n d - B were increa-
sed 2.6-2.7-fold. In bra in mi tochondr ia there w a s 
noted only s l ight tendency t o w a r d s an increase 
in MAO-A (subs t ra te : 5 -hydroxy t ryp tamine) and 
MAO-B (subs t ra te : 2-phenylethylamine) activi-
ties in the SHR s t ra in as compared with the 
normotonic an imals of the s a m e age. However , 
in exper iments with t y ramine as a subs t r a t e of 
MAO the enzymat ic act ivi ty in SHR bra in mito-
chondria was increased 1.5-fold ( P < 0 . 0 5 ) as 
compared with the WKY ra ts . In kidney mito-
chondria of S H R the act ivi ty of MAO (subs t ra -
tes: 5 -hydroxyt ryp tamine , 2-phenylethylamine, 
ty ramine) did not exhibit any a l te ra t ions as 
compared with the control WKY rats . 
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а м и н а з но й а кт и в мости. П р и ш и з о ф р е -
ни инкубация препаратов MAO-II6 го-
ловного мозга с восстановителем поз-
волила выявить существенное разли-
чие, но сравнению с нормой, в опытах 
с дезаминированием гистамина: ско-
рость этой реакции после инкубации 
с ДТТ не только не уменьшалась, как 
это было в норме, но, наоборот, зна-
ч и тел ь но воз р а ст а л а. Од но в реме ино 
нарастали, как это было и в норме, 
фенилэтиламиндезаминазная актив-
ность и содержание тиоловых групп, 
тогда как скорость дезаминирования 
серотоиииа не изменялась. 

Примеры (из серий, включающих 
14 человек больных шизофренией и 
8 лиц контрольной группы) иссле-
дований, воздействия мочевины (8 М) 
на содержание тиоловых групп в пре-
паратах МАО-116 головного мозга че-
ловека свидетельствуют об отсутствии 
нарастания числа титруемых 5,5'-ди-
тиобис(2-иитробензоатом) («раствори-
мый реактив Эллмана») тиоловых 
групп после обработки фермента мо-
чевиной при шизофрении, в противо-
положность тому, что имеет место в 
норме, когда содержание SH-rpynn 
нарастало от 10 до 14 моль на 105 D 
белка. 

Ранее в опытах с очищенными пре-
паратами МАО из стволовой части 
мозга быка была отмечена высокая 
лабильность их тиоловых групп, кото-
рые легко ' подвергались обратимому 
окислению при хранении, что иниции-
ровало трансформацию каталитиче-
ских свойств МАО с появлением каче-
ственно новых гистамии- или ГАМК-
дезаминазных активностей; обработ-
ка окисленного фермента восстанови-
телями (ДТТ, восстановленный глута-
тион) вызывала ретрансформацию ка-
талитической активности до исходного 
состояния, причем содержание тиоло-
вых групп возрастало до 15 на 105 D 
белка [7, 18]. С этими данными пол-
ностью согласуются результаты, полу-
ченные в настоящей работе при ис-
следовании высокоочищенных препара-
тов одной из множественных форм 
МАО (MAO-II6) мозга человека в тех 
случаях (8 человек), когда исследова-
ли мозг людей, не страдавших при 
жизни шизофренией. Однако в тканях 
мозга больных шизофренией (14 слу-
чаев) процесс ретрансформации ката-
литической активности МАО был на-
рушен: обработка ферментного препа-

рата ДТТ, хотя и восстанавливала со-
держание тиоловых групп в молекуле 
фермента до исходного уровня, одна-
ко не только не снижала, но и сущест-
венно увеличивала гисгамиидезами-
назную активность. Это поразительное 
явление никогда не наблюдалось в си-
стемах с МАО мозга людей, не болев-
ших шизофренией, и не было отмече-
но ранее при экспериментальных пато-
логических состояниях, сопровождав-
шихся стимуляцией П О Л [4], но по-
стоянно имело место в опытах с МАО 
мозга всех исследованных больных ши-
зофренией, вне зависимости от возра-
ста, пола, длительности основного за-
болевания и характера его лечения. 
В настоящей работе, как и в опубли-
кованных ранее сообщениях | 14, 19], 
проблема исключения возможных эф-
фектов психотропных лекарственных 
средств не была решена, поскольку 
эти средства получали по медицинским 
показаниям все обследуемые больные. 
Однако высокая воспроизводимость об-
наруженного феномена нарушения 
процесса ретрансформации МАО при 
шизофрении и отсутствие зависимости 
от условий медикаментозной терапии 
свидетельствуют против предположе-
ния о возможной обусловленности на-
рушений ретрансформации МАО воз-
действиями психотропных лекарствен-
ных средств. 

Можно предполагать, что при шизо-
френии имеют место определенные из-
менения (по сравнению с контрольной 
группой людей, не болевших шизофре-
нией) структуры МАО мозга. Так, по 
нашим данным, препараты MAO-II6 
из мозга больных шизофренией содер-
жали значительно больше титруемых 
5,5'-дитиобис (2-иитробензоатом) тио-
ловых групп, чем аналогичные препа-
раты из мозга людей, не страдавших 
при жизни шизофренией. Кроме того, 
воздействие на очищенные препараты 
МАО головного мозга человека моче-
вины в концентрации, достаточной для 
разрушения водородных связей в бел-
ковых молекулах, не изменяло содер-
жания титруемых тиоловых групп при 
шизофрении, но увеличивало на 40 % 
содержание тиоловых групп в норме. 

Полученные данные о том, что вы-
деленные и очищенные до электрофо-
ретической гомогенности препараты 
МАО из головного мозга человека об-
наруживали гистаминдезаминазную 
активность и содержали лишь 2 моля 
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Ткань мозга людей (8 человек) , не стра-
давших диагностированными расстройствами 
функций Ц Н С и умерших от сердечно-сосу-
дистых заболеваний, получали из морга I М М И 
им. И. М. Сеченова; ткань мозга людей, стра-
давших шизофренией и умерших от сердечно-
сосудистых заболеваний (14 человек) , полу-
чали из морга Института клинической пси-
хиатрии Всесоюзного научного центра пси-
хического здоровья АМН СССР. Во всех слу-
чаях ткань получали через 4—19 ч после 
смерти. Д л я исследований брали преимуще-
ственно навески ткани коры больших полуша-
рий головного мозга. Весь материал до на-
чала исследований хранили при —20 °С. 

Об окислительном деза минировании азо-
тистых соединений судили по количеству ос-
вобождаемого в инкубационных пробах ам-
миака [5]. Стандартные методы были исполь-
зованы для определения содержания белка 
[17] и тиоловых групп [15]. 

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

Из типичного результата сравни-
тельного исследования свойств одной 
из высокоочищенных форм МАО мозга 
(MAO-II6) больных шизофренией 
(темные столбики) и людей, не стра-
давших при жизни шизофренией (свет-
лые столбики), следует, что данный 
ферментный препарат в норме ката-
лизировал дезаминирование в пробах, 
содержащих оптимальные (подобран-
ные в специальных предварительных 
опытах) концентрации аминов [не! 

только 5-окситриптамин (серотонин) и 
•iM()J)h/MHH/M,! 
го h 

ю 

- И • , 

2-фенилэтиламин, но также гистамин] 
и включал в себя 2 тиоловые группы 
иа 10Г) Д белка (см. рисунок). При ши-
зофрении было отмечено некоторое 
снижение серотониндезаминазной ак-
тивности и содержания тиоловых групп 
при одновременном повышении гиста-
миндезаминазной активности, по 
сравнению с нормой. Инкубация фер-
ментных препаратов при 37°С в тече-
ние 180 мин (при аэробных условиях) 
в норме снижала серотонин- и фенил-
этил а м и нд ез а м и и а з ные а ктивности, 
усиливала дезаминирование гистами-
на, но не изменяла содержания тиоло-
вых групп. При шизофрении инкуба-
ция препаратов МАО мозга в этих же 
условиях приводила к снижению толь-
ко ф с ни л эти л а м и н дез а м и на з ной а к-
ти в ности, но ги ст а м и и дез а миназная 
активность, а также содержание тио-
ловых групп не изменялись. Инкуба-
ция препаратов МАО мозга при 37°С 
в, течение 180 мин в присутствии до-
статочно высокой концентрации ДТТ 
(10 мМ) для предотвращения окисле-
ния тиоловых групп (и восстановления 
образовавшихся продуктов окисления 
тиоловых групп) в норме значительно 
повышала содержание тиоловых групп, 
существенно увеличивая скорость дез-
аминирования 2-фенилэтил амина и 
резко снижая скорость дезаминирова-
ния гистамина при одновременном 
даль не й ш ем с н и ж е н и и серого н и ид е з -

моль/Ю5 

15 

ш 

ю 

а бе о б е / а б е а б в 
К 

о б е и б в 
III 

о б е о б е 
IV 

Дезаминирование биогенных аминов (вертикальная ось слева) и содержание тиоловых 
групп (вертикальная ось справа) в пробах с очищенным препаратом MAO-I I6 из ми-
тохондрий мозга больных шизофренией (темные столбики) и людей, не страдавших 
шизофренией (светлые столбики) без преинкубации (а) , после преинкубации в тече-

ние 3 ч при 37°С (б), в тех ж е условиях в присутствии 10 мМ Д Т Т (в). 
Освобождение аммиаки (в нмоль на 1 мг белка в 1 мин) в пробах с серотоиином креатииинсуль-
фатом (1,5 мМ) ( / ) , 2-феиил-этиламином I-IC1 (0,2 мМ) ( / / ) и гистамииом I1CI (14 мМ) ( Ш ) и ка-
честве субстратов. Содержание тиоловых групп (IV) (в молях на 10й Д белка) определяли после 
гель-фильтрации через сефадекс G-25 (см. |18|). Представлены примеры типичных опытов. К а ж д а я 
цифра — средняя величина но данным 3 параллельных определений. Светлый столбик, отражаю-

щий величину гистамиидезаммназной активности III, в, в 2 раза меньше (0,8) III, а. 

4* 99 



фосфолипидов биомембран) [4]. Вме-
сте с тем результаты этой работы ука-
зывают на наличие определенных, спе-
ц 11 ф и ч и ы х д л я шизофрении особе и но -
стей, а именно на нарушения процес-
са ретрансформации МАО, что не на-
блюдалось при других патологических 
состояниях, сопровождающихся стиму-
ляцией ПОЛ. 

Определенные различия между ак-
тивностью МАО в тканях мозга лю-
дей, не болевших при жизни шизофре-
нией, и таковых пациентов, страдав-
ших шизофренией, наблюдались и ра-
нее [21]. Так, при детальном изуче-
нии распространения МАО (суб-
страт — серотонии) в различных ана-
томических структурах головного моз-
га было установлено, что если при-
нять активность МАО в коре боль-
ших полушарий головного мозга за 
100 %, то в норме активность МАО в 
corpus s t r ia tum существенно (на 30— 
4 0 % ) выше, а при шизофрении, нао-
борот, значительно ниже, чем в коре 
мозга. 
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ON T H E I M P A I R M E N T S O F BRAIN MITO-
C H O N D R I A L M O N O A M I N E O X I D A S E IN 
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V. Z. Gorkin 
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Moscow 

A highly purif ied individual form of mono-
amine oxidase ( M A O - l i b ) has been isolated by 
m e a n s of a f f in i ty c h r o m a t o g r a p h y on AH-Sep ha-
rose 4B af te r solubil izat ion of b iomembranes 
f rom schizophrenic or normal brain t issues. 
The enzyme p repa ra t ions obtained ca ta lyzed de-
aminat ion (both in schizophrenia and normal 
s ta te) not only of serotonin and 2-phcnylethyla-
mine but also of h i s tamine and conta ined about 
2 S H - g r o u p s per 105 da l ton of protein which is 
character is t ic for " t r a n s f o r m e d " MAO with par-
t ial ly oxidized SH-g roups . P re incuba t ion of 
M A O - l l b f rom normal bra in with 10 rnM di-
thiothrei tol caused " r e - t r a n s f o r m a t i o n " of MAO: 
there was a marked decrease in h i s t amine dea-
m i n a t i n g act ivi ty with s imul t aneous increase in 
the MAO act ivi ty and in content of S H - g r o u p s . 
In schizophrenia the r e - t r ans fo rma t ion of MAO 
was impaired: pre incubat ion of M A O - l l b un-
der the s ame condi t ions led to an increase in 
content of S H - g r o u p s and in MAO act ivi ty bu t 
the pre incubat ion with a r educ ing a g e n t did not 
decrease (causing, to the cont ra ry , a marked in-
crease) the deamina t ion of h is tamine . 



тиоловых групп на 105 D белка, согла-
суются с ранее описанными свойства-
ми трансформированной МАО из мозга 
быка [18]. Наши данные о весьма вы-
сокой скорости дезаминирования 2-фе-
нилэтиламина (по сравнению с серо-
тонином) в присутствии МАО-116 со-
гласуются с литературными данными, 
полученными иными методами в опы-
тах с гомогенатами тканей мозга чело-
века [22]. 

Как и следовало ожидать на основа-
нии данных о стимуляции П О Л при 
шизофрении [10], в препаратах МАО 
из мозга людей, страдавших при жиз-
ни этим заболеванием, мы обнаружи-
ли, в частности, снижение серотоиин-
дезамицазной активности и содержа-
ния тиоловых групп при одновремен-
ном повышении гистаминдезаминазной 
активности, по сравнению с нормой. 
Эти данные указывают на возмож-
ность трансформации МАО мозга при 
шизофрении. 

Ранее было показано [18], что ин-
кубация при аэробных условиях в от-
сутствие восстановителей способству-
ет трансформации МАО. С этими дан-
ными согласуются результаты, полу-
ченные в настоящей работе, в опытах 
с препаратами МАО из мозга людей, 
не болевших шизофренией. Однако при 
шизофрении признаки трансфомации 
МАО (в частности, усиление гистамин-
дезаминазной активности) были столь 
значительно выражены, что инкубация 
при аэробных условиях в использован-
ном нами режиме почти не приводила 
к дальнейшему стимулированию транс-
формации МАО. 

Существенные различия в свойствах 
МАО мозга при шизофрении и в нор-
ме были обнаружены в условиях ин-
кубации ферментных препаратов с вос-
становителем ДТТ. В норме мы отме-
тили признаки характерной ретранс-
формации: значительное уменьшение 
гистаминдезаминазной активности при 
одновременном нарастании 2-фенил-
этиламиндезаминазной активности и 
содержания тиоловых групп. Серото-
ниндезаминазная активность, в проти-
воположность ожидаемому, не только 
не нарастала, по д а ж е снижалась. Вы-
яснение возможных причин этого яв-
ления, которое согласуется с наблю-
дениями [4] о высокой лабильности 
серотониндезаминазной активности 
при разнообразных воздействиях на 
препараты МАО, не было предметом 

данной работы. При шизофрении ин-
кубация с ДТТ привела к однотип-
ным, по сравнению с мозгом людей, не 
болевших шизофренией, изменениям 
2-фенилэтиламин- и серотонин дез а ми-
назных активностей и содержания тио-
ловых групп. Но опыты с исследова-
нием гистаминдезаминазной активно-
сти указали иа явное нарушение при 
шизофрении процесса ретраисформа-
ции МАО. Оценить в полной мере воз-
можные последствия этого явления 
для функций мозга пока трудно. Мож-
но предполагать, в частности, что при 
шизофрении в тканях мозга будет уси-
лено дезаминирование гистамина без 
его предварительного метилирования. 
Возможное значение нарушений ги-
стаминергических систем мозга [2] в 
биохимических механизмах развития 
депрессии и шизофрении было пред-
метом обсуждения работ [13, 16]. Ус-
тановлено, что в норме гистаминазная 
активность крайне мала и локализова-
на лишь в определенных структурах 
мозга [20]. Можно допустить, что по-
явление гистаминдезаминазной актив-
ности иных локализаций и мощности 
могло бы иметь определенное патоге-
нетическое значение при шизофрении, 
в частности в связи с известным фак-
том угнетения проявлений аллергии у 
людей, страдающих шизофренией [13]. 

Известно, что направленное повыше-
ние гиста м и идез а м и на з ной а кти в ности 
в тканях сопровождается значитель-
ным уменьшением токсических эффек-
тов гистамина [6, 12]. Предположе-
ния о вероятной патогенетической ро-
ли гистаминдезаминазной активности в 
мозге больных шизофренией можно 
было бы проверить косвенно, напри-
мер клинико-фармакологическими ме-
тодами с использованием ингибиторов 
трансформированных МАО (в частно-
сти, гидразина и его производных) [4] 
в качестве возможных лекарственных 
средств при шизофрении. 

Полученные в настоящей работе 
данные согласуются с представления-
ми о трансформации МАО как процес-
се, не специфичном для какого-либо 
одного заболевания, но имеющем ме-
сто при развитии разнообразных пато-
логических состояний, когда создают-
ся благоприятные условия для частич-
ного окисления тиоловых групп бел-
ков (в первую очередь в результате 
стимуляции перекисного окисления не-
предельных жирнокислотных ацилов 

103 



дение исследуемого белка следующи-
ми солями: хлоридами цинка и бария 
(в концентрации от 2 до 20 % ) , суль-
фатами цинка (в концентрации от 5 
до 35 %) и меди (в 10 % концентра-
ции) . Белок высаливается сульфатом 
аммония в интервале 50—70 % насы-
щения. Другие изучаемые соли этот бе-
лок пе осаждают. 50 % растворы 
спирта и ацетона не осаждают данный 
антиген при 0 ° С, по дают возмож-
ность отделить значительную часть 
балластных белков. 

Исследуемый ЭСА не разрушается 
при действии Д Н К а з ы и Р Н К а з ы , но 
теряет свою антигенную активность 
при действии трипсина. Мол. масса 
белка, определенная методом гель-
фильтрации, равна 290 000 ± 5000 
дальтоп. 

Поскольку действие эстрогенов 
опосредуется через стереоспецифичес-
кпе клеточные рецепторы этих гормо-
нов, обнаружение ЭСА может послу-
жить основой для изучения иммуиохи-
мическими методами взаимоотношений 
развивающейся опухолевой ткани че-
ловека п эстрогенных гормонов, отра-
ж а ю щ их ф у и к ц и о и а л ь и о е состоя и и е 
малигнизи р о в а нной т к а ни. 

Изучение физико-химических свой-
ств ЭСА позволяет отделить его от ос-
новной массы балластных белков и 
выделить в полуочищенном виде, что 
дает возможность получения моиоспе-
цифических антисывороток к ЭСА для 
дальнейшего изучения его биологичес-
кой роли в организме. 
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H u m a n es t rogen-b ind ing a-g lobul in (EBG) 
w a s shown to be a thermolabi le glycoprotein 
with molecular mas s of 290,000 dal tons , i ts 
isoelectric point occurred at pi 6.02-6.04. The 
globulin w a s sal ted out with 50-70 % ol am-
monium sulfa te . Some organ ic and inorganic 
acids precipitated EBG. DNAasc and RNAase 
did not affect the glycoprotein but t rypsin 
hydrolyzed its molecule. The EBG prepara t ion 
obtained may be used for product ion of mono-
specific an t i se rum in order to s tudy the gly-
coprotein func t ions in a body. 
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А. В. Каменец, Г. А. Олефиренко 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ ИММУНОХИМИЧЕСКИЙ А Н А Л И З 
4 РАСТВОРИМЫХ АНТИГЕНОВ ЭРИТРОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ 

КОРОНАРНЫМ АТЕРОСКЛЕРОЗОМ 

II М М И им. IT. И. Пирогова 

Несмотря па многочисленные иссле-
дования, и и теме и в н о п р о в од и мые во 
всем мире, этиология и патогенез ате-
росклероза до сих пор остаются неяс-
ными; в настоящее время существует 
более 25 теорий патогенеза этого за-
болевания, к а ж д а я из которых по-сво-
ему трактует ведущее звено патологии 
[1]. За последние годы особое внима-
ние обращают на изменение функцио-

нального и морфологического состоя-
ния эритроцитов при атеросклерозе, в 
частности в связи с избыточным на-
коплением холестерина в эритроцитар-
ной мембране [2]. Молекулярные ос-
новы изменений функционального сос-
тояния эритроцитов при атеросклеро-
зе изучены недостаточно, что связано 
с ограниченностью используемых мето-
дических подходов [2] . 
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Ф И 3 И КО-Х И М И Ч Е С КО Е И ЗУ Ч Е Н И Е Э СТ РО ГЕ Н С В Я 3 Ы В А Ю Щ Е ГО 
а -ГЛОБУЛ И НА ЧЕЛОВЕКА 

Кафедра биохимии и проблемная лаборатория по иммунохимии злокачественных и эмб-
риональных тканей II М М И им. Н. И. Пирогова 

Стероидные гормоны, будучи регу-
ляторами клеточного метаболизма , уча-
ствуют т а к ж е в дифференцировке ор-
ганов н тканей в норме и при патоло-
гии [2, 3] . Высокоизбирателы-юе ре-
гуляториое влияние стероидных гормо-
нов осуществляется в процессе вза-
имодействия с белками-рецепторами 
[ 81. М о ж и о 11 р ед п ол о ж ит ь, что п р и 
канцерогенезе происходит существен-
ное качественное и количественное из-
менение белков, связывающих стеро-
идные гормоны. Изучение стероидсвя-
зывающих белков представляет инте-
рес для более глубокого понимания 
патогенетических механизмов малиг-
н из а ци и. 

Одним из белков, связывающих 
гормоны, является эстрогеисвязыва-
ющий (1-гликопротеид, который обна-
руживается в экстрактах и сыворот-
ках крови больных с опухолями почек 
[4 ] . 

Цель данной работы — изучить фи-
зико-химические свойства эстроген-
связывающего а-глобулина (ЭСА) че-
ловека. 

М е т о д и к а 

ЭСА выделяли из бутаиольного экстракта 
абортивного материала человека методом аф-
финной хроматографии на сорбенте, содержа-
щем иммобилизованный иа сефарозе 4В 17-эс-
традиол. Эстрадиол коиъюгировали с сефаро-
зой 4В с помощью триазинового метода им-
мобилизации [5]. 

Бутанольный экстракт пропускали через ко-
лонку с 50 мл приготовленного сорбента. Элю-
цию проводили I М раствором NaCl, собирая 
фракции по 5 мл. Оптическую плотность вы-
ходящих фракций контролировали при помо-
щ и проточного денситометра «Uvicord S» 
(фирма «LKB», Швеция) при 280 нм. 

Выделенным препаратом эстрогенсвязываю-
щего белка проводили иммунизацию кроликов 
по обычной схеме с адъюваитом Фрейнда. По-
лученную аитисыворотку истощали белками 
плазмы доноров и получали моноспецифиче-
скую тест-систему с препаратом, который ис-
пользовали для иммунизации. 

Иммупохимическое изучение эстрогенсвязы-
вающего белка проводили методом иммуио-
диф(|)узии с применением стандартной тест-си-
стемы, как описано Н. И. Храмковой и Г. И. 
Абелсвым [71; чувствительность метода со-
с т а в л я л а около 5 мкг/мл. Р я д физико-химиче-

ских свойств изучали методом окрашивания 
линии преципитации для выявления углеводно-
го и липидного компонентов [6 | , а т а к ж е пу-
тем воздействия на ЭСА человека некоторых 
о с а ж д а ю щ и х веществ (см. рисунок на вклей-
ке) . Молекулярную массу белка [1 | опреде-
ляли методом гель-фильтрации на сефадсксе 
G-200 с последующим иммуиодиффузиоиным 
изучением фракций. Т а к ж е изучали устойчи-
вость белка к воздействию ряда ферментов. 

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

Физико-химические свойства ЭСА 
представлены в таблице. Этот белок 
я в л я етс я г л и к о и р оте и дом, окрашива-
ющимся по методу Ш и ф ф а с примене-
нием йодной кислоты [6] , и не содер-
жит липидного компонента, термола-
б и л е н, отн о сите л ь н а я э л е кт р о ф ор ети ч е-
екая подвижность изучаемого белка по 
сравнению с альбумином составляет 
0,88zb0,07, что соответствует таковой 
сывороточных u-глобулипов. Методом 
изоэлектрического фокусирования уста-
новлено р! 6,02 и 6,04. 

Как видно из таблицы, ЭСА осаж-
дается 2 % трихлоруксусной, 0,2 М 
еульфосалициловой, 0,3 М хлорной и 
0,25 М фосфор повольфрамовой кисло-
тами, но растворим в 0,4 % водном 
риваноле. Т а к ж е было изучено осаж-

Отношение ЭСА к действию осаждающих 
реагентов 

Наличие ЭСА 
Реагент, воздействующий в надоса-на белок в надоса-на белок в осадке дочной 

фракции 

Трихлоруксусная кисло-
та 2 % + — 

Сульфосалициловая кис-
лота 0 ,2 М 

Сульфосалициловая кис-
лота 0 ,2 М + — 

Хлорная кислота 0 ,3 М + — 

Фосфориовольфрамовая 
кислота 0 ,25 М + — 

Риванол 0 , 4 % + 
ZnCl2 ( 2 , 5 — 2 0 % ) — + 
ZnSO, ( 5 — 3 5 % ) — + 
ВаС12 ( 3 - 3 0 %) — + 
CuSO / t 1 0 % — + 
Раствор сульфата аммо-

ния 50 % насыщения — + 
Раствор сульфата аммо-

ния 70 % насыщения + 
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Г* Т а б л и ц а 

Сравнительная физико-химическая характеристика РАЭ 

Свойства РАЭ РАЭ-1 РАЭ-2 РАЭ-3 РАЭ-4 

Молекулярная масса, дальтон 80 0 0 0 ± 9 000 130 0 0 0 ± 1 5 000 60 0 0 0 ± 5 000 80 0 0 0 ± 6 000 
Относительная электрофорети-

ческая подвижность 0 , 4 6 ± 0 , 0 3 0 , 3 1 ± 0 , 0 3 0 , 3 7 ± 0 , 0 2 0 , 5 6 ± 0 , 0 3 
Окраска на гликопротеиды + + — -L Р 
Окраска на липоиротеиды — — — — 

Связывание с КонА-сефарозой + — — + 
Термолабильпость + + + -Ь 
Высаливание сульфатом аммо-

ния, % насыщения 30—55 3 5 - 6 0 30—55 30—50 
Осаждение 0 , 4 % риванолом + — — + 
Осаждение 0,6М сульфосалици-

+ ловой кислотой + + + ~г 
Осаждение 2 % трихлоруксус-

ной кислотой + + + 
Устойчивость к действию трип-

сина + I ~г 

фу. Характерной особенностью РАЭ-1 
является его устойчивость к протеоли-
т и ч ее ком у деист в и ю т р и и с и и а. Ка к 
видно из табл. 1, РАЭ-2 представля-
ет собой наиболее крупный из 4 иден-
тифицированных РАЭ термолабиль-
ный |32-гликопротеид с мол. массой 
130 000 дальтон, устойчивый к воздей-
ствию 0,4 % риванола. Несмотря на 
то что РАЭ-2 дает положительное ок-
рашивание па гликопротеиды, он не 
связывается с КоиА-сефарозой и осаж-
дается сульфосал ициловой кислотой. 
В отличие от РАЭ-1 РАЭ-2 разруша-
ется под действием трипсина. 

РАЭ-3 представляет собой термо-
. лабильный р-глобулин, устойчивый к 
воздействию трипсина и осаждению 
риванолом (см. табл. 1). В составе 
РАЭ-3 с помощью использованных 
методов нам пе удалось выявить уг-
леводный или липидный компонент. 

Как видно из табл. 1, РАЭ-4 явля-
ется термолабильным а2-гликопроте-
идом, который осаждается риванолом, 
сульфосалициловой п трпхлорудсусной 
кислотами и весьма чувствителен к 
действию т р и п с и и а. 

Содержание всех 4 идентифициро-
ванных РАЭ в эритролизате, приготов-
ленном путем однократного заморажи-
вания и оттаивания, практически пе 
отличалось от такового при использо-
вании длительной процедуры экстрак-
ции с применением в качестве детер-
гентов тритона Х-100 п твина-80 [3], 
что свидетельствует об отсутствии 
тесной связи РАЭ-1, РАЭ-2, РАЭ-3 и 
РАЭ-4 с мембранами эритроцитов. 

Г1 р и с р а в и и т е л ь н о м и м м у н о д и ф ф у -
зионном анализе РАЭ-1, РАЭ-2, РАЭ-
3 и РАЭ-4 не давали перекрестных 
иммунологических реакций между со-
бой, а также с гемоглобином. В пре-
делах чувствительности стандартных 
тест-систем эти антигены ие были об-
наружены в сыворотках крови здоро-
вых доноров, но закономерно опреде-
лялись во всех без исключения образ-
цах гемолизатов, в связи с чем иден-
тифицированные и а м и РАЭ пел ьзя 
отнести к изоантигенам. Содержание 
всех 4 РАЭ в гемолизатах новорож-
денных и плодов второй половины бе-
ременности практически было таким 
же, как и у взрослых людей. Не вы-
явлено заметных отличий содержания 
этих антигенов в гемолизатах лиц с уда-
ленной селезенкой (показаниями для 
операции были травмы и болезнь Вер-
льгофа) . 

При определении РАЭ у больных 
коронарным атеросклерозом (табл. 2) 

Т а б л и ц а 2 

Сравнительный и м м у н о д и ф фу з и он н ы й а и а л и з 
4 РАЭ в гемолизатах больных коронарным 

атеросклерозом, мг% 

РАЭ 
Здоровые 

доноры 
( / 2 = 9 ) 

Острый ин-
фаркт мио-

карда 
(/г = 24) 

Коронарный 
атеросклероз 

с постии-
фарктным 

кардиоскле-
розом ( /г= 1 9) 

РАЭ-1 2 7 , 5 ± 4 , 5 4 3 , 6 ± 5 , 3 2 5 , 9 ± 2 . 1 
РАЭ-2 9 4 , 0 ± 1 1 , 5 1 5 8 , 7 ± 1 4 , 0 * 187, 5 ± 2 9 , О* 
РАЭ-3 16 ,8 ± 1 , 9 1 8 , 0 ± 1 , 1 1 7 , 7 ± 2 , 6 
РАЭ-4 8 , 5 ± 1 , 2 9 , 3 ± 0 , 6 10, 1 ± 0 , 8 

* Разница статистически достоверна (/->•<0,05) по 
сравнению с группой контрольных доноров. 
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Следует отметить, что в метаболиз-
ме эритроцитов принимает участие, 
помимо гемоглобина, множество ве-
ществ белковой природы, в частности 
разнообразных ферментов [4]. Ранее 
нами был применен для характеристи-
ки функционального состояния лейко-
цитов крови комплексный имму но хи-
мический тест на систему растворимых 
антигенов лейкоцитов [3]. Представля-
ется целесообразным разработать для 
характеристики функционального сос-
тояния эритроцитов аналогичный ком-
плексный иммунохимический тест па 
систему растворимых антигенов эрит-
роцитов (РАЭ) и с его помощью ис-
следовать статус эритроцитарного зве-
на при атеросклерозе. 

Целью настоящей работы является 
попытка сравнительного иммулохими-
ческого исследования на основе огра-
ниченной системы из 4 индивидуаль-
ных РАЭ, и д е и т и ф и ц и р о в а и н ы х нам и 
к настоящему времени, функциональ-
ного состояния эритроцитов при не-
которых формах коронарного атеро-
склероза. 

М е т о д и к а 

Эритроциты отделяли от лейкоцитов с по-
мощью осаждения фитогемагглютииином. Эрит-
ролизат получали путем однократного замо-
раживания и оттаивания. Сравнительные ис-
следования индивидуальных РАЭ у больных 
атеросклерозом проводили на цельных гемоли-
затах, приготовленных аналогичным спосо-
бом [3]. 

Схема иммунизации кроликов и определе-
ния физико-химических параметров белков 
описаны нами ранее [3]. Так, для определения 
углеводного компонента в молекулах антигена 
применяли окрашивание линий преципитации 
реактивом Шиффа под контролем сывороточ-
ного спектра белков и известных гликопротеи-
дов (орозомукоида, трофобластического р-гло-
булина) , а т а к ж е проводили тест на связыва-
ние с конканавалинА-сефарозой (КонА-сефаро-
за ) . Молекулярную массу антигенов опреде-
ляли методом тонкослойной хроматографии на 
сефадексе G-200 с иммуиопроявлением, для 
чего слой сефадекса снимали последовательно 
полосами в 1 см перпендикулярно направле-
нию пробега антигенов и вносили в лунку в 
агаровом геле, где антигены определяли с по-
мощью иммуподиффузиониого анализа , тести-
руя их соответствующими моноспецифически-
ми антисыворотками. Указанная модификация 
позволяет определять молекулярную массу ис-
следуемых антигенов без предварительного по-
лучения очищенных препаратов антигенов, при-
чем при построении калибровочной кривой эта-
лонные белки с известной молекулярной мас-
сой т а к ж е можно предварительно не выде-
лять из белковых смесей, если к ним имеются 
стандартные моноспецифические тест-системы. 
В качестве эталонных белков были использо-

ваны такие хорошо изученные протеины, как 
сывороточный альбумин человека, иммуногло-
булин А, трофобластический р-глобулин, пла-
центарный лактоген, а-фетопротеии, цитохром 
С, сывороточный «2-макроглобулин и «]-анти-
трипсин. 

Термолабильность антигенов определяли пу-
тем прогревания проб при различной темпера-
туре в течение 0,5 ч. Относительную электро-
форетическую подвижность антигенов опреде-
ляли сравнительно с сывороточным альбу-
мином. 

Моноспецифические антисыворотки к РАЭ 
получали путем иммунизации кроликов соот-
ветствующими полуочищенными препаратами с 
добавлением алюмокалиевых квасцов в каче-
стве адъюваита и истощением полученных им-
мунных сывороток смешанной плазмой доно-
ров и лейколизатом. Полноту истощения анти-
сывороток и их моноспецифичиость подтверж-
дали параллельно в иммуноэлектрофорезе и с 
помощью иммуиодиффузиоиного анализа. 
Принцип приготовления полуочищенного пре-
парата РАЭ-1 для иммунизации заключался в 
сорбции на КонА-сефарозе из триисинизиро-
ваиного эритролизата этого антигена с после-
дующей элюцией, диализом и лиофилизацией. 
Принцип получения препарата РАЭ-2 состоял 
в переосаждении риванолового фильтрата из 
эритролизата сульфатом аммония (60 % насы-
щения) , а препарат РАЭ-3 для иммунизации 
получали аналогично, по из предварительно 
трипсинизироваиного эритролизата. Полуочи-
щенный препарат РАЭ-4 приготовляли с по-
мощью адсорбционной хроматографии на као-
лине (элюция 10 % раствором углекислого 
натрия) с последующим переосажденнем полу-
иасыщениым раствором сульфата лммония, 
диализом и лиофилизацией. 

Иммунодиффузионный анализ проводили с 
использованием стандартных моиоспецифиче-
ских тест-систем [5 | , чувствительность кото-
рых для РАЭ-1, РАЭ-3 и РАЭ-4 принимали 
равной 0,5 мг%, а для РАЭ-2 — 1,0 мг%. 

Венозную кровь брали в первые часы пос-
ле поступления больных в стационар до нача-
ла лечения. Диагноз ставили на основании дан-
ных клинического и лабораторного обследова-
ния. Выделение группы больных с хроническим 
течением коронарного атеросклероза при на-
личии постиифарктного кардиосклероза свиде-
тельствовало, по нашим представлениям, об 
определенной «злокачественности», атероскле-
ротического процесса. 

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

С помощью моноспецифической аи-
тисыворотки к РАЭ-1 в составе эритро-
лизата из венозной крови доноров был 
идентифицирован pi-глобулин, физико-
химическая характеристика которого 
представлена в табл. 1. Этот термола-
бильиьтй антиген (полностыо теряет 
свою антигенную активность при на-
гревании до 65° С) легко осаждается 
риванолом, сульфосалициловой и три-
хлоруксусной кислотами. РАЭ -1 име-
ет гликопротеидную природу, посколь-
ку связывается с КопА-сефарозой и 
положительно окрашивается по Шиф-
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[5], что согласуется с эффективным 
ограничением отмеченных процессов с 
помощью ингибиторов П О Л [4]. 

Данная работа посвящена сопостав-
лению динамики синтеза Р Н К и репа-
ративного синтеза Д Н К при стрессе с 
целью выявления временных соотно-
шений и взаимосвязи этих процессов. 

М е т о д и к а 

Работу проводили на крысах-самцах линии 
Вистар, голодавших в течение суток до и во 
время эксперимента. Работу выполняли в ян-
в а р е - ф е в р а л е . Стрессориое воздействие осу-
ществляли путем фиксации животных на спи-
не [10] в течение 1, 2 и 6 ч. 

Классическим методом выявлении повреж-
дения Д Н К в виде ее одиоиитевых разрывов 
является седиментация Д Н К в щелочном гра-
диенте сахарозы [13]. Таким способом было 
установлено повреждение Д Н К при эмоцио-
нально-болевом стрессе [4]. Этот метод, од-
нако, оказался недостаточно чувствительным 
для выявления повреждений Д Н К при более 
слабом им мобилизационном воздействии, ис-
пользованном в данной работе. Поэтому мы 
обратились к технике седиментации депротеи-
низированных ядер (нуклеоидов), основанной 
на снижении компактности Д Н К в ядрах и 
соответствующем снижении скорости их осаж-
дения в нейтральном сахарозном градиенте 
при появлении разрывов Д Н К [91. Ядра вы-
деляли в присутствии Э Д Т А [11]. Д Н К вы-
деляли с хлороформом [12]. Состав оснований 
Д Н К , в том числе содержание 5-метилцитози-
на ( М Ц ) , определяли с помощью тонкослой-
ной хроматографии | 1 | . 

Д л я оценки репаративного синтеза Д Н К за 
1,5 ч до декапитации животным внутрибрю-
1 пин но под легким эфирным наркозом (как и 
в контроле) вводили оксимочевину, ингибиру-
ющую полукоисервативиый синтез Д Н К [14], 
в дозе 50 мг/мл 0 ,9% NaCl рН 7,4 на 100 г 
массы, через 0,5 ч после чего вводили 3Н-ти-
мидин в дозе 250 мкКи/мл 0,9 % NaCl на 
100 г массы. 

Д л я оценки синтеза Р Н К тем ж е живот-
ным за 0,5 ч до забоя т а к ж е внутрибрюшинно 
вводили | 4С-уридип в дозе 100 мкКи/мл 0,9 % 
NaCl на 100 г массы. 

Извлеченные органы гомогенизировали на 
холоду в 10 объемах раствора, содержащего 
0,15 М NaCl, 0,024 М ЭДТА, 1 % додецилсуль-
фат натрия pIT 7,4. Гомогеиат фильтровали че-
рез 4 слоя марли и центрифугировали в тече-
ние 10 мин при 5000 g. Осадок отбрасывали. 
К иадосадочной жидкости добавляли 2,5 объ-
ема этанола и выпадающий осадок, содержа-
щий нуклеиновые кислоты, вновь растворяли в 
0,015 М NaCl рН 7,4 с последующими пере-
осаждениями спиртом. Далее материал частич-
но депротеинизировали и подвергали щелочной 
обработке для разделения Д Н К и Р Н К [15] 
с последующим нанесением на миллипоровые 
фильтры с размером пор 0,45 мкм. ДНК-со-
д е р ж а щ и й материал наносили в виде осадка, 
а рибонуклеотиды - продукты щелочного гид-
ролиза Р Н К (0,5 и .КОН) -наносили на филь-
тры при подсушивании в токе воздухе с гид-
ролизатом после его нейтрализации 1,5 Н.НСЮ4 
и удаления перхлората центрифугированием. 

Радиоактивность просчитывали в сцинтиллято-
ре, содержащем 4 г Р Р О , 400 мг Р О Р О Р . 
300 мл метилцеллосольва и 700 мл толуола. 
В целях сопоставимости расчет радиоактивно-
сти в обоих случаях производили на количе-
ство Д Н К , определявшееся в реакции с ди-
фениламином [7] . 

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

Как видно из представленных на 
рис. I данных, в результате экспери-
ментов, проведенных с использованием 
ядер миокарда, выявлено, что 6-часо-
вой иммобилизационный стресс сопро-
вождается появлением разрывов Д Н К , 
которое снижает ее молекулярную мас-
су и плотность внутриядерной упаков-
ки, что следует из смещения зоны се-
диментации ядер из миокарда под-
опытных животных к вершине гради-
ента по сравнению с таковым в конт-
роле. При этом профиль седиментации 
в контроле представлен одним пиком, 
а в группе подопытных животных -
тремя, что свидетельствует в пользу 
гетерогенности ядер по резистентности 
к повреждающему (скорее всего сво-
боднорадикальиому) воздействию. 
В определенной мере отмеченные раз-
рывы Д Н К можно отнести за счет сни-
жения содержания М Ц в Д Н К под-
опытных животных. Так, в норме в 
Д Н К миокарда и печени содержание 
этого основания составляло 1 ,00± 
±0 ,01 %, а после 6-часового стресса в 
Д Н К миокарда оно снизилось до 
0 , 8 2 + 0 , 3 % , а в Д Н К печени — до 
0 ,87±0,02 %. Отличий в содержании 
других азотистых оснований Д Н К при 
этом не обнаружено. Независимо от 
того, вызвано ли снижение содержания 
М Ц в Д Н К действием нуклеаз или сво-
бодных радикалов, результатом может 
быть однонитевый разрыв Д Н К , т. е. 
ее инцизирование. 

0,04- 1 

0,03 • 

0,02 ~ 
0,01 

7 3 5 7 3 11 13 15 17 

Рис. I. Профили седиментации нуклеоидов, 
полученных из миокарда контрольных (У) п 
подопытных (подвергавшихся иммобилизации) 

(2) крыс. 
По оси абсцисс — номера фракций (начиная от дна 
центрифужной пробирки); по оси о р д и н а т - - о п т и ч е -
ская плотность при 260 им, измеренная после лизиса 
нуклеоидов путем добавлении к фракциям г р а д и е н т 

•/а объема 0,2 н. NaOH. 
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не удалось выявить статистически до-
стоверных изменений содержания в ге-
молизатах РАЭ-1, РАЭ-3 ц РАЭ-4 по 
сравнению с контрольной группой здо-
ровых допоров. В то же время уста-
новлено статистически достоверное по-
вышение уровня РАЭ-2 как при ост-
ром инфаркте миокарда (более чем 
в 1,5 раза ) , так и при хроническом 
коронарном атеросклерозе с постин-
фарктным кардиосклерозом (в 2 раза) . 
На наш взгляд, это представляет осо-
бый интерес, поскольку, как известно 
[4], в циркулирующих эритроцитах не-
возможен синтез каких-либо белков в 
связи с отсутствием нуклеиновых кис-
лот (в метаболизме эритроцитов ис-
пользуется, в частности, набор фер-
ментов, синтезированных в клетках 
костного мозга, т .е . на той стадии 
процесса, когда эритроцит имел ядро) . 

Наиболее вероятным представляет-
ся предположение, что при атероскле-
розе происходят определенные измене-
ния в кроветворении, приводящие к 
выбросу в кровь эритроцитов с изме-
ненным содержанием некоторых внут-
риклеточных белков (скорее всего 
ферментов). Носят ли эти изменения 
компенсаторный характер или имеют 
непосредственное отношение к атеро-
генезу, остается неясным, поскольку 
функциональное значение РАЭ-2 пока 
не расшифровано. Конечно, теорети-
чески полученные результаты могут 
быть интерпретированы па основе и 
других допущений. Например, можно 
предположить, что при атеросклерозе 
происходит укорочение периода полу-
жизни эритроцитов с более низким со-
держанием РАЭ-2, или можно исхо-
дить из предположения о существова-
нии определенных клонов эритроци-
тов, метаболизм которых существенно 
различается (в одних эритроцитах 

РАЭ-2 есть, в других нет вообще). 
При таком допущении во главу угла 
встанет активация клона предшествен-
ников эритроцитов, содержащих РАЭ-2. 

Таким образом, с помощью разра-
ботанного комплексного иммунохими-
ческого теста на систему из 4 индиви-
дуальных РАЭ нами установлены из-
бирательные изменения в спектре этих 
антигенов при развитии коронарного 
атеросклероза за счет резкого увели-
чения содержания РАЭ-2 в эритроци-
тах. Диагностическое значение имму-
нохимического теста иа РАЭ-2 для 
объективной оценки степени тяжести 
атеросклеротического процесса под-
лежит специальному дополнительному 
изучени ю. 
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rashko, A. P. Baranov, A. V. Kamenets, 

G. A. Olefirenko 

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

Four individual soluble an t igens were iden-
tified in h u m a n erythrocytes . According to the 
universa l ly accepted classif icat ion these anti-
gens were denoted as RAE-1, RAE-2, RAE-3 
and RAE-4. Physico-chemical proper t ies of the 
an t igens were s tudied. The immunoassay exhi-
bited tha t level of RAE-2 w a s increased in pa-
t ients with coronary atherosclerosis . 
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СООТНОШЕНИЕ ТРАНСКРИПЦИИ И РЕПАРАЦИИ Д Н К 
ПРИ СТРЕССЕ 

Институт общей патологии и патологической физиологии А М Н СССР, Москва 

Ранее выполненное исследование по-
казало, что при эмоционально-болевом 
стрессе после короткого периода угне-
тения синтеза Р Н К и белка следует 
длительная активация этих процессов 

[6]. Одновременно наблюдается по-
вреждение Д Н К с последующей акти-
вацией ее репаративного синтеза [2] 
как следствие выраженной активации 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
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Stress-induced DNA breaking may occur 
partial ly as a result of decrease in 5-methyl 
cytosine content. Posts t ressory activation of 
transcription was shown to follow the stimula-
tion of the DNA repair synthesis. The processes 
studied involved two phases and were tissue-
dependent. 
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И. В. Маслова, H. В. Шевченко, А. И. Балаклеевский 

ОБМЕН ЛЦЕТИЛХОЛ И НА И у-АМИ НОМАСЛЯ НОЙ КИСЛОТЫ 
В БАЗАЛЬНЫХ ГАНГЛИЯХ И ЛИМБИЧЕСКОЙ КОРЕ МОЗГА 

КРЫС НА РАЗЛИЧНЫХ СТАДИЯХ ФОРМИРОВАНИЯ 
АЛКО ГОЛЬ Н О Й ЗАВИСИМО СТИ 

Проблемная лаборатория биохимии нейрогормоиов Минского медицинского института 

Выявление и анализ нарушений в об-
мене нейромедиаторов мозга при алко-
голизме, изменений состояния отдель-
ных нейромедиаторных систем и осо-
бенно их взаимодействия в структурах 
мозга на различных стадиях развития 
алкогольной зависимости имеют пер-
востепенное значение как для понима-
ния механизмов патогенеза, так и для 
изыскания новых методов и средств 
лечения алкоголизма [1, 6, 11, 20]. По-
казаны важная роль нейромедиатор-
ных систем катехоламинов (дофамина, 
норадреналина) , серотонина и энкефа-
линов в механизме развития влечения 
к алкоголю и значительные изменения 
в состоянии этих систем при хрониче-
ской алкоголизации животных [1, 3, 6, 
20]. 

Имеющиеся в литературе данные о 
состоянии обмена -у-аминомасляной 
кислоты (ГАМК) и ацетилхолина в 
мозге при хронической алкоголизации 
весьма противоречивы, что, очевидно, 
в значительной степени определяется 
различиями использованных авторами 
моделей алкоголизации, видов живот-
пых, исследуемых структур мозга 
и т. д. [11, 29]. Не обнаружено значи-
тельных различий в обмене и трапе-
порте ГАМК в коре больших полуша-
рий и базальных ганглиях мозга крыс, 
предпочитающих этанол или воду [5]. 
Однако при хроническом потреблении 

п о 

раствора этанола в мозге мышей, пред-
почитающих этанол воде, уже через 
2 нед обнаруживается снижение числа 
рецепторов с низким сродством к 
ГАМК [26], а через 7 мес снижаются 
плотность и особенно чувствитель-
ность бензодиазепиновых рецепторов 
[16], через которые, как полагают, 
реализуются угнетающие влияния на 
нейрональные структуры мозга. 

Отмечается также ослабление тор-
мозных регуляториых влияний со сто-
роны ГАМК-рецепторов на активность, 
дофаминовых нейронов в базальных 
ганглиях и лимбической коре мозга 
после длительного (5 и 9 мес) потреб-
ления крысами этанола [21]. 

В мозге мышей с генетически обу 
словленной предрасположенностью к 
потреблению алкоголя обнаружены бо-
лее высокое содержание и скорость 
синтеза ацетилхолина и уменьшение 
активности ацетилхолинэстеразы 
(АХЭ), причем после введения таким 
животным ингибитора синтеза ацетил-
холина наблюдается снижение потреб-
ления ими этанола [19]. Химическое 
разрушение серотонинергических ней-
ронов в мозге таких мышей приводит 
к резкому возрастанию потребления 
ими алкоголя, которое вновь нормали-
зуется после угнетения синтеза ацетил-
холина [19]. Выявлены реципрокные 
отношения в изменении активности до-



Рис. 2. Динамика интенсивности PC Д Н К 
(в имп /мин /мг Д Н К - Ю - 2 ) после иммобилиза-

циоииого стресса. 
Стандартное отклонение представленных значений в 
пределах 8%. По оси абсцисс — время (в ч от нача-
ла стрессориого воздействия). В контроле — суточные 
колебания в пределах ошибки. / печень; 2 — мозг; 

3 — почки; 4 — сердце; 5 — селезенка. 

Инцизирование Д Н К , по-видимому, 
наблюдается не только в исследован-
ной временной точке (т. е. сразу после 
окончания 6-часового стрессориого 
воздействия), но и раньше, что видно 
из динамики репаративного синтеза 
(PC) Д Н К , представленной на рис. 2. 
Стресс вызывает активацию PC во 
всех исследованных органах, но в раз-
ной степени. В норме уровни PC (по 
нисходящей) располагаются в следую-
щей последовательности: печень, почки, 
мозг, сердце, селезенка. Активация PC 
развивается в две фазы. Первая — ко-
роткая, пик которой приходится на 
1—2 ч от начала стрессориого воздей-
ствия, вторая — длительная, завер-
шающаяся через 2 сут от начала воз-
действия. В первую фазу активация 
PC наиболее выражена в тканях мозга 
и менее — в ряду селезенка, почки, пе-
чень, сердце. Вторая фаза активации 

Рис. 3. Динамика синтеза Р Н К после иммо-
билизационного стресса. 

По оси ординат — радиоактивность материала, содер-
жащего рибоиуклеотиды — продукты щелочного гид-
ролиза РНК — в расчете иа ДНК (имп/мин/мг 
ДНК • К)-1). В контроле — суточные колебания в пре-
делах ошибки, не превышающей 10 % от представлен-
ных значений. Остальные обозначения те же, что на 

рис. 2. 

PC в печени, почках и сердце выраже-
на не менее, чем первая, но в тканях 
мозга и селезенки это явление выра-
жено меньше. 

Результаты исследования уровня 
синтеза Р Н К показывают (рис. 3), что 
по этому признаку исследованные ор-
ганы в норме располагаются в следую-
щей последовательности: печень, поч-
ки, сердце, мозг, селезенка. Стресс вы-
зывает активацию транскрипции во 
всех органах, за исключением селезен-
ки. Активация транскрипции развива-
ется в две фазы. По интенсивности пер-
вая фаза сильно выражена в тканях 
мозга и в почках, достаточно отчетли-
во выражена в печени и слабо — в 
сердце и селезенке. Вторая фаза наи-
более значительно выражена в сердце, 
достаточно отчетливо выражена в пе-
чени и мозге и слабо выражена в селе-
зенке и почках. 

При сопоставлении PC и синтеза 
Р Н К по исследованным органам пря-
мой корреляции их уровней не наблю-
далось, из чего, однако, не следует, что 
эти процессы не имеют взаимосвязи. 
Так, например, по нашим данным (см. 
рис. 2, 3), фазы постстрессорной акти-
вации транскрипции, как правило, от-
стают от соответствующих фаз PC и 
никогда их не опережают, в чем усмат-
ривается аналогия с радиационным 
воздействием, при котором установле-
но явление активации транскрипции 
после умеренного повреждения матри-
цы Д Н К | 8 | . В свете современных 
представлений [3] это явление можно 
объяснить тем, что разрывы полинукле-
отидной цепи облегчают расхождение 
комплементарных цепей Д Н К , что спо-
собствует связыванию молекул РНК-
полимеразы и ее продвижению в ходе 
транскрипции. 
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гировали 10 мин при 3000 об/мин; надосадоч-
ную фракцию экстрагировали хлороформом 
(1:1 об/об) , водный слой высушивали при 
Ю0°С в фарфоровых тиглях досуха. Разгон-
ка аминокислот проводилась на бумаге Г № 3 
( Г Д Р ) в системе бутанол — уксусная кисло-
та — вода (4:1:5). 

После окраски пятна аминокислот элюиро-
вали 3 мл 0,005 % раствора сульфата меди в 
75 % растворе этанола. Оптическую плотность 
измеряли на микроколоримстре при 54 нм. 

Активность глутаматдекарбоксилазьт Г Д К 
и ГАМК-аминотраиеферазы (ГАМК-Т) опреде-
ляли описанными методами [8,12] с хромато-
графическим разделением и колориметричес-
ким определением содержания целевых про-
дуктов ферментных реакций. 

Об активности Г Д К судили по приросту 
ГАМ К, используя в качестве субстрата L-
глутампиовую кислоту. Активность ГАМК-Т 
измеряли по накоплению глутамата с исполь-
зованием ГАМ К и сс-кетоглутаровой кислоты 
в качестве субстратов. После часовой инку-
бации при 37 °С пробы обрабатывали, как и 
при определении аминокислот. Содержание 
белка определяли по методу Лоури [22]. Ре-
зультаты опытов обрабатывали статистически 
с: расчетом критериев t и Р [10]. 

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

В таблице представлены показатели 
обмена ГАМК и ацетилхолина в ба-
зальных ганглиях мозга крыс у конт-
рольных, «малопьющих» и «многопыо-
щих» животных. На I стадии алкого-
лизма (период формирования влече-
ния к этанолу) у «многопыощих» жи-
вотных по сравнению как с контролем, 

так и с группой «малопьющих» отмеча-
ются повышение содержания ацетил-
холина, активация холимацетилтрапс-
феразы и АХЭ. Изменений содержа-
ния ГАМ К в базальных ганглиях 
«многопыощих» и «малопьющих» жи-
вотных пе обнаружено, однако у пер-
вых повышается содержание глутами-
новой кислоты. У «малопьющих» крыс 
отмечаются незначительное угнетение 
активности ГАМК-Т и активация Г Д К 
по сравнению с контролем и группой 
«многопыощих» крыс. В лимбической 
коре мозга «многопыощих» крыс отме-
чаются менее выраженные изменения 
показателей обмена ацетилхолина и 
ГАМК, обнаружены только активация 
АХЭ на 25 % и снижение активности 
ГАМК-Т на 18 % по сравнению с конт-
рольной группой (см. рисунок). 

На рисунке показаны изменения по-
казателей обмена ацетилхолина и 
ГАМК в базальных ганглиях и лимби-
ческой коре мозга крыс на различных 
стадиях экспериментального алкого-
лизма. Через 4 мес контакта с этано-
лом у «многопыощих» крыс в базаль-
ных ганглиях мозга отмечается еще 
большее повышение содержания аце-
тилхолина по сравнению с таковым у 
контрольных животных. Более значи-
тельные изменения происходят в об-
мене ГАМК: снижается содержание 
этой кислоты на фоне угнетения актив-

Показатели обмена ацетилхолина и ГАМК в базальных ганглиях мозга крыс 
с различной степенью влечения к этанолу (п. = 5) 

Изучаемый показатель 
Группа животных 

Изучаемый показатель 
контроль «малопьющие» «многопыощие» 

Содержание ацетилхолина, имоль/г 
ткани 1 7 , 3 ± 1 , 1 5 1 6 , 1 ± 0 , / 9 2 1 , 5 ± 0 , 9 6 

Р х < 0 , 0 5 
Р 2 < 0 , 0 1 

Активность холинацетилтрансфера-
зы, мкмоль/мг белка/мии 0 , 0 3 4 ± 0 , 0 0 1 0 , 0 3 6 ± 0 , 0 0 1 0 , 0 3 9 ± 0 , 0 0 1 зы, мкмоль/мг белка/мии 

P i < 0 , 0 1 
Р 2 < 0 , 0 1 

Активность АХЭ, мкмоль/мг бел-
ка/мин 8 ,91 ± 0 , 2 8 1 0 , 2 9 ± 0 , 5 5 12,11 ± 0 , 4 8 ка/мин 

< 0 , 0 5 Р , < 0 , 0 0 1 
Р 2 < 0 , 0 5 

Содержание ГАМК» мкмоль/г ткани 2 , 7 0 ± 0 , 1 0 2 , 6 9 ± 0 , 0 3 2 , 9 0 ± 0 , 1 0 
Содержание глутаминовой кислоты, 

мкмоль/г ткани 5 , 0 5 ± 0 , 1 2 5 , 0 0 ± 0 , 0 7 5 , 7 2 ± 0 , 2 0 мкмоль/г ткани 
Р , < 0 , 0 5 
Р 2 < 0 , 0 5 

Активность ГАМК-Т, пмоль/мг бел-
ка/ми и 5 , 5 0 ± 0 , 4 2 4 , 5 0 ± 0 , 2 0 5 , 3 0 ± 0 , 2 0 ка/ми и 

Р 3 < 0 , 0 1 Р., < 0 , 0 0 1 
Активность Г Д К , нмоль/мг белка/мип 2 , 3 0 ± 0 , 0 5 2 , 5 4 ± 0 , 0 5 2,26-fcO,05 Активность Г Д К , нмоль/мг белка/мип 

Р х < 0 , 0 5 Р 2 < 0 , 0 5 

П р и м е ч а л и е. Р , — по сравне нию с контролем, Р 2 — с группой «малопьющих» крыс. 
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фаминергических и ацетилхолинергиче-
ских нейронов в базальных ганглиях 
мозга крыс во время их алкоголизации, 
в период сформированной алкогольной 
зависимости и после отмены этанола 
[20]. Эти данные, очевидно, могут сви-

детельствовать о непосредственном 
участии холинергических структур моз-
га в развитии влечения к алкоголю и 
зависимости от него. 

Учитывая широкое распространение 
и важнейшее значение в деятельности 
мозга нейромедиаторных систем аце-
тилхолина и ГАМК как почти универ-
сальных систем возбуждения и тормо-
жения [9], а также тесную функцио-
нальную связь между ними в различ-
ных структурах мозга [2, 4, 9, 15, 20], 
мы поставили задачу провести сравни-
тельный анализ показателей обмена 
ацетилхолина и ГАМК в базальных 
ганглиях и лимбической коре мозга 
крыс на различных стадиях формиро-
вания и развития экспериментального 
алкоголизма. Обе указанные структу-
ры мозга участвуют в регуляции эмо-
ционального статуса и психомоторной 
активности организма, относятся к чис-
лу структур, наиболее богатых дофа-
мин-, ГАМК-, энкефалин- и холинер-
гическими рецепторами, и функцио-
нально связаны между собой [4, 15, 
23, 24]. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали беспородных крыс-
самцов массой тела 150—170 г, которая в 
поздние сроки хронической алкоголизации 
достигала 350 г. 

Животные контрольной группы в качестве 
жидкости получали воду, животные опытных 
групп имели доступ к двум индивидуальным 
поилкам: с водой и 1 5 % раствором этанола. 
Животных содержали на сухом корме. При 
м о д ел и ро в а и и и экс п ер и м ей та л ьп ого а л ко гол и з -
ма были использованы методические рекомен-
дации Фармакологического комитета Мин-
здрава СССР. 

Формировались следующие группы подо-
пытных животных: «малопьющие» крысы, 
потреблявшие 5—15 мл 15 % раствора этано-
ла на I кг массы в сутки после 10-дневного 
контакта с этанолом; «миогопыощие» крысы, 
потреблявшие 30—50 мл 15 % раствора этано-
ла на 1 кг массы в сутки после 10-дневиого 
контакта с этанолом в условиях свободного 
выбора (I стадия экспериментального алко-
голизма) . В группу со II стадией алкоголиз-
ма брали «многопыощих» крыс после 4—4,5 
мес контакта с этанолом. В группу с III ста-
дием"! экспериментального алкоголизма брали 
«многопыощих» крыс после 9 мес контакта с 
этанолом. 

Крыс декапитировали, быстро извлекали па 
холоду головной мозг. Базальные ганглии и 
лимбичсскую (фронтальную) кору мозга вы-

деляли в соответствии с указаниями литера-
туры [17, 21]. Структуры мозга немедленно 
з а м о р а ж и в а л и в жидком азоте, взвешивали и 
гомогенизировали на холоду в дистиллирован-
ной воде в соотношении 1:10. Показатели об-
мена ГАМК и ацетилхолина определяли в од-
них и тех ж е образцах тканей. 

Содержание ацетилхолина в экстрактах 
отделов мозга определяли биологическим спо-
собом на желудочке изолированного по 
Штраубу сердца лягушки [7]. Гомогсиат об-
рабатывали в присутствии 10 "4 М прозерина 
при рН 4,0. Пробы помещали в водяную ба-
ню при 90 °С на 10 мин, центрифугировали 
10 мин при 3000 об/мин, доводили рН до 7,2 
с помощью 0,1 н. N a O H . Надосадочиую фрак-
цию разводили раствором Риигера для холод-
нокровных в зависимости от чувствительности 
сердца лягушки. Д л я исключения нехолииер-
гических влияний на сердце лягушки пробы 
тестировались д в а ж д ы , до и после обработки 
сердца 10 4 М раствором атропина. 

Автоматическую регистрацию и запись 
амплитуды сокращений изолированного же-
лудочка сердца лягушки осуществляли на спе-
циально сконструированной нами оптрониой 
установке. 

Активность холимацетилтрансферазы опре-
деляли редиометрическим методом [13]. Сре-
да инкубации содержала следующие компо-
ненты: 50 мкл гомогената мозга (1:10) на во-
де и 50 мкл 0,01 М фосфатного буфера pll 
7,4, содержащего MgCI ч—10 мМ. тритон 
Х-100—0,5%, NaCl—30 мМ, физостигмииа 
салицилат - 0,2 мМ, холима хлодид - ЮмМ, 
сывороточный альбумин — 0 , 0 5 % , [1- U C]-
-ацетил-КоА с удельной активностью .50 
мКи/ммоль (фирма «Amcrsham», Англия) и 
ацетил-КоА в конечной концентрации 0,05 %. 
Инкубация 30 мин при 37 °С. Реакцию закан-
чивали путем переноса проб в ледяную баню 
и добавления 2 мл охлажденного 10 мМ фос-
фатного буфера рН 7,4, содержащего 0,02 мМ 
а цетил х ол и и-хлор ид а. 

К пробам добавляли по 1 мл раствора тет-
рафенилбората натрия в бутилацетате (15 
мг/мл), встряхивали 5 мин, центрифугировали 
10 мин при 3000 об/мин. 300 мкл органичес-
кой фазы помещали во флакон со сциптилля-
ционной жидкостью Брея; радиоактивность 
проб измеряли на счетчике «Bcckman Mate 
II» и пересчитывали в микромоли синтезиро-
ван и о го ацетил хол ина. 

Активность АХЭ определяли методом Эл-
маиа в модификации [18]. К 0,1 мл 1 0 % го-
могената мозга добавляли 0,1 мл 0,008 М 
раствора ацетилтиохолина йодида и 0,3 мл 
0,1 М фосфатного буфера, рН 7,6. Инкубация 
30 мин при 37 °С. Реакцию останавливали до-
бавлением 1,5 мл охлажденного раствора 
5,5' - д и т и о - б и с - 2 - и и т р о б е н з о й н о й кислоты 
( Д Т Б Н Б ) в фосфатэтанольном буфере, содер-
жавшем 12,4 мг Д Т Б Н Б , 120 мл 90 % этано-
ла, 80 мл дистиллированной воды, 50 мл 0,1 М 
фосфатного буфера рН 7,6. После центрифу-
гирования измеряли оптическую плотность 
проб на микроколориметре при 425 им. Ка-
либровочный график строили со стандартными 
растворами тиохолина йодида, проведенными 
через все этапы описанной процедуры. 

Содержание ГАМК и глутаминовой кисло-
ты определяли с помощью нисходящей бу-
мажной хроматографии [14]. К 0,5 мл 1 0 % 
гомогената мозга на холоду добавляли 2 мл 
96 % этанола. Пробы встряхивали, цеитрифу-



эщего влияния через ГАМК-рецеп-
на ацетилхолинергические нейро-
1евидно, может также способст-

вовать наблюдаемой в наших опытах 
активации ацетилхолиновых структур 
в базальных ганглиях и лимбической 
коре. 

На основании имеющихся данных 
литературы [4, 20] и ранее получен-
ных нами результатов [2, 3] можно 
предположить, что активация ацетил-
холиновых нейронов в базальных ганг-
лиях может быть обусловлена также 
ослаблен нем а кт и в и ости д о ф а м и и е р г и -
ческих нервных окончаний, что в свою 
очередь связано со стимулирующим 
влиянием этанола или его метаболитов 
па опиатные рецепторы [23, 24], осу-
щ ест в л я ю щ и е и и ги б и то р и ы й ко н т р о л ь 
над дофамииергическими структурами 
в базальных ганглиях [4]. 

Учитывая данные литературы о па-
тогенетической значимости активации 
ацетилхолиновых нейронов мозга в 
ф а р м а кол о г и ч е с к и и н ду ц и р о в а и и о м 
усилении потребления этанола [19], 
можно рассматривать обнаруженное 
нами повышение активности ацетилхо-
линовых структур в базальных гангли-
ях мозга (и частично в лимбической 
коре) в качестве важного нейрохими-
ческого механизма формирования вле-
чения к этанолу на I стадии алкого-
лизма. 

При длительной алкоголизации жи-
вотных отмечается ослабление обмена 
ацетилхолина и снижение его содержа-
ния в базальных ганглиях. В механиз-
ме снижения активности ацетилхолино-
вых нейронов на поздних стадиях экс-
периментального алкоголизма опреде-
ленное значение может иметь возраста-
ние числа и чувствительности ГАМК-
рсцепторов в базальных ганглиях моз-
га [24], оказывающих угнетающее 
влияние на активность ацетилхолино-
вых нейронов [4, 9]. 

Н а и более существенные изменения 
обмена ГАМК в мозге зафиксированы 
па II стадии экспериментального алко-
голизма. Оии характеризуются ослаб-
лением активности ГДК, разнонаправ-
ленными изменениями содержания 
ГАМК в базальных ганглиях и лимби-
ческой коре мозга крыс и свидетельст-
вуют об ослаблении функциональной 
активности ГАМК-етруктур, особенно 
в лимбической коре. 

На III стадии алкоголизма показа-
тели обмена ГАМК уже нормализуют-

ся, за исключением понижения уровня 
глутамата в базальных ганглиях. 

Характерно, что в те же сроки хро-
нической алкоголизации животных 
(5 и 9 мес) в базальных ганглиях и 

лимбической коре мозга крыс отмеча-
ется ослабление угнетающих влиянии 
со стороны ГАМК-ренепторов на дофа-
минергические нервные окончания, ко-
торые также выходят из-под тормозно-
го контроля со стороны собственных 
ауторецепторов [21]. Следствием та-
кой активации д о ф а м и и е р г ич е с к и х 
структур может быть усиление их уг-
нетающих влияний на активность аце-
тилхолиновых нейронов. Это может 
приводить вначале к нормализации по-
в ы ш е нной активности э1т и х ие й ро и ов 
(II стадия) , а затем и к подавлению 
их активности (III стадия алкоголиз-
ма) , особенно в базальных ганглиях. 

Таким образом, отмечается фазность 
в изменении обмена ацетилхолина и 
ГАМК в исследованных структурах 
мозга в зависимости от стадии хрони-
ческой алкоголизации животных. Иа 
I ст а д и и формирова и и я ал ко го л ь н о й 
зависимости происходит активация си-
стемы ацетилхолина. На стадии сфор-
мировавшейся алкогольной зависимо-
сти приобретают большее значение из-
менения в обмене ГАМК и происходит, 
по-видимому, ослабление процессов 
высвобождения и утилизации медиато-
ра. Далее, при 9-месячиой алкоголиза-
ции животных отмечается ослабление 
различных звеньев системы ацетилхо-
лина и угнетение его высвобождения. 

Обращает на себя внимание выра-
женная корреляция между характером 
фазных изменений обмена ацетилхоли-
на и содержания глутамата в базаль-
ных ганглиях мозга крыс с различной 
степенью алкогольной зависимости. 
На I стадии отмечаются активация си-
стемы ацетилхолипа и повышение уров-
ня глутамата, на III стадии алкоголиз-
ма угнетение системы ацетилхолина со-
четается со значительным снижением 
содержания глутамата. Учитывая роль 
глутамииовой кислоты в мозге как ме-
диатора возбуждения и наличие мощ-
ной активирующей аффереитации аце-
тилхолиновых нейронов в базальных 
ганглиях со стороны глутаматиых кор-
тико-стриатальных нейронов [25], 
можно полагать, что фазные изменения 
активности ацетилхолиновых нейронов 
на I и III стадии экспериментального 
алкоголизма зависят от функциональ-
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мости ГДК. В лимбической коре мозга 
крыс изменений обмена ацетилхолина 
в этот момент не обнаружено, а содер-
жа и и е Г AM К з и а ч и те л ь и о повышено 
при еще более существенном снижении 
активности ГДК. 

Эти данные свидетельствуют об ос-
л а б л ей и и а кт и в ноет и ГАМ К-ст ру кту р 
в базальных ганглиях и лимбической 
коре на стадии сформированной алко-
гольной зависимости, в основе которой 
лежит угнетение синтеза ГАМК. В лим-
бической коре, несмотря на резкое ос-
лабление синтеза ГАМК, наблюдается 
пе снижение уровня ГАМК (как в ба-
зальных ганглиях), а, напротив, значи-
тельное его повышение. Это указывает, 
очевидно, на ослабление процессов 
вы с вобожден и я ГАМ К в л и м б и ческой 
коре. 

ill стадия экспериментального алко-
го л и з м а х а р а кте р изу ется с и и жен и ем: 
соде р ж а и и я а цет и л х о л и и а 
иии активности АХЭ в 
ганглиях и ослаблением 
\ о л и 11 а цет и л т р а не ф е р а з ы 
ской коре мозга крыс. Изменений в со-
держании ГАМК и активности фермен-
тов ее обмена не отмечено, однако за-
метно снижается содержание глутама-
та в базальных ганглиях мозга. 

Таким образом, на I стадии экспери-
ментального алкоголизма обнаружена 
избирательная а кт и в а ция нейромед и а-
торной системы ацетилхолина в ба-

при угнете-
базальиых 

активности 
в лимбиче-

зальных ганглиях мозга у «многопыо-
щих» крыс, которая характеризуется 
повышением содержания и синтеза ме-
диатора и, очевидно, усилением высво-
бождения ацетилхолина в синапсы, 
следствием чего является адаптивная 
активация АХЭ [7]. При этом в ба-
зальных ганглиях не отмечается ком-
пенсаторной активации тормозной си-
стемы ГАМК. У «малопьющих» живот-
ных не наблюдается значительных из-
менений в системе ацетилхолина в ба-
зальных ганглиях (лишь слабая акти-
вация АХЭ). Следовательно, избира-
тельная активация системы ацетилхо-
лина в базальных ганглиях только 
«многоп IэЮЩи х » ж и вотньтх, очевидно, 
свидетельствует о специфичности этого 
феномена и его прямой связи с состоя-
нием повышенного влечения к алкого-
лю. В лимбической коре достоверные 
изменения содержания ацетилхолина и 
активности холииацетилтрансферазы 
отсутствуют, по наблюдается актива-
ция АХЭ. 

Система ГАМК, по-видимому, не 
участвует непосредственно в механиз-
мах, о б е с п е ч и в a i о н j и х фор м и р о в а и и е 
влечения к этанолу. Тем не менее нель-
зя исключить возможности ослабления 
угнетающих влияний ГАМК, в этот пе-
риод через ГАМК-рецепторы, число ко-
торых в мозге уменьшается в ранний 
период добровольного потребления 
этанола [26]. Подобное ослабление уг-
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role of (he phase a l te ra t ions observed in meta-
bolism of the brain neu ro t r ansmi t t e r s and in 
activity of AC- and GABA-st ruc tures du r ing 
development of alcohol dependency are discus-

sed. The data obtained s u g g e s t that the specific 
s teps of alcoholism should be taken into consi-
derat ion in the different ial t rea tment us ing neu-
ro t ransmi t te r drugs . 

И. И. Денисова, А. И. Крашешок, Г. 10. Ажицкий, Т. К. Шараева, 
Б. А. Умовская JI. Б. Хазенсон, Ф. С. Носков 

ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЧИСТКА ЛАКТОИЕРОКСИДАЗЫ 
ИЗ КОРОВЬЕГО МОЛОКА 

Институт эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, Ленинград 

Лактопероксидаза — один из фак-
торов неспецифической защиты орга-
низма от инфекций. Этот фермент об-
наружен во внешних секретах: молоке, 
слюне и слезах некоторых млекопита-
ющих | 11. Содержание его в коровьем 
молоке, по данным литературы |2| , со-
ставляет 22 мкг/мл. Антимикробное 
д ей ст в ие лактоиероксидазы и оказано 
по отношению к ряду микроорганиз-
мов: стрептококкам |3—5|, стафило-
коккам, молочнокислым (бактериям 
[6, 7], эшерихиям, псевдомонадам, 
сальмонеллам |8, 9|. Механизм воз-
действия лактоиероксидазы на микро-
организмы во многом неясен. Конеч-
ным этапом ее антимикробного дейст-
вия считают окисление сульфгидриль-
ных групп белковых компонентов бак-
териальной клетки, что приводит к на-
рушению ее обмена веществ и гибели 
| 1()|. Установлено, что для проявления 
активности лактоиероксидазы необхо-
димы ионы тиоцианата и перекись во-
дорода | 1 11. Считают возможным ис-
пользовать бак т е р и 11, и д и ы е с в () й с т в а 
системы лактоиероксидазы для борь-
бы с кишечными инфекциями | 8 | , воз-
действия на инфекционные агенты ро-
товой полости | 1 2 | , стерилизации мо-
лочных продуктов без термической 
обработки [13]. Лактопероксидаза 
применяется для йодирования белков 
п липидов при постановке радиоимму-
11 ологи ч еских м етодов иссл едов а ии я. 

Описано несколько способов выде-
ления и очистки лактоиероксидазы из 
человеческой слюны |14, 15| и молока 
коров |1(), 17|. Комбинации методов 
очистки завершает, как правило, изо-
электрофокусирование (ИЭФ) на ам-
фолитах. Однако использование амфо-
литов связано с рядом трудностей 
(длительность процесса, способность 
амфолитов-н о с и т е л е й о б р а з о в ы в а т ь 
комплексы с разделяемыми белками, 
высокая стоимость а м фол и то в и др.), 

1 1G 

осложняющих применение этих носите-
лей для препаративного разделения 
белков. В Крымском медицинском ин-
ституте разработан способ ИЭФ в ис-
кусственном градиенте рН, создавае-
мом путем последовательного наслое-
ния борат-пол мольных буферных раст-
воров с различными значениями рН 
| 1«. 19]. 

Основная задача данной работы за-
ключалась в применении бор а т-поли -
ольной системы для очистки лактоие-
роксидазы коровьего молока. 

М е т о д и к а 
Использовали коровье молоко 3—5-го дня 

лактации с максимальной псроксидазиой ак-
тивностью | 2 | . Активность лактопероксидазы 
определяли по окислению п-фснилсидиамина 
[20] и выражали в единицах оптической плот-
ности при 576 им. Концентрацию белка опре-
деляли методом Лоури [21]. Электрофорез в 
полиакриламидном геле проводили в кислой 
среде [22]. С целью иммуиохимического ана-
лиза чистоты полученного препарата готовили 
антисыворотку к частично очищенной лакто-
пероксидазе. Д л я этого кроликам внутримы-
шечно вводили 1 мг частично очищенного фер-
мента в 0,5 мл раствора вместе с 0,5 мл пол-
ного адъюванта Фрейида; инъекции повторя-
ли 3 раза через 7- 10 дней. Иммуиоэлектро-
форез проводили в агаровом геле [23]. В ка-
честве свидетеля использовали коммерческий 
препарат лактоиероксидазы фирмы «Sigma» 
(США). Результаты опытов обрабатывали 
статистически [24]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 
В основу способа выделения и очи-

стки лактоиероксидазы положен ме-
тод, описанный в литературе |17 | и 
включающий ионообменную хромато-
графию на КМ-сефадексе С-50, выса-
ливание сульфатом аммония при 60 
80 % насыщении и ИЭФ на амфолп-
тах (см. схему). Однако на этапе сор-
бции на КМ-сефадексе казеин выпада-
ет в осадок. Твердые частицы казенна 
способствуют агрегации сефадекса, что 
прей я тст в у ет и р исоедии ению лактоие-
роксидазы, затрудняет ее последую-



ного состояния глутаматных нейронов 
коры больших полушарий. 

Выявленные ф а з н ы е и з м е и е н и я об-
мена медиаторных систем ацетилхоли-
на п ГАМК в обеих мотивационных 
структурах мозга (базальные ганглии 
н лимбическая кора) в процессе фор-
мирования и развития алкогольной за-
висимости указывают на необходи-
мость дифференц и р о в а и и о го и а з и а ч е -
ния нейромедиаторных соединений раз-
личных классов в качестве противоал-
когольных средств в зависимости от 
с т а д и и а л к о го л и з м а. Д л я ко р р е кц и и 
активности нейромедиаторных систем 
в базальных ганглиях мозга и ослабле-
ния алкогольной мотивации представ-
ляется целесообраз и ы м п р и м е и е и и е 
с т имуляторов Г А М Ке р г и ч ее к и х ст р у к -
тур и холиноблокаторов на начальных 
ст а д и я х фо р м и р о в а и и я а л кого л ы-ю й 
зависимости, назначение стимуляторов 
синтеза ГАМК и ГАМК-рецепториых 
структур при сформировавшейся зави-
симости к этанолу, а также активато-
ров гл утам а те р гич ее к и х структур в 
поздние стадии алкоголизма. 

Полученные нами к настоящему вре-
мени результаты по коррекции потреб-
ления этанола нейротропными препа-
ратами при экспериментальном алко-
голизме подтверждают обоснованность 
и перспективность изысканий в этом 
паправлении. 
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THE STATE O F ACETYLCHOLINE AND 
GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID METABOL-
ISM IN RAT BRAIN BASAL GANGLIA AND 
LIMBIC CORTEX D U R I N G D I F F E R E N T 

S T E P S O F ALCOHOL D E P E N D E N C Y 

I. V. Maslova, N. V. Shevtchenko, 
A. I. Balakleevsky 

Labora tory of Neurohormone Biochemistry, 
Medical School, Minsk 

An increase in content of acetylcholine (AC) 
as well as s t imulat ion of choline ace ty l t rans-
ferase and acetylchol inesterase were observed 
in basal gang l i a of ra t bra in du r ing develop-
ment of alcohol dependency, thus indica t ing the 
act ivat ion of the AC s t ruc tures . Less dist inct 
act ivat ion of the AC s t ruc tu res occurred in 
limbic ( f ronta l ) cortex. At the step of complete 
alcohol dependency the pa t t e rns of AC meta-
bolism were considerably normal ized in the both 
brain s t ruc tures ; at the same time, activity of 
the gamma-aminobu ty r i c acid (GABA) sys tem 
was decreased, which occurred due to inhibition 
of the GABA synthesis . At the III step of 
exper imental alcoholism with "physica l" de-
pendency on ethanol synthes is and release of 
the AC were lowered, especially distinct in basal 
gang l ia . These phase a l te ra t ions in the activity 
of the AC s t ruc tures in basal gang l i a were ac-
companied by the similar a l te ra t ions in content 
of g lu tamate : an increase of g lu t ama te at the 
1 step of alcoholism and a decrease — at the 
III step. Possible mechanisms and pa thogenet ic 
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Характеристика фракций, полученных при очистке лактопероксидазы ИЭФ 
в борат-полиольной системе 

Фракции Изоэлект рическая 
точка ( p i ) 

Степень чистоты 
(RZ) 

Удельная актив-
ность 

Степень 
очистки 

% от общего 
количества 

1 
11 

IV 
V 

11,40—11,60 
1 1 ,30—1 1 ,40 
11,05—11,13 
10,49-10,65 
10,29-10,40 

0 ,84±0,05 
0,79 ± 0 , 0 6 
0 ,75±0 ,05 
0 ,67±0,07 

220,5± 10,3 
200,3±16,8 
215,2±5,9 
211,0±13,2 

1,9 
1 ,7 
1,9 
1,8 

12±5 
25±4 
49±6 
14±3 

П р и м е ч а н и е . Степень чистоты (RZ) — отношение оптической плотности при 412 нм 
к оптической плотности при 280 им; степень о ч и с т к и — о т н о ш е н и е удельной активности ф р а к ц и и 
к удельной активности исходного м а т е р и а л а . 

тервале рН 10,3 11,6 и различаются 
на 0,1 0,2 и в одном случае на 0,6 
единицы рН (см. таблицу). При ИЭФ 
на амфолитах лактопероксидаза так-
же образует 5 фракций, одна из кото-
рых содержит 2 субфракции 116]. Раз-
ница 0,1 0,2 единицы рН соответству-
ет единице заряда и обусловлена гид-
роли зо м лабильной а м ид и о й гр у и и ы 
аминокислотного остатка. Значения 
pi, установленные при ИЭФ в борат-
полиольпой системе, выше, чем при 
ИЭФ на амфолитах. Это обусловлено, 
по-видимому, отсутствием влияния ам-
фол ито в. 

Фракции 111 и IV (см. рис. 1) очень 
слабо разделены, и, кроме того, при 
отборе их из колонки происходит зна-
чительное перемешивание проб, поэто-
му проводили анализ фракций I, II, 
объединенной фракции III и IV и ча-
стично V. Фракция I, наиболее уда-
ленная от зоны внесения белка в ко-
лонку в катодном направлении, ока-
залась наиболее чистой по показателю 
RZ (см. таблицу). Удельная актив-
ность всех фракций приблизительно 
одинакова. Степень очистки в сравне-
нии с частично очищенным препара-
том, который вносили в колонку, рав-

Рис. 3. Деиситометрический профиль разделе-
ния л а к т о п е р о к с и д а з ы при э л е к т р о ф о р е з е в 

пол и а к р и л а м ид 11 о м геле. 
/ — коммерческий препарат; 2 — частично очищенная 
лактопероксидаза; 3 — фермент, очищенный ИЭФ в 

борат-полиольпой системе. 

па приблизительно 2, а в сравнении с 
исходной лактосывороткой — прибли-
зительно 85. Соотношение фракций 
рассчитано по площади, занимаемой 
пиками. Большую часть составляет 
о б ъе д и и е п н а я ф р а к ц и я III и 1V 
49 %. 

В иммуноэлсктрофорезе с антисы-
вороткой к частично очищенной лакто-
пероксидазе (рис. 2 см. на вклейку) ис-
следовали фракции I, II и III + IV, по-
лученные при ИЭФ в борат-полиоль-
ной системе. К а ж д а я фракция образу-
ет одну расщепленную на концах ду-
гу преципитации в анодной области. 
При электрофорезе в полиакриламид-
ном геле (рис. 3) лактопероксидаза, 
очищенная ИЭФ в искусственном гра-
диенте рН, обнаруживала две близко 
расположенные белковые зоны. В пре-
паратах частично очищенной и ком-
мерческой лактопероксидаз обнаруже-
н ы две до п о л н и те л ь н ы е д и ф ф у з и ы е 
белковые зоны. 

Таким образом, м од и ф и l i, и р о в а н и ы й 
нами метод [26] позволяет получить 
в ы со коо ч и I цен 11 ы й, акт и в и ы й п р е п а р а т 
лактопероксидазы в сравнительно ко-
роткий срок и с помощью доступных 
отечественных реактивов. Этот способ 
может быть применен в препаратив-
ных целях. 
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Выделение и очистка лактопероксидазы из коровьего молока 

Способ Thorell и Johansson (1971) [17 ] Модифицированный способ [26] 

Молоко 
| Ионообменная х р о м а т о г р а ф и я 
I на КМ-сефадексе 

Э л ю а т 
I Д р о б н о е в ы с а л и в а н и е сульфатом 
| аммония 

Ч а с т и ч н о о ч и щ е н н а я л а к т о п е р о к с и д а з а 

| И ЭФ на а м фол ит ах 

О ч и щ е н н а я л а к т о п е р о к с и д а з а 

щую эл Ю1 и но и исключает возмож-
ность многократного использования 
КМ-сефадекса. В связи с этим нами 
был введен (см. схему) этап предва-
рительного осаждения казеина при 
рН 4,0 4,5. Низкая концентрация 
белка в элю а те приводит к его поте-
рям при дробном высаливании суль-
фатом аммония согласно методу |17|, 
так как при добавлении соли образу-
ется тонкая взвесь белка, которую 
трудно извлечь из раствора. Для об-
легчения этого этапа выделения фер-
мента и устранения его потерь мы 
пред вар ител ы-ю ко 11 цен т р ир овал и эл ю -
ат ультрафильтрацией. ИЭФ проводи-
ли в искусственном градиенте рН в 
борат-пол иол ы-юй системе [19, 25]. 

М о л о ко о без ж и р и в а л и це 11 т р и ф у г и -
рованием при 1500 g в течение 30 мин. 
Казеин осаждали при рН 4,0 4,5, до-
бавляя 0,5 М HCI, и удаляли центри-
фугированием при 1500 g в течение 
30 мин. Затем проводили сорбцию лак-
топероксидазы на КМ-сефадексе С-50 
(I г сухого необработанного сефадек-
са на 1 л лактосыворотки) в течение 
5 ч при комнатной температуре и по-
стоянном перемешивании. Сефадекс 
отделяли на воронке Бюхнера, промы-
вали дистиллированной водой и про-
водили элюцию лактопероксидазы 0,02 
М т р и с - Н СI - б у феро м, соде р ж а щ и м 
0,2 М NaCl рН 7,4. Элюат концентри-
ровали методом ультрафильтрации 
приблизительно в 10 раз. Затем про-
вод и л и д р о б и о е в ы с а л и в а и и е су л ь ф а -
том аммония. Белок, полученный при 
60- 80 % насыщении соли (частично 
очищенная лактопероксидаза) , исполь-

Молоко 

| О б е з ж и р и в а н и е и у д а л е н и е к а з е и н а 

Лактосыворотка 
I Ионообменная х р о м а т о г р а ф и я 
| на К М - с е ф а д е к с е 

Элюат 

| У л ь т р а ф и л ь т р а ц и я 

Ко и це и т ри ров а н н ы й эл юа т 
I Д р о б н о е в ы с а л и в а н и е сульфатом 
| аммония 

Ч а стич но оч и ще н ная л а ктопе рок с ид а за 

| ИЭФ в искусственном г р а д и е н т е рН 

О ч и щ е н н а я л а к т о п е р о к с и д а з а 

зова л и для дальнейшей очистки в 
ИЭФ. 

Искусственный градиент рН готови-
ли на основе буферного раствора 0,001 
М тетраборат Na-'rpnc-NaOI I рН 11,5 
путем формирования градиента саха-
розы, в результате чего получали ра-
створы рН 9,0, 9,3, 9,6, 9,8, 10,1, 10,4, 
10,7, 11,0, 11,2, 11,5. Эти растворы по-
следовательно наслаивали в колонку 
для ИЭФ объемом 50 мл [25]. Пробу 
белка, диализоваппого против основно-
го буферного раствора, помещали в 
колонку в соответствии с градиентом 
плотности. В качестве электродного 
буферного раствора использовали 
0,001 М тетраборат Na-Tpiic-NaOH pl l 
11,5. ИЭФ проводили при напряжении 
36 В/см и плотности тока 2—4 мА/см2 

в течение 24 ч. 
В процессе электрофореза положи-

тельно заряженные в данной буферной 
системе молекулы лактопероксидазы 
движутся к катоду и образуют в соот-
ветствии с р! этого фермента 5 фрак-
ций (рис. 1). Изоэлектрические точки 
лактопероксидазы расположены в ии-

ольной системе. 
Пунктирная линия — градиент рН, сплошная — кривая 

распределения белка. 
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iiwe факторы. Особый интерес в этом 
отношении представляет лечебная 
грязь Куяльницкого лимана, успешно 
и с пол ьзуема я при лечен ии з а бол е в а -
ний сердечно-сосудистой, опорно-дви-
гательной систем, желудочно-кишечно-
го тракта и болезней неврологическо-
го профиля [3—5]. В то же время име-
ются лишь единичные работы, в кото-
рых изучались содержание и обмен 
кофермеитиых форм витаминов при 
к I ел о и дотерa 11 ии за бол е в а н ий опорно-
двигательного аппарата [3]. 

В связи с изложенным выше нам 
представлялось целесообразным изу-
чить содержание и обмен тиамина и 
его коферментной формы ТДФ в 
миокарде и печени животных при мо-
дел и р о в а н и и а л л ер г и ч ее ко го миокар-
дита и наружном применении целои-
да. 

которых воспроизводили аллергический ми-
окардит, было следующим: 3 грязевые аппли-
кации с интервалом 1—2 дня проводили до 
сенсибилизации кроликов, последующие 5 
грязевых процедур — после сенсибилизации с 
тем же интервалом между процедурами. Как 
правило, разрешающую инъекцию антигена 
производили неделю спустя после последней 
грязе вой аппли ка ц и и. 

Субклеточные фракции тканей печени и 
других органов получали с использованием 
соответствующих модификаций метода диф-
ференциального центрифугирования [14, 16|. 
Концентрацию белка определяли модифициро-
ванным методом Лоури [15]. Содержание ти-
амина и Т Д Ф определяли флюориметрически 
с использованием методов ионообменной хро-
матографии [17], Т Д Ф определяли т а к ж е эи-
зиматическим методом [19]. Активность ТДФ-
киназы (КФ 2. 7. 6. 2) определяли в цито-
плазматических фракциях тканевых гомогсиа-
тон [13, 1К|, об активности ТДФилы (КФ 3. 
6. I. 6) судили по приросту неорганического 
фосфата в процессе инкубации |12) . 

Полученные результаты обработаны мето-
дом вариационной статистики. 

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

Опыты проводили на кроликах породы 
Шиншилла массой 1,6—2,1 кг, которые находи-
лись на стандартном рационе вивария. 

Аллергический миокардит вызывали путем 
сенсибилизации кроликов внутривенным вве-
дением 10 мл нормальной лошадиной сыво-
ротки с последующей инъекцией на 14—15-й 
день разрешающей дозы I мл внутривенно [5]. 
I!аличие миокардита подтверждалось данными 
г исто л о г и ч ее к о го а и а л и з а. 

В отдельных сериях экспериментов живот-
т л е получали курс аппликаций грязи Куяль-
ницкого лимана (8 процедур через день на 
выстриженную поверхность спины, площадь 
аппликации 400 см 2 , температура 46 °С). Рас-
пределение грязевых процедур у животных, у 

Развитие аллергического миокарди-
та вызывало резкое снижение содер-
жания ТДФ в мышце сердца, в то же 
время концентрация свободного ти-
амина в этих условиях в миокар-
де уменьшалась пе столь значительно 
(табл. 1). В ткани печени содер-
жание ТДФ при миокардите также 
заметно уменьшается; при этом коли-
чество нефосфорилированной формы 
тиамина даже несколько возрастает. 

Исследование ф е р ментов ф о с ф о р и -
лирования тиамина и расщепления 

Т а б л и ц а 1 

Концентрация тиамина (I) и ТДФ (II) (it нмоль на I г ткани) и тканях кроликов 
при миокардите и воздействии пелоида ( М ± / п ) 

Субклеточные фракции нечени 

Условия эксперимента Печень иадосадочнаи Мышца сердца 
митохондрии фракция 

Контроль (15): 
1 , 6 3 ± 0 , 0 5 1 2 , 8 3 ± 0 , 8 0 0 , 4 3 ± 0 , 0 2 1, 1 6 ± 0 , 0 4 1 , 6 3 ± 0 , 0 5 

II 1 3 , 8 6 ± 0 , 3 1 4 , 2 9 ± 0 , 0 7 5 , 9 6 ± 0 , 14 12,3 ± 0 , 2 4 
Миокардит (12): 

I 3 , 2 6 ± 0 , 1 0 0 , 3 7 ± 0 , 0 3 1 , 5 6 ± 0 , 0 3 7 1 ,36 ± 0 , 0 8 
II 11,34 ± 0 , 4 1 3 , 3 7 ± 0 , 0 8 4 , 8 8 ± 0 , 14 7, 1 2 ± 0 , 2 8 

Миокардит + грязевые аппли-
кации (12): 

I 
кации (12): 

I 2 , 6 9 ± 0 , 1 2 * 0 , 4 9 8 ± 0 , 0 2 7 * 1 , 3 6 ± 0 , 0 3 1 , 7 6 ± 0 , 1 3 
II 12,26 ± 0 , 5 7 * 3 , 8 7 ± 0 , 0 9 7 5 ,51 ± 0 , 1 1 9 , 2 9 ± 0 , 4 6 

Грязевые аппликации (12): 
1 2 , 1 6 ± 0 , 1 1 0 , 5 7 ± 0 , 0 2 7 0 , 8 3 ± 0 , 0 3 1,36 ± 0 , 0 9 

II 1 6 , 5 9 ± 0 , 4 9 5,54-1-0,11 8, 1 3 ± 0 , 15 1 3 , 9 0 ± 0 , 4 0 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 и 3 различия по отношению к контролю достоверны 
( / ? < 0 , 0 5 ) , за исключением значений, отмеченных звездочкой. В скобках указано количество 

животных. 
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ISOLATION AND P U R I F I C A T I O N O P LACTO-
P E R O X I D A S E FROM COW MILK 

/. /. Denisova, A. /. Krashetiyuk, G. Yu. Azhits-
ky, Т. К• Sharaeva, E. A. Umovskaya, L. B. 

Khazenson. F. S. Noskou 

L. Pas t e r Ins t i tu te of Epidemiology and Micro-
biology, Len ingrad 

A procedure is described for isolat ion and 
purif icat ion of lactoperoxidasc from cow milk. 
The procedure involved the fol lowing steps: 
isolation of casein from milk, sorpt ion of lacto-
peroxidasc on CM-Scphadcx, concentra t ion of 
I he eluate us ing ul t raf i l t ra t ion , sa l t ing out with 
ammonium sulfate; isoelectric focusing w a s 
carried out in the boratc-polyol system. High ly 
purified, active p repara t ion of lactoperoxidasc 
was obtained within a relatively short period by 
means of the procedure, where the avai lable 
r eagen t s were used. 
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СОДЕ1>ЖЛH И IE И ОБМЕН ТИДМИ НД ИФОСФЛТЛ 
ПРИ АЛЛЕРГИЧЕСКОМ МИОКАРДИТЕ И ВОЗДЕЙСТВИИ 

ПЕЛОИДА 

Одесский Н И И глазных болезней и тканевой терапии им. акад. В. П. Филатова 

При изучении патогенеза сердечно-
сосудистых заболеваний состоянию об-
мена и функций витаминов придается 
существенное значение [6—9, 111. В 
р яде и сс ледовамий с м оделир о в а ии е м 
адреналинового м и о к а р д и т а в ы явлей ы 
нарушения процессов биосинтеза и 
деградации иикотинамидиых и тиами-
новых кофермеитов [1, 2, 6—8|. В ус-
ловиях гипоксии в зоне инфаркта об-
наружены нарушения обмена и функ-
ции тиамина |8, 9]. 

Однако, несмотря на ряд исследова-
ний, посвященных изучению отдельных 
витаминов при патологии сердечно-со-
судистой системы, значение нарушений 
обмена и функции витаминов в пато-
генезе указанных заболеваний изучено 

недостаточно. .При аллергических по-
ражениях миокарда обмен кофермепт-
иых форм витаминов вообще не иссле-
дован. До настоящего времени пе про-
в оди л ись систематические и селедо-
в а и и я, па пр авле ии ы е и а р а зра ботку 
методов нормализующего воздействия 
па обмен метаболически активных 
форм витаминов с целыо иовыше-
11 и я эф фе кт и в ноет и витамин оте р а пии, 
включаемой обычно в комплекс лечеб-
но-профилактических мероприятий при 
сер деч н о - сосуд и ст ы х з а бол с вам и я х. 

В настоящее время в комплексном 
лечении и реабилитации больных с 
ранними и хроническими заболевания-
ми сердечно-сосудистой системы псе 
шире используются природные лечеб-
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ТДФ, а при развитии эксперименталь-
ного миокардита ограничивает подъем 
акт и в ности Т Д Ф азы. 

Таким образом, пелоид, не оказы-
вая значительного влияния на уровень 
и компартментализацию ТДФ в ин-
тактных клетках мышцы сердца, при 
развитии воспалительного процесса в 
миокарде в значительной мере стаби-
лизирует состояние пула ТДФ, способ-
ствуя в ыр а в н и в аи и ю м ета бол и ческо го 
баланса в системе синтеза и распада 
кофермента главным образом за счет 
изб и р ательио го ограи и чен ия стимул я-
ции активности ТДФ азы при развитии 
п а т ологического пр о ц е сс а. 

Сравнительный анализ диапазона 
изменений активности ферментов син-
теза и распада ТДФ при миокардите 
в мышце сердца и ткани печени пока-
зывает, что процессы катаболизма ко-
энзимов являются наиболее лабиль-
иым звеном в регуляции внутриклеточ-
ного пула и компартментализации ко-
ферментных форм витаминов при па-
тологических состояниях. Применение 
пелоида, оказывая заметное стимули-
рующее действие на функцию ТДФки-
назы и ТДФазы в интактных тканях, 
при развитии миокардита избиратель-
но предотвращает дальнейший подъем 
активности ТДФазы в субклеточных 
компартментах печени и митохондри-
ях мышцы сердца. Таким образом, 
стабилизация активности катаболиче-
ских ферментов является важным мо-
ментом в механизме регулирующего 
действия изученного природного ле-
чебного фактора па уровень кофер-
меитной формы тиамина при аллерги-
ческом миокардите. 

Вы я вл енн ы е изм еи ения концентра-
ции ТДФ под влиянием курсового воз-
действия пелоида тесно связаны со 
стимулирующим воздействием послед-
него на энергетические и биосинтети-
ческие процессы в организме и рас-
крывают важное звено метаболическо-
го механизма лечебно-профилактиче-
ского действия пелоида [4]. 
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THE LEVEL AND M E T A B O L I S M O F T H I A M I N 
P Y R O P H O S P H A T E IN ALLERGIC MYOCAR-
DITIS AND AFTER T R E A T M E N T W I T H 

P E L O I D 

N. F. Leus 

N. P. Fi la tov Ins t i tu te of Ophtha lmology and 
Tissue Therapy, Odessa 

Enzymat ic sys tems involved in th iamin me-
tabolism were s tudied in exper imental al lergic 
myocardi t is . Development of in f l ammat ion in 
myocard ium was accompanied by a dist inct 
act ivat ion of th iamin pyrophospha tase which 
cata lyzed the most impor tan t step responsible 
for deter iorat ion of the coenzyme funct ions . The 
s tabi l iz ing effect of peloid on the intracel lular 
pool and compar tmenta l i za t ion of th iamin in 
myocard i t i s involved equil ibrat ion of the ana-
bolic and catabolic react ions in the coenzyme 
metabol ism, main ly due to selective inhibition 
of the thiamin pyrophospha tase activity sti-
mula ted under these condit ions. 
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Г* Т а б л и ц а 

Скорость синтеза ТДФ (в нкат на I г белка) 
и тканях кроликов при миокардите 

и воздействии пелоида (Л4±//г) 

Условия 
эксперимента Печень 

Мышца 
сердца 

Контроль (15) 
Миокардит (12) 
Миокардит + 

+ грязевые 
аппликации 
(10) 

Грязевые ап-
пликации (12) 

0 ,134 ± 0 , 0 0 7 
0, 1 0 9 ± 0 , 0 0 7 

0 ,118 ± 0 , 0 0 8 * 

0 , 1 7 0 ± 0 , 0 0 9 

0,191 ± 0 , 0 0 5 
0 , 1 5 2 ± 0 , 0 1 1 

0 , 1 7 0 ± 0 , 0 1 2 * 

0 , 2 1 5 ± 0 , 0 1 0 

ТДФ показало, что при аллергическом 
миокардите па фоне некоторого ослаб-
ления процесса биосинтеза кофермеит-
ной формы витамина значительно но-
вы шалась скорость гидролитического 
ее расщепления в субклеточных ком-
лартмеитах тканей миокарда и печени 
(табл. 2, 3). Таким образом, в меха-
низме наблюдаемого снижения уровня 
ко ферментной формы тиамина при 
миокардите в мышце сердца и печени 
значительную роль играет нарушение 
соотношения процессов синтеза и гид-
рол из а ТДФ, о б у с л о в л ен мое г л авн ым 
образом преимущественной активаци-
ей ферментов, расщепляющих кофер-
мепт. 

В определенной степени дисбаланс 
процессов синтеза и расщепления ко-
фе рмептиой формы тиамина наблю-
дался также при адреналиновом мио-
кардите и формалиновом артрите II 
з ] . 

Следовательно, воспалительные про-
цессы различной этиологии и локали-

зации вызывают выраженные наруше-
ния соотношения активности фермен-
тов синтеза и расщепления ТДФ, обу-
словлен! Iые изб ир атель иой акт и в а цией 
процессов катаболизма коферментиой 
формы тиамина и приводящие в итоге 
к значительному изменению внутри-
клеточного пула и ком партмептализа-
ции кофермента. 

Наружное применение пелоида, за-
метно интенсифицируя обмен кофер-
м е и т и о й ф о р мы т и амина, в ы з ы в а л о 
отч етл и вое новы ш ен ие содер ж а и ия 
ТДФ в тканях и субклеточных струк-
турах органов здоровых животных. 
Сходное действие пелоида на уровень 
и обмен коферментиой формы тиами-
на выявлено в условиях эксперимен-
тальной патологии. Содержание пе-
фосфорилировапного тиамина в ука-
занных органах при этом существенно 
пе изменялось. 

Таким образом, применение пелоида 
в опытах с моделированием миокарди-
та приводило к отчетливой стабилиза-
ции концентрации тиамина и повыше-
нию устойчивости уровня его кофер-
ментиой формы в мышце сердца. 

Обращает на себя внимание отчет-
ливое регулирующее воздействие пе-
лоида на процессы расщепления ко-
фермента в цитоплазме клеток печени 
и мышцы сердца (см. табл. 3). Дан-
ные, п олученные пр и исследова н и и 
т к а н и и еч ей и, у б ед и тел ь и о с в и д етел ь-
ствуют, что характер действия природ-
ного фактора на ТДФ азу зависит от 
условий э к с и е р имента: у интактных 
животных в цитоплазме печени пело-
и д 11 о в ы ш а е т скорость расщепления 

Т а б л и ц а 3 
Скорость расщепления ТДФ (в нкат на 1 мг белка) в печени (I) и сердце (II) кроликов 

при миокардите и воздействии пелоида (iVf±m) 

Условия эксперимента 

Субклеточные фракции печени и сердца 

Условия эксперимента 
ядра митохондрии надосадочная 

фракция 

Контроль (15): 
I 0 , 1 3 ± 0 , 0 0 5 0 , 2 2 ± 0 , 0 0 5 0 , 3 8 ± 0 , 0 1 2 

II 0 , 0 8 2 ± 0 , 0 0 3 1 0 , 0 6 9 ± 0 , 0 0 3 8 0 , 1 3 ± 0 , 0 0 8 
Миокардит (12): 

1 0 , 1 7 ± 0 , 0 0 8 0 , 3 2 ± 0 , 0 1 0 0 , 5 6 ± 0 , 0 2 1 
II 0 , 1 3 ± 0 , 0 1 1 0 , 1 4 ± 0 , 0 0 7 0 ,21 ± 0 , 0 0 9 

Миокардит + грязевые аппликации 
(Ю): 

I 0 , 1 5 ± 0 , 0 0 4 0 , 3 1 ± 0 , 0 1 0 0 , 5 2 ± 0 , 0 3 6 
II 0 , 1 3 ± 0 , 0 0 8 0 , 0 9 8 ± 0 , 0 0 7 1 0 , 1 7 ± 0 , 0 1 0 

Грязевые аппликации (12): 
1 0 , 1 4 ± 0 , 0 0 6 * 0 , 2 8 ± 0 , 0 0 5 0 , 5 0 ± 0 , 0 1 8 

II 0 , 1 0 ± 0 , 0 0 3 0 , 0 8 9 ± 0 , 0 0 2 б 0,11 ± 0 , 0 0 4 
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плотности элюата при 276 им. Элюированный 
ферме ит собирали по фракциям объемом 10 мл 
и анализировали электрофоретически и на эизи-
матическую активность. 

Регенерацию фенил-сефарозы проводили по-
следовательной промывкой колонки растворами 
5 % додецилсульфата натрия, водой, 50 % эта-
нола, этанолом, бутаиолом, этанолом, 50 % эта-
нолом, водой и 20 мМ ЭДТА. 

Ионообменную хроматографию на ДЭАЭ-
целлюлозе и ДЭАЭ-тойоперле проводили в ко-
лонках размером 0 , 9 X 8 см. К фракциям элюа-
та с фенил-сефарозы, содержащим ФГ, добав-
ляли KCI до 0,02 М и наносили на колонку со 
скоростью 7 мл/ч . Фермент элюировали 30 мл 
градиента концентрации КС! от 0,02 до 0,4 М 
и буфере № 5 со скоростью 12,5 мл/ч . 

Концентрирование образцов ФГ проводили 
в ячейках для ультрафильтрации фирмы «Ami-
con» с мембранами ХМ-50. 

Повторную хроматографию на фенил-сефа-
розе проводили в колонках размером 1,1X12 см. 
Колонку уравновешивали буфером, в котором 
наносили фермент, затем — образцы ФГ, собран-
ные с ДЭАЭ-иосителей, и проводили элюцию 
буфером № 5. Активацию очищенной ФГ осу-
ществляли прогреванием в буфере № 4 при 
25 °С 10 мин. Все растворы пропускали через 
колонки со скоростью 12 мл /л . 

Электрофорез образцов ФГ проводили в 
15 % полиакриламидном геле, как описано Лэм-
мли | 1 6 | . Пластины геля окрашивали кумаси 
R-250. 

Активность ФГ определяли флюориметриче-
ским методом по скорости образования тиро-
зина [211. Величины Км ФГ для фепилаламина 
определяли графическим методом Лайиуиве-
ра Верка. 

Концентрацию белка во фракциях измеряли 
по изменению окраски кумаси G-250 в присут-
ствии белка [4]. 

Иммуноэлектрофорез проводили в пластине 
( 6 X 6 см) 1 % агарозы в 0,5 М веронал-меди-
валовом буфере [18]. В гель вносили 80-
100 мкг экстракта клеток и проводили электро-
форез при 200 В в течение 1 -2 ч. Затем вноси-
ли I % агарозу с 5—10 % антисывороткой в ве-
роиал-мединаловом буфере. К гелю в области 
внесения экстракта клеток добавляли 0,3-
0,5 мкг очищенной ФГ и проводили электрофо-
рез во втором направлении 17 ч при 140 В. 
Гель агарозы после иммунопреципитации отжи-
мали и промывали 4—6 раз 2 М NaCl, сушили 
па воздухе и окрашивали 1 % кумаси R-250. 

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

На первом этапе очистки ФГ из ак-
тивированного экстракта на печени 
крыс использовали хроматографию на 

Очистка ФГ из 

Рис. 1. Элюция ФГ с 1-й колонки фенил-се-
фа розы. 

По оси абсцисс номера фракций; но оси ординат — 
активность ФГ (в нмоль тирозииа/мл/мин). Сплош-
ная линия — изменение оптической плотности элюата 
при 27(5 им; треугольники — изменение активности ФГ 
во фракциях элюата. Элюат собирали по фракциям 

объемом 10 мл. 

фенил-сефа розе [20]. Результаты ти-
пичного эксперимента представлены 
на рис. I. Фермент удавалось элюиро-
вать с колонки фенил-сефарозы после 
выхода буфера № 4, содержащего фе-
нил алан и и, что контролировали по 
снижению оптической плотности элюа-
та. Элюируемый материал проявляет 
активность ФГ; при электрофорезе об-
разцов выявляется 1 доминирующий 
компонент с подвижностью, характер-
ной для ФГ. Как можно видеть из 
таблицы, на этом этапе удается до-
стигнуть 140-кратной очистки. 

Многократное использование фенил-
сефарозы приводит к постепенному 
снижению сродства ФГ с ней. На об-
разцах с в ежей ф е 11 и л - с е ф а розы н а и -
больший количественный выход ФГ 
удается получить при использовании 
буферов № 4 и 5 с концентрацией 
глицерина 2 0 % . В зависимости от со-
стояния фенил-сефарозы мы проводи-
ли очистку ФГ, начиная с концентра-
ции глицерина 20 % в буфере № 4 и 
5, постепенно снижали ее до 15 %. 

Д л я дальнейшей очистки ФГ пред-
лагали пропускать элюат через вто-
рую, меньшую, колонку с феиил-сефа-
розой |20|. Нам не удалось в аналогич-
ных экспериментах достичь значитель-

печени крыс 

Содержание 
белка, мг/мл Объем, мл 

Удельная 
активность, 

имоль тиро-
зина/мг/мин 

Выход, % 
Степень 
очистки 

Гомогеиат 
Экстракт 
Феи ил-сефа роз а (фракция 8—18) 
ДЭАЭ-гойоперл 
Фенил-сефароза I I 

70 
58 

0 , 3 2 
2 , 9 
1,1 

210 
160 
110 
8 , 0 
8 , 7 

0 , 1 5 
0 , 3 7 
5 1 , 8 
7 5 , 3 
87,1 

100 
53 
51 
24 

140 
205 
225 
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ВЫСОКООЧ ИЩЕННОЙ 
ФЕНИЛАЛАНИНГИДРОКСИЛАЗЫ ИЗ ПЕЧЕНИ КРЫС 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Москва 

Одним из важных этапов в изуче-
нии молекулярно-генетической гетеро-
геи пост и на сл едетвеи 11 ы х за болева иий 
является получение высокоочищенных 
препаратов исследуем ых белков. Для 
фенилкетоиурии — одной из наиболее 
распространенных наследственных эи-
зимопатий — таким белком является 
фенил ал анингидроксил аза (ФГ; КФ 
1.14.16.1). Высокая степень гомологии 
между ФГ крысы и человека [3, 5, 10] 
позволяет рассматривать ФГ из пече-
ни крыс не только как доступный ма-
териал для анализа, но и как антиген 
для получения антисыворотки, реаги-
рующей с ФГ из печени человека. 

Разработка методов очистки ФГ 
началась с выделения ФГ из печени 
крысы [15]. В настоящее время имеет-
ся 4 принципиально различных подхо-
да к выделению этого фермента: 1) 
комплекс традиционных методов фрак-
ц и о и иров а н и я макромолекул (хрома-
тография, осаждение и др.) [7, 12 14, 
22]; 2) аффинная хроматография с ис-
пользованием птериновых кофакторов 
ФГ [2, 8, 9|; 3) аффинная хроматогра-
фия на иммуносорбентах [4|; 4) аф-
финная хроматография на фенил-се-
фарозе [20]. Последний из этих подхо-
дов привлекает сравнительной просто-
той и быстротой выделения, наличием 
коммерческих реактивов и др. Однако 
биологические модификации и неста-
бильность фермента [14, 19] значитель-
но ограничивают использование данно-
го метода, который, однако, продол-
жают совершенствовать [14]. 

Данная работа посвящена поискам 
такой модификации метода выделения 
ФГ, которая позволила бы получать в 
пр е парат и вн ы х кол ич ествах в ы соко-
очищенный фермент на основе аффин-
ной хроматографии на фенил-сефаро-
зе. Предлагаемая модификация вклю-
чает аффинную хроматографию иа 
фенил-сефарозе, ионообменную хрома-
графию и повторную гидрофобную хро-
матографию иа фенил-сефарозе, поз-
воляющих с максимальной эффектив-
ностью получать высокооч ищенные 
препараты ФГ из печени крыс. Прове-

дена оптимизация различных этапов 
очистки фермента. Исходя из электро-
ф о р е т и ческой п о д в и ж и о с т и, о и р е д е л е -
11а м ол е кул я р и а я масса субъедии иц. 
Препаратами очищенной ФГ иммуни-
зировали кроликов и получили моно-
специфическую антисыворотку к ФГ 
крысы, что подтверждает высокую 
степень очистки фермента. Отработаны 
условия хранения фермента без суще-
ст ве н н о го с и и жен и я ф ер м е и т а т и в i юй 
активности. 

М е т о д и к а 
В работе использовали отечественные реак-

тивы марки ОСЧ, фенил-ссфарозу (фирма 
«Pharmacia» , Швеция) , трис, твин-80, р-меркап-
тоэтаиол, додецилсульфат натрия, 2-амино-4-
гидрокси-6-7-диметил-5,6,7,8 - тетрагидроптерин, 
феиилалаиин (фирма «Serva», Ф Р Г ) , агарозу 
(фирма «Bio-Rad Laborator ies», США) , адъю-
ваит Фрейида (фирма «DIFCO Laborator ies», 
США) , ДЭАЭ-целлюлоза (фирма «Wathman», 
США) , ДЭАЭ-тойоперл (фирма «Toyosoda», 
Япония) . 

Д л я очистки ФГ из печени крыс использова-
ли следующие растворы: буфер № I 0,2 М 
КС1 (0,02 М феиилалаиин) , 0,03 М трис-ПС! 
рН 7,25; буфер № 2 - 0 , 2 М КС! (0,02 М фе-
иилалаиин) , 0,1 % твин-80 (0,03 М трис НС1 
рН 7,25; буфер № 3 — 0,2 М КС1 (0,01 М фе-
иилалаиин) , 4,8 % диметилформамид (0,03 М 
трис НС1 рН 7,25; буфер № 4 — 15 % глицерин 
(объем/объем) (0,01 М феиилалаиин) , 0,037 % 
твин-80 (0,05 мМ Э Д Т А ) , 0,03 М трис HCI 
р Н 7,25; буфер № 5 — 1 5 % глицерин (0,037 М 
твин-80), 0,05 мМ Э Д Т А (0,03 М трис НС) 
рН 7,25). 

Гомогеиат печени беспородных крыс получа-
ли по описанному в литературе методу [20] с 
модификациями [1]. Экстракт печени крыс по-
лучали после центрифугирования при 100 000 g 
в течение 1 ч при 20 % гомогената, приготов-
ленного в буфере № 1. Первый этап очистки 
проводили методом аффинной хроматографии 
на фенил-сефарозе [20] с некоторыми модифи-
кациями. К экстракту печени крыс добавляли 
феиилалаиин и трис до конечной концентрации 
50 мМ ( к а ж д ы й ) . Экстракт прогревали 10 мии 
при 25 °С [14] и о х л а ж д а л и до 4 °С. К эк-
стракту добавляли твин-80 до конечной кон-
центрации 0,1 % и наносили на колонку фе-
иил-сефарозы (2 ,5X20 см), предварительно 
уравновешенную с буфером № 2. После нанесе-
ния экстракта колонку промывали 100 мл бу-
фера № 1 со скоростью 200 мл/ч . Затем колон-
ку промывали последовательно 1 л буфера № 3, 
100 мл буфера № 1, 1 л буфера № 4 со ско-
ростью 400 мл/ч . Элюцию ФГ проводили бу-
фером № 5 при скорости 30 мл/ч . Все операции 
проводили при 4 °С под контролем оптической 
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Р и с . 5. Х р о м а т о г р а ф и я п р е д в а р и т е л ь н о а к т и в и -
р о в а н н о й Ф Г н а 2 - й к о л о н к е ф е н и л - с е ф а р о з ы . 
Фермент после элюции с ДЭАЭ-тойоперла активиро-
вали в буфере № 4 и наносили на колонку фенил-се-

фарозы. Элюцию ФГ проводили буфером № 5. 

тический анализ препаратов ФГ пос-
ле этого этапа очистки не выявляет 
балластных компонентов (рис. 6 см. 
вклейку). При «перегрузке» геля (до 
15 мкг белка на дорожку) выявляется 
слабая полоса белка с мол. массой 
около 100 000 Д. 

Предложенная нами комбинация ме-
тодов очистки ФГ обладает рядом 
п р е и м у щест в. П р е д л а г а е м а я про це д у -
ра характеризуется большой надеж-
ностью, поскольку промежуточным 
этапом очистки является ионообмен-
ная хроматография с почти полным от-
сутствием потерь при элюции фермен-
та. Кроме того, на этом этапе достига-
ет с я ко и це и тр и р о в a i \ и е ф е р м е и т а, не-
обходимое для у с и е ш и ого п р о в еде и и я 
повторной хроматограф и и 11 а фенил-
сефарозе и для иммунизации живот-
ных. 

Нестабильность фермента является 
существенным фактором, ограничива-
ющи м дл ител ьность экспер и мента. 
Многократная активация изменяет фи-
зико-химические свойства ФГ 11, 14] и 
затрудняет дальнейшую очистку. По-
видимому, это является одной из при-
чин низкого выхода ФГ на третьем 
этапе очистки. В связи с этим выбор 
условий хранения ФГ, позволяющих 
сохранять пе только ферментативную 
активность, но и способность фермен-
та к активации фенилаланином, пред-
ставляется необходимым этапом раз-
работки метода выделения ФГ. 

В ы со кооч 1 \ щей и ые п ре п а р ат ы Ф Г 
хранили в буфере № 5 с добавками 
50 % глицерина, 10 мМ №gC\2 при 

-20 и —70 °С. Активность фермента 
определяли каждые 2 нед. Показано, 
что фермент теряет не более 15 % ак-
тивности и сохраняет способность к ак-
тивации при хранении в буфере № 5 
при —70 °С в течение 10 мед. 

11о электрофоретической подвижно-
сти белка нами определена молекуляр-
ная масса субъедииицы ФГ, которая 
составила 52 000 Д. В некоторых очи-
щенных препаратах обнаруживали 
также наличие второй субъединицы с 
мол. массой 50 000 Д. 

Наличие двух и более субъедиииц 
ФГ обнаружено ранее [6, 15]. Предпо-
лагалось, что L-субъединица с мол. 
массой 49 000 Д, является продуктом 
деградации Н-субъединицы [6]! Одна-
ко было показано, что Н- и L-субъеди-
ницы ведут себя как белки аллельных 
генов [17]. Таким образом, можно 
предположить, что беспородные кры-
сы, использованные нами для экспери-
ментов, гетерогенны по этому призна-
ку, и в некоторых партиях имелись 
животные, несущие ген L-субъединицы 
Ф Г. 

В е л и ч и и а Км о ч и ще и н о го ферме нт а 
и в экстрактах печени крыс для фени-
лаланина составила 4,43- 1()~3 М, что в 
3 -5 раз превосходит значения Км, по-
лученные ранее [13]. По-видимому, та-
кое расхождение можно объяснить ис-
пользованием различных производных 
кофакторов в нашей работе и в рабо-
тах других авторов. 

Препараты электрофоретически го-
могенной ФГ печени крыс использова-
ли для иммунизации кроликов. Полу-
ченные антисыворотки были охаракте-
ризованы в реакции двойной иммуио-
п р е ци п и т а ци и и и м м у и о э л е кт р о ф о р е -
зом с очищенной ФГ крысы, цитоплаз-
матической фракцией печени крыс и 
человека, цитоплазматической фрак-
цией культивированных фибробластов. 
Полученные антисыворотки были мо-
носпецифическими, так как давали од-
ну дугу преципитации с очищенным 
ферментом и гомогеиатом печени. В 
цитоплазматпческих экстрактах куль-
т и в и р о в а н и ы х фо б р о б л а сто в и м м у и о -
реактив и ого материала и е об и ару ж и -
вали. ФГ печени человека даст пере-
крестную реакцию с аитисывороткой 
к ФГ крысы. 
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Р и с . 2 . Э л ю ц и я Ф Г с Д Э А Э - ц е л л ю л о з ы . 
О б ъ е м фракций элюата 1,5 мл. пунктирная линия — 
изменение концентрации КС I М (в %) в элюирующем 
буфере . Иа колонки наносили ФГ из фракций № 8 - 18 
элюата с фенил-сефарозы. Остальные обозначения те 

же , что на рис. 1. 

пой очистки фермента. По-видимому, 
это связано с низким сродством неак-
тивировапной ФГ к фенил-сефарозе, 
что приводило к почти одновременной 
элюции с колонки фенил-сефарозы 
балластных белков и ФГ. 

Эти труд 11 ости уд ал ось устраи ить 
при нанесении на вторую колонку фе-
нил-сефарозы сконцентрированных ак-
тивированных образцов ФГ. Из ис-

Р и с . 3 . Э л ю ц и я Ф Г с Д Э Л Э - т о й о п е р л а . 
Обозначения те ж е , что на рис. 1 и 2. 

11 ол ьзов ан 11 ы х систем конце и трирова-
ния (ионообменная хроматография и 
ультра фильтрация) первой мы отдали 
предпочтение, поскольку при элюции 
градиентом ионной силы раствора уда-
ется достичь дополнительной очистки 
фермента. Т а к и м о б р а зо м, вто р ы м 
этапом предлагаемой нами схемы очи-
стки стала иоииообмеиная хроматогра-
фия на ДЭАЭ-целлюлозе или ДЭАЭ-
тойоперле, результаты которой пред-
ставлены ira рис. 2 и 3. В наших усло-
виях при использовании ДЭАЭ-тойо-
перла удавалось достичь лучшего 
разделения компонентов и, таким об-
разом, получать более очищенные пре-
параты ФГ. 

Дальнейшую очистку ФГ проводи-
ли на второй колонке фенил-сефарозы 
меньших размеров. При пропускании 
ФГ, очищенной на ДЭАЭ-тойоперле, в 
условиях, предложенных ранее 120], 
заметной очистки нам достичь пе уда-
лось (рис. 4). Снижение концентрации 
глицерина до 5 %, которое должно бы-
ло усилить гидрофобное взаимодейст-
вие ФГ с носителем, пе привело к за-
метному эффекту. 

В этой связи на колонку наносили 
11 р едвар ител ьно акт иви ров а и и ы й фер-
мент в буфере, содержащем 10 мМ. 
фенил ал а пина, и элюировали ФГ бу-
фером № 5. На рис. 5 можно видеть, 
что предварительная активация ФГ 
приводит к адсорбции ее на фенил-се-
фарозе и элюции буфером, пе содер-
жащим феиилаланина. Электрофоре-

Л276 

Р и с . 4. Х р о м а т о г р а ф и я н е а к т и в и р о в а и н о й Ф Г 
н а 2 - й к о л о н к е ф е н и л - с е ф а р о з ы . 

Обозначения те ж е , что на рис. 1. Фермент после 
элюции с ДЭЛЭ-тойоперла наносили на колонку фе-

нил-сефарозы и элюировали буфером № 5. 
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холестеринового обмена в клетках 112, 
13]. 

Холестеролэстераза (ХЭ) осуществля-
ет гидролиз нерастворимых в водной 
среде эфиров холестерина (ЭХ) на гра-
нице фаз лип ид — вода, эффективность 
катализа в значительной степени зави-
сит от физических свойств субстрата 12]. 
Для определения активности ХЭ ис-
пользовали радиоактивно меченные ЭХ 
в в и д е м и к р о к р и ст а л л и чес ко й суспен-
зии [51, диспергированные в альбумине 
и тритоне Х-100 112] или в яичном ле-
цитине и глицерине 110] и включенные 
в состав липопротсидов 19]. 

Наиболее широкое применение в на-
стоящее время находит метод, в котором 
в качестве субстрата использовали уни-
ламеллярные липосомы, полученные 
ультразвуковой обработкой смеси ЭХ 
и яичного лецитина 1,4]. Этот метод име-
ет высокие чувствительность и воспроиз-
водимость, но весьма трудоемок и тре-
бует соблюдения режима ультразвуко-
вой обработки. Раствор, содержащий 
липосомы, остается стабильным только в 
течение 1—2 нед; его физико-химические 
характеристики изменяются при воз-
растании ионной силы раствора [6]. Мы 
предлагаем простой метод получения 
субстрата для определения активности 
ХЭ, основанный на свойстве фосфати-
дилхолинов с ненасыщенными жирнокис-
лотными остатками эмульгировать ЭХ. 
11риготовлеиие субстрата не требует 
ультразвуковой обработки, его свойства 
не изменяются при хранении более 3 мес, 
при повышении ионной силы раствора; 
по чувствительности измерения степени 
предлагаемый нами метод гидролиза ЭХ 
не уступает методике, основанной па ис-
пользовании в качестве субстрата лиио-
сом. В отличие от широко используемого 
способа приготовления мицеллярного 
субстрата на основе яичного лецитина 
и глицерина 110] предлагаемый метод 
использования в качестве компонентов 
субстрата ненасыщенных фосфатидилхо-
линов — потенциальных стимуляторов 
активности ХЭ имеет то преимущест-
во, что обеспечивает более высокую ско-
рость гидролиза ЭХ, исключая наличие 
в инкубационной среде таких поверх-
ностно-активных веществ, как глицерин. 

М е т о д и к а 

Крыс-самцов Вистар массой 200—250 г 
(30 особей) д е к а п и т и р о в а л и , печень перфузи-
ровали через в е р х н ю ю полую вену раство-
ром 0 ,25 М с а х а р о з ы , 1 мМ Э Д Т А , J0 мМ 
трис-HCl р Н 7,4 , г о м о г е н и з и р о в а л и и лизо-

с о м а л ь н у ю ф р а к ц и ю п о л у ч а л и , к а к описано 
ранее [14J. Ф р а к ц и ю цитозоля гепатоцитов 
11 ол у ч а л и це и тр и ф у г и р ов а и и ем г ом ore н а та 
при 105 000 g в течение 60 мин. 

Холестерол (I —С1'1) олеат (55 м К и / м М ) 
фирмы «А mer sham» (Англия) радиоактив -
ностью 8 м к К и в растворе бензола вносили 
в с т е к л я н н ы й бюкс и помещали его в водяную 
баню (60 °С). Бензол в ы п а р и в а л и под азотом. 
60 мг фосфатидилхолина , содержащего 70 % 
остатков лииолевой и 30% линоленовой кис-
лоты («Sigma», США), ресуспендировали в 
6 мл раствора 0,1 М NaCl и К) мМ трис-HCl 
р Н 7,4, затем добавляли в стеклянный бюкс 
и размешивали на магнитной мешалке 4 ч 
при 2 °С. П о л у ч е н н у ю эмульсию использо-
вали д л я определения активности ХЭ. 

Определение активности ХЭ осуществля-
ли , как описано в работе [4], с отдельными мо-
д и ф и к а ц и я м и . И н к у б а ц и о н н а я смесь состояла 
из 0 ,2 мл 0 ,2 М ц и тр а тн о-фосфатного буфера 
р Н 4 ,3 или 0 ,2 М трис-HCl -буфера р Н 8,1, 
0,1 мл раствора , с о д е р ж а щ е г о фермент, и 
20 мкл раствора субстрата . П а р а л л е л ь н о с 
использованием эмульсии ЭХ в фосфатидил-
холине в и н к у б а ц и о н н у ю смесь вносили ЭХ 
эквивалентной радиоактивности в виде мик-
рокристаллической суспензии 151 или в соста-
ве липосом [4]. И н к у б а ц и ю проводили при 
37 °С Р течение 2 ч. Р е а к ц и ю о с т а н а в л и в а л и 
добавлением 3 мл смеси бензола , хлороформа 
и метанола в объемных соотношениях 1 : 0,5: 
1,2 и 0,6 мл 0,3 М N a O H . Смесь равномерно 
в с т р я х и в а л и 20 с и центрифугировали при 
скорости 3000 об/мин в течение 10 мин. 1 мл 
верхней фазы д о б а в л я л и к 10 мл диоксапово-
го с ц и н т и л л я т о р а с повышенной эффективно-
стью счета [3]. Р а д и о а к т и в н о с т ь подсчитывали 
на Р-счетчике «Mark-З» (США) по программе 
№ 2 с учетом т у ш е н и я . Эффективность счета 
прибора с о с т а в л я л а 9 7 , 3 4 % . Активность фер-
мента в ы р а ж а л и в процентах радиоактивности 
гидролизоваиного олеата в пробе от общей 
радиоактивности холестерололеата в пробе. 
Б е л о к о п р е д е л я л и по методу Lowry и соавт . 
[8 ] . Д а н н ы е о б р а б а т ы в а л и статистически , ис-
п о л ь з у я критерий Стыодента . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Известно, что ненасыщенные фосфа-

тидилхолины активируют гидролазы ЭХ 
17] и имеют тенденцию к спонтанному 
образованию мицелл в водных растворах 
1151. Эмульсия, приготовленная на осно-
ве ненасыщенных фосфатидилхолинов 
(70% лииолевой и 30% линоленовой 
кислот), содержала 97% исходной радио-
активности. Светопропускание эмульсии 
(Т450) не изменялось при повышении 
концентраций NaCl в среде от 0,02 до 
0,2 М 111. При гель-фильтрации эмуль-
сии через сефарозу 2 В |4 | фосфолипиды 
и 98% радиоактивных ЭХ удавалось 
элюировать в «свободном объеме», что 
свидетельствует о мицеллярной природе 
субстрата. Основные физико-химические 
свойства и активность ХЭ при хранении 
эмульсии в присутствии 0,02% азида 
натрия не изменялись. 
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Таким образом, нами разработан ме-
тод получения высокоочищеиной ФГ 
печени крые и получены моноспецифи-
ческие антитела к ней. Это позволит 
нам приступить к анализу структуры 
ФГ печени человека, а также попы-
таться выделить и Р Н К ФГ, что от-
крывает широкие возможности моле-
кул яр ио-генетического анализа струк-
туры гена ФГ в норме и при феиилке-
тонурии. 

Авторы благодарны В. Г. ФЕДОТО-
ВОЙ за большую техническую помощь 
при проведении экспериментальной ра-
бот ы. 
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ISOLATION AND P R O P E R T I E S O F PHENYL-
ALANINE HYDROXYLASE F R O M RAT LIVER 
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V. 1/. Chestkov, Yu. V. Kugukova, L. I. Kovalev, 
S. S. Shishkin 

Ins t i tu te of Medical Genetics, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 
Electrophoret ical ly homogenous phenyla lan ine 

hydroxylase was isolated f rom ra t liver t issue 
us ing a number of methods involving af f in i ty 
ch roma tog raphy on phenyl-Sepharose , ion 
exchange ch roma tog raphy on DEAE-Toyoper tc 
and hydrophobic r ech toma tog raphy on phehyl-
Sepharose . Molecular m a s s of the enzyme w a s 
equal to 50,000 Da and K m = 4 . 4 - 1 0 - 3 M with 
phenyla lan ine as a subs t ra te . The enzymat ic 
p repara t ions were used for immuniza t ion of 
rabbi ts and the monospecif ic an t i se rum towards 
phenyla lan ine hydroxylase was produced. 
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ИСПОЛЬЗОВА Н ИЕ Н ЕН АСЫЩЕНН Ы X ФОСФ АТИД ИЛ ХОЛ И НОВ 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ХОЛ ЕСТЕРОЛ ЭСТЕРАЗ 
В БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ 

Институт терапии СО А М Н СССР, Новосибирск 

Гидролазы эфиров холестерина ных тканей и клеток 12, 1I I, что явилось 
(КФ 3.11.13) были обнаружены в лизо- началом широкого изучения роли этих 
сомах, микросомах и цитозоле различ- ферментов в физиологии и патологии 



в присутствии 0,3 М концентрации NaCl. 
Вероятно, эти отличия связаны с раз-
личной природой мицелл и липосом. 

Определение активности ХЭ с приме-
нен нем фосфатидилхолиi юв, содержаниих 
ненасыщенные остатки жирных кислот, 
которые по сравнению с насыщенными 
я в л я ются п оте и ци а л ьн ы м и а кт и ватор а -
ми гидролиза ЭХ |7|, в отличие от при-
меняемого другими авторами мицелляр-
ного субстрата на основе смеси яичных 
фосфатидилхолинов и глицерина 1101 
позволяло достигать более высокой ског 
рост и гидролиза и в то же время исклю-
чало наличие в среде инкубации таких 
поверхностно-активных веществ, как 
глицерин 1101 или альбумин и тритон 
Х-100 112], способных модифицировать 
активность фермента. 

Преимуществами предлагаемого мето-
да перед известным методом, описанным 
в работе 14], являются сохранение ста-
бильности эмульсии при хранении в те-
чение 3 мес, доступность и простота ме-
тода, который исключает ультразвуко-
вую обработку и дает возможность ис-
пользовать более дешевую аппаратуру 
при меньших затратах времени. Кроме 
того, предлагаемый метод дает возмож-
ность измерять активность ХЭ в клеточ-
ных культурах, в растворах с высокой 
осмотической активностью, т. е. прак-
тически во всех культуральных средах. 
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A r e l a t i ve ly s imp le m e t h o d for p r e p a r a t i o n 
of a new s u b s t r a t e used in h igh ly e f fec t ive esti-
ma t ion of choles terol es terase a c t i v i t y is descri-
bed. E m u l s i o n c o n t a i n i n g choles tero l J-14C 
olea te and u n s a t u r a t e d p h o s p h a t i d y l chol ines 
(70% l inol ic and 30% l ino len ic acids) was 
s t ab i l i zed w i t h i n three m o n t h s . 
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ТВЕРДОФАЗНЫЙ ИММУНОФЕРМЕНТНЫЙ МЕТОД 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ МИОГЛОЬИНА В ДИАГНОСТИКЕ ОСТРОГО 

ИНФАРКТА МИОКАРДА 

Институт экспериментальной кардиологии В К Н Ц А М Н СССР, Москва, 
Донецкий медицинский институт 

Ранняя диагностика острого инфарк-
та миокарда (ОИМ) и определение 
его размеров остаются актуальными и 
сложными проблемами здравоохране-
ния. Распознавание инфаркта миокарда 
основывается па клинической картине, 

данных ЭКГ, определении активности 
и содержания ферментов и белков в 
биологических жидкостях [3, 5, 11]. 
Значительные трудности представля-
ют диагностика ОИА^ при безболевом 
течении или нетипичной болевой лока-

130 



Рис . i . Зависимость активности ХЭ от свойств 
субстрата и р Н гомогената печени крыс. 

По оси ординат — активность ХЭ, выраженная в 
% гидролиза радиоактивного холсстерола олеата 
на 1 мг белка за 2 ч инкубации. 1 — субстрат, вклю-
чающий ненасыщенные фосфатидилхолииы; 2 — 
субстрат, состоящий из лсцитиновых липосом; у — 
субстрат в виде микрокристаллической суспензии 

ЭХ. Число измерений в каждой точке /2 = 9. 

Профиль зависимости активности гид-
ролиза ЭХ в гомогеиате печени от рН 
(рис. 1) свидетельствует о присутствии 
двух ферментов, имеющих 2 максимума 
активности в диапазонах рН 3,5—5,0 
и 7 ,5 - 8,5, что соответствует кислой 
ХЭлизосом и щелочной ХЭцитозоля [4]. 
Активность ферментов при использова-
нии предлагаемого субстрата в 5 раз 
выше, чем в случае применения ЭХ 
аналогичной концентрации в виде мик-
рокристаллической суспензии. Величи-
ны активности ХЭ в отношении субст-
ратов липосомальной и мицеллярной 
11 р и р оды бы Л И С X од и ы м и. 

В ходе инкубации степень гидролиза 
субстрата линейно возрастала в течение 
60 мин; линейный рост гидролиза ЭХ 
наблюдали также при повышении содер-
жания белка гомогената печени крысы 
в инкубационной среде до 10 мг/мл 
(рис. 2). 

Результаты, представленные в табли-
це, свидетельствуют об активности лизо-
сомальной и цитоплазматической ХЭ при 
воздействии поверхностно-активных ве-
ществ, влияющих на физико-химические 
свойства субстрата. Тритон Х-100 в кон-
центрации 0,1% ингибировал активность 
ХЭ. По мере возрастания концентрации 
таурохолата наблюдали снижение актив-
ности кислой ХЭ, в то время как актив-
ность щелочной ХЭ возрастала на 20% 
при концентрации таурохолата 2 мМ. 
По литературным данным 161, таурохо-
лат активировал гидролиз ЭХ, включен-

Рис . 2. Зависимость активности кислой ХЭ 
от длительности инкубации (А) и с о д е р ж а н и я 
белка (Б ) в пробах . По оси абсцисс: А — 
длительность инкубации (в мии); Б — содер-

ж а н и е белка в пробе (в мг /мл) . 
Число измерений в каждой точке п 12. 

пых в состав липосом, в концентрациях 
от 0,5 до 2,2 мМ, а высокие концентра-
ции NaCI и растворы солей, используе-
мых при выращивании клеточных куль-
тур, ингибировали активность фермен-
тов. При использовании субстрата, по-
лученного предлагаемым методом, ак-
тивность ХЭ практически пе изменялась 

Влияние поверхностно-активных веществ на ак-
тивность лизосомальной и цитоплазматической 

ХЭ печени крысы (/ИчЬш) 

Гидролиз холестсрололсата , % 

Добавленное 
вещество лизосомаль- цитоплазма -

иая ХЭ тическая ХЭ 

Контроль 6 8 , 1 ± 5 , 2 8 , 9 ± 0 , 4 6 
А л ь б у м и н (0 ,1%) 5 8 , 2 ± 4 , 8 12 ,5zh0 ,56 : l : 

Тритон Х-100 
( 0 , 1 % ) 3 8 , 4 ± 4 , 2 * 3 , 8 1 ± 0 , 4 * 

Таурохолат Na, мМ 6 3 , 3 ^ = 3 , 2 <S,9 1 0 , м . 
' 0 , 5 6 0 , 4 ± 4 , 3 9 , 3 ± 0 , 4 9 

1 4 2 , 8 2 ± 3 , 3 * 9,1=1=0,54 
1,5 3 9 , 3 I 3 ,4 ! 1 0 , 5 i h 0 , 4 4 * 

2 3 5 , 6 ± 4 , 3 * 8 , 3 ± 0 , 3 1 
4 6 6 , 2 ± 6 , 7 8 ,7 -1 -0 ,6 

NaCI (0,3 М) 

П р и м е ч а и и е. Активность кислой ХЭ 
в лизосомальной фракции (1 мг белка в пробе) 
и активность щелочной ХЭ в надосадочной жид-
кости, полученной после центрифугирования 
при 105 000 g в течение 60 мин (0,25 мг белка 
в пробе), измеряли после инкубации в течение 
2 ч. Звездочкой отмечены достоверные различия 
по сравнению с контрольными показателями 
( Р < 0 , 0 5 ) . Число измерений /7=8 . 
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мифичность препаратов антител подтверждена 
наличием одной линии преципитации при имму-
нодиффузии и иммуноэлектрофорезе экстракта 
мышц и очищенного миоглобина. 

Синтез конъюгата антитело — пер оксид аза. 
Синтез конъюгата антител к миоглобину с пе-
роксидазой из корня хрена (ВПО «Биохимреак-
тив», Олайне; Rz = 3,0, А у д = 1300—1400 ед /мг) 
проводили методом перйодатного окисления 
| 1 6 | . Концентрацию белка в растворе конъюга-
та определяли согласно [8]. Коиыогат лиофиль-
ио высушивали из Ф С Б с 4 % маниита. 

Иммуноферментный анализ. Анализ миогло-
бина проводили в полистирольных плоскодон-
ных планшетах с размером лунок 8 X 1 2 (фир-
ма «Flow», США, или производства Института 
экспериментальной медицинской техники, Моск-
ва) . Д л я сорбции антител в лунки помещали 
по 0,2 мл раствора антител 5 мкг /мл в 0,01 М 
буфере ЫаНСОз—Na2CO;j рН 9,5 и инкубирова-
ли 15- 18 ч при 20—22°С, после чего раствор 
удаляли и планшеты промывали 6 раз 0,05 % 
раствором твииа-20 (фирма «Мегск», Ф Р Г ) . 

Д л я получения стандартных препаратов мио-
глобина готовили 8 растворов миоглобина с 
концентрацией 0 175 мг/мл в нормальной сы-
воротке крови козы, разливали по 0,6 мл и лио-
фильно высушивали. Перед использованием 
препараты растворяли в 0,(3 мл Ф С Б с 0,05 % 
твииа-20. Стандартные растворы миоглобина 
для анализа мочи готовили, растворяли образ-
цы миоглобина в моче донора, разведенной в 
80 раз ФСБ с твином-20 непосредственно перед 
использованием. 

Исследуемые образцы сывороток (объем не 
менее 0,015 мл) разбавляли в 40 раз ФСБ с 
твииом-20, мочи в 80 раз тем ж е буфером. 
В лунки каждого планшета с иммобилизован-
ными антителами вносили в дубле по 0,2 мл 
растворов стандартов и исследуемых образцов 
и инкубировали содержимое 30 мин при 37 °С 
при перемешивании. Затем планшеты промыва-
ли, как описано выше, и в лунки вносили по 
0,2 мл раствора конъюгата 0,5 мкг /мл в ФСБ 
с твином-20 и инкубировали 45 мин при 37°С 
при перемешивании. Планшеты промывали и 
вносили по 0,2 мл субстратной смеси ( Ю - 5 М 
11202 и 1 мг /мл о-фенилендиамина в 0,01 М ни-
тратном буфере рН 4,7). После 10-минутпой 
инкубации при комнатной температуре при пе-
ремешивании реакцию прерывали, добавляй но 
0,05 мл 50 % H2SO4. 

Величину поглощения растворов в к а ж д о й 
лунке определяли при 492 им на автоматиче-
ском спектрофотометре «Flow». Количество 
миоглобина в исследуемых образцах определяли 
графически по калибровочной кривой, построен-
ной для стандартных растворов миоглобина. 

При визуальной оценке содержание миогло-

бина определяли по совпадению интенсивности 
окрашивания исследуемых и стандартных рас-
творов. 

Уровень миоглобина определяли в сыворот-
ках 20 больных ОИМ, поступивших в Донец-
кий медицинский институт. Кровь брали через 
3—10 ч после начала болей. Контрольную груп-
пу составили 70 практически здоровых муж-
чин и женщин 17—50 лет и 25 детей до 7 лет, 
у которых проводили разовое взятие крови. 
Кроме того, в 10 случаях кровь брали с 3-ча-
совым интервалом в течение суток. Сыворотки 
до анализа хранили при —20 °С. 

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

На рис. 2 представлена зависимость 
величины оптической плотности от 
концентрации миоглобина в стандарт-
ных растворах миоглобина в сыворот-
ке козы и моче. Д л я построения кали-
бровочной кривой использовали ин-
тервал 0— 17,5 иг/мл. 

Для определения специфичности 
метода в сыворотки с известным со-
держанием миоглобина добавляли 
различные количества гемоглобина 
человека или креатинфосфокиназы, 
лактатдегидрогеиазы, глюкозо-6-фос-
фатдегидрогеназы. Различие в резуль-
татах определения миоглобина между 
исходными сыворотками и сыворотка-
ми, содержащими указанные белки, в 
концентрации 1 —500 мкг/мл не превы-
шало 10 %. 

Точность метода определяли, анали-
зируя образцы сыворотки или мочи 
человека, в которые были добавлены 
известные количества очищенного мио-
глобина. Зависимость между количест-
вом добавленного и определенного 
миоглобина в обоих случаях линейна 
и описывается уравнениями у = 3 0 , 3 ± 
1,04х, у = 0,94х соответственно. 

Д л я определения ошибки метода по 
3 образца сыворотки и мочи с различ-
ным содержанием миоглобина анали-
зировали при многократных повторах 
на одном и на разных планшетах (см. 
таблицу). 

Определение ошибки иммуноферментного метода определения миоглобина в сыворотке и моче 

Параметр Сыворотка Моча 

Количество ана-
лизов 40 40 30 40 40 30 

Среднее содержа-
ние миоглобина, 
нг/мл 3 0 , 3 257 ,4 501 ,8 20 ,1 3 0 9 , 5 587 ,0 

Дисперсия 2 , 7 16,0 3 9 , 6 1 ,9 2 2 , 0 5 0 , 8 
Ошибка 8 , 9 6 , 2 7 , 9 9 , 5 7 ,1 8 , 6 
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лизацим, повторные инфаркты и в ря-
де случаев дифференциальная дигнос-
тика [3]. 

В последние годы особую ценность 
в качестве биохимического маркера 
ОИМ приобрел миоглобии — гемсодер-
жащий белок скелетных мышц и мио-
карда, выполняющий роль внутрикле-
точного переносчика кислорода [6, 8]. 
Миоглобии появляется в крови и моче 
раньше других известных биохимичес-
ких маркеров — через 1—4 ч после па-
чала болевых приступов [ 4 , 6 , 1 5 ] . 
Благодаря его быстрому появлению и 
выведению из кровотока повторные оп-
ределения содержания миоглобии а в 
сыворотке или плазме крови позволя-
ют следить за динамикой заболевания, 
распространением очага некроза и ди-
агностировать повторные инфаркты. 
Вопрос о возможности определения 
размеров ОИМ по уровню миоглобина 
окончательно пе решен [5, 6]. Однако, 
как правило, более высокий уровень 
миоглобина в сыворотке крови или мо-
че соответствует большей тяжести за-
болевания [7, 14, 15]. 

Применяемый в настоящее время 
радиоиммунологический метод коли-
чествен н ого о ri р еде л е н и я м и о г л о б и н а 
не получил широкого распространения 
из-за высокой стоимости регистриру-
ющей аппаратуры, короткого срока 
жизни меченых реагентов и необходи-
мости проведения исследований в спе-
циализированных лабораториях. Бо-
лее п ер сп е кт и в и ы м и я в л я юте я и м м у-
мох и м и чес к и е тесты, оси о в а н н ы е и а 
использовании в качестве маркеров 
реакции антиген — антитело или соб-
ственно й п е р о кс и д а з н о й а кт и в и ости 
миоглобина [10, 12]. 

В данной работе предложен быст-
р ы й и досту п н ы й и м м у иофер м ентн ы й 
метод количественного определения 
миоглобина в сыворотке крови и моче 
и описано его применение в диагности-
ке ОИМ. «Сэндвич»-метод основан иа 
взаимодействии миоглобина с анти-
телами к нему, иммобилизованными 
на твердой фазе (полистироле), с по-
следующим определением образовав-
шегося комплекса с помощью конъю-
гата антител с ферментом (перокси-
дазой) (рис. 1) [1]. 

М е т о д и к а 
Выделение миоглобина. Миоглобии выделен 

из скелетных мышц человека по методике, 
включающей разрушение материала, ионообмен-

J M . 
© м 

© © 
9 
м Я 

Рис.1 

1 10 20 нг/мл 
Рис.2 

Рис. 1. Принципиальная схема твердофазного 
и м м у и о ф е р м е и т и ого метода. 

Аг — антиген; Ат — антитела; А—Е — конъюгат анти-
тело — фермент. 

Рис. 2. Зависимость величины оптической 
плотности от концентрации миоглобина в 

стандартных растворах. 
1 — сыворотка козы; 2 — моча. 

ную хроматографию на QAE-ссфадексс С-50 и 
гель-фильтрацию на сефадексе G-50 [9]. При 
электрофорезе полученного препарата в 10 % 
полиакриламидном геле рН 8,9 наблюдали од-
ну полосу при прокрашивании кумасси G-250. 
Концентрацию растворов миоглобина опреде-
ляли, используя кумасси G-250 [13]. 

Получение антисыворотки. Иммунизацию 
барана проводили 0,4 % раствором миоглобина 
в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) , 0,01 
N a H 2 P 0 4 — N a 2 H P 0 4 , 0,15 М NaCI, рН 7,2 [2]. 
При иммунодиффузии и иммуиоэлектрофорезе в 
геле агарозы гомогената мышц человека с полу-
ченной антисывороткой наблюдали одну линию 
преципитации, соответствующую миоглобину. 
Гомогенат мышц и очищенный миоглобии да-
вали реакцию идентичности при иммунодиффу-
зии в агаровом геле с данной антисывороткой. 

Выделение антител. Антитела к миоглобину 
из антисыворотки выделяли иа сорбенте, полу-
ченном иммобилизацией очищенного миоглоби-
на (10 мг белка на 1 г носителя) на ВгСп-сефа-
розс 4В (фирма «Pharmacia», Швеция) или 
BrCN-агарозе (производство Института химии 
АН Эстонской ССР) , по стандартной методике. 

Сорбцию антител к миоглобину осуществля-
ли при циркуляции антисыворотки (20 мл иа 1 г 
носителя) через колонку с иммуиосорбситом, 
уравновешенную ФСБ. Элюировали антитела 
0,2 М г л и ц и н - Н С1 - б у ф е р о м с 0,15 М NaCI 
рН 2,25. Антитела диализовали против 0,01 М 
буфера Na2CO;}—NaIlCO : i рН 9,5 и лиофильно 
высушивали. О чистоте антител свидетельству-
ет одна линия преципитации иа иммуноэлектро-
фореграммах, проявленных антисывороткой кро-
лика к белкам сыворотки крови барана. Спе-
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S O L I D - P H A S E IMMUNOASSAY O F MYO-
GLOBIN IN D I A G N O S I S O F ACUTE A1YO-

C A R D I U M INFARCTION 

G. A. Ermolin, M. M. Dikov, A. V. Solov'ev 
Ins t i tu te of Exper imenta l Cardiology, All-Union 
Cardiological Research Centre, Academy of 

Medical Sciences of the USSR, Moscow 

A sol id-phase immunoassay was developed 
for quant i ta t ive es t imat ion of myoglobin in 
h u m a n biological f luids. This technique w a s 
used for ana lyses of blood serum and p lasma 
f rom pa t ien ts with acute myocard ium infarc t ion. 
The method developed w a s similar to radio-
immunoassay by its d iagnos t ic character is t ics 
but more simple and available. The immuno-
assay might be used in d iagnos is of myocar-
dium infarc t ion as well as in es t imat ion of the 
disease severity at least in clinics. 

УДК 616.153.3-008.939.633.2-074-078 

К. О. Блох, И. Ф. Паскевич 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ 
Д Н К В ЛЕЙКОЦИТАХ КРОВИ 

Лаборатория патофизиологии Харьковского Н И И эндокринологии и химии гормонов, 
кафедра биохимии Харьковского медицинского института 

Существующие методы определения 
с оде р ж а и и я Д I I К п о п о г л още и и ю 
ультрафиолетовых лучей азотистыми 
основаниями [5] и цветным реакциям 
на углеводы |2] в настоящее время 
получили ш ир ок ое р а с п р остр а не иие 
благодаря их относительной простоте 
и х о р о п 1 е й в ос п р о и з в од и м ости. Од и а к о 
при исследовании микроколичеств 
Д Н К в присутствии различных приме-
сей эти методы не всегда оказыва-
ются пригодными из-за их относитель-
но низкой чувствительности и специ-
фичности. Более чувствительные флюо-
ресцентные методы определения Д Н К 
[1, 9] также в ряде случаев могут 
о к а з а т ьс я неэ ф ф е кт и в и ы м и п р и опре-
делении микроколичеств Д Н К в при-
сутствии большого количества приме-
сей. Для определения низких концент-
раций Д Н К был предложен высоко-
чувствительный и специфичный мик-
робиологический тест [8], основанный 
на ферментативном гидролизе Д Н К до 
иуклеотидов с последующим исполь-
зованием бактериальной культуры, 

деф и ц 11 т н о й по д е з о к с и и у к л е о з и д м о 11 о -
фосфатам. Скорость роста культуры 
п р оп о р ц и о и а л ы i а соде р ж а н и ю дез о к-
смиуклеотидов в пробе. К недостаткам 
данного микробиологического способа 
следует отнести его трудоемкость и 
с л ож ноет ь к о л и ч ествен и ого ф ер м е нт а -
тивного извлечения Д Н К из тканей. 

Цел ь ю и а сто я ще го исс л ед ов а и и я 
я в ил а с ь раз р а ботк а способа, сочета-
ющего в себе экстракцию Д Н К из тка-
ней в кислой среде при высокой тем-
пературе с последующим микробиоло-
гическим определением ее концентра-
ции, что позволило значительно уп-
ростить анализ и сократить длитель-
ность его проведения. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на 10 крысах-самцах ли-
нии Вистар. Лейкоциты выделяли из 1—2 мл 
крови крыс. Клетки промывали холодным фи-
зиологическим раствором и подсчитывали их 
количество. Д л я удаления кислоторастворимых 
иуклеотидов и нуклеозидов клетки гомогенизи-
ровали и д в а ж д ы промывали холодной 0,2 п. 
НСЮ 4 . Полноту удаления кислоторастворимых 
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Рис. 3. Динамика изменения уровня миогло-
бина в сыворотке крови здорового донора (Л) 

и больных ОИМ (В—Г). 

Иммуноферментный метод был ис-
пользован для определения содержа-
ния миоглобина в сыворотке крови 
здоровых доноров и больных ОИМ. 
Средний уровень миоглобина в сыво-
ротке крови здоровых взрослых соста-
вил 30,3±10,2 иг/мл, детей — 28,1 ± 
9,0 нг/мл. Нижний и верхний пределы 
уровня миоглобина в обоих случаях 
составляли около 4 и 95 нг/мл соот-
ветственно. На рис. 3, А представлена 
типичная кривая изменения уровня 
миоглобина в сыворотке здорового до-
пора в течение суток. У всех допоров 
наблюдали изменения содержания 
миоглобина в 2—5 раз (в пределах 
нормы) в течение суток, что, вероятно, 
от р а ж а ет и ери од и ч ес к и е и з м е и е и и я в 
процессах в ы с в о б о ж д е н и я м и о г л о б и н а 
из клеток и его выведения почками. 

На рис. 3, Б — Г изображены 3 раз-
личных типа кривых изменения уров-
ня миоглобина, полученные иммуно-
ферментным методом при повторных 
исследованиях сывороток крови боль-
ных ОИМ. Наиболее часто наблюдали 
быстрое увеличение содержания миог-
лобина (в первые 5—18 ч) и его нор-
мализацию через 28—32 ч (см. рис. 
3, /i), что отмечается при неосложнен-
иом течении ОИМ. Более медленное 
возрастание содержания миоглобина, 
высокие максимальные значения и 
медленное снижение типичны для тя-
желого течения инфаркта. Могут по-
являться дополнительные пики (см. 
рис. 3, /3), отражающие повторные 
процессы некроза. В наиболее тяже-
лых случаях на фоне общего высокого 
уровня миоглобина, сохраняющегося 
длительное время (24—36 ч), наблю-
дали резкие изменения его содержания 
(феномен Стакатто) (см. рис. 3, Г). 

Основными параметрами, определя-
ющими ценность диагностического 
теста, являются специфичность, вос-
производимость, точность, а также, 
что особенно важно для его широкого 
практического применения, время ана-
лиза, простота исполнения и доступ-
ность. Предлагаемый иммунофермент-
ный метод позволяет определять со-
держание миоглобина в сыворотке или 
плазме крови за 1,5 ч в концентрации 
от 4 до 750 нг/мл, что охватывает поч-
ти весь диапазон уровней миоглобина 
в норме и при ОИМ. При большем по 
сравнению со ст a 11 да рт и ой м етодикой 
разведении исследуемых образцов 
можно определять более высокие уров-
ни миоглобина без заметного сниже-
ния точности. Ряд важнейших клеточ-
ных белков и гемоглобин пе оказыва-
ют влияния на качество анализа. 

По чувствительности, специфичнос-
ти, а также точности (см. таблицу) и 
воспроизводимости метод не уступает 
используемому в настоящее время ра-
диоиммунологическому тесту [6, 9, II, 
15]. Вместе с тем он обладает рядом 
существенных преимуществ. Метод по-
зволяет определять содержание миог-
лобина в моче. Результаты определе-
ний уровня миоглобина в моче весьма 
информативны при диагностике ОИМ 
и оценке его размеров; во многих слу-
чаях анализ мочи доступнее и проще, 
чем анализ крови. Метод относитель-
но прост (для инструментальной ре-
гистрации данных требуется автома-
тически й спек т р о ф от о м е т р) и позво-
ляет регистрировать результаты визу-
ально с точностью, достаточной для 
индентификации ОИМ и приблизи-
тельной оценки его тяжести. Важно, 
что все компоненты, необходимые для 
анализа, могут храниться лиофилизо-
ванными без заметного снижения 
удельной активности пе менее 1,5 лет. 

Возможности иммуноферментиого 
метода определения миоглобина вели-
ки, что позволяет предположить, что 
в ближайшее время он займет важное 
место в диагностике и определении тя-
жести ОИМ, по крайней мере на гос-

>ном этапе. 
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УДК 

Дискуссия о методах и недостатках препода-
вания биологической химии в медицинских ин-
ститутах, организованная журналом «Вопросы 
медицинской химии», представляется своевре-
менной и полезной. 

Акад. АМН С С С Р 'Г. Т. Березов в своей 
статье выносит на обсуждение заинтересован-
ных специалистов ряд вопросов, касающихся 
методологии преподавания биохимии, подчерки-
вает важное место биохимии в системе подго-
товки кадров будущих специалистов и делится 
с читателями своим богатым опытом, накоплен-
ным за время 30-лстпей педагогической работы 
в 1 МММ им. И. М. Сеченова и Университете 
дружбы народов им. Патриса Лумумбы. 

Со многими положениями статьи можно 
полностью согласиться. Мы целиком поддер-
живаем необходимость создания в вузах меди-
цинского профиля самостоятельного курса по 
клинической биохимии на базе кафедр биохи-
мии. Содержание такого курса желательно 
установить при участии ведущих ученых круп-
ных биохимических лабораторий Н И И медицин-
ского профиля. Это позволит будущим врачам 
глубже усвоить и разобраться в патогенезе за-
болеваний, правильно трактовать и использо-
вать для диагностики результаты биохимиче-
ских исследований, осознанно разрабатывать и 
применять методы терапии, направленные и а 
коррекцию присущих данному заболеванию ме-
таболических нарушений. Таким образом мож-
но будет сократить разрыв, существующий меж-
ду достижениями клинической и эксперимен-
тальной биохимии, рационально использовать 
эти достижения в практическом здравоохране-
нии, что позволит улучшить фундаментальную 
теоретическую подготовку врачей и окажет по-

M1CROBIOLOGICAL P R O C E D U R E FOR 
ESTIMATION O F DNA C O N C E N T R A T I O N IN 

LEUKOCYTES 
К. O. Blokh, /. F. Paskevieh 

Labora tory of Pa thophys io logy , Ins t i tu te of 
Endocr inology and H o r m o n e Chemistry, Chair 

of Biochemistry, Medical School, Kharkov 

A procedure is developed for es t imat ion of 
DNA microquant i t ies in biological samples , 
which involved acid hydrolys is of DNA and (he 
fol lowing microbiological es t imat ion of its 
concentra t ion . A sensi t ivi ty of the procedure w a s 
as little as 0.25 f ig DNA per ml. At the DNA 
concentra t ion 0.25-10 p-g/ml growth of the 
indicator s t ra in of bacteria exhibited the linear 
shape. As shown by means of the procedure 
developed one ra t leukocyte contained 6.3dh 
± 0 . 6 . 1 0 - i 1 2 g of DNA. 

ложительное влияние на повышение уровня 
медицинской помощи населению. 

Вопросы улучшения преподавания биохи-
мии поднимались и широко обсуждались па со-
вещании заведующих кафедрами биохимии ме-
дицинских институтов, созванного по инициати-
ве Всесоюзного биохимического общества, еще 
в 1977 г. В решениях этого совещании была 
подчеркнута необходимость объединения курса 
биохимии здорового человека с курсом клини-
ческой биохимии силами биохимических ка-
федр медицинских институтов. 

Совершенствование преподавания биохимии 
зависит от ряда условий внутреннего и внеш-
него порядка и может осуществляться различ-
ными путями. На кафедре биоорганической хи-
мии и биохимии исторически сложилось так, 
что здесь сосредоточено преподавание как ор-
ганической (биоорганической) химии, так и 
биохимии студентам медицинских факультетов. 
Опыт позволяет считать такой вариант опти-
мальным, поскольку преподавание этих двух 
дисциплин в условиях одной кафедры дает воз-
можность умело их корригировать и координи-
ровать на младших курсах. Кроме того, при 
этом создаются условия для изучения биоор-
ганической химии в таком аспекте, который 
обеспечивает лучшее усвоение студентами био-
химии. Объединение биоорганической и биоло-
гической химии на одной кафедре значительно 
облегчает усвоение биохимии студентами и дает 
возможность объединять необходимые для сту-
дентов сведения в одном учебном пособии. Уже 
20 лет на кафедре пользуются подобным прак-
тикумом как студенты, так и ассистенты, веду-
щие лабораторные занятия. Практикум был со-
здан сотрудниками кафедры и при содействии 
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