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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



УДК 612.351.11:577.152.111].014.46:615.214.3:547.745 

А. П. Агуреев, И. В. Жигачева 

К МЕХАНИЗМУ ДЕЙСТВИЯ ПИРАЦЕТАМА НА ОКИСЛЕНИЕ 
NADH ПО ВНЕШНЕМУ ПУТИ В МИТОХОНДРИЯХ ПЕЧЕНИ КРЫС 

ИМИ по биологическим испытаниям химических соединений, Купавна Московской обла-
сти 

Известно, что ферменты интактных 
м 11 тох ондр ий, выд ел е н и ы х и з р а з л и ч -
ных тканей животных, катализируют 
окисление экзогенного NADH с до-
вольно низкой скоростью [9]. Вместе 
с тем при определенных воздействиях 
на организм (стресс, адаптация к хо-
лоду) или на митохондрии in vi tro 
(снижение рН среды инкубации, у ве-

ли ч с и л е конце нт р а ц ии неорганич ее ко го 
фосфата, свободных жирных кислот, 
ионов Са2+ в среде инкубации) эта 
скорость может резко возрастать [1] . 
Окисление NAD1I в указанных случа-
ях идет в обход первых пунктов сопря-
жения дыхательной цепи по внеш-
нему пути окисления. Согласно пред-
положению В. П. Скулачева [6], акти-
вация внешнего пути окисления 
NAD И обусловлена десорбцией в меж-
мембранное пространство митохондрий 
части цитохрома с, который выполняет 
роль переносчика электронов между 
цитохромом Ь5 внешней мембраны и 
ц и тох ром оке и д а з о й. 

В настоящее время показано, что 
увеличение скорости окисления экзо-
генного NADII по амитал-антимицин 
А-резистентному пути сопровождается 
набуханием митохондрий. Ингибиторы 
фосфолипазы А2 (нуперкаин, дикаин) , 
комплексообразующие агенты (ЭГТА, 
Э Д Т А ) , ингибиторы перекисиого окис-
ления лип идо в (иоиол и др.) предот-
вращают активацию данного шунта 
[3]. В связи с этим интересно было 
выявить взаимосвязь переки-сного 
окисления липидов и вязкости мито-
хондриальных мембран с десорбцией 
цитохрома с п активацией окисления 
NADU по внешнему пути. 

Активацию в н е ш и его пут и о к и с л е -
имя NADH вызывали многократным 
введением к р ыс а м из вест и о го и оот -
ройного препарата 2-пирролидонаце-
тамида, или пирацетама [2, 7] . 

М е т о д 11 к а 
Исследования проводили на крысах-самках 

массой 150—180 г. Пирацетам подопытным жи-
вотным вводили подкожно или внутрижелу-
дочпо в течение 6 сут в дозе 100 мг/кг. Ж и -

вотных декапитировали через 2 ч после пос-
леднего введения препарата. Митохондрии пе-
чени выделяли, как описано ранее [5]. Среда 
инкубации митохондрий содержала 70 мМ КС1, 
5 мМ неорганический фосфат, рН 7,5. Темпе-
ратура среды инкубации 28 °С. Регистрацию 
дыхания митохондрий проводили при помощи 
закрытого электрода типа Кларка на поляро-
графе LP-60. Д л я определения продуктов пе-
рекисного окисления липидов из полярографи-
ческой ячейки отбирали пробы, содержащие 
0,5 мг белка митохондрий. Образование конеч-
ного продукта перекисиого окисления липи-
дов — малонового диальдегида (МДЛ) изме-
ряли по цветной реакции с тиобарбитуровой 
кислотой [4 | , а начальные стадии — по спект-
рам флюоресценции при максимуме флюорес-
ценции 420—470 нм и максимуме поглощения 
360 нм [8]. Изменение вязкости митохондри-
альных мембран определяли по соотношению 
интенсивности флюоресценции мономеров и 
эксимеров пирсна [10]. Д л я этой цели исполь-
зовали среду инкубации 1 (CHi) , содержащую 
250 мМ сахарозу, 10 мМ трис-НС1, 1 мМ ма-
лат, 4 мМ глутамат, рН 7,5, и среду инкуба-
ции 2 (СИ 2 ) , содержащую 70 мМ КС1, 10 мМ 
трис-НС1, 1 мМ малат, 4 мМ глутамат, рН 7,5. 
Расчет микровязкости проводили по формуле: 
i| — RT/6nbDnlVA, где R - • газовая постоянная; 
b — радиус пиреиа; N \ — число Авогадро; 
Dn - коэффициент диффузии пирсна, равный 
/г/э/8хгА^л2b; kя — константа эксимеризации пи-
рена. 

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

Как видно из таблицы, митохонд-
рии печени крыс, получавших пираце-
Влияние пирацетама на окисление NADH ми-

тохондриями печени белых крыс (М ± т ) 

Добавка 

Окисление Н А Д Н (нмоль 
поглощенного 0 2 на 1 мг 

белка за 1 мин) 
Добавка 

б е з пира-
цетама 

с пирацета-
мом 

(In v i v o ) 

Д Н Ф 
Д Н Ф -
Д Н Ф 
Д Н Ф 

f- амитал 
f- антимицин А 

NADII 

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

2 4 , 3 ± 3 , 5 
3 ,54=0 ,6 
2 , 0 ± 0 , 3 

1 1 , 5 ± 1 , 8 

Контроль (без добавок) 6 , 3 ± 0 , 3 8 , 7 ± 0 , 8 

П р и м е ч а н и е . Среда инкубации содер-
ж а л а 70 мМ КС1, 5 мМ КН 2 РО«, 4 мМ глу-
тамат, I мМ м а л а т . Дополнительные добавки: 
20 мкМ Д Н Ф , 2мМ амитал, 8• 10~7 М анти-
миции А, I мМ N A D H , белок в ячейке — 2 
мг/мл (данные 6 параллельных опытов). 
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Рис. 1. Зависимость содержания М Д Л от функционального состояния митохондрий 
печени крысы. 

СИ 70 мМ KCI. 5 мМ К Н 2 Р 0 4 4 мМ глутамат, 1 мМ малат, 20 мкМ ДЫФ, 2 мМ амитал, 8-10 7 М 
лнтимицин А, 1 мМ N A D U , рН 7,5. Столбики с горизонтальной штриховкой — интактные митохонд-

рии, с вертикальной — митохондрии после инкубации в ячейке. 

Рис. 2. Взаимосвязь флюоресценции продуктов перекисного окисления липидов и 
функционального состояния митохондрий печени крысы. 

См, как на рис. I. AF — в ед. флюоресценции; У ^ д ^ ^ — с к о р о с т ь окисления NADII (в имоль О- за 

I мни па I мг белка митохондрий) в присутствии всех компонентов, указанных д л я СИ на рис. I. 
Светлый кружок - - интактные митохондрии, темный — после инкубации в ячейке, светлый треуголь-
н и к — о п ы т ( -ьпирацетам) — интактные митохондрии, темный — опыт — после инкубации в ячейке. 

Рис. 3. Влияние инъекций пирацетама на микровязкость митохондриальных мембран 
печени крысы. 

СИ| 70 мМ KCI, 10 мМ трис-НС1, 4 мМ глутамат, I мМ малат, рН 7,5. F y — флюоресценция эксимс-
ров ппрена; F M — флюоресценция мономеров пиреча. К р у ж о к — опыт; треугольник — контроль. 

там, характеризуются высокими ско-
ростями окисления N A D H по внешне-
му пути. Эти скорости превышают 
контрольные величины в 2,5 раза . 

Уровень продуктов перекисного 
окисления липидов, их флюоресценция 
и образование М Д А в митохондриях 
подопытных животных в 2—3 раза вы-
ше, чем у контрольных (рис. 1, 2) . 
После инкубации митохондрий в поля-
рографической ячейке в присутствии 
разобщителя 2,4-д и нитрофенол а 
( Д Н Ф ) , NADH, амитала и аитимицп-
на А различия в концентрациях про-
дуктов перекисного окисления липи-
дов м е ж д у контрольной и опытной 
группой нивелируются (см. рис. 1, 2) . 
Таким образом, при инкубации мпто-
х он д р и й ко I гг р о л ь н ы х ж и вот н ы х с 
Д Н Ф , амиталом, антимицином А и 
NADH происходит активация перекис-
ного окисления липидов. Представля-
лось интересным выяснить, на какой 
стадии или, вернее, после добавления 
каких препаратов в среду инкубации 
м нтохондрий а кт i гвируется п роцесс 
перекисного окисления липидов. Ока-
залось, что добавление в среду инку-
бации разобщителя Д Н Ф приводит к 

н с кото рому в оз р а с тан и ю ф л ю о р ее цен -
ции продуктов перекисного окисления 
липидов с 0,00010=h0,00001 до 
0,000604=0,00002 ед. флюоресценции. 
П о с л е д у ю щ а я д о б а в к а в среду инку-
бации а м и т а л а и антимицина А сни-
ж а л а уровень флюоресценции до ис-
ходного. И лишь после добавления к 
митохондриям NADU происходит рез-
кое повышение уровня флюоресценции 
продуктов перекисного окисления ли-
пидов - - до 0 ,0018±0 ,0001 ед. флюо-
ресценции. Отметим, что уровень флю-
о р есце нц ии п р оду кто в пс р е к и си ого 
окисления липидов в митохондриях 
подопытных животных не изменялся 
при добавлении разобщителя , ингиби-
торов д ы х а н и я и N A D H и с о с т а в л я л 
0 ,0020+0 ,0002 ед. флюоресценции. Та-
ким образом, при окислении N A D H 
в присутствии амитала и антимицина 
А митохондриями печени уровни про-
дуктов перекисного окисления липидов 
сопоставимы как в митохондриях, 
окисляющих NADH с высокой скоро-
стью, так и в митохондриях, окисляю-
щих NADH с довольно низкой скоро-
стью. Это может свидетельствовать о 
том, что активация перекисного окис-

0 Нонтроль Опыт 
Рис.1 (+ парапетам>) ри2 
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Рис. 4. Влияние состава на кинетику потреб-
ления кислорода митохондриями печени белых 

крыс. 
/ — СИ 70 мМ КС1, 10 мМ три с — Ы СI, рН 7,5; 2 — 
СИ 300 мМ сахароза , 10 мМ трис-HCl. рН 7,5; 3 — СИ 
70 мМ с а х а р о з а , 10 мМ трис-HCl, рН 7,5; 4 — СИ 
35 мМ сахароза , 10 мМ трис-HCl, рН 7,5. Добавки: 
4 мМ глутамат, I мМ малат, 20 мкМ Д Н Ф , 2 мМ ами-

тал, 8-10 7 М антимиции А, I мМ N A D U . 

ления липидов, возможно, является не-
обходимым, но недостаточным услови-
ем для инициирования окисления 
NADH по внешнему пути. 

При активации окисления NADU по 
внешнему пути, нечувствительному к 
амиталу и антимицину А, наблюдалось 
с I г и ж с и и с в я З'Кости м итох о\i д р и а л ь н ы х 
мембран с 0 , 8 0 ± 0 , 1 5 до 0,374=0,05 П 
(рис. 3) . Это снижение было одинако-
во как в солевой, так и в сахарозной 
среде инкубации. Однако, как видно 
на рис. 4, в сахарозной среде инкуба-
ции (кривые 2, 3, 4) не отмечается ак-
тивации внешнего пути окисления 
NADII д а ж е при сильном снижении 
тоничности среды, т. е. при сильном 
набухании митохондрий. Эти данные 
свидетельствуют о том, что снижение 
вязкое т и м ито х о I i д р и а л ь н ы х м е м б р а и, 

вероятно, предшествует активации 
внешнего пути окисления NADII и яв-
ляется необходимым условием для 
десорбции цитохрома с в межмембран-
ное пространство митохондрий при по-
мещении их в солевую среду инкуба-
ции. Появление цитохрома с в меж-
мембранном пространстве приводит к 
образованию контакта между систе-
мой fp5 цитохром bs внешней мем-
браны митохондрий ,с цитохромоксида-
зой и вслед за этим к активации окис-
ления NADH по внешнему пути. 

Таким образом, проведенные иссле-
дов a 11 ия показали, что а кт и в а ц 11 и 
внешнего пути окисления NADI1 в ми-
тохондриях печени под влиянием пн-
рацетама предшествует возрастание 
уровня перекисного окисления липидов 
и снижение вязкости мембран мито-
хондрий. 

Работа выполнена на базе Межфа-
кул ьтетс кой п роб л см ной 11И Л 
им. А. Н. Белозерского Московского 
университета им. М. В. Ломоносова. 
Авторы выражают благодарность 
JT. С. Ягужинскому и Е. Н. Моховой 
за помощь при выполнении работы. 
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ON T H E M E C H A N I S M O F PYRACETAME 
E F F E C T ON NADH OXIDATION VIA EX-
TERNAL PATHWAY IN RAT LIVER MITO-

C H O N D R I A 

A. P. Agurcev, /. V. Zhigacheva 

Ins t i tu te for Biological Tes t ing of Chemical 
Compounds , Cupavna , Moscow Region 

Activat ion of the ex terna l p a t h w a y (amyta l -
ant imycine A-res i s tan t ) of the exogenous 

NADH oxidat ion was s tudied in ra t liver mito-

chondr ia a f t e r long- te rm (within 6 days) admi-

n i s t ra t ion of pyrace tame. S t imula t ion of lipid 

peroxidat ion and a decrease in viscosity of 

mi tochondr ia l m e m b r a n e s accompanied the in-

crease in the ra te of oxygen consumpt ion iu 

mi tochondr ia in presence of the exogenous 

NADH, amyta l and an t imycine A. 

УД К 612.173.1.015.1:577.152.633 + 616.127-008.931:577.152.633j-056.43 

В. П. Мирошниченко, Г. В. Крюкова, 
А. М. Зубовская, И. Л. Шар лова 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ГУАНИЛАТЦИКЛАЗЫ 
МИОКАРДА КРОЛИКОВ В НОРМЕ И ПРИ ЕГО 

АЛЛ ЕР Г И Ч ЕС КОМ НОВ Р ЕЖД Е Н И И 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Регуляция функциональной активно-
сти миокарда гормональными и биоло-
гически активными соединениями опо-
средуется циклическими нуклеотида-
ми цАМФ и цГМФ. Существование 
цГМФ было установлено только в кон-
це 70-х годов, т. е. спустя 10 лет после 
открытия цАМФ. В настоящее время 
цГМФ обнаружен в большинстве тка-
ней животных. Широко исследуются 
функции этого нуклеотида в организ-
ме. Можно с определенностью заклю-
чить, что функции цГМФ и цАМФ раз-
личны, а представление об их противо-
положном эффекте пока сохраняет 
силу в отношении действия на ритм 
сердца. цАМФ вызывает положитель-
ные инотропный и хронотропный эф-
фекты, а цГМФ ослабляет их [13, 
15, 2 0 ] . 

Разные механизмы вовлечены в ре-
гуляцию образования в тканях цАМФ 
и цГМФ. Аденилатциклаза , катализи-
рующая синтез цАМФ — мембранный 
фермент, регуляция активности кото-
рого находится под гормональным кон-
тролем; фермент тесно связан с соот-
ветствующими рецепторами. Гуанил-
атциклаза , катализирующая биосинтез 
цГМФ, в значительной части находит-
ся в цитоплазме и только некоторая 
часть фермента (в зависимости от ви-
да ткани) является мембраносвязан-
ной. Считается, что увеличение уровня 
цГМФ обусловлено активацией гуа-
нилатциклазы. Однако регуляция ак-
тивности этого ключевого фермента, 
механизм его действия, роль цитоплаз-

матической и мембраносвязанной форм 
фермента, а т а к ж е физиологическая 
роль самого цГМФ не выяснены. 

Уровень цГМФ в сердечной мышце 
и его изменения отмечены при некото-
рых патологиях сердечно-сосудистой 
системы [6, 19]. В то ж е время сведе-
ния об активности гуанилатциклазы 
сердечной мышцы и ее регуляции в 
норме крайне редки и отрывочны [14, 
16], а в случаях патологии — практи-
чески отсутствуют. Между тем выяв-
ление нарушений в системе обмена 
цГМФ и его регуляции в организме 
способствует пониманию механизмов, 
л е ж а щ и х в основе патологических из-
менений в тканях и действия лекарст-
венных препаратов и создает возмож-
ность коррекции и направленной про-
филактики и терапии. 

Целью настоящей работы было ис-
следование активности гуанилатцикла-
зы, ее регуляции гормональными фак-
торами, другими биологически актив-
ными соединениями, а т а к ж е определе-
ние уровня цГМФ в ткани миокарда 
кролика в норме и при аллергическом 
нов режден и и сердца. 

М е т о д и к а 

Подопытными животными служили кроли-
ки-самцы (20 особей) массой 2,3—2,5 кг. Жи-
вотных декапитировали. Аллергическое по-
вреждение сердца (АПС) вызывали по ранее 
описанному методу [3]. Уровень цГМФ и ак-
тивность гуанилатциклазы устанавливали в 
ткани миокарда в норме и при АПС. Д л я 
определения содержания ц Г М Ф использовали 
наборы фирмы «Arncrsham» (Англия) соглас-
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