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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



вотных в условиях хронического раз-
д р а ж е н и я периферического отдела 
нервной системы о к а з ы в а е т влияние на 
механизмы развития нервных и иейро-
гениых дистрофий. 
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A L T E R A T I O N S IN T H E STATE O F SERO-
TONIN M E T A B O L I S M IN RATS WITH NEU-

R O D Y S T R O P H I C I M P A I R M E N T 

L. K. Egorova, Ya. I. Azhipa 

Ins t i tu te of Higher Nervous Activity and Neu-
rophysiology, Academy of Sciences of the 

USSR, Moscow 

Some mechan i sms of a l tera t ion in serotonin 
content in t i ssues and an effect of the amine 
on development of visible t rophic impai rment 
in ra t s were studied under condi t ions of neuro-
dyst rophic impa i rments which occurred in the 
an ima l s as a resul t of chronic s t imula t ion of 
sciatic nerve. A long- term increase in serotonin 
content in t i ssues of r a t s with the neurodys t ro-
phic process was due to act ivat ion of its syn-
thesis. Elevation in serotonin content in an ima l s 
under condi t ions of chronic s t imula t ion of peri-
pheral nervous system might be of impor tance 
for development of neura l and neurogenic 
dystrophies . 
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СВОЙСТВА МЫШЕЧНОЙ 
Г Л И Ц Е Р О Л - З - Ф О С Ф А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н Д З Ы К Р О Л И К О В 

С К А Р Ц И Н О М О Й Б Р О У Н Д - П И Р С 

Институт биохимии им. А. В. Палладина АН УССР, Киев 

Особенностью опухолевой ткани яв-
ляется быстрый неуправляемый рост, 
который д о л ж е н быть обеспечен энер-
гетически. Основным источником энер-
гии в опухолях является аэробный гли-

колиз, в формировании которого опре-
деленную роль играет глицерофосфат-
ный шунт. 

Г л и ц е р о ф о с ф а т 11 ы й ш унт ф у и к ц попи-
рует с участием Н А Д - и Ф А Д - з а в и с и -
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мых глицерол-3-фосфатдегидрогеиаз 
(Г -З -ФД) , связывающих два важней-
ших энергетических процесса - гли-
колиз и тканевое дыхание. В опухоле-
вой ткани активность Г-З-ФД (КФ 
1.1.1.8), восстанавливающей диокси-
ацетоифосфат ( Д О А Ф ) с помощью 
Н А Д • Н с о б р а з о в а и и е м г л и ц е р о л - 3 -
фосфата (Г-З-Ф) , снижена или совсем 
отсутствует [7, 10, 11]. Большинство 
данных этого рода получено с исполь-
зованием в качестве субстрата не Г-З-Ф, 
а Д О Л Ф . В то ж е время не исключена 
возможность , что в случае усиления 
гликолиза обратная реакция с Г-З-Ф в 
качестве субстрата может преобладать 
над прямой. 

Используя экспериментальную мо-
дель карциномы Броуна — Пирс, мы 
и сс л е до вал и соот и о ш е и и е 11 р ямой и 
обратной реакции в мышцах кроликов 
и кристаллических препаратах Г-З-ФД, 
а т а к ж е изучили ряд свойств этого 
фермента при опухолевом росте. 

Л4 е т о д и к а 

Экспериментальную модель карциномы Бро-
уна — Пирс получали путем перевивания в 
яичко кроликам гомогеиата ткани опухоли. В 
работе использовали 10 животных, из которых 
6 были с карциномой. Исследовали гомогенаты 
ткани опухоли и мышц у кроликов с карцино-
мой и у интактных животных, экстрагируя фер-
мент двойным объемом 0,25 % КН2РО4, и кри-
сталлический фермент из мышц тех и других. 

Фермент получали по методу Барановского 
в модификациях [4, 6] и 3—4 раза перекри-
сталлизовывали [4]. Выход кристаллического 
фермента из мышц был практически одинаков 
в норме и при патологии и составлял около 
60 мг на 1 кг ткани. Чистые кристаллические 
препараты Г-З-ФД обладали постоянной удель-
ной активностью и не проявляли активности 
ферментов, близких по высаливанию (альдола-
зы, триозофосфатизомеразы, лактатдсгидроге-
назы) . 

Активность фермента с двумя субстратами 

определяли спектрофотометрически по измене-
нию экстинкции при 340 им [6]. Инкубационная 
смесь объемом 3 мл для прямой реакции со-
стояла из трис-HCI-буфера рИ 7,4, 0,2 мМ 
Н А Д • Н и 3 мМ фруктозо-1,6-дифосфата, кото-
рый под действием альдолазы (0,1 мг) расщеп-
лялся с образованием Д О А Ф . Д л я обратной ре-
акции проба того ж е объема с глицин-гидрази-
повым буфером рН 9,5 содержала 0,03 М Г-З-Ф 
и 1,5 мМ НАД. Буфер с иефизиологическим 
значением рН использовали потому, что окисле-
ние Г-З-Ф кристаллической Г-З-ФД в экспери-
менте происходит с наибольшей скоростью при 
рН 8,5—10,0 [9]. При работе с экстрактами в 
обоих случаях прибавляли 5 мМ монойодук-
сусную кислоту. Реакцию начинали прибавлени-
ем 5—10 мкг Г-З-ФД или 0,05—0,2 мл экстрак-
та. Активность рассчитывали, исходя из коли-
чества миллимолей субстрата, образовавшегося 
в пробе на I мг белка в 1 мин. 

Изофокусирование кристаллического фер-
мента после обессоливания проводили на колон-
ке фирмы Л КБ в 1 % растворе амфолина в 
диапазоне рН 5,0—8,0. Частоту полученных 
фракций контролировали электрофоретически в 
7,5 % ПААГ с добавлением 0,1 % додецилсуль-
фата Na. 

Аминокислотный состав фермента здоровых 
и больных животных определяли на аминокис-
лотном анализаторе марки Н Д 1200 после гид-
ролиза белка в течение 24 ч при 105 °С в 5,7 п. 
НС1. 

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

На гомогеиатах мышц кроликов с 
карциномой и интактных животных 
было установлено, что удельная актив-
ность фермента при патологии снижена 
по сравнению с таковой в норме как в 
прямой, так и в обратной реакциях , 
вследствие чего соотношение активно-
стей прямой и обратной реакций прак-
тически не изменяется . 

Активность фермента в гомогеиате 
опухоли была на порядок ниже, чем в 
мышечном гомогеиате животных с кар-
циномой, а отношение прямой и обрат-
ной реакции уменьшено за счет отно-
сительного увеличения активности с 
Г-З-Ф (табл. 1). 

Т а б л и ц а 1 
Удельная активность Г-З-Ф животных интактных и с карциномой (в ммолях на I мг белка в J мин) 

Материал 
Интактиые ж и в о т н ы е Кролики с карциномой 

Материал 
А В 1 А / Б А Б А/Б 

Гомогенат ткани опухоли 0 , 0 8 0 , 0 2 4 , 0 
Гомогенат мышц 1,74 0 , 3 8 5 , 4 0 , 6 7 0 , 1 2 5 , 6 
Высокоочищенный фермент 5 7 , 0 23 ,0 2 , 4 2 , 5 0 ,51 4 , 9 
Фракция I 4 8 , 0 2 , 4 20 5 , 3 2 , 0 2 , 7 
Фракция II 5 9 , 0 29 ,0 2 , 0 5 7 , 6 24 ,0 2 , 4 
Фракция III 13,0 1,0 13,0 0 0 0 

П р и м е ч а н и е . А — скорость прямой реакции с использованием в качестве субстрата 
Д О А Ф ; Б — скорость обратной реакции с использованием в качестве субстрата Г-З-Ф; А/Б от-
ношение скоростей прямой и обратной реакций. 
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Поскольку снижение активности 
Г-З-ФД в м ы ш ц а х при опухолевом ро-
ете пе исключает изменения свойств 
фермента , мы исследовали его после 
выделения из мышц в высокоочищен-
пом кристаллическом состоянии. 

Оказалось , что очищенная Г-З-ФД 
из мыши, интактных животных высоко-
активна как в прямой, т ак и в обратной 
реакции, однако в связи с более высо-
кой скоростью обратной реакции соот-
ношение скоростей прямой и обратной 
реакций имеет низкую величину. Удель-
ная активность высокоочищениого фер-
мента мышц животных с карциномой в 
прямой и обратной реакциях ниже, чем 
is норме, а соотношение скоростей этих 
реакций возрастает вдвое за счет более 
высокой скорости обратной реакции. 

Г-З-ФД как микрогетерогенный 
фермент может быть разделена мето-
дом электрофореза [2] и изофокусиро-
вания [1] на 3 фракции . Н е исключено, 
что отдельные м о л е к у л я р н ы е формы 
фермента могут о б л а д а т ь избиратель-
ной или п р е о б л а д а ю щ е й активностью 
по отношению к субстратам в м ы ш ц а х 
как интактных животных, т а к и живот-
ных с карциномой. 

При разделении фермента из мышц 
нормальных кроликов и животных с 
опухолью методом изофокусирования в 
а м ф о л и н а х были получены 3 фракции , 
которые на рисунке обозначены пика-
ми /, / / и / / / . Из рисунка видно, что 
точки рН изофокусирования пиков 1 и 
I I в норме н при патологии пе совпада-
ют. Д л я фермента интактных живот-
пых они соответствуют рН 5,8, 62 , 7,6, 
при карциноме два пика смещены в 
кислую сторону и точки рН пиков рав-
ны 5,4, 5,9, 7,6. При электрофорезе в 
П А А Г все фракции гомогенны и дви-

пН 
8 . 5 -

8.0 

7.5-

7.0 -

Схема изофокусирования кристаллических пре-
паратов Г-З-ФД, выделенных из мышц кроли-

ков интактных и с карциномой. 
I норма; 2 — опухоль. Остальные обозначения 

в тексте. 

ж у т с я одной зоной с разной скоростью. 
Поскольку в литературе пет данных 

0 соотношении прямой и обратной ре-
акции д л я отдельных изоформ фер-
мента из м ы ш ц интактных животных, 
были проведены по этому вопросу спе-
циальные исследования . При этом бы-
ло установлено, что фракции Г-З-ФД 
из мышц контрольных животных име-
ют разную активность с Д О А Ф и Г-З-Ф. 
1 ф р а к ц и я фермента высокоактивна с 
Д О А Ф и слабоактивна с Г-З-Ф при со-
отношении скорости прямой и обратной 
реакций, равном 20. 

II ф р а к ц и я (рН 6,2) высокоактивна 
с обоими субстратами, и соотношение 
скорости прямой и обратной реакции 
здесь в 10 раз меньше, чем в I фрак-
ции, за счет резко повышенной актив-
ности с Г-З-Ф. 

III ф р а к ц и я (рН 7,6) малоактивна 
как в прямой, т ак и в обратной реак-
ции, и отношение скорости этих реак-
ций ниже, чем в I, и выше- чем во II 
ф [) а кци и. 

При карциноме активность изоформ 
Г-З-ФД т а к ж е неодинакова и фракции 
I и III отличаются от соответствующих 
фракций интактных животных. Фрак-
ция I м а л о а к т и в н а с Д О А Ф и имеет 
такую же низкую активность с Г-З-Ф, 
как и в норме. Отношение этих актив-
ностей значительно ниже, чем у копт-
рольных животных, за счет снижения 
скорости прямой реакции. III ф р а к ц и я 
неактивна с обоими субстратами. Ак-
тивность II фракции практически оди-
накова в норме и при патологии. 

Если считать II и III фракции моно-
мериыми формами, а I ф р а к ц и ю диме-
ром, состоящим из субъедипиц фрак-
ций II и III , тогда при карциноме нор-
мально функционирует только фрак-
ция II, а д р у г а я мономерная форма 
полностью выключается . Сравнение 
скорости прямой и обратной реакции 
Г-З-ФД при опухолевом росте с нормой 
выявляет наибольшие различия для дп-
мериого фермента в прямой (с Д О А Ф ) 
реакции. Скорость обратной (с Г-З-Ф) 
реакции в первых двух ф р а к ц и я х оди-
накова с нормой. 

Р а з н ы е спектры изофокусирования 
Г-З-ФД в норме и при патологии мо-
гут быть связаны со структурными 
различиями фракций, что в свою оче-
редь отразится на их активности. Об 
этом свидетельствует изменение ами-
нокислотного состава к а ж д о й из фрак-
ций. К а к видно из табл . 2, в первых 
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'Г а б л и ц а 2 
Аминокислотный состав фракций Г-З-ФД, полученных методом изофокусирования (в %) 

Аминокислота 
Нврма Опухоль 

Аминокислота 
рН 5 , 8 рН 6 , 2 рН 7 , 6 рН 5, 4 рН 5 , 9 рН 7 , 6 

Лизин 6 , 7 5 7 , 5 3 6 ,54 5 , 0 7 5 , 5 8 6 , 2 9 
Гистидип 2 , 0 1 ,95 1,89 1,83 1 ,65 1,90 
Аргинин 3 , 1 7 3 ,21 2,91 3 , 1 3 3 , 1 9 3 ,42 
А с пар агиновая кисло т а 9 , 5 7 9 ,56 13,7 14,9 13,4 13,9 
Треонин 4 , 7 7 4 , 7 4 3 ,78 3 , 8 9 4 , 6 4 4 , 5 7 
Серии 4 , 9 5 4 , 3 7 4 ,61 4 , 9 7 4 , 2 8 3 ,60 
Г л утами нова я кислота 13,5 13,1 13,6 14,2 13,3 14,1 
Пролии 3 , 8 3 3 ,60 3 ,66 4 , 0 4 3 , 3 4 3 ,84 
Глицин 9 ,74 10,8 10,2 13,7 15,6 12,7 
Алании 10,1 10,4 10,2 9 ,76 10,7 11,4 
Валин 9 , 2 9 ,74 7 , 9 4 , 8 3 5 , 5 4 3 , 9 
Метионин 1,80 2 , 0 2 , 7 1,56 1,67 2 , 3 8 
Изолейции 5 , 5 3 6 , 1 3 6 , 4 2 3 ,36 3 , 0 7 3 , 0 
Лейцин 10,34 10,81 9 , 6 9 1003 10,55 9 , 8 4 
Тирозин 1,96 1 ,77 1,62 2 , 3 0 2 ,31 2 ,02 
Фенилаланин 3 , 3 9 3 ,04 3 , 1 3 2 , 6 2 3 , 4 3 3 ,10 

Сумма кислот 100,6 100,8 101,0 100,4 102,2 100,7 

двух ф р а к ц и я х Г-З-ФД, выделенных из 
мышц животных с карциномой, увели-
чено содержание а с и ар аги новой кис-
лоты и снижено содержание лизина , 
что, по-видимому, смещает pi I изото-
чек в кислую сторону. Д л я всех трех 
фракций х а р а к т е р н о снижение содер-
ж а н и я изолейцина и валима, а т а к ж е 
увеличение глицина. Изменения амино-
кислотного состава изофракций Г-З-ФД 
из мышц при опухолевом росте свиде-
тельствуют о структурных и функцио-
нальных отличиях этого фермента от 
аналогичного белка в м ы ш ц а х нор-
м а л ь и ы х к р о л и к о в. 

Изменение свойств Г-З-ФД установ-
лено нами ранее при эксперименталь-
ном атеросклерозе и голодании кроли-
ков [1, 3] . Л а б и л ь н о с т ь ферментатив-
ной активности Г-З-ФД показана при 
ряде других патологий [5, 8, 12]. 

Н а клиническом м а т е р и а л е опухоли 
кишечника (Л. Л . Хомякова , неопуб-
ликованные данные) о б р а т н а я реакция 
с Г-З-Ф была снижена , равна норме 
или п р е в ы ш а л а ее. Полученные дан-
ные на очищенном ферменте показали , 
что такой х а р а к т е р активности может 
зависеть от преобладания одной из 
форм фермента на разных стадиях за-
болевания . 
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P R O P E R T I E S O F M U S C U L A R GLYCEROL-3-
P H O S P H A T E D E H Y D R O G E N A S E IN RAB-

BITS W I T H B R O W N - P I R S C A R C I N O M A 

L. T. Litvinenko, L. L. Khomyakova, 
V. A. Gaevskaya 

A. V. Pa l l ad in Ins t i tu te of Biochemistry , Aca-
demy of Sciences of the Ukra in i an SSR, Kiev 

Specific act ivi ty of g lycerol -3-phosphate de-
hydrogenase , es t imated in direct and reverse 
react ions, w a s decreased, as compared with 
normal s tate , wi thout any a l t e ra t ions in the 
ra t io of activities, in muscle h o m o g e n a t e s of 
rabbi t s with B r o w n - P i r s carc inoma. The enzy-
mat ic activity w a s decreased by an order of 
m a g n i t u d e in h o m o g e n a t e s of the tumor as 
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compared with muscle homogena te s of the 
tumor -bea r ing an imals s imul taneous ly with 
relat ive s t imula t ion of the reverse react ion. 
Specific activity of the crys ta l l ine enzyme f rom 
muscles of t umor -bea r ing an ima l s was decrea-
sed as compared with normal t i ssues but the 
ra t io of activit ies w a s 2-fold increased due to 
the reverse reaction, hi the carcinoma activity 
of one of the three enzyme fract ions, obta ined 
af ter isoelectrofocusing, was similar to the 

control values; in the second f rac t ion the rat io 
of activit ies was decreased due to inhibition 
of the direct reaction, the third f rac t ion w a s 
inactive. Amino acid composi t ion of crysta l l ine 
glyccrol-3-phosphatc dehydrogenase , isolated 
from tumor -bea r ing animals , was d i f ferent in 
content of 5 amino acids from the enzyme 
amino acid composi t ion of controls , t hus sug-
ges t i ng the s t ruc tu ra l d i f ferences of the pro-
teins from these f rac t ions . 

УД К f> 12.822.1.015.1:577.152.311 ]-06:612.592 

Э. 3. Эмирбеков, /7. К. Кличханов 

AT Фазная И АЦЕТИЛХОЛ И НЭСТЕРАЗН АЯ АКТИВНОСТЬ 
МОЗГА ПРИ ГИПОТЕРМИИ 

Кафедра биохимии и проблемная лаборатория нейрохимии Дагестанского университета, 
Махачкала 

Гипотермия нашла применение в 
медицинской практике как метод ми-
нимализации функций и метаболизма 
органов и тканей организма [4, 9, 11, 
12]. Более широкому использованию 
метода общего охлаждения препятст-
вует ряд факторов, среди которых 
центральное место занимают наруше-
ния в мембранных структурах и ди-
скоординация ферментативных про-
цессов [5, 12, 13, 15]. Д л я выяснения 
влияния низкой температуры на теп-
локровный организм важное значение 
имеет изучение активности мембран-
ных ферментов мозга, участвующих в 
обеспечении сииаптической фуикции. 
В настоящей работе изучена актив-
ность Na + , К + -АТФазы и ацетилхолин-
эстеразы (АХЭ) в различных структу-
рах мозга при гипотермии различной 
длительности. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 50 лабораторных бе-
лых крысах-самцах массой 150—200 г. Живот-
ных охлаждали в течение 1 ч до ректальной 
температуры 20 °С [1]. В другой серии опытов 
достигнутую гипотермию пролонгировали в те-
чение 2 ч. Контролем служили интактиые кры-
сы. В нужный момент как контрольных, так и 
подопытных животных декапитировали, быст-
ро извлекали большие полушария мозга и сред-
пий мозг вместе с промежуточным. Ткани моз-
га гомогенизировали в среде, содержащей 
0,25 ДА сахарозу, 1 мМ ЭДТА, рН 7,4 при 2°. 
Полученные 1 0 % гомогеиаты центрифугирова-
ли 10 мин при 600 g. Надосадочиую жидкость 
использовали для определения активности Na 1 , 
К1 -АТФазы, которую рассчитывали как раз-
ность между общей и Mg 2 1 -АТФазой . Среда 
для определения общей АТФазы содержала (в 
миллимолях) : NaCl 130, КС1 — 20, АТФ 
3, MgCl 2 - 3, трис 30, рН 7,4 при 37 и 20 °С; 
при определении Mg 2 1 -АТФазы активность К + , 

1Ма+-АТФазы подавляли добавлением 10 1 М 
строфантина К- Реакцию начинали добавлени-
ем 0,2 мл разведенного гомогената (150-
200 мкг белка) . Пробы инкубировали 15 мин 
при 37 °С и при температуре тела охлажденно-
го животного (20 °С). Реакцию останавливали 
добавлением 0,5 мл 20 % ТХУ. Об активности 
фермента судили по приросту в среде инкуба-
ции Р | [14]. Активность Na+, К"1"-АТФазы вы-
ражали в микромолях Р | на I мг белка за 1 ч. 
Белок определяли по методу Лоури [17]. 

А цетилхол и 11 эстер а з и ую акт ивность уста пав-
ливали модифицированным |1()| методом 
Эллмаиа [16] с использованием в качестве суб-
страта ацетилтиохолинйодида (АТХ). Д л я ис-
следования брали большие полушария мозга, 
средний и промежуточный мозг, мост вместе с 
продолговатым мозгом. 10 % гомогеиаты, при-
готовленные на холодном 0,1 М натрий-фос-
фатном буфере рН 8,0, после разведения исполь-
зовали в качестве источника фермента. Пробы 
инкубировали 20 мин при 37 и 20°С. Актив-
ность АХЭ выражали в микромолях АТХ на 
1 г влажной ткани за I ч. Полученные данные 
обрабатывали статистически [7]. 

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

При снижении температуры инкуба-
ции гомогенатов больших полушарий, 
а т а к ж е среднего и промежуточного 
мозга с 37 до 20°С активность Na'-, 
К + -АТФазы в гомогеиатах мозга ин-
тактных крыс уменьшается соответст-
венно в 2,6 и 2,7 раза , а у животных, 
охлажденных до 20 °С, — в 3,5 и 3 ра-
за (табл. 1). 

Охлаждение животных до 20°С не 
влияет на активность Na+, К-'--АТФа-
зы печени, измеряемой при 20°С. 
В случае пролонгирования гипотермии 
до 2 ч активность этого фермента в 
среднем и промежуточном мозге сни-
жается в 2 раза. 

При инкубации гомогенатов при 
температуре 37 °С охлаждение живот-
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