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ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ (обзор) 
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Полиферментный оксоглутаратдегид-
рогеназный комплекс (ОГДК), состоя-
щий из оксоглутаратдегидрогеназы 1КФ 
1.2.4.21 (Ег), липоатсукцинилтрансфера-
зы 1КФ 2.3.1.611 (Е2) и липоамиддегид-
рогепазы 1КФ 1.6.4.3] (Е3), катализи-
рует многоэтапный процесс окислитель-
ного декарбоксилирования 2-оксоглу-
тарата [5, 351: 

ОГДК комплексов животного проис-
хождения, то до упомянутого времени 
они оставались практически неизучен-
ными в плане регуляции активности. 
Лишь при исследовании кинетического 
механизма ОГДК из сердца свиньи было 
отмечено ингибирующее действие сук-
цииил-КоА и НАД-Н [25], которое мо-
жет иметь регуляторное значение. Од-
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[ Ф А Д . Н 2 ] - Е 3 + Н А Д [ Ф А Д ] - Е 8 + Н А Д - Н + Н + 

Суммарно: 

R - - C O - C O O H + КоА - S H + Н А Д — * R — C O ~ S . КоА + С О , + НАД-Н + Н ' 

( R = H O O C — С Н а — С Н 2 — ; Т П Ф —тиаминпирофосфат; Лип —липоат) 

Являясь неотъемлемым функциональ-
ным звеном цикла Кребса и лимитируя 
в нем, по некоторым данным 1241, поток 
субстратов, ОГДК в то же время не-
посредственно генерирует такие важные 
в биоэнергетическом и биосинтетическом 
аспектах продукты, как сукцинил-КоА 
и НАД-Н. Все это, естественно, предоп-
ределяет интерес к изучению функцио-
нирования и регуляции ОГДК, которое 
стало возможным в связи с разработкой 
в ряде лабораторий [8, 38, 40, 421 мето-
дов выделения и очистки ОГДК и его 
компонентов из разных источи и ков. 

Цель настоящего обзора — обобщение 
результатов современных исследований 
регуляции ОГДК животного происхож-
дения. 

Следует отметить, что до конца 70-х го-
дов сведения о путях и механизмах ре-
гуляции ОГДК были крайне скудными. 
Имелись только данные об отдельных 
регуляторных свойствах ОГДК из Aci-
netobacter lwoffi [33], цветной капусты 
143.1 и оксоглутаратдегидрогеназы лета-
тельной мышцы мухи [261. Что касается 

нако было отмечено 125, 361 существо-
вание разных типов ингибирования 
ОГ Д К восстановлен 11 ым НАД. Та к и м 
образом, в отношении полиферментиого 
комплекса из сердечной мышцы не было 
окончательно ясно, на какие его компо-
ненты направлено влияние конечного 
продукта реакции. К настоящему вре-
мени многие вопросы регуляции ОГДК 
прояснились благодаря работам энзи-
мологов из МГУ 12, 3, 10, 11], некоторых 
зарубежных исследователей 127, 28, 31, 
431, а также данным 112, 14, 17, 191, 
полученным в нашей лаборатории па 
примере играющего важную роль в 
процессах кортикостероидогенеза одно-
именного комплекса из надпочечников 
быка 1151. 

Регуляторные свойства ОГДК нахо-
дятся в неразрывной связи с его кинети-
ческими свойствами, поскольку они реа-
лизуются исключительно в процессе 
функционирования комплекса без уча-
стия специальных модуляторных фер-
ментов типа киназы и фосфатазы ииру-
ватдегидрогеназы |22, 391, которые в 
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составе ОГДК из разных источников 
никем не были обнаружены 13, 19, 23, 
311. ОГДК животного происхождения 
проявляет тем не менее высокую чувст-
вительность к компонентам, отражаю-
щим степень фосфорилированности аде-
нилатной системы. 

Наиболее действенным положитель-
ным эффектором является АДФ 13, 12, 27, 
31]. Если, воздействуя на ОГДК из 
тканей млекопитающих, АДФ понижает 
в основном величину концентрации по-
лунасыщения [S]0,5 2-оксоглутаратом [19, 
27, 311, то в отношении комплекса из 
грудной мышцы голубя он, кроме того, 
увеличивает максимальную скорость 
реакции, а также устраняет кооператив-
ность по НАД в присутствии НАД-Н 
131. Активирующее действие АДФ, за-
висящее от концентрации 2-оксоглута-
рата, реализуется на уровне пускового 
оксоглутаратдегидрогеназного компо-
нента комплекса. Это подтверждено ис-
следованием модельной реакции с 2,6-
дихлорфенолиндофенолом 112], восста-
новление которого в присутствии суб-
страта осуществляет первый компонент 
ОГДК 191. 

С использованием ОГДК из надпочеч-
ников изучен характер зависимости ско-
рости окислительного декарбоксилиро-
ваиия 2-оксоглутарата от концентрации 
АДФ. Выяснилось, что при низкой кон-
центрации субстрата (0,1 мМ) зависи-
мость v от [АДФ1 выглядит S-образной 
1191. Коэффициент Хилла при этом пре-
вышает 2, что является кинетическим 
признаком положительной кооператив-
ности во взаимодействии фермента и ак-
тиватора. Данные по связыванию мечен-
ного радиоактивными веществами АДФ 
оксоглутаратдегидрогеназным комплек-
сом [201 подтверждают результаты кине-
тического исследования и позволяют с 
большей уверенностью делать вывод о 
кооперативное™. Причем сигмоидаль-
ный вид зависимости от [АДФ] как v, 
так и функции связывания с увеличением 
концентрации 2-оксоглутарата изме-
няется на гиперболический. 

Положительное кооперативное взаи-
модействие центров, акцептирующих 
АДФ, в условиях низкой концентрации 
2-оксоглутарата имеет, очевидно, су-
щественный регуляториый смысл. Он 
состоит в вычленении диапазона концент-
раций АДФ (0,01—0,2 мМ), при которых 
наблюдается высокая чувствительность 
активности ОГДК к их колебаниям. Ха-
рактерно, что этот диапазон соответст-

вует содержанию АДФ в животных тка-
нях [451, поэтому данный механизм ре-
гуляции ОГДК вполне реален in situ. 
Отсутствие даже отдаленного сходства в 
строении молекул АДФ и 2-оксоглутара-
та свидетельствует в пользу аллостери-
ческой природы регуляторного влияния 
эффектора. Вместе с тем посредством об-
работки изолированной оксоглутарат-
дегидрогеназы ацетил-ацетоном 1161 и 
2,3-бутадионом [411 под защитой ката-
литического центра субстратом достиг-
нута полная ее десенсибилизация к АДФ 
с сохранением базальной активности, 
что служит прямым доказательством ал-
лостерии. А поскольку 2,3-бутадион яв-
ляется довольно специфичным реагентом 
на аргининовые остатки 1.1], то есть ос-
нования полагать, что аргинин прини-
мает участие в формировании аллостери-
ческого центра фермента для АДФ. 

Аналогичным образом АДФ понижают 
величину КП1 или [Sl0)5 для 2-оксоглута-
рата без изменения максимальной ско-
рости реакции ОГДК ионы фосфата 117, 
27], которые совместно с адениновыми 
нуклеотидами определяют энергетиче-
ский потенциал фосфорилирования 161; 
причем действенны относительно невы-
сокие (до 3 мМ) концентрации Фп , ве-
личины которых находятся в пределах 
содержания неорганического фосфата в 
тканях 123, 45]. Наблюдаемая частич-
ная аддитивность эффектов Фп и АДФ 
[17] служит аргументом в пользу пред-
ставления о существовании различных 
точек приложения их действия. 

Диаметрально противоположный аде-
нозиндифосфату и Фп индикатор энер-
гетического состояния клетки — АТФ 
существенно ингибирует ОГДК из серд-
ца свиньи [31] и ночек быка [271 при 
субоптимальных концентрациях 2-ок-
соглутарата. Для одноименного комп-
лекса из грудной мышцы голубя 13] и 
надпочечников быка 1121 это нехарактер-
но. Однако имеются другие возмож-
ности регуляторного влияния АТФ в от-
ношении ОГДК из последнего источни-
ка. При регистрации зависимости v от 
концентраций КоА и НАД в условиях 
насыщения ОГДК 2-оксоглутаратом 
выяснилось, что АТФ ингибирует комп-
лекс по смешанному типу, изменяя в 
большей степени Кш для КоА и НАД и в 
меньшей мере — максимальную скорость 
реакции. Величины К,: для АТФ состав-
ляют 1,8 мМ в отношении КоА и 2,2 мМ 
в отношении НАД [14]. Кроме того, 
АТФ конкурентным образом противодей-
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ствует активирующему влиянию АДФ 
при низких концентрациях 2-оксоглу-
тарата, одновременно устраняя ^опера-
тивность центров, связывающих поло-
жительный эффектор 118]. Наряду с этим 
АМФ, который является самым сильным 
положительным эффектором оксоглута-
ратдегидрогеназ бактериального [44] и 
растительного 1431 происхождения, со-
вершенно не влияет на активность 
ОГДК из животных источников. В об-
щем, за исключением АМФ, все компо-
ненты, отражающие степень фосфорили-
рования адениновых нуклеотидов и вхо-
дящие в показатель так называемого 
«фосфатного потенциала» — 

[АТФ]/([АДФ] • I Фн]), регулируют соот-
ветствующим образом функционирова-
ние ОГДК из различных тканей. Веду-
щую регуляториую роль среди них вы-
полняют, очевидно, положительные эф-
фекторы (АДФ и Фп), действующие по 
аллостерическому механизму, в то вре-
мя как тормозное влияние АТФ на ак-
тивность ОГДК реализуется более опо-
средованными способами. Гуаниновые 
нуклеотиды значительно уступают аде-
ниновым по эффективности действия на 
ОГДК [27]. 

Интересные результаты получены при 
изучении регуляторньгх возможностей 
конечного продукта реакций ОГДК 
НАД-Н. Оказалось, что НАД-Н инги-
бирует ОГДК из грудной мышцы голу-
бя 131, почек 128] и надпочечников [19] 
быка на уровне как липоамиддегидроге-
назного, так и оксоглутаратдегидроге-
назного компонента комплекса. Первый 
путь базируется на конкурентоспособ-
ности НАД-Н в отношении не только 
НАД, но и дигидролипоатных групп 
1211, проникающих в активные центры 
липоамиддегидрогеназы в процессе ката-
литического акта ОГДК. Более того, в 
присутствии НАД-Н ОГДК и его ли-
поамиддегидрогеназный компонент про-
являют S-образньтй характер кинетики 
по НАД, что служит свидетельством ко-
о пер ат и в 11 ых вза и модейств и й а кт и в и ых 
центров л и I юамиддегидрогеназы 131, 
являющейся димерным ферментом, с не-
э к в и в а л е и т н ым и центрами с в я з ы в a i г и 91 
НАД 1301. Примечательно, что АДФ в 
присутствии НАД-Н трансформирует 
зависимость скорости реакции, катали-
зируемой мышечной липоамиддегидро-
геназой, от концентрации НАД из S-об-
разной в гиперболическую 13]. Изоли-
рованную липоамиддегидрогеназу уда-
лось десенсибилизовать многократным 

низкотемпературным воздействием или 
выдерживанием в растворе сульфата ам-
мония 131, в результате чего она пол-
ностью утратила кооперативные свойст-
ва, имеющие аллостерическую природу. 
Пр и десенси б и л иза ци и л и поа миддегид-
рогеназы в составе ОГДК наряду с 
устранением S-образности по НАД ин-
гибироваиие НАД-Н сохраняется, прав-
да, в несколько меньшей степени, ста-
новясь чисто конкурентным в отноше-
нии НАД, что свидетельствует о его 
реализации в этом случае в активных 
центрах фермента. 

Второй путь ингибирующего действия 
НАД-Н направлен на оксоглутаратде-
гидрогеназный компонент комплекса. 
Это нашло прямое доказательство в 
экспериментах с регистрацией оксоглу-
таратдегидрогеназной реакции при ис-
пользовании искусственных акцепторов 
электронов 13] и меченого [1-14С]-2-оксо-
глутарата [19, 28]. Влияние НАД-Н 
заключается в преимущественном повы-
шении величины концентрации полуна-
сыщеиия IS]0)5 2-оксоглутаратом 1191 
при небольшом снижении максимальной 
скорости реакции ОГДК. Сложное ки-
нетическое поведение изолированной 2-
оксоглутаратдегидрогеназы из грудной 
мышцы голубя, зависящее от концент-
рации ферментного белка в реакционной 
смеси 1101, в присутствии НАД-Н утра-
чивает такую зависимость 131. На этом 
основании эффект НАД- IT связывают 
с воздействием на процессы ассоциа-
ции — диссоциации, которые вызывают 
смещение равновесия между олигомер-
ными формами фермента, обладающими 
различными кинетическими свойствами. 
Дл5i ОГДК из надпочечников быка это, 
по-в иди мом у, и ex а р а ктер но, пос кол ь к у 
и рот и во по лож н ые эффе кто р 11 ые влия-
ния НАД-Н и АДФ, мишенью которых 
является оксоглутаратдегидрогеиаза, 
сохраняются при различных концент-
рациях комплекса в мало изменяющей-
ся степени [191. Интересно, что инги-
битор доIюлиителы Iо расширяет кон-
цеитрационный диапазон (0,01—0,1 мМ), 
в пределах которого в отсутствие ионов 
фосфата и АДФ наблюдается положи-
тельная кооперативность (пн 1,5) цент-
ров надпочечникового ОГДК, акцепти-
рующих 2-оксоглутарат. Кроме того, 
при низких концентрациях НАД-Н 
проявляется кинетический признак 
(пн>1) кооперативного взаимодей-
ствия центров, связывающих ингиби-
тор, которое возрастает с повышением 
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концентрации 2-оксоглутарата и в при-
сутствии АДФ 1191. АДФ в определен-
ной мере препятствует НАД-Н-ингиби-
рованию оксоглутаратдегидрогеназы, 
но полностью его не предотвращает да-
же при значительном избытке в среде, 
что может свидетельствовать о влиянии 
этих эффекторов через различные регу-
ляторные центры 13, 281. 

Таким образом, в регуляции ОГДК с 
участием конечного продукта реакции 
НАД-Н принцип отрицательной обрат-
ной связи реализуется дважды: корот-
кая обратная связь существует в преде-
лах липоамиддегидрогеназы, а более 
длинная распространяется на пусковой 
фермент комплекса. Это дублирование, 
очевидно, обусловлено особой важ-
ностью контроля активности ОГДК 
о к и с л и тел ьи о - восста н ов и тел ь и ы м со-
стоял нем и и коти на м иди ых кофермеитов. 

В противовес НАД-Н па уровне оксо-
гл у та р атдег и дроге 11 азы в ысту п а ют н е 
только АДФ и Фм, но и ионы кальция 
113, 27, 28, 31, 341. Являясь положи-
тельным эффектором, Са2+ сильно по-
вышает сродство ОГДК к 2--оксоглута-
рату. Ранее существовало представление 
о необходимости для полноценного функ-
ционирования оксоглутаратдегидроге-
назы ионов магния. Однако эксперимен-
ты с применением комплексона ЭГТА, 
хелатирующего предпочтительнее Са2 

по сравнению с Mg21', убедительно пока-
зали, что именно ионы кальция, а не 
магния обладают эффективностью в отно-
шении ОГДК из сердца свиньи 1311, но-
чек 127, 341 и надпочечников 1.13.1 быка. 
Причем действенны невысокие микро-
молярные концентрации Са21, что под-
черкивает его большие регуляторные 
возможности in situ в митохондриях. 
Аналогично кальцию сродство оксоглу-
таратдегидрогеназы к субстрату повы-
шают ионы Sr2f*, но величина кажущейся 
К,п для Sr2+ (15,1 ±1,3 М-6) гораздо 
больше, чем для Са2"'" (1,03+0,10 М"°) 
1311. Не изменяя максимальную скорость 
реакции, Са2'1' в концентрации ~10 мкМ 
снижает показатель ISl0,r, ОГДК из 
почек быка для 2-оксоглутарата в 63 ра-
за. Если в среде присутствуют другие 
положительные эффекторы (АДФ и Фм), 
то величина ISI<>t5 для субстрата под 
влиянием Са2"'* также уменьшается, т. е. 
наблюдается аддитивность действия эф-
фекторов 127, 281. На липоатсукцинил-
траисферазиый и липоамиддегидроге-
иазный компоненты ОГДК ионы каль-
ция влияния не оказывают 134]. В микро-

моляриых концентрациях Са21 : 
понижает ингибирование оксогл 
дегидрогеназы под действием 
128]. При связывании ионов i 
ЭГТА и наличии НАД-Н в среде ОГДК 
из надпочечников проявляет положи-
тельную кинетическую кооперативность 
по 2-оксоглутарату 113]. Наряду с этим 
для ОГДК из почек быка в отсутствие 
С а 2 х а р а ктер и а отр и цате л ь пая коопе-
ративность (пи—0,72) центров, акцепти-
рующих 2-оксоглутарат. Она сохраняет-
ся и в присутствии положительных 
эффекторов, но в несколько меньшей сте-
пени 127, 281. Очевидно, активность по-
чечного ОГДК не должна быть мало-
ч увств ител ы i ой к изменен и ю в 11 утр и -
митохондриального уровня 2-оксоглу-
тарата, но должна реагировать на эиер-
гетическое состоян ие mhtoxoiiдри й че-
рез фосфатный потенциал 
| АТФ 1/(1 АДФ I • I Фн ]) и соотношен ие 
НАД-Н/НАД. Менее чем 3-кратное из-
менение этих соотношений вызывает 
2—3-кратное изменение активности 
ОГДК при фиксированной концентра-
ции 2-оксоглутарата. Са21" в свою оче-
редь участвует в коррекции и усилении 
сигнала, отражающего энергетическое 
состояние митохондрий. Интересно, что 
ионы кальция ие оказывают практически 
никакого влияния на ОГДК из летатель-
ной мышцы мухи, из кишечной палочки 
и картофеля 1321. Полагают, что ОГДК 
из митохондрий Iюзвоночпых 11 рпобрел 
дополнительную способность к регуля-
ции под действием Са2+. Молекулярный 
механизм этой способности остается пока 
неясным и требует изучения природы 
Са2+-связывающего локуса в ферменте. 

Показатель ISI0)5 по 2-оксоглутарату 
ОГДК из разных источников понижает-
ся при снижении величины рН среды 
119, 27, 31, 34]. Иначе говоря, ионы ГГ 
также способствуют увеличению срод-
ства ОГДК к субстрату, что может 
иметь регуляторное значение, особенно 
для ОГДК, локализованного в мито-
хондриях почечной ткани, где происхо-
дят значительные колебания pIT, свя-
занные с различной природой экскре-
тируемых веществ I2QI. 

Совокупность полученных в разных 
лабораториях данных свидетельствует о 
принадлежности оксоглутаратдегидро-
геназы, входящей в состав ОГДК млеко-
питающих, к разряду аллостерических 
регул яторных ферментов «Кш-тииа». 
Влияние всех установленных эффекто-
ров оксоглутаратдегидрогеназы транс-



формируется в изменение ее сродства к 
субстрату IS]0,г>) без значительных 

ко леба и и й с ко р ост и к ата л ит и чес ко го 
распада фермент-субстратного комп-
лекса (V). Этого, очевидно, вполне до-
статочно для тонкой регуляции актив-
ности пускового компонента ОГДК, 
поскольку диапазон изменений К т ОГДК 
для 2-оксоглутарата весьма широк. На-
пример, для ОГДК из надпочечников 
быка в отсутствие всех положительных 
эффекторов величина К'п составляет 
25 мМ, ионы Са2Ь и фосфата порознь 
снижают ее до 0,21—0,23 мМ, а присо-
единение к ним АДФ доводит показа-
тель К т до 0;09—0,11 мМ [13, 191. Одна-
ко 250-кратное различие ие предел: оно 
еще более увеличивается при участии 
отрицательного эффектора — НАД-Н. 
Очень важно, что нижний уровень вели-
чины К т ОГДК для 2-оксоглутарата 
близок к концентрации данного субстра-
та в животных тканях 1451. Это создает 
благоприятные условия для реализации 
почти максимальной активности ОГДК 
при сочетанном влиянии только положи-
тельных эффекторов, а также для прояв-
ления разнообразнейшей ее гаммы в 
сторону уменьшения при ослаблении 
позитивного действия аллостерических 
лигаидов и присоединении влияния ин-
гибиторов. Физиологичность выявлен-
ных механизмов аллостерического конт-
роля активности ОГДК подтверждается 
еще тем, что действенные концентрации 
эффекторов реальны для тканей. Повы-
шение же чувствительности ОГДК к 
небольшим колебани ям концентрации 
регуляторов достигается посредством по-
ложительной кооперативное™ центра их 
связывания. Интересно, что аллостери-
ческие механизмы регуляции активности 
ОГДК на уровне оксоглутаратдегидро-
геназного и липоамиддегидрогеиазного 
компонентов дополняются ретроииги-
бированием липоатсукцинилтрансфера-
зы сукцинил- КоА, которое осущест-
вляется по конкурентному типу в отно-
шении КоА [3, 25, 361. 

В общем, контроль активности ОГДК 
животного происхождения достигается 
и нтегратив 11ым дейст в и ем целого р яда 
естественных эффекторов, отражающих 
в той или иной мере энергетический ста-
тус митохондрий. Уместно добавить, 
что, несмотря на относительно прочную 
связь оксоглутаратдегидрогеназы с тиа-
минпирофосфатом, отмечаемую in vitro 
|4, 421, существует реальная возмож-

ность замещения коэизима аитикофер-
ментными производными в результате 
введения их предшественников in vivo 
с целью ингибирования ОГДК. Этот 
экспериментально показанный нами факт 
[15] базируется, очевидно, на быстрой 
обмениваемости ТПФ в активных цент-
рах оксоглутаратдегидрогеназы in situ. 

Другой аспект — гормональная регу-
ляция ОГДК — остается еще практи-
чески неизученной. Имеется лишь ра-
бота [37], свидетельствующая об акти-
вации оксоглутаратдегидрогеназы пе-
чени крыс вазопрессином, которая в 
значительной мере опосредуется ионами 
кальция. 

Итак, анализ опубликованных данных 
позволяет уверенно сделать заключение 
о наличии у ОГДК животного проис-
хождения разнообразных путей контро-
ля активности, среди которых ведущую 
роль играют аллостерические механизмы 
регуляции. По вопросу функционирова-
ния цикла Кребса пока доминирует 
представление о том, что основными его 
регуляторными звеньями являются цит-
ратсинтетаза и НАД-изоцитратдегидро-
геназа [5—7.1. Между тем с достаточным 
основанием можно уже дополнить кар-
тину регуляции цикла Кребса эффек-
тивными регуляторными механизмами 
на уровне оксоглутаратдегидрогеиазно-
го комплекса, о чем убедительно сви-
дете л ьств у ют и а коп и в ш иес я рез у л ьта т ы 
исследований ОГДК из разных живот-
ных источников. 
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R E G U L A T I O N OF THE ANIMAL OXO-

G L U T A R A T E D E H Y D ROGENASE COM-

P L E X ACTIVITY 

S. A. Strumilo 

Institute of Biochemistry, Academy of Sci-
ences of the Byelorussian SSR, Grodno 

Recent data on regulation of the multi-
enzyme oxoglutarate dehydrogenase complex 
from pigeon breast muscle, porcine heart, 
bovine adrenal glands and kidney are revie-
wed. The most characteristic property of the 
complex consists in activation of the trigger 
oxoglutarate dehydrogenase component by 
ADP, Pi, Ca2+, H + and inhibit ion by NADH 
and ATP. Action of these agents is more pro-
nounced at low concentrations of 2-oxoglutaf 
rate and is directed towards alteration of the 
substrate half-saturation value S0.r,. The 
adrenal oxoglutarate dehudrogenase complex 
exhibits positive cooperativity of all osteric 
ADP-binding sites which improved its sen-
sitivity to variations in the effector concentra-
tion. The oxoglutarate dehydrogenase complex 
appears to be not only an important functio-
nal component but also is a regulatory unit 
of the Krebs cycle. 
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Д. А. Соркина 

СТРУКТУРНЫЕ АСПЕКТЫ ТРАНСПОРТНОЙ ФУНКЦИИ 

СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА (обзор) 

Кафедра биологической химии Симферопольского университета 

Уникальная способность молекулы сы-
вороточного альбумина (СА) связывать 
обширный круг органических и неорга-
нических лигандов определяет одну из 
основных функций этого белка —транс-
порт физиологических метаболитов и 
лекарственных веществ, а также регуля-
цию их уровня в крови. Молекулярные 
механизмы связывания С А с различными 
лигаидами еще не раскрыты полностью, 
по в последние годы достигнуты замет-
ные успехи в идентификации лиганд-
связывающих участков белковой мо-
лекулы. Раскрытие первичной струк-
туры СА позволило получить точную 
информацию о локализации некоторых 
связывающих участков и познать тонкие 
структурные механизмы их взаимодей-
ствия с низкомолекулярными вещест-
вами 1681. В результате взаимодействия 
с разнообразными лигаидами молекула 
СА претерпевает изменения, которые за-
висят от химических свойств связывае-
мых веществ и характера образующихся 
связей 115, 731. При этом происходят 
изменения физико-химических свойств 
как белка, так и самих лигандов, след-
ствием чего может быть, например, ос-
лабление или, наоборот, усиление дей-
ствия лекарственных веществ в орга-
низме. 

Основой таких взаимодействий являет-
ся структурная подвижность молекулы 
СА, обеспеченная уникальной петлевой 
укладкой единственной полипептидной 
цепи белка 1181. В результате образова-

ние. I. Схема расположения доменов (I- I I I ) 
и субдоменов (1 -9) в молекуле СЛ. 

З а ш т р и х о в а н н ы е участки — б о л ь ш и е и малые двой-

ные петли, о б р а з о в а н н ы е дисульфидными мостиками 

(поперечные черточки между участками изгибающей-

ся полипептидиой цепи). 

мня 17 дисульфидиых мостиков между 
34 из 35 остатков цистеина в молекуле 
СА формируется структурная единица, 
содержащая 2 большие и 1 малую петли 
(субдомены), которая трижды почти точ-
но повторяется в виде 3 индивидуальных 
глобулярных областей — доменов 
(рис. 1). Домеиы и субдомены соедине-
ны связывающими звеньями, обеспечи-
вающими относительную подвижность 
этих регулярных сегментов полипептид-
ной цепи. Изолированные домены сохра-
няют функциональную специализа-
цию, характерную для целой молекулы 
СА 1711. Связывающие центры не яв-
ляются независимыми и при взаимодей-
ствии с белком некоторых лигандов про-
является эффект кооперативности 132, 
531. Зависи мость связыва 11 и я л и га идов 
от молекулярной организации СА под-
тверждается данными, что эквимоляр-
ная смесь двух фрагментов бычьего СА 
с последовательностями 1—306 и 307 
581 имеет более высокую по сравнению с 
и I \ д ивидуальными ф р а гме н та м и с п () с о б-
ность к связыванию длинноцепочечных 
жирных кислот 1361. Показано также, 
что связывание триптофана комплексом 
из указанных фрагментов С А вдвое вы-
ше простой суммы связывающих спо-
собностей индивидуальных фрагментов 
1531. Более широкие исследования функ-
ции фрагментов белка явились основа-
нием для представления о том, что на-
тивпая структура СА формируется из 
отделыIых структурньтх областей, спо-
собных независимо сворачиваться, об-
разуя глобулярные области во множест-
венных участках полипептидной цепи 
132, 771. 

Таким образом, решающим в связы-
вающей способности С А является ха-
рактерное для глобулярных белков свой-
ство находиться в различных молеку-
лярных состояниях, обусловленных из-
менен и я м и геометр и и молекул ы. Кон -
формационные изменения могут носить 
локальный характер и затрагивать тот 
или иной связывающий центр, что в 
ряде случаев индуцирует более глубо-
кие и обширные структурные пертурба-
ции всей белковой глобулы II, 71. 
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Ст р у кт у р но - фу н к ци о и ал ьн ые с во й ств а 
СА будут рассмотрены ниже на приме-
рах взаимодействия с некоторыми наи-
более охарактеризованными к настоя-
щему времени лигаидами, транспорти-
руемыми белком в крови. 

Жирные кислоты (ЖК). Связывание 
ЖК с С А ие является взаимодействием 
по строго специфичным центрам белко-
вой молекулы, но насыщение участков 
связывания сопровождается снижением 
их сродства к данным лигандам. Это мо-
жет служить основанием для представ-
ления возможности распределения ЖК 
между несколькими участками связы-
вания с постепенным их насыщением. 

Молекулярные механизмы связыва-
ния ЖК белком изучены па примере 
образования модельных комплексов СА 
с синтетическими спин-меченными ана-
логами 1461. Установлено, что связыва-
ние ЖК с СА происходит за счет электро-
статических и особенно гидрофобных 
взаимодействий. Возможность связыва-
ли я за счет электростатических сил была 
показана при модификации СА ацетили-
роваиием или амидированием 1661, а 
также при исследовании взаимодей-
ствия белка с незаряженными аналогами 
ЖК 167.1. Способность ЖК к гидрофобно-
му взаимодействию с СА установлена 
на модельных реакциях белка с ЖК 
1621, детергентами 1201 и красителями 
1371. На этом основании механизм свя-
зывания ЖК рассматривается как взаи-
модействие углеводородной цепи ЖК с 
I ie по л я р н ым и р а д и к а л а м и а м и и о к и с л от-
ных остатков в гидрофобных областях 
бел ковой молекулы 1541. Карбоксиль-
ная группа ЖК может взаимодейство-
вать с катиоииыми группами СА, лока-
лизованными на поверхности белковой 
глобулы вблизи от гидрофобного «кар-
мана». Известна аминокислотная по-
следовательность связывающего орга-
нические анионы участка, примыкающе-
го к единственному остатку триптофана 
в СА человека (ЧСА) 133, 691. Этот уча-
сток содержит 5 неполярных остатков, 
очевидно, образующих область, кото-
рая ограничена катиоииыми группами 
боковых цепей лизина и аргинина, рас-
положенными у «входа» в гидрофобную 
область: -Lys -Ala -Trp -Ala -Val -Ala-
-Arg- (рис. 2). Такое представление о 
механизме связывания Ж К хорошо со-
гласуется с доменной моделью СА 1181, 
допускающе й воз мож н ост ь фо р м и р о -
ваиия внутридоменных гидрофобных об-
ластей с полярными участками на по-

Рис. 2. Схематическая модель структурной 

организации участка связывания анионов Ж К . 

/ область гидр офобног о взаимодействия; 2 — 
у ч аст к и э л е кт р остат 11 ч ее к о г о в з а и м одей ст в и я. 

верхиости. Можно представить, что в 
процессе рассматриваемого молекуляр-
ного взаимодействи я ал ифати ческа я 
часть молекулы ЖК входит в гидрофоб-
ный «карман» домена, а карбоксильная 
группа вступает в ионное взаимодей-
ствие с основными боковыми радикалами 
крайних аминокислотных остатков это-
го связывающего участка. В недавней 
публикации 1571 на основании исследо-
ваний кинетики ассоциации — диссоциа-
ции ЧСА с длиниоцепочечными ЖК 
предложена возможная последователь-
ность этапов связывания белка с ЖК. 
Первый этап — это быстрое неспецифи-
ческое связывание ЖК с «наружной» 
поверхностью белка. Вероятно, на этом 
этапе осуществляется ионное взаимодей-
ствие карбоксильных групп ЖК с ами-
ногруппами основных аминокислот. Вто-
рой этап транслокация ЖК из «на-
ружной» поверхности белка во «внут-
реннюю», где осуществляется гидрофоб-
ное взаимодействие. 

В физиологических условиях молеку-
ла СА связывает 1—2 молекулы ЖК и 
транспортирует их в русле крови 1,651. 
На основании достаточно детализиро-
ванной информации о связывании ЖК 
с СА сложилось представление о том, 
что взаимодействие этих лигандов с 
белком происходит в 4 специфических 
участках 121, 34, 441. Взаимодействие 
белка с физиологически обусловленным 
числом молекул ЖК осуществляется в 
первичном, наиболее прочном специфи-
ческом участке, по с ростом количества 
ЖК, взаимодействующих с белком, 
связы ва ние происходит до поли ител ы ю 
па других 3 участках с последовательно 
снижающимся сродством к лиганду. Все 
4 связывающих участка распределены в 
различных доменах, занимая в них оп-
ределенные области 125, 48]. 

Первичный участок может быть обра-
зован в середине домена I I I при форми-
ровании здесь гидрофобной области за 
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Рис. 3. Аминокислотная последо-
вательность ЧСА (I — I I I —до-

мены, 1—9 — петли). 
Аминокислотные остатки: квадрати-

ки — гидрофильные, к р у ж о ч к н —гид-

р офобные , многоугольники — с о сред-

ней гидросЬнльностью. A — A l a , С — 

Cys, D — Asp , F. — G i n , F — Phe , 

G - G l y , H - His, I - l ie , K - L y s , 

L — Leu , M — Met , N — A s n , P — P r o . 

Q — G i n , R — Arg, S —Ser, T — Thr, 

V — V a l , W - T r p , V —Туг . (цит. [14]). 

TupOHCUH 
Триптофан 

Домен/ Домен II Домен III 



счет 11 ростр а \ i стве 11 ной у к л ад к и петел ь 
7, 8 и 9 (рис. 3, ЖК-1). На основании 
известной аминокислотной последо-
вательности ЧСА [43] можно выделить 
в домене I I I участок полипептидной це-
пи между остатками Arg-472 и Lys-525, 
в котором из 52 аминокислотных остат-
ков 29 относятся к гидрофобным или 
обладают средней гидрофобностыо. Эти 
данные согласуются с представлением о 
формировании в средней части домена 
JII гидрофобного «кармана» с основными 
остатками по его краям. 

Вторичный участок ЧСА может зани-
мать в петле 6 область вблизи Lys-351. 
Если условно выделить в аминокислот-
ной последовательности по 10 остатков, 
то 7 из них являются гидрофобными или 
имеют среднюю гидрофобность (см. рис. 
3; ЖК-2). Кроме того, установлено, что 
в ЧСА Lys-475 (петля 8) имеет такую 
же активность в отношении связывания 
меченой пальмитиновой кислоты, как и 
Lys-351. Петля 8 на участке между Cys 
двух дисульфидных мостиков содержит 
всего 27 остатков, из которых 15 явля-
ются гидрофобными или имеют среднюю 
гидрофобность. Таким образом, окрест-
ности Lys-351 петли 6 и Lys-475 петли 
8 отл и ч а ются в ы р а же н но й г и др офоб -
иостыо. Это послужило основанием для 
предсказани я возмож i юсти сближения 
петель 6 и 8 при организации трехмер-
ной структуры доменов II и I I I . В этом 
случае вторичный участок связывания 
Ж К может иметь междоменную локали-
зацию и формироваться за счет неполяр-
ных участков петель 6 и 8. Lys-351 и 
Lys-475 должны определять первичное 
э л е кт р о ста т и чес кое в з а и м оде й ств и е м еж -
ду карбоксильными группами Ж К и 
белком. 

Третий участок связывания ЖК лока-
лизован в отрезке полипептидной цепи 
между петлями 2 и 3 (см. рис. 3, ЖК-3). 
В аминокислотной последовательности 
этого участка содержится 22 остатка, в 
том числе 11 гидрофобных. Ранее было 
показано, что His-146 ЧСА (петля 3) 
участвует в связывании длин но цепочеч-
ных ЖК (цит. 1481). His-146 локализо-
ван в области изгиба длинной ветви пет-
ли 3 и своим взаимодействием с карбо-
ксильной группой ЖК может способст-
вовать дальнейшему перемещению ее 
неполярной части в гидрофобное окру-
жение между петлями 2 и 3 домена I. 

Локализация четвертого участка уста-
новлена с помощью исследования кон-
курентного взаимодействия с билиру-

бином 1,79] и по изменению флюоресцен-
ции Тгр-212 бычьего СА (Тгр-214 ЧСА) 
[61 ]. Предполагается, что четвертый 
у ч а сто к занимает с р е д и н н у ю область 
домена II в районе петель 4 и 5 (см. 
рис. 3, ЖК-4). В ионном взаимодейст-
вии с Ж К может участвовать в ЧСА 
остаток Lys-274, вероятно, обеспечиваю-
I д и й и 1 it ер л а л и з а ци ю и е п о л я р по й ч а сти 
Ж К в гидрофобный район петель 4 и 
5, в котором из 90 остатков 46 имеют 
гидрофобные свойства. 

Таким образом, взаимодействие СА с 
дл и и но це п о ч е ч i1 ы м и Ж К п р о и сх о ди т в 
4 специфических участках, неравноцен-
ных по прочности связывания. Эти 
участки могут быть расположены в се-
редине доменов I, II и I I I , а также в 
районе между доменами II и I I I . Моле-
кулярные механизмы взаимодействия 
ЖК с СА, получившие в последнее вре-
мя более конкретные формы, могут 
служить обоснованием для представле-
ния об а л л остер ичес ком эффекте влия-
ния ЖК на активность других связы-
вающих участков на белке. Анализ спект-
ральных характеристик комплексов СА 
с Ж К и синтетическими спин-меченны-
ми анионными лигаидами показал, что 
присоединение к белку каждой моле-
кулы ЖК влияет на конформациюбелка 
и его взаимодействие с другими ли-
гаидами, имеющими па СА самостоя-
тельные участки. Например, присутст-
вие Ж К. в ЧСА повышало на 80 % свя-
зы в а и и е с п и н - м ече н ного а и ио н н ого 
лиганда [63] или вызывало сниже-
ние связывания белком фенола крас-
ного [38]. 

Б и л ирубин (BP). Ф и з и о л о г и ч ее к ое 
значение связывания БР с СА обуслов-
лено нерастворимостью этого естест-
венного метаболита и токсичностью его 
в свободном состоянии. Низкая раство-
римость БР в водных растворах объяс-
няется способностью этого вещества об-
р а зо в ы в а т ь в и у т р и м о л е к у л я р и ы е в о -
дородные связи между карбоксильными 
группами остатков пропионовой кис-
лоты и азотом inфролов в каждой поло-
вине дипирролов (рис. 4, а). Связывание 
с СА сопровождается разрывом таких 
водородных связей, раскручиванием и 
растягиванием молекулы БР с образо-
ванием полярной формы. Взаимодей-
ствие СА с БР является единственным 
путем, посредством которого БР транс-
портируется в печеночные клетки, где 
конъюгируется с глюкуроиовой кисло-
той и секретируется. 
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Рис. 4. Структурные формулы би-
лирубина (а) и GAI3A-DNB-

SL(6) 

В серии работ 12, 3, 10] показано, что 
взаимодействие БР с СА проходит по 
гидрофобному механизму и сопровож-
дается проникновением мицелл лиганда 
в неполярную область белковой глобу-
лы [40]. 

БР обратимо связывается с СА одним 
первичным наиболее специфичным участ-
ком, где поглощается 1—2 молекулы 
лиганда, а также одним или двумя цент-
рами, связывающими БР менее прочно. 
Кроме того, имеется неопределенное 
число неспецифических участков, свя-
зывающих до 10 молекул БР и более 
127, 291. Методом ЭПР изучено стерео-
специфическое связывание энантиомеров 
БР. Показано, что первичный связы-
вающий участок имеет наибольшее срод-
ство к L-энаитиомеру БР, а 2 вторич-
ных участка — к D-энантиомеру. 

Первичный Б Р - св я з ы в а ющ и й у ч а сто к 
находится в области петли 4 [68]. Для 
и де I ггифи к а ц и и а м и но к исл отн ы х остат-
ков, локализованных в этом участке, 
было изучено сродство БР к СА, хими-
чески модифицированному по амино-
группам [30, 31]. Показано, что остатки 
Arg, His, а также Туг непосредственно 
локализованы в первичном участке или 
находятся вблизи от него. На основании 
данных по связыванию лигандов фраг-
ментами СА 152] первичный участок 
связывания БР в ЧСА может занимать 
часть аминокислотной последователь-
ности от 190 до 252 остатка с преоблада-
нием основных остатков (14 остатков из 
63 па данном отрезке цепи) и локализа-
цией в этой области высокоактивных 
остатков Arg-222 и Lys-240 [31, 48]. 

Таким образом, взаимодействие СА 
с БР осуществляется за счет гидрофоб-
ных и электростатических сил. Особен-
ностью первичного участка, очевидно, 
является наличие по крайней мере одной 
реактивной аминогруппы белка, способ-
ной реагировать с карбоксилом БР 1311. 
Такая возможность показана при иссле-
довании с в я зы ва иия мо ноа нионного 

спин-меченного соединения GABA-
DNB-SL (см. рис. 4, б) [64]. Кроме того, 
установлено, что первичный участок 
ЧСА обладает способностью взаимодей-
ствовать с двумя моноанионными спи-
новым и метками, что свидетельствует 

0 возможности участия двух карбо-
ксильных групп БР в связывании с СА. 

Гематин (ГМ). Гем (ферропрото-
порфирин) относится к физиологически 
важным тетрапирролам и является 
предшественником билирубина. Гем, ос-
вобождающийся из гемоглобина при 
распаде эритроцитариых клеток, взаи-
модействует с СА. При этом ферроформа 
гема имеет меньшее сродство к СА, чем 
ферригем (гематин) [451. ГМ высвобож-
дается из метгемоглобина, появляюще-
гося в результате аутоокисления в крови 
гемоглобина, не связавшегося с гапто-
глобином. ГМ в комплексе с СА обра-
зует метгемальбумин 1111. Еще в 1950 г. 
появились данные о том, что ЧСА имеет 
2 специфических центра связывания ГМ 
[55]. Взаимодействие происходит за 
счет связи карбоксильной группы остат-
ка пропиоиовой кислоты ГМ с гистиди-
иовым остатком ЧСА. Успехи в расшиф-
ровке аминокислотной последователь-
ности ЧСА [431 и использование срав-
нительных данных о связывающей спо-
собности белка и его протеолитических 
фрагментов позволили обнаружить ве-
роятную локализацию гем-связываю-
щего участка в области 124—252 остат-
ков [47]. Исследование кинетики свя-
зывания ГМ цельной молекулой ЧСА 
и 3 бром циановым и фрагментами также 
показало, что гем-связывающий участок 
занимает область петель 3 и 4 в доменах 
1 и II соответственно (см. рис. 3) 1281. 

Тр иптофан. Тароксин. Т р и птофа н 
является единственной аминокислотой, 
связывающейся с белками плазмы крови 
и в основном с СА [411. С помощью аф-
финной хроматографии на колонках с 
СА, иммобилизированным сефарозой 
4В, и с использованием меченых энантио-
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меров ОЬ-14С-триптофана было установ-
лено, что СА млекопитающих более проч-
но связывает L-триптофан, в то время 
как СА птиц взаимодействует с D-трип-
тофаном [39, 42]. 

Изучение связывания L-триптофана 
нативным и модифицированным ЧСА, а 
также с фрагментами белковой молекулы 
показало, что пер в и ч н ы й тр и птофа н-
связывающий участок расположен в 
районе остатков 124—298 (см. рис. 3) 
[60]. В этом участке высокую активность 
проявляет His-146 (петля 3) и окружаю-
щие его остатки Arg-144, Arg-145 и 
Туг-148, Туг-150. Кроме того, на свя-
зывающую активность влияют остатки 
Lys-190 и Lys-195, расположенные в 
районе участка, связывающего петли 
3 и 4 [24, 60]. 

Тироксин в плазме крови специфи-
чески связывается с глобиновой фрак-
цией (тироксинсвязывающий белок), по 
взаимодействует также с преальбуми-
ном и СА 170]. Связывание L-тироксина 
с С А происходит в одном общем с L-трип-
тофаном участке, по с большим сродст-
вом к нему тироксина. Локализован 
этот участок в петле 7 домена I I I ЧСА. 
Активными остатками в связывании яв-
ляются Туг-411 и Lys-414 [72]. 

Ионы металлов. В основном связы-
вание этих видов лигандов происходит 
в результате электростатического взаи-
модействия иоиов некоторых металлов 
со специфическими центрами на СА 
(см. рис. 3). 

Связывание ионов Са2+ зависит от 
концентрации СА в сыворотке крови, а 
также от состояния структуры этого 
белка [16]. Изменение конформации ЧСА, 
возникающее при связывании белком 
различных ЖК, увеличивает способ-
ность связывать кальций, влияя на уро-
вень в крови свободных ионов Са2"1" 1121. 
Имеются данные о том, что взаимодей-
ствие Са21" с СА является сложным про-
цессом, осуществляемым множествен-
ными связывающими участками, варьи-
рующими по их сродству и связываю-
щей способности [161. II редполагается, 
что сравнительно более выраженный 
суммарный отрицательный заряд доме-
на I, равный —10, против —8 в домене 
II и 0 в домене III [48], может опреде-
лять связывание попов Са2 в N-конце-
вой области СА. 

Специфический участок связывания 
иоиов Си21 локализован в N-концевом 
трипептиде бычьего С А : NH2-Asp-Thr-
Нis- ... 117, 56] и соответственно в ЧСА: 

NH2-Asp-Ala-His- ... Атомами, лиган-
дирующими медь, являются в СА азот 
е-амииогруппы N-концевого остатка 
Asp, 2 атома азота NH-групп двух пеп-
тидных связей в концевом трипептиде и 
я-атом азота имидазольной группы 
остатка His [49]. Уникальное строение 
Си2+-связывающего участка было де-
тально изучено с помощью электрои-
спин-резонансных спектров комплексов 
ионов Си24" с синтетическими аналогами 
N-концевого три пептида: Asp-Ala-H is-
метиламид и Gly-GIy-His-метиламид, а 
также спектров комплексов Cu2t с ЧСА 
и СА собаки, с характерным для послед-
него отсутствием His в третьем положе-
нии N-концевого трипептида (N-Gly-
Ala-Tyr-...) [511. Показано, что Си21"-
связывающий участок геометрически 
представляет собой планарное кольцо, 
образованное координационными свя-
зями Cu2f с 4 атомами азота N-концевого 
трипептида СА. Кроме того, методом 
ЯМР с использованием ,3С и D20 в мо-
де л ь ном п е п т и де As р - А1 а - Н i s - N -м ет и л а -
мид было показано, что (3-СООИ 
N-концевого остатка Asp также участ-
вует в связывании Си2'" с образованием 
пеитакоординационной структуры [481. 

Ni2"1" так же, как и Си2"1, проявляет 
координационные свойства, связываясь 
в области N-концевого трипептида СА, 
содержащего в третьем положении His 
[481. 

Ковалентно связанные лиганды. Среди 
широкого круга низкомолекулярных ве-
ществ, которые взаимодействуют с СА 
с различной степенью прочности и спе-
цифичности, можно выделить некоторые 
лиганды, образующие с отдельными ами-
нокислотными остатками белка кова-
лентные связи (см. рис. 3). Примером 
такого взаимодействия является ацети-
лироваиие ЧСА ацетилсалициловой кис-
лотой (аспирин). Участком апеллиро-
вания на ЧСА служит Lys-199 [75]. 
Реакция происходит за счет 8-NH2-rpyn-
пы лизина с образованием модифициро-
ванного ацетилированием СА 1261: 

с о о-

6 Альбумин N11., 

-О"СОСИ, 1 

—> Альбумин -NH—COCIIjj 

Не и и ци л л и н ко в а л е ит и о с в я з ы в а етс я 
с ЧСА, существенно влияя при этом на 
конформацию белковой молекулы. Взаи-
модействие может происходить за счет 
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реакции между e-NH2-rpynnaMH остатков ресценции триптофана с одновременным 

лизинов белка и р-лактамовым кольцом сдвигом максимума флюоресценции, что 

пенициллина [261: может отражать структурные изменения 

I \ 
СН—(СН 2 ) 4 —NH 2 + 

о 

NH 

/Г 
О 

СНз 

-СН3 

ч С О О " 

R NH 

С 

Н СНд 
S 

с о 
0 / м 

NH 

-С Но 

с о о -

СН—(СИ 2 ) 4 

I 

11ри неэизиматическом гликозилиро-
ваиии СА происходит ковалентное свя-
зывание глюкозы с белковой молекулой 
1191. Химизм взаимодействия глюкозы 
с белком основан на реакции между 
альдегидной группой глюкозы и e-NH2-
группой остатка лизина в белке 1581. 
При этом первоначально образуется аль-
димин (шиффово основание), который 
может либо диссоциировать, либо пе-
рестраиваться в более стабильный ке-
тимин [78]: 

н ч . о 

С 

н е о н 

НОСН • NH2—белок 

н е о н 

н е о н 

СН2ОН 

Н2С-МН-белок н Н 

С=0 н / °\CH 2-NH -белок 

н о с н Z = r « ; H о н > 

н е о н о н N1 у о н 

н е о н о н н 

СН2ОН Гликозилированный белок 

Кетимин 

Взаимодействие ЧСА с глюкозой ха-
р а кте р из у ется вы со кой специфи ч ностью. 
Участком связывания на белке является 
Lys-525 (петля 9) [59]. Исследование 
в нутренней флюоресцеици и остатке 
Тгр показало, что при гликозилирова-
нии in vivo и in vitro спектр флюорес-
ценции белка изменяется [59]. Гликози-
лировапие приводит к снижению флюо-

в окружении единственного в ЧСА со-
татка Тгр-214 (петля 4). Кроме того, 
при гликозилировании снижается почти 
в 2 раза сродство ЧСА к билирубину, 
участок связывания которого находится 
в домене II. Таким образом, гликозили-
рование может индуцировать конформа-
ционные изменения в области II и I I I 
доменов СА. 

Св языва и и е п иридокса л ь-5-фосфата 
(коферм еитмая форма витамина В6) с 
СА и транспорт этого витамина в русле 
крови установлены сравнительно недав-
но [13]. Взаимодействие происходит с 
образованием ковалентной связи альде-
гидной группы пиридоксаля с e-NH2-
группой лизина по типу шиффова осно-
вания 174]. Вероятным аминокислотным 
остатком, локализованным в связываю-
щем участке ЧСА, может быть Lys-225. 

Единственная свободная в СА SH-
группа Cys-34 может ковалентно реаги-
ровать ,с низкомолекулярными тиолами 
(цистин, глутатион), присутствующими 
в крови, образуя смешанные дисульфи-
ды 122, 35]. 

Приведенные примеры взаимодейст-
ви я наиболее изученпых физиологиче-
ских метаболитов и некоторых лекар-
ственных веществ с ЧСА свидетельст-
вуют о том, что механизм связывания 
лига и до в о п р еде л я етс я н а л и ч и ем л а 
белке специфических участков. Реакции 
связывания обеспечиваются в основном 
за счет гидрофобных и электростатиче-
ских взаимодействий. Некоторые реак-
ции могут носить ковалентный характер 
и вызывать химические модификации 

Н\ 

C=N-белок 

н е о н 

н о с н 

н е о н 

н е о н 

с н 2 о н 



бо ков ы х це пей а м и по к исл от и ы х о стат-
ков. Связывание естественных лигандов 
и лекарственных веществ СА вызывает 
в молекуле СА конформационные из-
менения, сопровождающиеся появлени-
ем эффекта его молекулярной гетероген-
ности [5, 6, 8, 9, 14, 501, влияет на ме-
таболизм как самого белка [76], так и 
связанных с ним лигандов [41. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Абатуров JI. ВВаршавский Я. М. II 
Молекул, биол. — 1978. — Т. 12, № I .— 
С. 36—42. 

2. Кобзарева В. /7., Шаповаленко Е. Я . , 
Колосов И. В. II Биоорган, химия. — 
1978. — Т. 4, № 12. — М. 1635—1640. 

3. Колосов И. ВШаповаленко Е. П. I/ 
Там же. — 1976. — Т. 2, № 12. — 
С. 1660 -1664. 

4. Луйк А. Я . , Лукьянчук В. Д. II Докл. 
А Н УССР. Сер. Б. - 1981. — № 11. — 
С. 80 -83. 

5. Соркина Д. А. II Воир. мед. химии. — 
1967. — Т. 13, вып. 3. — С. 263—270. 

6. Соркина Д. А., Троицкий Г. В., Камин-
ская Г. А. / / Биохимия. — 1968. — Т. 33, 
№ 2. — С. 226—227. 

7 Тринус Ф.П., Бравер-Чернобульская Б. С., 
Луйк А. И. и др . / /В оир . мед. химии.— 
1984. Т. 30, вып. 4, — С . 48—50. 

8. Троицкий Г. В., Соркина Д. А. / / Биохи-
мия. • 1956.— Т. 21, вып. 6. — С . 784 792. 

9. Троицкий Г. В. II Молекул, биол. - Киев, 
1972. Выи. 8. -С. 3—11. 

10. Шаповаленко Е. II., Колосов Я. В.// Био-
орган. химия.— 1978.—Т. 4, № 4 . — 
С. 514—522'. 

11. Adachi /<"., AsakubaT. II Biochim. bio-
phys. Acta. — 1976. — Vol. 427, N 2. — 
P. '546—548. 

12. Aguanno J. ./., Ladenson J. /7. // J . biol. 
Chem. — 1982. — Vol. 257, N 15. — 
P. 8745—8748. 

13. Anderson J. Л C h a n g Я . W., Crand-
jean C. J. // Biochimistry. — 1971. — 
Vol. 10, N 12. — P. 2408—2415. 

14. Andersson L.-O. II Plasrna Proteins. — 
Stocholm, 1981. — P. 43—72. 

15. Aoki К•, Okabayashi / / . , Maezawa Sh 
Mizuno Т. И Biochirn. biophys. Acta. — 
1982. — Vol. 703, No 1. — P. 11 — 16. 

16. Besarab A., Deguzman A., Swanson J. W. 
/ / J . clin. Path. — 1981. — Vol. 34, N 12.— 
P. 1361- -1367. 

17. Bradshaw R. A., Shearer W. T.} Curd N JI 
J . biol. Chem. — 1968. — Vol. 223, 
№ 14. — P. 3817—3826. 

18 Brown J. R. II Fed. Proc. — 1975. 
Vol. 34. — P. 591. — Abstr. 2105. 

19. Day J. F., Thorpe S. R., Baynes J. W.ll 
J . biol. Chem. 1979. — Vol. 254, 
N 2. — P. 595 -597. 

20. Decker R. V., Foster J. F. // Ibid. 
1967. - Vol. 242, N 7. — P. 1526 -1532. 

21. Doody M. C., Got to A.M., Smith L. C.I I 
Biochemistry. — 1982. — Vol. 21, № 1. 
P. 28-33. 

22. Edwards F. В., Rombauer R. В., Camp-
bell B. J. // Biochim. biophys. Acta. 
1469 Vol. 141, N I. P. 234 245. 

23. Fadda F., Biggio G., Liquori G. II Expe-

rientia. — 1974, — Vol. 30, N 6. — P . 
635—637. 

24a. Gambhir К. K-, McMenamy R. II., Wat-
son F. II J . biol. Chem. 1975. Vol. 
250, № 19. - P. 671 1 -6719. 

25. Giesow M. И New Sci. - 1978. - Vol. 9, 
№ 1120. — P. I l l -779. 

26. Harding J. J. II Advanc. Protein Chem.— 
1985. — Vol. 37. — P. 248—334. 

27. Ureal Z., Kodicek M., Vodrazka Z. et 
al. // Int . J . Biochem. — 1978. Vol. 9, 
№ 5. — P. 349 -355. 

28. Hrcal Z. , Klementova S. II Ibid. — 1984,— 
Vol. 16, № 7. — P. 799 804, 

29. ITsia J., S. S. Er, Tan C. 7\, Tinker 
D. О. II J . biol. Chem. 1982. — VI. 257, 
№ 4, — P. 1724—1729. 

30. Jacobsen С. II Europ. J . Biochem. 
1972. Vol. 27, № 3. — P. 513—519. 

31. Jacobsen С. II Int . J . Peptide Res. 
1976. — Vol. 8, N 3. — P. 295—303. 

32. Johanson / ( .O . , Wetlaufer D. В., Reed R.G., 
Peters Th. Jr.11 J . biol. Clem.— 1981.— 
Vol. 256, N I .— P. 445—450. 

33. Jones A., Weber G.I I Biochemistry.— 
1971.— Vol. 10, N 10 .—P . 1335—1339. 

34. Keuper H.J.K-, Klein R.A., Sре-
пег F.I I Chem. Phys. Lip ids.— 1983.— 
Vol. 32, N 2.— P. 153—164. 

35. KingT. P. / J . biol. Chem. — 1961. -
Vol. 236, N 2. — P. C5. 

36. King T. P., Spenser M.I I Ibid. — 1970. 
Vol. 245, N 22. - P. 6134. 6148. 

37. Klotz J. At., Ayers J. II J . Amer. chem. 
Soc. 1952. - Vol. 74. - P. 6788 
6180. 

38. К ragli-Hansen U. 11 Biochem. .J. 1981. 
Vol. 195, N 3. P. 603 -613. 

39. Lagercrantz C., Lars Т., Denjors 1. II-
Comp. Biochem. Physiol. — 1981. — 
Vol. 69C, N 2. — P. 375—376. 

40. Latnola A. A., Flores / . / / J . Amer. Cliein. 
Soc.— 1982.—Vol. 104, N 9.— P. 2530— 
2534. 

41. McMenamy R. II., Oncley J.L.H J. 
biol. Chem.— 1958.— Vol. 233. — N 6.— 
P. 1436—1447. 

42. McMenamy R. / / . , Watson F. II С о т р . 
Biochem. Physiol. HH>8 - Vol. 26, 
N 1. — P . 329 -335. 

43. Meloun В., Moravek L., Kostka V. // 
PEBS Lett. — 1975. — Vol. 58, N 1. 
P. 134—137. 

44. Metcall E. C., Crow В., Dean D. G. II 
Biochem. J . — 1981. Vol. 199, N 3. -
P. 465—472. 

45. Morgan IT. Т., Hengliem II., SutorR. P., 
Muller-Eberhard U. II Biochim. biophys. 
Acta. — 1976. — Vol. 44, N 2. - P. 435— 
445. 

46. Mutter N., MeadR. J. II Biochemistry. -
1973. - Vol. 12, N 16. P. 3831—3835. 

47. Peters Т., Blumenstock F. A. H J . biol. 
Chem. 1967. — Vol. 242, N 7. - - P. 
1574—1578. 

48. Peters T. Serum albumin // The Plasma 
Proteins. — New York, 1975. - Vol. 1. -
P. 133-181. 

49 .Peters Т., Reed R. G. 11 Transport by 
Proteins. — Berlin, 1978. P. 57 78. 

50. Peters Т. 11 Advanc Protein Chem. 
1985. Vol. 37. P. 161—245. 

51. Rakhit G., Sarcar В. И J . inorg. Bio-
chem. - 1981. — Vol. 15, N 3. P. 233— 
241. 

15 



52. Reed R. G., Feldhoff R. C., Clute 0. L., 
Peters Т. /I Biochemistry. 1975. — 
Vol. 14, N 16. P. 4578 4583. 

53. Reed R. G\, Feldhoff R. C., Peters T. II 
J bid. 1976. Vol. 15, N 24. P. 5394 

5398. 
54. Rodrigues de Miranda J. F.} Eikelbooni 

Т.О. II Molec. Pharmacol. - 1976. — 
Vol. 12, N 3. — P. 454—462. 

55. Rosenfeld M., Surgenor D. M. // J . biol. 
Chem. — 1950. — Vol. 183, N 2 . -
P. 663-- 677. 

56. Sarcar В., Dixon H. В. F., Webster D. II 
Biochem. J . — 1978. — Vol. 13, N. 3. — 
P. 895—897. 

57. Scheider W. // J . phys. Chem. - 1980. — 
Vol. 84, N 8. - P. 925—928. 

58. Schwartz H. M., Lea C.Ii. II Biochem. 
J . — 1962. — Vol. 50, N 5. — P. 713 
716. 

59. Shaklai N., Garlick R. L., Bunn H. F. II 
J . biol. Chem. — 1984. — Vol. 259, N 8.— 
P. 3812—3817. 

60. Sjdholm /., Ljugsledt I. II Ibid. — 1973. -
Vol. 248, N 24. — P. 8434--8441. 

61. Sklar L. A., Hudson В. S., Simotii R. P.I I 
Biochemistry. - 1977. — Vol. 16, N 23.— 
P. 5100—5108. 

62. Soetewey F., Rosseneu-Motreff M., Lamo-
te R., Pecters H. ll J . Biochem. (Tokyo). 

1972. - Vol. 71, N 4. — P. 705—710. 
63. Soltys B. ,/., Hsia J. С. 11 J . biol. Chem.— 

1977. - Vol. 252, N 12. — P. 4043- 4048. 
64. Soltys B. J., Hsia J. С. II Ibid. — 1978.-

Vol. 253, N 7. — P. 3029—3034. 
65. Spector A., John К. M., Fleischer J. E.I I 

J . Lipid Res. — 1969. - - Vol. 10, N 1. — 
P. 56—67. 

66. Spector A., Saboroff J. M. II Ibid. — 
1972. Vol. 14, N 8. P. 790 796. 

67. Spector A. II Ibid. — 1975. Vol. 16, 
N 3. - P. 165—179. 

68. Sudlow G. II Biochemical Clinical Phar-
macology. — Oxford, 1979. — P. 113-123. 

69. Swaney J. В., Klotz I. M. II Biochemist-
ry. — * 1970. Vol. 9, N 13. — P. 2570— 
2574, 

70. Tabachnik M. II J . biol. Chem. 1967.— 
Vol. 242, N 7. — P. 1646-1650. 

71. Те ale J. M., Benjamin D. С. 11 Ibid. -
1976. — Vol. 251, N 15. — P. 4609—4615. 

72. Tritsch G. L., TritschN.E. II Ibid. -
1963. — Vol. 238, N 1. - P. 138-142. 

73. Uchida // . , Hanono M. II Chem. pharrn. 
Bull . 1974. - Vol. 22, N 7. — P. 1571 

1579. 
74. Wald F. II Ann. Rev. Biochem. - 1981. 

Vol. 50. — P. 783—814, 
75. Walker J. E. II FEBS Lett. — 1976. -

Vol. 66, N 1. P. 173-175. 

76. Wallevik К• II Acta physiol. scand. 
1979. — Vol. 107, Sup pi. 471. P. 5— 
45. 

77. Wetlaufer D. В. 11 Advanc. Protein Chem.— 
1981. — Vol. 34. - P. 76—83. 

78. Wieland О. П. II Hamostaseologie. — 1983. 
— Bd 3. — S. 92—96. 

79. Wooley P. 1Л, Hunter M. J. II Arch. Bio-
chem. — 1970. — Vol. 140, N 2. — 
P. 197-209. 

Поступила 00 .10 .86 

УД К 61 5.3G 1.844.7.015.4: 6 16-006-005-007.15 

И. А. Лисняк 

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ИНГИБИТОРА 

НЕОВАСКУЛЯРИЗАЦИИ ИЗ СТЕКЛОВИДНОГО ТЕЛА 

Институт проблем онкологии им. Р. Е. К^вецкого А Н УССР , Киев 

Из гиалинового хряща и аорты круп-
ного рогатого скота выделены вещества, 
обладающие свойством и игиби ровать 
процессы неоваскуляризации 18, 91. 
Он и характеризуются низкой молеку-
лярной массой (1000—50 000). Помимо 
хряща, иигибирующее действие на про-
цессы неоваскуляризации оказывает и 
другая, аваскуляриая ткань организ-
ма — стекловидное тело глаз 121. Однако 
иигибирующее начало из этой ткани вы-
делено пс было. 

По л у че 11 и е и и г и б и то р о в и ео в а с к у л я -
ризации имеет важное значение, в част-
ности для онкологии, поскольку рост 
опухоли зависит от степени прораста-
ния ее кровеносными сосудами окружаю-
щих тканей 15, 61. Подавление процессов 
неоваскуляризации может служить од-
ним из путей контроля роста новообра-
зования 14]. 

М е т о д и к а 

Глаза крупного рогатого скота, необхо-
димые для выделения ингибитора процессов 
неоваскуляризации из стекловидного тела, 
извлекали сразу после забоя и сохраняли 
при 4 °С; через 12 ч извлекали стекловидное 
тело. Собранную жидкость интенсивио пере-
мешивали для растворения гелеобразных 
сгустков и центрифугировали при 6000 об/мин 
в течение 20 мин. Надосадочиую жидкость 
подвергали ультрафильтрации через мембра-
ну И М-20 («Am icon», США) при постоянном 
перемет и в а и и и 11 4 ' С. М а тер и а л, и р о т ед ш и й 
через мембрану, лиофилизировали и исполь-
зовали для получения ингибитора. Основным 
этапом в его получении была Сорбция на трип-
сине, связанном с полимеризованным бычьим 
сывороточным альбумином (аналогично аф-
финной хроматографии), поскольку извест-
но, что ингибиторы неоваскуляризации при-
надлежат к классу иеслецифических ингиби-
торов протеи и аз | 7 |. 

Полученный полимер альбумина измель-
чали в гомогенизаторе и многократно отмыва-
ли большими объемами буфера, чередуя с 
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Рис.. 1. Хроматография высокого давления 
ингибитора неоваскуляризации из стекловид-

ного тела глаз. 

/ — компонент с мол. м. 12 ООО; 2 • компонент с 
мол. м. (Н)00. П о оси аб сцис с — время выхода (в мин); 
по осп ординат — оптическая плотность мри 280 им. 

0,1 и. НС1 и 0,1 п. NaOH , пока промывной 
раствор не становился абсолютно прозрач-
н ым. 

К взвешенному в рабочем буфере гелю 
полимера альбумина (1 г/5 мл) прибавлял и 

раствор трипсина (50 мг/мл) и в смесь при 
постоянном перемешивании медленно вводи-
ли 20% глутаральдегид до конечной кон-
центрации 0 ,2%. Смесь размешивали на ме-
шалке в течение 20 ч при 4 С и многократно 
промывали буфером. Свободные валентности 
глутар альдег ида бл ок и ровал и добавл ением 
100 мМ моиоэтаиоламипа, после чего промы-
вали буферным раствором (0,15 М NaCl, 
р Н 7,2). Промывку прекращали, когда по 
данным спектрофотометрии при длине волны 
280 им промывной раствор ие содержал при-
меси белков. Использованный метод незначи-
тельно отличается от приведенного в литера-
туре [1]. Сорбент предварительно центрифу-
гировали (3000 об/мни, 20 мин, 18 20 °С) 
и надосадочиую жидкость сливали. Сорбцию 
проводили в центрифужных стаканах вме-
стимостью 250'мл. Лнофилизированный мате-
риал из стекловидного тела глаз, растворен-
ный в забуференном 0,15 М NaCl (0,3 мг/мл), 
вносили в стакан с сорбентом и инкубировали 
в течение 1 ч при 37 С и постоянном переме-
шивании. После инкубации смесь центрифу-
гировали при том же режиме, надосадочиую 
жидкость, содержащую несвязанные компо-
ненты стекловидного тела, сливали. Сорбент 

Рис. 2. Подавление неова-
скуляризации на хориоп-
аллантонсиой мембране ку-
римых эмбрионов ингиби-
тором из стекловидного те-

ла. 

а -- диск из фильтровальном 
бумаги , смоченной ангиогенным 
ф а к т о р о м (контроль) : 6 — диск 
из фильтровальной бумаги , смо-
ченной р а ств о р ом ангиогенпого 
ф а к т о р а и ингибитора из стек-

ловидного тела. 
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многократно отмывали от несвязанных ком-
понентов рабочим буфером, центрифугиро-
вали и к осадку прибавляли 50 мМ аммоний-
ацетатный буфер, р Н 3,7. Объем буфера со-
ответствовал объему, в который добавляли 
материал из стекловидного тела. Смесь ин-
кубировали 20 мин при комнатной температу-
туре, переме ш и в а л и, центрифугировали 
(3000 об/мин, 20 мни) и надосадочиую жид-
кость, содержащую детергироваииый ингиби-
тор васкуляризации, сливали и лиофилизи-
ровали. Содержание ингибитора составляло 
10 мг на 100 мл стекловидного тела. 

Полученное вещество подвергали хромато-
графии высокого давления на хроматографе 
H P L G (фирма L K B , Швеция) с использова-
нием колонки 1-60, предназначенной для раз-
деления пептидов, с целыо выяснения гете-
рогенности материала, полученного сорбци-
ей. Хроматографию проводили при скорости 
1 мл/мин, X 280 им с использованием трис-
HCl-буфера, р Н 7,2 в качестве элюента. На 
колонку наносили раствор вещества в элюи-
рующем буфере в объеме 100 мкл. 

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

Результаты хроматографического раз-
деления представлены на рис. 1. На 
хроматографической кривой видны 2 пи-
ка. Их соотношение составляет 87,8 и 
12,2 % соответственно. Молекулярная 
масса этих двух компонентов 12 000 и 
9000. 

Фракции, соответствующие отдельным 
пикам, собирали согласно времени вы-
хода из колонки, лиофилизировали и 
оценивали способность каждой фрак-
ции ингибировать процессы неоваскуля-
ризации. Для этого использовали из-
вестный из литературы прием — опре-
деление влияния изучаемого фактора на 
процессы неоваскуляризации в хориои-
аллантоисной мембране куриных эмб-
рионов [101. Полученные результаты от-
ражены на рис. 2. Видно, что вокруг 
диска из фильтровальной бумаги, про-
питанного фактором (50 мкг в 50 мкл 
0,15 М NaCl), стимулирующим рост ка-
пилляров (выделенный нами ранее по 
методу [3.1 из карциномы Lewis ангио-
генный фактор), возникли радиально на-
правленные к нему, вновь образованные 
сосуды. Подобного явления не наблю-
далось при добавлении к ангиогениому 

фактору ингибитора (50 мкг в 50 мкл 
0,15 М NaCl) с мол. м. 12 000. Фракция с 
мол. м. 9000 свойством ингибировать 
процессы неоваскуляризации не об-
ладала. 

Таким образом, из стекловидного тела 
глаз крупного рогатого скота удалось 
выделить относительно гомогенный бе-
лок с мол. м. 12 000, обладающий свой-
ством ингибировать процессы неоваску-
ляризации. 
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Inhibi tor of neovascularization was iso-
lated from bovine vitreous body by means of 
adsorption on immobi l ized trypsin. The sub-
stance isolated was analyzed using high pres-
sure chromatography; molecular weight of 
the component with antivascular act ivity 
was about 120,000. 
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СРАВНЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ЭТАНОЛА И 

А Ц ЕТ АЛ ЬД Е Г ИДА С КОМПОНЕНТАМИ ХРОМАТИНА ЯДЕР 

КЛЕТОК ПЕЧЕНИ КРЫС 

Н И И и ев р о л о г и и и п с и х и а т р и и, X а р ь ко в 

Алкоголь оказывает многостороннее 
неблагоприятное действие на биохими-
ческие системы организма. Интоксика-
ци я эта иолом вызы вает су i цествен иые 
нарушения процессов трансляции и 
транскрипции. Угнетаются активирова-
ние и транспорт аминокислот в цито-
плазме клеток, связанные с изменением 
фу и кци и ам и ноа цил - РН К -си i ггетаз, на-
блюдается дезагрегация полисом до мо-
номеры ы х е д и н и ц, измени етс я с и нтез 
хроматиновых белков и всех классов 
РНК 14, 81. Есть основания предпола-
гать, что при алкоголизации нарушают-
ся структура и функция генома клеток. 
Вопрос о том, этанол или продукты его 
превращения играют ведущую роль в 
действии на генетический аппарат кле-
ток, остается невыясненным. В связи с 
этим бы л а поставл е н а задача ср авнить 
взаимодействие этанола и ацетальдегида 
с ядерными структурами клеток в ус-
ловиях применения экзогенных препара-
тов и изменения концентраций эндоген-
ного ацетальдегида. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали 80 беспородных 
крыс-самцов массой 200—250 г. Ядра и хро-
матин выделяли из клеток печени по мето-
ду 111. Хроматин, диссоциированный в 
0,1 мМ натрийфосфатном буфере (МФБ) р Н 
8,0, который содержал 5 М мочевину и 2 М 
NaCl, фракционировали хроматографией на 
гидроксилапатите [1]. Гистоны элюировали 
исходным буфером, фракцию негистоновых 
белков (НГБ) — 0,05 М Н Ф Б , который содер-
жал 5 М мочевину и 2 М NaCl. Остаточный 
ДНК-белковый комплекс (ОДБК) хромати-
на получали элюцией 0,3 М Н Ф Б р Н 6,8. 
Собранные фракции хроматиновых белков, 
а также материал кариоплазмы диализовали 
в течение 1 сут против дистиллированной во-
ды. Солевой раствор для отмывки белков 
и рибоиуклеопротепдов ядерного сока, а 
также среда для инкубации ядер в опытах 
in vitro содержали ингибиторы протеолиза — 
5 мМ бисульфит натрия и 0,1 мМ фенилметил-
сульфоиилфторид. Все операции по выделе-
нию ядер и хроматина проводили при темпе-
ратуре 4 °С. 

Гидролиз белков проводили проиазой. 
Для этого О Д Б К суспендировали в стандарт-
ном солевом растворе (0,15 М NaCl — 0,015 М 
цитрат натрия) р Н 7,4 и добавляли предвари-
тельно инкубированный в течение 30 мин 

при 37 X раствор фермента (200 мкг/мг 
Д Н К , 100 м к г/мл суспензии) |2|. Суспензию 
выдерживали 1 ч при 37 °С. После этого до-
бавляли равный объем смеси хлороформ 
изоамиловый спирт (24 : 1), встряхивали 
10 мин и центрифугировали. Денатурирован-
ные белки (в том числе проназа) формирова-
ли осадок на границе раздела водной и хло-
роформной фаз. Водную фазу собирали и об-
работку хлороформом повторяли до исчез-
новения осадка в промежуточном слое. 

Одна из групп животных за 2 ч до начала 
исследования получала этанол — 3 г на 
1 кг массы тела (20% раствор, виутрибрю-
шииио), другая такие же дозы этанола 
в течение 15 дней. Указанные дозы этанола 
близки к наиболее часто используемым при 
исследовани и эксперимеитального алгоритма 
и характеризуются как дозы средней токсич-
ности (половина полулетальной дозы) [5]. 
Время начала эксперимента соответствовало 
наибольшей концентрации этанола в крови 
после внутрибрюшииного введения его [9]. 
Контрольным животным вводили физиологи-
ческий раствор. Увеличение содержания эн-
догенного ацетальдегида достигалось ингиби-
роваиием альдегиддегидрогеиазы (АлДГ) те-
турамом, который животные получали впут-
рибрюшинио (200 мг па 1 кг массы тела) в 
суспензии 1,5% крахмального геля. С целью 
эффективного ингибирования АлДГ тетурам 
БРОДИЛИ 3 раза ежедневно. Последнюю инъ-
екцию препарата животные получали я а сут-
ки перед введением меченого этанола [10]. 

Опыты с мечеными этанолом и ацеталь-
дегидом выполняли в 3 отдельных постанов-
ках экспериментов: 1) взаимодействие этих 
препаратов с белковыми компонентами хро-
матина in v ivo исследовали после внутри-
брюшинного введения за 2 ч до начала экспе-
римента. (1,2-14С)этанол вводили из расчета 
4 МБк на 100 г массы тела, (1,2-14С)ацетальде-
гид — 2,3 МБк на 100 г массы тела. Радио-
активность выражали в распадах в 1 мин на 
1 мг белка каждой исследованной фракции; 
2) динамику связывания ацетальдегида с бел-
ками ядерных структур исследовали в усло-
виях инкубации изолированных ядер клеток 
печени с (1,2-14С)ацетальдегидом, который 
добавляли в инкубационную среду из расче-
та 0,03 МБк на 1 мг Д И К . Ядра инкубиро-
вали при 37 °С в течение 10, 30, 60 и 180 мин 
в среде следующего состава: 20 мМ трис-НС1-
буфер р Н 7,5, 20% глицерин, 2,5 мМ КС1, 
3 мМ MgCl2 . Далее для удаления несвязав-
шейся метки ядра трижды промывали 0,25 М 
раствором сахарозы. После получения бел-
ков хроматина регистрировали суммарную 
радиоактивность каждой фракции. Значение 
этого показателя наглядно иллюстрировало 
временную кинетику распределения радио-
активной метки среди белков ядерных струк-
тур; 3) в третьей постановке экспериментов 
изучали связывание меченых этанола и аце-

11) 



Т а б л и ц а I 

Действие тетурама на связывание радиоактивной метки с компонентами хроматина и кариоплазмы 

ядер клеток печени крыс после введения мС-этанола (в расп мин на I мг белка- 1(ЬУ) 

У с л о в и я опытов 
11егистоно- Остаточный 

У с л о в и я опытов Г исто мы пые белки ДМ К -белковый К а р и о п л а з м а пые белки 
комплекс 

Без предваритель iю й ал коголи з ации: 
контроль 
опыт 

Од мократ I юе введеи ие не радиоа ктивно го 
этанола: 

контроль 
опыт 

Алкоголизация в течение 15 сут: 
контроль 
опыт 

2 ,0+0 , 1 

7 ,2+0,6* 

1 ,8+0,1 
3 ,4+0 ,4* 

3 ,7+0,1 

8 ,0+0 ,3* 

8 , 3+1 ,7 

14,1+0,6* 

3,8+0,2 
4 ,7+0 ,2* 

14,8+0,3 

15,0+1 ,0 

15,7+3,0 
32,1+4,8* 

9 , 3+0 ,6 
13,9+1,2* 

23 ,6+0 ,6 
30 ,7+2,7 

П р и м е ч а н и е . 1 Время экспозиции :14С-этанола 2 ч. 2. В каждой постановке эксперимен-
тов значение радиоактивности в контроле представляет собой величину связывания 14С-этанола в 
отсутствие инъекций тетурама. «Опыт»—величина связывания этанола на фоне действия тетурама. 
3. Нерадиоактивный этанол — 3 г на 1 кг массы тела. 4. Звездочка — изменение статистически 
значимо по сравнению с контролем. 

тальдегида с частицами изолированного хро-
матина. Для этого препарат хроматина, сус-
пендированный в демоннзованиой воде, вы-
держивали 30 мпн при 10 °С с 66 МБк на 1 мг 
Д Н К 14С-этанолом (100 ммоль/л). Ацеталь-
дегид (100 мкмоль/л) добавляли в количестве 
0,09 МБк на 1 мг Д Н К . После инкубации 
с мечеными препаратами несвязавшуюся мет-
ку удаляли многократным переосаждением 
хроматина 0,14 М раствором NaCl и диализом 
против дистиллированной воды. Далее со-
бирали пробу для регистрации общей радио-
активности образцов. Радиоактивность выра-
жали в распадах в 1 мин на 1 мг Д Н К . Белки 
хроматина фракционировали и определяли 
радиоактивиость каждой фракции. Радиоак-
тивность при этом выражали в распадах в 
1 мин па I мг белка. 

Концентрацию белка определяли методом 
[13|, Д Н К по методу |11|. Радиоактив-
ность измеряли на сцинтилляционном счетчи-
ке СБС-2 с эффективностью 33%. Статистиче-
ский анализ проводили по методу Фишера 
Стыодента [6]. 

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

11роведеныые исследования показали, 
что после введения интактным живот-
ным 14С-этанола радиоактивная метка 
содержалась в кариоплазме и хроматине 

ядер клеток печени (табл. 1). Среди ком-
понентов хроматина в расчете на 1 мг 
белка наибольшей величиной радиоак-
тивности характеризовался ОДБК. Ме-
нее интенсивно метка связывалась с 
фракцией НГБ. Промежуточной вели-
чи ной радиоактивности характеризо-
валась кариоплазма. 

Ранее было установлено, что в ре-
зультате введения подопытным живот-
ным 14С-ацетальдегида в сходных усло-
виях экспериментов наблюдалось подоб-
ное распределение величины радиоак-
тивности среди компонентов хроматина 
и кариоплазмы. Удельная радиоактив-
ность прямо пропорциональна скорости 
синтеза хроматиновых белков: гистоны< 
< Н Г Б < О Д Б К 181. Как видно из 
табл. 2, значение относительной вели-
чины удельной радиоактивности, выра-
женной в процентах к сумме всех фрак-
ций, гистоиов, НГБ, ОДБК и кариоплаз-
мы после введения животным этанола и 
ацетальдегида было iфактически оди-
наковым. Этот факт дает основание 
предположить, что источником радио-

Т а б л и ц а 2 

Сравнение величины связывания радиоактивной метки с компонентами хроматина и кариоплазмой 
ядер клеток печени крыс после введения 14С-этанола и 14С-ацетальдегида (в % к сумме всех 

фракций) 

Негистоиовые Остаточный 
Кариоплазмл 11 репарат Г И СТОПЫ белки Д11 К -бел ковый Кариоплазмл 11 репарат 

комплекс 

Этанол 6 , 4+0 ,3 27 ,1+1,5 51 ,2+2,3 15,2+0,8 

А цетал ьде г ид* 5 ,8+0 ,2 26 ,0+1,4 52 ,9+2 ,3 15,3+0,9 

П р и м е ч а н и е . I. Экспозиция 14С-этаиола и 14С-ацетальдегида 2 ч. 2. Звездочка — дан-

ные работы 18]. 
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Т а б л и ц а 3 

Суммарная радиоактивность структур ядра клеток печени крыс после инкубации с 14С-ацетальдеги-

дом (в расп/мин)10-3 

Время инкубации , 
мин Гистопы 

гистоповые бел-
ки 

Остаточный 
Д11 К-белковый 

комплекс 
Кариоплазма 

10 
30 
60 

180 

10,0+0,5 
21 ,0+0,2* 
30,1 ±0 , 5 * 
60,2+3,1* 

5 , 5+0 ,6 
13,3+0,2* 
14,3+0,5* 
25,0+3,2* 

1 ,7+0,2 
3 ,5+0,1* 
3 ,6±0 ,1* 
4 ,5+0 ,1* 

23 ,7+6,5 
38,3+0, 1 
35 ,1±1, I 
32 ,5+2,9** 

* Изменение значимо по сравнению с начальным временем исследования. 
** Изменение значимо по сравнению с максимальной величиной радиоактивности. 

активности хроматина ядер клеток при 
в веде нии эта i юл а я вля ется а цетал ьде -
гид. По-видимому, действие этанола на 
внутриядерные структуры происходит 
только после его окисления в результа-
те дегидрогеназной реакции. Это пред-
варительное заключение подтвердилось 
в последующих экспериментах. 

Бы л о уста новлено, что а цета л ьдегид 
легко проникает в ядра клеток. Резуль-
таты, представленные в табл. 3, свиде-
тельствуют, что уже через 10 мин инку-
бации ядер с 14С-ацетальдегидом радио-
активная метка обнаруживалась во всех 
исследованных фракциях хроматина и 
высокомолекулярных компонентах ка-
риоплазмы. Вначале основная доля ме-
ченого вещества связывается с карио-
пл а зм ати чес к и ми эл е ме нта м и, и тол ь ко 
к 60 мин суммарная радиоактивность 
белков хроматина начинает превышать 
у р о вен ь, х а р а кте р ны й дл я кар ио п л аз -
м ы. К и нет и к а св я з ы в а н и я а цета л ь де г и да 
с ядерными структурами характеризова-
лась следующей особенностью: ра-
диоактивность хроматиiга в интервале 
времени 10—180 мин постепенно на-
растала; в кариоплазме уже через 30 мин 
наблюдалось максимальное значение 
суммарной радиоактивности, величина 
которой в дальнейшем несколько умень-
шалась. Следует отметить, что практи-
чески весь ацетальдегид, содержащийся 
в кариоплазме, находился в связанном 
состо я н ии с высокомолекулярным и ее 
компонентами. На это указывал тот 
факт, что более 90 % радиоактивности 
после добавления трихлоруксусной кис-
лоты оказывалось в осадке. 

Изменяется ли уровень радиоактив-
ности ядерных структур при введении 
меченого этанола в условиях, способст-
вующих накоплению эндогенного аце-
тальдегида? Чтобы ответить на этот 
вопрос, мы блокировали АлДГ при по-

07 

мощи тетурама, который, связывая ре-
активную сульфгидрильную группу в 
каталитическом центре, выступает в ка-
честве мощного ингибитора активности 
фермента. Данные о возрастании радио-
активности на фоне действия тетурама 
свидетельствовали бы в пользу пред-
положения о том, что с хроматином ра-
диоактивная метка связывается в соста-
ве ацетальдегида, а не этанола. Как сле-
дует из табл. 1, влияние тетурама дей-
ствительно приводило к существенному 
увеличению (почти вдвое) удельной ра-
диоактивности всех исследованных фрак-
ций хроматина. Заметим, что наиболее 
выраженный эффект тетурама мы на-
блюдали у интактных животных. Однако 
действие его на фоне острой и хрониче-
ской алкоголизации также было вполне 
отчетливым. Увеличение суммарной ра-
диоактивности ядерных структур по 
сравнению с контролем составляло 95, 
41 и 23% соответственно. Поскольку 
ингибирование АлДГ препятствует окис-
лению ацетальдегида, надо полагать, 
что в присутствии тетурама должна 
у мен ь ш атьс я ко н це нт р а ц и я обра зо в а в -
шегося из этанола ацетил-КоА. Таким 
образом, полученные данные можно 
рассматривать также в качестве косвен-
ного свидетельства независимости воз-
растания включения метки в хроматин 
от изменения количества этого метабо-
лита этанола. 

Ранее было показано, что ацетальде-
гид образует ковалентные связи с бел-
ками хроматина, возникающие в ре-
з у л ьта те 11 ефе р ме итат и в 11 ы х р е а к ц и й. 
Механизм транспорта ацетальдегида в 
ядра клеток также характеризуется от-
сутствием стадий, катализируемых фер-
ментами, и, вероятно, осуществляется 
путем простой диффузии 17, 10]. Это по-
служило основанием для исследования 
взаимодействия этанола и ацетальдегида 
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с изолированным хроматином. Концент-
рация ацетальдегида в этих экспери-
ментах соответствовала значениям, ко-
торые наблюдаются в тканях организма 
при введении невысоких доз этанола 1121. 

По нашим данным, после инкубации 
хроматина в растворе, содержащем 
100 м кмол ь/л а цета л ьдегида, исследо-
ванные образцы характеризовались вы-
соким уровнем радиоактивности. После 
удаления несвязавшейся метки оказа-
лось, что радиоактивность хроматина 
составляла 30 175 расп/мин на 1 мг 
ДНК. Таким образом, in vitro с хрома-
тином связывается около 1 % внесенного 
в инкубационную среду ацетальдегида. 
Радиоактивную метку содержали все 
исследованные компоненты хроматина: 
гистоны, НГБ, ОДБК (1832, 6077 и 
8385 расп/мин на 1 мг белка соответствен-
но). В отличие от этого в опытах с 14С-
этанолом in vitro, даже если его кон-
центрация на 3 порядка превышала ко-
л и чество а цета л ьдегида (100 ммо л ь/л), 
радиоактивная метка в составе хромати-
на не обнаруживалась. Радиоактивность 
гистонов, НГБ и ОДБК не отличалась 
от фоновой. Осаждение хроматина из 
инкубационной среды, содержащей 14С-
этанол, приводило к тому, что 99,9% 
радиоактивности оказывалось в надоса-
дочной жидкости. Ее величина соответ-
ствовала значению внесенного в инку-
бационную среду меченого углерода в 
составе этанола — 2,8-1010 расп/мин. 

Таким образом, модификация хромати-
на и связанные с этим нарушения струк-
туры и функции генетического аппарата 
клеток, которые наблюдаются в усло-
виях этаполовой интоксикации, преиму-
щественно обусловлены действием аце-
тальдегида, а не прямыми эффектами 
этанола. Это согласуется с данными о 
свойстве альдегидов вызывать образо-
вание межмолекулярных белок-белко-
вых сшивок в хроматине 1,7]. Связыва-
ние ацетальдегида в составе хроматина 
с белковыми компонентами подтвержда-
ется результатами опытов по обработке 
мечен ного 14С-а л ьдегидом Д И К -бел ко-
вого комплекса протеолитическими фер-
ментами. Его удельная радиоактивность 
в зависимости от времени экспозиции 
ядер в j фисутстви и ацетальдегида 
варьировала в пределах 225+23—581 + 
+36 расп/мин на 1 мг ДНК. Между тем 
оказалось, что после инкубации с про-
лазой радиоактивность в исследован-
ных образцах практически отсутство-
вал а. 

Как уже упоминалось, величина при-
роста радиоактивности хроматина после 
введения |4С-этанола на фоне действия 
тетурама была различной у интактных 
животных и при алкоголизации их. Ее 
значение уменьшалось в случае одно-
кратного введения этанола по сравне-
нию с таковым у интактных животных 
п было еще меньше в условиях хрони-
ческой алкоголизации (см. табл. 1). 
Анализируя эти факты, следует прини-
мать во внимание разведение радиоак-
тивной метки в составе этанола и обра-
зованного из него ацетальдегида эидо-
ге и н ы м и нер а д и о а кти в и ы ми и роду кта -
ми. Вместе с тем можно предположить, 
что менее отчетливый эффект тетурама 
в у с л о в и я х дл и те л ь и о й а л ко го л и з а ц у\ и 
обусловливается изменением активности 
метаболизирующих этанол ферментов 
алкогольдегидрогеназы (АДГ) и АлДГ. 
Первые этапы этаноловой интоксикации 
характеризуются индукцией АДГ, что 
приводит к первичному накоплению аце-
тальдегида. В дальнейшем наблюдается 
снижение активности АДГ и, что осо-
бенно существенно, значительное угне-
тение АлДГ, связанное с прямым дей-
ствием этанола и ацетальдегида, а так-
же с появлением в клетках печени эн-
догенных ингибиторов активности фер-
ментов. Это вызывает вторичное, более 
существенное увеличение в тканях кон-
центрации ацетальдегида [31. По этой 
причине на фоне низкого уровня ак-
тивности АлДГ в условиях хронической 
алкоголизации иигибирующее действие 
тетурама будет менее выраженным по 
сравнению с таковым у интактных жи-
вотных. Надо полагать, что высокая 
концентрация ацетальдегида при дли-
тельной этаноловой интоксикации у 
животных способствует заполнению мест 
его связывания в хроматине и, следова-
тельно, приводит к уменьшению взаимо-
действия радиоактивного метаболита по 
сравнению с таковым у животных, пред-
варительно не получавших этанола. 

I1 о л у че н н ы е р ез у л ьта ты с в идете л ь с т -
вуют о взаимодействии ацетальдегида с 
ядерными структурами, согласуются с 
данными о важной роли его в патогенезе 
этаноловой интоксикации и способству-
ют, таким образом, выяснению механиз-
мов действия этанола на генетический 
аппарат клеток. 
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INTERACTION OF ETHANOL AND ACE-

T A L D E H Y D E W I T H C H R O M A T I N CO-

MPONENTS IN RAT L I V E R CELL NU-

CLEI 

G. Kh. Bozko, E. 1. Khomenko 

Institute of Neurology and Psychiatry, Kharkov 

Interaction of ethanol and acetaldehyde 

with structures of rat liver eel Is nuclei was 

studied in vivo and in vitro using labelled 

compounds. After injection of 14C-ethanol 

and 14C-acetaldehyde into control and alco-

hol-consuming animals the radioactivity was 

found in carioplasm, non-histone proteins 

and residual DNA-protein complex. Relati-

ve value of specific radioactivity of all the 

chromatin components studied was practical-

ly similar after administration of either et-

hanol or acetaldehyde. The effect of such al-

dehyde dehydrogenase inhibitor as teturam 

led to a significant increase of the label in-

corporation into chromatin proteins. Ace-

taldehyde was shown to bind intensively with 

the isolated chromatin matrix. At the same 

time, radioactivity was not found in chromatin 

after incubation with labelled ethanol. The 

data obtained suggest that alterations in 

structure and functions of genetic cell appa-

ratus under conditions of ethanol intoxica-

tion occurred mainly due to the action of ace-

taldehyde as a result of ethanol reduction 
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ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ ИНСУЛИНОМ 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МЕМБРАН ПЕЧЕНИ 

Сектор геронтологии АН БССР, Минск 

Гормональная регуляция метабол из-
ма зависит от ряда факторов, среди ко-
торых важную роль играет структурио-
функционалы-гое состояние мембран. Од-
ним из основных механизмов поврежде-
ния мембранных структур клетки явля-
ете я п е р е к и с мое о к и слеиие л ип идов 
(ПОЛ). Это связано с тем, что 40% струк-
турных липидов составляют ненасыщен-
ные жирные кислоты (ННЖК) с боль-
шим число двойных сязей 161. Послед-
ние и являются субстратами ПОЛ. По-
явление перекисных групп в липидах 
оказывает влияние на связи липидов и 
белка в мембране, что сопровождается 
изменен нем ее физи ко- х им и чес к и х 
свойств 131. В связи с этим изменяется и 
активность ферментов мембран, что в 
свою очередь приводит к нарушению 
активного транспорта и клеточного ме-

таболизма. Вышеназванные процессы, 
возможно, играют важную роль в реа-
лизации биологических эффектов ин-
сулина. 

Задача настоящего исследования со-
стояла в изучении влияния инсулина на 
физико-хим ичес к ие сво йства плазмати-
ческих мембран печени молодых и ста-
рых крыс. 

Опыты проведены на молодых (5 -6 мес) 
и старых (24—26 мес) белых крысах-самцах. 
Плазматические мембраны печени выделяли 
по методу [8]. Текучесть плазматических 
мембран оценивали по поляризации флюорес-
ценции 1,6-дифеиил-1, 3, 5-гексатриена. Изме-
рение поляризации флюоресценции проводи-
ли на спектрофлюориметре SLM (США) 
при длине волны возбуждения "К 360 им и 
эмиссии X 430 мм. Анизотропию флюорес-
ценции рассчитывали по формуле: 

2р 
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Т а б л и ц а 

Анизотропия флюоресценции 1,6-дифенил-1, 3,5-

гексатриена в плазматических мембранах печени 

крыс разного возраста ( X + S - ) 

Серия опытов Молодые крысы Старые крысы 

Контроль 
(п 6) 0 ,279+0,003 0,249±0,004** 

Ипсулин 
(п 6) 0 ,289+0,002* 0 ,252+0,003 

* / ;<0 ,05 между иитактными и подопытны-

ми животными. 

** /?<0,05 между молодыми и старыми жи-

вотными. 

где р поляризация флюоресценции 1,6-ди-

фе и и л г е к с а тр и е и а. Липиды экстрагиро ва л и 

методом [9J, холестерин определяли но ме-

тоду [12], фосфол ипидиый фосфор — методом 

|1 1], белок — методом | 10J. О состоянии про-

цесса П О Л судили по содержанию малоно-

вого диальдегида (МДА) [4]. Анализ жирных 

кислот после их метилирования проводили 

методом газожидкостной хроматографии на 

хроматографе «Хром-5» (ЧССР) . Идентифика-

цию жирных кислот осуществляли с помощью 

соответствующих стандартов. Содержа и ие 

жирных кислот оценивали по плогЦади жир-

но-кислотных пиков |11. 

М одел 1) г и п е р и н с у л и и е м и и вое п р о и з в о д и л и 

впутрибрюшинмым введением инсулина в до-

зе 2 Е Д на 100 г массы тела за 1 ч до дека-

питации. 

Результаты обрабатывали методом вариа-

ционной статистики с использованием крите-

рия Стыодента. 

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

В результате проведенных исследова-
ний обнаружены возрастные изменении 
физико-химических свойств плазмати-
ческих мембран печени. У старых копт-
рольных животных по сравнению с мо-
лодыми отмечается снижение анизотро-
пии флюоресценции на 10%, свидетель-
ствующее об увеличении с возрастом 
текучести мембран (табл. 1). Одновре-
менно происходит изменение химическо-
го состава мембран. Уменьшается содер-
жание ННЖК во фракции как липидов, 
так и фосфол и пидов (табл. 2). Снижает-
ся молярное отношение холестерии/фос-
фолипидиый неорганический фосфат Рн 

за счет уменьшения содержания холе-
стер и на, кол и чество фосфол и 11 идов в 
про це с с е старения и е изменяется 
(табл. 3). Поскольку холестерин и 
ННЖК являются субстратами ПОЛ, из-
менение их содержания сказывается и 
на скорости ПОЛ. Как показано в 
табл. 3, при старении снижается содер-
жание МДА в препаратах мембран, что 
может свидетельствовать об ослаблении 
интенсивности этого процесса с воз-
растом. 

Набл юдаем ые стр у ктур i ю-фун к i ию-
наль иые сдвиги м огут бы ть причино й 
возрастного изменения гормонрецеп-
торного взаимодействия, а также чувст-
вительности мембраносвязаииых фер-
ментов к их субстратам. Для ферментов, 

Т а б л и ц а 2 

Жирно-кислотный состав общих липидов плазматических мембран печени крыс разного возраста 

(в % к общим липиДам) 

Ж и р н ы е к и слоты 

Молодые крысы Старые крысы 

Ж и р н ы е к и слоты 
комтроль И II су./1 III! коптроль и и сули II 

С , 2 : 0 0,1 + 0 , 0 3 0,1 ±0 , 02 0 , 1+0 ,05 0 , 1+0 ,03 

^ И : 0 
0 ,3+0 ,02 0 ,2+0,01 0 ,2+0 ,04 0 ,1+0,01 

^ 1 6 : 0 
0, 1+0,05 Следы 0 ,1±0,01 Следы 

16 : 0 
38, J±1 ,34 4-5,6+1,52** 0 , 5+0 ,02 38,1±1 ,35 

С ,0 :1 0 ,5+0 ,01 0 ,2+0,01 .*** 0 ,5+0 ,02 0 ,3+0 ,02 

^ 1 8 : 0 
23,7+1 ,47 20, 1+0,56 24 ,7+1 , 12 35,4+1 ,64*** 

^18:1 6 ,4+0 ,31 12,3+0,36*** 4, 1+0,24*** 5 ,9+0,41 *** 

^ 1 8 : 2 
12,3+0,67 5 ,6+0 ,45*** 12,4+0,79 4 ,5+0 ,37*** 

^ 2 0 : 4 
18,5+0,91 15,9+0,31* 17,8+0,93 15,0+1 ,35 

11ЖК 62,3 66,0 65,2, 73,7 

Н Н Ж К 37,7 34,0 34,8 26,3 

н н ж к / и ж к 0,61 0,52 Oi 53 о , ::сз 

П р и м е ч а и и е. Н Ж К • 
ка — /?<0,05, две — / ;<0.01, ' 

насыщенные жирные кислоты, 
•и —/;<(),001. 

Здесь н в табл. 3 одна звездоч-



Т а б л и ц а 3 

Содержание холестерина, фосфолипидов (в и мол о на 1 мг белка) и МДА (в нмоль МДА на 1 мг 

белка) в плазматических мембранах печени крыс разного возраста ( X + S - j 

Молодые крысы Старые крысы 

Серия 
опытов 

фосфо-
липид-
ный р „ 

холссте-
ри и 

холесте-
р ин /фосфо-

липидный Р ( Г 

М Д А 

фосфо-
липид-
пый Р н 

холесте-
рин 

холесте-

р и и / ф о с ф о -
Л И II ИД II Ы11 Р 4 и 

М Д А 

Коптроль 
Инсул I! II 

547±<16 
61G±39 

162± 13 
279 ±53* 

0,296±0,017 
0,423±0,058* 

13.85rt2.0G 
20,80±2,93* 

522 ±8 
602 ±18 

113 ±7* * 
156±11 

0,216 rh 0,01G "г * 
0,266±0,021 

4,82±1, 7* * 
8 ,77±1,7* 

локализованных на поверхности мем-
бран, снижение микровязкости мембран 
приводит к снижению сродства фермента 
к субстрату, а увеличение микровяз-
кости — к его повышению. Обратная 
с и ту а ци я на бл юдаетс я д л я фер мен тов, 
л о кал изова 11 и ы х вн утр и л ни идного би -
слоя мембраны [7]. 

Возрастные структурно-функциональ-
ные изменения мембран отражаются на 
динамике изучаемых показателей при 
экспериментальной г и пер и и с ул и нем и и. 

В11 утр и бр юш и н н ое в веде и и е и и с у л и 11 а 
приводит к повышению анизотропии 
флюоресценции, что свидетельствует об 
уменьшении текучести мембран. При 
этом увеличивается молярное отношение 
холестерин / фосфолипидный Рн пре-
имущественно за счет увеличения содер-
жания холестерина. Описанные измене-
ния достоверны у молодых животных, 
у старых они менее выражены, отмечает-
ся лишь однонаправленная тенденция. 

Для изучаемой модели также харак-
терна взаимосвязь между изменением 
структуры мембран и скоростью окис-
ления липидов. 11од влиянием инсулина 
происходит достоверное увеличение 
содержания продуктов ПОЛ в препара-
тах мембран печени, причем у молодых 
содержание МДА увеличивается па 50%, 
а у старых — на 70%. Активация процес-
са IIOJI сопровождается резким сниже-
нием содержания полинеиасыщенных 
жирных кислот, являющихся субстрата-
ми I ЮЛ, особенно выраженным у ста-
рых животных. 

Необходимо отметить, что реакция 
плазматических мембран на введение 
инсулина связана с возрастом живот-
ных. В более интенсивно обменивающих-
ся мембранах молодых крыс быстрее 
происходят структурные изменения 
при действии стрессорного фактора. Они 
носят адаптационный характер. Высо-
кое содержание продуктов ПОЛ у ста-
рых крыс при этом является, по-видимо-
му, елед ств ием с и и же и и я а кти в мости 
аитиоксидантных систем организма и 

может свидетельствовать о выраженном 
повреждающем влиянии высоких доз 
инсулина на мембраны. 

Полученные результаты еще раз под-
тверждают положение о том, что в ор-
ганизме существует система регуляции 
метаболизма, основанная на взаимосвязи 
стр у ктур 11 о-фу и к циои а л ьного состоя-
ния мембран и скорости ПОЛ. После-
довательность вози икающих изменен и й 
до настоящего времени является пред-
метом предположений и дискуссий. Так, 
одни авторы [51 считают, что перестрой-
ка физической структуры мембран обус-
ловлена окислением ННЖК и выходом 
их из фосфолипидного бислоя, благода-
ря чему доля ННЖК в бислое возра-
стает. Другие [21 высказывают предпо-
ложение, что первичны изменения мик-
роокружения мембранных рецепторов, 
вследствие чего изменяется их свойство 
связывать биологически активные ве-
щества . Далее происходят стр у ктур и ые 
перестройки мембраи, благодаря чему 
изменяются скорость ПОЛ, липидный 
состав мембран и функционирование 
всей мембраны. Однако независимо от 
последовательности возникающих из-
менен и й стр у ктур и ы е не р естр о й к и 
мембран и изменение в них интенсив-
ности свободнорадикальных процессов 
способствуют переходу всех клеточных 
структур на новый метаболический уро-
вень. 
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AGE PECULIAR IT IES IN THE EFFECT 
OF INSULIN ON PHYSICO-CHEMICAL 
P R O P E R T I E S OF L I V E R CELL MEM-

B R A N E S 

L. M. Mazhul, S. M. Yakubovsky, S. S. Sam-
bursky, G. G. Egulkin, G. G. Galsko 

Department of Gerontology, Academy of Sci-
ences of the Byelorussian SSR, Minsk 

Alterations in physico-chemical proper-
ties of rat liver plasmatic membranes induced 
by insulin were shown to be age-dependent. 
The experiments showed also that high doses 
of the hormone impaired distinctly the mem-
branes in old animals. The relationship bet-
ween structural alterations in plasmatic mem-
branes and the rate of l ipid peroxidation was 
observed. 

УДК 612.351.1 1+612.352.3l. 014.46:6 15.277.3:646.92 

JI. В. Резник, E. M. Мязина, 10. В. Наточин 

СОДЕРЖАНИЕ БЕЛКА И АКТИВНОСТЬ Na, К-АТФазы 

В ТКАНИ ПОЧКИ КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ ЦИС-ПЛАТИНЫ 

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР, Ле-
нинград 

Широкое применение цис-платины 
при лечении ряда форм злокачествен-
ных опухолей показало, что одним из 
наиболее частых побочных эффектов яв-
ляется нефротоксичиость 13]. В числе 
возможных причин развивающейся ост-
рой почечной недостаточности называют 
нарушение гемодинамики почки 111], 
иигибироваиие Na, К-АТФазы в клетках 
канальцев 12, 5], блокаду SH-rpynri [6.1, 
перекисное окисление липидов |1()|. Оче-
видно, в основе дисфункции почки могут 
лежать повреждение отдельных сторон 
ее метаболизма, изменение регуляции 
почечной функции, деструкция ее па-
ренхимы . Задачей настоящей работы 
явилось исследование тканевого со/дер-
жания воды, электролитов, белков в 
почке и активности в ней AT Фаз в про-
цессе развития нефротоксикоза после 
введен и я i ;и с - п л ати и ы. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на самках белых крыс 
В и стар массой 170 200 г. Животным в и утр и-
брюшинно вводили растворенную в 0,9% 
растворе NaCl цис-платину в дозе 5 мг на 
1 кг массы тела. В ряде опытов до введения 
цис-платины животным виутрибрюшиппо вво-
дили хлористый холим в дозе 290 мг на 1 кг 
массы тела. Через 5 сут животных декапити-
ровали под легкой эфирной анестезией, опре-
деляли концентрацию мочевины в сыворотке 
крови диацетилмоиоксимовым методом. Кор-

ковый слой, сосочек почки и кусочки двугла-
вой мышцы бедра высушивали в термостате 
при 105 °С для определения содержания во-
ды. В сыворотке крови и тканях почки и мыш-
цы после озолеиия концентрированной азот-
ной кислотой определяли концентрацию нат-
рия и калия на пламенном фотометре Цейсс-
111, содержание кальция и магния на атом-
но-абсорбциониом спектрофотометре «Xнта-
чи» (модель 508). Активность Na,К-АТФазы 
измеряли в гомогеиатс вещества коры почки, 
приготовленном на среде, содержащей 0,25 М 
сахарозу, 5 мМ. трис-НС1, 2 мМ ЭДТА и 
0,15% дезоксихолата Na. Инкубационная 
среда содержала 100 мМ Na+, 20 мМ К+ , 
6 мМ Mg2+ , 100 мМ трис-HCl р Н 7,4, 0,5 мМ 
ЭДТА и 3 мМ динатриевой соли АТФ. Для 
иигибирования активности Na, К-АТФазы в 
инкубационную среду вносили 1 мМ оуабаи-
на. Реакция продолжалась 30 мин при 30 С, 
затем ее останавливали добавлением трихлор-
уксусной кислоты в конечной концентрации 
5%. Содержание неорганического фосфора в 
пробах определяли по методу [1], содержа-
ние белка — по методу [7]. 

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

На 5-е сутки после введения цис-пла-
тины у крыс развивалась почечная не-
достаточность, наступала азотемия. В то 
же время концентрация электролитов в 
сыворотке крови изменялась мало 
(табл. 1). Существенные изменения на-
блюдались в почках, масса которых уве-
личивалась на 57,9% (табл. 2), что было 
обусловлено не только набуханием поч-
ки (табл. 3), но и большим содержанием 
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Т а б л и ц а I 

Концентрация мочевины и электролитов (в ммоль/л) в сыворотке кроки на 5-е сутки после введе-
ния крысам 5 мг/кг цис-платины 

Условия опыта п Мочевина Натрий Калий Кальций Ма г и ий 

Контроль 9 4,7(5+0,22 149+1,26 6 ,5+0 ,16 2 ,67+0,38 0,88+0,24 
Цис-платина 9 29,9+4,71* 142+0,51* 6 ,3+0 ,37 2 ,58+0,05 1,20+0,11 
Цис-платина + холин 9 9,80+1,18* 145+1,16** 5 ,8+0 ,23 2 ,81+0,09 1,18+0,11 

* / ;<0,001. 
** /?<0,05. 

в ней сухого вещества, которое возросло 
на 24,5% (см. табл. 2). Такой неожидан-
ный результат требовал специального 
анализа. Определение содержания бел-
ка в сыром веществе коры почки пока-
зало, что оно снизилось по сравнению с 
контролем (см. табл. 2). Это было обус-
ловлено отеком коры почки, так как 
при расчете на сухое вещество не на-
блюдалось различий в содержании бел-
ка. Следовательно, можно предполо-
жить, что при поражении почки в ней 
увеличивается количество углеводов или 
липидов. Увеличение массы почки могло 
также зависеть от повышения ее крове-
наполнения. 

Учитывая данные о преимущественном 
поражении цис-платиной 2-го и 3-го сег-
ментов проксимального канальца 1.4.1, 
в наших опытах было изучено состоя-
ние тканей коры и внутреннего мозгово-
го вещества почки, в котором нет про-
ксимальных канальцев. Установлено, что 
кора почки набухает, содержание воды 
в ней возрастает на 28,6%, во внутрен-
нем мозговом веществе количество воды, 
напротив, снижается (см. табл. 3). Рез-
ко изменяется содержание электроли-
тов — при расчете на сухое вещество 
повышается количество натрия и прак-
тически остается постоянным уровень 
калия; концентрация в ткани кальция и 
магния не претерпевает однонаправлен-
ных изменений (см. табл. 3). Эти изме-
нения содержания воды и иоиов в ткани 
коры почки свидетельствуют о том, что 
происходит отек ткани, в ней возра-
стает количество натрия. Сопоставле-
ние электролитного состава мышцы у 
контрольных крыс и животных, которым 
вводили цис-платину, не выявило раз-
личий между ними (см. табл. 3). При этом 
в сыворотке крови концентрация натрия 
и калия остается стабильной; следова-
тельно, сдвиги содержания натрия и 
калия зависят от патологических про-
цессов, происходящих в самой почке. 

К числу таких процессов можно было 
отнести нарушение энергоснабжения 
ионного транспорта, деструкцию тка-
ни, изменение соотношения вне- и внут-
риклеточных жидкостей. 

Определение активности АТФаз в коре 
почки показало, что у животных, по-
лучавших цис-платину, активность 
Na,К-АТФазы падает на 37,5%, Mg2+-
АТФазы — н а 14,7% (см. табл. 2). Сни-
жение активности АТФаз могло зависеть 

Т а б л и ц а 2 

Активность АТФаз и изменение содержания 
белка в почке после введения цис-платины 

Исследуемый 
покпзатель п К о н т р о л ь Цис-платина 

Белок 

мг на 1 г 
сырого ве-
щества ко-
ры почки 10 176,7+7,0 152,2+2,7* 
мг на 1 г 
сухого ве-
щества ко-
ры почки 10 812,8+32,2 830,0± 12,0 

Масса почек 
г сухого ве-
щества на 
100 г массы 
тела 9 679+20,3 1067+105,6* 

г сухого ве-
щества на 
100 г массы 
тела 7 159+4,61 198+14,0** 

Масса тела 
в день инъ-
екции 187+9,5 
5 дней 
спустя 9 167+10,5 174+7,5 

Na, К-АТФаза, 
мкмоль Р н на 
1 мг белка в 
1 ч 10 2 ,77+0,26 1»73+0,13* 

Mg2-ATOa3a, 
мкмоль Р н на 
1 мг белка в 

1 ч 10 4,04+0,21 3 ,45+0,12 

* /?<0,01. 
** / ;<0 ,05 . 
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Т а б л и ц а ,3 

Содержание воды на I г сухого вещества и электролитов (в мкмоль/r) к почке и мышце после 

введения цис-плагины 

Объект исследо-
вамии п Водч Натрий Кал и й K'l пьцпй Ма г.шй 

Кора 
контроль 9 2 ,99+0,06 225,9+5,96 265,0+9,37 5,94+0,65 34,3+2,80 
цис-платина 9 3 ,72+0, 12* : m i м о , и ; 

273,0+5,96 4,29+0,30*** 38,0+0,42 
Внутреннее мозго-

вое вещество 

контроль 9 6 ,66+0, 17 545,2+70,5 4 10,9+24,9 8,05+0,74 38,7+1,51 
цис-плати на 9 5,80+0,13** 525,9+5,81 :<•>;>.!) | 1 ,г>2 7,01+0,52 39,3+2,35 

Мышца 
контроль 9 3,29+0,02 78,9+3,95 483,0+15,1 2 ,76+0, 1 1 15,8+0,63 
цис-платина 9 3, 18+0,03* * * 76,5+1,36 464,8+3,02 2,98+0,92 14,0+0,22 

* /?<(), 001 
** /;<(),()!. 

*** /;<(),05. 

от непосредственного действия тяжелого 
металла па фермент в почке, а также от 
иных нарушений в метаболизме клеток, 
11 а тологических изменений плаз ма т и че -
ских мембран, распада ткани почки. 
11 р и веде иные в ы ш е дани ы е, де й ст в и -
тельио, указывают на относительно боль-
шее угнетение активности Na,K-
АТФазы, чем сдвиги содержания белка 
и калия в тех же частях почки. Это поз-
воляет думать, что имеются большие 
р езе рви ы е в оз м о ж и о ст и а к т и в мости 
транспортной АТФазы в почке, позво-
ляющей поддерживать концентрацию ка-
лия в клетках (и тем самым в ткани), не-
смотря иа падение ее активности более 
чем на 30%. 

Чтобы проверить предположение о 
маркерном значении активности 
Na, К-АТФазы в генезе повреждения 
почки при действии цис-платины, были 
поставлены эксперименты с определе-
нием тех же показателей при улучше-
нии функционального состояния почки 
с помощью холина. В опытах па срезах 
почки было показано, что органические 
катионы в отличие от органических анио-
нов уменьшают накопление цис-плати-
ны 19]. В связи с этими данными были 
поставлены эксперименты, в которых 
за 40 мин до цис-платины виутрибрю-
шинно вводили 290 мг/кг хлористого 
холина. Через 5 дней концентрация мо-
чевины в сыворотке крови была в 3 раза 
ниже, чем при введении одной цис-
платины (см. табл(. 1). Определение в 
ткани коры почек у этих крыс Na,K-
АТФазы показало, что ее активность 
составляла 2,214=0,16 мкмоль Рп иа 
1 мг белка в 1 ч (/? 10) и она была до-

стоверно выше (/?<С0,05), чем при введе-
нии одной цис-платины (см. табл. 2). 
Данные этих экспериментов убеждают в 
том, что изменение активности Na,K-
АТФазы отражает степень нарушения 
гомеостат и чес ко й фу и к i ;и и поч к и при 
разном уровне нефротоксичности. 

Таким образом, поражение почки при 
действ и и цис-лл атин ы сопровождается 
отеком, увеличением содержания в ней 
воды и натрия, возрастанием массы 
почки и количества в ней сухого вещест-
ва при стабильном уровне белка, умень-
шением активности Na, К-АТФазы. 

Механизмы внутриклеточного дейст-
вия цис-платины, определяющие умень-
шение скорости роста опухолевых кле-
ток и вызывающие токсический эффект 
в почке, могли быть различными. В пер-
вом случае речь идет о воздействии иа 
генетический аппарат клетки, во-вто-
ром — об иных точках приложения и не 
только цис-платины, по и ее метаболи-
тов. Вероятно, следует учитывать ряд 
последовательных звеньев в развитии 
нефротоксичности. 11оскольку цис-пла-
тина повреждает не все типы клеток, а 
селективно влияет преимущественно на 
клетки проксимального отдела нефрона, 
внутреннего уха и ряда других, в то вре-
мя как клетки иных частей почки, мышц 
не подвержены повреждению этой дозой 
препарата, можно думать о тропности, 
зависящей от поступления цис-платины 
именно в эти клетки. Следующий этап 
после проникновения в клетку — воз-
действие иа определенные ультраструк-
туры клетки, химические превращения, 
инактивацию или удаление платины, i 1о-
казано, что в клетках проксимального 
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канальца платина попадает в ядро, ли-
зосомы и цитоплазму, ее депозиты по-
степенно накапливаются в матриксе 
микротелец; в то же время платина не 
обнаруживается в аппарте Гольджи и 
митохондриях [8]. Наши результаты в 
полной мере сопоставимы с этими дан-
ным и об ультра стр у ктур ной локализа-
ции цис-платины, поскольку набухание 
клеток и падение активности Na,K-
АТФазы могли определяться преиму-
ществен иым накоплением платины в 
плазматических мембранах и органиче-
ских компонентах цитоплазматического 
матрикса. Характер действия цис-пла-
тины определяется и временем после ее 
введения, так как наступающая репара-
ция клеток может приводить к изоляции 
платины в микротельцах. Таким обра-
зом, изменения ткани почки, вызванные 
введением цис-платины, определ я юте я 
ее действием на ряд биохимических 
процессов в клетке, среди которых су-
щественное значение имеет ингибирова-
ние Na, К-АТФазы, вторичное измене-
ние электролитного состава клетки, по-
следующее накопление воды, вызываю-
щее ее набухание. 

Авторы благодарят П. А. Ченцова за 
предоставление цис-платины для про-
ведения опытов. 
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P R O T E I N CONCENTRATION AND AC-

TIVITY OF Na,K-ATPASE IN RAT R E N A L 

TISSUE AFTER C ISPLATINUM ADMI-

N ISTRATION 

L. V. Reznik, E. M. Myazina, Yu. V. Nalochin 
I . M. Sechenov Institute of Evolutionary 

Physiology and Biochemistry, Academy of 
Sciences of the USSR, Leningrad 

Concentrations of protein and electrolytes 
as well as activity of Na,K-ATPase were stu-
died in renal tissue of rats within 5 days af-
ter cisplatinum administration (5 mg/kg of 
body mass, intraperitoneal^). There were a 
significant reduction in the ATPase activity 
and an increase in water content and sodium 
concentration in renal cortex tissue, while 
K + , Ca2+ and Mg2+ were unaltered. At the 
same time, concentration of electrolytes did 
not shift in blood serum and muscle tissue. 
After intraperitoneal administration of cho-
line chloride at a dose of 290 mg/kg of body 
mass within 40 min before the cisplatinum 
treatment less distinct alterations were obser-
ved in the urea content and in the Na,K-ATP-
ase activity. 

УДК 616.831.254 4 6 16.839.191.-008.93:577.12 1.7 

В. А. Кашуба, / / . Ф. Тру сова, Э. II. Лаврова 

СОСТОЯНИЕ Э Н Е Р Г ЕТ И Ч ЕС КО ГО ОБМЕНА В СТРУКТУРАХ 

ЗРИТЕЛЬНОГО АНАЛИЗАТОРА И НЕЙРОНАХ 

СИМПАТИЧЕСКОГО ГАНГЛИЯ ПОСЛЕ ОБЛУЧЕНИЯ ГЛАЗА 

НИЗКОИНТЕНСИВНЫМ ИНФРАКРАСНЫМ ЛАЗЕРНЫМ 

ИЗЛУЧЕНИЕМ БЛИЖНЕЙ ОБЛАСТИ СПЕКТРА 

Московский медицинский стоматологический институт им. Н. А. Семашко 

В последние годы в медицине исполь- спектра. Механизм положительных ре-
зуют иизкоинтенсивное инфракрасное зультатов лечения, а также характер 
лазерное излучение ближней области биоэффектов, возникающих у лиц, про-
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фессиомально контактирующих с таким 
излучением, практически не изучены 
[2, 31, что обусловливает актуальность 
исследований в этом направлении. 

В целях изучения особенностей дей-
ствия на организм данного вида излуче-
ния исследовали состояние окислитель-
но-восстановительных процессов по 
активности ферментов: л актатдегид-
рогеназы (ЛДГ), глутаматдегидрогеназы 
(ГлДГ) сук ци н атде г и др о ген а з ы (СД Г), 
супероксиддисмутазы (СОД), глутатион-
пероксидазы (ГПО). Объектами иссле-
дования были глаз, зрительная кора 
(учитывая чувствительность органа зре-
ния к излучению) и верхний шейный сим-
патически й га 11 гл 11 й. Анализ получае-
мых эффектов позволил выяснить воз-
можность непосредственного, прямого 
д е й с т в и 51 низ к о и и те и с и в н о го лазер н о го 
излучения на мозг через глаз. Ранее 
таких исследований не проводилось. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили иа кроликах породы 
шиншилла массой 2,5—3,5 кг. Глаз (правый) 
о б л у ч а л и полу п р о во д н и к о в ы м и и ж е к ц и о и и ы м 
лазером типа 32ДЛ-103 на арсениде галлия, 
генерирующем излучение длиной волны 0,80- • 
0,87 мкм; расходимость пучка составила 50°, 
мощность 2,6 мВт. Плотность потока мощ-
ности излучения на уровне роговицы равня-
лась 10,5- 10 Вт/см2. Оптические оси лазер-
ного луча н глаза совпадали. Расстояние 
между центром роговицы и местом выхода 
излучения составляло 5 мм, длительность 
облучения -— 5 и 20 мин. Применяемые пара-
метры излучения ие вызывали болевой и 
оборонительной реакций, в связи с чем жи-
вотные во время облучения находились в 
естественном состоянии, без фиксации. Кро-
ликов декапитировали через 1 ч после облу-
чения. Исследованию подвергали оба глаза, 
кору мозга обоих больших полушарий и 
верхние шейные ганглии. 

Биохимические исследования проводили 
на 27 кроликах. В энуклеированных глазах 
(облученных и противоположных) вырезали 
роговицу по лимбу и отслаивали сетчатку. 
Путем соскоба по методу [14] получали эпи-
телий и эндотелий роговицы, который гомо-
генизировали с 9-кратным, а целую рогови-
цу, сетчатку и кусочки мозга — с 19-кратным 
объемом 0,15 М раствора хлорида натрия. 
В полученной после центрифугирования го-
могеиата надосадочной жидкости определяли 
активность Л Д Г по методу [11], ГлДГ — 
по 1151, лактат по [12], С О Д — методом 
110], П К ) по |9|. 

Цитохимические исследования проводили 
на 16 кроликах. Кусочки коры мозга конт-
рольного п облученного животных монтиро-
вали па одном блоке. Применяли свежезамо-
роженные криостатиые срезы. Л Д Г и ГлДГ 
выявляли по [5], СДГ — по [13]. Количест-
венный цитохимический анализ производили 
с помощью зондового цптофотометра (на базе 
люмам-ИЗ). Активность ферментов оценивали 

Р условных единицах оптической плотности. 

Результаты подвергали статистической об-

работке с использованием критерия Стыо-

деита. Гистологические срезы коры мозга 

и симпатического ганглия окрашивали ге-

матоксилином и эозином. Применяли также 

нейрогистологический метод Ииссля, как опи-

сано в работе [1J. 

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

Как показали результаты исследова-
ния, в эпителии роговицы (т. е. в струк-
туре первой, контактирующей с излу-
чением) через 1 ч после 5-минутного об-
лучения глаза активность ЛДГ заметно 
снижалась; /?<0,001 (рис. 1). В эндоте-
лии роговицы и сетчатке отмечена лишь 
тенденция к снижению активности этого 
фер мента. Угнетение активности ЛДГ 
сопровождалось снижением содержания 
лактата в роговице и сетчатке (/7<0,001). 

В тех же условиях (см. рис. 1) актив-
ность ГлДГ в эпителии роговицы уве-
личивалась (/;<0,05). Несколько воз-
растала она в эндотелии роговицы и 

н 

Рис. 1. Активность Л Д Г (а) и ГлДГ (б\ в 
мкмоль на 1 г в 1 мин), концентрация лактата 
(в, в нмоль/г) в тканях животных — интакт-
ных и подвергнутых лазерному облучению. 

1 — р о г овица : 2 — эпителий и 3 — эндотелий: 4 — 
сетчатка. Темные столбики — интактиые ж и в о т н ы е 
(контроль) , з а ш т р и х о в а н н ы е животные, о блучен , 
иые г> мин, светлые — животные , облученные 20 мин 
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Рис. 2. Влияние лазерного излучения на активность ЛДГ . 
а — Л Д Г в нейронах в е рхнег о шейного ганглия к онтр ольног о к р олика . Ув . 180; б — уменьшение 

интенсивности о к р а ш и в а н и я на Л Д Г в нейронах ве рхнего шейного ганглия к р о л и к а при 20-ми-

нутном воздействии на глаз ни зк оинтен сивног о л а з е р н о г о ИК-излучения . Ув . 180. 

почти не изменялась в сетчатке. Следует 
отметить, что описанные изменения в 
такой же мере обнаруживались в про-
тивоположном, необлученном глазе. 

После 20-минутного облучения коли-
чественно и качественно обнаруживали 
практически те же эффекты, что и после 
5-минутного воздействия. Иными сло-
вами, полученные эффекты незначитель-
но зависели от длительности облу-
чения. 

В нейронах зрительной коры обоих 
полушарий отмечали аналогичные изме-

нения активности ферментов. По дан-
ным количественного цитохимического 
анализа, через 1 ч после облучения гла-
за в течение 5 мин активность ЛДГ в 
этих клетках снижалась до 0,104=0,01 
против 0,154=0,06 в контроле (/;<0,01). 
Активность ГлДГ возрастала с 0,124= 
±0,008 до 0,164=0,008 (/?<0,01), а СДГ— 
с 0,06±0,006 до 0,134=0,008 (р<0,01). 
Интересно отметить, что в нейронах верх-
ных симпатических ганглиев обнаружи-
лась та же закономерность — сниже-
ние активности ЛДГ с 0,24+0,014 в 
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контроле до 0,164=0,01 в опыте (/?<(),05; 
рис. 2). При этом активность ГлДГ по-
вышалась до 0,15±0,008 опт. ед. про-
тив 0,081 ±0,007 в контроле (/?<0,05) 
и СДГ до 0,124=0,006 против 0,08± 
-4=0,006 (/?<(),05). 

Характерно, что увеличение длитель-
ности облучения до 20 мин и в этих опы-
тах также не привело к усилению эф-
фектов. 

При микроскопическом изучении ги-
стологических срезов коры мозга отме-
чено, что через 1 ч после 5 и 20 мин об-
лучения глаза в зрительной коре при 
хорошем кровенаполнении сосудов, пра-
вильности клеточных пластин и нор-
мальной структуре подавляющего чис-
ла нейроцитов имели место явления пе-
р и в а с к у л я р и о го и пер и пел л юл я р но го 
отеков, более выраженные при 20-ми-
I тутиом облучен и и. Отдел ьн ые клетк и 
были в состоянии острого набухания. 
Отмечен частичный хроматолиз неболь-
шого числа нейронов, выявлены гипер-
хромиые нейроциты. После 20-минутно-
го воздействия большее количество ней-
ронов находилось в состоянии тигроли-
за. Характерно также уменьшение 
ЛДГ-позитивных нейрон ов. Отмечено 
увеличение интенсивности реакций, ка-

2 3 4 

1 2 3 4 

Рис. 3. Активность С О Д (в ед на 1 мг белка в 
1 мин) (а) н П К ) (в нмоль на I мг белка в 
I мни) (б) животных контрольных и подвергну-
тых лазерному облучению через глаз в тече-

ние 20 мин (спустя 1 ч). 

/ — р о г овица ; 2 сетчатка; 3 — з рительная к о р а ; 
4 гипоталамус . Темные столбики — контрольные 

животные, светлые — облученные 20 мин. 
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тализируемых ГлДГ и СДГ. В симпа-
тическом ганглии оонаруживали дву-
ядерные нейроны, ядра нередко были 
смещены к периферии. Наряду с нор-
мально окрашенными нейронами встре-
чались гиперхромные и чаще, чем в 
контроле, нейроны с явлениями тигро-
лиза. 

Усиление окислительных процессов 
влечет за собой появление высокоактив-
ных форм кислорода и его метаболитов: 
Og", Н202 и ОН" , в связи с чем данные 
о состоянии антиоксидантной защиты в 
исследуемых структурах представляют 
определенный интерес. 

Из [ 1 о л у че и н ы х р ез у л ьтатов с л еду ет 
(рис. 3), что через 1 ч после 20-мипутио-
го облучения глаза активность СОД 
снижалась (в ед. на 1 мг белка в 1 мин): 
в роговице до 9,654=0,72 против 12,52± 
±0,96 в контроле (р<0,05); в сетчатке -
до 7,30±0,44 против 11,06±0,67 (/?< 
<0,001). В контралатералы-юм глазу от-
мечали тот же эффект. В зрительной коре 
мозга и гипоталамусе активность СОД 
не изменялась. В то же время активность 
ГПО в роговице обоих глаз заметно по-
вышалась (в пмоль на 1 мг белка в 1 мин; 
см. рис. 3): в облученном глазу — до 
48,8±4,2, в контралатералы-юм до 
52,8±4,9, в контроле — соответственно 
30,3±3,3 и 33,9±3,4 (/?<0,01). В сет-
чатке обоих глаз активность ГПО прак-
тически ие изменялась, в то же время 
она значительно повышалась в зритель-
ной коре. Повышение активности ГПО, 
по-видимому, связано с накоплением в 
результате усиления свободно-ради-
кального окисления гидроперекисей 
липидов — субстрата данного фермента. 
Выявленный сдвиг в системе антиокси-
дантной защиты свидетельствует об ак-
тивации свободно-радикального окис-
лен и я, вы со кореа ктив i г ые и р оду кты 
которого могут быть в определенных 
условиях причиной повреждения струк-
тур клеток и тканей под влиянием из-
лучения. 

•Таким образом, одностороннее одно-
кратное облучение глаза иизкоинтенсив-
ным ИК-лазериым излучением ближней 
области спектра через 1 ч вызывает сте-
реотипные изменения ие только в облу-
ченном и контралатеральиом глазах, но 
и в нейронах зрительной коры мозга 
обоих полушарий и верхних шейных сим-
патических ганглиях (при отсутствии 
нарушений м оз го в о го к р о воо бр а ще и и я). 
Характер выявленных сдвигов показы-
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вает, что лазерное излучение активирует 
метаболические системы, осуществляю-
щие о к исл ей ие. Интенсифика ци я про-
цессов окисления, в частности в дыха-
тельной цепи митохондрий (увеличение 
активности ГлДГ, СДГ, снижение кон-
центрации лактата), приводит к возбуж-
дению функциональной активности ис-
следуемых объектов. Подтверждает это, 
в частности, установленный факт стиму-
ляции структур роговицы при лечении 
ее дистрофий низкоинтенсивным лазер-
ным излучением [71. Выявленные изме-
нения в энергообеспечении структур 
глаза, мозга и симпатического ганглия 
отражают, по-видимому, общую метабо-
лическую реакцию организма на ла-
зерное излучение. 

Механизм метаболических реакций 
на лазерное воздействие связан с ией-
р ор ефлектор i \ ы м и трофи чес к и м и вл и я -
ииями, на что указывают сдвиги в энер-
гетическом обмене нейронов коры мозга 
и верхних шейных симпатических ган-
глиев. Включением общих нейрореф-
лекторных механизмов можно объяснить 
и аналогичные сдвиги в контралатераль-
ном глазу и коре мозга обоих полуша-
рий. Связь между глазом и мозгом по-
средством нервных импульсов через оп-
тико-вегетативную систему отмечена ра-
нее |4, 8]. Однако проведенные совмест-
но с Н. Ф. Шапошниковой и А. В. Чер-
касовым эксперименты на 15 кроликах 
с использованием гелий-неонового ла-
зера типа ЛГ-126, генерирующего излу-
чение с длинами воли 0,63 и 1,15 мкм 
(мощность 4 мВт), а также средств ка-
чественной (цветные фотопленки Ag-
fa-400 и Codak-5036) и количественной 
регистрации, описанной в работе [61, 
позволили установить, что лазерное из-
лучение видимого и ИК-диапазона про-
никает через глаз в полость черепа (от 
роговицы отражается 3 4% излучения) 
и вызывает при длине волны 0,63 мкм 
заметное свечение его костей (рис. 4). 
Суммарно задняя полусфера свежеэнук-
леированного глазного яблока пропуска-
ет 63% излучения с длимой волны 
1,15 мкм и 15% при длине волны 
0,63 мкм. Через окружающие глаз ткани 
и кости черепа 0,2 —0,9% лазерного из-
лучения достигает коры головного моз-
га, преимущественно обонятельной и 
лобной долей. Наличие светопроводя-
щей способности у зрительного нерва 
(наблюдали его свечение), как и у дру-
гих тканей, позволяет рассматривать 
нерв в качестве возможного проводника 

Рис. 4. Свечение внутренней поверхности ос-
новании черепа кролика (выходные световые 
реперы) при облучении глаза ппзкоиитенспв-
иым лазерным лучом с длиной волны 0,63 мкм 

(головной мозг удален). 
/ - коллинеарныГг ла зерный пучок ; \>. - - глаз; .7 -
голопа; 4 — т р е п а н а ц и о н н о е отверстие в теменной 
области; 5 — зрительные нервы; в передняя и 
7 — з а д н я я черепные ямки; продольные штрихи — 
свечение поверхно сти головы; перекре стная штрихов-
ка — свечение костей и полости черепа . 

света к соответствующим образованиям 
мозга. Кроме того, в силу анатомиче-
ских особенностей строения черепа кро-
лика излучение из одного глаза может 
достигать противоположного глаза (см. 
рис. 4), что также может служить при-
чиной вызываемых в нем биоэффектов. 
Вьп неон исанные м етаболичес к ие изме-
нения в коре мозга могли быть также 
следствием и прямого, непосредственно-
го действия лазерного излучения на мозг 
через глаз и вовлечения таким путем в 
процесс нервных образований, имеющих 
отношение к системам, стимулирующим 
аэробное окисление. 

Приведенные материалы представляют 
интерес для клинических и профилак-
тических дисциплин, изучающих со-
стояние метаболических процессов в 
организме человека при действии на 
него лазерного излучения (света). 
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THE STATE OF E N E R G Y METABOL ISM 

IN STRUCTURES OF VISUAL A N A L Y Z E R 

AND N E U R O N E S OF SYMPATH IC GAN-

G L I O N AFTER I R R A D I A T I O N OF E Y E 

BY LOW-INTENSIVE I N F R A R E D LA-

SER W I T H NEAR SPECTRAL R E G I O N 

V. A. Kashuba, N. F. Trusova, E. N. Lavrova 

Medical Stomatological School, Moscow 

After irradiation of one eye by low-inten-
sive infrared laser with near spectral region 
within 5 and 20 min an increase in aerobic 
oxidation (activation of glutamate- and suc-
cinate dehydrogenases, decrease in activity 
of lactate dehydrogenase and in content of 
lactate) as well as alterations in the antio-
xidant activity were observed in structures of 
both eyes (irradiated and untreated), in vi-
sual cortex of both hemispheres and in neuro-
cytes of upper cervical sympathic ganglions. 
These results suggest that generalized metabo-
lic reactions are developed in a body in re-
sponse to laser irradiation. Mechanism of the-
se reactions appears to involve not only the 
neuro-reflex pathways but it related also to 
the direct effect of the radiation on structures 
of eye and brain. The low-intensive laser ra 
diation penetrated into brain through eye 
retrobulbular tissues and bones. 

В. II. Мирошниченко, И. К. Ряпосова, И. А. Чарахчьян, 
Г. В. Крюкова, И. С. Северина 

СОПОСТАВЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ГУАНИЛАТЦИКЛАЗЫ 

СЕРДЦА И ТРОМБОЦИТОВ В НОРМЕ И 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ АЛЛЕРГИЧЕСКОМ МИОКАРДИТЕ 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Гуанилатциклаза — фермент, ката-
лизирующий биосинтез циклического 
гуаиозинмонофосфата (цГМФ) из гуа-
нозинтрифосфата (ГТФ). цГМФ — один 
из основных регуляторов метаболизма 
и функциональной активности клеток, 
выполняющий самостоятельную, от-
л ичну ю от ци кли чес кого аденози н м о-
нофосфата (цАМФ) роль. В отличие от 
цАМФ, хорошо известного активатора 
п р оте и и к и и а з, ц ГМ Ф, к а к п о л а га ют, 
является внутриклеточным регулято-
ром окислительно-восстановительных 
процессов [7]. 

Известно, что увеличение содержания 
цГМФ в ткани миокарда ослабляет со-
кратительную деятельность сердца, а в 
других тканях сопутствует возникнове-
нию и развитию патологических состоя-
ний [11, 12]. 

Установлено, что повышение уровня 
цГМФ происходит в основном за счет 

активации гуанилатциклазы, механизм 
действия и регуляция активности кото-
рой неизвестны. Для выяснения роли 
цГМФ в норме и при патологии важны 
сведения не столько о содержании этого 
активного нуклеотида в тканях, сколь-
ко об активности гуанилатциклазы, 
функции которой в норме и при пато-
логии изучены недостаточно. 

Гуанилатциклаза в ткани миокарда 
представлена в двух формах мембран-
но-связанной и растворимой. Ранее нами 
были найдены черты сходства и различий 
этих форм фермента в сердце кролика 
[4]. Установлены нарушения в актив-
ности гуанилатциклазы и ее регуляции 
при аллергическом повреждении сердца 
кроликов (АПС) на стадии репарации -
14-й день патологии. Эти нарушения ка-
сались в основном растворимой формы 
гуанилатциклазы, что позволило сде-
лать вывод о большей физиологической 
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значимости именно этой формы фермен-
та. Полученные данные свидетельство-
вали о необходимости более детального 
изучения гуанилатциклазы при этом 
патологическом состоянии. 

Изменения а кти вности ферментов в 
органах и тканях часто проявляются 
также и в форменных элементах крови, 
нагip имер в тромбоцитах. Последи ие 
характеризуются высокой активностью 
гуанилатциклазы, находящейся в этой 
ткани па 95% в растворимой форме [91. 
Известно, что функции тромбоцитов при 
патологических состояниях миокарда 
(ишемическая болезнь сердца, аллерги-
ческие состояния) нарушены II, 31. 

Целью настоящей работы было иссле-
дование активности растворимой формы 
гуанилатциклазы одновременно в тка-
ни миокарда и тромбоцитах крови кро-
лика в норме и при AI 1С в динамике 
р азв ития з абол ев а ни я. 

М е т о д и к а 

Подопытными животными служили 12 кро-
ликов-самцов. Животных декапитировали и 
вызывали ЛИС следующим образом |8|. Жи-
вотных сенсибилизировали 4-кратным под-
кожным введением 2 мл лошадиной сыворотки 
с интервалом 4—5 дней. Через 2—3 нед кро-
лику вводили разрешающую дозу (1 мл) этой 
сыворотки внутривенно в краевую вену уха. 

Активность гуанилатциклазы миокарда и 
тромбоцитов определяли в норме и в динамике 
развития аллергического миокардита: на ста-
дии сенсибилизации перед введением разре-
шающей дозы сыворотки; в острой стадии 
через 2 ч после введения последней (1-й день 
патологии) и на стадии репарации — 14-й 
день патологии. 

Растворимую форму гуанилатциклазы сер-
дечной мышцы получали по ранее описанной 
методике [4]. Для изучения гуанилатциклазы 
тромбоцитов брали кровь (10 мл) из краевой 
вены уха, используя в качестве антикоагу-
лянта 400 мМ раствор ЭДТА в 0,9% NaCl 
р Н 7,4 в соотношении с кровыо 1 : 10. Все 
последующие процедуры до озвучивания тром-
боцитов проводили при 20 °С. Богатую тром-
боцитами плазму (БТП) получали центрифу-
гированием цельной крови при 400 <7 в тече-
ние 10 мин. -Тромбоциты выделяли с исполь-
зованием Ficoll — Paque («Pharmacia», Шве-
ция). 

БТП наслаивали на Фи кол — Пак в со-
отношении 1 : 1 и центрифугировали 30 мин 
при 500 с]. Образовавшееся на границе раз-
дела фаз «тромбоцитарное кольцо» отбирали 
и суспендировали в равном объеме буфера А 
(20 мМ трис-HCl р Н 7,4, 5 мМ ЭДТА, 0,9% 
NaCl) и центрифугировали при 900 q 30 мин. 
Полученный осадок тромбоцитов дважды про-
мывали 1 мл буфера Л, каждый раз центри-
фугируя 30 мин при 900 

Количество и чистоту выделенных тром-
боцитов устанавливали микроскопированием 
в камере Горяева. Отмытые тромбоциты сус-
пендировали в 1 мл 50 мМ трис-HCl р Н 7,6 с 

J О3 МКЛ 
600 -

400 

200 

N I 14 

Рис. 1. Содержание тромбоцитов в крови 
кролика в динамике развития АГ1С. 

Здесь и на рис . 2 — 3 по о си а б с ц и с с — стадии и с р о к и 
р а звития А ПС : (в днях) по о си о р д и н а т — с о д е р ж а н и е 

тромбоцитов (количество клеток в I мкл кропи ) . 

добавлением дитиотрейтола до конечной кон-
центрации 0,2 мМ. 

Для получения растворимой формы гуа-
нилатциклазы суспензию тромбоцитов озву-
чивали 2 раза по 10 с при 4—6 °С с исполь-
зованием УЗ-дезинтегратора фирмы MSE 5-78 
(Великобритания). Озвученную суспензию цен-
трифугировали 60 мин при 105 000 g. Над-
осадочиую фракцию использовали в качестве 
источника растворимой формы фермента. 

Белок определяли по методу Лоури [10], 
используя в качестве стандарта бычий сы-
вороточный альбумин фирмы «Sigma». 

А кт и в пост ь г у а и ил ат ц и к л азы уст а и а в л и -
вали по количеству цГМФ, образовавшегося 
из ГТФ в 150 мкл инкубационной среды, со-
став которой описан ранее [4]. В случае 
миокарда количество белка в пробе составля-
ло около 40 мкг, время инкубации — 10 мин, 
в случае тромбоцитов - соответственно 5 мкг 
и 7 мин. Реакцию начинали добавлением 
субстрата — комплекса ГТФ с катионами ме-
таллов Мп2 + или Mg 2 + в соотношении 1 : 4 
соответственно; останавливали нагреванием 
проб в кипящей бане в течение 2 мин с после-
дующим охлаждением в ледяной бане и 
центрифугированием при 1400 g в течение 
15 мин. В аликвотиой порции центрифугата 
определяли содержание цГМФ. 

На рис. 1—3 и в таблицах приведены сред-
ине данные 5—9 однозначных опытов. 

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

На схеме представлены стадии выде-
ления тромбоцитов из цельной крови 

пмоль/нг/мин 
60-

40 
Л 

Л2 

Рис. 2. Активность гуанилатциклазы в серд-
це кролика в динамике развития АПС. 

Здесь и на рис . :> по оси ординат • количество обра-
з о в а в ш е г о с я ц Г М Ф (в пмоль на I мг белка в I мин). 
1 и 21 — активность фермента , определенная в при-

сутствии М> M f + с ̂ ответственно . 
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Схема выделения тромбоцитов крови кролика 

Кровь 

j I 
Осадок Надосадочная жидкость 

Кольцо 

На досадоч иа я жидкость 

Осадок 

Надосадочная жидкость 

Осадок 

Надосадо чиа я ж идкость 

Осадок 

I 
Суспензия тромбоцитов 

I 
Осадок Надосадочная жидкость 

I 
Препарат ГЦ 

(10 мл) 
400 g, 10 мим 

(плазма, обогащенная тромбоцитами) 
Наслаивание на фикол—ПАК 0 ' 0 * 
500 g, 30 мин 

(тромбоцитарная масса) 

Суспендирование (1:1) в растворе А 
рН 7,4 (20 мМ трис, 5 мМ ЭДТА, 0,9% 
NaCl), 900 g9 30 мин 

Суспендирование в 1 мл раствора А, 
900 g, 10 мин 

Суспендирование в 1 мл раствора А, 
900 g, Ю мин 

Суспендирование в 1 мл раствора 50 мМ 
трис, 0,2 мМ ДТТ рН 7,6 

Дезинтеграция ультразвуком ( 2 х Ю с, 
105 000 g, 60 мин) 

кролика. В БТП обнаружено 45—75% 
тромбоцитов, содержащихся в цельной 
крови. Количество тромбоцитов на по-
следней стадии выделения перед озвучи-
ванием в 1 мл 50 мМ трис-HCl составляет 
около 30% от содержания их в крови. 
Выделенные тромбоциты характеризо-
вались 

800 

высокой степенью чистоты и 

600 

400 

200 

Рис. 3. Активность гуанилатциклазы в тром-
боцитах крови кролика. 

практически не содержали примесеи 
других форменных элементов крови. 

Как видно из рис. 1, содержание 
тромбоцитов в крови нормальных кро-
ликов составляет в среднем 370 000 кле-
ток в 1 мкл. Это количество тромбоци-
тов сохраняется практически иейзмеи-
ным на всех исследованных стадиях 
заболевания. 

Удельная активность растворимой 
формы гуанилатци клазы тромбоцитов 
в норме в 15—20 раз выше таковой в. 

Т а б л и ц а 1 

Активность гуанилатциклазы сердца и [тромбо-
цитов кролика в норме (в пмоль на 1 мг белка 

в 1 мин) 

Источи и к 
фермента 

Активность У А Т / У А С 

Источи и к 
фермента 

М п а + M g 2 + М п 2 + 
M g * + 

Тромбоциты 
Сердце 

400 (5) 
23 (9) 

140 (5) 
6(8) 

17 22 

П р и м е ч а н и е . УАТ — удельная актив-
ность тромбоцитов, УАС — то же сердца. Здесь 
и в табл. 2 в скобках — число определений. 
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Т а б л и ц а I 

Активность гуанилатциклазы сердца и тромбо-

цитов в норме и при АПС (в пмоль на 1 мг 

белка в i мин) 

Группа 
ж и нотных 

Сердце Тромбоциты 

Группа 
ж и нотных 

Мп2"'" мг'1" Мп2 '1 ' M g 2 + 

Н о рма 22 (9) 4 , 9 (8) 45 0 (5) 200 (5) 
А П С (14-й 

день) 1 7 , 3 (8) 4 . 0 (G) 380 (5) 1 4 0 (5) 

миокарде вне зависимости от исполь-
зуемого иона металла в качестве кофак-
тора (табл. 1). 

Сопоставление активности гуанилат-
циклазы сердца и тромбоцитов кролика в 
норме и при аллергическом миокардите 
па стадии репарации показало синхрон-
ное снижение базальной активности фер-
мента в ткани миокарда и тромбоцитах 
в присутствии как Мп2+, так и Mg21" 
(табл. 2). Результаты этих исследова-
ний указали на необходимость более 
детального изучения изменений актив-
ности фермента при АПС в динамике 
развити51 этой патол оги и. 

На рис. 2 представлены данные из-
менения активности гуанилатциклазы в 
сердечной мышце кроликов на разных 
стади ях развити я алл ер гического м и о-
кардита. Как видно из рисунка, наблю-
дается некоторое повышение активности 
фермента на стадии сенсибилизации, не-
значительное снижение в острой стадии 
с последующей постепенной нормали-
зацией активности до контрольного уров-
ня на стадии репарации. Эти колебания 
в базальной активности гуанилатцикла-
зы более выражены в присутствии Мп2 ', 
чем при Mg2+. 

Па рис. 3 представлены результаты 
аналогичных опытов с гуанилатцикла-
зой тромбоцитов кроликов. В этом слу-
чае отмечены значительно более резко 
выраженные изменения активности фер-
мента в зависимости от стадии заболе-
вания. Обращает на себя внимание 
значительное (двукратное) увеличение 
активности гуанилатциклазы ( более 
выраженное с Мп2+, чем с Mg2"'") на ста-
дии сенсибилизации, до введения раз-
решающей дозы сыворотки. К 1-му дню 
патологии активность фермента резко 
снижается, причем становится ниже 
нормы, а на стадии репарации (14-й день 
патологии) приближается к величинам 
базальных активностей, характерных 
для нормы. 

2 При развитии экспериментального ал-
лергического миокардита введение раз-
решающей дозы считают 1-м днем пато-
логии или острой стадией заболевания, 
при которой ткань сердечной мышцы 
неоднородна из-за венозного полно-
кровия и наличия лейкоцитов. На этой 
стадии впервые появляются клиниче-
ские показатели: нарушения в сокра-
тительной деятельности сердца и ЭКГ. 
На стадии репарации (14-й день пато-
логии) мышечная ткань уже однородна, 
но по клиническим показателям сохра-
няется состояние, близкое к миокарди-
ту. На стадии сенсибилизации, до вве-
дения лошадиной сыворотки, еще не 
наблюдается никаких клинических по-
казателей аллергического миокарди-
та 151. 

В медицинской практике аллергиче-
ский миокардит встречается очень часто 
к а к ос л ож и ем ие р аз л и ч и ы х п р осту д-
ных и вирусных заболеваний. Клини-
ческие признаки этого патологического 
состояли я обычно появляются только 
на 5—12-е сутки заболевания. Ранняя 
диагиостика аллергического миокарди-
та отсутствует [61. Обнаруженная нами 
высокая активность гуанилатциклазы 
в тромбоцитах (см. табл. 1), вероятно, 
обусловлена важной функцией фермен-
та в этих форменных элементах крови. 

Полученные нами данные (см. табл. 2, 
рис. 2 и 3) о синхронных изменениях 
активности растворимых форм гуанилат-
циклазы в сердечной мышце и тромбо-
цитах, указали на правомерность со-
поставления свойств фермента в ткани 
миокарда и использованных форменных 
элементах крови. 

В то же время сравнительные иссле-
дования активности гуанилатциклазы в 
динамике развития АПС выявили вы-
сокую чувствительность гуанилатци к-
лазы тромбоцитов к изменениям, про-
исходящим в организме животного при 
развитии патологического состояния. 
На это указывает обнаруженное нами 
резкое повышение активности фермента 
в тромбоцитах на стадии сенсибилиза-
ции с последующим снижением актив-
ности в острый период 1-й день 
патологии (см. рис. 3). 

Резкий подъем активности гуанилат-
циклазы тромбоцитов па стадии сенси-
би л изаци и пр едста вл я ет особы й и и те-
рес, поскольку при этом отсутствуют 
клинические показатели АПС? Чем это 
может быть обусловлено. Известно, что 
гуа нил атц и кл а з а а ктивируется таким и 
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соединениями, как ненасыщенные жир-
ные кислоты, продукты их перекисного 
окисления, другие системы, генерирую-
щие свободные радикалы [71. Перекис-
ное окисление липидов резко повышено 
tip и и шем и чес к и х г i op аж е и и я х с ер д ца, 
воспалительных процессах в миокарде 
Г2|. 

Отмеченный нами резкий всплеск ак-
тивности гуанилатциклазы на стадии 
сенсибилизации дает основание предпо-
ложить, что усиление перекисного окис-
ления липидов может быть наиболее 
выражено на стадиях, предшествующих 
заболеванию. 
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ACTIVITY OF G U A N Y L A T E CYCLASE 

FROM H E A R T AND THROMBOCYTES 

U N D E R CONDIT IONS OF NORMAL STA-

TE AND E X P E R I M E N T A L A L L E R G I C 

M Y O C A R D I T I S 

V. P. Miroshniclienko, I. K. Ryaposova, 
I. A. Charakhch'yan, G. V. Kryukova, / . S. Se-

ver ina 

Institute of Medical Enzymology, Academy 
of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Activity of soluble forms of guanylate 
cyclase from rabbit heart and thrombocytes 
was studied under conditions of normal state 
and in dynamics of heart allergic impairment: 
at the step preceding the impairment (step 
of sensitization), at the acute period (1-st 
day of the allergy) and at the step of reparation 
(14 day of the disease). The enzymatic acti-
vity was found to be 15-20-fold higher in throm-
bocytes as compared with that of heart muscle. 
Two-fold activation of the thrombocyte gua-
nylate cyclase was detected at the step of 
sensitization; at the acute period the enzyme 
activity was distinctly decreased (below the 
values of normal state) an then normalized 
to the step of reparation. The similar but less 
distinct trend was observed in alterations 
of activity of myocardial guanylate cyclase. 
The data obtained suggest the conformity of 
the enzymatic properties in myocardium and 
thrombocytes under conditions of normal and 
pathological states. 

УДК 612.1 15.33/.35 + 616.151.55 

Б. /1. Кудряше, Jl. А* Ляпана, В. Е. Пас/порова 

ЗНАЧЕНИЕ КОМПЛЕКСА АНТИТРОМБИН Ш-ГЕПАРИН-

ГРОМБИН В ЗАЩИТНОЙ РЕАКЦИИ ПРОТИВОСВЕРТЫВАЮЩЕЙ 

СИСТЕМЫ 

МГУ им. М. В . Ломоносова 

Ранее было установлено, что инакти-
вация значительных количеств тромбина 
может осуществляться как комплексны-
ми соединениями гепарина с белками 
крови, аминами и другими биологиче-
ски активными веществами 131, так и 
антитромбином I I I (AT III) [8] и други-
ми ингибиторами протеиназ. В присут-
ствии гепарина происходит более ин-
тенсивное ингибирование фермента 
тромбина. ,in vitro с помощью AT I I I с 

образованием комплексного соединения 
[11, 14]. При этом «потребление» AT III 
в ходе реакции нейтрализации тромбина 
увеличено по сравнению с его использо-
ванием для ингибирования тромбина в 
отсутствие гепарина 1141. 

В условиях опытов in vitro были полу-
чены двухкомпоиентные комплексы ге-
парина с очищенным AT III , выделен-
ным из крови крупного рогатого скота, 
а также трехкомпонентиые комплексы 
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AT 111-гепарин-тромбин (AT 11J-Г-Т) 
[41. Подобно другим комплексам гепа-
рина с белками крови [31 эти комплексы 
та кже пр оя вл ял и а нти коа гул я нтн ые и 
неферментативные фибринолитические 
свойства, что свидетельствует о значе-
нии AT I I I не только как антикоагулян-
та, но и как компонента, принимающего 
участие в осуществлении нефермента-
тивного фибринолиза (НФ) [8]. Антикоа-
гулянтная а ктивность трех ком понент-
ных комплексов зависела от количества 
включаемого в комплекс тромбина [31. 

Внутривенное введение крысам с экс-
периментальным атеросклерозом гепа-
р 11 и а п р е д в а р и тел ьн о п ер е д и и фу з и ей 
тканевого тромбопластина вызывало не 
только ускоренную реакцию и снижение 
уровня AT III в процессе нейтрализа-
ции тромбина, по и мобилизацию реак-
ции противосвертывающей системы 
(ПСС) на генерированный тромбин [91. 
Многократное введение гепарина здо-
ровым животным сопровождается ак-
тивацией как суммарного (СФ), так и 
НФ, а также снижением уровня AT I I I 
151. Эти результаты, а также данные о 
бол ее и и те не и в и ом с и и жен и и у р овн я 
AT I I I при введении гепарина живот-
ным в процессе нейтрализации тромбина 
свидетельствуют о его возможном уча-
стии в комплексообразовании с гепари-
ном в условиях организма 161. 

Цель настоящего исследования 
выделение из крови животных в разных 
условиях эксперимента (при активации 
и депрессии функции ПСС), а также из 
крови детей с ожогами или травматиче-
ским шоком комплексного соединения 
AT III-Г-Т и изучение его свойств. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали 48 белых крыс-
самцов с массой тела 180- 200 г и 25 крыс 
с массой тела 300—350 г в возрасте I S -
IS мес. 

Животным с массой тела 180—200 г вво-
дили внутривенно тканевый тромбопластии, 
приготовленный из мозга крыс, со сверты-
вающей активностью 13—14 с (время сверты-
вания на крысиной плазме) в объеме 0,4 мл 
иа 200 г массы тела. Крысам другой группы— 
физиологический раствор хлорида натрия. 
Внутривенные инъекции животным препара-
тов осуществляли в v. jugularis и брали кровь 
с цитратом натрия в соотношении 9 : 1 из 
той же вены до введения и через 7—10 мин 
после введения тканевого тромбопластина. 

В опытах использована кровь от детей 
(возраст от 4 до 11 лет) с ожогом или травма-
тическим шоком, взятая в 1-й день травмы 
до лечения и через 24 и 48 ч после поступле-
ния в стационар. 

В образцах плазмы крови животных и 
детей определяли суммарную фибринолитиче-
скую активность (СФА) и Н Ф [2], концентра-
цию фибриногена [1], ферментативную фиб-
рин о л и т и ч ее к у ю активность э у гл о б у л ин о вой 
фракции плазмы крови [10], показатели Т ь 

Т2 и Т коагулограммы, время образования 
свободного тромбина |12], активность AT 
I I I [13|. 

Для выделения комплекса AT Ш-Г-Т 
использовали 1 мл нитратной плазмы, дефиб-
ринированной нагреванием при 56 °С в тече-
ние 3—4 мин, из которой затем удаляли про-
тромбин и факторы протромбинового комплек-
са методом адсорбции. Из дефибринированной 
и депротромбированной плазмы удаляли эу-
глобулиновую фракцию подкислением уксус-
ной кислотой до р Н 5,3—5,4. Осадок отбра-
сывали, а супериатаит вновь подкисляли до 
р Н осаждения комплекса AT III-Г-Т [4]. 
Полученный небольшой осадок комплекса 
после центрифугирования растворяли в 0,6 мл 
фосфатного буфера р Н 7,2—7,4. 

В выделенном комплексе AT III-Г-Т опре-
деляли С Ф А п иеферментативиую фибрино-
литическую активность ( Н Ф А ) на нестабили-
зированных фибр и новых пластинах |2] и 
а н т и к о а г у л я и т н у ю а к т и в н о ст ь о б ще и р и и я т ы м 
способом по тромбиновому времени свертыва-
ния 0,3% раствора фибриногена. 

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

Из данных, представленных в табл. 1, 
видно, что у животных после внутри-
венной инъекции тканевого тромбо-
пластина через 7—10 мин резко снижа-
лись уровень фибриногена в 2,4 раза, 
активность AT I I I — в 1,6 раза, повыси-
лись СФА плазмы — в 1,6 раза и ее 
НФ — в 2 раза по сравнению с показате-
лями контрольной группы, получав-
шей инъекцию физиологического рас-
твора NaCl. Эти изменения характери-
зуют активацию ПСС. Активность сво-
бодного тромбина в этот период экспе-
римента была значительно снижена 
вследствие ее инактивации компонента-
ми ПСС по сравнению с таковой, наблю-
даемой в 1-ю минуту после инъекции 
тромбопластина [7]. Однако она превы-
шала значение контрольного уровня ак-
тивности тромбина (время образования 
тромбина в опытных образцах короче, чем 
в контрольных), что свидетельствует о 
наличии микроколичеств фермента в 
кровотоке (/><0,05). Полная инактива-
ция тромбина обычно завершается к 
15-й минуте после введения животным 
тромбопластина [71. В комплексе AT 
III-Г-Т, выделенном в период активации 
функции ПСС, обнаружена достаточно 
высокая НФА, превышающая таковую 
комплекса, выделенного из крови конт-
рольных крыс, в 1,8 раза (см. табл. 1). 
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НФА комплекса Л'Г III-Г-Т в крови крыс после внутривенной инъекции тканевого тромбопластина 
(0,4 мл на 200 г массы тела) в период активации функций ПСС и у старых (15 18 мес) крыс 

при депрессии функции ПСС 

Г р у п п а животных 

Ч
и

с
л

о
 
ж

и
-

Р
О

Т
Н

Ы
Х 

П о к а з ател и и плазме ж и потных 

Н Ф А пмДе-
лен кого 

комплекса 
AT I I 1-Г-Т, 

мм-

Г р у п п а животных 

Ч
и

с
л

о
 
ж

и
-

Р
О

Т
Н

Ы
Х 

ф и б р и н о -
ген, мг % 

мремя об-
ра з ов ан и и 
тромбина , 

с 

AT I I I . % С Ф А . мм- 11 Ф , мм-

Н Ф А пмДе-
лен кого 

комплекса 
AT I I 1-Г-Т, 

мм-

Опыт — введение тром-

бопластина 

Контроль — введение 

физиологического 

раствора NaCl 

18 

15 

121 ±13* 

293±19 

321 ±18* 

438±23 

66 ±4 ,8 * 

104±4,1 

88±5,3* 

54 ± 4 , 2 

59±4,6* 

28 , 7±2 , 0 

41 , 5±5 .1* 

22 , 5±3 ,7 

Опыт — старые жи-
вотные 20 423 ±23* 321±16** 114,5±5,3** 30 ,9+3 ,1* 12 ,4±0,9* 16±1,2 : , : 

Контроль — молодые 

животные 15 278± 19 372± 15 122±5,1 44 ,6±2 ,7 25 , 7± 1 ,2 25, 3 ± 1 ,3 

* /?<0,01 по отношению к показателям к 

** /?<Ч),05 по отношению к контролю. 

С л е довате л ь н о, при л а в и и ообр азной 
генерации тромбина в кровотоке и ак-
тивации функции ПСС вследствие внут-
ривенного введения тканевого тромбо-
пластина в крови животных обнаружена 
повышенная неферментативная литиче-
ска я активность комплекса AT III-Г-Т. 

В ы дел е н н ы й комплекс AT 111 - Г - Т, 
кроме того, обладал антикоагулянтной 
активностью, превышающей время свер-
тывания контрольной смеси, содержащей 
вместо комплекса буфер (время сверты-
вания раствора фибриногена тромбином 
в присутствии комплекса — 158 с, 
в контрольной смеси — 10 с), однако 
эта активность комплекса не превышала 
анти коа гул я ити у ю а кти в и ость ком i тл ек-
са, выделенного из крови контрольных 
крыс. 

В последующих экспериментах комп-
лекс AT III-Г-Т выделяли из крови 
старых крыс (возраст 15 -18 мес) с 
депрессией функции ПСС, которая на-
блюдается при физиологическом ста-
рении организма и сопровождается мед-
ленным тромбиногенезом и наличием 
м и кр о кол и честв тр ом б и на в кр овото ке. 
Как видно из данных, представленных 
в табл. 1, у старых крыс резко повыше-
но содержание фибриногена в плазме 
крови — в 1,8 раза, снижены уровни 
СФА и НФ плазмы соответственно в 
1,5 и 2 раза по сравнению с показателя-
ми молодых контрольных крыс. Уровень 
активности AT I I I при этом практически 
не был изменен. Комплексы AT III-Г-Т, 

[трольиой группы животных; 

выделенные из крови старых подопыт-
ных животных, обладали вдвое пони-
женной НФА по сравнению с таковой в 
аналогичных комплексах, выделенных 
из крови контрольных молодых живот-
ных (см. табл. 1). В комплексах, выде-
ленных из крови старых и молодых крыс, 
отмечалось наличие антикоагулянтной 
активности, которая превышала время 
свертыва и и я р аствор а фибр и ногена в 
контрольной смеси, содержащей вместо 
комплекса буфер (тромбиновое время 
свертывания фибриногена в присутст-
вии комплекса — 38,5 с в его отсут-
ствие — 25,3 с; /?<0,01). 

В комплексах AT III-Г-Т, выделен-
ных из крови животных, обнаружено 
присутствие всех трех компонентов. Пос-
ле диссоциации комплекса AT Ш-Г-Т 
при его хранении в течение 3 4 дней 
при 4 °С было выявлено присутствие 
AT I I I и гепарина. Подщелачиваиие 
недиссоциированного комплекса AT 
III-Г-Т до рН 8,3 приводило к его дис-
социации и создавало возможность оп-
ределения активности присутствующе-
го в комплексе тромбина, о чем судили 
по у корочени ю тром би нового времени 
свертывания 0,3% раствора фибриноге-
на при добавлении в среду комплекса 
по сравнению с контрольной также под-
щелоченной смесыо (тромбиновое время 
свертыва н и я п р обы до п одщел ч и в а -
ния — 43,6 с, после подщелачивания 
31,1 с; р<С0,01; в контрольной до под-
щелачивания 25,7 с, после подщела-
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НФА комплексов А Г III-Г-Т, выделенных из 
крови больных детей, и показатели ПСС крови 

в разные сроки заболевания (М±ш) 

С р о к и с. следовалйи 

11оказатель 
при по-

11оказатель сту плен И II 
в стацио- через 2 сут 

11 а р 

Время образования 
тромбина, с 272 ±17 196± 17 

СФА, мм'2 
85 ±9,1 67 ±5 ,3 

НФ , мм- 53±7,2 35±4,8 

Концентрация фибри-
ногене), мг % 240 ± 15 475 ±29 ' 

Активность AT I I I , % 82±7,1 99,5±5,6 
Ф и б р и и о л и т и ч е ска я а к -

т и в н ост ь э у г л об у л и -
новой фракции плаз-
мы, мм- 104 ±23 26±3,5 

НФА комплекса AT 
III-Г-Т, мм* 51 ±4,1 22 ± 1 ,8 

чивания 27,0 с). Однако следует от-
метить, что некоторые выделенные ком-
плексы после подщелачивания не дава-
ли эффекта укорочения времени сверты-
вания фибриногена, что свидетельствует 
об отсутствии в них тромбиновой ак-
тив 11 ос ти. 11 о- в и д и м о м у, в эт их с л у ч а я х 
имело место образование лишь двух-
компонентных комплексов AT Ill-гепа-
рин (AT HIT) , которые могут осаждать-
ся в тех же условиях, что и трех компо-
нентные комплексы AT III-Г-Т и кото-
рые обладают антикоагулянтной актив-
ностью и НФА [41. 

При анализе активности комплексов 
AT III-Г-Т, выделенных из крови детей 
с ожогом или травматическим шоком 
(состояния, при которых в кровь по-
ступает значительное количество тром-
бопластических компонентов из повреж-
денных тканей), установлено, что в пе-
риод активации функции ПСС, отмечае-
мой обычно в первый период развития 
патологии (через несколько часов), НФА 
комплексов увеличена по сравнению с 
таковой комплексов AT III-Г-Т, выде-
ленных из крови больных в период ги-
перкоагуляции, отмечаемой в более позд-
ние сроки (через 2 сут после ожога или 
травмы) и сопровождающейся значи-
тельным образованием микроколичеств 
тромбина и депрессией функции ПСС 
(табл. 2). О депрессии функции ПСС в 
этот период свидетельствует повышение 
в крови концентрации фибриногена, 
снижение уровня СФА и НФ, а также 
ф| I бр и I юлитичес кой активи ости эу гло-
бул и повой фракции плазмы. 

Таким образом, и при клинических 
наблюдениях видно, что в период акти-
вации функции ПСС активность комплек-
са AT III-Г-Т выше, чем при депрессии 
функции ПСС. 

11олучениые экспериментальные и 
к л I i 11 и чес ки е на бл юден и я свидетел ьст-
вуют о том, что в крови людей и живот-
ных присутствуют как трехкомпонеит-
ные комплексы AT III-Г-Т, так и двух-
компоиентиые комплексы AT Ш-Г, 
которые можно рассматривать в качест-
ве гуморальных агентов ПСС, участ-
вующих наряду с другими комплексами 
гепарина в устранении действия тром-
бина и предотвращения возможного 
тромбообразования. В период актива-
ции функции ПСС образуются комплек-
сы AT III-Г-Т, обладающие значитель-
ной НФА. Более низкая НФА комплек-
сов AT III-Г-Т, выделенных из крови 
человека и животных в период депрес-
сии функции ПСС, указывает на огра-
ничение комплексообразоваиия при этом 
состоянии. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Андреенко Г. В. // Лаб. дело. 1962.— 
№ 5. С. 3 7. 

2. Кудряшов Б. А., Ляпана Л. А. II Там 
же. 1971. № 6. С. 326 329. 

3. Кудряшов В. А., Ляпана Л. А. II Био-
химия животных и человека. Киев, 1982, 
вып. 6. - С. 64 73. 

4. Кудряшов В. А., Пасторова В. £., Ля-
пи на Л. А. II Биохимия. 1981. Т. 46, 
№ I I . - С. 2024 2027. 

5. Кудряшов Б. Л., Пасторова В. /:., JIsi-
пина Л. А. И Вон р. мед. химии. 1985. -
№ з. _ с. 37 41. 

6. Кудряшов Б. А., Пасторова В. Е., Ба-
зазьян Г. Г., Ляпана Л. А. II Там же. 
1984. № I. С. 82- 86. 

7. Пасторова В. Е. II Вести. Моск. ун-та, 
сер. биол. 1980. № I. С. 18 
24. 

8. Пасторова: В. Е. II Успехи сов р. биол.— 
1983. Т. 96, Вып. I (4). С. 69— 
84. 

9. Пасторова В. /£., Базазьян Г. Г. II Вести. 
Моск. ун-та, сер. биол. 1981. № 3. 
С. 37- -42. 

10. A strap 7\, Millie г tz S. II Arch. Biochem.-
1952. Vol. 40. P. 346 350. 

11. Feinman R. £>., Li E. H. //. // Fed. Proc. 
1977. Vol. 36. P. 51 54. 

12. Glueck / / . J. / / J . appl. Physiol. 1954. -
Vol. 6. - P. 650 -657. 

13. Каи I la £., Kaulla K. N. II Amer. J . clin. 
Path. 1967. Vol. 48. P. 69- -80. 

14. Marciniak E. II Thrombos. Mae most.— 
1977. Vol. 38. P. 486 492. 

Поступила 2 1.11.80 



R O L E OF T H E C O M P L E X ANT I THRO-

M B I N 111 - H E P A R I N - T H R О M В I N I N T H E 

P R O T E C T I V E R E A C T I O N O F T H E AN-

T I C O A G U L A T I O N S Y S T E M 

B. A. Kudryashov, L. A. Lyapina, V. E. Pa-
si or ova 

M. V. Lomonosov State Univers i ty , Moscow 

Complexes an t i t h romb in III-heparin-thro-

mb in exh ib i t i ng the ant icoagula t ion and no-

nenzymat ic f ibr ino lyt ic act ivit ies were iso 

lated from human blood chi ldren of 4-11 years 

old with burns or wi th t raumat ic schock and 

from rat b lood. The complexes an t i t h romb i n 

II l-heparin-thrombin wi th high nonenzyma-

tic f ibr ino lyt ic ac t iv i ty were shown to dcvelo-

pe dur ing act iva t ion of the an t i coagu la t ion 

system. I n depression of the an t i coagu la t ion 

system these complexes, isolated from b lood , 

demonstrated the lower nonenzymat ic fibrino-

lytic ac t iv i ty , thus i nd ica t i ng that complex-

format ion is restricted. 
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И. В. Криворученко 
НАРУШЕНИЕ ХОЛЕСТЕРИН-АКЦЕПТОРНОЙ ФУНКЦИИ 

ЛИПОПРОТЕИДОВ ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ У ПАЦИЕНТОВ 

С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА 

Институт экспериментальной медицины А М Н СССР 

Институт ядерной физики им. Б . П . Константинова, Институт физиологии 

им. И . П . Павлова А Н С С С Р , Ленинград 

В настоящее время хорошо известно 
существование отрицательной корреля-
ционной зависимости между содержа-
нием липопротеинов высокой плотности 
(ЛПВП) и заболеваемостью коронарным 
атеросклерозом 1141. Предполагается, 
что а нти атер ore н н а я фу и к ци я Л П В П 
обусловлена их свойством акцептировать 
холестерин (ХС) из клеток интимы арте-
рий [4]. В наших предыдущих работах 
14, 51 показано, что фракция ЛПВП3 

в наибольшей мере проявляет эту функ-
цию. Представляло интерес выяснить, 
н е с и и жаетс я ли х о лестер и пак це i ттор -
пая функция ЛПВП в условиях коронар-
ного атеросклероза. Поэтому мы срав-
нили холестеринакцепторную способ-
ность ЛПВП3 у здоровых доноров и у 
пациентов, имеющих атеросклероз ко-
ронарных артерий, подтвержденный 
ангиографией, и страдающих ишемиче-
ской болезнью сердца (ИБС). 

М е т о д и к а 

Подфракцию Л П В П д выделяли из плазмы 

крови здоровых д оно р ов и пациентов с И Б С . 

Диагноз И Б С ставили на основании клини-

ческой картины, данных Э К Г и подтвержда-

ли с помощью к о р ои а р о г р афии . В каждом 

образце плазмы определяли содержание об-

щего Х С иа автоанализаторе АА-2 фирмы 

«Техником». ЛПВПд выделяли методом пре-

паративного ул ьтрацентрифугирования 113] 

на центрифуге «Sp i n co L-265B» ротор 50-3 из 

плазмы, с о д е р ж а щ е й 1 мг/мл Э Д Т А . Выделе-

ние липопротеинов ( Л П ) производили в диа-

пазоне солевой плотности NaBr 1,125— 

(,21 г/см3 при 18 °С в течение 24 ч после пред-

варительного удаления из нее Л П очень 

низкой и низкой плотности, а также под-

фракции ЛПВП2. Выделение ЛП диализ о вал и 

против 0,9 % раствора NaCl при 4 °С. Эри-

троциты, выделенные из крови других доно-

ров, дважды промывали двойным объемом 

0 ,9% NaCl с последующим центрифугирова-

нием при 4 °С в течение 30 мин при 

1500 об/мин. Лейкоцитарный слой отбрасы-

вали; «упакованные» эритроциты перемеши-

вали и полученную массу делили иа равные 

объемы. Инкубационная среда содержала 

1 мл «упакованных» эритроцитов, 8—10 мг 

(по белку) Л П В П д , трис-НС1-буфер, содержа-

щий 150 мкМ NaCl и 5 мкМ СаС12 , ее общий 

объем составлял 3 мл. Инкубацию проводили 

в водяной бане при 37 °С с медленным пока-

чиванием проб в течение 3 ч. Затем пробы 

подвергали центрифугированию при 

1500 об/мин в течение 15 мин при 4 °С для 

отделения эритроцитов. Плотность получен-

ной подосадочной жидкости доводили сухим 

NaBr до 1,21 г/см:\ Ультрацентрифугирова-

ние проводили при условиях , указанных вы-

ше. Выделенные Л И BIT, диализовали против 

0 , 9% раствора NaCl . 

Эритроциты после инкубации дважды про-

мывали 0 ,9% NaCl . Процедура промывания 

была аналогична доинкубациониой. «Упако-

ванные» клетки разводили в 3 р а з а 0 ,9% 

NaCl , полученную взвесь использовали для 

подсчета клеток в камере Горяева и экстрак-

ции Х С изопропиловым спиртом [6]. 

Флюоресцентный аналог Х С — холеста -

= 5,7,9(11)-триенЗР-ол, сокращенно назван-

ный нами «триеиом», был синтезирован и 

охарактеризован ранее [2]. В настоящей ра-

боте этот зонд наряду с пи реи ом использовали 

для оценки холестеринакцепторных свойств 

ЛПВПд до и после инкубации с эритроцитами. 

Измерения проводили иа спектрофл юоримет-

ре «Hi tach i MPF-2» (Япония) в цилиндриче-

ских кюветах; флюоресценцию возбуждали 

при 325 им в случае триёна и при 340 им 

в случае пиреиа после добавления 20 мкг 
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зонда в 0,05 мл этанола к 4 мл раствора ЛП 
(200 мкг белка). 

Размеры получаемых ЛП измеряли мето-
дом квазиупругого рассеяния лазерного света 
(КРЛС) [3]. КРЛС является наиболее экс-
прессным п точным методом определения ко-
эффициентов диффузии (О) рассеивающих 
объектов. Коэффициент диффузии (в пред-
положении сферических рассеивателей) свя-
зан с гидродинамическим размером R|, ча-
стиц через уравнение Эйнштейна — Стокса: 

бяч R,l > 

где к — постоянная Больцмана, Т — абсо-
лютная температура, \\ — вязкость раство-
рителя. 

В случае рассеяния света иа полидис-
персной Системе частиц применение регуля-
ризующей процедуры [12] для математической 
обработки получаемых спектров КРЛС поз-
воляет получить функцию распределения А 
(D) частиц по коэффициентам диффузии с 
учетом их рассеивающей способности. А функ-
ция А (О) связана с функцией распределения 
размеров Л П В П по числу частиц А/ (R) 
соотношением A(D)dD~N(R)M2f(Q, R)dR, 
где М - масса частиц, /((), R) - формфак-
тор, 0 - - у гол р ассея и и я. 

Поскольку Л П В П можно апроксимиро-
вать моделью сферических рассеивателей, то 
M ~ R Т а к и м образом, зная A (D), всегда 
можно рассчитать N (/?). 

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

11роведено сравнительное изучение 
способности ЛПВП.} акцептировать ХС 
из мембран эритроцитов в норме и у 
пациентов с ИБС. О холестёринакцеп-
торной способности судили по встраи-
ванию в частицы ' ЛПВП3 флюоресцент-
ных зондов, по убыли ХС из мембран 
Эритроцитов и jю увеличению размеров 
ЛП, измеренных методом КРЛС. Содер-
жание общего ХС в плазме крови доно-
ров колебалось от 180 до 204 мг%, у 
пациентов с ИБС - - от 288 до 350 мг%. 

С целью выявления различий в спо-
собности ЛПВП встраивать ХС было 
11 з у ч е н о вз а и м одейст в и е фл юо peci i,e и т-
ного аналога ХС с ЛПВПд донора до и 
после инкубации с эритроцитами. На 
рис. 1 представлены спектры флюорес-
ценции три ей а в 0,15 М NaCl в этом же 
растворителе в присутствии ЛПВПд пос-
ле инкубации с эритроцитами и в при-
сутствии ЛПВПд до инкубации с эритро-
цитами . Отмечается значительное раз-
личие в интенсивности флюоресценции 
во всех трех пробах: в физиологическом 
растворе зонд практически не флюорес-
цирует в ЛПВПд до инкубации с эрит-
роцитами отмечается значительная флюо-
ресценция вследствие встраивания трие-
на в частицу ЛП, однако в ЛПВ113, ин-

130 
120 
110 

100 
90 

10 

° 350 370 390 410 430 450 

Рис. I. Спектры флюоресценции триена. 

/ — в 0,1 Я М NaC l , 2 — в том ж е ра створителе в при-
сутствии ЛПВП. . , д о н о р а после инкубации с э ритр о " 
цитами, — в присутствии Л П В Г 1 3 до инкубации с 
э ритр оцитами . Здесь и на р и с . 2: по оси а б с ц и с с — 
длины волн (в им): по оси о рдинат — интенсивность 

флюоре сценции (в отн. ед.). 

кубированных с эритроцитами, площадь 
спектра флюоресценции была в 2,5 раза 
ниже по сравнению с исходными ЛП. 
Это может свидетельствовать о затруд-
нении включения зонда в ЛП вследствие 
их насыщения ХС, поступившим из 
мембран эритроцитов. У пациентов с 
ИБС до и после инкубации ЛП с клетка-
ми не изменялась степень эксимериза-
ци и 11 и рем а (отнот е и и е F4fl0/F.4n0), что 
может свидетельствовать об отсутствии 
в данном случае акцепторных свойств 
ЛПВПд по отношению к ХС (рис. 2). 

Результаты опытов с флюоресцентны-
ми зондами, на наш взгляд, весьма 
показательны, так как демонстрируют 
непосредственно захват ХС частицей ЛП. 
Это тем более важно, что часто доказа-
тельство акцепторных свойств ЛПВГI 
о граи ич ивалоеь дем оистр аци ей перено-
са радиоактивного ХС из тканей на 
ЛПВП. Показано, что захват ХС из 
сосудистой ткани и макрофагов проис-
ходит также in vivo 115]. Это первые 
прямые данные, свидетельствующие о 
том, что события, наблюдаемые in vitro, 
отражают нормальный процесс обрат-
ного транспорта ХС в организме. 

/ — до взаимодействия с э ритроцитами , ') — после 
взаимодействия с э ритроцитами . 
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ХС эритроцитов после инкубации с ЛПВП;{ 

здоровых доноров и пациентов с ИБС 

( • Ю - 1 3 г на клетку) 

Контроль (ин-
куб щи я эрит-
роцитом с фи-
зиологи чеоким 

р а стнором ) 

Инкубация с До-
норскими Л П В П 3 

Инкубация с 
Л П В П 3 пациен-

тов с И Б С 

1,20 1 ,01 1 ,21 
1,29 1 ,09 1 ,21 
1,22 1,09 1 ,38 
1,25 1,11 1 ,31 
1 ,28 1 ,03 1 ,28 
1,29 1 ,13 1,19 
1 ,17 1 ,05 1 ,36 

1 ,21 1,14 1 ,32 
1,24 1 , 15 1 ,36 

1,24 ±0,014 1 ,09±0,017* 1,29 ±0,032** 

П р и м е ч а н и е. Одна звездочка — /;<(),001, 

две — /;>(),05 по отношению к контролю. 

В следующей серии опытов переход 
ХС из эритроцитов на ЛПВП 3 оценива-
ли на основании прямого определения 
убыли ХС в самих эритроцитах. В этих 
опытах инкубация эритроцитов с 
ЛПВПд, выделенными из плазмы крови 
практически здоровых людей, привела 
к потере части ХС клетками: среднее 
содержание ХС в эритроцитах после ин-
кубации составило 1,09±0,017-10~13 г 
на клетку и было существенно ниже 
0X0,001), чем в контрольных образцах 
и и куби ровавш ихс я с физиологи чес ким 
раствором, 1,24+0,014-Ю"™ г на 
клетку (см. таблицу). Очевидно, потеря 
ХС эритроцитами при инкубации с ЛП 

о 

[L 1 

а 

Ш1 г-Ш 

б -

1 

J9I 

1 1 , 

4.11 

б 

г 1 1 L l " 1L! L ! L 1 L l " ' 
3 3.85 5 в 3 4 5 6.41 8 

Рнс. 3. Распределен не ЛПВПд но размерам 

(справа) у больных И Б С (Л) и у здоровых 

л и ц (В). 

<I до инкубации с э ритроцитами , в - после инку-
бации с э ритроцитами . П о оси аб сцис с - средний 
р а д и у с (и им) частиц Л П ; по оси ординат N (1?) 
(н отн. сд.) . Ж и р н о й линией у к а з а н о среднее значе-

ние р адиусу Л П. 

объясняется переходом части ХС из 
эритроцитарной мембраны на ЛПВПд. 
11ри инкубации ЛПВПд, выделенных 
из плазмы крови пациентов с ИБС, с 
эритроцитами содержание ХС в послед-
них не изменилось (см. таблицу). Это 
еще раз подтверждает предположение о 
том, что при ИБС, сопровождающей-
ся я г и пер х ол естер и и е м и е й, утр а ч и в аетс я 
способность ЛПВП акцептировать ХС. 

Результаты экспериментов с холестат-
риеном, а также данные о существенном 
снижении содержания ХС в мембранах 
эритроцитов при инкубации с ЛПВПд 
позволяют предположить, что в усло-
виях наших опытов происходит истин-
ный транспорт ХС (net transport) из 
клеток па ЛПВП. 

Захват ХС частицей ЛП сопровожда-
ется увеличением ее размера [51. Из-
вестно, что свободный ХС, поступивший 
из клеток в частицу ЛПВПд, эстерифи-
цируется и в силу своей гидрофобности 
устремляется в ядро, увеличивая его 
объем, а следовательно, и размер самой 
частицы. Необходимо отметить, что сред-
ний размер частиц ЛПВПд, выделенных 
из плазмы больных ИБС, оказался не-
сколько меньше, чем у здоровых лиц 
(рис. 3). Это представляет определен-
ный интерес и согласуется с предполо-
жением, что изменения структуры моно-
слоя частиц ЛПВПд при ИБС создают 
и ре и ятств и я дл я п рон и кнове н и я об р а -
зующихся эфиров ХС в ядро II]. Одна-
ко наши данные показывают, что пер-
вичной причиной появления уменьшен-
ных частиц ЛПВП при ИБС является 
почти полное отсутствие перехода сво-
бодного ХС из клетки на ЛПВПд и, 
естествен i ю, последующего его эстер и -
фицирования. На рис. 3 показано рас-
пределение по размерам ЛПВПд до и 
после их инкубации с эритроцитами, 
полученное методом КРЛС. Из рисун-
ка видно, что после инкубации ЛПВП., 
здоровых лиц с эритроцитами средне-
численный радиус увеличился с 4,11 до 
6,41 им, что, очевидно, является следст-
вием перехода части ХС с мембраны 
эритроцита на ЛПВПд. Размер ЛПВПд, 
выделенных из плазмы крови пациентов 
с ИБС, после инкубации с эритроцитами 
не изменился. 

Таким образом, тремя независимыми 
методами получены данные об утрате 
ЛПВПд больных с ИБС холестеринак-
цепторной функции. 

Обнаруженное резкое снижение спо-
собности ЛПВПд акцептировать ХС лег-
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че всего было бы объяснить большей на-
сыщенностью частицы ЛП ХС при ИБС, 
однако у больных с ИБС обнаружено 
снижение загруженности частиц ЛПВП 
ХС в расчете на апо-А-1 II, 10]. 

Недавно появился ряд работ, демон-
стрирующих изменения структурных 
особенностей частиц ЛП при ИБС. По-
казано нарушение холестеринакцептор-
ной функции частиц ЛПВП при гипо-
альфалипопротеинемии. При изменении 
уровня ХС в ЛПВП наблюдаются спе-
цифические структурные перестройки в 
ЛПВП2 и ЛПВП ;Ъ влияющие на способ-
ность акцептировать спии-мечеиные 
жирные кислоты и стероиды [81. В 
ЛПВП2 и ЛПВП3 больных с ИБС проис-
ходит увеличение микровязкости по-
верхностного монослоя, о чем свиде-
тельствует снижение отношения леци-
тин/сфингомиелин в этих частицах ЛП 
ПИ. В этих же подклассах ЛПВП, вы-
деленных из плазмы больных с ИБС, 
происходит уменьшение полярности мик-
роокружения спинового фрагмента на 
глубине 0,8 им от поверхности частицы 
ЛП 17]. Изменения белок-липидных вза-
имодействий и структуры ЛП-монослоя 
должны оказывать влияние на процес-
сы взаимодействия ЛП с клетками. 

Та к и м образом, на рушение хол есте-
ринакцепторной функции ЛПВПд при 
ИБС, по-видимому, обусловлено сущест-
венными изменениями структурного со-
стояния липидов и липид-белковых вза-
имодействий в частице ЛП. Наши ре-
зультаты согласуются с данными, по-
лученными ранее [91 и свидетельствую-
щими о том, что при инкубации эритро-
цитов, выделенных от больных с ИБС, 
с ЛПВП2 и ЛПВПд, полученных от тех 
же больных, молярное отношение 
ХС/ФЛ снижалось в меньшей степени, 
чем при инкубации эритроцитов с соот-
ветствующими подклассами ЛПВП, вы-
деленными от здоровых лиц 1.9]. 

Необходимо отметить, что по послед-
ним представлениям ЛПВП взаимодейст-
вуют с клеткой посредством рецепторов 
1.16], однако для эритроцитов такие ре-
I {е п то р ы I re об i \ а р у же г ты. 

Резул ьтаты настоящего исследова ни я 
позволяют предположить, что при ате-
росклерозе теряется способность Л1IBI1, 
г именно фракции ЛПВПд, акцептиро-
вать ХС из клеточных мембран. Даль-
нейшее выяснение причин, лежащих в 
основе утраты этой важной функции, 
позволит подойти к пониманию меха-
низмов развития атеросклероза. 
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An abil ity of high density lipoproteins 
HDL;, to accept cholesterol from erythrocyte 
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membranes was studied in healthy persons 
and in patients with ischemic disease of he-
art. The cholesterol-acceptory function was 
estimated as follows: by incorporation of 
fluorescent probes (cholestatriene and pyrene) 
into particles of HDL ; { , by e l iminat ion of 
cholesterol from erythrocyte membranes and 
by increase of the lipoproteins size evaluated 

using the method of quazi-resilient dispersion 
of laser l ight. In ischemic disease of heart the 
property of high density lipoproteins, speci-
fically of HDLjj fraction, to acccpt choleste-
rol from cell membranes wss impaired. Middle 
size of H D L 3 particles was decreased in the 
patients with ischemic heart disease as com-
pared with that of healthy persons. 
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В. У. Дзодзуашвили 

ВЛИЯНИЕ КОНТРИКАЛА НА АКТИВНОСТЬ J1ИЗОСОМАЛЬНЫХ 

ПРОТЕИНАЗ В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ЖЕЛУДКА КРЫС 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ЯЗВЕ 

Медицинский стоматологический институт, Москва 

Изучение биохимических механизмов 
ульцерогеиеза на различных метаболи-
ческих уровнях является необходимым 
этапом для разработки эффективных ме-
тодов консервативного лечения язвен-
ной болезни желудка (ЯБЖ), среди ко-
торых значительное место занимают при-
емы местного лечения в случае неэффек-
тивности обычной терапии 14, 9, 12, 13]. 
Поскольку нарушение целостности сли-
зистой оболочки желудка (СОЖ) при 
ульцерогенезе в значительной степени 
о п р еде л я етс я фу н кц ио н а л ь ны м состо я -
и и ем ли зосом а л ь ио й п р отео л и т и чес кой 
системы СОЖ 1.1—3, 101, в работе была 
поставлена задача исследовать характер 
влияния одного из ингибиторов проте-
иназ медицинского назначения — коит-
рикала на структурную целостность ли-
зосом СОЖ и активность лизосомальных 
протеииаз на модели экспериментальной 
ЯБЖ у крыс, так как предварительные 
исследования in vitro и in situ дали ос-
нование рассматривать контрикал как 
адекватное средство при местном лече-
нии язвы желудка 1.6]. 

М е т о д и к а 

Я Б Ж У крыс Вистар с массой тела 200— 
250 г вызывали путем двухкратного внутри-
брюшинного введения индометацина («Sigma», 
США) в суммарной дозе 6 мг на 100 г массы 
тела с интервалом между инъекциями 6 ч 
в сочетании с обездвиживанием [15, 17]. 
Спустя 3G ч после первого введения живот-
ным, предварительно голодавшим 24 ч при 
свободном доступе к воде, под эфирным нар-
козом вскрывали брюшную полость, желу-
док и в область язвенных поражений вводили 
микрошприцем 50 мкл контрикала в дозе 
1000 А Т р Е или наносили 50 мкл контрикала 
в комплексе с пластификатором - клеем 
МК-8. Комплекс контрикал - - клей МК-8 
готовили в соотношении 1 : 7 , с конечной 
концентрацией контрикала 16000 АТрЕ/мл. 

Животным контрольных групп вводили ана-
логичное количество физиологического рас-
твора или наносили только клей МК-8. Об-
щим контролем служили оперированные жи-
вотные, которым за 36 и 30 ч до операции 
вводили физиологический раствор. 

Желудок и брюшную полость зашивали, 
а затем спустя от 6 до 36 ч после оперативного 
вмешател ьства, животных декап итировал и, 
С О Ж отделяли от серозной оболочки в| ме-
стах язвенного поражения и гомогенизирова-
ли по стандартной методике, используя в ка-
честве среды гомогенизации 0,25 М раствор 
сахарозы pIT 7,4, содержащий 1 мМ ЭДТА 
[11]. В полученных гомогенатах устанавли-
вали общую активность основных лизосо-
мальных протеииаз катепсинов А, В и С 
спектрофлюориметрическим методом [5] с ис-
пользованием в качестве субстратов соответ-
ственно N-КБЗ-глу-Ь-тир; N-бензоил-Е), L-
ар г- Р - и а фт и л а м и да, г л и- фе н - и а фт и л а м и да 
(«Serva», ФРГ ) и активность катепсииа D 
спектрофотометрическим методом [14] с ис-
пользованием в качестве субстрата гемогло-
бина («Sigma», США) , а также концентрацию 
белка [16]. В иадосадочной жидкости, полу-
ченной при 105 000 g, 60 мин, определяли 
неседименТируемую активность лизосомаль-
ных протеииаз. 

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

Из анализа результатов определения 
уровня иеседиментируемой активности 
лизосомальных протеииаз в СОЖ» пред-
ставленных в таблице, видно, что наи-
более существенные нарушения струк-
турной целостности лизосомалыюго ап-
парата имели место у животных с яз-
венным поражением желудка и при ап-
пликации в места поражения клея МК-8, 
не содержащего контрикал. В этих слу-
чаях на всех сроках исследования уро-
вень неседйментируемой активности от-
носительно контроля составлял в сред-
нем для катепсина А 144— 176 %, для 
катепсииа В 146—181%, для катепсина 
С 144—178% и для катепсина D 
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Неседиментирусмая активность (в %) лизосомальных протеииаз в СОЖ при действии контрикала 
иа фоне экспериментальной ЯБЖ 

к ЯБЖ V4, 

£ Ps
 

ОС
 

с 
<и Контроль 

i s 
12 ч 24 ч 36 Ч 12 Ч 24 ч 36 ч 

А 9 , 1 8 14. 06 1 5 , 1 0 1 6 , 3 6 1 3 , 2 1 1 7 , 07 1 6 , 2 0 
± 0 , 5 1 ± 0 , 6 3 * * * ± 0 . 8 1 * * * ± 0 . 7 2 * * * ± 0 , 4 2 * * ± 0 . 6 2 * * * - ь о , 5 4 * * * 

В 3 , 02 4 , 8 7 5 , 47 5 , 3 4 4 , 42 5 , 3 7 5 , 02 
± 0 , 1 8 -+• 0 , 2 8 * * * ± 0 , 3 0 * * * ± 0 , 3 1 * * * ± 0 . 2 0 * * ± 0 , 4 1 * * * ± 0 , 2 4 * * * 

С 5 , 07 8 , 34 7 , 95 9 , 00 8 , 7 4 7 , 28 8 , 5 0 
± 0 , 30 •+• 0 , 3 2 * * * ± 0 , 2 8 * * * ± 0 , 4 7 * * * ± 0 , 4 5 * * * ± 0 , 3 6 * * ± 0 , 6 0 * * * 

D 7 , 05 1 2 , 90 1 2 , 1 4 13 , 41 1 2 , 54 1 3 , 6 9 1 1 , 85 
± 0 , 3 6 ± 0 , 7 0 * * * ± 0 , 5 7 * * * ± 0 , 6 3 * * * ± 0 , 7 3 * * * ± 0 , 6 4 * * * ± 0 , 5 8 * * * 

П родолжение 

я ЯБЖ-Ь (МК-8 -{-контрикал) Я Б Ж - Ь к онтрикал 

с <и Контроль 
12 ч 24 ч 36 ч 6 ч 12 ч 18 ч 24 ч 

А 9 , 1 8 1 3 , 1 0 1 1 , 4 0 1 0 , 82 1 5 , 4 6 1 4 , 4 8 1 2 , 3 6 1 1 , 84 
± 0 , 5 1 ± 0 , 6 0 * ± 0 , 5 7 * ± 0 , 5 8 ± 0 . 7 0 * * * ± 0 , 6 1 * * * ± 0 , 5 4 * ± 0 , 5 8 * 

В 3 , 02 4 , 59 4 , 1 2 3 , 75 4 , 96 5 , 2 0 4 , 70 4 , 00 
± 0 , 1 8 -ь 0 , 2 4 * * ± 0 , 2 7 * ± 0 , 2 1 * ± 0 , 2 9 * * * ± 0 , 2 0 * * * ± 0 , 3 1 * * ± 0 , 2 4 * 

С 5 , 07 7 , 80 6 , 39 5 , 8 9 8 , 1 2 7 , 5 7 6 , 5 8 6 , 1 8 
± 0 , 3 0 ± 0 , 3 7 * * ± 0 , 4 3* ± 0 , 28 ± 0 , 4 9 * * * ± 0 , 6 1 * * * ± 0 , 3 9 * ± 0 , 4 7 

D 7 . 05 1 1 , 96 9 , 3 8 8 , 36 1 2 , 30 1 2 , 4 8 1 1 , 0 5 9 , 4 0 
± 0 , 36 ± 0 , 4 4 * * * ± 0 , 65* ± 0 , 4 8 ± 0 , 8 0 * * * •+• 0 , 6 2 * * * ± 0 , 7 4 * * ± 0 , 6 9 * 

П р и м с ч а к и я. Представлены с редние ( М ± т ) данные из „6 — 8 опытов . Одна звездочка — р < 0 , 0 5 ; 
две— р с 0 , 01 , т р и — р < 0 , 0 0 1. 

168—194%. Следует отметить, что для 
бол ь ш и нет в а фер ме нто в на и бол ь ш и й 
у рове н ь несед и ме нти р у емо й а кти в йости 
выявлен через 24 и 36 ч после оператив-
ного вмешательства и, соответственно, 
через 30 и 72 ч после введения иидоме-
тацина. 

Эти данные свидетельствуют о выра-
жен ном дестр у ктур ироваи ии л и зосо -
мальных мембран и выходе лизосомаль-
ных гидролаз (в том числе кислых пеп-
тидгидролаз) во внеклеточное простран-
ство, что является одним из существен-
ных факторов развития язвы СОЖ 131. 

Обнаружена определенная тенденция 
к снижению уровня неседиментируемой 
активности протеииаз лизосом в СОЖ 
при введении контрикала и прежде все-
го при использовании в качестве средст-
ва местного лечения сочетания контри-
кала с клеем МК-8. В последнем случае 
отмечена нормализация уровня неседи-
ментируемой активности ферментов ли-
зосом к 36-му часу экспозиции комплек-
са контрикал — клей МК-8. 

Полученные данные могут рассматри-
ваться с точки зрения активизации ре-
паративных процессов в СОЖ при дей-
ствии контрикала, причем использова-
ние данного ингибитора протеииаз, по-
видимому, способствует пролонгирован-
ному действию используемого препара-
та, по крайней мере в отношении лизо-
сомального аппарата СОЖ- В этой свя-

зи следует отметить, что лизосомальныи 
аппарат клетки отличается высокой ин-
тенсивностью обновления — в пределах 
24 ч 171, отражением чего и является, 
вероятно, нормализация структурной це-
лостности мембран лизосом на поздних 
сроках использования контрикала и ком-
плекса контрикал — клей МК-8. 

Существенный интерес представляют 
результаты определения в СОЖ общей 
а кт и в ноет и и р отео л ити чес к и х фе р м е i ITO В 
лизосом (см. рисунок). Как видно, в зо-
не язвообразования обнаружено отчет-
ливое увеличение активности лизосо-
мальных протеииаз во все сроки иссле-
дования. При этом наиболее значимое 
увеличение активности (до 158—202% 
от контроля) было характерно для ка-
тепсииов А и D, тогда как активность 
катепсинов В и С изменялась в меньшей 
степени и составляла в среднем 132— 
173% от контроля. Следует отметить 
практически аналогичный характер из-
менения активности всех лизосомаль-
ных протеииаз у животных как в ин-
тактной зоне язвообразования, так и при 
аппликации в область язвенного пора-
жения клея МК-8. Полученные данные 
согласуются с имеющимися представле-
ниями об инициации процесса язво-
образования в результате активации 
системы лизосомальных протеииаз, что 
может являться следствием повреждения 
лизосомальных, а также плазматиче-
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Общая активность ка-
тепсинов А (/), В (2), 
С (3) и D (4) в С О Ж 
крыс при эксперимен-
тальном язвообразо-
вании на фоне дейст-

вии контрикала. 

По оси абсцисс — время 
(в ч), по оси ординат — 
акти впость ферментов, 
(в % от контроля) . / -
Я Б Ж ; I I Я Б Ж - f М К-8; 
I I I Я Б Ж 1 контри-
кал с М К-8; /1 - Я Ж -+ 
+ контрикал. Чво:',доч-
кой отмечено / ; < 0,005 — 

0 .00 ' . 

ских мембран СОЖ И, 3]. В пользу 
последнего свидетельствует резкое уве-
личение в желудочном содержимом у 
больных Я БЖ активности щелочной 
фосфатазы, которая практически не 
определяется у здоровых людей 18]. 

X а р а кте р и з м е не и и я обще й а кт и в но -
сти лизосомальных протеииаз при вве-
дении в область язвенного поражения 
контрикала и аппликации в зону язво-
образования комплекса контрикал 
клей МК-8 был различным. В первом 
случае выявлено определенное снижение 
активности всех протеииаз через 6 ч 
после инъекции ингибитора (уровень 
активности фермен тов не превышал 109— 
125% от контроля). На более поздних 
сроках исследования (к 12-му часу) 
уровень активности протеииаз несколь-
ко возрастал, а через 18 и 24 ч он был 
лишь незначительно меньше активности, 
выявленной у животных в зоне язво-
образования, которым не вводили конт-
рикал (140—182% от контроля). Во 
втором случае динамика изменения про-
теииаз лизосом имела обратную зависи-
мость от времени. Через 12 ч после ап-
пликации в зону язвообразования ком-
плекса контрикал — клей МК-8 не обна-
ружено значимых изменений в актив-
ности протеииаз лизосом по сравнению 
с уровнем в области «интактной» язвы и 
при аппликации только клея МК-8 
(139—157%). По мере увеличения вре-
мени экспозиции пластификатора с ин-
гибитором в области язвообразования, 
активность ферментов постепенно сни-
жалась и к 36-му часу составляла лишь 

112—122% от контроля. Вероятно, в 
первом случае снижение эффекта ииги-
бирующего действия контрикала с уве-
личением времени, прошедшего от инъ-
екции, связано с уменьшением его ло-
кальной концентрации в области язво-
образования. В свою очередь апплика-
ция контрикала в комплексе с клеем 
МК-8 обеспечивает более продолжитель-
ное его удержание в зоне язвообразова-
н и я . 

Таким образом, результаты проведен-
ного исследования дают основание рас-
сматривать контрикал, а также его 
использование в комплексах с пласти-
фикаторами медицинского назначения 
как средство, нормализующее структур-
но-функциональное состояние лизосо-
мального аппарата при язвообразоваиии 
в СОЖ- При этом сочетаиное введение 
контрикала и его аппликация с клеем 
МК-8 в области язвенного поражения, 
по-видимому, будет способствовать эф-
фектив I гост и де й ств ия и иг иб итор а, что 
может найти применение в практике 
местного лечения ЯБЖ-
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EFFECT OF CONTRICAL ON ACTIVITY OF 

LYSOSOMAL PROTE INASES IN GASTRIC 

MUCOSE OF RATS WITH E X P E R I M E N T A L 

ULCER 

V. U. Dzodz uashvili 

Medical Stomatological School, Moscow 

Total and non-sedimentable activities of 
lysosomal proteinases were studied in rat gast-
ric rnucose under conditions of normal state 
and of ulcer development as well as after tre-
atment of the ulcer area with contrical and 
with the mixture containing contrical and 
medical g l u e M K - 8 . Both total activity of 
cathepsins А, В, С and I) and their non-se-
dimentable activity were increased by 32-102% 
and 44-94%, respectively, under conditions 
of ulcerogenesis. Contrical and the mixture 
of the drug with glue MK-8 normalized the 
enzymatic activity studied; the mixture con-
taining (he inhibitor was the most effective. 
Inhibitors of proteinases combined with me-
dical plastificators might be used in local tre-
at men I of stomach ulcerous disease. 

УДК (»I8. 2-07: | (J Hi. 154.453:6 16.153.961-074 

Г. В. Аввакумов, И. В. Матвеенцева, И. И. Вашкевич, 
С. В. Врубель 

ИССЛЕДОВАНИЕ СВЯЗАННОЙ С БЕРЕМЕННОСТЬЮ 

РАЗНОВИДНОСТИ ТРАНСКОРТИНА ЧЕЛОВЕКА 

Институт биоорганической химии АН БССР, Ми иск 

Специфическое связывание глюкокор-
тикоидов и прогестинов плазмой крови 
человека обусловлено присутствием в 
ней кортикостероидсвязывающего гло-
булина (транскортина). Содержание это-
го гликопротеина в крови при беремен-
ности увеличивается в 2—3 раза 121. 
Обнаружено 12, 3.1, что беременность 
сопровождается также появлением раз-
новидности транскортина, отличающейся 
строением углеводного компонента от 
транскортина нормальной крови допо-
ров. Содержание этой разновидности 
транскортина в сыворотке ретропла-
цеитарной крови достигает 10% от об-
щего содержания транскортина 12, 3.1. 

ГI редставл ял о и нтерес провести де-
та л ьиое исследование физико-химиче-
ских и иммунологических свойств свя-
занной с беременностью разновидности 
транскортина в сравнении со свойствами 
транскортина нормальной крови доно-
ров. 

М е т о д и к а 

Сыворотку нормальной крови доноров в 
возрасте 20—38 лет получали на Белорусской 
республиканской станции переливания кро-
ви, сыворотку ретроплацентариой крови -
из родильных отделений клиник Минска. 
Транскортии выделяли, как описано ра-
нее |1|, а разновидность транскортина, свя-
занную с беременностью, получали с по-
мощью аффинной хроматографии на конка-
и а в а л и и А - с ефа розе 121. 

Э л е к 'г р о фо р ет и ч е с к и е и с с л е до в а и и я про-
водили в приборе модели GE 2/4 фирмы 
«Pharmacia» (Швеция). Стандартные методики 
электрофореза в полиакриламидиом геле 
(Г1ААГ) в отсутствие и в присутствии до-
дец ил сульфата натрия (ДСП) описаны ранее 
|5, 12]. Электрофорез в крупнопористом геле 
(0,3% бис-акриламида) осуществляли по ме-
тодике [8]. Изоэлектрофокусироваиие прово-
дили в столбиках 7,5% ПААГ, содержащего 
1,8% сервалита AG 2-4 и 0,2% сервал и та 
А С 3—7 фирмы «Serva» (ФРГ) , используя 
прибор ПЭФА-1 в режиме постоянной мощ-
ности с ограничением напряжения до 400 В. 
Для измерения градиента р Н вдоль столбика 
геля после фокусирования гель извлекали из 
стеклянной трубки, разрезали на кусочки 
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длиной 0,5 см п элюировали сервалиты ди-
стиллированнон водой (1 мл на каждый ку-
сочек геля). 

Ам иноки сл от н ы й соста в г л и коп р ore и до в 
определяли после гидролиза 5,7 н. НС1 в те-
чение 24 ч в запаянных ампулах при 110 °С 
с помощью автоматического анализатора мо-
дели 3201 фирмы L K B (Швеция). N-концевые 
аминокислотные остатки выявляли в виде 
дансильных производных [13]. Для определе-
ния С-концевых аминокислотных остатков 
использовали карбоксипептидазу Y фирмы 
«Pierce» (CILIA) [7]. 

Равновесный диализ проводили в течение 
48 ч при 4 °С [81. Радиоактивность :,Н-произ-
водных стероидов измеряли с помощью жид-
костио—сцинтилляционного счетчика модели 
«Mark-III» фирмы «Тгасог Еигора» (Голлан-
дия). 

Гликопротеины радиойодировали с исполь-
зованием йодогена фирмы «Pierce», как опи-
сано ранее [6]. Для измерения радиоактив-
ности меченных 1251 гликопротеидов применя-
ли гамма-счетчик модели «Ria-Gamma» фирмы 
«LKB — Wallac» (Финляндия). Для получе-
ния антисывороток к транскортину и его 
разновидности, связанной с беременностью, 
проводили иммунизацию этими гликопротеи-
нами кроликов новозеландской породы по 
методике [2]. Взаимодействие гликопротеииов 
с антисыворотками изучали следующим об-
разом. В пробирках инкубировали в течение 
3 ч при комнатной температуре возрастающие 
количества одного из гликопротеииов и его 
меченное 1251 производное (30 ООО— 
40 000 имп/мин иа 1 пробу) с раствором анти-
сыворотки в разведении, обеспечивающем 
связывание метки на 70—80%. Для разделе-
ния фракций свободного и связанного анти-
сывороткой гликопротсина в пробирки при-
бавляли раствор полиэтиленгликоля-6000 до 
конечной концентрации 18%. После центри-
фугирования (2000 g, 10 мин) надосадочиую 
жидкость отбрасывали и измеряли радиоак-
тивность осадка. Константы ассоциации опре-
деляли графическим построением по мето-
ду [9]. 

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

При диск-электрофорезе в ПААГ при 
стандартных условиях препараты свя-
занной с беременностью разновидности 
транскортина давали одну полосу в зоне 
а-глобулинов, совпадающую по своему 
положению с полосой транскортина 
нормальной крови допоров (R f 0,62 и 
0,41 в 7,5% и 10% гелях соответствен-
но). При электрофорезе в присутствии 
ДСН полосы обоих гликопротеииов так-
же совпадали (Mv 55 000). В крупно-
пористом ПААГ при условиях, когда 
транскортин нормальной крови доноров 
разделялся на два электрофоретических 
варианта 18.1, разновидность транскор-
тина давала одну полосу, совпадающую 
по своему положению с полосой более 
подвижного электрофоретического вари-
анта транскортина нормальной крови 
допоров (рис. 1). 

Рис. I. Электрофорез в 

к р у п и о п ор и с т о м П А А Г 

тр анскортина нор мал ь-

иой крови доноров (а) 
и разновидности транс-

кортина, связанной с бе-

ременностью (б), в отсут-

ствие Д С Н . 

а б 

Ранее было установлено 1111, что 
связанная с беременностью разновид-
ность транскортииа содержит только 
трехантеиные олигосахаридпые цепи N-
ацетиллактозамииного типа и соответ-
ственно большее число терминальных 
остатков N-ацетилнейраминовой кис-
лоты на молекулу гликопротеина, чем 
транскортин нормальной крови доно-
ров, в составе которого лишь 2 из 5 
углеводных цепей являются трехантен-
ными (остальные — двухантенные) 14, 
10]. Поэтому при изоэлектрическом фо-
кусировании данной разновидности, а 
также суммарного транскортина ретро-
плацентарной крови можно было ожи-
дать появления дополнительных полос в 
области более низких значений рН по 
ср а в не и и ю с полосам и, пол у чаемым и 
при изоэлектрофокусировании транскор-
тина нормальной крови доноров. Как 
видно на рис. 2, в препаратах транскор-
тина ретроплацентарной крови действи-
тельно наблюдалась полоса при рН 3,5, 
отсутствующая в транскортине нормаль-
ной крови доноров. Эта же полоса обна-
руживалась и при фокусировании свя-
занной с беременностью разновидности 
транскортина (см. рис. 2). Кроме того, 
о более глубоком сиалировании разно-
видности траискортина свидетельствует 
отсутствие полосы при рН 4,2, прояв-
ляющейся как в транскортине нормаль-
ной крови доноров, так и в суммарном 
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Рис. 2. Изоэлектрическое фокусмроваппе 

разновидности транскортина, связанной с 

беременностью (а), и транскортина ретро-

плацентарной (в) и нормальной крови доно-

ров (в). 

транскортине ретроплацентарной крови. 
В целом же проявляющаяся при изо-
э л е к трофо к у с и р о в a 11 и и м и к р о гете р о ге и -

Аминокислотный и моносахаридный состав 
транскортина и его разновидности, связанной 

с беременностью 

Аминокислоты, 
м о н о с а х а р и д ы * * 

Co;. ,e p ж а н и e гл и ко п роте и и а, 
моль/моль* 

Аминокислоты, 
м о н о с а х а р и д ы * * 

транскортин 
разновид-

11 ость 

Asp 33,2 31,2 
Thr 21 ,8 20,4 
Ser 27 ,2 26,0 
Glu 30 ,4 25,3 
Pro 9 ,8 10,2 

Gly 18 ,7 18, 1 

Ala 20 ,4 20,3 
Val . 21 ,5 18,9 

V>Cys 1. ,9 1 ,9 
Met 9 ,3 7 ,6 
lie 17. ,3 15,5 

Leu 32, ,6 30,4 

Tyr 8, ,5 8 ,7 

Phe 17, 2 16,2 

His 9, 5 7,7 

Lys 12, 6 13,3 
Arg 7, 7 7,4 

Trp 3,7 3 ,6 

Fuc 1, 2 1,2 
Man 15,0 15,0 

Gal 12, 1 14,8 

GlcNAc 22, 1 24,3 

NewAc 10, 3 12,7 

20В-Ю8М 

* Приведены средние значения по результа-
там двух независимых определений. 

** Углеводный состав определен ранее [2]. 

20В-ЮНМ 

Рис. 3. Скэтчардовский график для взаимо-
действия транскортина (светлые кружочки) 
и его разновидности (темные кружочки) с 
корти^олом (а) и прогестероном (б). 
В — концентрация стероида , с в я з а н н о г о белком» 

U — р а в н о в е с н а я к онцентрация с в об одног о стероида-

иость, очевидно, связана с типичным для 
гл и ко протеи дов ч а сти ч ным дес и а л и ро -
ванием углеводных цепей. 

Как видно из таблицы, аминокислот-
ный состав связанной с беременностью 
разновидности транскортина практиче-
ски совпадает с составом гликопротеина 
нормальной крови доноров (г 0,99). 
Найдено, что как и у обычного транс-
кортина 121, в пол и пептидной цепи его 
разновидности N-концевое положение 
занимает остаток метионииа, а С-конце-
вое - остаток лейцина. 

Измерение оптической плотности бел-
ковых растворов известной концентра-
ции показало, что коэффициент экстинк-
ции при длине волны 280 им (А 'До , i см ) 

разновидности транскортина сов11адает 
с ранее определенным значением для 
сумм а р и о г х) т ране к о р т и и а р ет р о п л а це и -
тарной крови 121 и составляет 6,9. 

Как видно на рис. 3, транскортин и 
его разновидность с одинаковым сродст-
вом связывают как кортизол, так и 
п ро гесте рои. До п о л и и тел ь мое п о дтве р ж -
де и и е тож де стве и н ост и сте р о и дс в я з ы в а -
ющих свойств этих гликопротеииов бы-
ло получено в специальных эксперимен-
тах с использованием метода равновес-
ного диализа, когда внешний и внутреи-
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Рис. 4. Иммуиодиффузия в агаровом геле 
разновидности транскортина, связанной с 
беременностью (а), и транскортина ретро-
плацентарной (б) и нормальной крови доно-

ров («). 

N центральной лунке кроличьиДаитисыворотка к 

р анскортину , в лунке (г) физиологический раствор . 

иии растворы диализном системы со-
держали в равных концентрациях со-
ответственно транскортин и его разно-
видность. При всех изученных концент-

в/т.% 
100 Г 

80 

20 

X 

1.0 
6/717. 
100 

60 

10.0 
С-10*М 

1.0 ю.о 
с-ю8м 

Рис. 5. Ингпбированпе связывания '-'Ч-гране* 
кортина антисывороткоп к траискортину (а) 
и антисыворцткой к связанной с беременностью 
разновидности (б) немеченым транскортииом 
(светлые кружочки) и разновидностью транс-

кортина (темные кружочки). 
В /Т доля , J 6 I -транскортина , свя з анного аитисы-

вороткой; С концентрация немеченого гликопро-

теииа. 

рациях кортизола и прогестерона в та-
кой с и стеме уста i та в л и в а л и с ь р а в и ые 
концентрации стероида во внешнем и 
внутреннем растворах. Полученные ре-
зультаты согласуются с данными о том, 
что углеводный компонент транскортина 
не принимает участия во взаимодейст-
вии со стероидами 181. 

Методом иммуиодиффузии в агаровом 
геле было установлено подобие имму-
нохимических свойств транскортина 
нормальной крови доноров и связанной 
с беременностью разновидности транс-
кортина (рис. 4). Количественные дан-
ные по вытеснению меченного 12б1 транс-
кортина из его комплексов с антисыво-
ротками, полученными как к траискор-
тину, так и к его разновидности, под-
твердили иммунохимическую идентич-
ность этих гликопротеииов (рис. 5). 
Для обоих гликопротеииов константа 
ассоциации с антисывороткой к траис-
кортину составила 1,0±0,2- Ю9 л/моль 
(п ^6), а с антисывороткой к связанной 
с беременностью разновидности транс-
кортина — 1,84=0,3-10" л/моль (/?—6). 

Таким образом, результаты настоя-
щей работы свидетельствуют о тождест-
венности полипептидных компонентов 
транскортина нормальной крови доно-
ров и связанной с беременностью разно-
видности этого гликопротеина. Следова-
тельно, появление при беременности осо-
бой разновидности транскортина связа-
но с изменениями характера гликозили-
рования этого гликопротеина в данном 
физиологическом состоянии организма. 
В дальнейшем предстоит выяснить кон-
кретное место биосинтеза разновидно-
сти транскортина и факторы, регули-
рующие ее содержание в крови. 
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V A R I E T Y OF HUMAN TRANSCORTIN RE-

LATED TO P R E G N A N C Y 

G. V. Avvakumov, / . V. Matveentseva, / . I. Vets-
hkevich, S. I/. V rube I 

Institute of Bioorganic Chemistry, Academy 
of Sciences of the Byelorussian SSR, Minsk 

Properies of the human transcortin variety 
related to pregnancy were studied. The trans-
cortin variety has been found in retroplacen-
tal blood serum and differed from the gly-
coprotein of healthy donors by the structure 
of carbohydrate moiety. Physico-chemical and 
immunochemical properties of the transcortin 
variety studied, specific mainly to its poly-
peptide component, were similar to the pro-
perties of transcortin from blood of healthy 
donors. 
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А. А. Сокольников, В. M. Коденцова, Г. П. Гулидова, 
Г. Д. Миронова 

АКТИВНОСТЬ Na, К-АГФазы В TEHJiX ЭРИТРОЦИТОВ 

МЛЕКОПИТАЮЩИХ В ПРИСУТСТВИИ АЛАМЕТИЦИНА И 

П-НИТРОФЕНИЛФОСФАТА 

Институт прикладной молекулярной биологии Минздрава СССР. Институт биологи-
ческой физики АН СССР, Москва 

Эритроциты нередко используют при 
исследованиях механизмов функциони-
рования различных ферментов, в том 
числе №,К-АТФазы. Характер и на-
правленность изменений свойств этого 
фермента в эритроцитах отражает в оп-
ределенной степени направленность из-
менения активности №,К-АТФ-азы в 
других тканях 1101. Активность Na,K-
АТФазы в эритроцитах может являться 
критерием прогноза и диагностики ряда 
заболеваний в связи с чем определение 
активности данного фермента в эритро-
цитах представляется важным. Однако 
мембраны эритроцитов характеризуются 
низкой плотностью натриевых насосов 
(от 200 до 1000 молекул Ыа,К-АТФазы 
на эритроцит), которая в 170 раз ниже 
таковой в мембранах мозга и в 400 раз 
ниже, чем в мембранах почек 1.81. Эта 
особенность эритроцитов (так же как и 
то, что их мембрана непроницаема для 
экзогенного АТФ и продуктов АТФаз-
пой реакции, а каталитический центр 
фермента находится с внутренней ее 
стороны) обусловливает трудность опре-
деления активности №,К-АТФазы в 
интактных эритроцитах млекопитающих. 
Для выявления активности этого фер-
мента в эритроцитах предлагают по-

вторное замораживание оттаивание 
1.8], обработку эритроцитов детергента-
ми 12, 121, ЭДТА 121, получение теней 
эритроцитов 12, 3]. Сущность всех этих 
методов состоит в нарушении целост-
ности мембраны эритроцитов, что обес-
печивает доступность АТФ к гидролити-
ческому центру №,К-АТФазы. За по-
следние годы появились работы, в ко-
торых в качестве агента, повышающего 
проницаемость мембран для ионов и 
АТФ (но в отличие от детергентов не 
нарушающего в низких концентрациях 
белок-липидные взаимодействия в мем-
бране), использовали пептидный анти-
биотик — аламетиции 1.4, 131. Особый 
интерес представляют данные об успеш-
ном использовании этого антибиотика 
для более полного выявления актив-
ности №,К-АТФазы в препаратах сар-
колеммальиых везикул сердца ИЗ]. 

Целью данной работы был подбор ус-

ловий для более полного выявления ак-

тивности Na/K-АТФазы путем обработ-

ки мембран эритроцитов аламетицином, 

а также при использовании в качестве 

субстрата для Na,К-АТФазы л-питро. 

фенилфосфата, способного проникать че-

рез эритроцитариую мембрану 1111. 
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М е т о д и к а 

В работе использовали крыс-самцов поро-
ды Спрэг — Доули. Эритроциты выделяли из 
смешанной артериальной и венозной крови 
|2, 3], полученной после декапитации живот-
ных. В качестве антикоагулянта использова-
ли гепарин (200 ед/мл). Тени эритроцитов по-
лучали с помощью гипоосмотического гемоли-
за клеток 10 мМ трис-НС1-буфером р Н 7,4, 
содержащим 0,5 мМ ЭДТА [2]. Конечный 
осадок теней эритроцитов разводили 10 мМ 
грис-НС1-буфером р Н 7,4 до 2 объемов от 
первоначального объема эритроцитов. Полу-
ченные фракции мембран эритроцитов храни-
ли при —70 °С. 

Содержание белка в мембранных препара-
тах определяли по методу [14] в присутствии 
додецилсульфата натрия. 

Преинкубацию теней эритроцитов с ала-
метицином (ал а мет I щи и растворяли в дважды 
перегнанном этаноле) проводили при ком-
натной температуре в среде следующего со-
става: 60 мМ трис-HCl р Н 7,4, 0,5 мг/мл белка 
теней эритроцитов, 0,4% этанола, 0—0,4 мг/мл 
аламетицина. 

АТФазную реакцию начинали добавлением 
1 мл среды инкубации, содержащей 4 мМ 
А Т Ф , 4 мМ MgCl2 , 120 мМ NaCl, 30 мМ KCI, 
30 мМ трис-HCl р Н 7,4 при 37 °С. Актив-
ность АТФазы определяли по нарастанию в 
среде инкубации неорганического фосфата 
по методу [15]. Активность Na,К-АТФазы 
рассчитывали по разнице между суммарной 
активностью АТФазы и активностью АТФазы, 
измеренной в присутствии в среде инкубации 
1 мМ уабаина. Время инкубации (30 мин) 
было в пределах, в которых сохраняется ли-
нейность нарастания продукта AT Фазной 
реакции. 

К +-п-нйтрофенилфосфатазиую активность 
определяли методом непрерывной регистра-
ции изменения оптической плотности обра-
зующегося при гидролизе п-нитрофеиола при 
410 им на спектрофотометре «Ultrospec-4050» 
( LKB , Швеция). Состав среды инкубации 
(объем 2,4 мл): 5 мМ п-иитрофеи ил фосфат, 
5 мАД MgCl2, 20 мМ КС1, 25 мМ имидазол 
р Н 7,6, в присутствии 1 мМ уабаина или без 
него, 25 °С. В пробу вносили 300 мкг белка 
теней эритроцитов. Для расчета активности 
использовали коэффициент молярной экстиик-
ции п-иитрофенола, равный 17 500 |5|. 

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

Удел ьная а ктивность N а, К - А ТФазы 
прей а р а то в мембран эр и т р о и и то в чело-
века и животных, по данным разных ав-
торов, колеблется в широком диапазо-
не [6, 91. Это обусловлено, по-видимому, 
различиями самих препаратов, неодина-
ковыми способами обработки мембран 
эритроцитов и условиями определения 
активности Na,К-АТФазы (температура, 
соотношение ионов Na1 и К+ в среде 
и т. д.). Известно, что активность 
Na,К-АТФазы зависит от соотношения 
Na+/K.+ и достигает максимального зна-
чения при соотношении этих элементов 

150 120 90 60 50 0 \Н'\мМ 

Рис. 1. Зависимость активности Na,К-АТФа-

зы теней эритроцитов крыс от соотноше-

ния ионов Na + и К ь в среде инкубации. 

П о осп ординат — активность Na , К-ЛТФа:»ы 0* %)-

120730 III. Исследование зависимости 
№,К-АТФазной активности теней эри-
троцитов крысы от соотношения ионов в 
среде показало, что эта зависимость ана-
логична таковой для Na,К-АТФазы, вы-
деленной из других органов и тканей 
(рис. 1) 111. Поэтому в дальнейшем 
Na, К - А Т Ф аз и у ю акт и в 11 ост ь о 11 р еде л я л и 
при соотношении Na ' /K ! 120/30. 
Удельная активность Na,К-АТФазы в 
указанных условиях эксперимента со-
ставила 0,13 мкмоль Фн на 1 мг белка 
теней эритроцитов крысы в 1 ч. При 
этом Л^АТФазная активность была рав-
на 0,96 мкмоль Фп на 1 мг белка в 1 ч. 
Следовательно, отношение МйАТФазной 
к активности Na,К-АТФазы приближа-
ется к 10, что затрудняет измерение 
активности Na,К-АТФазы в используе-
мом препарате. 

В работе [13] было показано, что пре-
инкубация в течение 20 мин микросом 
сердца с аламетицииом приводила к за-
метному повышению активности Na,K-
АТФазы и практически ие влияла иа ба-
зальную М§АТФазиую активность. 

На рис. 2 и 3 представлены результа-
ты экспериментов по изучению степени 
изменения активностей Na,K- и Mg~ 
АТФаз в зависимости от соотношения 
концентраций аламетицина и белка мем-
бранных фракций эритроцитов крыс в 
среде и реи н куба ци и (20 мин при ком-
натной температуре). Как следует из 
полученных данных (см. рис. 2), зави-
симость №,К-АТФазиой активности от 
соотношения аламетицин/белок мембран 
представляет собой колоколообразную 
кривую с выраженным максимумом при 
соотношении аламетицин/белок 0,3. При 
данной концентрации антибиотика на-
блюдается в среднем 2,5-кратиое увели-
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1.2 

0.2 0.4 0.6 
Рис 3 Рис 4 

Рис. 2. Зависимость Mg-А'ГФазной (У) и Na,К-АТФазиой (2) активностей от соот-
ношения аламетицина и белка (в мг/мг) в ф е д е гтреиикубации. 

Условия эксперимента ука з аны в разделе «Методика* , время преинкубации 20 мин. 

Рис. 3. Соотношение активностей Mg-АТФазы и Na, К-АТФазы теней эритроцитов 

крыс в зависимости от соотношения аламетиции/белок (в мг/мг) в среде преинку-

бации. 

Рис. 4. Степень активации Mg-АТФазы (7) и Na,К-АТФазы (2) в зависимости от 

времен и п р е и н к у б а ц и и. 
Соотношение аламетицин / белок (в мг/мг) 0,3. остальные у словия ук а з аны в разделе «Методика» . 

П о оси абсцисс — время преинкубации (в мин), по оси о рдинат — А Т Ф а з и а я активность (в мкмоль 
Ф на 1 мг белка в I ч). 

чение Ыа,К-АТФазной активности. В то 
же время активность Mg-АТФазы мед-
ленно нарастает во всем диапазоне ис-
пользуемых концентраций аламетици-
на. При исследовании зависимости co-
OT поп ie н и я актив мост и Mg- А Т Ф а з ы к 
Na,К-АТФазы от Соотношения концепт-
раций аламетицина и белка мембранных 
фракций эритроцитов в среде преинку-
бации минимальная величина этого от-
ношения (3,4it 1,6) отмечена при соот-
шении аламгтицин / белок мембран 
приблизительно 0,3 (см. рис. 3). Полу-
чен па я величина совпадает с данными 
работы 113.1 о максимальной активации 
N а, К-АТФазьг микросом сердца при со-
отношении аламетицин/белок фракции 
0,25. 

Следующим этапом работы было ис-
следование степени активаци и Na, К -
и Mg-АТФаз в зависимости от времени 
преинкубации мембранного препарата с 
аламетицином. Как следует из данных, 
представленных на рис. 4, с увеличе-
нием времени* преинкубации мембранно-
го препарата с аламетицином актив-
ность обеих АТФаз возрастает практиче-
ски параллельно. Таким образом, дли-
тельная преинкубация с аламетицином, 
хотя и приводит к активации Na,К-АТФ-
азы, но не изменяет соотношения Mg-
АТФазной и Na, К-АТФазиой актив-
ностей, в связи с чем длительная пре-
инкубация теней эритроцитов с аламети-
цином не всегда обязательна и зависит, 
по-видимому, от источника препарата. 

Другим подходом к более полному 
выявлению активности Na,К-АТФазы в 
тенях эритроцитов является использо-
вание экзогенного субстрата, свободно 
проникающего через мембрану эритро-
цитов. Таким субстратом является, в 
частности, п-нитрофенилфосфат 1.11.1. Ис-
следовали активность К±п-нитрофенил-
фосфатазы в ходе гидролиза п-нитро-
фенилфосфата. Известно, что К'-п-ни-
трофенилфосфатазная активность, чувст-
вительная к уабаину, в определенной 
степени коррелирует с №,К-АТФазной 
активностью 181, что позволяет использо-
вать ее для косвенной характеристики 
последней. Установлено, что п-нитро-
фенилфосфатазная активность, чувстви-
тельная к уабаину, была равна 
0,057 мкмоль Фн па 1 мг белка мебран 
теней эритроцитов в 1 ч. Соотношение 
in - иитрофени лфосфатаз но й а ктив гюсти, 
не чувствительной к уабаину и чувстви-
тельной к нему, составило 4. Низкая 
величина соотношения и возможность 
не п р е р ы в 1 ю й р е г и ст р а Ци и п - и и т р о( |)е пил-
фосфатазной активности делают этот ме-
тод удобным для определения и характе-
ристики свойств Na,К-АТФазы в тенях 
эритроцитов. 

Суммируя полученные данные, можно 
заключить, что оба предлагаемых нами 
подхода (обработка мембран теней эри-
троцитов аламетицином и использова-
ние в качестве субстрата п-иитрофенил-
фосфата) дают близкие результаты, и 
могут быть успешно использованы в 



экспериментальных и клинических ис-
следованиях. 
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N A, K-ATPASE ACTIVITY IN ERYTHRO-

CYTE GHOSTS OF MAMMALS IN PRE-

SENCE OF ALAMETHIC1N AND P-NITRO-

P H E N Y L PHOSPHATE 

A. A. SokoTnikov, V. M. Kodentsovay 
G. P. Gulidova, G. D. Mironova 

Institute of Applied Molecular Biology, Mi-
nistry of Public Health of the USSR, Insti-
tute of Biophysics, Academy of Sciences of 

the USSR, Moscow 

After preincubation of erythrocyte ghosts 
isolated from Sprag-Dowly rats activity of 
Na,K-ATPase was more succesfully manifes-
ted, being elevated about 2,5-fold, while the 
ratio Mg-ATPase/Na,K-ATPase was decrea-
sed 3-fold. Optimal ratio of alamethicin/pro-
tein was equal to 0.3. The similar results were 
obtained if p-nitrophenyl phosphate, easily 
penetrating through the erythrocyte membra-
ne, was used as an exogenous substrate. 
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Jl. N. Бездетная, А.И. Нагаев, /1. Я- Потапенко 

ВЛИЯНИЕ ФОТООКИСЛЕННОГО ПСОРАЛЕНА 

НА ПРОНИЦАЕМОСТЬ МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ И ЛИПОСОМ 

II ММ И им. Н. И. Пирогова 

Псоралены (фурокумарины) в сочета-
с УФ-А-излучением (315—400 им) 

успешно используют в дерматологиче-
ских клиниках для лечения псориаза, 
витилиго, гнезд!юй плешивости и др. 
(ПУФА-терапия). ПУФА-терапия сопро-
вождается побочными эффектами (эри-
тема и др.), в основе которых лежат 
с| ютоо к и с л и те л ь и ы е р е а к ц и и 11 со р а лен о 13. 
Фотоди намические эффекты псорале\юв 
могут осуществляться через стадию об-
ра зов а 11 и я фотоо к меле 111 юго п сора лена 
(ФОН) [61. 

В настоящей работе показало, что 
ФОП создает каналы проницаемости в 
мембранах эритроцитов, но не влияет 
на проницаемость мембран липосом. Эф-

фекты Ф011 на мембранах эритроцитов 
и липосом сопоставлены с эффектами 
хорошо исследованного гемолитика ди-
гитонииа. 

М е т о д и к а 

Суммарную фракцию фосфолипидов яич" 
иого желтка, содержащую главным образом 
фосфатидилхолин (лецитин), выделяли ^по 
модифицированному методу Блая и Дайера. 
Липосомы формировали в буферном растворе 
(10 мМ Na 2 HР0 4 —HCI , рН 7,4) по методу 
Бэнгхема, как описано в работе |7|. Перед 
получением л с цити 11 х ол естср ии ов ы х л и носом 
к раствору фосфолипидов в петролейном эфи-
ре добавляли навеску холестерина так, чтобы 
молярное соотношение фосфолипидов и .холе-
стерина («Sigma», США) равнялось I : 2. 
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Кровь человека брали из пальца гепари-
низированной пипеткой. Эритроциты дважды 
отмывали центрифугированием в солевом бу-
ферном растворе (145 мМ NaCl, 10 мМ фосфат-
ный буфер, р Н 7,4) и доводили до концентра-
ции 10е клеток/мл. 

Раствор псоралена (получен от Н . К. Абу-
бакирова из Института химии растительных 
веществ А Н Узбекской ССР) в этаноле (3,3X 
X 1()~3 М) облучали при 366 им либо иа воз-
духе, либо после продувания раствора азотом 
с целью удаления кислорода (ртутно-кварце-
вая лампа сверхвысокого давления СВД-
120А; светофильтр «Hg Мои 365», Йена, ГДР ; 
толщина кюветы 0,1 см; 20 °С). Интенсивность 
УФ-излучения, составлявшая 60 Вт/м2, была 
измерена по Паркеру |2(. 

Влияние облученного псоралена на эри-
троциты изучали следующим образом. В 
3,5 мл суспензии эритроцитов, инкубирован-
ных при 37 °С, микрошприцем вводили (плав-
но в течение 30 с при интенсивном переме-
шивании суспензии магнитной мешалкой) 
35 мкл раствора псоралена. Аналогично вно-
сили раствор Ф О Н в суспензию липосом. 

Гемолиз регистрировали, измеряя мут-
ность суспензии при 630 им иа калориметре 
КФО-У.4.2, в кюветное отделение которого 
была вмонтирована магнитная мешалка. Ко-
лориметр был соединен с усилителем и само-
писцем для непрерывной записи кинетики 
изменения мутности. 

О проницаемости липосом для иоиов су-
дили по изменению мутности суспензии после 
введения в нее гипертонических растворов 
NaCl. Мембраны иемодифицированиых липо-
сом обладают высокой проницаемостью для 
молекул воды и низкой - - для ионов. Поэто-
му липосомы являются хорошими осмометра-
ми. При повышении концентрации солей в 
среде они сжимаются, что сопровождается 
увеличением мутности (уменьшением свето-
пропускания). Если в мембране образуются 
каналы проницаемости для ионов, то после 
добавления соли осмотическое сжатие липо-
сом уменьшается или совсем не происходит 
17]. 

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

Введение в суспензию эритроцитов 
этанольного раствора фотоокисленного 
псоралена вызывало гемолиз. При 37 °С 
кинетическая кривая гемолиза выходила 
на плато в течение 5 -10 мин. Если псо-
рален фотоокисляли более 2,5 мин, то 
лизировали все клетки. При дозах ме-
нее 2,5 мин лизировала только часть 
клеток. При дозах УФ-А-облучения псо-
ралена менее 1 мин гемолиз не наступал 
совсем. Гемолитический эффект обна-
ружил только ФОП, тогда как псорален, 
облученный в атмосфере азота (дозы до 
10 мин), гемолиза не вызывал. Долю 
лизировавших клеток после выхода ки-
нетической кривой на плато обозначали 
как амплитуду гемолиза. Зависимость 
амплитуды гемолиза от дозы облучения 
псоралена приведена на рис. 1. Кри-

0 2 

100 

50 

0 0.1 

Рис. 1. Зависимость амплитуды гемолиза, 
вызванного Ф О П (/) или дигитоиииом (2), 
от времени облучения псоралена или от кон-

це игра ци и д иг итои и на. 

П о оси аб сцис с — в е р х н я я шкала — время облучения 
п с о р алена (в мин); н и ж н я я шкала — к онцентр ация 
дигитонина (в мг/мл); по о си ординат — амплитуда 

гемолиза (в % ) . 

вая / фактически отражает зависимость 
степени гемолиза от концентрации ФОП, 
так как при использованных дозах об-
л у че и и я кол и чество 11 роду кто в фото-
окисления возрастало линейно с дозой 
УФ-А-излучения. Совершенно аналогич-
ные сигмоидные концентрационные за-
висимости гемолиза известны для са-
понинов 1101, сапогенинов, нейтраль-
ных стероидов [8.1 и полиеновых анти-
биотиков 191. В наших опытах воспроиз-
ведена зависимость амплитуды гемолиза 
от концентрации добавленного дигиго-
нима (см. рис. 1). 

Сапонины (к ним относится и дигито-
нин) образуют в мембранах эритроцитов 
крупные поры диаметром около 10 им 
[5]. Гемолитическое действие дигитони-
на является результатом высокоспеци-
фического взаимодействия с холестери-
ном мембран 191. На рис. 2 показано, 
что добавление дигитонина не влияло 
иа осмотические свойства не содержащих 
холестерин лецитиновых липосом. В то 
же время лецитинхолестериновые липо-
сомы в присутствии дигитонина утрачи-
вают свойство осмометров — способность 
сжиматься при добавлении в среду соли 
(см. рис. 2). Эти данные свидетельствуют 
о том, что если в мембранах липосом 
содержится холестерин, то их прони-
цаемость возрастает в присутствии ди-
гитонина. 

Ранее [1] при помощи К1-селективных 
электродов было установлено увеличе-
ние ионной проницаемости лецитинхо-
лестер и новы х ли посом в и р и сутств и и 
другого связывающегося с холестери-
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Рис. 2. Действие дигитонина на осмотиче-
ские свойства липосом (0,02 мг/мл) разного 

состава. 
А — лецитин холестериновые лилосомы: Б — леци-
тииовые липосомы. /- лмпосомы без дигитонина: 2 — 
ли носом ы. обработайные дп гитоп и пом. Стрелками 
ук а з аны моменты введения NaC l П о оси аб сцисс — 
время (в мим): по осп ординат — с в ет опр опу ск ание 

(в %). 

ном агента — голотурина А. В настоя-
щей работе показана применимость для 
этих же целей более простого метода -
измерения мутности при добавлении со-
ли. 

Изучено осмотическое поведение ле-
ц и т и н х о л е сте р и н о вы х липосом (рис. 3) 
после обработки их ФОП. Добавление 
к липосомам псоралена или ФОП не 
изменяло осмотических свойств липид-
ных везикул. Аналогичные результаты 
получены на лецитиновых липосомах. 
На рис. 3 показано сжатие липосом при 
введении в среду NaCl. Ранее 131 нами 
было показано, что обработка липосом 
фотоокисленным 8-метоксипсораленом 
приводила к увеличению отрицатель-
ного поверхностного заряда липосом и 
что способность вызывать окисление ли-
пидов липосом убывала для фотоокис-

0 5мчн 

Рис. 3. Кинетика изменения мутности сус-
п с из и и лед и т и т i х о лестер и нов ы х л и и осо м, 

обр а бот а и и ы х с]) Q Ц. 

К -1.5 мл су спензии липосом (0,02 мг/мл) в б уферном 
р а с т в о р е добавляли 1 1 мкл р а с т в о р а -'танола ( / ) . не-
облучеииого п с ор алена (.?). Ф О П (У) Стрелками ука-
заны моменты введения Ф О П u N a C I . П о оси ординат — 

п р о п у с к а н и е (в % ) . 

ленных фурокумаринов в ряду псора-
лен>ангелицин>8-метоксипсорален [4.1. 
Следовательно, хотя ФОП и вызы-
вает заметное окислительное поврежде-
ние липосомальпых мембран, но не при-
водит к увеличению их ионной прони-
цаемости независимо от наличия в их 
составе холестерина. 

Таким образом, можно предполагать, 
что механизмы гемолитического дейст-
вия дигитонина и ФОП различны. Ес-
ли дигитонин формирует каналы про-
ницаемости за счет образования высоко-
специфических комплексов с холесте-
рином, то ФОП, по-видимому, изменяет 
проницаемость мембран эритроцитов пу-
тем взаимодействия ие с холестерином, 
а с какими-то другими компонентами 
биомембран. 
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INFLUENCE OF P H O T O O X I D I Z E D PSORA-

LEN ON P E R M E A B I L I T Y OF L IPOSOMES 

AND ERY 'ГHRОСYTE ME/4ВRANES 

L. N. Bezdetnaya, A. / . Nagiev, A. Ya. Po-
tapenko 

11 Medical School, Moscow 

Hemolysis of erythrocytes was induced af-
ter addition of ethanol solution of photooxi-
dized psoralen, while the substance irradiated 
in absence of oxygen did not cause the cells 
hemolysis. The rate of hemolysis correlated 
with concentration of photooxidized psoralen 
in a sygmoid type. Similar concentration-
dependent effect has been known for digi-
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tonin. Digitonin elevated the ionic permeabi-
lity of lecithin-cholesterol liposomes but did 
not affect the permeability of lecithin lipo-
somes. Photooxidized psoralen did not ef-

fect apparently on liposomes of both types. 
These data suggest that hemolytic effect of 
photooxidized psoralen did not relate to the 
substance interaction with cholesterol. 

УД К 016. 12-005.4-07:616.155.25-008.939.15-39 

Л. В. Шатилина, М. Ф. Баллюзек, /5. С. Гуревич 

НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ 

ЛИПИДОВ ТРОМБОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ИШ ЕМ И ЧЕС КОЙ 

БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА 

кардиологии Минздрава РСФСР , ад 

Исследованиями последних лет пока-
зано, что тромбоциты играют важную 
роль в патогенезе ишемической болез-
ни сердца (ИБС) 16, 13]. Повышение 
адгезивной и агрегационной способно-
сти тромбоцитов приводит к механиче-
ско й обет р у к ци и ко р о и ары ы х ар те р и й, 
а выброс в плазму активированными 
тромбоцитами вазоконстрикторных сое-
динений — к их спазму. Активация 
тромбоцитов сопряжена также с измене-
нием липидного состава мембран и об-
разованием продуктов перекисного окис-
ления липидов (ИОЛ) [12], которые ока-
зывают на нее повреждающее действие 
[1]. Наиболее часто активность ПОЛ в 
тромбоцитах оценивают по накоплению 
малонового диальдегида (МДА) 1.15, 16], 
так как изменение содержания МДА 
хорошо коррелирует с кинетикой ре-
акции ИОЛ 151. Считается, что важную 
роль в системе антиокислительной за-
щиты клетки играет способность супер-
оксиддисмутазы (СОД) обезвреживать 
супероксидные анион-радикалы путем их 
дисмутации в перекись водорода и три-
плетный кислород [71. Антиоксидантная 
система препятствует как спонтанному, 
та к и hiщуцированному неспецифиче-
скими агентами свободно радикальному 
окислению липидов [3]. 

I Ъскольку взаимосвязь активации 
ПОЛ с антиоксидантной системой в 
тромбоцитах при сердечно-сосудистой 
патологии не изучена, мы попытались в 
настоящей работе исследовать соотно-
шение между активностью СОД и уров-
нем МДА у лиц с различными формами 
ИБС. 

М е т о д и к а 

Обследовано 32 мужчины в возрасте от 
40 до 60 лет. 12 пациентов страдали неста-
бильной стенокардией, 8 — острым инфарк-
том миокарда (обследованы в первые дни). 
Диагноз устанавливали на основании дан-

ных ЭКГ, лабораторного обследования и 
клинического наблюдения. Из терапии были 
исключены антиоксиданты, антиагрегаиты, ан-
тагонисты кальция. Контрольную группу 
составили 12 здоровых доноров. 

Тромбоциты выделяли из плазмы, бога-
той тромбоцитами, дифференциальным цент-
рифугированием [10]. Осадок тромбоцитов от-
мывали буфером Тироде р Н 6,2 следующего 
состава: 0,136 М NaCl, 2,7 мМ КС1, 0,4 мМ 
NaHP0 4 , 2 мМ. MgCI2, 5,6 мМ глюкоза и аль-
бумин — 3,5 мг/мл [8]. Отмытые тромбоциты 
ресуспеидировали в том же буфере, по с 
р Н 7,4 без альбумина и использовали в даль-
11е й ш и х э кс пер и мен та х. 

Образование в тромбоцитах МДА оцени-
вали по методу [161, используя в качестве 
прооксидантов Н А Д Ф - Н или аскорбиновую 
кислоту, а также ионы Fe2+. В состав инку-
бационной смеси входили: 50 мМ трис-НС1 
р Н 7,4, 1 мМ НАДФ-Н или 0,5 мМ аскорби-
новая кислота, 0,7 мМ FeS04 , 0,2 мМ Na4P207 . 

Активность СОД устанавливали по ме-
тоду, основанному па способности фермента 
ингибировать восстановление нитросинего 
тетразолия в присутствии Н А Д Ф - Н и фена-
зииметасульфата [14]. Величину активности 
рассчитывали по формуле: А—Т%/(100% — 
Т%) и выражали по приросту условных еди-
ниц на 1 мг тромбоцитарпого белка в 1 мин; 
Т% — величина торможения реакции восста-
новления нитросинего тетразолия в пробе за 
1 мин f i l l . Белок определяли микробиурето-
вьтм методом [41. 

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

Результаты исследования интенсивно-
сти ПОЛ тромбоцитов у больных ИБС 
приведены в таблице. Установлено, что 
концентрация МДА тромбоцитов в груп-
пе больных нестабильной стенокардией 
и острым инфарктом миокарда достовер-
но выше, чем у здоровых людей. Накоп-
ление МДА тромбоцитами больных, по-
видимому, осуществляется за счет уве-
личения скорости свободнорадикалы-ю-
го окисления липидов [91. 

Известно, что ПОЛ в различных био-
логических объектах резко усиливается 
в присутствии двухвалентного железа 
[1]. Мы исследовали зависимость на-
копления МДА в тромбоцитах здоровых 
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Интенсивность ПОЛ и активность СОД тромбоцитов у больных И ВС 

Исследуемый показатель Контроль 
Нестабильная 
стенокардия 

Острый инфаркт 
миокарда 

Концентрация МДА: 

без инициации, 4 моль иа 1 мг белка 
аскорбатзависимое инициирование, 4 моль 

на I мг белка за 10 мин 
НАДФ• Н-зависимое инициирование, 4 моль 

на I мг белка за 10 мин 
Активность сунероксиддисмутазы, иа 1 мг бел-

ка за I мин 

0,49 ±0,04 

3,50±0,41 

В, 11 ±0 ,43 

11 ,12±0,41 

1 ,28±0,12* 

5,46+0,33* 

15,35±0,69* 

6,03±0,51 

1,93±0,13* 

7,45±0,61* 

21,88±1,51* 

5,06+0,32* 

* /?<0,001. 

доноров от концентрации FeSO,, (рис. 1). 
Оказалось, что количество МДА посте-
пенно возрастает, приближаясь при кон-
центрации закисного железа 7-10~4 моль 
к насыщению. Для дифференциации фер-
ментативного и неферментативного ПОЛ 
в среду инкубации вводили НАД-Н 
или аскорбиновую кислоту. Перекисное 
окисление, индуцированное двухвалент-
ным железом как в присутствии НАД-Н, 
так и аскорбата, полностью завершается 
через 10 мин инкубации (рис. 2). Одна-
ко по ферментативному пути МДА в 
тромбоцитах образуется больше, чем 
по неферментативному. Одновременное 
введение в инкубационную смесь аскор-
биновой кислоты и НАДФ-Н приводит 
к резкому увеличению уровня АДДА 
до концентрации 11,9 нмоль МДА иа 
I мг белка. Это указывает на существо-
вание различных центров радикалообра-
зования в реакциях ферментативного 
(НАДФ-Н-зависимого) и нефермента-
т и в и о го (а с ко р б а тз а в и си м о го) перекис-
ного окисления фосфолипидов в тромбо-
цитах. Можно сделать вывод, что как 
при нестабильной стенокардии, так и 
при остром инфаркте миокарда имеет 
место преимущественная активация сво-
боднорадикальных процессов по фер-
ментативному пути. 

Сведения об уровне активности СОД 
при повышенном свободнорадикалыюм 
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- / / 
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окислении липидов достаточно противо-
речивы. 11ри термических поражениях, 
отравлениях амитриптилином, фосфор-
орган и ч ее к и м и соеди нен и я м и, с iютвор -
иыми и т. д. наблюдается повышение 
активности СОД в плазме, а при ишемии 
печени, почки, миокарда, скелетных 
мышц — снижение активности данного 
фермента |7|. 

I Доведенное исследование показало, 
что активность СОД тромбоцитов у 
больных нестабильной стенокардией и 
острым инфарктом миокарда была до-
стоверно ниже, чем в контрольной груп-
пе (см. таблицу). Установлена корре-
ляция между активностью СОД и на-
коплением ААДА В тромбоцитах (рис. 3). 
У здоровых людей выявлена положи-
те л ьная корреляционная связь между 
активностью СОД и уровнем МДА (г , 

I-0,699, /?<0,1), что, по-видимому, 
следует рассматривать как адаптивный 
механизм, направленный на постоян-
ную защиту клеточных структур и ста-
билизацию ПОЛ. В свою очередь на 
фоне активации ПОЛ в тромбоцитах при 
нестабильной стенокардии и остром ин-
фар кте м 11 о к арда 11 роисходит и 11 версия 
корреляционных взаимоотношений меж-
ду накоплением МДА и активностью 
СОД (г2 =—0,642, /;<0,05; г, -—0,726, 
р<С 0,1 соответственно). Можно пред-
положить, что при изменении концент-

Рис. I. Зависимость интенсив-
ности индуцированного ПОЛ 
тромбоцитов здоровых доноров 

от концентрации FeS04 . 

По оси абсцисс: концентрация 
I'eSO., (• I 0 4 М). Здесь и на рис. Ч 
и 3: по оси ординат: концентрация 
М Д А (и нмоль на I мг белка): к а ж 
дом точке соответствует среднее 

значение 1 опытов. 

Рис. 2. Зависимость интенсив-
ности ПОЛ тромбоцитов здоро-
вых доноров от времени ин-

кубации. 

П о к о с и абсцисс: время инкубации 
при 37 °С (в мин). 

J I L 
30 

6° 



Рис. 3. Зависимость между содержанием МДА 
и активностью СОД тромбоцитов человека в 
норме (а), при нестабильной стенокардии (б) 

и при остром инфаркте миокарда («). 

П о оси а б сцис с : активность С О Д (и усл. ед. в 1 мин 
на 1 мг белка ) . 

рации активных форм кислорода и их 
перекисных соединений при ишемии, 
тромбоциты по типу кардиомиоцитов 
теряют часть ферментного белка в ре-
зультате повреждения мембраны. Это 
свидетельствует о необходимости вве-
дения больным экзогенных антиокси-
дантов для предотвращения дальнейшей 
активации ПОЛ. 

Таким образом, приведенные данные 
подтверждают мнение об универсальной 
роли усиления процессов ПОЛ в пато-
генезе целого ряда заболеваний [1]. 
Обнаруженная корреляция между кон-
центрацией МДА и активностью СОД 
свидетельствует о взаимосвязи этих по-
казателей с клинической картиной за-
болевания . Изучение данных парамет-
ров может быть использовано для прог-
нозирования тяжести течения нестабиль-
ной стенокардии и острого инфаркта 
миокарда, а также при оценке эффек-
тивности тер а п и и п репа ратам и, i юдав-
ляющими ПОЛ, в частности антиокси-
да нта ми. 
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SOME PATTERNS OF L I P I D PEROX IDAT I-

ON IN THROMBOCYTES OF PATIENTS 

W I T H H E A R T ISCHEMIC D ISEASE 

L. V. ShaliUna, M. F. Ballyuzek, V. S. Gu-
revich 

Institute of Cardiology, Ministry of Publ ic 
Health of the RSFSR, Leningrad 

Interaction between lipid peroxidation ac-
tivation and the antioxidant system was stu-
died in thrombocytes of patients with cardio-
vascular pathology. Positive correlation bet-
ween superoxide dismutase activity and rna-
lonic dialdehyde content was found in healthy 
persons, while in patients with unstable ste-
nocardia and acute myocardial infarction an 
inversion of the correlation parameters occur-
red. The data obtained may be used for prog-
nosis of heart ischemic disease development. 

У Д К в 16.899-053.2-07:1616.153.1:577.152.1431-074 

Э. 10. Мисионжник, M. А. Вартапетян, H. Ф. Typoea 

К АМИНОКСИДАЗНОЙ АКТИВНОСТИ СЫВОРОТКИ КРОВИ 

У ДЕТЕЙ С ИНТЕЛЛЕКТУАЛЬНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ 

Московский Н И И психиатрии Минздрава РСФСР , Москва 

В формировании психической наголо- мости изменению активности ключевого 
гии немалое место отводится нарушению фермента их метаболизма — моиоамм-
метаболизма биогенных аминов, в част- ноксидазы 141. Имеются эксперимеиталь-
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пые л клинические наблюдения, свиде-
тельствующие об определенной взаимо-
св я з и м еж ду а м и но кс и да зной а кт ив но -
стыо и состоя и нем и нтеллектуал ьной 
сфер ы 110- 121. Немал а я рол ь в ка-
честве фактора риска интеллектуальiюй 
недостаточности отводится перинаталь-
ной патологии 161, которая, очевидно, 
оказывает влияние на амииоксидазную 
активность. К настоящему времени об-
наружено несколько форм аминоксидаз, 
отличающихся по субстратной специфич-
ности п действию ингибиторов 1.3, 13]. 

В задачу настоящей работы входило 
и сследоваи ие а ктив iюсти ами iю ксидазы 
сыворотки крови детей с разной сте-
пенью и и тел л екту а л ь ной недостаточ мо-
сти, обусловленной в высокой степени 
перинатальной патологией (недоношен-
ност I >, то кс и коз бе реме н i юсти, родова я 
асфиксия, алкоголизм матери) и изуче-
ние изменений активности фермента под 
влиянием лечения препаратами метабо-
лического действия (энцефабол, нэотро-
пил). В доступной литературе мы не 
встретили аналогичных работ. Одновре-
менно проводилось экспериментальное 
изучение изменений амииоксидазной ак-
тивности в развивающемся мозге жи-
вотных с перинатальной патологией и 
возможностей их коррекции ноотропи-
лом. 

Знание особенностей изменения ами-
иоксидазной активности под влиянием 
патологии и фармакологических средств 
может в определенной мере способство-
вать разработке патогенетически более 
обоснованной терапии и критериев прог-
ноза. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служила сыворот-

ка крови 74 детей 7—11 лет с разной сте-

пенью интеллектуальной недостаточности, на-

блюдавшихся в стационаре Московского Н И И 

психиатрии Минздрава Р С Ф С Р . У 12 боль-

пых в анамнезе отмечена недоношенность 

(7 человек с 1-й степенью недоношен мости и 

5 — со 2-й). У 6 детей этой группы наблюда-

лась пограничная интеллектуальная недо-

статочность ( П И Н ) , у б — олигофрения в сте-

пени дебилыгости. 10 больных с олигофрени-

ей составили группу с так называемым алко-

гольным синдромом плода. Контрольная груп-

па состояла из 9 доношенных больных детей 

с иной перинатальной патологией (асфиксия, 

токсикоз беременных и др.). В этой группе 

олигофрения отмечена у 4 больных, П И Н — 

У 5. 

Для терапии рассматриваемого континген-

та больных использовали энцефабол [бис-(2-

метил-3-окси-4-оксиметил-5 - метил - пиридил)-

дисульфида дигидро-хлорид] или поотропил 

12-оксо-1 -пиррол идин-ацетамид]. Препараты 

давали per os. 

Среди обследованных больных 24 челове-

ка (9 с П И Н и 15 с олигофренией) получа-

ли энцефабол (суточная доза 300 мг), 19 

(6 — П И Н , 13 —олигофрения ) — ноотропил 

(пирацетам; суточная доза 1200 мг). Курс ле-

чения обоими препаратами 40—50 дней. Ис-

следования проводили в динамике: до лечения 

(фон), в процессе терапии, 20—30 дней от ее 

начала (пик) и после отмены терапии, обычно 

через 7 дней. Активность аминоксидазы сы-

воротки крови определяли по методике А. И . 

Балаклеевского [1]. Кровь брали в утренние 

часы из локтевой вены, натощак. 

Экспер и мента л ьные исследования выпол-

нены и а 194 белых нелинейных крысах. Од-

нократную антенатальную гипоксию вызыва-

ли по методике [9]. Ноотропил вводили перо-

рал ьно из расчета 48 мг иа 1 кт массы тела, 

начиная с 14-дневного возраста и до забоя 

животных. Исследовали мозг 30- и 60-диев-

пых животных после их декапитации. Мито-

хондрии из коры и ствола мозга крыс выде-

ляли методом дифференциального центрифуги-

рования. Активность моноаминоксидазы (МАО) 

митохондрий (субстрат серотоиии) определя-

ли по количеству выделившегося аммиака, с 

реактивом Несслера 1.51 и выражали в нано-

молях на 1 мг белка в 1 мин. Содержание 

белка определяли по Лоури 1.14]. Полученные 

данные обрабатывали методами вариационной 

статистики по Стыодеиту. 

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

Результаты исследова ни я показывают 
(табл. 1), что активность аминоксидазы 
сыворотки крови может в определенной 
мере находиться в соответствии со сте-
пе н ыо и нтелле ктуа л ь но й недостаточ ио -
сти. Более выраженный интеллектуаль-
ный дефект сопровождался более низ-
кой активностью фермента (олигофрения 
в сравнении с ПИН) независимо от пе-
ринатальной патологии. 

Т а б л и ц а 1 

Активность аминоксидазы сыворотки крови 

(в нмоль бензальдегида на 1 мл сыворотки в 

1 ч при 37 °С, субстрат-бензиламин) у детей с 

интеллектуальной недостаточностью 

Группа обследова II-
II ы X пин О л и г о ф р е н и я 

Дети с недоношен-
ностью в анамне-
зе (п = 12) 

Доношенные дети с 
перинатальной 
патологией (конт-
роль; п — 9) 

Дети с алкоголь-
ным синдромом 
плода (п = 10) 

10 ,8±0,50 

9 ,32±1 ,35 

6 ,66±1 , 66* 

6 ,25±0,95* 

6 ,00±1 ,09 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечены вели-
чины, достоверно отличающиеся от группы де-
тей с ПИН . В скобках — число обследованных. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние ноотропила на активность МАО 
(в нмоль NH;, на 1 мг белка в 1 мин; 37 °С, 

субстрат—серотонин) митохондрий развиваю-
щегося мозга крыс с перинатальной гипоксией 

Обследованные 
К о р а Ствол группы К о р а Ствол 

30-дневные животные 

Контроль 2 ,11±0,10 2 ,53±0,05 
Гипоксия 0,80±0,20* 0,68±0,14* 

Гипоксия+ноотро-
пил 0,60+0,07* 0,60±0,062* 

60-дневные животные 

Контроль 1,55±0,09 1,52±0,18 
Гипоксия 0,80±0,27* 1,13±0,51 
Гипоксия+ноотро-

пил 0,43±0,10* 0,30 ±0,056* 
Ноотропил 1,36±0,27* 0 ,80±0,10* 

П р и м е ч а и и е. В каждой группе от 20 до 
40 животных; каждая величина — среднее из 
6—10 определений на объединенных навесках 
тканей от нескольких крыс. Звездочкой отмече-
ны величины, статистически [достоверно отли-
чающиеся от контроля. 

При этом, как показано ранее [8Jf 

у детей с олигофренией катаболизм ка-
техоламинов (дофамина, адреналина и 
норадреналипа) в их конечные продукты 
(гомова мили новую и ва и и л илм и н да л ь-
ную кислоты) происходит на значитель-
но более низком уровне, чем у детей с 
ПИН, что также может косвенным об-
разом свидетельствовать о разной ак-
тивности ферментов, катаболизирующих 
биогенные моноамины, в том числе МАО. 

Экспериментальные исследования, ре-
з у л ьта ты к ото р ы х п р е дета в л е н ы в 
табл. 2, также свидетельствуют в поль-
зу указанного предположения, посколь-
ку под влиянием антенатальной ги-
поксии активность МАО коры мозга 
крыс снижалась на протяжении относи-
те л ь н о дл и тел ь но го и и те рвал а ж и з н и. 

У интактных животных с возрастом 
активность МАО обоих отделов мозга 
снижалась. При этом имевшие место 
в 30-дневпом возрасте региональные раз-
личия сглаживались. 

Применение с терапевтической целью 
энцефабола в группе больных с интел-
лектуальной недостаточностью даже при 
и ал и ч и и удов л етво р и тел ь ного те р а пев -
тического эффекта не оказывало влияния 
на активность аминоксидазы сыворотки 
крови (табл. 3). При слабом терапевти-
ческом эффекте отмечалось снижение 
активности с последующим восстановле-
нием ее до фоновых значений после от-
мены препарата. Вследствие этого у 
больных со слабым терапевтическим эф-
фектом в период лечения энцефаболом 
активность аминоксидазы была досто-
верно ниже, чем у пациентов с удовлет-
ворительным терапевтическим эффектом 
(/?<(),05). Эти данные позволяют рас-
сматривать аминоксидазную активность 
сыворотки крови на пике лечения этим 
препаратом как показатель, который 
может быть использован для прогноза 
результатов терапии. 

Лечение ноотропилом (см. табл. 3) 
сопровождалось снижением активности 
аминоксидазы. При этом терапевтиче-
ский эффект был слабым. Применение 
ноотропила у экспериментальных жи-
вотных либо не давало эффекта (в слу-
чае 30-дневных животных), либо спо-
собствовало еще большему снижению 
активности фермента, как это наблюда-
лось у 60-дневных животных с антена-
тальной гипоксией и интактных (см. 
табл. 2). Несмотря на то что ноотропил 
считается признанным антигипоксантом 
12.1, полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что он не способен регу-
лировать нарушенную под влиянием 
антенатальной гипоксии активность ами-

Т а б л и ц а 3 

Изменение активности аминоксидазы сыворотки крови (в нмэль бензальдегида ма 1 мл сыворотки 
в I ч при 37 С, субстрат — бензиламин) под влиянием лечения у детей с интеллектуальной не-

достаточностью 

Препарат Пик лечения Отмена препарата 

Энцефабол; 

больные с удовлетворительным то-
ра п с вт и чес к и м эффе кто м 

больные со слабым терапевтиче-
ским эффектом 

Ноотропил 

8,70±1,84 (9) 

9 ,33±1,04(15) 
8,15±1,02(18) 

8 ,49±0,97 (10) 

5 ,77±0,55* (13) 
4 ,47±0,40* (19) 

9 ,75±0,76(7) 

8,20±0,85(13) 
3,70±0,32* (18) 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечены величины, отличающиеся достоверно от фона. 
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иоксидазы, на что указывает и отсут-
ствие терапевтического эффекта при его 
применении у детей с олигофренией. 

Снижение активности аминоксидазы 
сыворотки и МАО мозга под влиянием 
I юотро п ил а, я в л я юг i ie гос я 1i и к л и чес к и м 
аналогом ГАМК, можно предположи-
тельно объяснить, исходя из данных 
Н. А. Корень и соавт. 1.7.1, о способ-
ности ГАМК слабо иигибировать МАО 
(субстрат — бензила мин) в мозге жи-
вотных. 

Таким образом, проведенные иссле-
дования выявили определенную взаимо-
связь между степенью интеллектуаль-
ной недостаточности и активностью ами-
ноксидазы сыворотки крови. Отмечена 
взаимосвязь между терапевтическим эф-
фектом при ведении детей с интеллекту-
альной недостаточностью на препаратах 
метаболической терапии и активностью 
ам и иоксидазы сыворотки крови. 

Показано, что антенатальная гипок-
сия приводит к снижению активности 
МАО митохондрий развивающегося в 
постнатальном онтогенезе мозга крысят. 

Применение ноотропила как в экспе-
рименте, так и в клинике приводило к 
сии же 11 и ю а м и I ю кс и да зной а кти в ности, 
что ставит вопрос о необходимости под-
бора соответствующи х коррекционных 
мероприятий при терапии этим препа-
ратом . 
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AMINE O X I D A S E ACTIVITY IN BLOOD 
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DEF IC IENCY 

E. Yu. Misionzhnik, M. A. Varlapelyan, 
N. F. Turova 

Institute of Psychiatry, Ministry of Public 
Health of the RSFSR, Moscow 

Correlation between a degree of mental 
deficiency and an activity of amine oxidase in 
blood serum as well as therapeutic efficiency 
of encephabole were found in children with 
mental deficiency of v arious genesis. Nootro-
p i l decreased the blood serum amine oxidase 
activity in the patients as well as the drug 
lowered the monoamine oxidase activity in 
brain mitochondria of young rats with ante-
natal hypoxia. 
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ДИНАМИКА КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ СУММАРНЫХ 

И ИНДИВИДУАЛЬНЫХ ФОСФОЛИПИДОВ МЕМБРАН 

ЭРИТРОЦИТОВ БЕЛЫХ КРЫС В РАЗЛИЧНЫЕ СТАДИИ 

СТРЕССОРНОЙ РЕАКЦИИ ОРГАНИЗМА 

Ереванский медицинский институт, Институт биохимии АН Армянской ССР 

Фосфолипидный бислой биологической 
мембраны имеет важное значение для 
нормального развития в ней многочис-
ленных физиологических процессов 111, 

121. Особого внимания заслуживают мем* 
бра нос в я з а и н ы е лип и дз а в и с имые и л и -
пидсодержащие ферменты II, 21. Из-
вестна их чувствительность к отклоие-
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 

Острый и повторяемый ИМС сопро-
вождается заметным активированием 
процессов СРО липидов в мембранах 
эритроцитов (табл. 1). При остром ИМС 
степень увеличения количества МДА 
оказалась различной в зависимости от 
прдолжительности иммобилизации. При 
повторяемом ИА^С также наблюдали ак-
тивирование процесса СРО. При 40-

cj 

пиям от существующих в норме фосфо-
л и и и д-фосфол и п ид11ы х (Ф JI - Ф Л) соотно-
шений, например при патологических 
состояниях, сопровождающихся повы-
шением интенсивности процессов сво- 03 

боднорадикальиого окисления (СРО) ли-
пидов [41. Весьма важно изучение ме-
ханизмов воздействия продуктов липид-
пой пероксидации на биологические мем-
браны 17—10, 16], в частности при 
стрессорной реакции, развивающейся 
при действии различных экстремальных 
факторов среды. 

Целью настоящего исследования было 
изучение закономерностей количествен-
ных сдвигов суммарных и индивидуаль-
ных ФЛ, общего холестерина (ХС), ко-
эффициента отношения содержания ХС 
к ФЛ (ХС/ФЛ), интенсивности СРО ли-
пидов, уровня эндогенного а-токоферола 
(Т) в мембранах эритроцитов при ост- х £ 
ром и хроническом (повторяемом) стрес- * 5 
се. 

М е т о д и к а 

Им мобилизационный стресс (ИМС) вы-
зывали, как описано в работе |19], острый 
стресс — с помощью 30- и 150-минутной им-
мобилизации, повторяемый — путем ежеднев-
ной однократной иммобилизации животных в 
течение 150 мин иа протяжении 5 и 40 дней. 

Мембраны эритроцитов изолировали, очи-
щали и идентифицировали по [20], Ф Л экстра-
гировали по [18], фракционирование их осу- ^ 
ществляли методом одномерной восходящей 
хроматографии иа бумаге Filtrak-FN-II (ГДР) , 
пропитанной кремниевой кислотой |22|, в 
модификациях [15] и [6]. 

Об интенсивности течения процессов С Р О 
липидов судили по выходу малонового диаль-
дегида (МДА) в ферментативной — Н А Д Ф - Н 
(НЗП) и иеферментативиой — аскорбатзависи- 3 5. 
мой (АЗП) системах переокисления липидов о. s 
[31. Об изменениях проницаемости мембран = s 
эритроцитов судили по состоянию суммарной m 
пероксидазной активности (СПА) и актив- х 
иости глюкозо-6-фосфатдегидрогеиазы (Г-6- = 
ФД) в плазме крови [5, 13]. Определение об- о. 
щего Х С проводили по [14], белка — п о 
|21|, Т в мембранах эритроцитов и плазме s 
крови — по |17] с использованием флюорес- м 

цеитиого флюорометра фирмы «Hitachi» ш 
(МР-2А). § 

< о. 
с 

s t 
аз н 

н X 
ed 

с 
е-

о 
а. 
и 

* 
X * X i.O 
i , , 

СО — со ю 
о —1 1 о\ 
ю 1 

1 
4 'СО с СО Tf СО с 
—; О —1 сч 

и О о о о 
У S +1 +1 -н -1-1 
<и — СО СО г-. 
с. о СО h- CD со 

Tt" О CN о ^f о\ 
5= СО см 

<й 
к 
о. * 
о * * 
н Tf 
Ш CN ю 
о S О) со С4 
С о 

ю ++ ! 
—1 •—S— - CD 
с СТ- 00 СЧ ю 
с О О —1 о 
у о о о о 

-1-1 -н +1 +1 S f— ОО — СЧ 
ю со СО С7> 

LO СО СМ 

* 

СО * 

ж ж СО 
ОО 

у — GO тГ у тг CD 
1 1 

s 
_j 

1 
-—' -—• ОО " — 

».o h- СО 
o\ — О о 

0 о о О о 
ю -н -н -И -н 
—" О — — -г 

г- • ОО О) 
о h- Tf тГ 
о. н сч CN 
о 

о. * н * 
* 

о •Х- '-О ОО * ОО 4J ' СО —« О 
Ю ! сч CN 

S СЧ ̂  + + 
X +аГ +аГ 

—. I.O 
А — о —• — 
о о о о о СО 

+1 -н -Н -н 
ОО ОО ОО 

Tf со 
СЧ 

I.O 

0\ со СО 

ОО (D со 
LO СО ю ОО 

л О о о о 
о о о о О а. н -н -н -1-1 -н X 
о оо 00 X 
о сг> ^г ю О) 

— сч со сч 

а» 
3 
X 
CU 
(Я 
х 5 

J3 с с 
S 
00 
аз 

§ - 1 
t f 

со со 

S 
00 
аз 

О- ^ <и н <Х с <Т) S 
сз 

X о 
с 

н 

М О) ^ 
« ъ о 
l £ 
с g s
 X х 

* 3 £ 

о 
О-(V 
•е-
о 'X 

О о a 
а 

о О о a 
а 

н 

и « 

3 В-сы мед. химии № 2 



ст. 
о 

Т а б л и ц а 2 

Содержание суммарных фосфолипидов (в мкг липидного ф о с ф а т а на I г с ух ого о статка мембран э ритр оцито з ) . холестерина (в мчг на 1 мг белка) в э ритр оцитарных мембр анах 
при о стром и повторяемом стрессе 

Острый стресс Повторяемый стресс 

Показатель Контроль 
30 мин И М С 150 мин И М С 5 И М С по 150 мин 4 0 И М С по 150 мин 

Сумма Ф Л 
Общий Х С 
Х С / Ф Л 

9 6 7 , 2 3 ± 7 . 2 3 
5 0 , 6 5 ± 1 , 3 8 

0, 05 

2 5 5 8 , 5 3 ± 8 , 2 7 ( + 1 6 4 , 5 ) * 
55 , 32 ± 0 , 19 ( + 9 , 2 ) * 

0 , 02 ( - 6 0 ) 

1 379 , 56 ± 5 , 2 ( + 4 2 , 6 ) * 
79 , 4 ± 0 , 4 ( + 5 6 , 7 )* 

0 , 0 5 7 ( + 1 4) 

8 33 , 8 ± 7 , 5 ( — 1 3 , 8 ) * 
8 2 , 8 4 + 1 , 4 ( + 6 3 , 5 ) * 

0 , 099 ( + 98) 

1645 , 7 ± 1 2 , 18 ( ± 7 0 . 1 ) * 
2 9 , 0 1 ± 0 , 4 6 ( — 4 2 , 1 ) * 

0 , 0 1 7 ( - 6 6 ) 

Т а б л и ц а 3 

С одержание Ф Л (в мкг липидного ф о с ф о р а на 1 г с у х о г о о статка мембран эритроцитов ) при о стр ом и повторяемом стре с с е 

Острый стресс Повторяемый стресс 

Показатель Контроль 
30 мин И М С 150 мин И М С 5 И М С по 150 мин 4 0 И М С по 150 мин 

Л Ф Х 

М о н о ф о с ф о и н о з и т 
Сфингомиелин 
Ф о с ф а гидил хол и н 
Ф С 
Нейтральные 
К Ф Л 
Отношение Н Ф Л / К Ф Л 
Суммарные Ф Л 

1 87 , 3 ± 0 . 9 
2 23 , 35 ± 5 , 9 5 
14 3,18 + 2,2 
3 3 6 , 3 3 ± 6 . 7 

7 7 . 0 5 ± 2 , 3 3 
6 6 6 , 8 2 ± 9 , 9 
3 0 0 , 4 1 ± 8 , 2 9 

2 , 2 
9 6 7 , 2 3 ± 7 , 2 3 

421 . 6 3 ± 7 , 3 ( + 125 ) * 
3 6 9 , 7 8 ± 4 . 5 8 (-1-65.6)* 
576 . 77 ± 1 . 9 8 ( + 3 0 2 . 8 ) * 
927 , 01 ± 3 . 19 ( 4 - 1 7 5 ) * 
263 . 32 + 1 , 83 ( 4-24 1 )* 
1 9 2 5 , 4 ± 1 2 , 4 ( 4 - 1 8 8 , 7 ) * 

633 , 1 ± 6 , 4 ( + 1 1 0 , 7 ) * 
3 (4-36) 

2558 , 53 ± 8 , 27 ( + 164 , 5 ) * 

2 5 3 , 8 4 ± 5 , 15 ( + 36 , 5 ) * 
21 1 , 4 ± 3 , 47 ( — 5 . 4 ) * 

3 1 2 . 9 3 ± 4 , 4 8 ( + 1 1 8 , 5 ) * 
4 1 7 , 12 ± 3 , 8 4 ( — 2 . 4 ) * 
181 , 68 ± 6 , 2 ( + 136)* 
9 8 3 , 8 9 ± 4 , 5 ( + 4 7 . 5 ) * 

3 9 5 , 6 ± 9 , 7 ( + 31 . 7 ) * 
2 , 4 8 ( + 1 2 . 7 ) 

1 379 , 56 ± 5 , 2 ( + 4 2 , 6 ) * 

1 99 , 82 ± 4 . 3 ( + 6 . 7 ) * 
1 1 0 . 4 6 + 3 , 3 ( — 5 0 . 5 ) * 
1 6 2 , 8 4 ± 1 , 89 ( + 1 3 . 7 ) * 
2 83 , 37 ± 4 . 2 ( — 1 5 , 7 ) * 

7 7 , 3 6 ± 2 , 4 ( — ) 
6 4 6 , 0 3 ± 1 0 , 4 ( — 3) 
1 87 , 82 ± 5 , 7 ( — 3 7 , 5 ) * 

3 , 4 4 ( + 5 6 , 4 ) 
833 , 86 ± 7 , 5 ( — 1 3 , 8 ) * 

322 , 36 ± 3 , 9 ( + 72 ) 
19 7 , 58 ± 2 , 3 6 ( I 1 
342 , 08 ± 3 , 67 ( + 138 
677 , 85 ± 4 . 0 2 ( + 1 0 1 
1 0 5 , 85 ± 2 , 36 ( + 37 . 
134 2 , 3 + 1 1 , 6 ( + 101 

303 , 4 ± 2 . 9 ( — ) 
4 , 4 2 ( + 100 . 9) 

1 6 4 5 , 7 ± 1 2 , 1 8 ( + 7 0 

5) * 
, 9 ) * 
, 5 ) * 
3)* 
, 3 ) * 

, 15)* 

Т а б л и ц а 4 

Активно сть СОД кроЕИ (в ед. активности на 1 мг белка) , СПА (в ед. опт. пл. на 1 мл плазмы), активность Г-6-ФД (в нмоль Н А Д Ф Н на 1 мл плазмы в 1 мин) при остром 
и повторяемом стре с с е 

Показатель Контроль 

Острый стресс П овт о р я емый стрес с 

Показатель Контроль 
30 мин И М С 150 мин И М С 5 И М С по 150 мин 4 0 И М С по 150 мин 

V 

с о д 
С П А 
Г - 6 - Ф Д 

3 3 , 7 5 ± 0 , 9 7 
1 0 , 5 9 ± 1 . 0 9 8 

3 , 4 ± 0 , 0 7 

3 6 , 4 7 ± 1 , 18 ( + 8} 
4 1 . 1 6 ± 3 , 03 ( + 288 ) * 

1 8 ± 1 ,34 ( + 429 ) * 

1 5 , 94 ± 0 , 6 ( — 5 2 , 7 ) * 
1 9 , 2 8 + 1 , 3 ( + 82 ) * 

32 ± 1 , 2 ( + 84 1 )* 

26 . 98 ± 0 , 97 ( — 2 0 , 3 ) * 
3 2 , 14 ± 2 , 5 2 ( + 203 ) * 

24 ± 2 ( + 605 ) * 

2 5 , 9 1 ± 1 . 0 3 ( - 2 3 , 3 ) * 
2 0 , 07 ± 1 , 7 9 ( + 8 9 , 5 ) * 
1 4 , 7 2 + 0 . 4 6 ( + 3 3 2 , 9 ) * 



кратной иммобилизации выход /МДА 
продолжает нарастать лишь в АЗП, 
а в НЗП отмечается тенденция к спаду. 

По на ш и м да и 11 ы м (см. та б л. 1), у р о -
вень Т в плазме крови при этом посте-
пенно снижается вплоть до 5-го ИМС. 
Интересно отметить, что количество ан-
тиоксиданта в мембранах эритроцитов 
компенсаторно, по-видимому, нараста-
ет при 30 мин ИМС. По мере увеличения 
числа ИААС, вплоть до 40, убыль содер-
жания Т обнаруживается не только в 
плазме крови, но и в мембранах эрит-
роцитов. 

Описанные нарушения развиваются 
на фоне изменений содержания ФЛ мем-
бран эритроцитов (табл. 2). При остром 
стрессе (30 мин ИМС) отмечено статисти-
чески достоверное увеличение содержа-
ния суммарных ФЛ приблизительно на 
164,5%. При 5-кратном ИМС уровень 
суммарных ФЛ падает по сравнению с 
контрольным приблизительно на 13,8%. 
Коэффициент ХС/ФЛ затем нормали-
зуется и в дальнейшем превышает нор-
му, демонстрируя картину волнообраз-
ности в соответствии с кривой коли-
честве н н ы х и з ме не и и й к а к сумм а р и ы х 
ФЛ, так и общего ХС. 

Нами было показано увеличение со-
держания в мембранах эритроцитов ли-
зофосфатидилхолинов (ЛФХ; табл. 3) 
только при остром ИМС. 

Аналогичные закономерности отмече-
ны при исследованиях фосфатидилсери-
иов (ФС) как кислых фосфол и пидов 
(КФЛ) мембран эритроцитов. Мы обна-
ружили увеличение уровня ФС в мем-
б>р а на х эр итр о i;ито в э кс пер и ме i гга л ь 11 ы х 
животных, переживающих состояние 
острого стресса. При повторяемом стрес-
се отмечается нормализация уровня ФС. 
Однако декомпенсироваиные формы хро-
нического стресса сопровождаются пов-
то р и ым воз р а ста и ие м со де р жа и и я ФС. 

Важными показателями мембраноли-
тического эффекта, развивающегося 
при стрессорной реакции организма, 
могут быть изменения активности су-
пероксиддисмутазы (СОД) в цельной 
крови, а также СПА и Г-6-ФД в плазме 
крови. По нашим данным (табл. 4), 
СОД оставалась в пределах контроль-
ных величин только при 30 мин ИМС. 
В остальных случаях обнаруживали за-
метное понижение активности СОД, что 
в целом хорошо согласуется с состоя-
нием животного. Что касается уровней 
CI IA и активности Г-6-ФД, то при 
всех изученных формах ИМС обнару-

живается их увеличение в плазме крови. 
Таким образом, стрессорные реакции 

организма (как остро протекающая, так 
и хроническая) характеризуются су-
ществе н и ым и нар у ше н и я м и ком пенса-
то р но - п р испособител ь мы х фу н кци й о р -
ганизма. Полученные результаты гово-
рят об отчетливых отклонениях в кар-
тине филогенетически стабилизирован-
ного постоянства соотношений ФЛ-ФЛ, 
что, как уже отмечалось, имеет сущест-
венное значение в предопределении нор-
мального течения ряда физиологических 
функций организма. В молекулярном 
механизме этих нарушений фигурируют 
многие факторы, среди которых наи-
большего внимания заслуживает факт 
активирования фосфолипазы А2. Об этом 
свидетельствуют, с одной стороны, ак-
тивация процессов СРО липидов, воз-
можная лишь при увеличении пула не-
эстерифицированных жирных кислот 
процесса, катализируемого фосфолипа-
зой А2, С другой — параллельное воз-
растание содержания ЛФХ . Липидные 
перекиси обладают мощным мембрапо-
литическим эффектом, проявляющим от-
р и цате л ь и у ю роль п р и э кст р ем а л ь и ы х 
состояниях организма, в том числе при 
стрессорных срывах. Наличие отмечен-
ных факторов, а также нарушение це-
лостности клеточной мембраны в соче-
тании с резким падением фона антира-
дикальных систем защиты клетки — 
уменьшением уровня эндогенного Т, ак-
тивности СОД-выступают в роли тех 
патогенетических факторов, которые не-
р ед ко я в л я юте я при ч и i ю й серьез и ы х 
дисфу н к ци й. Вы ше из ложе и i юе я в л яетс я 
объективной основой совершенствовании 
мероприятий по предотвращению даль-
нейшего усугубления стрессорной ре-
акции организма. Среди них первосте-
пенное значение отводится мерам, спо-
собствующим сохранению и восполне-
нию утраченных компонентов антиради-
кал ьной защиты клетки. 
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7-1ЛУГАМИЛТРАНСПЕПТИДАЗЫ ПРИ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ 

Челябинский медицинский институт, Областной ожоговый центр при медсанчасти 
металлургического комбината, Челябинск, Институт биологической и медицинской 

химии АМН СССР, Москва 

Разработка новых энзиматических те-
стов для объективизации оценки тече-
ния и прогноза ожоговой болезни явля-
ется актуальной задачей клинической 
биохимии. В литературе имеются све-
дения об изменениях при ожогах ак-
тивности аминоксидаз крови не только 
экспериментальных животных [13], но 
и людей 1141. В клинике термических 
пор а же н и й о п р еде л я л и так же а кт и в -
ность сывороточной 7-глутамилтранс-
пептидазы (ГТП) 1121. Неизвестно, од-
нако, можно ли использовать получае-
мые результаты для оценки тяжести 
поражений и прогнозирования возмож-
ных исходов ожоговой болезни. Настоя-
щая работа была предпринята в целях 
получения ответа на эти вопросы. 

М е т о д и к а 

Активность аминоксидаз и ГТП определя-
ли в сыворотке крови 32 здоровых допоров 
в возрасте от 20 до 59 лет (16 мужчин и 16 
женщин) и 72 пациентов (37 мужчин и 35 жен-
щин) с различными но локализации, глубине 
и площади термическими ожогами. Условно 
различали 3 группы пациентов в зависимости 
от величины индекса Франка — суммы утро-
енной площади глубокого ожога и площади 
поверхностного ожога — характеризующего 
степень тяжести ожоговой травмы (разделе-
ние на группу представлено в табл. 1) |9). 
У 4 пациентов, отнесенных к 3-й группе, бы-
ли диагностированы сопутствующие ожоги 
дыхательных путей. Летальность в этой груп-
пе была максимальной (32%); течение заболе-
вания осложнялось сепсисом, желудочно-
кишечными кровотечениями, психозами, гной-
ными артритами, остеомиелитами и т. д. 

Пробы венозной крови для определения 
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Т а б л и ц а I 

Группировка пациентов по степени тяжести ожоговой травмы 

с * 

В о з р а с т , годы 

20 - 39 4 0 59 старше 00 ST3 
jo я 
О с 

м. 6 5 3 
ж . 9 2 2 
м . 4 5 3 

ж . 3 6 3 

м . 5 4 2 

ж . 4 6 нет 

о 
о га * * 
о» г: 
П то х О. 
SO 

Тран с амииа зы кро-
пи, ммоль/л/ч 

Х а р а к т е р и с т и к а ожогов . 

1-Я 

2-я 

3-я 

27 

24 

2 1 

1 0 — 2 0 

20 40 

60—120 

0 ,3—0,8 

0,5 1 ,0 

0 ,8—1,3 

0 ,5—1 ,0 

0 ,9—1 ,7 

I ,2—1,8 

11 р и м е ч а и и е. Активность трансамииаз была исследована через 1-
ния пациентов в стационар. 

11оверхностные, огра-
ниченные 

Глубокие, ограничен-
ные или поверхност-
ные обширные 
Глубокие, обширные 

-3 сут после посту пле-

крови определяли биуретовым методом [6]' 

активность трансамииаз крови — модифици" 

ровапиым колориметрическим методом |4|. 

Рез у л ьтат ы об р а б а т ы в ал и ста ти с ти чес к и 

по не параметр и чес ким критериям |3| и при 

помощи методов вариационной статистики с 

использованием критерия Стыодента |1()|. 

I3 е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Данные, представленные в табл. 2, 
свидетельствуют о корреляции между 
тяжестью ожоговой травмы и актив-
ностью аминоксидаз, определенной в 
течение 1—3 сут после поступления па-
циентов в клинику. Иаиболе демонстра-
тивно (более чем в 20 раз по сравнению 
с нормой) нарастание активности, изме-
ренной с ДВА в качестве субстрата 
(характеризует диамииоксидазную ак-
тивность 151) в сыворотке крови па-
циентов 3-й группы, т. е. при особенно 
тяжелой ожоговой травме. Для облег-
чения оценки соотношения между раз-
личными типами аминоксидаз был вве-
ден коэффициент, представляющий со-
бой отношение выраженных в одииако-
в ы х еди и и ца х рез у л ьтатов измерений 
активности аминоксидаз в пробах с 
Б А (субстрат митохондриальных моно-

Т а б л и ц а 2 

Активность аминоксидаз (в мкмоль/ч/л; Mdz/n) сыворотки крови здоровых доноров и пациентов 
с ожоговыми травмами различной тяжести (1—3-я группы) 

активности ферментов брали в день поступ-
ления пациентов в стационар или на следую-
щие сутки, а затем у пациентов первых двух 
групп еженедельно, у пациентов 3-й груп-
пы — ежедневно в периоде шока, каждые 
48—72 ч в периоде токсемии, еженедельно в 
периодах септикотоксемии и реконвалесцен-
ци и. 

Активность аминоксидаз определяли спект-
рсфотометрически с гидрохлоридами бензил-
амина (БА) или 4-нитробеизиламина (НБА) 
и гидробромидом 4 - д и м е т и л а м и п о м е т и л б е и -
зилЫшТа " (ДБА ) в качестве субстратов, эк-
страгируя продукты реакции гексаиом [5]. 
Конечная концентрация субстратов в пробах 
составляла 1 мМ. В пробы вносили 0,2— 
0,5 мл сыворотки или плазмы крови, которые 
при необходимости сохраняли в заморожен-
ном состоянии, по ие более 5 сут. Пробы ин-
кубировали при 37 °С от 1 до 3 ч в зависимо-
сти от активности. Гепарин удаляли из плаз-
мы крови криоирсцинитацией при —4 °С. 
Гексановые экстракты спектрофотометриро-
вали против контроля на субстрат и на ис-
точник фермента при 241 им (субстраты Б А 
и НБА ) или при 250 им (субстрат Д Б А). 
Используя соответствующие ко эф ф и ц и е н т ы 
молярной экстипкции |2|, активность амино-
ксидаз выражали в микромолях субстрата, 
и од вер i' ш е г ос я о к и с л и тел ь 11 о м у дез а м и и и р о-
ванию за I ч инкубации в расчете на 1 л сы-
воротки крови. 

При определении активности ГТП в ка-
честве акцептора глутамильных групп ис-
пользовали глицил-глицин в щелочной среде 
115]. Общее содержание белка в сыворотке 

Суб стр ат 

1' ру п11 1 с белсдуемых 
БД II Б А Д В А Б А / Д Б А 

Доноры 

1-я 

2-я 

3-я 

10,2±3,8 

12,5± 1,6* 

7 ,2±2 ,3* 

3 , 5 ± 1,8* 

1 ,2±0 ,3 

1,4-1-0,5 

2,7=1=0,8* 

7,5=1=1,3* 

0,8=1=0,05 
1 ,5=1=0, 1 * 
9,7=1=0,3* 

17,5-ь1,6* 

19,06=1=3,2 
8,3=1=0,4* 
0 , 7±0 ,2 * 
0,24-0,08* 

р<0 , 05 по сравнению с показателями доноров. 
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аминоксидаз типа Б и АО крови 121) и 
с ДВА (субстрат диаминоксидаз). По-
добный подход широко применяют для 
д иффе ре нци а л ь i ю й д и а г ности к и в к л и -
нической энзимологии UJ. Если в нор-
ме указанный коэффициент составляет 
в среднем 19, то у пациентов с ожого-
вой травмой, отнесенных к 1-й группе 
(см. табл. 1), его величина снижалась до 
0,2. При этом имело место статистически 
достоверное снижение активности ами-
ноксидаз при одновременном нараста-
нии диаминоксидазной активности (суб-
страт ДВА). 

Подобные разнонаправленные измене-
ния активности различных аминоксидаз 
были описаны ранее 12]. Так, напри-
мер, воздействия различных окислите-
лей на препараты очищенных митохонд-
риальных аминоксидаз, приводя к ча-
стичному обратимому окислению их тио-
ловых групп, качественно изменяли ка-
та л итическую а кти в ность у ка за ни ы х 
ферментов. Одним из результатов такой 
модификации ферментативных свойств 
было снижение моноаминоксидазной ак-
тивности при одновременном нарастании 
диаминоксидазоподобиой активности 12]. 
Однако подобные явления при исследо-
вании очищенных аминоксидаз сыво-
ротки крови пока не были обнаружены. 
Поэтому интерпретировать на этой ос-
нове результаты исследований, сообща-
емых в данной работе, представляется 
преждевременным. 

В целях выяснения возможного зна-
чения результатов определения актив-
ности аминоксидаз в сыворотке крови 
дли оценки эффективности лечебных ме-
роприятий при ожоговой травме нами 
были исследованы изменения активно-
сти указанных ферментов у пациентов, 
отнесенных к группам 2-й и 3-й, кото-
рым в комплексе дезинтоксикационной 
терапии проводили экстракорпораль-
ную гемосорбцию 181. Клинический эф-
фект этой операции выражался в сни-
жении температуры тела, купировании 
психотических явлений, нормализации 
сна, а п петита, фу и кци й жел удоч i ю-ки-
шечного тракта и т. д. 

Изменения активности аминоксидаз 
сыворотки крови в условиях гемосорб-
ции у больных 3-й группы представле-
ны на рис. 1. По нашим данным, норма-
лизация активности аминоксидаз в сы-
воротке к ров и так их бол ьиых иач ина-
лась уже через сутки после проведения 
гемосорбции и заканчивалась через 2 
4 нед. У больных, которым такое лече-

MHMO/lh/ч/л 

Рис. I. Изменения активности аминоксидаз 
в сыворотке крови пациентов с ожоговой 

травмой (3-я группа). 
П о оси аб сцис с — дни с момента о ж о г а ; по оси орди-

нат — активность аминоксидаз (в мкмоль/ч/л); М ± 

±пг). / — суб страт Б А: 2 — суб стр ат Д Б А. Стрел-

ками у к а з а н момент проведения гемосорбции . 

ние по разным причинам не проводили, 
нормализация активности аминоксидаз 
11 роисходила значительно медленнее и 
во многих случаях не завершалась да-
же к моменту выписки больных из 
стационара. 

Особеи но и i I (| ю р матив но й оказалась 
ди и ам и ка и зменеи и й ди аминоксидаз но й 
активности (субстрат ДВА) в тех слу-
чаях, когда исход был летальным. Ес-
ли при благоприятном течении ожого-
вой травмы указанная ферментативная 
активность обнаруживала тенденцию к 
постепенному снижению после заверше-
ния периода токсемии (10—14 сут с мо-
мента ожога), то при неблагоприятном 
течении отмечалось повторное, значи-
тельное увеличение активности АО (до 
4,5—6,8 при норме 0,8 мкмоль/ч/л), 
которое предшествовало гибели паци-
ентов на 14—96 ч. Аналогичное явление 
наблюдалось и у тех пациентов, которым 
в процессе лечения проводили экстра-
корпоральную гемосорбцию, по кото-
рые погибли, несмотря на интенсивные 
л ечебные меро п р и ят и я. 

Возможные причины повышения ди-
аминоксидазной активности в сыворот-
ке крови при термических ожогах еще 
не изучены. В этой связи важное зна-
чение приобретает гипотеза о роли ток-
с и чес к и х 11 роду кто в, на к а п л и вающ и х с я 
при терминальных состояниях 171, а 
также дисфункции печени при ожого-
вой болезни 17, 12]. 

Последнее предположение находится 
в согласии с нашими данными об изме-
нен и я х а кти в ности ГТП п р и терм и че-
ской травме. Как видно из рис. 2, име-
ется положительная корреляция меж-
ду тяжестью ожоговой травмы и актив-
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Рис. 2. Активность ГТП в сыворотке крови 
пациентов с ожоговой травмой. 

П о оси аб сцисс — группы обследуемых; К — конт-
роль; по оси ординат активность ГТП (в ммоль/ч/л; 
М±т). Светлые столбики — при поступлении в ста-
ционар , з аштрих ов анные вертикальными линиями — 
через сутки после гемосорбции , горизонтальными — 

перед выпиской из с т ациона р а . 

ностыо в сыворотке крови ГТП, изме-
нения которой (как правило, повыше-
11 ие) свидетельствуют о заболеваниях 
печени 111, 121. Мы отметили также, что 
при успешном лечении ожогов происхо-
дила нормализация ГТП. По-видимому, 
уже через 1—3 сут после ожоговой трав-
мы функции печени нарушаются, 
хотя активность трансамииаз в это 
врем я обнаруживает относител ыю 
небольшие изменения (табл. 1). На-
ши данные о преимуществах иссле-
дования активности ГТП как показате-
ля состояния печени при ожогах по 
сравнению с исследованием активности 
трансамииаз согласуются с данными ли-
тературы 1121. При ожоговой болезни 
на фоне выраженной гипопротеииемии 
и гиперпептидемии [7] повышение ак-
тивности ГТП может быть обусловлено 
не только поражением биомембран кле-
ток печени, по и нарастанием концент-
рации эндогенных субстратов данного 
фермента. 

Таким образом, активность аминокси-
даз (субстрат БА) сыворотки крови мо-
жет служить клинико-биохимическим 
критерием тяжести ожоговой болезни 
у человека. Результаты исследования ди-
а м и 1 ю ксидаз мой а кти в i юсти (субстрат 
ДВА) могут быть использованы для 
объективной биохимической оценки на-
правленности патологического процесса 
и прогнозирования его течения. Исполь-
зование различных субстратов для из-
мерения активности аминоксидаз и вы-
ч и еле и и е соответств у ющи х коэффи ци ей -
тов способствуют объективизации оцен-
ки эффективности специальной терапии 
при лечении тяжелообожженных. 

Определение активности ГТП в сы-
воротке крови пациентов с термически-
ми ожогами можно использовать как 
до пол ни тел ьи ы й способ л а бор атор иой 
оценки степени тяжести ожоговой бо-
лезни и ее возможных осложнений, в 
частности нарушений функции печени. 
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ACTIV ITY OF A M I N E O X I D A S E S AND 

Y-GLUTAMYL TRANSPEPT IDASE IN BLO-

OD S E R U M OF PATIENTS W I T H BURNS 
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Activities of amine oxidases (benzylamine, 
4-nitrobenzylamine, 4-dimethylamine met-
hylbenzylamine used as substrates) and of 
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Y-glutamyl transpeptidase were studied in 
blood serum of 72 patients with thermic burns 
of various intensity and degree. Severity of 
the disease correlated with the rate of amine 
oxidases activity alteration. Distinct and long-
term decrease in oxidation of benzylami'ne as 
well as simultaneous stimulation of 4-dimet-
hylamine methylbenzylamine oxidation were 
observed in severe forms of (he burns disease, 

thus suggesting the increase in diamine oxi-
dase activity. This phenomenon proved to be 
an unfavourable prognostic indication of the 
disease. Alterations in activity of ^-glutamyl 
transpeptidase corresponded to severity of 
the burns disease. Estimation of the enzyma-
tic activity might be used in evaluation of 
the impairments severity as well as in progno-
sis of burns disease development. 

УДК «16-055.5/. 7-02:575.224.23.1-07: б 18.33-008.939.629-073.9 I« 

/И. И. Фрейдин, / / . В. Соловьева, В. И. Кухаренко, 
А. А. Дельвиг 

СЕКРЕЦИЯ 14 С - Г1РО КО J1Л А Г Е Н А ЭМБРИОНАЛЬНЫМИ 

ФИБРОБЛАСТАМИ ЧЕЛОВЕКА С ДИПЛОИДНЫМ И ТРИСОМНЫМ 

НАБОРОМ ХРОМОСОМ 

Институт медицинской генетики АМН СССР, ИМИ медицинской эпзимологии АМН 
СССР, Москва 

Хромосомные аномалии у человека 
могут быть причиной различных нару-
шений морфогенеза: от незначительных 
пороков развития до полного прекраще-
ния развития плода и его гибели [41. 
Важным фактором, влияющим на про-
те ка н ие элеме i гга р ных pea к ци й морфо-
генеза, таких, как пролиферация, миг-
рация и диффгренцировка клеток, явля-
ется состояние межклеточного матрик-
са. Показано, что состояние межклеточ-
ного матрикса влияет на длительность 
митотического цикла клеток in vitro 
[13], а распределение компонентов мат-
рикса но крайней мере отчасти опреде-
ляет направление движения клеток [20]. 
Синтез эмбриональным и фибробластами 
человека одного из основных компонен-
тов межклеточного матрикса — коллаге-
на является биохимическим показателем 
их дифференцировки 1.111. Так как от 
степени развития межклеточного мат-
рикса зависят такие важные процессы, 
как пролиферация, миграция и диф-
фе р е н ц и р о в ка к лето к 1141, п р едет а в л я -
ло интерес сравнение скоростей секре-
ции и накопления про коллагена в меж-
клеточ I юм матр и ксе кул ьти в и р уем ых 
фибробластов человека с нормальным и 
аномальным набором хромосом. Посколь-
ку известно, что цитоскелет участвует в 
поддержании морфологической и функ-
циональной целостности секреторного 
аппарата [8, 121 и в удержании глико-
протеидов матрикса на поверхности кле-
ток 1191, мы исследовали соотношение 
поли- и деполимеризоваиного тубулина, 
являющегося важным компонентом од-
ного из элементов цитоскелета — микро-

трубочек ,1.61. Обнаружено, что при рав-
ных скоростях секреции 14С-проколлаге~ 
иа он накапливается в матриксе дипло-
идных клеток и не задерживается в мат-
р и ксе анеу п лоидных клето к. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служили диплоид-
ные эмбриональные фибробласты человека, 
полученные из материала медицинских абор-
тусов [штаммы ЛЦЧ-814 (46, X X ) и ЛЦЧ-821 
(46, ХУ)| и эмбриональные фибробласты че-
ловека с анеуплоидным набором хромосом 
I штаммы ЛЦЧ-162 (47, Х У + 7 ) и ЛЦЧ-522 
(47, ХУ-|-7)|, полученные из материала спон-
танных абортусов человека. В эксперимен-
тах использовали штаммы в логарифми-
ческой фазе роста (18—24-й пассаж). Клетки 
культивировали как описано в работе |2|. 
Клетки инкубировали с 14С-гтролином 
(10 мКи/ммоль, UVVR , ЧССР) в течение 
10 ч, после чего культуральную среду удаля-
ли, клетки 3 раза промывали средой Игла, 
содержащей 2 мМ глутамипа, 50 мкг/мл аскор-
биновой кислоты («Мегк», ФРГ) , 12 мМ не-
меченого пролила (L-пролии, «Reanal», ВНР) . 
В одной части чашек Петри (2 чашки Петри) 
клетки снимали резиновым скребком или 
трипсином (0,25% раствор, 10 мин при 37 °С). 
Клетки суспендировали в 0,5 мл раствора 
ЭДТА и разрушали п ультразвукстом де-
зинтеграторе MSE в течение 20 с. По 0,1 мл 
гомогената отбирали при определении содер-
жания Д И К |7|. Другую часть чашек Петри 
заливали средой, используемой для промывки 
клеток, и инкубировали 2 ч при 37 °С в С02-
инкубаторе (2-часовой чейз). По окончании 
инкубации клетки снимали и разрушали, 
как описано выше. При снятии клеток с ча-
шек Петри раствором трипсина, который от-
деляет межклеточный матрикс от клеток |15|, 
матрикс отделяли от клеток центрифугирова-
нием (5000 об/мин, 10 мин). Клетки и межкле-
точный матрикс гидролизировали в 6 п. HCI 
(18 ч при 108 °С), высушивали под вакуумом, 
растворяли в 0,8 мл 0,1 п. HCI и наносили на 
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колонку (0,9 30 см) со смолой Aminex Q 

для разделения 14С-оксипролина и "С-пролина 

элюцией 0,2 М Na-яцетатным буфером р Н 

3,25 со скоростью I мл/мин. В собранных 

фракциях, содержащих 14С-оксипролии, из-

мерили радиоактивность в жидкости Брея на 

сциптилляционном сче'Гчикс. 

Процент секреции и накопления проколла-

гена в межклеточном матриксе рассчитывали 

по формуле 

имп/мин/мкг ДНК после 2 ч чейзаХ 100 
X 100 

имн/мин/мкг ДИК до 2 ч чейза 

Соотношение поли- и деполимеризованного 
тубулина определяли описанным методом |17|. 
Исследовали клетки, находящиеся в лога-
рифмической фазе роста на 3-й день после 
субкультивирования в чашках Петри. Клетки 
3 раза промывали 0,15 М NaCl, а затем буфе-
ром, полимеризующим тубулин: 50% глице-
рин, 5% диметилсульфоксид, 0,1 М пипера-
зии-N,N-бис (2-этаисульфоновая кислота ) ^ а 
соль (P IPES) , 0,5 мМ ЭГТА, I мМ феиилме-
тилсульфопил фторид (PMSF), I мМ ГТФ , 
0,5 мМ MgCI2, рИ 6,95. Клетки с одной чаш-
ки Петри снимали в 0,3 мл этого буфера и 
разрушали в гомогенизаторе тефлон — стек-
ло. Гомогеиат клеток в гюлимеризующем бу-
фере помещали на I ч на ледяную баню, а 
затем центрифугировали при 4 °С в роторе 
SW-65 (20 000 об/мин, 30 мин). В надосадоч-
ной фракции (фракция 1) определяли коли-
чество деполимеризованного тубулина после 
предварительного 5-кратного разведения ее 
I) а с т в о р о м д е и о л и м е р и з у ю и ;е го б у фс р а: 
0,01 М P IPES , 0,25 М сахарозы, 0,05 мМ ГТФ , 
0,5 мМ MgCI2, I мМ PMSF, рН 6,95. Осадок, 
содержащий микротрубочки, 2 раза промы-
вали полимеризующим буфером и гомогени-
зировали в 200 мкл деполимеризующего бу-
фера. Гомогеиат инкубировали па ледяной 
бане I ч, центрифугировали, как описано 
выше, и в надосадочной фракции (фракция 2) 
определяли тубулин радиол игандиым мето-
дом. Для этого к исследуемым фракциям I и 2, 
взятым в количестве 25 мкл, добавляли по 
5 мкл 0,018 мкМ раствора иН-колхицииа с 
удельной радиоактивностью 5,5 Ки/мМ (ring-
А-4-:Ч 1-colchicine, фирма «Amersham») и ин-
кубировали в течение I ч при 37 °С. Для 

отделения свободного колхицина в пробирки 

добавляли но 20 мкл 2% раствора бычьего 

сывороточного альбумина и 200 мкл 0 ,5% 

раствора активированного угля Norit (фирма 

«Semi») в деполимеризующем буфере. Смесь 

инкубировали 10 мин при комнатной темпе-

р а ту ре и центрифугировали К) мин при 

4000 об/ми и. 125 мкл надосадочной жид-

кости, содержащей тубулин, связанный с 

колхицином, вносили в кювету с жидкостью 

Брея и определяли радиоактивность. 

Р е з у л ь 1' а т ы и о б с у ж де и и е 

Эмбриональные фибробласты исследо-
вали в логарифмической фазе роста, по-
скольку при переходе клеток в состоя-
ние покоя наблюдаются различные из-
менения их метаболизма, в частности 
снижение синтеза макромолекул и про-
н и I ;аемости на руж I юй мембра I II>I 131. 
Скорость секреции ,4С-проколлагена 
клетками определяли по изменению 
содержания 14С-окси пролила в меж-
клеточном матриксе и клетках до и 
после 2-часового чейза, отнесенного к 
количеству ДНК в микрограммах на 
чашку Петри. Обнаружено, что секре-
ция ,4С-проколлагена практически не 
различается у диплоидных и трисомных 
фи бр об л а сто в if р и об р а бот к е к л ето к 
тр и пс и 11ом, соста в л я я 61,5 и 63 % со-
ответствен но (табл. I). Без обработки 
трипсином, т. е. без отделения межкле-
точного матрикса, скорость секреции 
про к о л л а гена см и ж ала с ь дл я диплом д-
иого штамма (с 61,5 до 36%) и практи-
чески не изменялась для аиеуплоидного 
штамма. Следует учитывать, что опре-
деление мС-оксипролииа в не обрабо-
танных трипсином фибробластах дает 
представление о содержании про колла-
гена в клетках и межклеточном матрик-

Т а б л и ц а I 

Относительная скорость секреции 14С-проколлагена эмбриональными фибробластами с диплоидным 
набором хромосом и эмбриональными фибробластами с трисомией 7-й хромосомы 

% секреции проколлагсна 

Фибрсбласты 
обработк я трипсином без обработки трипсином 

Диплоидные: 

Л Ц Ч 814 (46, XX ) 
Л Ц Ч 821 (46, ХУ ) 

63±7,7(7) 
58±1,0 (3) 

36±3,89 (9) 

Среднее 61 ,5±5,4 

С трисомией 7-й хромосомы: 
Л Ц Ч 162 (47, Х У + 7 ) 
Л Ц Ч 522 (47, Х У + 7) 

64±10,0 (5) 
62±6 ,8 (5) 

56±2,5 (3) 
/;<(), 05 

Среднее 63±6,05 

П р и м е ч а н и е , р рассчитано по сравнению с диплоидными фибробластами. Здесь и в 

табл. 2 в скобках — число определений. 
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Т а б л и ц а 2 

Изменение содержания 14С-проколлагена в меж-
клеточном матриксе эмбриональных фибробластов 
с диплоидным набором хромосом и эмбриональ-
ных фибробластов с трисомией 7-й хромосомы 

после 2-часового чей за 

Фибробла сты 

Изменение (в % ) 
соде р ж а ни я 

1 'С-проколлагеиа 
в межклеточном 

матриксе 

Диплоидные: 
ЛЦЧ 814 (4(5, XX) 
Л Ц Ч 821 (46, ХУ) 

С трисомией 7-й хромосомы: 
ЛЦЧ 162 (47, X X + 7) 
ЛЦЧ 522 (47, ХУ + 7) 

+5 (7) 
+ 13(4) 

Диплоидные: 
ЛЦЧ 814 (4(5, XX) 
Л Ц Ч 821 (46, ХУ) 

С трисомией 7-й хромосомы: 
ЛЦЧ 162 (47, X X + 7) 
ЛЦЧ 522 (47, ХУ + 7) 

Среднее +9 

48 (7) 
-50 (4) 

Диплоидные: 
ЛЦЧ 814 (4(5, XX) 
Л Ц Ч 821 (46, ХУ) 

С трисомией 7-й хромосомы: 
ЛЦЧ 162 (47, X X + 7) 
ЛЦЧ 522 (47, ХУ + 7) 

Среднее —49 

се, обработка три пси пом удаляет меж-
клеточный матрикс и позволяет опреде-
лять содержание |4С-проколлагеиа толь-
ко в клетках. Тот факт, что скорость 
секреции 14С-проколлагена трисомны-
ми клетками оказалась практически 
одинаковой в обработанных трипсином 
фибробластах, позволил предположить, 
что секретируемый проколлагеи накап-
ливается в матриксе диплоидных кле-
ток' и не задерживается в матриксе три-
сомпых клеток. Анализ изменений со-
держания 14С-оксипролина в матриксе 
диплоидных клеток показал, что уро-
вень радиоактивности в нем увеличива-
ется после 2-часового чейза на 9%, а 
в матриксе трисомных клеток уменьшав 
ется на 49% (табл. 2). Эти данные сви-
детельствуют о том, что секретируемый 
Х4С-проколлаген не задерживается в мат-
риксе анеуплоидных клеток. Такое раз-
личие в характере секреции проколла-
гена диплоидными и анеуплоидными 

Т а б л и ц а 3 

Относительное содержание нолимеризованного 
тубулина в эмбриональных фибробластах с дип-
лоидным набором хромосом и в эмбриональных 

фибробластах с трисомией 7-й хромосомы 

Ч пело Пол и мер и -
Фибробла сты экспери - копанный Фибробла сты 

ментом ту.булии, % 

Диплоидные: 
ЛЦЧ 814 (46 XX) 6 11 ,4±0,99 
ЛЦЧ 821 (46 ХУ) 3 9,7=1=0,73 

С трисомией 7-й хро-
мосомы: 

ЛЦЧ 162 (47 XX+7) 3 7,3=1=0,41 ЛЦЧ 162 (47 XX+7) 
/;<(), 05 

клетками может быть связано или с па-
рушением структуры межклеточного ма-
трикса или со снижением способности 
трисомных клеток удерживать прокол-
лагеи на своей поверхности. В связыва-
нии коллагена с поверхностью клетки 
играют роль фибронектин, ламинии, 
гликопротеиды и рецепторы коллагена, 
молекулярная природа которых не вы-
яснена 15, 14, 18, 21|. Вещества, нару-
шающие структуру цитоскелета, нару-
шают и связывание коллагена с клет-
ками 111]. При исследовании соотноше-
ния ноли- и деполимеризованного тубу-
лина было обнаружено снижение на 4,1 
и 2,4% содержания нолимеризованного 
тубулина в анеуплоидных клетках по 
сравнению с диплоидными (табл. 3). 
Кроме того, в этих же трисомных клет-
ках было уменьшено содержание фибро-
нектина 13]. Поскольку все элементы 
цитоскелета связаны между собой 1.9], 
возможно, что в трисомных клетках на-
рушена и система микрофиламентов, 
участвующих в удержании коллагена на 
поверхности клеток 111]. Другой при-
чиной отсутствия задержки проколла-
гена в матриксе трисомных клеток мо-
жет быть его качественное изменение. 
Однако не было обнаружено различий 
в степени гидроксилирования остатков 
пролина в цепях коллагена I типа, 
которые могли бы быть причиной его 
повышенного внутриклеточного рас-
пада, снижения секреции, а также от-
сутствия задержки и накопления сек-
ретируемого материала в экстраклеточ-
ном матриксе 13, 10, 161. 

Б ы строе 11 ро х ожде н и е про кол л а ге и а 
через сито межклеточного матрикса три-
сомных клеток может вызвать наруше-
ние внеклеточного процессирования кол-
лагена и изменение процесса фибр и л о-
генеза, что в конечном счете ведет к 
фо р м и р о в а и и ю дефе кт но го м а г р и кса. 
Учитывая важную роль межклеточного 
матрикса в процессах морфогенеза, мож-
но предположить, что выявленные нами 
различия являются одной из причин 
нарушения морфогенеза при хромосом-
ных аномалиях у человека. 
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Secretion of procollagen was studied in 
human embryonal fibroblasts with diploid 
chromosomes as well as in fibroblasts obtained 
from fetuses after spontaneous abortion from 
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rate of procollagen secretion was approximately 
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to accumulate in intracellular matrix of dip-
loid fibroblasts, while it did not occur in the 
matrix of aneuploid fibroblasts. Content of 
polymeric tubulin was decreased in fibro-
blasts with trisomy as compared with diploid 
cells. Impairment of the intracellular matrix 
structure in the cells with trisomy appears to 
be responsible for deterioration of morphogene-
sis in human chromosome anomalies. 
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ОЦЕНКА ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ ПЕЧЕНИ 

ПО ФЕРМЕНТНОМУ СПЕКТРУ КРОВИ ПОСЛЕ ГЕМОСОРБЦИИ 

В СВЯЗИ С ОЖОГОВОЙ ИНТОКСИКАЦИЕЙ 

II ММ И им. IT. И. Пи рогова 

Значение ожоговой токсемии в пато-
генезе ожоговой болезни велико. Ауто-
интоксикация, возникающая при тяже-
лых ожогах, развивается уже в первые 
часы после термической травмы и со-
путствует всем стадиям заболевания. 
Особое значение при этом придают из-
мененным белкам 191 и нарушениям 
функционального состояния [4, 6, 71. 
Нарушение функции органов при ожо-
гах связывают с присутствием в крови 
ожоговых токсинов. 

Однако клинические и эксперимен-
тальные исследования, касающиеся изу-
чения ферментного спектра крови при 
ожоговой интоксикации малочисленны 
и не дают представления о значении 

этих показателей при ожоговой бо-
лезни . 

Цел ью да и ного и ссл едова и и я было 
изучение ферментативного профиля сы-
воротки крови, характеризующего функ-
циональное состояние печени в процес-
се развития ожогового синдрома и пос-
ле осуществления детоксикации методом 
гемосорбции. 

/М е т о д и к а 

Опыты были поставлены иа 25 собаках. 
Ожог 1I1A — П1Б степени с поражением 
25—30% общей поверхности тела животного 
вызывали наложением горящего спиртово-
ватного тампона на предварительно этилиро-
ванную спинку и боковые части туловища со-

75 



-баки. В результате воздействия термического 
фактора в течение 1 мин возникала ожоговая 
поверхность, покрывающаяся позднее стру-
пом, который отторгался без нагноения. Во 
избежание шокогениого эффекта ожоговую 
травму наносили под re ксен иловым рауш-
нар коз ом. 

В I серии опытов (10 собак) изучали влия-
ние ожоговой травмы на токсичность сыво-
ротки крови и некоторые ферменты сыворотки 
крови, во II серии (10 собак) —влияние ге-
мосорбции на те же показатели на фоне ожо-
говой травмы. I I I серия (5 собак) служила 
контролем. Гемосорбцию проводили на сор-
бенте С1<Т-6а через 24 ч после ожога , когда 
сыворотка крови обожженных животных об-
ладала наиболее выраженным токсическим 
эффектом |8]. 

Биохимические показатели изучали до на-
несения ожоговой травмы, затем через 1 - 2 , 
3—4, 5—7 и 10 сут и более после нанесения 
травмы. В тех случаях, когда проводили ге-
мосорбцию, кровь для исследования брали 
до ожога, т. е. до перфузии, затем после пер-
фузии, через 1 сут, 3—4, 5—7 сут и через 
2 иед после гемосорбции. Изучали следую-
щие показатели: продолжительность жизни 
Парамеций [1], выживаемость мышей с бло-
кированной ретикуло-эпдотелиальной систе-
мой (РЭС), лейкоцитарный индекс интокси-
кации (ЛИИ) , активность транс а мин аз -
алаиииаминотрансферазы (АЛТ) и аспартат-
аминотрансферазы (ACT), фруктозо-1 -фосфат-
альдолазы (Ф- 1-Ф-альдолазы), катепсина D 
и лейцина м и и о пе п т и д а з ы (Л АН). 

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

К числу способов оценки уровня ток-
сичности биологических сред относятся 
о п ре дел е и и е п р о до л ж и тел ь ности ж из н и 
простейших Para rnecium caudatuin 111 
и биотестирование на мышах с блоки-

рованной РЭС 151. Применяя эти мето-
дики для изучения в стадии ожоговой 
токсемии токсичности сыворотки крови, 
мы отметили ее двухволновый харак-
тер (табл. 1). Периоды наибольшей ток-
семии наблюдаются на 1—2-е и 7-е сут-
ки после термической травмы. В эти 
сроки степень токсичности крови более 
чем вдвое превышает исходный уровень. 
11родолжительность жизни парамеций 
сокращается до 1224:13,8 с па 1-е 
сутки, до 119 + 11,3 с на 3—4-е сутки 
и до 137,94=17,3 с (против 340,14= 
±9,9 с в контроле) на 7-е сутки (/;< 
<0,001). 

Введение сыворотки, взятой у собак 
через 2 сут после термического ожога, 
вызвало 100% гибель белых мышей в 
условиях блокады РЭС, а введение сы-
воротки, взятой от собак через 7 сут 
после ожога, вызывало 75% гибель 
мышей (погибали 4 мыши из 5). 

Небольшое ослабление токсичности мы 
отметили на 5-е сутки после травмы, 
при этом продолжительность жизни па-
рамеций составляла 152,34=15,2 с. Оче-
видно, это связано с улучшением функ-
ции почек. 

О степени токсичности сыворотки кро-
ви мы судили также по ЛИИ 121. Ста-
тистически значимые различия мы от-
метили на 2-е сутки термической травмы 
(до 1,53±0,2 против 0,63±0,07 (/;< 
<0,001), и в остальные сроки наблюде-
ния ЛИИ более чем в 2 раза превышал 
исходное значение (/?<(),001), что яв-

Т а б л и ц а 1 

Динамика токсичности крови при термической травме у собак до и после гемосорбции ( М ± т ) 

Продолжительность жи.чни парамеций, с Л И И [2] 

Ср ок исследо-
вания , сутки 

до гемосорбции после гемосорбции до гемосорбции после гемосорбции 

ожога 340,1 ± 9 , 9 (25) 0,654=0,07 (25) 

:ле ожога: 
1 -2 1224-13,8 (25) 291 ±24,3 (Ю) 1 ,534-0, 19 (20) 0 ,69±0,03 (10) 

/><0,001 * /><0,05** />>0,1* /><0,001** 
3 - 4 119±11,3 (8) 300,34-17,5 (8) 1 ,41 ±0 , 17 (8) — 

/><0,001* /><0,05** /><0,001* 

5 152,34-15,2 (10) 3404-24,4 (8) 1,314-0,1 (10) 0,464-0,09 (7) 

р< 0,001* />>0,1* <0 ,001** /><0,05* р> 0,1* 
7 137,94-17,3 (9) 3314-25,7 (7) 1 ,42±0,1 1 (7) 0,624-0,05 (6) 

/>< 0,001* /?>0. !*<(),() 1** /><0,001* /;>(), 1* 

10 157,94-25,3 (8) 3514-26,4 (7) 1 ,354-0,14 (7) — 

/><0,001* / ;>0,1 * /><0,05* 

14 257, 1 ±16,9 (7) 3394-17.1 (5) 1,274-0,13 (6) — 

/><0,001* р > 0 , 1 * , /><0,01** /><0,01* 

П р и м е ч а л и е. В скобках — число опытов. Прочерк — исследования не были проведены. 
Одна звездочка—достоверность различий по отношению к исходным данным, две — по отношению 
к данным контрольной группы. 



Т а б л и ц а 2 

Динамика активности трансамииаз в сыворотке 

крови собак при ожоговой токсемии 

С
р
о
к
и
 

и
с
с
л

е
д

о
-

в
а
н

и
я
, 

с
у
т

к
и
 

A CT , 
мкмоль 

субстрата 
па 1 мл. 

в час 

А Л Т . 
мкмоль 

субстрата 
на 1 мл, 

и час 

А С Т / А Л Т 

Д о опы -
та 0,605±0,06 (25) 0,685±0,005 (25) 0,883±0,07 (25) 
П о с л е 

0,605±0,06 (25) 0,685±0,005 (25) 

о ж о г а : 
1 - 2 1,401 ±0,182 (9) 1,451 ±0,175 (9) 0,965±0,12 (9) 

р <0 ,001 р < 0 , 0 1 р > 0 , 5 
3 — 4 1,42±0,698 (9) 1,48±0,201 (9) 0,986±0,112 (9) 

р > 0 , 1 р < 0 , 0 0 1 р > 0,2 
5 0,89±0,093 (7) 1,132±0,119(7) 0,786±0,113 

/><0,01 /><0,001 />>0 ,2 
7 0,83±0,98 (7) 1,140±0,152 (7) 0,728±0,109 

10 
р > 0 , 5 /><0,01 р> 0,2 

10 0,923±0,19 (G) 1,43±0,213 (6) 0,015±0,124 
р > 0,1 /><0,01 /><0 ,05 

14 0,719±0,21 (6) 1. 04±0,25 (6) 0,691 ±0,18 (6) 
р > 0.5 р > 0 , 1 р > 0 , 2 

ляется показателем реакции лейкоци-
тов на интоксикацию. 

При исследовании токсического дей-
ствия сыворотки крови на парамеции 
после гемосорбции оказалось, что сте-
пень токсичности сыворотки крови рез-
ко снижается и, начиная с 5-х суток 
после гемосорбции, практически не от-
личается от исходного значения (/?> 
>0,1). После проведенной однократной 
гемосорбции ЛИИ возвращается к нор-
ме и в течение последующих 7 дней на-
блюдения не отличается от исходной 
(до ожога) величины (/;>(), 1). 

Таким образом, при эксперименталь-
ной термической травме резко повыша-
ется токсическое свойство крови. Одно-
кратно проведенная гемосорбция на сор-
бенте СКТ-ба приводит к стойкому сни-
жению токсичности сыворотки крови. 

При исследовании сывороточных ами-
нотрансфераз (АЛТ и ACT (табл. 2), 
характеризующих состояние гепатоци-
тов, установлено, что наибольший подъ-
ем активности ACT в сыворотке крови 
наблюдается до 3—4-х суток после ожо-
га (р<0,01). В последующем после не-
большого снижения активность ACT 
сохраняется на одном уровне на протя-
жении всего периода наблюдения. 

В динамике активности АЛТ отмечен 
двухволновый характер. Первый подъ-
ем наблюдается в периоде ожогового 
шока и полностью совпадает с динами-
кой ACT. На 10-е сутки отмечается 
второй пик (/?<<0,001). Хотя активность 
этого фермента на 7-е и 14-е сутки не-
сколько снижается, но остается повы-
шенной по отношению к контролю (/?< 
<0,05). Пики гиперферментеми и сов-
падают с периодами усиления токсич-

ности сыворотки крови. Повышение ак-
тивности АЛТ в стадии токсемии может 
свидетельствовать о деструктивных про-
цессах в печени. 

В результате однократно проведенной 
гемосорбции уже через неделю транса-
мииаз на я активность сыворотки крови 
стабилизируется. Снижение активности 
АЛТ в сыворотке крови можно объяс-
нить уменьшением деструктивных про-
цессов в печени. Установлено, что в пе-
чени у собак после гемосорбции проис-
ходит восстановление структуры гепа-
тоцита [4]. 

О состоянии гепатоцитов можно су-
дить также по активности органоспе-
цифического фермента для печени Ф-
1 -Ф-альдолазы. Активиость этого фер-
мента в сыворотке крови подопытных 
собак сразу после ожоговой травмы 
резко возрастала (более чем в 3 раза; 
/;<С0,01) и оставалась на высоком уров-
не вплоть до клинического выздоровле-
ния животного. После проведенной ге-
мосорбции активность и сс л е до ванных 
маркерных фе р м е нто в ст абил изирова -
лась. 

Обезвреживание токсичных веществ в 
печени связано с активностью и лизо-
сом но го аппарата. В связи с этим нами 
была изучена ферментативная актив-
ность катепсина D. Результаты этих 
исследований показали, что уже на 
2-е сутки после ожога его уровень уве-
личивается в 3,75 раза, а на 5-е сутки 
достигает 19,1 ±4,5 и моль тирозина на 
1 мл в I мин при исходном уровне 
3,5±0,3 нмоль тирозина на 1 мл в 1 мин. 
Гемосорбция способствует резкому сни-
жению активности катепсина D, что, 
по-видимому, связано с устранением 
токсического действия метаболитов, вы-
зывающих активацию протеолиза. 

При изучении активности ЛАМ отме-
чено, что одновременно с повышением 
а кт и в Iюст и сыво роточ и ы х а м и нотр а нс-
фераз уменьшается активность ЛА11. 
Н а и более выраженная сте пень сниже-
ния выявилась на 2-е сутки после ожо-
га: именно в тот период, когда наблю-
далось самое значительное повышение 
активности АЛТ и ACT. Активность 
этого фермента остается сниженной в 
течение 10 сут исследования, что указы-
вает на угнетение функций печени. 

Таким образом, при эксперименталь-
ной термической травме резко повыша-
ется токсичность крови, о чем свидетель-
ствуют повышение летальности параме-
ций и белых мышей, а также увеличение 
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значения ЛИИ. Эти изменения приво-
дят к токсическому поражению печени 
и, по-видимому, цитолизу гепатоцитов, 
свидетельством чего является резкое на-
растание уровня оргаиоспецифических 
ферментов печени (АЛТ, ACT, Ф-1-Ф-
альдолазы, катепсина D) и снижение 
активности ЛА11. После однократной 
гемосорбции наступают стойкое сниже-
ние степени токсичности сыворотки кро-
ви, нормализация ферментного спектра 
сыворотки крови и значения ЛИИ, что 
можно объяснить уменьшением деструк-
тивных процессов в печени и восстанов-
лением функциональной полноце 1111 ости 
гепатоцитов. 
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E S T I M A T I O N OF THE L IVER TISSUE 

F U N C T I O N A L STATE USING THE BLOOD 

ENZYMAT IC SPECTRUM AFTER HEMO-

S O R P T I O N CAUSED BY BURNS INTO-

X ICATION 

N. P. Mikaelyan, Z. I. /Tina 

11 Medical School, Moscow 

A rate of blood serum toxicity was markedly 
increased beginning from the second day af-
ter thermic burns of dogs. At the same time, 
statistically distinct alterations were found 
in liver tissue specific enzymes activity de-
monstrating the necrotic impairments of li-
ver tissue and cytolysis of hepatocytes. After 
hemosorption the rate of blood serum toxi-
city was steadyly decreased, the enzymatic 
spectrum and leukocyte index of intoxication 
were normalized in blood serum, which ap-
pears to relate to lowering of destructive pro-
cesses in liver tissue and to maintaining of 
hepatocytes functional activity. 

У Д К 612.351. I 1:577. 152.31 1.1-088.1+610.36-008.03 1:577.152.3 1 1-074 

Г. Г. Ковалева, И. М. Карманский 

ПОЛУЧЕНИЕ И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА ИММОБИЛИЗОВАННОЙ 

X OJI ЕСТ Е РОЛ ЭСТ Е Р А ЗЫ 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Эфиры холестерина являются одним 
из главных компонентов липопротеинов 
плазмы крови, и нарушение их мета-
бол и з м а и грает с у ществе и и у ю рол ь в 
патогенезе ряда заболеваний, в част-
ности атеросклероза 17]. 

11ри исследовании структурной и 
функциональной роли эфиров холесте-
рина, а также для решения других за-
дач (например, для выяснения степени 
атерогенности фермеитативно-модифи -
ц и р о в а н н ы х л и по п р отеи нов) в оз и и к а ет 
необходимость их гидролиза холестерол-
эстеразой. Применение для этой цели 
и м м об и л и зов а и но го фе р м е i -гга 11 оз во л и -
ло бы проводить повторные анализы и 
значительно облегчило бы проблему от-

деления фермента от продуктов гидро-
лиза перед их дальнейшим исследова-
нием. В литературе описано получение 
ков а л е ит 11 о и м м оби л и зов а и н ы х панк ре-
атической и микробной холестеролэете-
раз 14, 31. Однако эти ферменты отли-
чаются по ряду свойств от тканевых 
холестеролэстераз 111, поэтому для ре-
шения вопросов, связанных с тканевым 
обменом эфиров холестерина, представ-
ляет интерес получение иммобилизо-
ванной тканевой холестеролэстеразы. В 
настоящей работе описана иммобилиза-
ция очищенной нейтральной холесте-
ролэстеразы из печени свиньи па ок-
ти л - сефа розе и при в еде н ы не кото р ые 
свойства иммобилизованного фермента. 
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М е т о д и к а 
Активность холестеролэстеразы определя-

ли по гидролизу дисперсии холестерил-(1-14С)-
олеата (удельная радиоактивность 27 Ки/моль, 
«Amersham», Англия), как описано ранее [6]. 
Нейтральную холестеролэстеразу из печени 
свиньи выделяли по методу [2J. Для иммо-
билизации использовали препараты, получен-
ные после ионообменной хроматографии на 
ДЭАЭ-целлюлозе и гидроксилапатите. В ра-
боте использовали СН-сефарозу и октил-се-
фарозу («Pharmacia», Швеция). Для опреде-
ления рН-оптимума иммобилизованного фер-
мента применяли 50 мМ трис HCI (рН 8,5 
и 9,0) и 20 мМ К-фосфатный буфер (рН 5,8; 
6,5; 7,5 и 8,0). В остальных опытах с иммо-
билизованным ферментом использовали 20 мМ 
К-фосфатный буфер р Н 7,5. 

Иммобилизация холестеролэстеразы на СН-
сефарозе. Для иммобилизации использовали 
раствор фермента, полученный после хрома-
тографии иа гидроксилапатите |2| и скон-
центрированный в 20 раз путем диализа про-
тив 20% полиэтиленгликоля-40 000 («Serva», 
ФРГ) . Иммобилизацию холестеролэстеразы иа 
СН-сефарозе проводили по методу |5|. 1 г 
СН-сефарозы инкубировали с 10 мл 0,5 М 
NaCl в течение 2 ч при комнатной температу-
ре, после чего набухшую суспензию промы-
вали 300 мл 0,5 М NaCl, затем водой. К 4 мл 
суспензии СН-сефарозы добавляли 0,4 мл 
25 мМ Na-барбиталового буфера, р Н 5,5, 
и 1,6 мл раствора холестеролэстеразы (I мг 
белка, удельная активность 0,26 нмоль иа 
I мг в 1 ч). После доведения р Н смеси до 
5,5 добавляли 40 мг 1 -этил-3(3-диметилами-
иопропил)карбодиимида («Sigma», США), рас-
творенного в 0,5 мл воды (порциями по 25 мкл 
в течение 15 мин при комнатной температуре). 
Суспензию затем инкубировали при 4 С в 
течение 16 ч, после чего отмывали 200 мл 
воды. В заключение гель инкубировали с 
100 мл 0,1 М глицина при 15 °С, а затем от-
мывали 1 М NaCl, водой и 20 мМ К-фосфат-
ным буфером р Н 7,5. Активность холесте-
ролэстеразы, иммобилизованной на СН-се-
фарозе. устанавливали так же, как актив-
ность фермента в растворе [6]. 

Иммобилизация холестеролэстеразы на. ок-
тил-сефарозе. К элюату после хроматогра-
фии па ДЭАЭ-целлюлозе [2], содержащему 
100 мг белка (удельная активность холесте-
ролэстеразы 0,22 нмоль на 1 мг в 1 ч), в 220 мл 
раствора добавляли 3 М NaCl для доведения 
концентрации NaCl до 1 М и полученный рас-
твор наносили на колонку с октил-сефарозой 
(0 ,6ХЗ см), уравновешенной 1 М NaCl в 
20 мМ К-фосфате р Н 8,0. Нанесение прово-
дили по замкнутому циклу со скоростью 
20 мл/ч в течение 18 ч при 4 °С. После этого 
колонку промывали 1 М NaCl в 20 мМ К-фос-
фате рН 8,0, а затем 20 мМ К-фосфатом рН 
7,5. Им моб и л изо ванная холесте рол эстер аза 
не элюировалась 2 М NaCl, 3% альбумином, 
0,5% дезоксихолата Na, а также 7о% эти-
лепгликолем. Для определения активности 
холестеролэстеразы, иммобилизованной на ок-
тил-сефарозе, использовали дисперсию холс-
стерил-14С-олеата (см. выше). Эту дисперсию 
(30 нмоль холестерилолеата) подвергали цир-
куляции (с помощью перистальтического на-
соса) через термостатированную при 37 °С 
колонку с октил-сефарозой, содержащей сор-
бированный фермент и уравновешенной 20 мМ 

К-фосфатом рН 7,5. После окончания цирку-
ляции, длившейся от 30 мин до 3 ч, колонку 
промывали 15 мл 20 мМ К-фосфата р Н 7,5. 
В элюате определяли общую радиоактивность 
и количество освобожденного 14С-олеата. Эти 
данные использовали для расчета степени 
гидролиза холестерил-14С-олеата. В качестве 
контроля служила колонка с октил-сефаро-
зой, не содержащей холестеролэстеразы. На-
несение субстрата и все последующие проце-
дуры были аналогичны описанным выше. 

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

При инкубации холестерил-14С-олеата 
с холестеролэстеразой, ковалентно им-
мобилизованной на СН-сефарозе, было 
обнаружено, что суммарная активность 
иммобилизованного фермента составляет 
15% от суммарной активности фермента 
в растворе, использованного для иммо-
билизации. Это могло быть вызвано как 
малоэффективным связыванием холесте-
ролэстеразы, так и ее инактивацией в 
процессе сшивки. Подобна я и нактива-
ция происходила, судя по данным ра-
боты 15], при ковалентной иммобилиза-
ци и л и попротеинл и пазы на СН-сефа-
розе карбодиимидным методом. Эти же 
авторы, применив радиойодированный 
фермент, показали низкую эффективность 
карбодиимидного метода иммобилиза-
ции. Дополнительным недостатком ме-
тода иммобилизации на СН-сефарозе 
является необходимость концентриро-
вания белковых растворов, при котором 
происходит частичная инактивация фер-
мента. 

Указанных недостатков лишен метод 
иммобилизации холестеролэстеразы на 
о кти л -сефа розе. Гидрофоб 11 ы й х а р а кте р 
этого носителя позволяет проводить им-
мобилизацию из разбавленных белко-
вых растворов, а отсутствие жесткого 
ковалентного связывания обеспечивает, 
по-видимому, сохранение ферментатив-
ной активности. Так, при условиях, 
описанных в разделе «Методика», холе-
стеролэстераза, находившаяся в рас-
творе, полностью связывалась с октил-
сефарозой. Ферментативная активность 
при этом не терялась. Повышение кон-
центрации NaCl до 1 М в растворе, ис-
пользованном при нанесении холесте-
ролэстеразы, существенно повышало ем-
кость сорбента. 

Следует отметить, что эффективная им-
мобилизация холестеролэстеразы 61,1ла 
нами достигнута также при использова-
нии других гидрофобных носителей 
(фенил-сефароза, бутил - TOYOPEARL). 
Приводимые ниже свойства иммобили-
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Влияние д е з о к с и х о л а т а Na и NaCl на активность 
растворенной и иммобилизованной холестерол-

эстеразы 

Активность холесте-
ролэстеразы, % 

Состав иикубациоиной 
среды иммоби-

лизован-
ной 

р а ств о р ен -
ной 

20 мМ К-фосфат + 0,5 % 
дезоксихолат Na 

20 мМ |\-фосфат -f- 0,15 М 
NaCl 

20 мМ К-фосфат 0,75М 
NaCl 

143* 

96** 

91 ** 

72 

160 

64 

11 р и м е ч а и и е: За 100 % активности раст-
воренной холестеролэстеразы принята ее актив-
ность в 20 мМ К-фосфате рН 7,5, за 100% 
активности иммобилизованной холестеролэстера-
зы - активность в 20 мМ К-фосфате рН 7,5 с 
2 % альбумином. Одна звездочка — влияние де-
зоксихолата исследовали при рН 8,0; две —про-
бы содержали также 2 альбумин. 

зованиой холестеролэстеразы мало за-
висели от вида носителя, в то время как 
емкость последних довольно значитель-
но варьировала и была наибольшей у ок-
тил-сефарозы. Далее в статье приводятся 
р езу л ьтаты р аботы с о кти л -сефар озой. 

Обнаружение а к т и в н ост и и м м об и л и -
зованиой холестеролэстеразы было воз-
можно лишь в присутствии 2% альбу-
мина. Анализ элюатов, полученных при 
11 р ом ы ван и и 11 ммобил изова и 11 ой х олесте-
ролэстеразы раствором 2 % ал ьбум и на, 
позволяет предположить, что альбумин 
препятствует сорбции как субстрата, 
так и продуктов его ферментативного 
гидролиза. 

В таблице приведены некоторые свой-
ства и м мобил изова иной х олестеролэсте-
разы в сравнении со свойствами фер-
мента в растворе. Из этих данных вид-
но, что обнаруженное нами ранее сти-
мулирующее влияние низких концент-
раций и ингибирующее действие высо-
ких концентраций NaCl на активность 
растворимой холестеролэстеразы 121 не 
выявляется при работе с иммобилизо-
ванным ферментом. Активность иммо-
билизованной холестероэстеразы не уве-
личивалась в присутствии 0,15 М NaCl 
и практически не снижалась в присут-
ствии 0,75 М NaCl. 0,5% дезоксихолат 
Na, ингибирующий активность фермен-
та в растворе, увеличивал активность 
11 м мобил изованной холестеролэстеразы. 

рН-оптимум действия иммобилизован-
ного фермента составлял 7,5, т. е. не 
отличался от такового растворенной хо-
лестеролэстеразы 121. 

да 

Увеличение скорости циркуляции рас-
твора субстрата через колонку с им-
мобилизованной холестеролэстеразой от 

10 до 40 мл/ч не влияло на скорость ос-
вобожден и я :14С-олеата. 

Иммобилизованная холестераза отли-
чалась довольно высокой стабильностью. 
После 2 мес работы (свыше тридцати 
3-часовых опытов при 37 "С) ее актив-
ность снизилась лишь на 10%. Для 
сравнения следует отметить, что актив-
ность р астворен и ой х ол естеролэстер азы 
существенно уменьшалась уже после 
1 нед хранения при 4 °С. 

Таким образом, с помощью октил-се-
фарозы можно эффективно иммобили-
зовать печеночную холестеролэстеразу 
без потери ее активности. Использова-
ние этого сорбента дает возможность 
проводить иммобилизацию из разбав-
ленных растворов, что является опреде-
ленным преимуществом, поскольку поз-
воляет обойтись без дополнительной ста-
д и и кон це нтр ир ова и и я фермента. Сл е-
дует отметить, что у октил-сефарозы 
как сорбента есть недостаток — иеспе-

11 и фи ч ее кое с в я з ы в а н и е субстрата и 
продуктов его гидролиза. Однако этот 
недостаток можно преодолеть, если до-
бавить в буферные растворы альбумин 
или детергенты. Иммобилизованная хо-
лестеролэстераза может быть многократ-
но использована. Она отличается от 
растворенного фермента значительно бо-
лее высокой стабильностью при хране-
! I и и и отсу тстви ем чу ветви тел ьности к 
ингибирующему действию NaCl и де-
зоксихолата. Получение иммобилизован-
ной холестеролэстеразы дает возмож-
ность исследовать влияние фермента-
тивного гидролиза эфиров холестерина 
в липонротеинах на их макромолеку-
лярные свойства и взаимодействие с 
клетками и межклеточным веществом. 

Выражаем благодарность проф. В. О. 
Шпикитеру за помощь при обсуждении 
результатов. 
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P R E P A R A T I O N AND SOME P R O P E R T I E S 

OF IMMOB IL I ZED CHOLESTEROL ES-

TERASE 

G. G. Kovaleva, I. M. Kartnansky 

Institute of Biological and Medical Chemistry, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Immobil ization of cholesterol esterase enab-
led to study the enzymatic modification of 

blood serum lipoproteins during their inter-

action with cells. Due to high affinity of oc-

tyl-Sepharose to cholecterol esterase large 

volumes of diluted enzyme preparations were 

immobilized without preliminary concentra-

tion. After immobil ization the enzyme pH op-

t imum was unaltered, whereas the activating 

effect of low NaCl concentrations and inhibi-

tory effect of the salt high concentrations were 

not observed. The immobilized on octyl-Sepha-

rose cholesterol esterase exhibited the greater 

stability as compared with the enzyme deluted 

preparation and was used repeatedly without 

distinct decrease in activity. 
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П. Д. Рабинович, £. И. Кашкина 

ФУКОЗА И ДРУГИЕ НЕЙТРАЛЬНЫЕ ГЕКСОЗЫ В КАЛЕ 

У БОЛЬНЫХ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИМ ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ 

Сар а то вс к и й мед и ци 11 с к ий ии сти ту т 

Большинство исследователей связы-
вают развитие неспецифического язвен-
ного колита (НЯ К) с иммунологически-
ми нарушениями в организме больного 
II -4, б, 81. Только отдельные авторы 
высказывали предположение об опреде-
ленной роли ослабления барьерной функ-
ции толстой кишки в патогенезе МЯК 
[9, 121. Ранее 1111 методом ступенчатой 
хроматографии на колонках с ДЕАЕ-
целлюлозой было установлено, что при 
И Я К в слизистой оболочке резециро-
ванных участков толстой кишки отсут-
ствуют слизевые гликопротеииы IV 
фракции. Эти вещества, по-видимому, 
участвуют в обеспечении защиты сли-
зистой оболочки толстой кишки от по-
в р еж да юн ;и х фа ктор ов. В с в я з и с и з л о-
женным представлялось целесообразным 
определить количество углеводсодержа-
щих соединений в фекалиях больных 
МЯК, поскольку по этим данным мож-
но судить о состоянии секреции глико-
протеииов защитной слизи в толстой 
кишке 151. 

М е т о д и к а 

Общее количество нейтральных углевод-
соде ржа щи х биополимеров оценивали по ре-
зультатам определения общих нейтральных 
гексоз, количество фукогликопротеинов ( Ф П I) 
вместе с продуктами их деградации — по со-
держанию общей фукозы; о количестве гли-
копротеииов судили по содержанию нейтраль-
ных гексоз, связанных с белками, о количест-

ве ФГГ1 — по содержанию фукозы, связан-
ной с белками. 

Кал, полученный за сутки, взвешивали, 
тщательно перемешивали, отмеряли в фарфо-
ровую ступку 10 г, добавляли 90 мл дистил-
лированной воды при постоянном растирании, 
центрифугировали при 3000 об/мим и отделя-
ли надосадочиую жидкость, которую исполь-
зовали для дальнейшего исследования. 

Для определения количества общих нейт-
ральных гексоз применили метод |10|. В про-
бирке с притертой пробкой 0,5 мл надосадоч-
ной жидкости в 4,5 мл 0,1 и раствора NaOH 
наслаивали на 5 мл свежеприготовленного и 
охлажденного на льду 0,2% раствора аптро-
на в 78% серной кислоте. Во вторую пробир-
ку на нитроновый реактив наслаивали 0,5 мл 
дистиллироваипой воды, в третью - 0,5 мл 
К) мг% раствора маинозы и галактозы (1 : I). 
Содержимое пробирок тщательно перемеши-
вали, пробирки закрывали и помещали па 
сильно кипящую водяную баню на 5 мин, за-
тем на ледяную баню иа 10 мин. После ох-
лаждения пробирки оставляли при комнатной 
температуре на 40 мин и колориметрпровали 
при длине волны 578 пм против образца с 
дистиллированной водой. Результаты нод-

;али по формуле: 

СУТ 
ОПог, 

-г = -7ЧТ Г ^ Ф г . 10-2, 
OIL. 

где ГСут ~ суточное выделение гексоз с ка-
лом (и г), 011 об — оптическая плотность об-
разца из экстракта кала, О П с т — оптиче-
ская плотность образца со стандартным рас-
твором гексоз, Фг — суточное выделение ка-
ла (в г). 

Содержание гексоз, связанных с белками, 
устанавливали также в суточном количестве 
фекал ий. 

В пробирку с 20 мл 96 % этанола при по-
стоянном помешивании приливали 1 мл над-
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осадочной жидкости, оставляли на 20 — 
30 мин, затем центрифугировали при 
3000 об/мин в течение 10 мин. Спирт деканти-
ровали. Осажденный белок промывали, для 
чего повторно суспендировали в том же 
объеме 96% этанола центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 30 мин. Спирт слива-
ли, осадок тут же растворяли в 2 мл дистил-
лированной воды. Измерение концентрации 
производили в 0,5 мл раствора методом [10]. 
Величины, полученные по указанной выше 
формуле, умножали на 4. Результаты опре-
делений выражали в граммах за сутки. 

Количество общей фу козы измеряли ме-
тодом |7|. В две пробирки вносили по 1 мл 
надосадочной жидкости в 9 мл 0,1 и раствора 
NaOH , еще в две — rto 1 мл дистиллирован-
ной воды и в одну — 1 мл 2 мг% раствора 
фукозы. Пробирки охлаждали в ледяной ба-
не до 0 °С, в каждую из них добавляли по 
4,5 мл охлажденного до 0 °С раствора (6 : I 
по объему) серной кислоты марки х. ч., до-
полнительно очищенной кипячением с пер-
гидролем, тщательно перемешивали, поме-
щали па сильно кипящую водяную баню на 
3 мин, охлаждали в токе водопроводной во-
ды, добавляли в одну пробирку с образцом, 
в пробирку со стандартным раствором и в 
пробирку с дистиллированной водой по 
0,1 мл 3% раствора солянокислого цистеииа 
и тщательно перемешивали. Для достижения 
максимальной окраски пробирки оставляли 
при комнатной температуре на 90 мин. Коло-
риметр ировали при 396 и 430 нм против со-
ответствующего образца с дистиллированной 
водой (цистеинового и безцистеинового). Ре-
зультат!,г рассчитывали по формуле: 

Фсут 

( О П 2 9 6 - О П ? 3 0 ) - ( О П ^ 6 - -ОПЙо ) 
• X 

( О П - 6 - О П 7 з с ) 

X 2-СК- Ю - 3 , 

где Ф с у т — количество фукозы, выделенной 
за сутки с калом, 011 ц — оптическая плот-
ность пробы с цистеииом, О П б ц — оптиче-
ская плотность пробы без цистеииа, ОП с т -
оптическая плотность стандарта (2 мг% рас-
твор фукозы), 396 и 430 им —длины воли, 
СК —суточное количество кала (в г). 

Количество фукозы, связанной с белками 
кала, также устанавливали в его суточном 
количестве. Белки осаждали из 1 мл над-
осадочной жидкости 5 мл 96% этилового спир-
та и центрифугировали в течение 15 мин при 

3000 об/мин. Осадок суспендировали в 5 мл 
96% этилового спирта, снова отделяли 15-
минутным центрифугированием при 

3000 об/мин и растворяли в I мл 0,1 и раство-
ра гидроокиси натрия. Концентрацию фуко-
зы измеряли в 1 мл раствора методом |7|. 
Результаты определений выражали в грам-
мах за сутки. Достоверность обнаруженных 
различий устанавливали с помощью крите-
рия Стыодента. 

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

Обследовали 45 больных НЯК (20 
мужчин и 25 женщин) в возрасте от 16 
до 70 лет с продолжительностью заболе-
вания от нескольких месяцев до 20 лет. 
Пациентов наблюдали на высоте обо-
стрения заболевания и в периоде кли-
нической ремиссии. Отклонения от нор-
мы выявляли сопоставлением получен-
ных данных с результатами обследова-
ния 30 практически здоровых людей 
(12 мужчин и 18 женщин) в возрасте от 
16 до 66 лет. Для определения специ-
фичности отклонений обследовали 24 
больных хроническим панкреатитом 
(10 мужчин и 14 женщин) в возрасте от 

22 до 70 лет с продолжительностью па-
тологического процесса от 1 года до 
23 лет. Диагноз НЯК подтверждали ир-
ригоскопией, ре ктором а и ос ко пи е й, ко-
лоноскопией и биопсией слизистой обо-
лочки толстой кишки. Хроническую ди-
зентерию исключали троекратным бак-
териологическим исследованием кала, 
протозойную инвазию — троекратной 
копроскопией. 

Как видно из таблицы, при обостре-
нии НЯК суточное выведение с калом 
общих нейтральных гексоз было мень-
ше, чем у здоровых людей в 1,6 раза 
(/?<Ч),001). В период клинической ре-
миссии оно практически не изменялось. 
При обострении хронического панкреа-
тита этот показатель оказался в 1,4 раза 

Содержание углеводных компонентов гликопротеинов (в г/сут) в кале больных и здоровых людей 

Группа обследованных 
Период течения 

з аб олевания 
О б щ и е нейтраль-

ные гексозы 
Гсксо зы . связан-
ные с белками 

Обща я 
фу ко за 

Ф у к о за . 
связан на я 

с белками 

Неспецифический 
язвенный колит (45) 

Хронический панкреа-
тит (24) 

Обострение 
Клиническая 

ремиссия 
Обострение 
Клиническая 

ремиссия 

2 ,33+0, 1 19 

2,474-0,121 

2,76+0,169 

3,24+0,162 

1 ,24+0,082 

1 ,49+0,068 
1 ,59+0,082 

1,84+0,122 

0, 10 ±0,008 

0,18+0,009 
0, 17+0,012 

0,24 ±0,011 

0,06±0,006 

0,12 ±0,007 

0,13 ±0,009 

0 ,16± 0,007 

Здоровые люди (30) 3,76+0,135 1 ,85+0,072 0,26 ±0,009 0,16 ±0,001 

р и меч а п и е. В скобках — число обследованных. 
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ниже, чем у здоровых людей (/;<0,001), 
по в 1,2 раза выше, чем при НЯК 
(/;<0,05). В период клинической ре-
миссии заболевания суточная экскреция 
с калом общих нейтральных гексоз 
увеличивалась в 1,2 раза по сравнению 
с периодом обострения (/?<0,05) и в 
1.3 раза превышала уровень, обнару-
женный во время ремиссии НЯК (/?< 
<0,001). 

Из таблицы следует также, что при 
обострении НЯ К по сравнению с данны-
ми, полученными у здоровых людей, 
наблюдалось снижение уровня экскре-
ции гексоз, связанных с белками кала, 
в 1,5 раза (/?<0,001). В период клини-
ческой ремиссии их содержание в кале 
увеличивалось в 1,2 раза (/?<(),05), 
хотя и осталось в 1,2 раза меньше 
нормы (/;<0,001). При активном хро-
н и чес ком и а и к р еати те вел и ч и и а этого 
показателя уменьшалась в 1,2 раза по 
сравнению с нормой (;;<0,05). Однако 
она была в 1,3 раза выше, чем у боль-
пых с обострением НЯК (/?<0,01). В 
фазе клинической ремиссии хроническо-
го панкреатита экскреция гексоз, свя-
занных с белками кала, существенно ие 
изменялась, оставаясь в 1,2 раза выше, 
чем при ремиссии НЯК (/;<0,05). 

Экскреция общей фукозы за сутки 
при обострении НЯК была снижена в 
2.6 раза (см. таблицу; /?<0,001). Улуч-
шение состояния больных сопровожда-
лось увеличением этого показателя в 
1,8 раза (/;<(),001), но он оставался 
в 1,4 раза меньше, чем в норме (/;< 
<0,001). У пациентов, страдавших хро-
ническим панкреатитом, в фазе обостре-
ния экскреция общей фукозы уменьша-
лась не так резко (в 1,5 раза; /?<0,001). 
Она оказалась в 1,7 раза выше, чем при 
обострении НЯК (/?<0,001). При на-
ступлении ремиссии происходило уве-
личение экскреции общей фукозы в 

1.4 раза (/?<0,001). По сравнению с ана-
логичной фазой НЯ К величина этого 
показателя найдена большей в 1,3 раза 
( / ; < 0 , 0 0 1 ) . 

Обострение НЯ К сопровождалось 
уменьшением суточной экскреции фу-
козы, связанной с белками кала, в 
2.7 раза (/?<0,001; см. таблицу). Во 
время клинической ремиссии она уве-
личивалась в 2 раза (/?<0,001), однако 
оставалась ниже, чем у здоровых лю-
дей в 1,3 раза (/;<0,01). У больных 
активным и неактивным панкреатитом 
содержание фукозы, связанной с бел-

ками кала, было практически нормаль-
ным . 

Из приведенных данных следует, что 
при НЯК в кале уменьшается общее ко-
личество углеводсодержащих биополи-
меров (гликопротеииов, гликопептидов), 
о чем свидетельствует значительное сни-
жение выделения с ним общих ней-
тральных гексоз. Аналогичным образом 
изменяется фекальная экскреция этих 
Сахаров при симптоматическом энтеро-
колите у больных хроническим панкре-
атитом, но уменьшение выведения об-
щих нейтральных гексоз при НЯК бы-
ло несколько более выраженным, чем 
при хроническом панкреатите. Вероят-
но, при язвенном колите происходит 
большее угнетение секреции гетероса-
харидов слизи. Для НЯК, по-видимому, 
особенно характерным является умень-
шение количества ФГП в кале, так как 
содержание в нем общей фукозы при 
этом заболевании снижается значитель-
но резче, чем содержание гексоз и чем 
это наблюдается при хроническом пан-
креатите. Если в норме на 100 молей 
общих гексоз приходится 8 молей об-
щей фукозы, то при Н Я К независимо 
от периода течения — 5 молей (/;< 
<0,05). При обострении хронического 
панкреатита на 100 молей общих гексоз 
приходится 7 молей общей фукозы, а 
при ремиссии этого заболевания соотно-
шение приведенных показателей не от-
личается от такового у здоровых лю-
дей. Это наблюдение указывает иа бо-
лее существенное нарушение состава 
слизи толстой кишки у больных НЯК. 
О правильности такого предположения 
свидетельствуют также результаты из-
мерения нейтральных гексоз и фукозы, 
связанных с белками. При НЯК коли-
чество таких нейтральных гексоз в пе-
р и оде обос тр е и и я с и и же и о з и а ч и те л ь и о 
больше, чем при хроническом панкреа-
тите. Особенно заметно это различие по 
данным измерения экскреции с фека-
лиями фукозы, связанной с белками. 
Прия НЯК она уменьшена в 2,7 раза, 
а при хроническом панкреатите- незна-
чительно и статистически несуществен-
но. Если в норме на 100 молей гексоз, 
связанных с белками, приходится 10 мо-
лей фукозы, связанной с белками, то 
при обострении НЯК оно уменьшается 
до 6 молей (/?<(),05), а при ремиссии 
возвращается к норме. При хрониче-
ском панкреатите независимо от фазы 
течения подобного изменения состава 
с л и з е в ы х IV! и к о г i р оте и и ов не пр о и ехо-
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дит. При нем на 100 молей гексоз, свя-
занных с белками, в обе фазы течения 
заболевания приходится 10 молей фуко-
зы, связанной с белками. 

Таким образом, при НЯК наблюда-
ется довольно специфичное угнетение 
выведения ФГП в кал слизистой оболоч-
кой толстой кишки. Эти результаты 
совпадают с данными работы 111], в со-
ответствии с которыми при НЯК от-
сутствуют IV фракции гликопротеинов 
в слизистой оболочке резецированных 
участков толстой кишки. Увеличение 
содержания ФГП (общей фукозы и фу-
козы, связанной с белками) в фекалиях 
больных НЯК в период клинической 
ремиссии свидетельствует о связи вы-
явленных отклонений с заболеванием. 
Однако и в этом периоде содержание 
гликопротеинов в просвете толстой киш-
ки остается ниже нормы, о чем свиде-
тельствует уменьшение количества в 
кале общих и связанных с белками 
нейтральных гексоз и фукозы. Сохране-
ние дефицита защитных компонентов 
слизи при исчезновении клинических и 
морфологических признаков активности 
НЯК может быть одним из факторов, 
обусловливающих склонность этого за-
болевания к рецидивирующему, цик-
л и чес кому течению. 
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FUCOSE AND O T H E R NEUTRAL H E X O S E S 

IN FECES OF PATIENTS W I T H UNSPECI-

FIC ULCEROUS COLITIS 

P. D. Rabinovich, E. / . Kashkina 

Medical School, Saratov 

Secretion of glycoproteins with protective 
mucus of large intestine was studied by means 
of estimation of the carbohydrate components 
in feces of patients with unspecific ulcerous 
colitis. A decrease in daily excretion with feces 
of glycoproteins and glycopeptides was detected 
in these patients as well as in the patients with 
chronic pancreatitis. Under conditions of un-
specific ulcerous colitisas distinct from chronic 
pancreatitis content of fucoglycoproteins, main 
chemical protectors of gastrointestinal fract, 
was primarily decreased. The defect of large 
intestine mucus might he responsible for impa-
irment of barrier function of the intestinal 
mucose and to contribute to ulcer development. 
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Л. Л. Иванов, А. К. Праижявичюс 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ тРНК И АМИНОАЦИЛ-тРН К-

СИНТЕТАЗ МИОКАРДА СВИНЬИ ПРИ АНОКСИИ И 

ПОСЛЕДУЮЩЕЙ РЕОКСИГЕНАЦИИ 

Кафедра биологической и органической химии Каунасского медицинского института 

Интенсивность обмена веществ в мио-
карде в большей мере зависит от снаб-
жения клеток 02. Резкое снижение обес-
печения миокарда 02 при аиоксии при-
водит к глубоким нарушениям ряда ме-
таболических процессов 18 -121. Репа-
рация некоторых из них возможна при 

восста н ов л е и и и с и а бже и и я 02 к л ето к 
сердечной мышцы 1111. 

Среди всех метаболических процессов 
в миокарде особая роль принадлежит 
биосинтезу белка, так как в основном 
за счет этого процесса поддерживается 
на онредел е и н ом у р ов и е с о к р ати тел ь-
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мая функция сердца. Тем ме менее 
в л и я и и е а н о кс и и м и о к а р д а на б и ос и и -
тез белка изучено мало. При аиоксии 
уменьшается включение радиоактивных 
аминокислот в белки сердечной мышцы 
1.8, 9, 11I, что объясняют снижением син-
теза белка па рибосомах 181. Однако 
синтез белка — многостадийный про-
цесс, в нем участвует большое число 
факторов. Известно, что в регуляции 
биосинтеза белка принимают участие 
молекулы тРНК и аминоацил-РН К-сии-
тетаза (АРСаз, КФ 6.1.1), которые во 
многом определяют скорость и точ-
ность доставки аминокислот к рибосо-
мам. В связи с этим целью данной ра-
боты явилось изучение влияния снаб-
жения миокарда 0 2 на биологическую 
активность тРНК и АРСаз. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на свиньях мас-
сой 30—40 кг. Для снижения свертываемости 
крови за 5 мин до начала эксперимента жи-
вотным через вену вводили гепарин 
(300 ЕД/кг). Свиней усыпляли внутривенным 
введением тиопентал-иатрия (16 мг/кг), серд-
ца быстро извлекали, помещали в охлажден-
ный (2 °С) физиологический раствор и пер-
фузировали по модифицированной методике 
Лапгепдорфа | 10]. Для этого сердца предва-
рительно промывали 5 мин бикарбонатным 
буфером Кребса — Хейзеляйта (118 мМ NaCl, 
4,7 мМ К О , 2,5 мМ СаС12, 1,2 мМ MgCl2 , 
1,2 мМ КН 2 Р0 4 , 3,25 мМ NaHCO», 20 мМ 
глюкозы), насыщенным смесыо 95% 02-|-
+ 5 % С0 2 . Сердца перфузировали аппаратом 
искусственного кровообращения АИК-5 под 
давлением 60—80 мм рт. ст. Объем перфузи-
руемого буфера 5 л, температура 37 , 0± 
±0,5 °С. Постоянное значение р Н буфера 
(7,40±0,05) поддерживали добавлением опре-
деленных количеств 5 % NaHCO». Аноксию 
миокарда воспроизводили путем перфузии 
сердец бескислородным буфером. 

Условия выделения препаратов суммар-
ных т Р Н К и АРСаз из миокарда свиньи и 
11 оста н о в ка pea к i ;и и а м и и оа ци л и р овал и я 
тРН К описаны в работах |1, 3]. 

Рез у л ьта т ы об р аба т ы в ал и ста т и ст и ч ее к и, 
применяя /- к р и те р и й Ст i > юде н та |2|. 

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

От эффективности функционирования 
тРН К во многом зависит интенсивность 
и точность биосинтеза белка. Ранее мы 
показали, что тотальная ишемия мио-
карда свиньи приводит к нарушению 
амииоацилирования тРНК III. Вслед-
ствие этого была поставлена задача 
сравнить а к где п тор и у ю а к т и в 11 ост ь эт и х 
макромолекул, выделенных из миокарда 
свиньи, в норме и при изменении снаб-
жения 02 . Результаты исследований 

& 

Т а б л и ц а 1 

Акцепторная активность тРНК (в нмоль 
аминоацил-тРНК на 1 мг тРНК) миокарда при 

аноксии и последующей рсоксигенации 
перфузируемого сердца свиньи ( M ± m ; п = 6) 

1 4С-амино -
кислота Контроль Диоксин 

Реоксигена-
ция 

Алании 2 ,3±0 ,1 1 ,4±0 , 1 1 ,8±0, 1 
Глутамино-

в а я 3,74-0,3 1 , 9±0 ,3 3,1 ±0 ,4* 
Лейцин 5,3-Н), 1 4 , 3±0 ,2 5,1 ±0 ,3* 
Серии 1,6+0,1 0 , 9±0 , 1 1 ,2±0,1 

II р и м с ч а и и е. Здесь и в табл. 2 звез-
дочка — величины, статистически достоверно не 
отличающиеся от контроля. 

представлены в табл. 1. Полученные 
данные свидетельствуют о существен-
ном снижении амииоацилирования всех 
изученных тРНК при 20-минутной ано-
ксии миокарда. Реоксигенация в тече-
ние 20 мин аноксического миокарда 
приводит к восстановлению до конт-
рольного уровня акцепторной актив-
ности тРНК, специфичных к глутами-
новой кислоте и лейцину. При этом от-
мечена также тенденция к увеличению 
акцепторной активности тРНК, спе-
цифичных к аланину и серину, однако 
уровень их амииоацилирования не до-
стигает контрольного. 

Причиной снижения акцепторной ак-
тивности тРНК при аноксии миокарда 
м ожет я в итьс я изменение и р остр а нст-
венной структуры молекул, приводящее 
к появлению функционально неактив-
ных конформеров тРНК. Наличие та-
ких форм тРНК в миокарде свиньи 
отмечено нами ранее при ишемии 111. 
Переход части молекул тРНК в неак-
тивное состояние может быть одной из 
причин нарушения биосинтеза белка в 
м и о к а рде 11 р и а и о кс \ i и. 

Интенсивность биосинтеза белка во 
многом определяется функциональной 
а ктивностью А РСаз, катал изн ру юн;и х 
стр ого спец и ф и ч ее к ое а м и н оа ц и л и р о в а -
иие тРНК. В связи с этим в экспери-
ментах и следующей серии исследовали 
влияние снабжения миокарда 0 2 на 
активность этих ферментов. Результаты 
определения активности ряда АРСаз 
миокарда свиней при аиоксии и после-
дующей реоксигенации представлены в 
табл. 2. Полученные данные свидетель-
ствуют об увеличении аланил-глутамил-, 
лейцил- и серил-тРН К-синтетазиой ак-
тивности в препаратах, выделенных из 



Т а б л и ц а 2 

А м и ноа ц и л- т Р Н К - с и н тета зная актив н о с т ь 
(в пмоль аминоацил-тРНК на 100 мкг белка в I 
мин) препаратов суммарных АРСаз миокарда 
при аноксии и последующей реоксигепации пер-

фузируемого сердца свиньи (/Vf+m; п 6) 

что одной из причин нарушения био-
синтеза белка в миокарде при недоста-
точном снабжении его 02 является из-
менен и е б и о л о г и ч ее к о й а к т и в и ос т и 
тРНК и АРСаз. 

^'С-ам ино-
ки слот a Контроль А ноксия 

Реоксигена -
ция 

Алании 93 . 6 г t 6 . 7 1 3 0 . -1 ± 13, 5 85 , 1 ± 1 4 , 8 * 
Глутами-
новая 10 1 , 2 -!: 8 , 9 1 6 3 , 8 ± 9 , 6 1 1 7 , 0 ± 1 5 . 2 * 
Лейцин з 1! Г) "г t 3 . г. 5 1 . 1 ± 4 . 1 30 . 0 ± 2 , 4 • * 
Серии 3 0 , 2 г: i- I . 9 4 3 , 9 + 5 , 8 24 , 8 2 , 4* 

миокарда свиней после 20-минутной ано-
ксии. При восстановлении снабжения 
миокарда кислородом отмечается сни-
жение активности АРСаз до контроль-
ного уровня. Увеличение АРСаз при 
аноксии может быть связано либо с по-
вышен ием каталитической а ктивиости 
АРСаз под воздействием ряда внутри-
клеточных факторов [3—71, либо со 
стимуляцией их синтеза и увеличением 
содержания в ткани. 

Таким образом, при аноксии мио-
к а р д а с в и и ь и оби а р у же н о и змеи е и и е 
активности тРНК и АРСаз. Следует 
отметить, что аноксия перфузируемого 
сердца как модель позволяет исследо-
вать один из аспектов ишемии, а имен-
но: зависимость состояния миокарда от 
снабжения его 02. Причем при сопо-
ставлении результатов изучения актив-
ности тРНК п АРСаз при аноксии (см. 
табл. 1 и 2) и кратковременной тоталь-
ной ишемии II, 3.1 было обнаружено 
сходство этих изменений. В связи с 
этим можно предположить, что одной 
из основных причин, определяющих из-
менение биологической активности ком-
понентов аппарата трансляции при ише-
мии, является нарушение обеспечения 
миокарда кислородом. В пользу этого 
11 р ед 11 ол оже н и я с в идете л ьству ют да 11 и ые 
о нормализации активности тРНК и 
А РСаз при восста новл ей и и снабжен и я 
миокарда 02. Необходимо отметить, что 
восстановление активности тРН К и 
АРСаз возможно только после кратко-
временной ишемии и аноксии (15 -

20 мин), так как структурно-функцио-
нальные изменения этих макромолекул 
в данный период не носят такой глу-
бокий характер, как в более длитель-
ные сроки ишемии II, 31. 

Таким образом, па основании полу-
ченных результатов можно заключить, 
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Distinct decrease in the rate of aminoacyla-
tion of tRNAs, specific to alanine, glutamic 
acid, leucine and serine, was found after 20 niiii 
anoxia of perfused pig heart. In the anoxia 
activity of aminoacyl-t RNA synthetases of 
the same amino acid specificity was increased. 
Reduction of these macromolecules activity 
was olserved in reoxygenation of the anoxic 
myocardium. Biological activity of t R N A and 
aminoacyl-tRNA synthetases in pig myocar-
dium appears to depend on the supply of heart 
with oxygen. 
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X. М. Марков, А. Г. Кучеренко 

ВЛИЯНИЕ ДИЕТ С РАЗЛИЧНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ ЛИНОЛЕВОЙ 

КИСЛОТЫ НА ПРОСТАГЛАНДИНОВУЮ СИСТЕМУ ПОЧЕК КРЫС 

Н И И педиатрии А М Н СССР , Москва 

Функционирование почек связано с 
обменом в них жирных кислот. Поли-
ненасыщенные жирные кислоты (ННЖК) 
являются, в частности, субстратом для 
синтеза простагландинов (ПГ), облада-
ющих широким спектром биологическо-
го действия. В связи с этим представля-
ет интерес влияние диет с различным 
содержанием ПНЖК на простагланди-
новую систему почек. Имеющиеся по 
этому вопросу данные весьма противо-
речивы 1.1, 4, 151. 

Целыо настоящей работы было ис-
следование влияния различного содер-
жания линолевой кислоты (ЛК), в ди-
ете на образование тканью почек ПГ 
и их выведение с мочой. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на 45 нормотензивных 
крысах-самцах Вистар-Киото (НКВК)- В за-
висимости от количества поступающей с пи-
щей Л К животные были разделены на 3 груп-
пы. К 1-й группе были отнесены крысы, 
получавшие диету, дефицитную по Л К (ме-
нее 0,1 кал.%) , ко 2-й и 3-й —животные, 
содержание Л К в диете которых составляло 
соответственно 9 и 16 кал.%. Все указанные 
диеты были изокалорийными, с нормальным 
уровнем белка и углеводов, но различным ка-
чественным составом жиров. Рацион состоял 
(в весовых процентах) из казеина (20), крах-
мала (52,9), сахарозы (5,0), жиров (11,0), 
смеси солей (4,0) и витаминов (2,0), целлюло-
зы (5,0) и холипхлорида (0,1). Жировой ком-
понент 1-го рациона был представлен гидри-
рована ым жиром (саломасом) — 11%, 2-й 
рацион содержал 4% подсолнечного масла, 
5% лярда и 2% гидрированного жира , 3-й — 
10% подсолнечного масла и 1% лярда. Диеты 
назначали в течение I нед (последней) прена-
тального периода и 18 иед после рождения. 
В 18-неделыюм возрасте после предваритель-
ного сбора суточной мочи в обменных клет-
ках животных декапитировали и в ткани по-
чек (кора и мозговой слой) исследовали био-
синтез простагландинов ПГЕ и ПГР 2 а , 6-
кето-11ГР1а и тромбоксаиа В2 (ТХВ 2 ) из 
эндогенного субстрата по методу |16|. По 
количеству образующихся стойких метаболи-
тов — 6-кето-ПГГ|а и ТХ В2 —судили о ско-
рости биосинтеза их нестойких, по высоко-
биологически активных предшественников ~ 
простациклина (Г1Г12) и тромбоксаиа А2 

(ТХА2) соответственно. Количественное опре-
деление указанных соединений в образцах 
ткани и суточной мочи производили радио-
иммунным методом с помощью наборов реак-
тивов фирмы «Clinical assay» (США) и произ-

водимых в В Н Р . Осуществляли предвари-
тельную экстракцию проб этил ацетатом и 
разделение экстрактов на фракции методом 
адсорбированной колоночной хроматографии 
в системе бензол — этил ацетат — метанол [6]. 
Радиоактивность проб исследовали на жид-
костном сцинтилляционном счетчике «Mark-
I l l » ф и р м ы « Т г а с о г Euro р а» (С III А). 

Количество экскретируемых с мочой элек-
тролитов (натрия, калия) определяли методом 
пламенной фотометрии па приборе FLM-2 
«Radiometer» (Дания). Содержание ренина в 
ткани почек устанавливали радиоиммунным 
методом набором реактивов фирмы «Sea-lre-
Sorin» (Франция), а радиоактивность проб — 
иа счетчике 1175 фирмы «Тгасог Еигора» 
(США). Результаты обрабатывали методом 
вар иа ц и о и и ой с т а т ист и к и. 

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

Как показывают результаты исследо-
вания, ткань почек (кора и мозговой 
слой) крыс обладает высокой способ-
ностью синтезировать все основные ви-
ды простаноидов (ПГЕ, ПГР2а, 6-кето-
ПГЕ , а и ГХВ2). При этом образование 
их в мозговом слое почек значительно 
выше, чем в коре почек. Определение 
процентного содержания отдельных со-
единений от их общей суммы, принятой 
за 100%, подтвердило полученные нами 
ранее данные 121 о видовой специфич-
ности спектра синтезируемых проста-
ноидов у крыс, основным продуктом ме-
таболизма арахидоновой кислоты (А К) 
в коре и мозговом слое почки которых 
является ПГЕ (ПГЕ>ПГЕ2а >6-кето-
ПГЕ1а>ТХВ2) . 

Сопоставление уровней медуллярного 
биосинтеза простаноидов (рис. 1) вы-
я в и л о иа и бол ее низкое обра з ов а и ие 
ПГЕ, ПГР2а и 6-кето-Г1ГЕ|а в условиях 
дефицита Л К (1-я группа), что согла-
суется с данными литературы о сниже-
нии содержания тканевой А К, а следо-
вательно, и ПГ диеновой серии в почке 
при ограничении поступления линолеа-
та с пищей 17, 9.1. Биосинтез ТХВ2 

был крайне низок и оставался неизме-
ненным у животных всех исследован-
ных групп, что подтверждает имеющие-
ся сведения о незначительной роли 
ТХА2 В функционировании здоровых 
почек и возрастании таковой при их 
патологии [13]. 
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Рис . I. Биосинтез простаноидов в мозговом 

слое почки и их экскреция с мочой у крыс на 

диете с различным содержанием J IK . 
а биосинтез ' И ''\>а (10- г , г иа • м г белка) ; 0 — 

биосинтез П Г Е (10- пг на 1 мг белка) : в - биосинтез 

б-кето-ПГГ (в мг на I мг белка) ; ? — эк скреция с 

мочой ПГТ" 2 а <10"̂  пг за 24 ч); 0 — эк скреция с мочой 

11ГГ (10 in' за 21 ч; г - биосинтез Т Х В 2 (в пг на I мг 

белка) : Здеси и на рис . 2- 1 — U — животные I — 3-й 
группы соответственно: одна звездочка • рх . .< ;0 ,05, 

Две р , _ 3 < 0 . 0 Г ) , три • Р ' _ я < 0.0г>. 

Что касается экскреции ПГ с мочой, 
то в отличие от биосинтеза последних 
выделение у крыс 1-й 
группы (дефицит по Л К) оказалось 
наибольшим. Результаты наших иссле-
дований и данные работ I I I , 20.1 сви-
детельствуют, таким образом, о том, 
что изменения уровня ПГ в моче не 
всегда соответствуют изменениям их 
в и у тр и п оче ч н ого обр а з о в а и и я. Н ал и ч и е 
как биосинтеза, так и метаболизма ПГ 
в мозговом слое и коре почек 110, 13, 
19] позволяет предположить, что ко-
личество ПГ, поступающих в мочу, 
является скорее всего результирующей 
величиной их образования и разруше-
ния в различных отделах почки в це-
лом. Исходя из этого, высокая экскре-
ция ПГЕ и ПГЕа с мочой на фоне сни-
женного биосинтеза этих ПГ в мозго-
вом слое почек (изменений коркового 
биосинтеза ПГ у животных всех трех 
групп не обнаружено) может быть след-
ствием их замедленного катаболизма в 
почках. Последнее согласуется с дан-
ными, указывающими на уменьшение 
экскреции с мочой метаболитов ПГ у 
людей 181 и животных 1141 при дефици-
те п н ж к . 

Ие исключено, что такое взаимоотно-
шение между процессами биосинтеза и 
катаболизма ПГ обусловлено необходи-
мостью поддержания их эндогенной кон-
центрации на определенном уровне, 
обеспечивающем в той или иной степе-
ни функционирование почек в данных 
экстремальных условиях. Действитель-
но, у крыс 1-й группы не обнаружено 

задержки натрия и воды. Напротив, 
экскреция натрия и воды оказалась 
значительно выше, чем у животных 
других групп (рис. 2). Однако объясне-
ние этого факта только влиянием ПГ 
было бы весьма упрощенным и мало-
вероятным. Известно, что изменения 
поступления ПНЖК с нищей приводят 
к изменению жирно-кислотного соста-
ва клеточных мембран вообще и почек 
в частности, а следовательно, структу-
ры и функции этих мембран, их физико-
химических свойств, осуществления ими 
транспортных процессов, следствием че-
го может быть усиленное выведение 
электролитов и воды почками. Именно 
в группе животных с дефицитом Л К 
имело место наиболее значительное вы-
ведение с мочой калия (см. рис. 2). 

Оценивая влияние диеты, дефицит-
ной по Л К, следует иметь в виду, что 
усиленный диурез у этих крыс может 
бы ть также п р о я в л е и и е м повышенного 
обмена веществ, столь характерного для 
развити я синдрома дефи цита ПНЖ К 
1121. Наименьшая масса тела данных 
животных (у животных 1-й группы 
274,28+5,47 г, 2-й 320,7=1=6,7 г, 
3-й 307,7+4,47 г; /?<0,05) при наи-
большем количестве потребляемого кор-
ма (57,5+0,11, 51+0,3 и 48,5+0,37 г 
соответственно; /Х0,05) согласуется с 
та ким п р ед п о л ож е н и е м. 

По мере обогащения рациона крыс 
Л К до 9, а затем 16 кал.% имело место 
постепенное увеличение продукции 
ПГЕ2а и ПГЕ мозговым слоем почки (см. 
рис. I), что согласуется с данными ра-
боты 1141. Характер изменений биосин-
теза б-кето- был несколько иным. 
Так, если у животных 2-й группы 

18 -

14 

10 

6 

2 

0.9 

0.7 

0.5 

0.3\ 

1 2 5 1 2 3 

Рис. 2. Экскреция с мочой 

электролитов и воды, содер-

жание ренина в ткани почки 

у крыс иа диете с различным 

содержанием J IК . 

а — эк ск р еция с мочой натрия 
(мэкв за 24 ч); б — эк скреция йоды 
(в мл за 24 ч): л — с о д е р ж а н и е ре-

„мина в ткани почки (в нг на I мг 
ткани в I ч): г — э к с к р е ц и я с мочой 
калия (и м-жв за 24 ч). Д р у г и е 

о б о значения — см. рис . I 
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(9 кал.%) образование его оказалось 
наиболее высоким, то дальнейшее уве-
личение содержания ЛК в диете (до 
16 кал.%—3-я группа) приводило к 
достоверному снижению биосинтеза 6-
кето-ПГР1а, не достигавшему в то же 
время, уровня, характерного для крыс 
1-й группы (дефицит по Л К). Вели до-
пустить увеличение содержания А К в 
почках в условиях рациона, обогащен-
ного Л К, как это имело место в рабо-
те 1181, выявленное снижение биосинте-
за 6-кето-ПГР1а у крыс 3-й группы 
может быть следствием перераспределе-
ния спектра синтезируемых в мозговом 
слое почек ПГ (в сторону образования 
ПГЕ) в зависимости от концентрации 
тканевой АК П, 131. Экскреция же ПГ 
с мочой с увеличением Л К в диете, 
наоборот, снижалась и у животных 
3-й группы оказалась наименьшей (см. 
рис. 1). Установленное несоответствие 
между уровнем образования и выведе-
ния ПГ связано, по-видимому, с повы-
шенным их почечным метаболизмом. 

Возрастание более чем в 2 раза экс-
креции метаболитов ПГ с мочой у мо-
лодых здоровых женщин по мере на-
сыщения диеты Л К от 0,4 до 20 кал.% 
1171 подтверждает высказанное пред-
положение. Ускорение катаболизма по-
чечных ПГ приводило в итоге к сни-
жению их конечной тканевой концент-
рации, способствуя тем самым обнару-
женному нами уменьшению экскреции 
почками натрия и воды (см. рис. 2) 
при увеличении Л К в рационе этих 
животных. 

Тесная взаимосвязь ПГ с другими 
гормональными системами в регуляции 

водно-электролитного баланса, в част-
ности с гипофизарным антидиуретиче-
ским гормоном (АДГ), позволяет ду-
мать о том, что в результате антагони-
стического действия АДГ и ПГЕ сни-
жение экскреции последнего вызывало 
11 одавл е 11 и е и и ги би ру ющего действ и я 
ПГЕ на чувствительность клеток со-
бирательных трубок к вазопрессину и, 
следовательно, приводило к уменьшению 
диуреза. При этом обращает на себя 
внимание тот факт, что уменьшение 
объема выделяемой мочи у животных 
3-й группы (максимальный избыток 
Л К -16 кал.%) не сопровождалось 
дальнейшим снижением экскреции нат-
рия, уровень которой оставался таким 
же, как в предыдущей группе (9 кал.% 
ЛК). По мнению 1С). В. Наточина 1.3], 
в почке млекопитающих АДГ может из-

менять проницаемость для воды, не 
влияя на экскрецию почками натрия. 

Концентрация ренина в почечной тка-
ни (так же как и экскреция ПГЕ с мо-
чой) оказалась наиболее высокой у 
крыс с дефицитом Л К (1-я группа). 
Вполне возможно, что увеличение се-
креции ренина у этих животных яви-
лось результатом выраженной стимуля-
ции юкстагломерулярных клеток зна-
чительной потерей натрия, т. е. носило 
компенсаторный характер и было на-
пр а в л е н о н а пр ед отв р а ще н и е даль н е й -
шего избыточного выведения натрия из 
организма. Длительное содержание крыс 
на диете с избыточным содержанием 
Л К приводило к прогрессирующему сни-
жению секреции ренина тканью почек. 
Одноиa 11 р а вле ни а я динамика с одер ж а -
иия ренина в почках и выделения Г1ГЕ 
с мочой, отражающего его внутри почеч-
ную концентрацию, подтверждает су-
ществующую точку зрения о регу-
лирующем синтез ренина влиянии 
ПГЕ 113]. 

Не исключено, что отсутствие задерж-
ки натрия в организме крыс 3-й группы 
(16 кал.%) по сравнению с таковой у 
животных, находившихся на диете с 
меньшим избытком Л К (9 кал.%.— 
2-я группа), опосредовано выраженным 
уменьшением секреции ренина и, сле-
довательно, снижением продукции над-
почечниками одного из основных регу-
ляторов электролитного обмена — аль-
достерона. 

Таким образом, суммируя полученные 
нами данные, можно заключить, что 
потребление крысами диет с различным 
содержанием Л К (избыток и дефицит) 
сопровождалось значительными изме-
нениями почечных ПГ, которые в свою 
очередь прямо или, возможно, взаимо-
действуя с другими гормональными си-
стемами (реиии-аигиотеизиновой, аи-
тидиуретическим гормоном гипофиза), 
вызывали существенные сдвиги в вод-
но-электролитном балансе организма. 
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EFFECT OF D IETS CONTAIN ING V A R I O U S 

AMOUNT OF L INOLE1C ACID ON THE 

PROSTAGLAND IN SYSTEM OF RAT KID-

NEY 

Ch. M. Markov, A. G. Kucherenko 
Institute of Pediatry, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow 

Effect of diets containing various amount 
of linoleic acid on formation of prostaglandins 
in kidney as well as excretion of the substances 
with urine were studied in 45 normotensive 
rats of Wistar-Kyoto strain. Distinct altera-
tions were observed in the kidney prostaglan-
din system, which directly or via other hormo-
nal systems (renin-angiotensin, antidiuretic 
hormone of hypophysis) caused the correspon-
ding shifts in the water-electrolite balance. 
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Г. II. Елизарова, 10. M. Кеда, А. Г. Киселева,, Т. А. Осипова} 
А. А. Булатов, 10. А. Панков 

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ 

И БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ СОМАТОТРОПИНА ЧЕЛОВЕКА, 

ПОЛУЧЕННОГО ГЕННОИНЖЕНЕРНЫМ МЕТОДОМ 

И ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ ГИПОФИЗОВ 

Институт экспериментальной эндокринологии и химии гормонов АМН СССР, Москва 

Настоящая работа посвящена сравни-
тельному исследованию гормона роста, 
или соматотропного гормона (СТГ) че-
ловека, полученного гениоинженериым 
методом с использованием штаммов-про-
дуцентов Е. coli (биосинтетический 
СТГ—СТГби0), и его высокоочищенного 
п р и р одн ого а нал о га, в ы де л ей н о го и з 
гипофизов людей (СТГгип). 

СТГ - одноцепочечный простой белок 
с молекулярной массой около 22 кД 
(22К-СТГ). Он является гормоном ши-
рокого спектра действия, основной спе-
цифический биологический эффект ко-
торого заключается в стимуляции про-
цессов, связанных с ростом организма. 
СТГ также играет важную роль в ре-
гуляции различных сторон обмена ве-
ществ . Сравни тел ьное исследова и и е 

СТГ6ио и СТГГ1Ш, помимо чисто практи-
ческого значения, представляет значи-
тельный теоретический интерес, связан-
ный с изучением свойств гормона и ме-
ханизма его действия. Микрогетероген-
иость высокоочищенных препаратов ги-
пофизарного СТГ, противоречивость ре-
зультатов, получаемых в разных лабо-
раториях при работе с препаратами 
СТГ, выделяемыми из гипофизов раз-
личными методами и подвергнутыми раз-
личной очистке, а также трудность вос-
произведения ряда эффектов гормона 
в условиях in vitro делают спорным 
наличие у молекулы СТГ ряда припи-
сываемых ему эффектов 1161. Изучение 
спектра действия СТГби0, лишенного в 
силу своего происхождения примесей 
других гипофизарных веществ, позво-
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ляет уточнить, какие биологические эф-
фекты СТГ являются внутренним свой-
ством его молекулы. 

М е т о д и к а 

В работе использовали препарат СТГбИ 0 , 
получаемый в СССР в рамках программы 
«Гормон роста человека» (АН СССР, Мини-
стерство медицинской и микробиологической 
промышленности СССР и Минздрав СССР) па 
основе штамма Е. eoli, продуцирующего СТГ 
человека. 

СТГГци выделяли из высушенных ацето-
ном гипофизов по методу Сайрама и соавт. |2| 
с использованием в качестве заключительной 
стадии очистки гель-фильтрации через сефа-
декс G--= 100. Для работы брали мономерную 
фракцию СТГ, выходившую одним пиком при 
повторной гель-фильтрации. При определе-
нии методом даисилирования СТГ г и п имел 
единственную N-концевую аминокислоту — 
феиилаланин. 

Электрофорез в полна кр и л амид ном геле 
(ПААГ) в стеклянных трубках проводили в 
трис-глицииовом буфере р Н 8,3 [3] при кон-
центрации акриламида в геле 7,5% и силе 
тока 6—8 мА па трубку. Белок окрашивали 
амидо черным 10В. Электрофорез в пласти-
нах ПААГ в присутствии додецилсульфата 
натрия (ДДС Na) проводили по методу Лем-
мли |4| в трис-HCl-буфере р Н 8,3 при кон-
центрации акриламида 12% и силе тока 
30 мА. Белок окрашивали кумасси. 

Об р а ще 1111 офа з и у ю в ысо ко эффе кти в и у ю 
жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) про-
водили па приборе фирмы «Altex» на колонке 
U1 trasphere ODS (250X4,6 мм). Для элюции 
материала с колонки использовали следую-
щую программу: 20% ацетонитрила в 0 ,1% 
трифторуксусной кислоте (ТФУ) , 3 мин; гра-
диент концентраций ацетонитрила в 0 ,1% 
Т Ф У от 20 до 80%, 43 мин; градиент концент-
раций ацетонитрила в 0,1% Т Ф У от 80 до 
100%, 10 мин. Скорость элюции 1 мл/мин, 
детектирование при 280 им. 

Аминокислотный состав определяли в ав-
то м а т и ч ее ко м а м и п о к и с л о тн о м а и ал и з а т о р е 
«Biotronic LC 7000» после гидролиза образ-
цов 5,7 п. HCI в запаянных ампулах при 
110°С в течение 24 и 48 ч. 

N - кон цев ы е а м и и о к и с л о т ы и де н т и ф и ц и -
ровали по реакции с дапсил-хлоридом [5] 
с последующей идентификацией даисилиро-
ваппых аминокислот хроматографией па 
полиамидных пластинках [6]. 

N-концевую аминокислотную последо-
вательность СТГ определяли методом Эдмана 
в модификации [7]. 

Рост с т и м у л и р у ю Щ у ю актив н о с т ь и с п ы -
тывали в «тибиа-тесте» на гипофизэктомиро-
ваниых крысах Вистар по увеличению шири-
ны эпифизариой пластинки большеберцовой 
кости [8] г. Препараты вводили в и утр и-
брюшинио в течение 4 дней, начиная с 15-
го дня после гипофизэктомии. 

1 Тестирование проводилось Л. В. Алеши-
ной в лаборатории биологических исследова-
ний гормональных соединений Института 
экспериментальной эндокринологии и химии 
гормонов АМН СССР. 

И п с у л и 11 о ri од об и у ю активность о цс 11 и в а л и 
по стимуляции поглощения [и-А<|С]-глюкозы 
эпидидимальиой жировой тканыо крыс [9J. 
Измельченную ткань (32—42 мг) для снятия 
рефр актер пост и к инсулиноподобиым эффек-
там СТГ предварительно инкубировали 4 ч 
в бикарбоматном буфере Кребса — Риигера, 
содержащем 1 % бычьего сывороточного аль-
бумина и 1 мг/мл глюкозы, в атмосфере кар-
богепа. Затем ткань переносили в свежую 
среду того же состава, содержащую 0,08 мкКи 
IU- С]-глюкозы и тестируемые препараты 
гормона. Инкубацию проводили 1 ч, погло-
щение глюкозы тканыо оценивали по раз-
ности содержания [и-14С]-глюкозы в инку-
бационной среде до и после инкубации. 

Л и п от р о пну ю а кт и в и ост ь йен ыт ы в ал и 
на беспородных кроликах массой 2,5 -3,5 кг 
in v ivo и in vitro, как описано ранее [10]. 
Концентрацию иеэстерифицированиых жир-
ных кислот (НЖК) в плазме крови кроликов 
и в инкубационной среде определяли мето-
дом Фолхолта и соавт. [11]. Время инкуба-
ции ткани с гормоном in vitro составляло 
3 ч. 

Митогенную активность СТГ изучали в 
культуре фибробластов кожи человека по 
включению [аН]-тимидина в Д Н К , как опи-
сано ранее [12] с небольшими модификация-
ми. Фибробласты были получены из клеточ-
ного банка Института медицинской гепепики 
АМН СССР и представляли собой диплоид-
ные штаммы ИМГ-855, ИМГ-822, ИМГ-881 
постнатальных фибробластов (15—20 пас-
сажей), выведенных из кожных биоптатов 
доноров. Штаммы находились во второй фа-
зе роста. Клетки культивировали в среде 
Игла, содержащей 5% сыворотку крови круп-
ного рогатого скота и 10% пуповиниую сы-
воротку крови человека. Взвесь клеток (104— 
2-Ю4 клеток на 1 см2) высевали на 24-луноч-
пые пластиковые панели («Nunc», Дания). 
Через 16 ч питательную среду меняли на 
бессывороточиую, через 64 ч — на свежую 
б есс ы в о р ото ч иую, соде р ж а щ у ю и с п ы т у е м ы е 
препараты различной концентрации (опыт) 
или без них (отрицательный контроль), либо 
на среду, содержащую 10% сыворотку крови 
крупного рогатого скота (положительный 
контроль). Через 20 ч субкультивирования 
в культуру вносили [3Н]-тимидин (1 мкКи/мл) 
и через 8 ч метку отмывали раствором Хепк-
са . /Для оценки интенсивности биосинтеза 
Д Н К по включению [3Н]-тимидина кислото-
растворимые компоненты клеток отмывали 
5% 'ГХУ, смесыо этанол — эфир (2:1) и 
лизировали 1 и. NaOH . Радиоактивность ли-
зата определяли на р-счетчике («Interteck-
nique», Франция) . 

И м м у иоло ги ч е с к ую активкость и р е п ар атов 
СТГ исследовали с помощью стандартных на-
боров для радиоиммупологического опреде-
ления СТГ человека (фирма «Sea-Ire-Sorin», 
Франц и я). 

Р е з у л ь т а т ы 

При электрофорезе в ПААГ СТГгип, 
гомогенный по N-коицевой аминокисло-
те, выявляется в виде одного домини-
рующего и минорных компонентов 
(рис. J), что характерно для высоко-
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Рис. 1. Электрофорез препаратов С Т Г ^ ю 11 

СТГ г и п человека в I IAAI в присутствии ДДС 
Na (а) и без пего (б). 

стг, C T W f " С Т Г био . 

очищенных препаратов этого гормона 
1131. В отличие от него СТГбМ0 дает 
единственную полосу, подвижность ко-
торой при электрофорезе в отсутствие 
ДДС Na совпадает с подвижностью ос-
новного компонента СТГгип. Об этом 
свидетельствует и отсутствие дополни-
тельных полос при совместном внесе-
нии обоих препаратов в один столбик 
геля (см. рис. I, з). При электрофорезе 
в присутствии ДДС Na полоса СТГби0 

мигрирует несколько быстрее основного 
компонента СТГП1П. Кроме того, при 
этом обнаруживается слабая вторая по-
лоса, соответствующая по подвижности 
димерной форме СТГ. 

Мои о к ом л о и е и тн ост ь СТ Гб 1Ю п о дтв е р -
ждается данными обращеннофазной 
ВЭЖХ (рис. 2). При хроматографии и а 
колонке Ultrasphere ODS в градиенте 
концентраций ацетонитрила в 0,1% 
ТФУ он элюировалея в виде одного пи-
ка при концентрации ацетонитрила 

Рис. 2. Обращениофазиая ВЭЖХ СТГ б И 0 че-

ловека. 

Колонка O D S ( 4 . 6 X 2 5 см), градиент концентрации 
ацетонитрил а ( 2 0 - 1 0 0 % ) и 0 . 1 % Т Ф У С к о р о с т ь 

э л ю и р о в а н и я 1 мл/мин. 

86%. При этой же концентрации ацето 
нитрила элюировалея с колонки основ-
ной пик С'ГГП1П. 

Аминокислотный состав СТГби0 б,ни-
зок к теоретическому составу СТГ че-
ловека 1141. Единственное существенное 
различие между ними заключается в за-
ниженном содержании остатков арги-
нина (табл. 1). Однако при параллель-
ном исследовании гидролизата СТГГ1Ш 

наблюдалось аналогичное явление. 

Даисильным методом у СТГби0 выяв-
л яется еди нственИ а я N-KOI I цева я ам и -
нокислота - пролин, что подтверждает 
его гомогенность. У СТГгип пролин 
является вторым аминокислотным ос-
татком, а в качестве N-концевой амино-

Т а б л и ц а 1 

Амииокислотиый состав СГГр)И0 (в остатках па 
1 моль) 

Амино-
кислота 

Время гидролиза , ч 
Состав , 

с о гла сно 
ст руктуре 

[11] 

Амино-
кислота 

24 2 1 48 

Состав , 
с о гла сно 
ст руктуре 

[11] 

Asp 19,9 19,4 20,3 20 
Thr 9,2 9,9 10,1 10 
Sol- 15,6 16,3 16,3 18 

d i ! 28,4 25,9 27,5 27 
Pro 8,2 14,8 12,0 8 
Gly 8,9 9,6 13,3 8 
Ala 7,2 7,3 7,8 7 
1/2 Cys 2,7 1,3 1 ,1 4 
Val 7,0 6,7 7,5 7 
Met 2,4 3,4 3,4 3 
lie 6,7 6,7 8,2 8 
Leu 27,4 22,8 26,2 26 
Tyr 5,8 6,1 4,9 8 
Phe 
T i- r\ 

12,9 12, 1 12,1 13 
1 1 i p 

Lys 11,6 8,3 8,5 

1 

9 

His 3,3 3,2 3,1 3 
Arg 4,3 7,7 7,9 11 
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Т а б л и ц а 2 

Ростстимулирующая активность препаратов 
СТГГ)И0

 и СТГ г и п «в тибиа-тесте» на гипофиз-
эктомированных крысах (УИ+га) 

Препарат 

Общая 
доза на 
крысу, 

мкг 

Ширина 
эпифизарной 

пластинки 
тибиа, мкм 

Лктип-
ность, 

сд. 

Контроль 183+5,8 

Стандарт СТГ 
человека 

С 1 Г (-)Ио 

Контроль 

20 
60 
20 
60 

2324-4,1* 
247+6,9* 
2424-14,0** 
259+5,7* 
199+3,5 

2,0 

Стандарт СТГ 
человека 

С Т Г г и п 

20 

60 

20 

60 

223-4-4,4 

2424-4,0 

239 ±6 ,5* 

2824-5,9* 

2,6 

11 р и м е ч а н и е. В каждой группе было по 
8—10 животных. Здесь и в табл. 3—5 величина 
р рассчитана по сравнению с контролем: одна 
звездочка — р<0,001, две - /;<0,01. 

кислоты он имеет фенилаланин. После-
довательность следующих за пролином 
двух аминокислотных остатков у обоих 
гормонов была идентичной: 

СТГгип Phe-Pro-Thr-Ile-... 

СТГбио Pro-Thr-lle-... 

Ген гормона роста человека, экспрес-
сируемый Е. со I i, был лишен кодона, 
соответствующего первому аминокислот-
ному остатку природного гормона -
фен и л алан и и у. Поэтому естестве н но, 
что N-концевой аминокислотный оста-
ток в СТГ0ио представлен не фенилала-
нином, а пролином. 

СТГ био при испытании в «тибиа-тес-
те» на гипофизэктомированных крысах 
проявлял высокую ростстимулирующую 
активность, близкую к таковой высоко-
очищенного СТГгип (табл. 2). 

СТГ Оно 
обладал присущей СТГ V̂  I 1 г и п 

50 

25 

Т а б л и ц а 3 

Влияние препаратов СТГГ)И0 и СТГ г и п (1 мкг/мл) 
на поглощение [14CJ-глюкозы жировой тканью 

крыс 

Про парат 

П or'лощение 
[11 С] -глюкозы, 

имп на l I- ткани 
в 1 мни ( М ± т ) 

Р 

Контроль 17 750+3210 

Инсулин, 50 мкЕ/мл 
С П оно 
СТГГИП 

37 700+4090 
29 120 1 4080 
26 780+2970* 

<0 ,001 
< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

/ 2 
Рис.3 

0.515 2,5 3 
Рис.4 

8 10 

П р и м е ч а и и е. р дано по сравнению с 
контролем. Звездочкой отмечено, что разница 
между эффектом СТГ б и 0 и С Т Г П Ш статисти-
чески недостоверна. 

иисулиионодобпой активностью (табл. 
3). Оба препарата в равной степени сти-
мулировали поглощение глюкозы жи-
ровой тканыо нормальных крыс после 
4-часовой преинкубации этой ткани в 
целях снятия рефрактерности к дей-
ствию СТГ (разница в стимуляции по-
глощения 1.14С]-глюкозы обоими гормо-
нами статистически недостоверна). 

Аналогично оба гормона вызывали 
одинаковое увеличение уровня не-
эте р иф и ци ров а и н ы х жирных к и с л от 
(НЖК) в плазме крови кроликов через 
120 мин после введения. В то же время 
эффект СТГгип был более длительным 
и полностью сохранялся через 240 мин, 
а эффект СТГПио к этому моменту исче-
зал (рис. 3). 

В опытах in vitro на изолированной 
жировой ткани кроликов наблюдалось 
существенное различие в действии гор-
монов (табл. 4). СТГбЖ) лишь слабо 
стимулировал освобождение НЖК из 
жировой ткани в дозах 25 и 50 мкг/мл, 
по пе в дозе 10 мкг/мл, и его эффект не 
увеличивался с повышением дозы гор-
мона. Как показано ранее 115], мини-
мальная эффективная доза СТГП1П со-

Рис. 3. Влияние СТГ(-)И0 и СТГ г и п 

иа липолиз у кроликов in vivo. 

П о оси ординат — увеличение концентра-
ции М Ж К в плазме кропи (и % ) а и Г> — 
соответственно через 120 и 2-1(1 мни после 
введения С Т Г в дозе 100 мг/кг. 1 — О Т Г ^ и о ; 

2 — С Т Г 

Рис. 4. Иммунологическая актив-
ность СТГбИОчеловека в радиоимму-

^нологической системе 

фирмы «Sea-lre-Sorin» для СТГ че-

ловека. 

2 — стандарт С Т Г из на-50 иг/мл 
бор а фи р м ы: 3 — СТГ Оно-

93 



Т а б л и ц а 4 

Липотропная активность препаратов СГГ^ио и 

СТГгип человека на изолированной жировой 
гкани кролика in vitro (п - 5) 

Препа р ат 
Д о з а , 
мкг/мл 

Копцентраци и 
М Ж К и инкуба-
ционной среде , 
мкэкв ня 1 г 
ткани. М + т 

Р 

Контроль 12,704=0,84 

СТГГИП 

гГ)И0 

25 
25 

51,37+7,35 
19,07+2,04 

<0,001 
<0 ,01 

Контроль 8,91+0,76 

C T I о и о 100 
50 
25 
10 

9,70+0,89 
11,28+0,56 
11,47+0,73 
10,40+0,73 

>0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
<0 , 05 
>0 , 05 

ставляет 10 мкг/мл и его эффект зави-
сит от дозы. 

Т а б л и ц а 5 

Влияние препаратов СТГ(-)И0 и СТГгип на вклю-
чение [:,Н|-тимидина в ДНК фибробластов кожи 
человека в бессывороточной среде (число лунок 4) 

Концент- Включение [3Н]-ти-
Условия опыта ра ц и я мидина, ими на 

С Т Г . М лунку 1) 1 мин 

Штамм 855 

Контроль | I 279,9± 16,7 

7143,8+140,8* 
293,8 I 20, Г) 
223,0+18,9 
183,8 I 12,3 
227,0+22,6 
241 ,9±9,4 
160,44=28,7 

Штамм 881 

Контроль I I 184,5+10,8 

10% сыворотка 6918,8+28,0* 
с т г п ш 10-° 175,0+15,8 с т г п ш 

ю-7 191,3+33,2 
стгГ)И0 10-° 167,5+20,5 

ю-7 
166,1 + 10,9 

Штамм 822 

Контроль | 199,3+11,3 

10% сыворотка 6071,6+56,7* 
с т г п ш 

Ю-0 186,0+15,2 с т г п ш 

К)"7 239,0+18,7 

С 1 Г б и 0 
10 (i 

180,8+18,9 С 1 Г б и 0 
10"7 

187,5+20,5 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечены вели-
чины, достоверно отличающиеся от контроля 
(Р<(),001); в остальных случаях разница меж-
ду контролем и опытом недостоверна. 

Как видно из табл. 5, в отсутствие 
сыворотки оба препарата не стимули-
ровали включение !3Н.1-тимидина в 
ДНК фибробластов человека в клеточ-
ной культуре. 

11 р и и с п ыта н и и в р ад и о и мм у i юл о -
гической системе для гипофизарного 
СТГ человека кривые разбавления для 
СТГби0, СТГПШ и стандарта СТГ из 
набора фирмы «Sea-Ire-Sorin» (иммуно-
логическая активность 2 ед/мг) были 
параллельны (рис. 4). Рассчитанная на 
основании полученных данных иммуно-
логическая активность СТГбп0 состав-
ляет 2,6 ед/мг. 

О б с у ж д е и и е 

Результаты исследований свидетель-
ствуют о близком сходстве физико-хи-
мических свойств СТГбио и СТГгип. 
При электрофорезе, ВЭЖХ, определе-
нии N-концевой аминокислоты и N-
концевой аминокислотной последова-
тельности СТГби0 ведет себя, как одно-
компонентный белок, отличающийся от 
22К-СТГ тем, что в его состав не вхо-
дит N-концевой фенилаланин и, сле-
довательно, на N-конце появляется про-
лин — вторая с N-конца аминокислота 
в молекуле СТГ. Примесей других ком-
понентов пептидной природы указан-
ными методами в препарате СТГГж0 не 
вы явлено. 

Э л е кт р офо реграмма в з я то го дл я 
сравнения СТГРИП характерна для ги-
пофизарных препаратов этого гормона. 
Согласно многочисленным данным, ми-
норные компоненты СТГгип представ-
ляют собой дезамидированные и рас-
щепленные формы гормона II, 131. В вы-
сокоо чище иных препаратах также обыч-
но присутствует природный молекуляр-
ный вариант СТГ — так называемый 
20К.-СТГ, отличающийся от обычного 
22К-СТГ делецией участка 32—46 II, 
13]. В свежевыделенном СТГПпо, судя 
по его монокомпонентности при элек-
трофорезе и ВЭЖХ, эти формы СТГ 
отсутствуют. Слабое различие в элек-
трофоретической подвижности СТГби0 

и основного компонента СТГГ1Ш при 
электрофорезе в присутствии ДДС Na 
может объясняться некоторым зани-
жением размера молекулы СТГбио вви-
ду отсутствия на его N-конце остатка 
фенилаланина. 

Близкое сходство СТГГшо и СТГгип 

подтверждается резул ьтатами изучен и я 
их биологических свойств. Оба пре-

10% сыворотка 
С Т Г П Ш 

стгГ)| 

Ю - о 

10 ' 
ю- 8 

ю-° 
ю - 7 

10-» 
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парата обладают сравнимой ростстиму-
л и рующей, и нсул и поподобной, жи ро-
мобилизующей (in vivo) и иммунологи-
ческой активностью. Высокая рост-
сти м у л и р ующа я а кти в ность С Т ГГш0 

подтверждает несущественность N - K O H -

цевого остатка фенилаланина для про-
явления основного специфического дей-
ствия гормона, которое, как полагают, 
связано с центральной частью молеку-
лы [16]. Подтверждается и неучастие 
этого остатка в проявлении двух дру-
гих характерных для СТГ эффектов 
инсулиноподобного и жиромобилизую-
щего, которые ассоциированы с участ-
ком 31—44 19 10]. 

11ричиной некоторого наблюдающе-
гося в экспериментах различия в им-
мунологической и ростстимулирующей 
активности СТГГжо и СТГгип может 
быть гетерогенность природного СТГ. 
Молекулярные формы СТГ, присут-
ствующие в самой железе и выделяемых 
из нее препаратах, могут иметь отлич-
ную от доминирующей формы 22К-СТГ 
активность как в «тибиа-тесте», так и в 
радиоиммунологической системе, спе-
цифичной для этой доминирующей фор-
мы . Та к, при род11ые расщепленные 
формы гормона, составляющие 3—5% 
его общего количества, могут обладать 
большей ростстимулирующей актив-
ностью, чем нерасщепленный 22К-СТГ, 
а 20К-СТГ, содержание которого мо-
жет достигать 10—15% при равной с 
22 К -С Т Г р остсти м у л и р у IOI це й а кти в -
мости, сохраняет только 30% его имму-
нологической активности [ 1 ]. Наличие 
этих форм может приводить к повыше-
нию ростстимулирующей и занижению 
иммунологической активности СТГгип 

по сравнению с таковыми (ЛТГжо . С 
другой стороны, нельзя полностью ис-
ключить возможность присутствия в 
СТГбио не выявляющихся физико-хи-
мическими методами микропримесей 
бактериальных белков, которые могут 
влиять на физиологическую и иммуно-
логическую активность гормона. 

В связи с большой сложностью отде-
ления доминирующей формы 22К.-СТГПШ 

от сопутствующих природных изоформ 
гормона, появление СТГбМ0 предо-
ставляет возможность разрешения ряда 
спорных вопросов, касающихся разно-
сторонних биологических эффектов СТГ. 
Хотя участие СТГ в регуляции жиро-
вого обмена считается общепризнанным, 
имеются сообщения о высокоочище иных 
препаратах СТГ, лишенных липотроп-

иой активности при тестировании в 
той или иной системе 1171. В связи с 
этими данными и наличием липотропиой 
активности у ряда гипофизарных пеп-
тидных гормонов высказывается пред-
положение, что эта активность не свой-
ственна самой молекуле СТГ и явля-
ется результатом действия трудиоот-
делимых примесей других гипофизар-
ных пептидов. Аналогичные споры ве-
дутся и по поводу наличия у СТГ ги-
пергликемической и диабетогенной ак-
тивности 111. Исследования биосинте-
тических препаратов СТГ человека и 
быка, лишенных примесей других гипо-
физарных пептидов, показали, что при 
введении in vivo гомологичным видам 
они увеличивают концентрацию НЖК 
в крови в такой же степени, как и гипо-
физарные препараты СТГ 118, 19]. В 
наших экспериментах СТГби0 и СТГГ1Ш 

были также эквипотенциальны в отно-
шении стимуляции липолиза у кроликов 
in vivo, но эффект СТГГж0 был более 
кратковременным. 

Менее однозначными оказались дан-
ные о липотропиой активности СТТПио 

in vitro. Согласно сообщению Гудман и 
Грихтиг 1201, СТГПШ и СТГГжо вызы-
вают одинаковое увеличение липолиза 
в изолированной жировой ткани крысы, 
однако эти результаты не нашли под-
тверждения в работе Харт и соавт. 1191. 
Как показано в нашей работе, СТГГжо 

в условиях in vitro обладает низкой и 
не зависящей от дозы препарата липо-
тропиой активностью при испытании 
на изолированной жировой ткани кро-
лика. Это согласуется с данными Фрид-
жери и соавт. [21] о слабой и не зави-
сящей от дозы активности биосинтети-
ческого СТГ человека в изолированной 
жировой ткаии крысы. 

Несмотря на противоречивость дан-
ных in vitro, наличие у различных био-
с и J ггети чес к и х прем а Р а то в СТГ чело-
века и животных липотропиой актив-
ности при введении in vivo, равной та-
ковой у гипофизарных препаратов СТГ, 
позволяет утверждать, что эта актив-
ность является внутренним свойством 
молекулы СТГ. Однако механизм этого 
эффекта гормона остается неясным. 

В последнее время появляются сооб-
щения о возможности стимуляции роста 
клеток при их прямом контакте с СТГ 
|12, 221. В связи с этим СТГГжо был 
испытан в культуре клеток кожных 
фибробластов человека — модели, ис-
пользуемой для тестирования митоген-
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ной активности ростовых факторов. В 
этой системе в отсутствие сыворотки 
СТГГш0 не стимулировал включение 
[3Н)-тимидина в ДН К клеток. СТГГ1Ш 

в этих условиях также не усиливает 
синтез ДНК. Полученные данные сви-
детельствуют об отсутствии митогеиных 
бактериальных примесей в биосиите-
тическом препарате. 

Суммируя полученные данные, можно 
заключить, что генноинженериыми ме-
тодами получен препарат СТГ, соот-
ветствуют^ й дом и i I и р у ю!цем у ком мо-
менту гипофизарного гормона. 
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PH YSICO-CH EM ICA L A N D B IO LOG ICA L 

P R O P E R T I E S OP HUMAN H Y P O P H Y S E A L 

SOMATOTROPIN AS COM APED W ITH THE 

H O R M O N E P R O D U C E D BY MEANS OF 

G E N E E N G I N E E R I N G 

G. P. Elizarova, Yu. M. Keda, A. G. Kisctcva, 
T. A. Osipova, A. A. Butatov, Yu. A. Pankov 

Institute of Experimental Endocrinology and 
Hormone Chemistry, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Mocsow 

Human somatotropin hormono (STH), 
produced by means of gene engineering in the 
complex programm «Human growth hormone», 
managed by the Academy of Sciences of the 
USSR , Ministry of Medical and Biological 
Industry of the USSR and Ministry of Public 
Health of the USSR, was shown to be similar 
in its physico-chemical properties to the main 
isoform of highly purified STH, isolated from 
human hypophysis. As distinct from the hypop-
physeal STH (STHhyp) containing minor iso-
forms of the hormone, the preparation of bio-
synthetic STH (des-Phc'-STH; STH b i 0 ) proved 
to be homogenous. Studies of biological pro-
perties showed that STHbi0 exhibited high, 
similar to STH^yp, immunological, growth-
st imulat ing and insulin-like activities as well 
as it possessed the lipotropic effect in vivo. 
The lipotropic effect of STH^io ' n vivo was 
less prolonged as compared with that of STHhyp, 
while in vitro it was only slightly expressed 
in isolated rabbit fat tissue. The effect did not 
depend on the hormone dose, apparently due 
to either absence of the hormone modified forms 
in the STHfoi0 preparation or other hypophyseal 
contaminating substances responsible for the 
lipotropic activity. S T H M 0 , similarly to 
STHhyp, did not stimulate DNA synthesis in 
blood serum-free culture of human fibroblasts. 
Studies of STHbio biological properties suggest 
that multifunctionality of native STHhyp ap-
pear to depend on intrinsic specificity of its 
molecule. 
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Рис. I. Фрагменты двумерных элсктрофоре-
грамм белков миокарда мыши. 

о - и норме; й с иагруякоП ннруваткинизоП; о — 
схема сравниваемой зоны (объяснении приведены в 

тексте). 
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Рис. 3. Диумериыс элсктрофорсграммы белков мышечной ткани зоны легких цегк'и мио-
зина. 

а • сердечна я мышца; 6 скелетная мышца; а — коэлектрофорек лнлатои скелетной и сердечной 
мышц; j — эмбриональная мышца сердца . А — актин, УМ тропомиозил, Л Ц М — легкая цещ» 

миозина. 



УДК 6 16.391:577.164.1 311-008.64-07: [Б 16.3 6 616.411 -(-6I (I. 4381-008.93 1:577.152.3 1-074 

А. В. Васильев, Л. С. Коновалова, К. Д. Плецитый, 
Л. Г. Пономарева, В. А. Тугпельян 

АКТИВНОСТЬ ЛИЗОСОМАЛЬНЫХ ГИДРОЛАЗ В ПЕЧЕНИ, 

СЕЛЕЗЕНКЕ И ТИМУСЕ КРЫС ПРИ АНТИГЕННОЙ 

СТИМУЛЯЦИИ И ДЕФИЦИТЕ ВИТАМИНА В0 

Институт питания А М Н СССР , Москва 

Лизосомальный аппарат клетки иг-
рает существенную роль в развитии 
реакций неспецифического и специфиче-
с ко го имм у н итета, обес печ ива я гетеро -
фагоцитоз и модификацию антигенного 
материала, формирование антител из 
предшественников и др. 1.2, 8, 9, 11, 
13]. 

В реализации этих процессов основ-
ная функция принадлежит ферментным 
системам лизосом и в первую очередь 
лизосомальным протеи назам, особен-
ности участия которых в иммуногенезе 
определяются субстратной, клеточной и 
ор ганной специфичностью, одна ко до 
настоящего времени остаются неясными. 
Целью данной работы явилось исследо-
вание функционального состояния про-
теолитической системы лизосом в раз-
личных органах на фоне и мм у иоде пр ее -
сивного состояния, вызванного дефи-
ц и то м в и та м и на В 6. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проводили на крысах-сам-
цах Вистар массой 230—280 г. Животных 
опытных групп в течение 30 дней содержали 
на рационе, лишенном витамина В„. Конт-
рольные животные в течение этого периода 
времени получали полноценный полусинте-
тический рацион. Через 30 дней половину жи-
вотных из контрольных и подопытных групп 
и м м у 11 из I г р о в а л и од и о к р а т 11 о в 11 у т р и б р ю ш и и -
ным введением 2 мл 20% суспензии отмытых 
эритроцитов барана. Через 4 дня после имму-
низации в селезенке определяли содержание 
антителообразующих клеток (АОК) прямым 
методом Ер не [10] и уровень сывороточных 
антител к эритроцитам барана с помощью 
реакции пассивной гемагглютипации. Об-
щую комплементарную активность сыворот-
ки (СНб0) определяли по 50% гемолизу 13]. 

В гомогепатах печени, селезенки и тиму-
са , приготовленных по стандартной методи-
ке |5| с использованием в качестве суспенди-
рующей среды 0,25 М сахарозы рН 7,4, со-
держащей 1 мМ ЭДТА, определяли общий 
белок |12| и активность 6 лизосомальных гид-
ролиз: катепсииов А, В, С, D спектрофлюо-
р и мет р и чес к и м и методами |1| и арилсульфа-
таз А и В по методу |6| с использованием в 
качестве субстратов соответственно N-кар-
б о б е I г з о кс и - L - г л у т а м и и - L - т и р о з и и а , N -

бе изо ил - D, L - а р г и и и и -13 -11 а фт и л а м и да, г л и -
ц и 11 - L - фе 11 и л а л а и и и - Р -11 ? i фт ил а м и д а, гем о -
глобина и п-питрокатехолсульфата «Sig-
гш», CILIA). Определение периода полужизни 

суммарных белков (Т'/з) в печени, селезен-
ке и тимусе проводили путем введения жи-
в о тн ы м соответствую ui, и х эксперимент а л ь и ы х 
и контрольных групп за 1 , 4 и 6 дней до за-
бои 1(MC)-D, L-лейцииа в дозе 20 мкКи иа 
100 г массы тела. Образец исследуемого 
гомогената осаждали 5% Т Х У , переносили 
па мембранный фильтр «Сынпор» № 2 (ЧССР) , 
дважды промывали 5 мл 5% Т Х У , высуши-
вали и помещали в толуольиый сциитилля-
тор (8 г Р Р О и 100 мг Р О Р О Р в 1 л толуола). 
Радиоактивность считали на сцинтилляцион-
ном счетчике «Rackbeta-1215». Величину Т1/2 

определяли на основании расчета константы 
деградации, которую находили из зависимо-
сти In удельной радиоактивности образца от 
времени, прошедшего с момента введения 1 
( l4C)-D, L-лейцина |17|. 

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

Как видно из результатов иммуно-
логических исследований, представлен-
ных в табл. 1, дефицит витамина ЕЗГ) 

приводил к резкому ослаблению иммун-
ного ответа, о чем судили по уменьшению 
титра антител на 38% и продукции 
АОК более чем в 8 раз, а также по сни-
жению комплементарной активности 
сыворотки на 53%. Полученные данные 
полностью согласуются со сведениями о 
развитии иммунодепрессивных состоя-
ний при В «-авитаминозе 1.7, 151. 

Результаты энзимологического ана-
лиза (см. рисунок) свидетельствуют о 
том, что АС интактных животных вызы-
вала незна ч и тельиые и з менеии я а кти в-
ности лизосомальных протеииаз в се-

Т а б л и ц а 1 

Показатели иммунного ответа у крыс на эритро-
циты барана на фоне дефицита витамина В(5 

Имм у иол оги ческ и с 
показатели 

Анти геи пая 
стимуляция 

Ли ги генная 
стимуляция 
па фоне Де-

фицита иита-
ми на В fl 

А кти вность ко м пле -
мента (СН50) 

Число АОК па 10° 
спленоцитов 

Титр антител, log 

83 ,4±4,8 

73 ,0+2,2 
3,70+0,21 

39 ,3±3,5* 

8,284-3,6* 
2,30+0,11* 

Г1 р и м е ч а и и е. Представлены средние 
(М-±т) данные из 8—10 опытов; звездочка — 
/<0 ,001 . 
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Активность л изосомал ьных гидролиз в пе-

чени (а), селезенке (б) и тимусе (в) крыс при 

АС на фоне дефицита витамина В 0 (в % от 

контрол я). 

/ -IV катснсины А, В, С' и D соответственно; V 
арилсульфата зы А и И. / АС: 2 дефицит вита-
мина В„; I) АС | Дефицит витамина Вг,. Представ-
лены . средние (А\±гп) данные 6 — 8 опытов; звездоч-

кой отмечено p<c0,0f i — 0,01. 

лезеике, характеризующиеся сниже-
нием на 15% активности катепсина А 
и увеличением на 18% активности ка-
тепсина В. При В «-авитаминозе в пе-
чени обнаружена активация всех ис-
следованных (за исключением катепси-
на С) лизосомальных гидролаз на 21 — 
43%, тогда как в селезенке, напротив, 
обнаружено снижение активности ка-
те пси нов А и С (па 15 и 23%» соответ-
ственно). В тимусе животных этой груп-
пы отмечено некоторое увеличение ак-
тивности катепсина С и арилсульфатаз А 
и В. АС на фоне дефицита витамина В б 

в значительной степени изменяла ха-

р а кте р р еа к ц и и л и зосом а л ь н ы х г и дро -
лаз в ответ на введение антигена. Так, 
в печени сохранялся выявленный при 
В(;-авитаминозе повышенный уровень 
активности катепсинов А и Д, тогда 
как активность тиоловых протеи паз и 
арилсульфатаз А и В снижалась отно-
сительно таковой у неиммунизироваи-
иых животных с В «-авитаминозом на 
15 27% (/) <С 0,05). В селезенке АС 
на фоне дефицита В 6 вызывала лишь до-
стоверное увеличение на 35% активно-
сти катепсина В. Следует отметить, что 
наиболее отчетливые изменения актив-
ности л изосома л ьных гидролаз при 
данных экспериментальных условиях 
были обнаружены в тимусе, где им-
мунизация животных Т-зависимым ан-
тигеном эритроцитами барана вы-
зывала увеличение активности тиоло-
вых протеиназ и арилсульфатаз А и В 
на 15—35% ( / ; < 0,01). 

Как видно из результатов определе-
ния TV2 суммарных белков, представ-
ленных в табл. 2, иммунизация живот-
пых, получавших контрольный рацион, 
вызывала незначительное увеличение Тх/2 

суммарного белка в печени и селезенке и 
более интенсивное обновление белков ти-
муса. Вместе с тем, если Т3/2 белков в 
исследованных органах крыс с В,{-ави-
таминозом практически не отличался от 
контрольных значений, то АС животных 
этой группы приводила к увеличению 
Т1/2 белка в печени на 39% ( / ;<0 ,01) 
и сокращению ТУ2 белка в тимусе на 
36% (/? < 0,01). 

Весь комплекс результатов иммуно-
логических и энзиматических исследо-
ваний позволяет сделать вывод о пре-
имущественном участии тиоловых про-
теиназ лизосом в формировании иммун-
ного ответа. Так, если выявленная при 
дефиците витамина В(5 активация катеп-
синов А, В и D в печени может являться 

Т а б л и ц а 2 

Период полужизни белка в печени, селезенке и тимусе крыс при антигенной стимуляции на фоне 
дефицита витамина Вя 

П е р и о д п олужизни белка , Дни 

Услови я эксперимента 
печень селезенка тимус 

Контроль 
Антигенная стимуляция 
Дефицит витамина В б 

Антигенная стимуляция на фоне дефи-
цита витамина В б 

5,33+0,10 
6,20+0,27** 
4,52+0,01 *** 

6,30±0,01*** 

3 ,30+0,09 
3,80+0,06*** 
2,77+0,09** * 

3 ,27+0,09* 

4 ,48+0,08 
3,67+0,09*** 
4 ,27+0,07 

2 ,75+0,03*** 

П р и м е ч а н и е . Представлены средние (М+m) данные 6 — 8 опытов. Одна звездочка — 

/;<0,05; две — /?<0,01; три — /?<0,001. 

8 



причиной интенсивной деградации ряда 
низкомолекулярных компонентов ком-
племента, в следствии чего имеет место 
снижение общей комплементарной ак-
тивности сыворотки, то АС на этом фоне 
приводит к уменьшению активности 
катепсинов В и С в печени и их актива-
ции в тимусе, что находится в прямой 
зависимости от изменения интенсивно-
сти обновления белков в этих органах, 
о чем можно судить по величине Т:,У2-
Есть основания считать, что подавление 
иммуногенеза и реакция лизосомальных 
протеипаз находятся в тесной связи с 
возникающими при дефиците В6 нару-
шениями в сфере синтеза нуклеиновых 
кислот и белка 114, 16]. Данное обсто-
ятельство позволяет предполагать, что 
тиоловые протеи пазы лизосом играют 
существенную роль в иммуногенезе, по-
скольку именно с этим типом ферментов 
связывают регул я i дао однона пра плен-
ных биологических процессов, круго-
оборота белков, посттрансляционного 
процесс и нга 141. 
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ACTIVITY OF LYSOSOMAL H Y D R O L A S E S 

IN RAT L I V E R , SPLEEN AND 1 I IYMUS 

TISSUES U N D E R COND IT IONS OF ANTI-

GEN ST IMULATION AND V ITAMIN B({ 

DEF IC IENCY 

A. V. VasiTev, L. S. l\onovalovay K. D. Pie city, 
L. G. Potiomareva, V. A. Tate Г у an 

Institute of Nutrit ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Activity of cathepsins А, В, С and D and 
protein half-life 'Р/г i n liver, spleen and 
thymus tissues, content of antibody-producing 
cells in spleen, titer of antibodies and the comp-
lement activity were studied after antigen 
stimulation accompanied by vitamin B6 de-
ficiency. Deficiency of vi tamin B(i caused a 
distinct decrease in immune response and in 
acrivation of thiol-dependent proteinases in 
thymus, while the enzymatic activity was 
lowered in liver tissue. At the same time, the 
protein TVa was increased by 39% in liver 
tissue and decreased by 36% in thymus. These 
data suggest the importance of lysosomal thiol-
dependent proteinases in immunogenesis. 

УД к (И6.120.42 1-07:1 616.127-008.934.556.23-I-616.12 7-008.934.723 

H. /I. Ким, И. В. Овчинников, Д. С. Гулямов, 10. II. Андрее 

ОСОБЕННОСТИ ОКИСЛЕНИЯ ГЛЮКОЗЫ И ЛЛКГАТА 

В МИОКАРДЕ ПРИ РАЗНЫХ СТАДИЯХ МИТРАЛЬНОГО 

СТЕНОЗА 

Ташкентский филиал Всесоюзного научного центра хирургии АМН СССР 

Прогрессироваиие стеноза митраль- связано с развитием новых адаптацион-
ного отверстия, в частности переход из пых механизмов, направленных на 
III стадии порока в IV (по классифика- обеспечение адекватного энергетиче-
ции А. Н. Бакулева и Е. А. Дамир), ского обмена миокарда. Ранее 12, 31 

4* 99 



нами было показано, что в IV стадии 
порока по сравнению с 111 изменяется 
характер утилизации субстратов: про-
исходит «переключение» миокарда с 
преимущественного потребления не-
эте р ифи ци р о в а иных ж и р н ы х к и с л от 
(НЭЖК) на усиленную утилизацию ииз-
комолекул я р пых субстратов, та ких, 
как глюкоза, лактат и кетоновые тела. 

В настоящей работе предпринята по-
пытка охарактеризовать некоторые ме-
ханизмы интенсифи кации углеводного 
метаболизма при прогрессировании мит-
рального стеноза. С этой целью изу-
чали содержание углеводных субстратов 
в би он тагах миокарда и окислительную 
способность гомогенатов миокарда в от-
ношении меченных I |4С1-углеводных 
субстратов и некоторых промежуточных 
продуктов метаболизма глюкозы. 

М е т о д и к а 

Материалом для исследования служили 
удаленные во время комиссуротомии части 
левого предсердия 120 больных, из них у 
71 больного была I I I , у 49 - IV стадия по-
рока по классификации Л. Н . Бакулева и 
Е. Л. Дамир. 

При определении содержания углеводов 
и цАМФ ткань немедленно замораживали в 
жидком азоте и хранили в нем до исследо-
вания. Жировую и соединительную ткань 
удаляли, мышечную растирали в жидком 
азоте до порошкообразного состояния и об-
рабатывали 0,6 н. раствором Н С Ю 4 для 
определения лактата и пирувата. Дальней-
шую экстракцию проводили в стеклянной 
части гомогенизатора с притертым тефлоно-
вым пестиком. Осадок отделяли центрифу-
гированием при 10 000 ц в течение 20 ми и 
при 0 °С. В полученном экстракте энзима-
тически определяли содержание лактата, ис-
пользуя набор реактивов фирмы «Boehringer» 
(ФРГ) . В нейтрализованных с помощью 2 М 
раствора К2СО.4 и отцентрифугироваппых 
экстрактах энзиматически определяли содер-
жание пирувата, используя набор реакти-
вов (|)ирмы «Берингер» (ФРГ) . Для экстрак-
ции глюкозы применяли 5% раствор трихлор-
уксусиой кислоты. Содержание глюкозы оп-
ределяли по цветной реакции с ортотолуи-
дипом, при этом использовали набор реакти-
вов фирмы «Lachema» (ЧССР) . Экстракцию 
цАМФ проводили абсолютным этанолом с 
последующим кипячением и центрифугирова-
нием. Определение содержания цАМФ осу-
ществляли, применяя набор реактивов фир-
мы «Amersham» (Англия). 

При изучении окислительной способно-
сти биоптаты немедленно погружали в ледя-
ной 0,9% раствор хлорида натрия. Жиро-
вую и соединительную ткань удаляли, из 
мышечной ткани готовили 10% гомогеиат, 
как описано ранее [4|. Инкубацию проводили 
в колбах Эрлеимейера при плавном встря-
хивании в течение 2 ч при 25—26 °С. После 
преипкубации (15 мин) в пробы вносили ме-
чей иные субстраты окисления (1,6-|иС|-

глюкоза, 1 -!14С ] -глюкозо-1 -фосфат, 1 -| 14С)*глю-
козо-6-фосфат, 1-|14С)-лактат или 1,4-[14С|-
сукцинат) в конечных концентрациях по 
5 мМ и с конечной радиоактивностью при-
мерно 5 МБк. Для улавливания 14С02 ис-
пользовали свежеприготовленный 10% рас-
твор КОН. Для коррекции неэнзиматических 
превращений меченые субстраты параллель-
но вносили в контрольные пробы, не содер-
жащие гомогеиат. Подсчет числа импульсов 
11 р о и з в од и л и в ж ид к ост 1 \ о - с ц и н т и л л я ц и о и н о м 
счетчике ЛС-230 фирмы «Весkтам» (Австрия). 
Результаты с учетом радиоактивности и кон-
центрации внесенного меченого субстрата вы-
ражали в паиомолях субстрата на I мл го-
могеиат а. 

Полученные результаты обрабатывали 
статистически, применяя критерий Стыо-
деита. 

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

По нашим данным (табл. 1), содержа-
ние углеводных субстратов в IV стадии 
митрального стеноза было ниже, чем в 
I I I . Так, уровень глюкозы составлял 
83% от величины соответствующего по-
казателя при III стадии порока. Содер-
жание пирувата и лактата уменьшалось 
соответственно на 26 и 24% по сравне-
нию с III стадией заболевания. Отно-
шение лактат/пируват, численно харак-
те р и з у юн i,ee вел и ч и ну ци то плазма т и че -
с ко го р е до кс - п ore нц и а л а (НАД 11 / 
НАД1) , недостоверно увеличивалось на 
16%. 

Ранее 12, 3, 71 нами было показано, 
что в IV стадии заболевания у больных 
отмечается увеличение содержания лак-
тата и пирувата в крови по сравнению 
с I I I стадией. При гистохимическом ис-
следовании установлено исчезновение 
запасов гликогена в миокарде больных 
этой группы. Наиболее вероятной при-
чиной снижения тканевого содержания 
углеводных метаболитов в IV стадии 
является активация их окисления в 
миокарде. 

Для подтверждения этого предполо-
жения нами было измерено образование 

Т а б л и ц а 1 

Содержание углеводных субстратов в биоптатах 
левого предсердия у больных митральным сте-

нозом в II I и IV стадиях заболевания 

Показатель 
toкмоль на 1 1 

ила ж и о г о 
веса 

Стадия митрчльчого стен'кна 

р 
Показатель 

toкмоль на 1 1 
ила ж и о г о 

веса I I I I V 
р 

Глюкоза 
Пиру ват 
Лактат/пиру-

ват 

3,6+0,21 
0,194-0,017 
5.75+0.39 
30 ,4+1,7 

3,0+0,200 
0,14+0,011 
4.37+0,33 
35,4+3,4 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 2 

0,05 
> 0 , 1 
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Т а б л и ц а 4 

Образование 14С02 при окислении (в им о ль суб-

страта на 1 мл гомогената за 2 ч при 25—2(> (!) 

меченых субстратов в гомогенате миокарда ле-

вого предсердия у больных с митральным сте-

нозам и i l l и IV стадиях заболевания 

Стадия заболс-

Субстрат (5 мМ) 
нам и я р 

] 1 I I V 

1,6-f14 С]-глюкоза 40+3,9 56+3,0 <0 , 0 1 

1 - [14С] - г л юкозо-1 -фос-
фат 1494=36 105+12 > 0 , 1 

1 - [14С]-глюкозо-6-фос-
фат 

1,4-f ,4С]-сукцинат 
1-[14С] -лактат 

172+18 
132 1-20 
1(17 1- 1 1 

107+9 
227+20 
213+14 

<0 , 01 
< 0 , 0 2 
< 0 , 0 5 

14С02 мри инкубации гомогенатов мио-
карда с мечеными субстратами окисле-
ния (табл. 2). Интенсивность окисления 
меченой глюкозы у больных с IV стадией 
порока была выше на 40%, чем у боль-
ных с III стадией. Для проверки воз-
можного вклада пентозофосфатного пу-
ти (ПФП) обмена углеводов в обра-
зование меченого углекислого газа из 
глюкозы было изучено окисление 1-
[14С]-глюкозо-1-фосфата и 1-[14С]-глю-
козо-6-фосфата, так как С02, появля-
ющийся в окислительных реакциях 
ПФП, происходит из первого углерод-
ного атома. Окисление этих фосфорных 
эфиров глюкозы в IV стадии митраль-
ного стеноза было ниже, чем в 111 ста-
дии. Это означает, что увеличенная 
л р о д у к ц и я м е ч е и о го у г л е к и с л о го газа 
из глюкозы связана с усилением аэроб-
ного окисления глюкозы. В пользу со-
хранности окислительной способности 
цикла Кребса в миокарде больных этой 
группы свидетельствуют данные об ин-
тенсивном окислении меченого лактата 
(см. табл. 2), а также обнаруженное на-
ми ранее 121 увеличенное миокардиаль-
ное потребление лактата и кетоновых 
тел. 

В обеих группах больных окисление 
фосфорилированных продуктов глю-
козы было выше, чем окисление глюко-
зы. По-видимому, при митральном сте-
нозе интенсивность окисления различ-
ных субстратов зависит от числа мета-
болических превращений этих субстра-
тов. Возможно поэтому окисление фос-
форных эфиров глюкозы было выше, чем 
окисление глюкозы, а наиболее ин-
тенсивным среди изученных субстра-
тов было окисление сукцината и лакта-
та, метаболизм которых характеризу-

ется быстрым поступлением в мито-
хондрии и включением в реакции цикла 
Кребса. 

В IV стадии порока резко возрастает 
окисление одного из интермедиатов цик-
ла Кребса — янтарной кислоты. Тен-
денция к ускорению окисления экзо-
генного сукцината с прогрессироваиием 
митрального стеноза была отмечена при 
полярографических исследованиях ми-
тохондрий сердечной мышцы больных 
[5, 61, что, по-видимому, связано с ги-
поксией миокарда вследствие ухудше-
ния гемодинамических условий. Извест-
но, что гипоксические сдвиги в мета-
болизме миокарда могут привести к ак-
тивации реакций дикарболовой части 
цикла Кребса и тем самым к усилен-
ному образованию и окислению янтар-
ной кислоты [1, 9]. Данные о наличии 
та кого «обращен и 51» pea кци й ци к л а 
Кребса в миокарде больных в IV стадии 
митрального стеноза были получены при 
изучении изоферментного спектра ма-
латдегидрогеназы 181. Вероятно, с на-
личием такой гипоксической активации 
гликолиза связано некоторое возраста-
ние цитоплазматического редокс-по-
теициала (см. табл. 1) и увеличение 
интенсивности окисления меченого сук-
цината (см. табл. 2). 

Другой возможной причиной ускоре-
ния окисления сукцината могло быть 
нарушение адренергической регуляции 
метаболизма миокарда в данной стадии 
заболевания. Так, ускорение окисле-
ния сукцината в митохондриях корре-
лирует с истощением содержания нор-
адреналина в миокарде [6]. Нами об-
наружено, что содержание цАМФ в мио-
карде больных в IV стадии порока было 
ниже (325+39 имоль на 1 г влажного 
веса), чем в I I I стадии (473+34 пмоль 
на 1 г влажного веса; р < 0,05). 

Сопоставляя результаты, полученные 
в настоящем исследовании, с данными 
наших предыдущих работ, касающихся 
утилизации НЭЖК [2, 3j, можно пред-
положить, что в отличие от I I I стадии 
порока, когда сохранены условия для 
метаболизма этих субстратов, в IV ста-
дии митрального стеноза снижение их 
миокардиального потребления связа-
но не с уменьшением эффективности цик-
ла Кребса, а с нарушением предшест-
вующих стадий, таких, как бета-окис-
ление и транспорт из цитоплазмы в ми-
тохондрии. Действительно, удалось об-
наружить дефицит карнитина в мио-
карде больных с митральными порока-
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ми [10]. Возможно, с этим механизмом 
связано усиление утилизации углево-
дов, окисление которых не требует на-
личия карнитииа, характеризуется 
ме н ь ш и м ч и слом м ета бол и чес к и х п р е -
вращений и меньшим потреблением кис-
лорода . 

Таким образом, переход митрального 
стеноза из III в клинически более тяже-
лую IV стадию заболевания обуслов-
ливает описанные выше компенсатор-
ные реакции, направленные на адап-
тацию энергетического метаболизма к 
нов ым гемоди нами чес к и м у слов и я м. 
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SPECIF IC TYPE OF GLUCOSE AND LACTA-

TE O X I D A T I O N IN M Y O C A R D I U M U N D E R 

C O N D I T I O N S OF M I T R A L VALVE STENO-

SIS OF VAR IOUS D E G R E E 

N. P. Kim, I. V. Ovchinnikov, D. S. Guljamov, 
U. P. Andres 

Branch of the All-Union Research Centre of 
Surgery, Academy of Medical Sciences of the 

USSR, Tashkent 

Content of glucose, lactate, pyruvate and 
cAMP was estimated in biopsy from left atrium 
of 120 patients with the I I I and IV degree of 
mitral valve stenosis. Content of UC()2 , deve-
loped after incubation of myocardium homoge-
nates with labelled substrates—glucose, glu-
cose- I -phosphate, glucose-6-phosphate, succi-
nate, lactate, was also measured. In patients 
with the IV degree of mitral valve stenosis 
concentration of carbohydrates and cAMP 
was decreased in myocardium as compared 
with those of patients with the I I I degree of 
the disease, whereas consumption of labelled 
glucose, lactate and succinate was increased. 
Est imat ion of the oxidation rate of glucose 
phosphorylated derivatives enabled to suggest 
that main part of glucose carbon was involved 
in reactions of the Krebs cycle. At the same 
time, a decrease in the content of carbohydrate 
substrates in myocardium of patients with the 
IV degree of the stenosis occurred due to ele-
vated rate of these substrates oxidation. The 
data obtainde suggest that adaptation reactions 
to hemodynamic impairments were responsible 
for dissimilar character of glucose and lactate 
metabolism in myocardium of patients with 
various degree of mitral valve stenosis. 

У Д К 012. 1 12.3.0 15.6:577.101.5 + 6 12.015.1:577. 152.53 11-088.1 

A.M. Герасимов, А. С. Захаров 

ВОССТАНОВЛЕНИЕ НИТРОСИНЕГО ТЕТРАЗОЛИЯ Т ИОЛАМ И 

В ПРИСУТСТВИИ ВИТАМИНА К 

Ц Н И И травматологии и ортопедии им. Н. IT. Приорова, Москва 

Pea кци я 11 рев р а щен и я нитроси него 
тетразолия (НСТ) в диформазап широко 
используется в цитохимических ис-
следованиях для выявления и опре-
деления активности оксидоредуктаз 
1.6]. В биохимии этот реагент нашел 
распространение при электрофорети-
ческом разделении изоформ оксидо-
редуктаз [8, 141, при определении их 
активности, в частности супероксид-
дисмутазы (СОД) 11,81, а также для 
о це н к и фу и к ц ион а лыюй а кт и в ноет и 

фагоцитов 14, 11]. Недавно обнаружено 
что в процессе генерации фагоцитами 
супероксидного анион-радикала (07) 
могут участвовать как содержащиеся в 
клетках, так и экзогенные хиноны 12, 
10]. Однако роль последних в восста-
новлении НСТ не обсуждалась. В дан-
ной работе показана возможность пе-
ферментативного восстановления НСТ в 
присутствии как белковых, так и ииз-
комолекулярных тиолов и витамина K;J 

(менадион, 2-метил-1,4-нафтохинон). 
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М е т о д и к а 

В качестве SH-содержащего белка и пиз-
комолекулярпого тиола в большей части опы-
тов использовали альбумин сыворотки кро-
ви человека (ЧСА) («Serva, Ф Р Г ) и восста-
новленный глутатиои (GSH) («Sigma», США) . 
Скорость восстановления ИСТ («Calbiochem», 
США) иссл едо в ал и с пе кт рофотомет р и чес к и 
при 560 им в системе, содержащей 50 мМ фос-
фатный буфер pIT 7,8 |11|, 0,1 мМ ЭДТА, 
0,1 мМ НСТ, различные концентрации мена-
диоиа и анализируемых веществ в объеме 
3,0 мл при 37 °С. Количество образующегося 
диформазана рассчитывали, используя коэф-
фициент молярной экстинкции — З Х 
X 104 М~1 см - 1 [12]. Для определения ско-
рости 0~ -зависимого восстановления Н С т 
в реакционную среду добавляли очищенный 
препарат С О Д («Sigma», США) в концентра-
ции 20 ед-мл-1. Активность СОД оценивали 
в ксантипоксидазиой системе с цитохромом 
с в качестве акцептора [13]. Содержание 
S Ы - г р у п 11 в белках определяли по реакции 
с 5,5' -ди тиоб йенитр обе пзой ной к исл о той 
{ДТПВ) [3]. Алкилирование SH-rpynri Ч С А 
проводили с помощью N-этилмалеимида |5|. 
Концентрацию белка определяли биурсто-
вым методом. 

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

В отсутствии меиадиоиа ЧСА и GSH 
при рН 7,8 не восстанавливали НСТ. 
Добавление менадиона в реакционную 
среду, содержащую ЧСА или GSH и 
НСТ, вызывало восстановление послед-
него. Величина максимального инги-
бирования СОД данного процесса для 
ЧСА и GSH достигала 40 и 52% соот-
ветственно (рис. 1). Это свидетельствует 
о наличии Oj-зависимого и О^-неза-
висимого |пути восстановления НСТ в 
исследуемой системе, в которой, веро-

0.012 

02 l/[C0D] 

~48 ICODJ.M 

Рис. 1. Торможение С О Д опосредованного 
меиадиоиом восстановления НСТ сывороточ-

ным альбумином (/) или GSH (2). 
Начальная скорость восстановления Н С Т : 0,010 — 
0.012 м и н - 1 . Здесь и на рис. 2 концентрация менадио-
на 300 мкМ По оси абсцисс — концентрация С О Д 
(в иМ): по оси ординат — торможение (в % ) , опре-
деляемое как отношение разности начальных ско-
ростей реакции без С О Д и в присутствии С О Д к на 

чплыюй скорости реакции без С О Д . 

100 [CSH],MHM 

Рис. 2. Зависимость скорости опосредован-
ного меиадиоиом восстановления ИСТ от 
концентрации GSH в отсутствии (/) и в при-

сутствии (2) СОД (20 ед-мл-1). 

По оси Табсцисс — концентрация G S H (в мкМ): по 
оси ординат — скоро сть восстановления Н С Т 

(в мни ')• 

ятно, образующийся семихинои мена-
диона восстанавливает кислород и НСТ. 
Возможность участия семихинонов в 
переносе электрона на каждый из этих 
акцепторов показана в ряде работ 17, 
12]. Восстановление НСТ в данной си-
стеме соответствовало реакции 1 порядка 
гто отношению к ЧСА или GSH (рис. 2), 
при этом соотношение ОТГ-зависимого и 
О^-иезависимого путей образования ди-
формазаиа оставалось постоянным (см. 
рис. 2). Сдвиг рН среды с 7,8 до 9,0 
сопровождался увеличением скорости 
менадион-опосредованного восстанов-
ления НСТ ЧСА и GSH соответственно 
в 1,9 и 2,0 раза, а также появлением не-
значительного восстановления НСТ дан-
ными веществами в отсутствие меиадио-
иа (табл. 1, 2). Использование различ-
ных белковых препаратов в данной си-
стеме приводило к восстановлению НСТ 
только при наличии у них SH-rpynn 
(см. табл. 1). Однако увеличение ско-
рости образования диформазана с рос-
том SH-грунп в белках не имело линей-
ной зависимости, что, по-видимому, свя-
зано с различной доступностью белко-
вых тиолов для ДТНБ, менадиона и 
НСТ. Необходимость именно SH-rpynn 
при восстановлении НСТ в исследуемой 
системе подтвердилась фактом полного 
ингибирования процесса после обра-
ботки ЧСА тиолалкилирующим агентом 
N-этилмалеимидом и отсутствием обра-
зования диформазана при замене вос-
становленного глутатиона окисленным. 
Использование вместо GSIT эквимоляр-
н ых концентраций NAD PIT и NAD IT 
не приводило к восстановлению НСТ 
как в присутствии, так и в отсутствии 
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ЧСА: 
рН 7,8 0,16 37,0 1,8 

рН 9,0 0,31* 35,0 
Сухая плазма 0 (1) 

0,51 58,5 2,4 группы крови 0,51 58,5 2,4 

Сыворотка крови 10 до-
норов 0,96 57,5 7,8 

Гексокиназа из дрож-
жей 0,90 33,0 18,8 

Иммуноглобулин анти-
стафилококковый 0 0 0 

* С учетом скорости восстановления НСТ 
(0,02 нмоль диформазана-мин"1 на 1 мг белка) 
в отсутствии менадиона. Здесь и в табл. 2 дан-
ные представляют собой среднее арифметическое 
результатов 3 параллельных измерений. Условия 
проведения реакции, как на рис. 2. 

менадиона, что указывает на неспособ-
ность этих соединений выступать доно-
рами электронов для НСТ при исследуе-
мых условиях. Скорость опосредован-
ного менадионом образования диформа-
зана в присутствии низкомолекулярных 
SH-соединений возрастала по мере сни-
жен и я вел и чи н ы их редокс-1 юте 11 ци а-
лов, при этом цистеипхлорид и дитио-

Т а б л и ц а 2 

Восстановление НСТ низкомолекулярными SH-
соединения ми 

Соединение 
(50 мкМ) 

Ско р о сть вос-
сч ановлеи и я 
Н С Т , нмоль 
диформаза -
на •мин ~ 1 

Д о л я 0* j-за-

висимого вос-

с гановлеп и и 
н е т , % 

ж 
X 
О) 

С' 
с 

и * 

Ch га 

Соединение 
(50 мкМ) 

• - мс-
иади-

011 

• |- ме-
нади -

он 

МО 
пади -

011 

+ ме-
иади -

он 

ж 
X 
О) 

С' 
с 

и * 

Ch га 
Глутатион 

восстанов-
ленный: 

рН 7,8 0 1,0 0 48,0 - 0 , 1 3 
рН 9,0 0,1 2,1 50,0 39,0 

11,истеамин 0 9,3 0 49,5 
Цистеипхло-

рид 0,8 33,0 37,5 48,5 —0,21 
Дитиотреи-

тол 2,5 106,0 52,5 43,4 —0,33 

треитол восстанавливали НСТ и в от-
сутствии менадиона (см. табл. 2). 

Таким образом, тиолы при наличии 
менадиона и кислорода способны вос-
станавливать НСТ как OJ-зависимым, 
так и 0^~-независимым путем. Учиты-
вая высокое содержание в клетках 
тиолов и хинонов, неферментативное 
взаимодействие между ними может ока-
зывать существенное влияние на выра-
женность оксидоредуктазных реакций, 
выявляемых с помощью НСТ. Аналогич-
ная проблема может возникать в ис-
следованиях токсикологического и фар-
макологического направления при ис-
пользовании препаратов хиноидной 
структуры. 
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REDUCT ION OF N I T R O B L U E TETRAZO-

LJUM BY MEANS OF TH IOLS IN PRESEN-

CE OF V ITAMIN К 

A.M. Gerasi/nov, A. S. Zakharov 

Central Institute of Traumatology and Ortho-
pedics, Moscow 

Thiol-containing proteins and low mole-
cular sulfhydryl-containing compounds redu-

ced nitroblue tetrazolium (NBT) in presence 

of v i tamin K:{(2-methyl-1,4-naphthoquinone). 

Cysteine and dithiotritol (but not glutathione) 

reduced NBT also in absence of the quinone. 

Reduction of NBT was accelerated in the weakly 

alkaline medium and occurred both wiaOT-

depedent and 0~-independent mechanism. In 

presence of qui nones the thiols appear to af-

fect the manifestation of oxidoreductase reacti-

ons estimated by means of NBT-test. 

УД к 6 16.36-008.93 1-02: 01 5.277.4 1-092.9 

11. Н. Литвинов, Л. Ф. Астахова, Л. X. Мухамбстова 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 

Н ИТРОЗОДИМЕТИЛАМИНА НА ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ 

СОСТОЯНИЕ ФЕРМЕНТНЫХ СИСТЕМ МИТОХОНДРИЙ 

ПЕЧЕНИ КРЫС В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ДЛИТЕЛЬНОСТИ 

ВОЗДЕЙСТВИЯ 

Н И И общей и коммунальной гигиены им. А. Н. Сысииа АМН СССР, Москва 

В хронических экспериментах на 
животных по изучению развития гепа-
токанцерогенеза под влиянием таких 
химических канцерогенов, как нитрозо-
диэтиламии, 2-ацетиламииофлуорен, ни-
трозодиметиламин (НДМА), показана 
фазовость изменения активности фер-
ментов: АТФазы митохондрий, моно-
аминоксидазы, аденилатциклазы и фер-
ментов гликолиза 12, 6, 12]. Авторы 
этих работ объясняли циклические из-
менения активности изучаемых фермен-
тов определенными стадиями развития 
химического канцерогенеза, так как 
исследуемые канцерогенные вещества 
брали в концентрациях, приводивших к 
увеличению частоты образования опу-
холей печени животных. 

Однако другие авторы II, 161 счита-
ют, что циклические изменения мета-
болических реакций организма под вли-
янием вводимых канцерогенных веществ 
обусловлены не только специфическим 
действием канцерогенов на клетки тка-
ней, но и отражением «фазовых измене-
ний реактивности ткани», т. е. ответ-
ными реакциями клеток тканей на по-
вреждающее воздействие химических 
веществ. 

В настоящей работе проведено срав-
нительное исследование функциональ-
ного состояния ферментных систем ми-
тохондрий печени крыс в зависимости 
от длительности воздействия НДМА 
в концентрации (10 мг/л), вызывающей 
увеличение частоты образования опу-
холей, и в концентрациях (0,1, 1,0 мг/л), 

не вызывающих увеличения частоты опу-
холеобразоваиия у крыс [101. 

М е т о д и к а 

Эксперимент проведен на нейнбредиых 
крысах-самцах с начальной массой тела 
150—170 г, которые получали постоянно с 
питьевой водой НДМА в концентрациях 
0,1, 1,0 и 10,0 мг/л в течение 2, 5 и 10мее. 
Опыты выполнены на 12 группах животных, 
из них 3 контрольные (в каждой по б- 10 жи-
вотных). Крыс забивали декапитацией, че-
рез 2, 5 и 10 мес воздействия. В свежеприго-
товленных гомогенатах печени, полученных 
в условиях мягкого режима, обеспечиваю-
щего целостность внутриклеточных структур 
(гомогенизатор: тефлон — стекло), опреде-
ляли активность с у к ции атдег идр о геиаз ы 
(КФ 1.3.99.1; СДГ), малатдегидрогеиазы 
(КФ 1.1.1.37; МДГ), глутаматдегидрогеиазы 
(КФ 1.4.1.3/, ГДГ) [13]. Гомогеиаты печени 
готовили на 0,25 М растворе сахарозы (рИ 
7,4) в соотношении 1:10 (масса:объем). Дли 
определения общей (суммарной) активности 
вышеуказанных ферментов использовали пе-
иониый детергент — тритон Х-100 (конеч-
ная концентрация 0,1 %) . Выделение фрак-
ции митохондрий из печени крыс проводили 
м е то до м д и ффе р е н ц и а л ь н о г о це 11 т р и ф у г и р о -
ваиия [14]. Определение активности Н+-
АТФазы (КФ 3.6.1.3) во фракции митохонд-
рий проводили по методу [8, 15]. Белок 
определяли по методу [2)]'. В неразведеииой 
сыворотке крови крыс определяли активность 
МДГ, ГДГ [13]. Статистическую обработку 
полученных данных проводили, как описа-
но ранее |3, 9]. 

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

Активность ферментов в гомогенатах 
печени, обработанных тритоном Х-100, 
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Т а б л и ц а 4 

Активность МДГ и ГДГ (в мкмоль/мин на 1 г ткани) в гомогенатах печени крыс при постоянном 

воздействии различных концентраций НДМА 

Длительность Концентра -

М Д Г Г Д Г 

Длительность Концентра -
воздействия, ци я Н Д М А , общая актив- свободная актив- общая актив- свободная актив-

мес мг/л ность ность ность ность 

К о н т р о л ь 6 3 , 2 1 4 - 4 , 6 9 2 3 , 0 4 4 - 1 , 3 9 4 , 6 8 4 - 0 , 5 8 2 , 0 9 4 - 0 , 2 4 

2 0 , 1 7 5 , 4 5 4 - 4 , 0 8 2 8 , 7 9 4 - 2 , 1 3 * 5 , 2 5 4 - 0 , 6 1 1 , 7 7 4 - 0 , 2 2 

1 , 0 7 3 , 2 2 4 - 5 , 1 0 4 0 , 2 1 ± 5 , 8 2 * * 6 , 2 3 4 - 0 , 2 4 * 2 , 6 5 4 - 0 , 2 9 

1 0 , 0 9 7 , 2 7 4 - 3 , 2 0 * * 4 5 , 7 8 4 - 4 , 4 9 * * 5 , 5 8 ± 0 , 3 2 3 , 0 4 4 - 0 , 3 1 * 

К о н т р о л ь и 1 1 ,24 1 8 , 0 1 4 - 1 , 7 0 3 , 7 0 4 - 0 , 3 1 1 , 7 7 4 - 0 , 1 2 

5 0 , 1 2 4 , 4 4 4 - 1 , 3 6 * 1 6 , 1 9 4 - 2 , 2 7 2 , 5 4 4 - 0 , 3 1 * 1 , 5 9 4 - 0 , 2 2 

1 , 0 1 8 , 0 1 4 - 2 , 7 2 * * 1 7 , 3 8 4 - 1 , 0 1 2 , 3 4 4 - 0 , 6 4 * 1 , 2 9 4 - 0 , 1 2 * 

1 0 , 0 2 4 , 7 0 4 - 0 , 6 8 * 1 5 , 4 4 4 - 1 , 3 6 1 , 5 7 4 - 0 , 0 7 * 0 , 7 4 4 - 0 , 0 7 * 

К о н т р о л ь 4 2 , 7 0 4 - 3 , 1 0 2 2 , 6 0 4 - 4 , 5 0 6 , 0 8 4 - 0 , 4 9 2 , 5 7 4 - 0 , 1 9 

10 0 , 1 7 2 , 2 0 4 - 4 , 9 0 * * 4 0 , 6 0 4 - 2 , 0 0 * * 3 , 8 1 4 - 0 , 0 9 * 1 , 4 8 4 - 0 , 1 5 * 

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

1 0 , 0 30 , 70-1-2 ,30 1 9 , 9 0 4 - 1 , 5 0 4 , 0 0 4 - 0 , 2 6 * 1 , 1 9 4 - 0 , 0 8 * 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3 обозначены достоверные различия: 

/ ;<0 ,05 , две — /?<0,01 но сравнению с контрольными значениями. 

одна звездочка • 

обозначена как общая активность, а 
активность ферментов в гомогенатах пе-
чени, ие обработанных тритоном X-
100,—как свободная активность [131. 

Анализ результатов по влиянию 
НДМА в концентрации 0,1 мг/л на ис-
следуемые ферментные системы мито-
хондрий печени крыс в зависимости от 
длительности воздействия выявил цик-
лические изменения общей и свободной 
активности МДГ и СДГ. Так, свободная 
активность МДГ и СДГ повышалась на 
25 и 53% (р < 0,05) соответственно 
через 2 мес воздействия канцерогена, 
а к 5 мес исследования свободная ак-
тивность данных ферментов находилась 
на уровне контрольных величин, затем 
повышалась па 80 и 58% (р < 0,05) 
к 10 мес воздействия (табл. 1, 2). Об-
щая активность МДГ изменялась сле-

дующим образом: на уровне контроль-
ных величин — 2 мес воздействия, сни-
жение на 29% — 5 мес, повышение на 
69% —• 10 мес. Общая активность СДГ 
повышалась на 50% (р < 0,05) через 
5 мес воздействия НДМА (0,1 мг/л), 
а иа 2- и 10-месячных сроках исследо-
вания общая активность СДГ соответ-
ствовала уровню активности фермента 
контрольных животных. Аналогичная 
направленность цикличности измене-
ний свободной активности МДГ и СДГ 
сохранялась при воздействии НДМА 
в концентрации 1,0 мг/л (2, 5, 10 мес), 
при этом свободная активность СДГ 
колебалась подобным образом и при 
воздействии канцерогена в концентра-
ции 10 мг/л (см. табл. 1, 2). Как видно 
из табл. 1, 2, циклически изменялись 
свободная активность МДГ (НДМА 

Т а б л и ц а 2 

Активность СДГ (в мкмоль/мин на 1 г ткани) в гомогенатах и К 1 - АТФазы (в мкмоль Ф и / ч на 

I мг белка) в митохондриях печени крыс при постоянном воздействии различных концентраций 

НДМА 

С Д Г 

Длительность воз- Концентрация + 
действия, мсс Н Д М А , мг/л 

о бщая активность 
свободная актив- Н -A I Ф а з а Н Д М А , мг/л 

о бщая активность ность 

К о н т р о л ь 8 , 1 9 4 - 0 , 9 2 3 , 0 4 4 - 0 , 3 0 2 , 5 8 ± 0 , 4 2 

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

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

1 0 , 0 1 1 , 1 4 4 - 0 , 9 9 * 4 , 4 5 4 - 0 , 2 5 * 4 , 2 7 ± 0 , 6 4 * 

К о н т р о л ь 7 , 4 3 - И , 0 9 3 , 2 6 4 - 0 , 6 0 1 , 4 4 ± 0 , 1 8 

3 0 , 1 1 1 , 1 5 4 - 0 , 5 4 * * 4 , 2 8 4 - 0 , 3 9 1 , 9 0 + 0 , 1 3 

1 , 0 7 , 8 9 4 - 1 , 4 7 3 , 8 8 ± 0 , 4 9 4 , 0 9 + 1 , 0 6 * 

1 0 , 0 8 , 2 7 4 - 0 , 0 9 2 , 8 6 4 - 0 , 4 6 4 , 7 7 + 0 , 3 6 * * 

К о н т р о л ь 1 0 , 9 1 4 - 0 , 9 6 2 , 8 5 4 - 0 , 3 6 1 , 2 8 ± 0 , 1 7 

10 0 , 1 9 , 3 1 ± 0 , 4 6 4 , 4 4 4 - 0 , 3 0 * * 1 .(>;> 1 о . 18 

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

1 0 , 0 1 1 , 7 8 4 - 0 , 6 8 4 , 0 0 4 4 ) , 3 2 * 0 , 6 7 ± 0 , 12* 
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10 мг/л), общая активность МДГ, СДГ 
(НДМА 1,0 и 10 мг/л) в зависимости от 
дл ител ыюсти введен и я вещества, по 
своеобразие их изменений характерно 
для каждой исследуемой концентрации 
НДМА. 

Однако фазовость изменений актив-
ности ферментных систем митохондрий 
в зависимости от длительности воздей-
ствия различных концентраций НДМА 
прослеживалась не для всех исследуе-
мых ферментных систем. Например, об-
щая и свободная активность ГДГ стойко 
снижалась при всех изучаемых кон-
центрациях НДМА на 5 и 10 мес ис-
следования; активность Н+-АТФазы 
митохондрий печени повышалась при 
действии канцерогена в концентрации 
1,0 мг/л на всех сроках, а также в кон-
центрации 10 мг/л на 2 и 5 мес воздей-
ствия НДМА и резко снижалась на 10-
месячном сроке исследования послед-
ней концентрации (см. табл. I, 2). 

Мы полагаем, что волнообразный ха-
рактер изменения активности некото-
рых ферментных систем митохондрий, 
как и совокупность всех наблюдаемых 
изменений функционального состояния 
ферментных систем митохондрий печени 
крыс в нашем эксперименте, обуслов-
лен не какими-то определенными фазами 
развивающегося канцерогенного про-
цесса под влиянием НДМА, а количе-
ством образующихся активных мета-
болитов канцерогена в клетках, их ка-
чественными характеристиками, а так-
же компенсаторными (или адаптивны-
ми) фондами клеток печени, которые 
пытаются приспособить клетки к из-
мененным условиям, так как цикличе-
ские изменения активности изучаемых 
ферментов наблюдались при воздей-
ствии НДМА как в концентрации, вы-
зывающей увеличение частоты образо-
вания опухолей (10 мг/л), так и в кон-
центрациях, не обладающих этим свой-
ством (0,1, 1,0 мг/л). 

Известно, что повреждающим дей-
ствием па клетки обладает не сам НДМА, 
а его метаболиты 1221, образование ко-
торых происходит в основном в микро-
сомальной фракции клеток печени под 
действием монооксигеназных систем 
(образование алкилирующих соедине-
ний — гидроксиламинов) 191. Метабо-
лизм НДМА может, вероятно, частично 
протекать в растворимой (нитроредук-
тазы — образование гидразинов) и ми-
тохондриальной (N-оксиредуктазы) 

фракциях клеток печени животных 15, 
111. 

Следовательно, оценивая функцио-
нальное состояние ферментных систем 
митохондрий и энергообеспечение кле-
ток по наблюдаемым изменениям актив-
ности изучаемых митохондриальных 
ферментов, как и следовало ожидать, 
наименьшие изменения функциональ-
ного состояния ферментных систем 
митохондрий и процесса окислитель-
ного фосфорилирования выявлены при 
воздействии НДМА в концентрации 
0,1 мг/л. Увеличение свободной актив-
ности МДГ и СДГ через 2 мес воздей-
ствия НДМА (0,1 мг/л) может быть 
вызвано либо активацией пермеаз, пе-
реносящих субстраты для данных фер-
ментов, либо небольшим увеличением 
проницаемости митохондриальных мем-
бран. Изменения общей активности 
МДГ, ГДГ, СДГ, не сопровождающиеся 
изменением их свободной активности 
через 5 мес воздействия НДМА (0,1 мг/л), 
обусловлены, вероятно, какими-то 
конформационными изменениями струк-
тур данных ферментов, затрагивающи-
ми регуляторные центры. Дальнейшее 
увеличение срока воздействия до 10 мес 
(НДМА 0,1 мг/л) приводило к увели-
чению проницаемости митохондриаль-
ных мембран, о чем свидетельствовало 
повышение активности МДГ и ГДГ4 в 
сыворотке крови (табл. 3) 14, 71. При 
этом увеличение активности МДГ в сы-
воротке крови обусловлено, по-види-
мому, не только повышенной проница-
емостью митохондриальных и цито-
плазматических мембран печени, но и 
увеличением количества фермента, что 
косвенно отражает увеличение общей и 
свободной активности МДГ в печени 
подопытных крыс. Количественное уве-
личение фермента МДГ может быть вы-
звано потребностью клетки в восста-
новительных эквивалентах НАДН, не-
обходимых для метаболизма НДМА в 
различных системах окисления. НАДН 
может перебрасываться из митохондрий 
в цитоплазму через малатаспартатную 
ферментную систему 1111. Низкая ско-
рость гидролиза АТФ (на уровне конт-
рольных величии) митохондриями пе-
чени крыс при данном режиме воздей-
ствия НДМА свидетельствует о сопря-
женности процессов дыхания и фосфо-
р ил и р овани я: высоки й Л \ia поддержи-
вается за счет переноса электронов по 
дыхательной цепи 1211. 

107 



Т а б л и ц а 4 

Активность МДГ и ГДГ (в мкмоль/м н в I мл сывэрзтки) в сыворотке крови крыс при постоян-

ном воздействии различных концентраций НДМА 

Длительность Концентрация Н Д М А , мг/л 

Фермент воздействия, Контроль 
мес 0 , 1 1 , о 1 0 , 0 

2 2,21zfcO,14 2,21+0,21 3,40+0,30* 4 ,17+0,51** 
МДГ 5 1,53+0,28 1,97+0,17 1,16+0,09 1,51+0,25 

10 0 ,85+0,12 2,14+0,32** 0,37+0,10* 1,00+0,10 
2 0 ,13+0,02 0,11+0,01 0 ,13+0,03 0 ,18+0,02 

ГДГ 5 0,09+0,009 0,09+0,01 0 ,10+0,02 0,13+0,01* ГДГ 
10 0,07+0,007 0,10+0,02* 0,12+0,01* 0,12+0,01* 

Повышение интенсивности воздей-
ствия НДМА в 10 раз (1,0 мг/л) уже к 
2 мес исследования приводило к не-
скол ько бол ьш и м пов режден и я м фу н к-
циональиого состояния ферментов и 
мембранных структур митохондрий, чем 
воздействие канцерогена 0,1 мг/л 
через 10 мес. Увеличение свободной 
активности МДГ на 74% (/7 <0 ,05) и 
IT1 -АТФазы на 55% (р < 0,05) в пе-
чени подопытных крыс (0,1 мг/л-
2 мес), а также повышение активности 
МДГ в сыворотке крови свидетельству-
ют об увеличении степени проницаемо-
сти мембран митохондрий печени (см. 
табл. 1—3). Степень проницаемости мем-
бран митохондрий постепенно повыша-
ется при удлинении срока воздействия 
НДМА (1,0 мг/л), что отражает повы-
шение активности Н+-АТФазь; (184% -
5 мес, 126% — 10 мес) в печени и сни-
жение активности МДГ (56% - 10 мес), 
увеличение активности ГДГ (71% 
10 мес) в сыворотке крови (см. табл. 1 
3) . 

Увеличение общей и свободной ак-
тивности СДГ (1,0 мг/л- 2 мес) мо-
жет характеризовать как новышение 
количества фермента, так и усиление 
его активности в ответ на увеличенную 
функциональную нагрузку иа данный 
фермент. При любых повреждениях 
митохондрий в первую очередь поража-
ется НАДН-трансдегидрогеназный путь 
поступления электронов и протонов в 
дыхательную цепь 117.1. Возможно, в 
данной ситуации главным источником 
поступления электронов и протонов в 
дыхательную цепь является сукцинат-
дегидрогеназньтй участок. Усиление по-
тока электронов через СДГ, а также 
частичное генерирование энергии через 
электрохимический потенциал А[хн + 

путем гидролиза АТФ 1191 озволяет 
митохондриям обеспечивать клетки пе-
чени подопытных крыс необходимым 
уровнем энергии. 

В ответ на усиление повреждающего 
воздействия НДМА (1,0 мг/л — 5, 
10 мес) митохондрии печени подопытных 
крыс поддерживают мембранный по-
тенциал в основном посредством акти-
вации Н '"-АТФазы [18, 19] сохраняя 
таким образом, необходимый для жизне-
деятельности клеток уровень энергии. 

НДМА в концентрации 10 мг/л через 
2 мес вызывал аналогичные качествен-
ные изменения в митохондриях подо-
пытных крыс, как и НДМА в концент-
рации 1,0 мг/л (2 мес). Концентрацион-
ные различия в воздействиях канцеро-
гена отражались в количественных из-
менениях, которые были более выраже-
ны при действии 10 мг/л НДМА. К 5 мес 
исследования (10 мг/л) отмечено со-
четание увеличенной степени прони-
цаемости мембран митохондрий с ин-
гибированием активности некоторых 
ферментов (см. табл. 1,2), на что ми-
тохондрии реагируют напряжением ком-
пенсаторных механизмов (наибольшее 
повышение активности Н1 - АТФазы 
231%; р < 0,05; см. табл. 2). Самые 
неблагоприятные изменения для мито-
хондрий печени крыс выявлены при 
воздействии НДМА в концентрации 
10 мг/л через 10 мес. Вся совокупность 
изменений: снижение активности 1Г-
АТФазы иа 48% (р < 0,05; см. табл. 2), 
общей и свободной активности ГДГ иа 
50%, общей активности МДГ на 28% 
(/> < 0,05) в печени (см. табл. 1), а 
также повышение активности ГДГ на 
71% в сыворотке крови (см. табл. 3) — 
расценивалась как начальный этап сры-
ва компенсаторных механизмов мито-
хондрий и начальный этап разрушения 
структурной целостности митохонд-
риальных мембран, так как инакти-
вация Н'-АТФазы сопровождается сни-
жением мембранного потенциала, элек-
трохимического градиента, что вызывает 
снижение продукции энергии митохонд-
риями. 
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Таким образом, отмечено количест-
вен мое на растание неблаго 11 р и ятн ых 
из менем ий фу \ iк цио н ал ьи ого состоя и и я 
ферментных систем митохондрий пе-
чени крыс в зависимости от интенсив-
ности и длительности воздействия 
НДМА. При этом наименьшие коли-
чествен ные изменен и я 11 абл юда л ись rip и 
действии канцерогена в концентрации 
0,1 мг/л, наибольшие — под влиянием 
НДМА в концентрации 10,0 мг/л, осо-
бенно через 10 мес исследования. 

Нарастание совокупности количе-
ствен н ы х I {ебл а го п р и я т 11 ы х изменений 
в клетках печени крыс в зависимости от 
интенсивности воздействия НДМА при 
определенной интенсивности и дли-
тельности воздействия канцерогена мо-
жет привести к качественным изменени-
ям в клетках печени у некоторых жи-
вотных. В нашем эксперименте таким 
свойством, ве ро ят и о, обладает II ДМ А 
в концентрации 10 мг/л, так как в этой 
группё животных через 19 мес воздей-
ствия отмечено увеличение частоты об-
разования опухолей печени на 57% 1101. 
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EFFECT OF N IT ROSE D I M E THY L AMINE 

AT V A R I O U S C O N C E N T R A T I O N S ON THE 

FUNCTIONAL STATE OF RAT L I V E R MI-

T O C H O N D R I A L ENZYMATIC SYSTEMS DE-

P E N D I N G ON D U R A T I O N OF THE CAR-

C I N O G E N ACTION 

N. N. Litvinov, L. P. Astakhova, L. Kh. Mu-
khambeiova 

Institute of General and Communal Hygiene, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Activities of glutamate-, succinate-, malate 
dehydrogenases and H+-ATPase were studied 
in liver tissue and these of malate- and gluta-
mate dehydrogenases in blood serum of 
rats which received nitrose dimethylamine 
(0.1, 1.0 and 10 rng per I 1 of water) within 
2.5 and 10 months. Cyclic alterations in acti-
vities of malate- and succinate dehydrogenases 
were found in liver tissue of these rats, while 
the activities of glutamate dehydrogenase and 
H+'ATPase were changed depending on con-
tration and duration of the carcinogen effect. 
Unfavourable alterations in the functional 
state of mitochondrial enzymatic systems were 
increased according to intensity and duration 
of nitrose dimethylamine effect. 
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Г. В. Андреенко, Л. В. Подорольская, A.M. Федоров 

О ЗНАЧЕНИИ ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 

ПРИ ПНЕВМОНИЯХ, ОСЛОЖНЕННЫХ ЭКССУДАТИВНЫМИ 

ПЛЕВРИТАМИ У ДЕТЕЙ 

МГУ им. М. В. Ломоносова 

По существующим представлениям 
процесс воспаления осуществляется в 
результате взаимодействия между им-
мунной системой и системами ограни-
ченного I i р отео л и з а (к а л л и к реи и - к и -
п и новой, свертывающей, фибр и полити-
ческой и компонентов комплемента). Од-
ним из первых этапов образования вос-
палительного очага является появление 
отложений фибрина, отграничивающих 
область воспаления. Этому процессу про-
тивостоит освобождение из лейкоцитов 
(граиулоцитов, моноцитов) протеоли-
тических ферментов, направляющихся в 
место повреждения. Сектерируемые про-
те и 11 азы не тол ько 11 ре 11 ятств у ют отло-
жению фибрина, но и вызывают гидро-
лиз важных макромолекулярных струк-
тур ткани. Однако при наличии доста-
точного уровня ингибиторов протеолиза 
(а, - протеазпый ингибитор, а2-ма кро-
глобулип, а2-антиплазмин, местио-
с и н тез и р уем ые к и с лотоста б и л ь 11 ые и н-
гибиторы) повреждающее действие про-
теииаз нейтрализуется 15, 61. 

Легочная ткань наиболее богата 
ф и б р и иол ит и чес к и м и и т р омбо п л а ст и -
ческими агентами, что, несомненно, ска-
зывается на особенностях протекания 
легочных заболеваний, в частности пнев-
монии. При присоединении к пневмо-
нии плеврита ход и развитие воспале-
ния определяются процессами, проис-
ходящими в легком и плевральной по-
лости, а также реактивностью орга-
низма. 

Целью данной работы явилось изу-
чение фи бри нол ити ческой системы в 
крови и плевральной полости при раз-
личных типах плевритов у детей и оцен-
ка значения процесса фибринолиза в 
развити и дестр у кти вн ых npoi 1,ессов в 
легких, а также роли фибринолитиче-
ской системы при особой клинической 
форме плеврита — метапневмоническом. 

А;\ е т о д и к а 

Показатели фибринолиза гемостаза в 
кропи и плевральном экссудате изучали у 
71 ребенка с си и пневмоническом плевритом 
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(СПИ) и у 18 детей с метапиеимонически^ 
плевритом (МПП). С П И развивались одно-
временно с пневмонией, М П П возникали на 
фоне обратной динамики пневмонии и со-
провождались новым подъемом температуры 
до фебрильных цифр, снижением лейкоцито-
за и повышением СОЭ. В группу сравнения 
вошли 25 детей с острой респираторной ви-
русной инфекцией (ОРВИ) в стадии выздо-
ровления и 26 детей с острой пневмонией 
(ОП) . 

Не с л е д о в а л и следующие б и о х и м и ч ее к и е 
показатели: содержание фибриногена по 
методу Б и две л л в модификации Г. В. Андре-
енко, фибринолитическую активность (ФА) 
па стандартных фибриновых пластинах по 
методу А струпа, содержание антитромбин я 
I I I (AT I I I ) по методу Абильдгарда, ФА эуг-
лобулииовой фракции по методу Ниверов-
ского, концентрацию растворимых комплек-
сов фибрин — мономера (РКФМ) по методу 
Стахурской и соавт., уровень продуктов 
деградации фибрина, фибриногена (ПДФ) по 
методу Наннинга и Гест в модификации 
Г. В. Андреенко и Л . В. Подорольской [3], 
уровень антиплазминов по методу Ниверов-
ского в модификации В. Е. Па стороной |7|, 
содержание плазминогена по А. И. Гри-
цюку |2], неферментативный фибрииолиз 
(НФ ) по методу Б. А. Кудряшов а и Л . Д. Ля-
пи ной |1|. 

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

В табл. 1 представлены показатели 
системы фибринолиза и гемостаза у де-
тей при различных формах плеврита, 
пневмонии и ОРВИ. В отдельную группу 
выделены дети с пневмонией и плеври-
том, течение заболевания которых ос-
ложнилось деструкцией легких. 

Как видно, начало всех клинических 
форм воспалений у детей сопровождалось 
увеличением содержания фибриногена 
до 7,53 г/л и подавлением ФА до 0 мм2. 
Это торможение ФА обусловлено не 
только появлением в кровотоке избы-
точ 11 ого кол ичества и и г и биторов ф и б-
рииолиза — антиплазминов (до 131 — 
160%), но и уменьшением уровня ак-
тиватора плазминогена и его субстрата 
плазминогена. Изменения, зарегист-
рированные в кровотоке в начале за-
болевания, свидетельствуют о «благо-
приятном» соотношении процесса фиб-
ринолиза и его подавления, что способ-

го 
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ствует созданию четко отграниченного 
воспалительного очага. Уже ко 2-й 
неделе заболевания исследуемые пока-
з ате л и 11 р и б л и жал и с ь к но р ма л ьн ым 
величинам в группах детей с ОП и ОРВИ, 
но продолжали прогрессировать в груп-
пах с деструкцией легких и МПП. 

У больных с деструкцией легких уси-
ливалась активация фибринолиза -
в кровоток выделялось избыточное ко-
личество активатора плазминогена, воз-
растал уровень плазминогена. Усилен-
ный протеолиз фибрина реализовывался 
в виде появления в крови избытка ПДФ. 
Таким образом, в этой группе детей 
расширение границ и интенсивности вос-
палительного процесса (вплоть до рас-
пада тканевых структур легкого) со-
провождается чрезмерным развитием 
фибринолитической активности в кро-
вотоке. Фибр и иол из здесь выступает 
как фактор агрессии, который не может 
нейтрализовать значительное (до 160%) 
повышение уровня ингибиторов фиб-
ринолиза. 

Каков механизм гиперфибринолиза 
при деструктивных изменениях? Ве-
роятно, возможны два объяснения чрез-
мерному развитию ФА при деструкции. 
С одной стороны, это пассивное вы-
мывание фибринолитических агентов 
из богатой ими ткани легкого, что ре-
гистрируется как гиперплазминемия, 
в то время как область деструкции еще 
ие различима рентгенологически. С дру-
гой — это освобождение фибринолити-
ческих и протеолитических ферментов 
из лейкоцитов и тромбоцитов, накапли-
вающихся в большом количестве в зоне 
воспаления. 

В табл. 2 представлены данные, сви-
детельствующие в пользу лейкоцитар-
ного происхождения ФА в экссудатах. 
Как видно, экссудат содержит те же 
компоненты, что и плазма крови, од-
нако они находятся в других количе-
ственных соотношениях. Отсутствие кор-
реляции между содержанием белков в 
плазме крови и экссудате говорит о 
существенном вкладе в состав экссудата 
местных локальных факторов серозных 
оболочек плевральной полости. Уровень 
ФА незначителен, что соответствует ли-
тературным данным 141. Однако ФА 
существенно выше у больных с деструк-
цией легких (до 26,3 мм2). Более вы-
сокие цифры ПДФ, РКФМ, нефермен-
тативного фибринолиза в этой группе 
детей свидетельствуют о значительной 
активации в экссудате процессов как 
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фибринолиза, так и коагуляции. Ис-
точником фибринолитических ферментов 
в экссудате могут быть накапливающие-
ся в нем лейкоциты. Это подтверждают 
следующие факты: более часто встре-
чающееся развитие деструкции легки х 
при гнойном СПП, хорошая корреляция 
между активностью фибринолиза в эк-
ссудате (но времени лизиса эуглобу-
линового сгустка) и количеством лей-
коцитов в нем (г --- —0,504); наиболее 
высокий уровень цитоза при деструк-
тивных изменениях в легочной ткани. 

Таким образом, приведенные данные 
показывают, что если чрезмерная актив-
ность фибринолиза не компенсирована 
достаточным количеством ингибиторов, 
то она может выступать как фактор рис-
ка развития деструктивных изменений 
в легочной ткани. Больные при таких 
у с лов и я х н у жда юте я в меро п р и я т и я х, 
кор р игирующих эти изменен и я, в клю-
чая введение антипротеииазных пре-
паратов. 

Для МПП, наоборот, характерно зна-
ч ител ьное торможен ие фибр и иол ити че-
ской активности крови не только на 
1-й неделе заболевания, но и в после-
дующее время с длительным периодом 
восстановления (см. табл. 1). Продол-
жительное подавление ФА совпадает с 
долговременным существованием не-
растворившихся фибринозных шварт в 
плевральной полости, с которыми дети 
иногда выписываются из клиники. От-
сутствие ФА свойственно и плевраль-
ному экссудату при МПП, который 
всегда имеет серозно-фибрииозный ха-
рактер с низким цитозом и более снижен-
ными другими показателями. Плев-
ральная полость выстлана массивными 
отложениями фибрина. По-видимому, 
при МПП торможение фибринолиза яв-
ляется фактором длительного сохране-
ния воспалительного очага в плевраль-
ной полости. Имеющиеся в нашем 
распоряжении биохимические данные не 
позволяют объяснить глубокую депрес-
сию фибринолитической и протеиназиой 
активности крови и экссудата при МПП. 
Небольшое количество лейкоцитов в 
экссудате и возможна адсорбция аген-
тов фибринолиза и коагуляции на от-
ложениях .фибрина едва ли могут быть 
основными фа к горами , объясн яющими 
стойкое исчезновение активатора плаз-
миногена из кровеносного русла. В по-
следнее время появились сведения, по-
зволяющие рассматривать МПП как осо-
бую нозологическую форму бронхо-



легочного воспаления, в основе кото-
рой лежат гиперфункция иммунной си-
стемы и резкое возрастание комплексов 
антиген — антитело в циркуляции [81. 
Не исключено, что антигенами могут 
быть и фибринолитические агенты, со-
держащиеся в большом количестве в 
легочной ткани. 

П р и веде н и ые да и н ые св идете л ьств у ют 
об активном участии процесса фибри-
нолиза в возникновении и протекании 
пневмонии с экссудативными плеврита-
ми у детей: при формировании деструк-
тивных осложнений он является факто-
ром, способствующим деструкции; при 
появлении метапневмонического плев-
рита торможение фибринолиза способ-
ствует более длительному течению за-
болевай и я. 
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IMPORTANCE OF THE F I B R I N O L Y T I C 

SYSTEM IN P N E U M O N I A COMPL ICATED 

BY E X U D A T I V E P L E U R I S Y 

G. I/. Andreenko, L. V. Podorol'sky, A. M. Fe-
dorova 

M. V. Lomonosov State University, Moscow 

Phasic alterations in fibrinolytic activity 
were found in blood plasma of children with 
pneumonia complicated by exudative pleurisy. 
Hypercoagulation and inhibit ion of fibrinoly-
tic activity were observed at the beginning of 
the disease. Hypercoagulation and an increase 
in the fibrinolytic activity occurred during 
restoration. In the children with lung destruc-
tion the fibrinolytic activity was increased 
in blood and in exudates before the appearance 
of roentgenologic indications of the destructi-
ve alterations. The fibrinolytic activity was 
inhibited in children with metapneumonic 
pleurisy formed during pneumonia and charac-
terized by long-term and severe course. Role 
of fibrinolysis as possible pathogenetic factor 
responsible for development of complications 
is discussed. 

M. Д. Курский, О. / / . Шинлова, В. П. Фомин, С. А. Костерин 

ВЛИЯНИЕ СТИМУЛЯТОРОВ СОКРАЩЕНИЯ МАТКИ 

НА АКТИВНЫЙ И ПАССИВНЫЙ ТРАНСПОРТ Са2+ 

ВО ФРАКЦИИ САРКОЛЕММЫ МИОМЕТРИЯ 

Институт биохимии им. А. В. Палладииа AIT УССР, Киев 

Катионам Са2Ь принадлежит сущест-
венная роль в обеспечении взаимодей-
ствия актина и миозина в гладких 
мышцах и, в частности, в миометрии 1.2, 
121. Повышение концентрации Са2"'" в 
диапазоне 10 8—10~5 М активирует со-
кращение, а понижение — стимулирует 
релаксацию гладкой мышцы матки 18, 
91. Внутриклеточный гомеостаз Са2"1" в 
миометрии обеспечивается системами 
пассивного и активного транспорта ка-
тиона, локализованными в плазматиче-
ской мембране и субклеточных струк-
турах 13, 41. Доказано, что ряд физио-
логически активных веществ, стимули-
рующих сократительный эффект мио-
метрия (окситоции, простагландины и 

др.), обладают способностью ингибиро-
вать активность кальциевого насоса сар-
колеммы или (и) активировать пассивное 
поступление катиона в миоплазму 17, 
III. 

В настоящее время для усиления со-
кратительной активности матки и пре-
одоления ее инертности в родах в ме-
ди ци не кой пр актике широко ис поль-
зуются такие фармакологические пре-
параты, как хинин, сигетин, пахикар-
пип и изоверин 11, 61. Роль этих веществ 
в регуляции кальциевого обмена в мио-
метрии не исследована. Цель данной 
работы заключалась в изучении влия-
ния указанных фармакологических аген-
тов на активный и пассивный транспорт 
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Ссг: во фракции везикул сарколеммы 
миометрия. 

М е т о д и к а 

Фракцию везикул сарколеммы миометрия 

коров выделяли, как описано ранее [5]. Со-

держание белка находили по Л о у р и |10J. 

Чистоту фракции оценивали злектронно-

микроскопически и по активности фермен-

тов-маркеров. Результаты определения ак-

тивности ферментов-маркеров Na + , К+-

АТФа зы и Mg2 +-ATOa3bi до и после обработ-

ки мембранного препарата дигитоиииом ука-

зывают на то, что фрагменты сарколеммы на 

50% (по белку) состояли из везикулярных 

структур , замкнутых цитоплазматической 

стороной наружу . Остальные фрагменты 

были представлены педезикуляриыми струк-

турами . 

Активное накопление С а 2 + изучали в сре-

де, содержащей 10 мМ H E P E S ( рН 7,0 при 

37 °С), 160 мМ КС1, 5 мМ А Т Ф , К) :> М 
40СаС12+45СаС12 (0,1 мкКи/мл), 30 мМ Na-

фосфатного буфера р Н 7,0 при 37 °С, 50 мкг 

белка мембранного препарата. Объем ин-

кубационной среды 0,5 мл, время инкубации 

15 мин, температура 37 °С. Реакцию начина-

ли внесением в среду инкубации препарата 

белка, а останавливали добавлением к ней 

3 мл охлажденного раствора , содержащего 

10 мМ трис-малеат/ N a O H ( рН 7,0 при 4 °С ) , 

340 мМ сахарозы , с последующими фильтро-

ванием через мембранные фильтры и промыв-

кой фильтров 3 мл среды того же состава. 

Контрольные пробы ие содержали А Т Ф . 

Пассивный транспорт С а 2 + изучали, пред-

варительно нагружая везикулы 4бСаС12 в сре-

де, содержащей 160 мМ К О , 10 мМ Н Е P E S 

( рН 7,0 при 37 °С), 1 мМ 40СаС12+45СаС12 

(10—15 м к К и/мл) при 4 °С в течение 15— 

18 ч. Выход Cci2+ из везикул инициировали 

25-кратным разбавлением аликвоты нагру-

женного препарата средой, содержащей 

160 мМ КС1, 10 мМ H E P E S ( рН 7,0 при 

37 °С), 1 мМ ЭГТА , 5- Ю - 8 М валиномицииа. 

Время инкубации 5 мин, объем инкубацион-

ной среды 0,5 мл, Температура 37 °С. Выход 

Са 2 + останавливали добавлением 3 мл рас-

твора , содержащего 340 мМ сахарозы, 1 мМ 

LnCl3 , Ю мМ трис-малеат / N a O H ( рН 7,0 

при 4 °С ) , с последующим фильтрованием 

через мембранные фильтры, которые дваж-

ды промывали 3 мл этого же раствора . 

В о всех экспериментах фармакологиче-

ские препараты вносили непосредственно в 

среду инкубации. 

При исследовании влияния различных 

концентраций кальция внутри везикул иа 

скорость его освобождения без хинина и в 

его присутствии мембранный препарат на-

гружали изотопом, как описано выше, од-

нако среда нагрузки содержала 0 ,1—2,0 мМ 
10СаС12+4бСаС12 (1—20 мкКи/мл). Выход ка-

тиона из везикуЛ инициировали способом, 

описанным выше, время инкубации состав-

ляло 1 мин. Хиниизависимую компоненту 

пассивного выхода определяли по разнице 

между кривыми, полученными в отсутствие 

и в присутствии 10 мМ хинина. 

Изучение влияния сигетина при различ-

ных концентрациях ионизированного Са па 

процесс его аккумуляции проводили в среде 

инкубации, содержащей 50 м М трис-HCl 

р Н 7,5 при 30 °С, I мМ А Т Ф , 3 мМ MfeCl2 

10" 4 М Э Г Т А и 40СаС12Н
 J6CaCI* в диапазоне 

Ю - в — Ю - 3 М (0,01 10 мкКи/мл). Реакцию 

начинали внесением белка .мембранного пре-

парата (100 мкг). Время инкубации 3 мин, 

объем инкубационной среды 1 мл, температу-

ра 30 °С. Реакцию останавливали посредством 

быстрого фильтрования. Фильтры промы-

вали 5 мл раствора , содержащего 50 мМ 

трис-НСГбуфера ( рН 7,5 п р и 2 2 ° С ) , 160 мМ 

ХС1. Значения концентрации ионизирован-

ного Са рассчитывали, как описано ранее [3]. 

Влияние хинина и сигетина на стабиль-

ность К+-Диффузиоиного потенциала изуча-

ли с помощью патенциалочувствительного 

флюоресцентного зонда diS-C ; r(5) в Институте 

биофизики А Н С С С Р и а специальной флюо-

р и метрической установке. К4*-диффузионный 

потенциал (-. 58 мВ) формировали, помещая 

аликвотную порцию везикул, уравновешен-

ных со 160 мМ КС1, 10 мМ H E P E S ( рН 7,0), 

в изотоиичную среду, с одержащую 16 мМ 

КС1, 144 мМ холинхлорида и 5-10— 8 М ва-

линомицииа. В исследуемых концентрациях 

хинин и сигетип не влияли на флюоресцен-

цию diS-C ; r(5). Длины волн возбуждения и 

флюоресценции составляли 578 и 660 им со-

ответственно. 

В опытах использовали фильтры «Syn-

рог» диаметром 0,3 мк фирмы «Chemapol» 

(Ч СС Р). Р а д и оа кт и в и ос т ь фи л ьт ров и з м е -

ряли на жидкостном сцинтилляциоином 

спектрометре фирмы «Весктал» (США) . 

В работе использованы следующие реак-

тивы: А Т Ф , трис(г и дроке и метилами и ометам) 

фирмы «Reanal» (Венгрия), Э Г Т А — «Flu-

ка» (Швейцария), H E P E S — «Sigma» (США) ; 

остальные реактивы были отечественного 

производства квалификаций ч. д. а. и х. ч. 

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

Показано, что пахикарпин и изове-
рин не оказывали существенного влия-
ния на Mg, АТФ-зависимый транспорт 
Са2"1" в везикулах сарколеммы миомет-
рия (данные не приведены). Сигетип в 
диапазоне концентраций 10~6—10~4 М 
не подавлял накопления Са2+, ио при 
концентрациях выше 10~3 М снижал 
уровень Mg, АТФ-зависимой аккумуля-
ции катиона на 65% (рис. 1). Хинин 
(Ю-0—10~3 М) не влиял на активный 
транспорт Са2+ и только при концент-
рации 10~2 М на 32% подавлял накоп-
ление катиона. Чем же обусловлено 
снижение аккумуляции катиона: ин-
гибированием активности кальциевого 
насоса или увеличением пассивной про-
ницаемости мембранных везикул для 
ионов Са? Для решения этого вопроса 
было изучено влияние исследуемых ве-
ществ на пассивный транспорт Са2'1' во 
фракции везикул сарколеммы. Получен-
ные результаты свидетельствуют о том, 
что пахикарпин, изоверии и сигетип в 
концентрациях 10~6—10~~2 М не влия-
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Pifc. 1. Влияние сигетина (У) и хинина (2) 
на Mg, АТФ-зависимое накопление 4 бСа 2 + 

везикулами сарколеммы миометрия. 

П о оси ордмиат — накопление Са2"1" (в нмоль на 1 мг 
белка за 15 мим). Здесь и на рис . 2 и 5 по оси а б с ц и с с — 

концентрация препаратов (в М) . 

ли на пассивный выход Са2"1" из везикул 
плазматических мембран миометрия. 
Только хинин при концентрации более 
10~3 М резко усиливал этот процесс, 
тогда как в присутствии 10~3 М сиге-
тина скорость выхода катиона не отли-
чалась от контрольных значений (рис. 2). 

Хинин в концентрации 10 мМ вызы-
вал также освобождение Са2+ из вези-
кул, в которых катион был накоплен 
посредством Mg, АТФ-зависимого про-
цесса (рис. 3). Изменение скорости хи-
нинзависимого выхода Са2Н" из везикул 
сарколеммы от концентрации в них ка-
тиона подчиняется кинетическим за-
кономерностям простой диффузии -
процесс не характеризуется насыщением 
по субстрату переноса (рис. 4). 

Это свидетельствует о том, что хи-
нинзависимый выход Са2"1" из везикул 
осуществляется не по канальным струк-
турам, а за счет увеличения неспеци-
фической проницаемости мембран кСа2+ . 
Этим же, по-видимому, объясняется и 

Рис. 2. Влияние сигетина (/) и хинина (2) 
на пассивный выход 4 бСа 2 + из везикул сар-

к о л с м м ы м и омет р и я. 

П о оси ординат — выход С а (в нмоль на 1 мг белка 
за 5 мин). 

Рис. 3. Влияние хинина на освобождение 
предварительно аккумулированного 4 бСа 2 + из 

везикул сарколеммы миометрия. 
П о оси абсцисс — время инкубации (в мин), по оси 

ординат — выход С а 2 + (в нмоль на I мг белка) . / — 

контроль ; 2 — хинин. Стрелков ук а з ан момент вве-

дении хинина . 

ингибирующее влияние хинина (более 
10~4 М) на уровень энергозависимого 
накопления Са2'" везикулами сарко-
леммы, о г I ре дел яем ы й двумя п р от и во -
положно направленными процессами: 
Mg, АТФ-зависимым накоплением и 
пассивным выходом Са21" из везикул 
по градиенту концентрации. Вероятно, 
снижение в присутствии хинина (10~2 М) 
уровня аккумулированного в везикулах 
сарколеммы Са2"'" является следствием 
увеличения неспецифической проница-
емости плазматической мембраны для 
этого катиона. 

Сигетин не влиял на пассивный выход 
Са2"1" из везикул, но подавлял активное 
накопление в них катиона. По-видимо-
му, сигетин непосредственно воздей-
ствует на систему активного транспорта 
Са2"1'.. Характер зависимости начальной 
скорости Mg, АТФ-зависимого накоп-
ления Са21 от концентрации субстрата 
переноса свидетельствует о том, что 
сигетин в 2 раза уменьшает значение 
Vm a x и практически не влияет па вели-
чину Кт(0,3—0,5 мкМ), т. е. является 
неконкурентным ингибитором кальцие-
вого насоса сарколеммы миометрия 
(рис. 5). 

В связи с предположением о том, что 
хинин увеличивает неспецифическую 
проницаемость плазматической мембра-
ны клеток миометрия для Са2+, а си-
гетин не влияет на нее, представляло ин-
терес выяснить, могут ли химии и си-
гетин нарушать целостность мембранных 
везикул. С этой целью исследовали дей-
ствие этих веществ на диссипацию К 1 -
валиномицинового мембранного потен-
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Рис. 4. Хининзависимый 
пассивный выход 45Са2+ из 
везикул сарколеммы мно-

метр ия. 

По оси ординат — выход С а 2 + 

(в нмоль на 1 мг за 1 мин). 

Рис. 5. Влияние сигетина 
на Mg, АТФ-зависимое на-
копление различных кон-
центраций 4бСа2+ везику-
лами сарколеммы миомет-

рия. 

П о оси ординат — накопление 

Са (в нмоль на I мг белка за 

3 мин). 1 — контроль; 2 — си-

гетин. 
Рис.5 

Рис.4 

циала в везикулах плазматической мем-
браны. Хинин (10~4 М) стимулировал 
диссипацию потенциала, возникающего 
как следствие формируемого градиента 
ионов К+ и регистрируемого по флюо-
ресценции потенциалочувствительного 
флюоресцентного зонда diS-C3-(5). Ана-
логичная концентрация сигетина не вы-
зывала диссипации потенциала. От-
сюда следует, что сброс мембранного по-
тенциала обусловлен резким повыше-
нием неспецифической проницаемости 
сарколеммы под воздействием хинина, 
но не сигетина. 

Вывод о действии хинина па неспе-
цифическую проницаемость сарколем-
мы миометрия, не индуцируемую каким-
либо рецепторным взаимодействием, 
подтверждается и опытами по изучению 
влияния этого вещества на К+-валиио-
мициновый диффузионный потенциал, 
создаваемый на мембране лецитиновых 
липосом. После добавления к препарату 
липосом хинина (10~4 М) потенциал 
мгновенно диссипировал, следствием 
чего является увеличение флюорес-
ценции зонда. 

Итак, из четырех исследованных ве-
ществ два (пахикарпин и изоверин) не 
оказывали влияния на системы актив-
ного и пассивного транспорта Са2+ во 
фракции везикул сарколеммы миомет-
рия. Этот результат вполне объясним, 
так как эти препараты оказывают кон-
тр а кти л ьное действие на мускулатуру 
матки на уровне вегетативной нервной 
системы [1, 61. 

Хинин в диапазоне концентраций 
10~3—10~2 М резко увеличивал ско-
рость пассивного выхода Са21" из вези-
кул сарколеммы, тогда как сигетин в 
том же диапазоне концентраций не вли-
ял на этот процесс. Тот факт, что хинин 
усиливает скорость выхода ионов Са24", 
накопленных путем пассивного уравно-

вешивания либо в АТФ-зависимом про-
цессе, свидетельствует об увеличении 
кальциевой проницаемости мембранных 
везикул. Хинин повышает неспецифи-
ческую проницаемость сарколеммы, что 
подтверждается опытами по изучению 
диссипации К "'"-диффузионного потен-
циала в присутствии этого вещества 
(данные не приведены). Таким образом, 
хинин увеличивает проницаемость сар-
колеммы не только для Са2+, по и для 
одновалентных катионов, тогда как си-
гетин не оказывает подобного влияния. 

Сигетин в отличие от хинина некон-
курентно ингибирует АТФ-зависимый 
транспорт Са2+. Как показали предва-
рительные эксперименты, этот препарат 
(2 мМ) на 40—50% снижал активность 
(Mg\ Са2+)-АТФазы, выделенной из 
сарколеммы миометрия (эксперименты 
на препарате очищенной (Mg2'\ Са2"1")-
АТФазы проведены Н. Н. Слинченко, 
отдел биохимии мышц Института био-
химии АН УССР). Можно полагать, что 
действие сигетина как стимулятора со-
кращения гладкой мышцы матки опо-
средуется подавлением активности си-
стемы Mg, АТФ-зависимого выброса 
Са24" из клеток миометрия в межклеточ-
ное пространство. 
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EFFECT OF D R U G S ST IMULAT ING UTE-

R I N E CONTRACTION ON ACTIVE A N D 

PASSIVE Ca2+ TRANSPORT IN MYOME-

T R I U M SARCOLEMMA 

M. D. Kursky, 0. P. Shinlova, I/. P. Fomin, 
5. Л. Kosterin 

Institute of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Ukrainian SSR, Kiev 

Effect of drugs (quinine, sigetine, isoverine 
and pachycarpine) st imulat ing uterine contrac-
tion on active and passive Ca2+ transport was 
studied in cow myometrium sarcolemma. Iso-
verine and pachycarpine at concentrations 
l ( ) - « - 1 0 - 2 м did not affect the systems of 
Ca2t" transport. Quinine at concentrations 
above K)-;{ M decreased the rate of Mg2 + ATP-
dependent accumulation of Ca2'1" and stimulated 
passive el imination of the cation from vesicles 
due to an increase in unspecific permeability 
of myometral sarcolemma. Sigetine (10""°= 
10 2 M) did not affect the Ca2+ passive trans-
port but inhibited uncompetitively the Mg2 + 

ATP-dependent accumulation of Ca2+ in sar-
colemmal vesicles. Effect of sigetine as a sti-
mulator of the uterine contractile activity is 
apparently based on inhibit ion of the calcium 
pump in plasmatic membrane of myometrial 
cells. 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

У Д К б 16-008.939.631 -055.5/. 7-06:1 в 16.7 I - 007.17-f 616.8991-079.4 

Т. В. Лебедева, О. Н. Одинокова, К. Д. Краснопольская, 
М. И. Фрейдин 

ИС П OJIЬЗО В А Н И Е Ф ЛЮОРОМ ЕТР И Ч ЕС КО ГО ТИТ РО В А Н И Я 

В МЕТОДЕ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ КООПЕРАЦИИ 

ДЛЯ ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ МУКОПОЛИСАХАРИДОЗОВ 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Москва 

Мукополисахаридозы (Ml 1С) от-
носятся к разряду сублетальных на-
следственных болезней обмена, для 
которых характерно внутриклеточное 
накопление гл и козами иоглика нов (ГАГ) 
и не существует эффективных методов 
терапии 17, 91. Дифференциальная кли-
ническая диагностика МПС невозможна 
вследствие перекрывания клинико-био-
химических фенотипов внутри этой груп-
пы, включающей в себя мутации не ме-
нее 10 различных локусов. Идентифи-
кация первичного биохимического де-
фекта в группе МПС является важней-
шей задачей медико-генетического кон-

сультирования отягощенных семей и 
пренатальной диагностики. Биохимиче-
ская программа локусной дифферен-
циации МПС 1.31 включает в себя ме-
тоды энзимодиагностики [21, а при от-
сутствии искусственных субстратов для 
определения активности мутантного 
фермента — метод метаболической ко-
операции 151. Использование этого ме-
тода основано на коррекции дефекта де-
града ци и ГА Г п р и со кул ьтивирова и и и 
клеток больных, имеющих мутации в 
различных локусах, результатом чего 
является снижение уровня накопления 
ГАГ в сокультивируемых клетках 1.8.1. 

117 



Ста J Iда р'пгы й метод мета бол и чес кой ко-
операции предусматривает определение 
количества накопленных в клетках ГАГ 
по включению радиоактивного изото-
па 36S [5]. При идентификации первич-
ного биохимического дефекта в группе 
МПС III (А, В, С, D) разрешающая спо-
собность стандартного метода часто ока-
зывается недостаточной, так как для 
этой группы МПС характерно умеренное 
накопление внутриклеточных ГАГ, 
незначительно отличающееся от нормы. 
Таким образом, повышение точности и 
разрешающей способности метода мета-
бол и ческо й коо пер а ци \ i дл я диффереи-
циации различных типов МПС и пре-
иатальпой диагностики этих заболева-
ний является актуальной задачей. Пред-
лагаемый флюорометрический метод 
основам на изменении флюоресцеп-
] щ и 4,6-диами ди ио-2-фе ни л и идол. 2НС1 
(ДАФИ) при его электростатическом 
взаимодействии с ГАГ 1 1 1. 

М е т о д и к а 

Работа проводилась на культурах кожных 
фибробластов (ККФ) обследуемых больных 
МПС и здоровых допоров, а также на эта-
лонных штаммах кожных фибробластов боль-
пых с установленными типами МПС, полу-
ченными из международной организации Hu-
man Genetic Mutant Cell Repository. К К Ф 
больных и здоровых допоров получали по 
методу, описанному ранее [4], штаммы хра-
нили в клеточном банке в Институте меди-
цинской генетики А М Н СССР. Далее клет-
ки выращивали, как описано в работе [5]. 
Для определения внутриклеточного накоп-
ления ГАГ методом флюорометрического ти-
тровании клетки высевали на пластиковые 
чашки Петри диаметром 30 мм («Flow», Анг-
лия) в количестве 400 ООО клеток на чашку 
в 2 мл ростовой среды с добавлением Н Е PES 
(«Flow») в конечной концентрации 20 мМ 
(рН 7,2). Через 6 сут культивирования в ат-
мосфере, содержащей 5% С0 2 , клетки сни-
мали и обрабатывали дли получения осадков 
ГАГ, как описано ранее [6]. Флюорометриче-
ское титрование проводили, как описано в ра-
боте [1]. Коэффициент накопления (Кнак) 
определяли как отношение количества ГАГ 
в тестируемых клетках к количеству их в клет-
ках здорового донора. При проведении ме-
таболической кооперации клетки сокульти-
вируемых штаммов высевали по 200 000 кле-
ток каждого из двух штаммов па чашку Пет-
ри. Исправление дефекта деградации ГАГ 
(Киоп) оценивали по отношению количест-
ва внутриклеточных ГАГ в клетках боль-
ного к количеству их в сокультивироваииых 
клетках. 

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

Сравнение возможностей стандарт-
ного радиоизотопного метода и метода 

флюорометр и чеекого титрова пня дл я 
определения накопления ГАГ показало, 
что Киак в ККФ больных МПС в опытах 
с использованием флюорозонда суще-
ственно выше, чем при использовании 
стандартного метода. Кнак для МПС II 
(/г - 20) и МПС I I I (п = 8) при радио-
изотопном методе определения ГАГ 
составляли 3,22±0,31 и 1,71 ±0,11 со-
ответственно. При использовании ме-
тода флюорометрического титрования 
эти коэффициенты были значительно 
выше — 8,35±0,29 и 2,24±0,05 соот-
ветственно. Это можно объяснить тем, 
что второй метод позволяет измерять 
абсолютное количество ГАГ, накоплен-
ное во внутриклеточной фракции ККФ 
как за 6 сут культивирования в опыте, 
так и за все время предшествовавшей 
жизни клеток; радиоизотоппый метод 
маркирует только определенную часть 
ГАГ (поскольку у клеток есть альтер-
нативный источник немеченых сульфат-
ных групп вследствие присутствия в 
обычной среде MgS04), вновь синте-
зированных за 3 сут эксперимента. Та-
ким образом, метод флюорометриче-
ского титрования позволяет более точ-
но дифференцировать группу МПС I 
и II от группы МПС I I I , а эту последнюю 
от нормы, что важно для пренатальной 
диагностики этих заболеваний. 

Метод флюорометрического титро-
вания был применен параллельно со 
стандартным радиоизотопным методом 
для локусиой дифференциации МГ1С у 
больных с подозрением на МПС I, I I , 
I I I . Результаты, полученные при ис-
пользовании этих методов, показывают 
преимущества метода флюорометриче-
ского титрования (см. таблицу). Ме-
таболическая кооперация клеток от 
больных с различными типами МПС 
111 при использовании радиоизотопно-
го метода дает значения Кисп в преде-
лах 1,4—1,6, что совпадает с литератур-
ными данными [10]. При минимальных 
значениях Кисп достоверно установить 
диагноз не представляется возможным. 
Применение метода флюорометриче-
ского титрования в этих случаях поз-
воляло точно идентифицировать тип 
МПС I I I при значениях Кисп в пре-
делах 1,7—1,9. 

Применение флюорометрического ти-
трования может иметь важное значение 
дл я р азр аботки методов ир еиатал ьной 
диагностики МПС, когда необходимы 
высокая точность и разрешающая спо-
собность метода. При использовании 
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Сравнительная характеристика результатов, полученных при использовании радиоизотопного и 
флюорометрического методов метаболической кооперации 

K l i c r | , полученные при культивировании исследуемых штаммов с другими штаммами 

М П С 1 М П С 11 М П С 111А М П С I I IB М П С I 1 1С 

МПС 1 (/?. 5) 

МПС 11 (п 8) 

МПС 111А (// = 4) 

МПС II IB (п = : 3) 

МПС I I 1С (п 1) 

2,02±0,12 

3,57±0,03 

2,15±0,1б 

4,74 ±0,05 

1,51 ±0,06 

1,81±0,02 

1 ,56 

1,82 

1 ,58±0,04 

Г 92± 0,02 

1,63 

1,95 

1 ,43±0,04 

1,76+0,03 

I АН . о , о г» 

1,94 ±0,03 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано число больных. В числителе — радиоизотопный метод, 
в знаменателе — метод флюорометрического титрования. 

к у л ьт и в и р у е м ы х к леток а м и иоти ческой 
жидкости, отличающихся чувствитель-
ностью к различным средовым факто-
рам, существенным преимуществом это-
го метода является то, что он не дает 
каких-либо токсических эффектов. Флю-
орометрическое титрование позволяет 
повысить разрешающую способность 
метода м ета бол и чес ко й кооп ер а ци и, 
что особенно важно для дифференциа-
ции группы МПС I I I . 

Полученные данные позволяют счи-
тать, что применение флюорометриче-
ского титрования в методе метаболиче-
ской кооперации может широко ис-
пользоваться как для целей практиче-
ского медико-генетического консуль-
тирования, так и для изучения мета-
болизма ГАГ в норме и при различных 
патологиях. 
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D I F F E R E N T I A L D I A G N O S I S OF MUCOPO-

LYSACCHAR IDOSES U S I N G FLUOR IMET-

R 1С T ITRATION IN A P R O C E D U R E OF 

METABOL IC C O O P E R A T I O N 

Т. V. Lebedcva., O. N. Odinokova, K. D. Kras-
nopol' skaya, M.J. Freidin 

Institute of Medical Genetics, Academy of Me-
dical Sciences of the USSR, Moscow 

Content of intracellular glycosaminoglycans 
(GAG) was studied in a procedure of metabolic 
cooperation by means of the polysaccharides 
fluorimetric titration in order to differentiate 
between various types of mycopolysaccharidoses 
and to establish prenatal diagnosis of these 
diseases. The procedure involved electrostatic 
interaction of fluorochrome 4,6-diamidino-2-
phenylindol. HC1 with GAG's . As compared 
with the standard radiometric method of me-
tabolic cooperation the procedure developed 
exhibited higher snsitivity, which is especial-
ly important for differentiation of the muco-
polysaccharidoses 111 (А, В, C, D) and for 
prenatal diagnosis of these diseases. 
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А. В. Куликов,' И. /7. Воронова, Е. 10. Жанаева 

ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЙ ФЛЮОРИМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД 

ОПРЕДЕЛЕНИ Я АКТИВНОСТИ TP И П ТОФ A НI И Д РО КС ИЛ А ЗЫ 

В СТРУКТУРАХ МОЗГА 

Институт цитологии и генетики СО АН СССР, Новосибирск 

Т рш ггофа I г г ид р о кс и л а з а (ТП Г) 
фер мент, катал из ир ующи й 11ревр ащеи ие 
L-тр и I ггофа н а в 5 - о кс итр и i ггофа и, — 
является ключевым ферментом синтеза 
серотонина [61. У млекопитающих этот 
фермент обнаружен в головном мозге, 
эпифизе и зло ка чествен 11 ых о 11 ухол я х 
тучных клеток [101. 

ОнисашIые в литературе чувствитель-
ные методы определен ия а ктивности 
ТПГ довольно сложны и доступны толь-
ко для специально оборудованных 
лабораторий [8, 9, 111, простые же ме-
тоды не обладают достаточной чувст-
вительностью 13, 5, 71. Ранее [3J на-
ми был разработан метод определения 
активности этого фермента, основой ко-
торого является флюориметрическое из-
мерение количества продукта, образо-
ванного в результате действия двух фер-
ментов — ТПГ, которая превращает L-
триптофан в 5-окситриптофан, и де-
карбоксилазы ароматических L-амиио-
кислот, которая превращает 5-окси-
триптофан в серотонии. Последний от-
дел я ют от L -тр и птофа и а, э кстр а г ир у я 
смесыо бензола с бутанолом, и кон-
денсируют с о-фталевым альдегидом в 
кислой среде для получения флюорес-
цирующего продукта. 

Описанный метод имеет такие недо-
статки, как трудоемкость и недостаточ-
ная чувствительность. Поэтому он не-
пригоден для определения активности 
фермента в малых объемах ткани и не 
может быть использован при анализе 
бол ь шо го кол и честв a ri роб. 

Нами разработана модификация это-
го метода, обладающая большей чув-
ствительностью и значительно упроща-
Ю1 ца я 1 тр о цед ур у о пр еде лен и я а кт и в -
ности ТПГ. 

М е т о д и к а 

В работе использовали следующие реак-
тивы: 0,05 М трис-ацетатный буфер р Н 7,5, 
содержащий 10~:j М дитиотреитол; 0,5 М 
боратиый буфер р Н 10,0; 1,08-10"3 М свеже-
приготовленный раствор кофактора ТПГ 2-
амипо-4-окси-6,7-диметил-5,6,7,8-тетрагидро-
биоптерина — DMPH 4 («Calbiochem», Швейца-

рии), содержащий 10 мг каТалазы («Calbio-
chem», Швейцария) в 1 мл трис-ацетатиого 
буфера; 0,1% свежеприготовленный раствор 
L-цистеина в 0,1 п. HCI; 1,б5-10~:} М раствор 
пиридоксаль-5-фосфата — П-5-Ф («Reanal», 
ВНР ) в 0,05 М трис-ацетатном буфере; де-
к а р б о кс и л а з у а р о м а т и ч е с к и х L - а м инок и слот, 
приготовленную из почек свиньи |4] и хра-
нящуюся в течение года при —40 °С. Непо-
средственно перед опытом в раствор П-5-Ф 
добавляли декарбоксилазу из расчета 1 объ-
емная часть препарата фермента на 4 объем-
ные части раствора П-5-Ф; 4-10~у М раствор 
L-триптофаиа («Sigma», США) в 0,05 М трис-
ацетатном буфере, свежеприготовленный; 4Х 
X 10~:{ % раствор о-фталевого альдегида в 
10 и. HCI, свежеприготовленный; 1-10 ;j М 
раствор 5-окситриптофана, разбавленный в 
100 раз в день опыта, а также бутанол и геп-
тан квалификации х. ч. Для приготовления 
I > а ст воров и с пол ьзо в ал и б ид ист и л л и р о в а и и у ю 
воду. 

Процедура определения. Животных де-
ка цитировали, на холоде быстро извлекали 
мозг и выделяли необходимые отделы, 
которые хранили в жидком азоте до оп-
ределения. Навеску мозга гомогенизи-
ровали в стеклянном гомогенизаторе в от-
ношении 1:3 (масса / объем) с использованием 
холодного 0,05 М трис-ацетатного буфера в 
качестве суспендирующей среды (200 — 
500 мкл), центрифугировали 15 мин при 
20 000 g и в надосадочной фракции опреде-
ляли активность фермента. 

В пробирки с притертыми пробками вме-
стимостью 15—20 мл наливали инкубацион-
ную среду, содержащую 100 мкл раствора ко-
фактора и 100 мкл исследуемой фракции. 
Реакцию инициировали, добавляя 50 мкл 
раствора триптофана. Контрольные пробы 
вместо надосадков содержали 100 мкл бу-
ферного раствора, стандартные пробы — 
50 мкл буферного раствора и 50 мкл раство-
ра 5-окситриптофаиа. Предварительные опы-
ты показали, что контрольные и стандартные 
пробы с надосадками, ииактивировапиыми ки-
пячением, ие отличаются от таковых с буфер-
ным раствором. Конечный объем инкубаци-
онной смеси 250 мкл. 

Инкубацию проводили при 37 °С и по-
стоянном встряхивании. Реакцию останав-
ливали, помещая пробы в кипящую воду на 
3 мин. При этом ТПГ из ткани мозга 
полностью ина ктивировалась |7|. 

На следующем этапе 5-окситриптофан, 
получившийся в результате действия ТПГ 
на субстрат (триптофан), превращали в се-
ротонии с помощью де кар б о кс и л азы. Для 
этого в охлажденные пробы добавляли по 
50 мкл раствора П-5-Ф, содержащего препа-
рат декарбоксилазы (активность 5 нмоль 
серотонина 1 мин). Пробы перемешивали и 
инкубировали 15 мин при 37 °С. Реакцию 
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Сравнение результатов, полученных исходным и модифицированным методами 

Модификация 11 с (• л е д у е м ы й параметр 
Исходныft 

метод 
Модифи циро-
иаииыи метод 

Исключение стадии депротеиии-
зации и связанных с ней по-
следующих стадий 

Сокращение времени декарбо-
ксилирования с 60 до 15 мни 

Замена 2-меркаптоэтаиола на 
днтиотреитол 

Замена смеси бензола с бута-
нолом (1:1) смесыо гептана 
с бутаполом (2:1) 

Активность ТПГ в стволе 
мозга мышей линии DD, 
пмоль/мии на I мг белка 

Количество серотонина, нмоль 

Активность ТПГ в полуша-
риях мозга мышей линии 
СЗН/Не, пмоль/мии на 1 мг 
белка 

Выход серотонина из щелоч-
ной среды, % 

40 ,8±1,69 (6) 

0 ,5—0,7 

19,8±0,67 (10) 

100 

42 ,3± 1,02 (5) 

0 , 6 - 0 , 7 

18,5±0,46 (10) 

Ю7±2,7 (7) 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано число определений. 

останавливали, приливая I мл боратного 
буфера. Серотонин отделяли от L-тригггофана 
экстрагированием смесыо гептана с бутано-
лом (2:1): к каждой пробе приливали 6 мл 
смеси, встряхивали 10 мин и центрифугирова-
ли 5 мин при 2000 g. При этом серотонин пе-
реходил в органическую фазу. 5,5 мл орга-
нической фазы переносили в пробирки с 
300 мкл L-цистеина, встряхивали К) мин, 
центрифугировали 5 мин при 2000 ц. При 
этом серотонин переходил в водную фазу. 
Органическую фазу осторожно удаляли с 
помощью водоструйного насоса. 200 мкл 
водной фазы переносили в пробирки вме-
стимостью 5 мл, добавляли 750 мкл о-фтале-
вого альдегида, тщательно перемешивали и 
помещали на 10 мин в кипящую водяную 
баню. После охлаждения до комнатной тем-
пературы (20—24 °С) флюоресценцию серо-
тоиииа измеряли на флюориметре «Флофа-
кол» при длине волны 470 им. Длина волны 
возбуждающего света 365 им. 

Концентрацию белка в пробе определяли 
по Лоури [12] на спектрофотометре СФ-26. 

Активность ТПГ выражали в пикомолях 
5-окситриптофана, образующегося за I мин 
в пересчете па 1 мг белка, определяя се по 
фор муле: 

v z (X8i — X0)-t-m > 

где V — активность ТПГ (в пмоль/мин па 
1 мг белка); AV Xst, X; — флюоресценция 
контроля, стандарта и пробы соответственно; 
/ — время инкубации (в мин); т — количество 
белка, добавленного в пробу (в мг); С -
количество 5-окситриптофана в стандартной 
пробе (в нмоль)-

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

Чувствительность предлагаемого ме-
тода превышает чувствительность мо-
дифицируемого и позволяет определять 
активность фермента в таких структурах 
мозга мышей, как гипоталамус и по-
лосатое тело, масса которых всего 
10 мг, в то время как раньше для аиа-
за требовались навески не менее 50 мг. 

Увеличение чувствительности стало 
возможным благодаря сокращению объ-
емов на ключевых стадиях анализа. 

Предлагаемый метод по сравнению с 
описанным ранее [31 обладает также 
тем преимуществом, что время, затра-
чиваемое на процедуру проведения 
50 проб, в среднем на 2,5—3 ч меньше. 
Сокращение продолжительности ана-
лиза достигается за счет исключения 
де 11ротеи н иза ци и с помощыо тр и хл ор -
уксусной кислоты и связанных с этим 
последующих стадий: нейтрализации 
кислоты углекислым калием, осажде-
ния коагулировавшего белка с помощью 
центрифугирования и перенесения по-
лученного надосадка в чистые пробир-
ки. В нашей модификации фермента-
тивную реакцию останавливают до-
бавлением боратного буфера рН 10,0, 
поскольку такая резко щелочная сре-
да далека от оптимума рН для данной 
реакции (8,3), а имеющийся в растворе 
белок не влияет на экстракцию серото-
нииа (см. таблицу). Кроме того, было 
обнаружено, что для проведения реак-
ции декарбоксилирования достаточно 
15 мин, а ие 60, как прежде (см. таб-
лицу). 

Рис. I. Зависимость скорости образования 

серотонина от количества белка в пробе. 

П о оси аб сцис с — количество белка (в мг); но (оси 
ординат — с к о р о с т ь о б р а з о в а н и я серотонина 

(li rt моль/мин)-
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Рис. 2. Зависимость скорости реакции гид-
роксилирования от концентрации триптофана 

в пробе. 

М а к с и м а л ь н а я с к о р о с т ь реакции 1 — 

±4 ,63 пмоль/мин на I мг .белка ) и к а ж у щ а я с я кон-

станта Миха эли с а ( A ' m 3 . 8±0 ,39 I 0 ' М) рас считаны 

по методу И о г а н с е и а — Л а м р и I I I. П о оси аб сцисс — 

концентрация триптофана (КГ - 1 М): по оси ординат 

на о сновном графите - активность ТПГ' (и пмоль/мии 

на I мг белка ) . 

Еще одним преимуществом данного 
метода я в л яетс я и с пол ьзова и ие вместо 
2-меркаптоэтанола менее токсичного ди-
тиотреитола и гептана вместо бензола 
(см. таблицу). 

Доказательством адекватности пред-
лагаемого метода является то, что ско-
рость реакции гидроксилироваиия про-
порциональна концентрации белка 
(рис. 1).и зависимость скорости от кон-
центрации субстрата подчиняется урав-
нению Михаэлиса — Меитен (рис. 2). 
Интенсивность флюоресценции про-
порциональна концентрации 5-окси-
триптофан а (рис. 3). 

Полученные данным методом значе-

Рпс. 3. Интенсивность флюоресценции в за-
висимости от количества 5-окситриптофана, 

добавленного в пробу. 
К а ж д а я точка — среднее 4 измерении . П о о си аб-

сцис с флюоре сценция (в % шкалы): по осп орди-

нат — количество 5-окситриптофаиа и стандартном 

о б р а з ц е (в нмоль) 

ния и их соотношения соответствуют 
величинам, полученным радиофермен-
тативным методом [13] и с помощью 
других методик. Активность ТПГ в 
стволе головного мозга млекопитаю-
щих пр и насыщающей концентра ци и 
триптофана составила (в пмоль/мии па 
1 мг белка) у свиней 13 по данным [141, 
у крыс 40—50 [5], у мышей 25—50 [21 
и 22 -60 (по нашим данным). Актив-
ность ТПГ, измеренная нашим мето-
дом у мышей линии DD, составила (в 
пмоль/мин за 1 мг белка) в гипоталаму-
се 27,4+0,90, в полосатом теле 18,5± 
±1,49, в среднем мозге 61,5+3,27. 

Таким образом, предлагаемая ме-
тодика определения активности ТГ1Г 
обл а дает бол ее в ы со ко й чувств и тел ь -
ностыо, простотой исполнения и без-
опастыо. Не можно рекомендовать для 
использования в клинических лабо-
раториях при проведении серийных ана-
лизов. 
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THE. SENSIT IVE F L U O R O M E T R I C ASSAY 

OF T R Y P T O P H A N E H Y D R O X Y L A S E AC-

TIVITY IN B R A I N STRUCTURES 

A. V. Kulikov, / . P. Voronova, 7 . Janacva 

Institute of Cytology and Genetics, Novosibirsk 

An assay of tryptophane hydroxylase acti-
vity in brain was based on fluorometric measu-

rement of serotonin after condensation with 

o-phthalic aldehyde in 10 N HC1. The method 

proved to be more sensitive and simple as 

compared with the previously reported techni-

que and enabled to measure the enzyme activity 

in brain samples as little as 10 mg. The method 

is recommended for laboratory routine use. 

У Д К « 15.382.014.4:1012. 1 15.3:577.1 12.853 1.07 

/ / . А. Гамзатова, Т. JO. Коршунова, Г. П. Клемяшов, 
И. Н. Овчару к, Л. А. Федоров 

ИММУНОФЕРМЕНТНОЕ, Т У Р Б И Д И М Е ТР И Ч ЕС КО Е И 

АФФ И Н НО-ХРОМАТОГРАФ И Ч ЕС КОЕ ИЗМЕРЕН И Е 

КОНЦЕНТРАЦИИ ФИБРОНЕКТИНА В ПЛАЗМЕ КРОВИ 

ЧЕЛОВЕКА (СОПОСТАВИМОСТЬ РЕЗУЛЬТАТОВ И ВЛИЯНИЕ 

УСЛОВИЙ И ВРЕМЕНИ ХРАНЕНИЯ КРОВИ) 

Центральный Н И И гематологии и переливания крови Минздрава СССР, Москва 

Ко 11 це и тр а ци я и фу и к ц и он ал ь и ы е 
свойства такого гликопротеина, как фи-
бронектин (ФМ), имеют прямое отно-
шение к регуляции функций лейкоци-
тов , тромбоцитов, рети кулоэн дотел и-
альной системы, пролиферации и диф-
ференцировки фибробластов и эпидер-
мальных клеток [3]. Уровень плазмен-
ного ФН важно знать как для оценки 
пативности и полноценности донорской 
крови, так п для проведения эффектив-
ной терапии таких состояний, как сеп-
сис, различные виды шока, внутри-
сосудистое диссемииированное сверты-
вание крови и др. 121. Возникла не-
обходимость не только в сравнении 
з 11 а чей и й кон це и т р а ци й Ф11 в п л а з м е 
крови, полученных различными мето-
дами, но и в установлении влияния на 
полученные результаты таких условий, 
как тип консерванта крови, температу-
ра и длительность хранения, материал 
сосуда для взятия креви. 

М е т о д и к а 

Кровь групп О, А, В и А В получали со 
станции переливания крови Центрального 
НИИ гематологи и и переливания крови 
(I [ Н И И ГП К) в сте кл я и н ы х фл а кои а х ил и 
в полимерных контейнерах «Гемакон-500». 
В качестве антикоагулянтов использовали 
гепарин (1000 МЕ раствора па 100 мл кро-
ви), этилеидиаминтетраацетат натрия (2 мл 
0,5 М раствора иа 100 мл крови) или глюги-
цир — отечественный вариант нитратного 
консервирующего раствора. Хранение про-
исходило в течение 48 ч при 4 и 20 °С. Из-
мерение концентрации Ф Н в I серии опытов 
проводили иммуиофермептпым методом при 

помощи набора реактивов, созданного в ла-
боратории иммунохимии Всесоюзного кар-
диологического научного центра АМН СССР 
совместно с производственным отделом Мос-
ковского Н И И вакцин и сывороток им. 
И. И. Мечникова [1]. Кратко метод сводит-
ся к следующему: высокоспецифические ан-
титела (AT) к Ф Н (концентрация, по белку 
2 мкг/мл) сорбировали в микротитровальиых 
планшетах, затем лупки планшетов заполня-
ли образцами разбавленной 1:1000 плазмы-

После инкубации в течение I ч при 37 С 
планшеты отмывали от песвязавшегося бел-
ка и вновь заполняли AT к Ф Н , ковалептно 
связанными с пероксидазой. Инкубацию и 
отмывку повторяли. Субстратной смесью для 
пероксидазы является раствор орто-феии-
лепдиамипа с перекисью водорода, который 
вносили в лупки и инкубировали при ком-
натной температуре. Количественную оцен-
ку реакции проводили па микроспектрофото-
метре «Titertek Multiskan» (Flow) при длине 
волны 492 им. 

В I серии опытов на образцах, получен-
ных от 10 доноров, проведено параллельное 
измерение концентрации ФМ иммуиофермепт-
пым, аффииио-хроматографичсским |5] и 
турбидиметрическим методами |4|. Турбидн-
метрическос измерение Ф Н осуществляли 
при помощи набора реактивов фирмы «Boeh-
ringer» (Австрия). Суть этого метода заклю-
чается в измерении нарастания мутности об-
разцов разбавленной в 50 раз плазмы до и 
через 30 мин после добавления к ним избыт-
ка AT к Ф Н . Спектрофотометрировали про-
тив воздуха в ми кр о кюветах при длине вол-
ны 365 им. Устанавливали прирост оптиче-
ской плотности и с помощью предваритель-
но построенного по приложенным стандарт-
ным растворам Ф Н калибровочного графика 
определяли концентрацию Ф Н в изучаемых 
образцах. Этот метод по своей чувствитель-
ности и воспроизводимости не уступает имму-
поферментному, ио он значительно проще и 
легче в исполнении. 



Концентрация фибронектина (мкг/мл) к плазме крови 10 доноров, измеренная спектрофотометрически 
и элюатах с аффинных сорбентов желатин-сефарозы, желатин-силикагеля турбидиметр ическим и 

и ммуноферментным и методами 

Метод 

Доноры 

Метод 
А Б В г д Е Ж 3 И к 

Аффинная хроматография на желатин-
475 сефарозе 350 344 375 200 363 320 277 450 357 475 

Аффинная хроматография на желатин-

490 силикагеле 380 344 386 277 383 330 300 500 405 490 

Ту р бидиметрически й 380 310 360 210 350 515 280 445 340 480 

Иммуноферментный 350 310 370 160 310 340 290 460 300 500 

Афф и и и о - х р о м а то г р а ([) и ч ее к и й а и а л из и р о -

водили на иммобилизованном желатине. Ко-

лонку с сорбентом уравновешивали фосфатно-

солевым буфером ( Ф С Б ) р Н 7,1. Через колон-

ку пропускали 2 мл свежей нитратной плазмы 

донор ской крови. Оптимальными условиями 

для сорбции Ф Н была скорость фильтрации 

0 ,25—0,30 мл/мин. Затем колонку отмывали 

от плазмы Ф С Б , контролируя оптическую 

плотность элюата при 280 им, и проводили 

элюцию белка 3 М раствором мочевины в 

Ф С Б р Н 7,0, с обирая фракции по 2 мл до 

нулевой экстиикции элюата. Все фракции с 

Е280>ОЛ объединяли и спектрофотометр и-

ровали при 260 и 280 им. Концентрацию белка 

определяли по номограмме. 

Нами был получен новый аффинный сорбент 

для Ф Н желатии-силикагсль, поэтому мы со-

поставили результаты, полученные на данном 

сорбенте, с таковыми, полученными при ис-

пользовании коммерческого аффинного сор-

бента желатин-сефарозы 4 В (фирма «Phar-

macia», Швеция) и данными иммунофермеит-

ного и турбидиметрического определений. 

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

Мы провели сравнение 4 методов оп-
ределения концентрации ФН в плазме 
крови 10 доноров (см. таблицу). Дан-
ные, представленные в таблице, сви-
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Рис . 1. Концентрация Ф Н в плазме донор-

ской крови, полученной с применением раз-

ных консервантов и сохранявшейся при 4 или 

20 °С. 

П о оси аб сцисс — время (в ч): по оси ординат — кон-
центрация Ф Н (в мкг/мл): а — глюгицир , б — Э Д Т А , 
в — гепарин. Здесь и на ри с . 2: сплошные линии — 

х р анение при 4 °С , пунктирные — при 20 °С. 

детельствуют о хорошей сопоставимо-
сти результатов, получаемых этими ме-
тода ми. Им му нофер ментн ы й анализ 
я в л 5i етс я с лож и ы м и мал одост у п н ы м, 
а аффиI п га я хроматография требует 
бол ы них затрат времени. Поскол ьк у 
турбидиметрическое определение яв-
ляется более простым, требует значи-
тельно меньше времени и дает возмож-
ность измерять концентрацию ФН в 
малых объемах плазмы (20 мкл), все 
I юследующие иссл едова i г и я 11 ровод и л и 
данным методом. 

Снижение концентрации ФН через 
48 ч хранения крови в стеклянных фла-
конах происходило на 45 50%, и ма-
ло зависело от температуры (рис. 1). 

Как известно, ФН является глико-
протеином с резко выраженными ад-
гезирующими свойствами. В связи с 
этим при исследованиях его в различ-
ных биологических жидкостях принято 
их образцы хранить в сосудах из по-
лимерных материалов, а не из стекла. 
Поскольку отечественная служба крови 
переходит к широкому использованию 
контейнеров из полимерных материалов, 
нами была проведена аналогичная ра-
бота по измерению снижения концен-
трации ФН в плазме крови доноров, 
консервированной глюгициром в по-
лимерных мешках «Гемакон-500». По-

400 

300 

200 

100 

Рис . 2. Концентрация Ф Н в консервирован-

ной крови доноров групп А и А В , взятой в 

полимерные контейнеры «Гемакон-500» с глю-

гициром и сохранявшейся 48 ч при 4 и 20 °С. 

а — к р о в ь группы А. б — к р о в ь группы А В . 
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лученные данные представлены на 
рис. 2, из которого видно, что значи-
мых изменений в концентрациях ФН 
через 48 ч хранения как при 4 °С, так 
и при 20 °С в образцах крови групп А 
и АВ, хранимых в полимерных контей-
нерах с глюгициром, не происходит. 

1 фактическое значение проведенных 
сравнительных исследований очевидно. 
Прежде всего они показали, что наи-
более перспективным по простоте, бы-
строте и точности измерения концент-
рации ФН в плазме крови является 
турбидиметрический метод. К тому же 
применение полимерных контейнеров 
для обеспечения сохранности концент-
рации ФН в плазме крови доноров на 
исходном уровне является обязатель-
ным. 
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Immunoenzymatic, turbidimetric and af-
finty chromatography methods used for estima-
tion of fibronection concentration exhibited 
the similar results but the turbidimetric pro-
cedure was more simple and less time-consu-
ming. Concentration of fibronectin was not 
decreased in blood maintained in polymer 
container «Gemacon 500» within 48 hrs both at 
4° and 20°, while about 40 =50% of fibronectin 
was lost after storage ol blood in glass flasks ud-
der similar conditions. 
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Л. Л. И г нате н ко, Г. Д. Матарадзе, А. Ф. Бунятян 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СВОБОДНЫХ И СВЯЗАННЫХ ФОРМ 

РЕЦЕПТОРОВ ЭСТРОГЕНОВ В ЦИТОЗОЛЕ ПЕЧЕНИ КРЫС 

МЕТОДОМ ЛИГАНДНОГО ОБМЕНА ПРИ НИЗКОЙ 

ТЕМПЕРАТУРЕ 

I ММИ им. И. М. Сеченова, М Г У им. М. В. Ломоносова 

'Имеются данные, убедительно сви-
детельствующие о влиянии эстрогенов 
иа функции печени 13]. В печени об-
н а р уже и ы в 11 утр и к леточн ые бел к и — 
р е це 11 тор ы эстр orei г о в (РЭ), л о к а л изо -
ванные в цитоплазме, способные в ком-
плексе с гормоном траислоцироваться 
в клеточное ядро и оказывать влияние 
иа процессы транскрипции и синтеза 
специфических белков. 

Наличие адекватных методов опреде-
ления содержания РЭ в цитозоле и 
ядрах клеток имеет важное значение 
для оценки гормоночувствительности 
органа, изучения закономерностей ди-
намики и внутриклеточного распределе-
ния рецепторов при введении гормона. 

;По классическим представлениям о 
механизме действия стероидных гор-
монов, основная часть РЭ в цитоплазме 

находится в свободной от связи с гор-
моном форме. Широко используемый в 
настоящее время метод определения РЭ 
в цитозоле печени крыс [21 позволяет 
определять только свободные, не свя-
занные с эндогенным гормоном рецепто-
ры. Однако нельзя исключить возмож-
ность присутствия в цитоплазме, осо-
бенно при введении больших доз эстро-
генов, определенного количества эстро-
генрецепторных комплексов (ЭРК), ко-
торые еще не транслоцировались в кле-
точное ядро. Идентифицировать ЭРК 
можно только путем замены эндоген-
ного лиганда на меченный радиоактив-
ным изотопом гормон в условиях по-
вышенной диссоциации гормонрецеп-
ториых комплексов (ГРК). Обычно для 
этих целей используют метод лигаид-
ного обмена при повышенной темпе-
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ратуре [5.1. Однако при изучении цито-
зольных рецепторов печени повышение 
температуры крайне нежелательно, так 
как эти рецепторы отличаются высокой 
термолабильностыо и прогревание при-
водит к частичной утрате ими гормон-
связывающих свойств. С другой сторо-
ны, скорость диссоциации ЭР К при 
низкой температуре невелика и не поз-
вол яет п ровести л и га ндны й обмен. 
В связи с этим целью нашего исследо-
вания была разработка метода лиганд-
ного обмена, совмещающего два усло-
вия, и еобх од и м ы х д л я опр еде л ей и я 
свободных и связанных форм РЭ в ци-
тозоле печени, — низкую температуру 
и повышенную скорость диссоциации 
Г Р К . 

М е т о д и к а 

Работу проводили на половозрелых ин-

тактных и овариэктомированных самках крыс 

смешанной п о п у л я ц и и. О J \ а р и. эктомиров а ни ы м 

самкам однократно вводили подкожно в дозе 

500 мкт эстрадиол (Е2), растворенный в 

пропиЛёигликоле. Животных забивали через 

указанные ниже промежутки времени после 

инъекции гормона. Цитозоль печени полу-

чали, как описано ранее [2]. Содержание бел-

ка в цитозолс, которое определяли мето-

дом [6], составляло 10—25 мг/мл. В работе 

использовали 0,01М трис-НС! р Н 7 ,5— 

0,0015М Э Д Т А — 0,005М дитиотреитол 

(ТЭД-буфер). Для тестирования рецепторов 

применяли 2,4,6,7 -у И -,эст радиол - 17 Р 

( : ,НЕ2 ) («Amersham», Англия) с удельной ак-

тивностью 101 Ки/ммоль. Радиоактивность 

измеряли на жидкостном сциитилляционном 

счетчике «Rackbeta 1217» ( LKB) , с исполь-

зованием сциитилляционной жидкости на 

основе диоксина |7|. Для оптимизации усло-

вий лигандиого обмена использовали тиоци-

анат натрия (NaSCN), который ранее при-

меняли для аналогичных целей при изучении 

цитозольны-х рецепторов матки |11]. Особен-

ности количественного определения РЭ в 

печени изложены и иже. 

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

[Повышение скорости диссоциации 
ЭР К при низкой температуре достигали 
путем добавления в среду инкубации 
хаотропного агента тиоцианата нат-
рия, обладающего свойством ускорять 
диссоциацию комплексов белков с ли-
гандами [9]. Как показали результаты 
исследований, добавление 0,5 М NaSCN 
сокращает время полураспада ЭР К с 
10 до 1,3 ч (рис. 1) и полный обмен ли-
гандов происходит за 9 ч. В предвари-
тельных экспериментах было установ-
лено, что увеличение длительности ин-
кубации цитозоля с гормонами от 9 до 
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Рис . I. Кинетика диссоциации ЭР К цптезоля 

печени крыс в ТЭД-буфере (У) и в присутствии 

0,5М NaSCN (2). 
Аликпотныс п о рции цитозоля инкубиропалм с на-
с ы щ а ю щ е й д о б а в к о й я Н Е 2 В течение 3 ч при 0 — 4 °С. 
Н а ч а л о м д и с с о ц и а ц и и комплексов " Н Е о с Р Э считали 
момент добавления в пробы избытка немеченого Е 2 

Специфическое с в я з ы в а н и е а Н Е 2 ( В ) определяли че-
рез ук а з анные п р о м е ж у т к и времени после инкубации 
при 0 — 4 °С . П о оси а б сци с с — время от начала дис-

Вг, 
с оциании (в ч): по оси ординат — ]g —— • где В 

В с 0 

представляет собой В в данной временной точке, 

В в 0 — и сходное с вя зывание до добавления избыт-
ка Е,» 

48 ч не влияет на величину специфиче-
ского связывания меченого эстрадиола 
с РЭ. В дальнейшем для удобства по-
становки опытов инкубацию проб с 
NaSCN проводили в течение 24 ч. 

Повышение скорости 'диссоциации 
гормона приводит к закономерному сни-
жению равновесной константы ассоциа-
ции почти на порядок (рис. 2, а) и для 

—-о— 

30. 50 ТШ 

Рис.. 2. Специфическое связывание :Ч1Н2 

(£ с-10~ 1 4 М на 1 мг белка) в цитозоле печени 

о в а р и э кт о м и р о в а н н ы х к р ы с . 
а — кривые на сыщения jЗ'с в присутствии 0,Г>М ( / ) 

И в ТЭ'Д-буфере (2). П о оси аб сцис с — добавки 8 Н Е 2 

(в нМ); Ь —- те ж е данные в к о о рдинатах I 1()1. П о оси 

аб сцис с — В(, (в пкг на пробу ) ; / — К а - 2,(»• I 0 8 M — 1 ; 

2 — /С^ = 2,7-1 О9 АД—1; по оси ординат — B J U { В с ~ 
концентрация с в я з а н н о г о лиганда , U — концентра-

ция с в об одног о лиганда) . 
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Т а б л и ц а I 

Состав инкубационной смеси для определения содержания РЭ п цитозоле печени крыс 

Р Э цитозоля печен и 
№ 

пробирок 

Инкубация при 0 — 4 °С в течение 24 ч 

Р Э цитозоля печен и 
№ 

пробирок 
3НЕо Ео 

ТЭД-буфер , 
мкл 

2 , 5М 
NaSCN , мкл 

цитозоль, 
мкл 

Р Э цитозоля печен и 
№ 

пробирок 

пМ мкл нМ мкл 

ТЭД-буфер , 
мкл 

2 , 5М 
NaSCN , мкл 

цитозоль, 
мкл 

Свободные 1, 2. 3 15 10 30 60 

4, 5, 6 15 10 1500 10 20 — 60 

Суммарные 7, 8, 9 50 10 — 10 20 60 Суммарные 

10, 11, 12 50 10 5000 10 — 20 60 

3НЕа (15 нМ); вместо NaSCN к про-
бам добавляли ТЭД-буфер. 

Вышеописанным методом определяли 
содержание РЭ в цитозоле печени ин-
тактных и овариэктомированных самок 
крыс, а также у овариэктомированных 
самок через 1, 3 и 24 ч после введения 
500 мкг Е2 (табл. 2). Как видно из 
табл. 2, общее содержание РЭ в цито-
золе печени примерно одинаково у ин-
тактных и овариэктомированных самок. 
Однако у инактных животных пример-
но 30 % рт общего числа рецепторов оп-
ределялось в виде комплексов, тогда 
как у овариэктомированных (в отсут-
ствие эндогенных эстрогенов) все РЭ 
находились в свободной форме. 

Ранее считалось, что овариэктомия 
приводит к некоторому повышению со-
держания РЭ в цитозоле печени крыс I I]. 
Высказывалось предположение о «сдер-
жи в а юще м », и н гиб и р у юще м в л и я н и и 
эстрогенов на содержание собственных 
рецепторов в цитозоле печени. Однако 
эти данные были получены с исиользо-
ванием метода, позволяющего опреде-
лять только свободные от связи с гор-
моном РЭ. Поэтому несколько снижен-
ное содержание РЭ в цитозоле печени 
интактных самок крыс по сравнению 
с овариэктомированными является ка-

Т а б л и ц а 2 

Содержание РЭ в цитолизе печени интактных (N) с овариэктомированных (О/Э) самок крыс, а так-

же у овариэктомированных самок через 1, 3 и 24 ч после введения 500 мкг Е2 

полного насыщения рецепторов мече-
ным эстрадиолом требуется увеличение 
добавки гормона с 10—15 до 40—50 нМ 
(рис. 2, б). 

Предварительные эксперименты поз-
волили выработать следующую схему 
метода лигандного обмена при низкой 
температуре для определения РЭ в 
цитозоле печени крыс (табл. 1). 

Аликвотные порции цитозоля печени 
инкубировали 24 ч при 0—4 °С с на-
сыщающей добавкой 3НЕ2 (50 нМ) в 
присутствии 0,5 М NaSCN. Для оп-
ределения уровня неспецифического 
связывания 3НЕ2 использовали 100-
кратиый избыток немеченого Е2. Раз-
деление свободного и связанного с бел-
ками гормона производили методом ад-
сорбции на активированном угле, по-
крытом декстраном. Для этого к про-
бам добавляли равный объем 2 % угля. 
Пробы инкубировали в течение 5 мин 
при 0—4 °С, после чего уголь осажда-
ли центрифугированием при 800 g (при 
О—4 °С) в течение 10 мин. Количество 
специфически связанного 3НЕ2 (Вс) 
и содержание РЭ в клетке рассчитыва-
ли, как описано ранее 12, 4]. Для оп-
ределения только свободных РЭ алик-
вотные порции цитозоля инкубирова-
ли с меньшей насыщающей добавкой 

Без введения Е , О/э-1- 500 мкг Е2 

Р Э цитозоля печени 
N о/э 

время после введения гормона , ч 

N о/э 
I 3 24 

Свободные связи на клетку 

Суммарные связи на клетку 

6802±442 

(6) 

9723±754 

(6) 
р < 0,001 

9263±967 
(12) 

9263-f-967 
(12) 

2921 ±942 

(4) 
3406±582 

(4) 
/ > > 0 , 1 

1673± 124 
(4) 

2754-1-544 

(4) 
р < [ 0 , 1 

3863±4 60 

(4) 
7876±571 

(4) 
р < 0,001 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число параллельных определений; р—достоверность разли-
чий между показателями свободных и суммарных РЭ цитозоля печени. 
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жущимся и объясняется невозмож-
ностью определения ЭР К в цитозоле 
интактных самок без использования ме-
тода лигандиого обмена. I1рименение 
разработанного нами метода, как уже 
объяснялось выше, позволило показать 
отсутствие различий в содержании сум-
марных РЭ в цитозоле печени интакт-
ных и овариэктомированных самок 
крыс. 

В качестве наглядного примера пре-
и м у ществ и с п ол ьзова и и я г федл а гаем о-
го метода определения свободных и свя-
занных РЭ в цитозоле печени с исполь-
зованием тиоцианата натрия по срав-
нению с обычным способом определения 
только свободных рецепторов мы пред-
ставляем данные о содержании РЭ в 
цитозоле ч печени овариэктомированных 
самок крыс через 1, 3 и 24 ч после вве-
дения in vivo большой дозы эстрадиола 
(500 мкг) (см. табл. 2). Через 1 и 3 ч 
после введения гормона в цитозоле пе-
чени наблюдалось резкое снижение об-
щего содержания РЭ, что связано с 
транслокацией ГРК в клеточное яд-
ро [81. Но если через 1 ч после введения 
500 мкг Ео достоверных различий в 
о и р еде лен и и р е цеп тор ов обычным м е-
тодом и методом лигандиого обмена не 
было, то через 3 ч различия были уже 
достоверными и существенными. Че-
рез 24 ч после введения гормона общий 
уровень РЭ в цитозоле приближался к 
контрольному (см. табл. 2). При этом 
свободные рецепторы составляли лишь 
половину от общего содержания РЭ 
в цитозоле печени. Вероятно, при вве-
дении больших доз эстрадиола in vivo 
в цитозоле клеток печени со временем 
происходило накопление ЭР К, еще не 
п ер ei и ед ш и х в к л еточ и ое я др (>. 

Так и м образом, пр именем ие тиоци-
аната натрия позволяет провести ли-
гандный обмен при низкой температу-
ре, сохраняющей неизменными связы-
вающие свойства рецепторов. В конеч-
ном итоге это дает возможность наибо-
лее полно и адекватно оценить содер-
жание и внутриклеточное распределение 
РЭ в печени, что имеет важное значение 

для оценки общей гормоночувствитель-
пости органа. 
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EST IMATION OF F R E E AND BOUND-

FORMS OF E S T R O G E N R E C E P T O R S IN 

RAT L I V E R CYTOSOL BY MEANS OF 

THE P R O C E D U R E OF L I G A N D TURNO-

VER AT LOW T E M P E R A T U R E 

L. L. Ignatenko, G. D. Malaradze, A. F. Butiy-
atyan 

I Medical School, M. V. Lomonosov State 
University, Moscow 

A procedure is described for estimation of 
free and bound estrogen receptors in rat liver 
cytosol at low temperature using ligand turno-
ver in presence of sodium thiocyanate. Total 
content of estrogen receptors was similar in 
cytosol of intact and ovaryectomized rat fe-
males but about 30% of estrogen receptors 
were estimated in cytosol of intact animals as 
estrogen-receptor complexes. Wi th in 24 hrs af-
ter single administration of 500 mg estradiol 
E2 into ovaryectomized rat females approxi-
mately 50% of estrogen receptors were shown 
to be bound with hormone in cytosol. 
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И. 77. Смирнова, Т. Т. Берегов 

ОРТОДИАНИЗИДИНОВЫЙ МИКРОМЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

АКТИВНОСТИ L-ФЕНИЛАЛАНИН- а-ОКСИДАЗЫ 

Кафедра биохимии Университета дружбы народов им. Патриса Лумумбы, Москва 

Наметившиеся в последнее время ус-
пехи в ферментативной терапии онко-
логических заболеваний человека при 
при мен ен и и L - а сп а р а г и и азы и L - гл у -
тамин (аспарагии)азы [8, 9] побудили 
исследователей к поиску других фер-
ментов, обладающих антиопухолевой 
активностью. Особое место среди ис-
пытанных препаратов з а и и м а ют фер -
менты, активно вмешивающиеся в ами-
нокислотный обмен, вызывающие не-
обратимую деструкцию незаменимых 
аминокислот И, 111. Подобные фермент-
ные n р en ар аты м икр оби ого происхож-
дения вызывают торможение роста кле-
ток ряда опухолей в культуре ткани. 
Т а к, обл ада юща я фе и ил ал а и и и а м м и а к-
лиазной активностью культура Rocio-
turula glut in is ингибирует рост лей-
козных клеток человека и лимфобла-
стов мышей линии L 5178 I 16, 7]. 

Н а к а фе д ре б и ох и м и и Ун и вере и тета 
дружбы народов им. П. Лумумбы из 
отечественной культуры Trichoderrna sp. 
выделена L-лизин-а-оксидаза, ока-
зывающая выраженное тормозящее 
влияние на синтез ДНК, РНК и белка 
из меченых предшественников в куль-
тивируемых клетках тест-модельных 
систем карциномы яичника человека 
(CaOv) и лимфомы Беркитта (P3HRj) 
в опытах in vitro 12, 51. Имеются сведе-
ния о биосинтезе культурой Proteus 
v u lgaris фе] i ил ал а и и i r-a-о к с идазы 113]. 
Оказалось, однако, что фермент об-
ладает незначительной активностью и 
недостаточной субстратной специфич-
ностью, проявляя оксидазную актив-
ность в отношении ряда других L-
аминокислот. 

В к ул ьтур ал ь ной ж ид кости Т richo-
derma sp. в нашей лаборатории, поми-
мо л из и и -а-о ксидазн ой а кт и в i юсти, 
была обнаружена достаточно высокая 
а кти в иость фен ил ал a 11 и н-а-окс идазы. 
Этот фермент катализирует окисли-
те л ьное дез а м и и и р о в а и и е L -фе] i и л а л а-
пина с обр а зова и нем фе и ил и и р о в и но -
градиой кислоты, аммиака и Н202. 

Ранее 14] в лаборатории был разра-
бота 11 просто й, достаточ iю ч увствитель-
ный и специфичный метод определения 

а к т и в I юст и L - л и з и н - а - о к с ид а з ы, о с -
нованный на количественном определе-
11 и и обр а з у юще йс я 11 ер е к и с и вод ор ода. 
Однако замена L-лизина на L-фени-
лаланин в указанном методе оказалась 
н ед оста то ч н о й д л я и с п о л ьзо в а и и я е го 
для определения L-фенилаланин-а-ок-
сидазной активности. 

Эти обстоятельства, а также необхо-
димость изучения механизма биосин-
теза еще одного фермента, который мог 
бы найти применение в клинической 
онкологии, побудили к разработке ио-
в о го м етод а о 11 р еде л ен и я L - фе ни л а л а -
нин-а-оксидазы в культуральиой жид-
кости Trichoderrna sp. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали штамм Trichoder-
rna sp., выращенный по описанному ранее |1 1| 
м етод у. А кт и в и ост ь L - фен и л ал ctf i и и - а- о кс и д а -
зы в культуральиой жидкости рассчитывали 
по приросту Н 2 0 2 , количество которой оп-
]) едел я ли сне к т р офотом етр и ч ее к и ортод и а и и -
зидиновым микрометодом [4]. Инкубацион-
ная смесь содержала 20 мкг пероксидазы, 
250 мкг о-дианизидингидрохлорида и 0,1-
0,5 мг белка в 1 мл конечного объема. Суб-
страты и буфер в каждой серии опытов до-
бавляли в определенных концентрациях. 
После 20 мин инкубации в термостате при 
37 °С пробы охлаждали до 4 °С и добавляли 
I мл концентрированной НС1, предваритель-
но охлажденной до 0—4 °С. Оптическую плот-
ность окрашенных растворов опытной и 
контрольной (без субстрата) проб измеряли 
иа спектрофотометре СФ-16 при 540 им про-
тив второй контрольной пробы (без перок-
сидазы). 

Для построения калибровочной кривой 
мо л я р и ост ь с в е ж е и р и г ото в л е и и ого р а ст в op а 
Н 2 0 2 определяли пермангаиатометрией [10]. 
Субстратом служил L-фспилалапип (фир-
ма «Serva», ФРГ) . 

Применяли 0,05 М фосфатный, 0,1 М 
нитратный, 0,2 М ацетатный буферы. В ка-
честве катализатора перокеидазной реакции 
использовали пероксидазу фирмы «Reanal» 
(Венгрия), в качестве донатора протонов — 
о-дианизидиигидрохлорид (фирмa «Mereк», 
ФРГ ) . За единицу активности принимали ко-
личество фермента, катализирующего об-
разование 1 мкмоль Н 2 0 2 за 1 мин при 37 °С. 

Удельную активность фермента выражали 
числом единиц активности на 1 мг белка или 
на I мл водного экстракта культуры. Белок 
определяли по методу Лоури и соавт. | \2\. 
В качестве стандарта использовали 0,05 % 
раствор кристаллического бычьего альбуми-
на (фирма «Reanal», Венгрия). 
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водимость результатов количественно-

• лен и я акти вн сти L - фони лалаи и н- а- ок-

в культуральи й жидкости Trichoder-

rna sp. 

ч.... гический пока-
затель 

Tr ichoderma sp. 
ч.... гический пока-

затель 
штамм № 1 штамм № 2 

х ± нмоль в 1 мин 
па 1 мг белка 

Абсолютная воспроиз-
водимость: 

отклонение от сред-
него (Х[—х) 

размах варьирова-
ния (W , 

- л'макс л'мип) 
Относи тел ь на я во сп ро-

изводимость, стан-
дартное отклонение, 
о ' 
. 0 

0,40±0,01 

0,03 

0,09 

0,02 

0,61 ±0,01 

0,03 

0,09 

0,02 

П р и м е ч а н и е . Расчеты проведены па ма-
териале 10 параллельных определений проб 
культуральной жидкости 2 различных штаммов 
(No 1 и 2). 

Результаты опытов обрабатывали стати-
стически методом Монцевичюс-Эриигене с 
использованием фактора Мондеигауэра [3]. 

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

При исследовании зависимости меж-
ду кон uei г тр а цие й L -фен и л а л а и и на и 
скоростью L-фенилаланин-а-оксидазной 
реакции в культуральной жидкости 
гриба Trichoderma установлено, что 
ферментативная активность подавля-
ется высокими концентрациями суб-
страта (рис. 1), а при концентрации 
L-фен илала 11 ина 20 мМ наблюдается 
I юстоя ни а я с корость фер ментативной 
р еа к ци и. При н из к и х кон цен т р а ци я х 
субстрата имеет место прямая зависи-
мость между концентрацией субстрата 
и скоростью реакции. Величина Км 

дл я L -феи илал анин а, выч исл ени а я но 
методу Лайнуивера — Бэрка (рис. 2), 

0300 

0.200 

0.100 

О 
5 10 15 20 25 30 

Рис. 3. Зависимость активности L-феиилала-
нии-а-оксидазы от времени инкубации. 

По оси абсцисс — время инкубации (в мин); по оси 
ординат — разность оптической плотности (ДА) 
опытной и контрольной проб. Культуральиаи жид-

кость разведена в соотношении I : 4 ( / ) и 1 : 5 

составила 2,5-10~:i М, a Vmax 

0,42 Е/мг. Данные о зависимости ак-
тивности L-феиилаланин-а-оксидазы от 
времени инкубации (рис. 3) свидетель-
ствуют о том, что реакция начинается 
мгновенно, почти в нулевой точке и об-
разование Н202 происходит линейно в 
течение первых 5 мин при использо-
вании 4 мкмоль L-фенилаланина и раз-
веденной в 5 раз исходной культураль-
ной жидкости Trichoderma sp. 

При изучении зависимости L-фенил-
аланин-а-оксидазной активности от рН 
среды установлено, что фермент наи-
более активен в кислой зоне и имеет 
оптимум рН, равный 5,0. При смеще-
нии рН среды до значений 3,6 или 8,0 
набл юдается резкое с ни жен и е а ктив-
ности фермента вплоть до нуля, в то 
время как в слабощелочной среде эн-
зиматическая активность снижается не-
значительно (рис. 4). Из испытанных 
буферных систем (цитратная, ацетатная, 
фосфатная) наилучшим при определе-
нии L-фенилаланин-а-оксидазной ак-
тивности оказался цитратный буфер. 

Представленные в таблице данные о 
воспроизводимости результатов оп-
р еде л е и и я а к т и в ноет и L - фен и л а л а и и и -
а-оксидазы свидетельствуют, что пред-
положенный метод отличается не только 
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Рис.2 

Рис. I. Зависимость между 
скоростью реакции и кои-

I ie ит р а ц и е й с у бег р ат а. 
По оси аб сцис с—концентрация 
L-фенилаланина в пробе (в мМ): 
по оси ординат — активность 
фермента (в ед. активности). 
Здесь и на рис . 2 и .7 пробы, кро-
ме перечисленных в разделе 
«Методика» компонентов, содер-
жали 35 мкмоль фо сфатного 
буфера р Н 5.9. В качестве ис-
точника использовали культу-
ральную жидкость Trichoder-

ma sp. 

Рис. 2. Расчет величины К м 

графическим способом Лай-
нуивера — Бэрка. 



Рис. 4. рН-зависимость активности L-фенила-
лаии иа-а-окс идазы. 

П о оси абсцисс — рМ: по оси ординат - ргппость 
оптической плотности (АЛ) опытной и контрольной, 
проб. В пробу добавляли 70 мкмоль нитратного ( / ) , 
МО мкмоль ацетатного (.V) или 35 мкмоль фосфатного 

буфера (,'>). Пробы инкубиронали Г) мин. 

высокой чувствительностью, но и хоро-
шей воспроизводимостью. 

Метод может быть применен как для 
определения активности L-фенилала-
нин-а-оксидазы у разных видов микро-
организмов, так и для количественного 
определения концентрации L-феи ил-
аланина в органах и тканях животных 
и человека, а также кормах и продук-
тах питания человека. 
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OR T HO- DIA N I Z I D I N E MIC R ОМ E T110 D 
FOR ESTIMATION OF L-PHENYLALANI-

NE-a-OXIDASE ACTIV ITY 

/ . P . S mi r nova, Т. T. Beresov 

P. Lumumba State University of People Fri-
endship, Moscow 

A micromethod is developed for estimation 
of 1-phenylalanine-a,-oxidase activity from Tri-
choderrna sp. The method is based on inter-
action of H 20 2 formed in the reaction with 
o-dianisidine-HC1. Opt imal conditions were 
adopted for estimation of the new enzyme ac-
tivity from Trichoderrna sp. The enzyme had 
Km "2.5-10~y M and V m a x = 0 . 4 2 U/mg at 
20 mM concentration of phenylalanine in the 
incubation mixture; the highest enzymatic 
activity was estimated in citrate buffer, pH 
5.0. The method is simple, precise and repro-
ducible. 

УДК 612.398.1-088.1 | 61 6.153.96-074 1:543.545 

С. С. Шишкин, P. В. Ильинский, У/. И. Ковалев, В. И. Борисенко, 
/7. С. Громов, Л. С. Чесалин 

АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ ДВУМЕРНОГО 

ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОГО ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ БЕЛКОВ 

НА КОМПЛЕКСЕ ЦИФРОВОЙ ОБРАБОТКИ 

ВИДЕОИНФОРМАЦИИ (СВИТ) 

Институт медицинской генетики АМН СССР: Институт космических исследований 
АН СССР, Москва 

Метод двумерного электрофореза бел-
ков 117.1 нашел широкое применение в 
биохимических исследованиях [5, 10, 
18]. При его использовании положение 
каждой белковой фракции определяется 
на пластине геля в системе двух коор-
динат, из которых первую образуют ве-

личины, производные от значений изо-
электрических точек, а вторую — мо-
ле к у л я р н ы е масс ы. Следов а тел ь н о, 
оценки электрофоретических подвиж-
ностей фракций по этим координатам 
позволяют охарактеризовать анализи-
руемые белки по указанным важней-
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шим физико-химическим свойствам, бла-
годаря чему открывается путь к систе-
матической каталогизации белков [7, 81. 

I Три современных методах детекции 
белков на пластинах геля двумерная 
электрофореграмма с несколькими сот-
нями белковых пятен может быть под-
вергнута дальнейшему анализу с ис-

II ол ьзова и и ем вы ч ис л и тел ь н о й тех пи-
ки [11, 13, 161, в результате которого 
оказывается возможным измерение ко-
личества белка в получаемых фракци-
ях 111, 16]. Электрофореграмма в этом 
случае рассматривается как изображе-
ние, подвергаемое численному анализу, 
при котором оцениваются и координа-
ты, и плотности отдельных пятен на 
пластине геля, и на основе реперных 
известных точек одно изображение де-
лается сопоставимым с другим. 

Создание общих методов и аппарат-
ных средств обработки изображений 
осуществляется современной иконикой, 
включающей в себя теоретические ис-
следования процессов реставрации и 
анализа изображений, эвристическое 
программирование, разработку мате-
матического обеспечения и т. д. [2]. 
В Институте космических исследова-
ний АН СССР разрабатывается ряд 
комплексов обработки видеоинформа-
ции на базе управляющих мини-ЭВМ. 
Результаты применения одного из 
них — комплекса СВИТ (самостоятель-
ный видеоинформационный интерак-
тивный терминал размером кадра 256X 
><256 пиксел) для решения некоторых 
задач анализа двумерных электрофоре-
грамм приведены в данном сообщении. 

М е т о д и к а 

В качестве анализируемых препаратов 
были выбраны экстракты белков сердечной 
и скелетной мышц мышей (иибредная линии 

C57BL) взрослых животных (2 мес) и 
эмбрионов разных стадий развития. В ка-
честве белков-маркеров применяли препа-
раты пируваткииазы («Sigma», США) , сы-
вороточного альбумина, креатинфосфоки-
назы и миоглобипа («Serva», ФРГ) . 

Двумерный электрофорез проводили в 
модификации, описанной ранее 11J. После 
окрашивания кумасси R-250 или методом 
серебрения электрофореграммы 15 ми и дегид-
ратировали в 50% растворе этанола, содер-
жавшем 5% глицерина. Затем гели пло/тио 
фиксировали между двумя листами диализ-
ного целлофана и высушивали при комнатной 
температуре. Высушенные гели и фотогра-
фии электрофореграмм использовали для ана-
лиза на комплексе С В И Т |3|. 

Об ра б о т к у эле ктр офор е г р а м м проводили 
с помощью пакетов программ телевизионно-
го ввода, коррекции искажений, подсчета 

Основные компоненты комплекса СВИТ 

Пульт оператора 

Алфавитно-цифровой 
дисплей с клавиатурой 

Накопитель на гибких 
магнитных дисках 

Хранение программного 
обеспечении и видеоинформации 

ТВ камера 

Центральный процессор 

Микро-ЭВМ с интерфейсными платами 
подключения периферийных устройств 

Блок сопряжении 
с центральным процессором 

Устройство 
/1/ ввода/вывода 

Видеомагнитофон 

Хранение видеоинформации 

Цветной ТВ монитор 

Видеоконтроллер и видеопроцессор 

I кадровая операция за 20мс 

Блок памяти изображения 

256-256пиксел • 8 бит 
или 2• 256• 256пиксел-8 бит 
или А- 256'256пиксел • 8бит 
или 5/2-512 пиксел-8 бит (до Юблоков) 

Блок памяти графических эл ементов 

256-256пиксел- 3опта Устройство 
отображения 

статистических характеристик по локаль-
ным участкам, геометрических преобразова-
ний и визуализации в графических проек-
циях [4]. 

Различные системы, используемые для 
анализа результатов двумерного электрофо-
реза, имеют ряд сходных черт. Комплекс 
С В И Т как универсальная система обработ-
ки изображений содержит устройство теле-
ввода изображений (телекамера ПТУ-42 и 
плоская люминесцентная лампа подсветки), 
управляющую Э В М («Электроника-60»), на-
копители на гибких дисках и магнитной лен-
те (ГМД-7012 и И З О Т 5003), цветной теле-
визионный монитор и специализированное 
устройство отображения (памяти изображе-
ния и видеопроцессор). Общая конфигурация 
комплекса представлена на схеме. 

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

Первой задачей в анализе белковых 
фракций, которую мы попытались ре-
шить, используя СВИТ, было построе-
ние зависимости между интегральной 
оптической плотностью пятен на геле-
вьтх пластинах и количеством нанесен-
ного белка. Для этой цели растворы, 
содержащие разные концентрации трех 
белковых препаратов (альбумин, креа-
тинкиназа, миоглобии), фракциони-
ровали двумерным электрофорезом. При 
окраске электрофореграмм кумасси 
R-250 для миоглобина и альбумина на-
блюдали почти одинаковую зависимость 
изменений плотности пятен от кон-
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Рис. 2. Участок двумерной электрофореграммы белков миокарда мыши, преобразо-
ванный по программе построения графических проекций яркостного рельефа изобра-

жений комплексом С В И Т . 

центр а ци и белков — от 2 до 20 мкг 
белка на пятно — прямо пропорцио-
нальный участок кривой, которая пос-
ле 20 мкг переходила в область плато. 
Для креатин к иназы область плато не 
достигалась даже при 40 мкг нанесен-
ного белка. Однако препарат креатин-
к и н а з ы rip и ф р акционирован и и обна-
руживал 3 близкорасположенных ком-
понента с одинаковыми величинами мо-
лекулярных масс, но разными электро-
форетическими иодвижиостями в пер-
вом направлении. Если для сравнения 
суммарную величину плотности трех 
почти слившихся пятен креатиикина-
зы условно разделить на 3, то данные, 
получен и ые дл я к р еат и 11 фосфо к и 11 а зы, 
согласуются с результатами по двум 
другим белкам. Таким образом, мож-
но сделать заключение, что в диапазоне 
концентраций от 2 до 20 мкг белка на 
пятно устройство телеввода и хранения 
изображений в цифровом виде дает 
возможность количественно оценивать 
от нос ите л ь н ы е х а р а к тер и с т и к и п я те 11. 

Др у га я, непосредстве!i и о с вяза 11 и ая 
с первой задача заключалась в срав-
и е и и и кол и ч еств е и и ы х х ар а к те р и ст и к 
нескольких одноименных пятен па двух 
электрофореграммах. Решение этой за-
дачи было необходимо в экспериментах 
по идентификации пятен с помощью 
коэлектрофореза. На рис. 1, см. вклей-

ку приведены фрагменты двух электро-
фореграмм белков сердечной мышцы, 
из которых одна получена при фракцио-
нировании экстракта с нагрузкой ком-
мерческим препаратом пируваткиназы 
(см. рис. 1, б). Уже при визуальной 
оценке обращает на себя внимание уси-
ление пятна 4. Сравнение количествен-
ных характеристик 10 одноименных пя-
тен (см. рис. проведенное с по-
мощью комплекса СВИТ, позволило, 
выявить усиление не только пятна 4, 
но и пятна 6У по-видимому, соответст-
вующего другой субъединице пируват-
киназы . 

Для качественной оценки распределе-
ния оптической плотности внутри пя-
тен, а также для решения задачи о пе-
рекрывающихся пятнах и ряда других 
вопросов используют преобразование 
плоского изображения пятен на дву-
мерной электрофореграмме в трехмер-
ную систему холмов, отражающую из-
менения оптической плотности внутри 
каждого пятна. Участок двумерной 
электр офор е грам м ы мьппечи ы х бел ков, 
преобразованный таким образом с по-
мощью комплекса СВИТ по программе 
построения графических проекций яр-
кости о го р ел ьефа и з обр а же и и я, ир ед-
ставлен на рис. 2. 

Известно, что в разных сериях опытов 
трудно получать полностью идентич-
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ные по размерам и характеру распре-
деле н и я бел ков д в умер н ы е эле к тр о-
фореграммы. 11ричины вариабельно-
сти, связанные с различными техниче-
ским и и тех и о л оги чески м и тр уди остя -
ми, детально рассматриваются в спе-
циальных обзорах [8, 10]. Таким об-
разом , пр оведен и е сравнения иее кол ь-
ких электрофореграмм путем их нало-
жения одна на другую, как это реко-
мендуют некоторые авторы 17.1, ока-
зывается затруднительным или даже 
невозможным. Однако если на электро-
фореграммах имеется несколько (не ме-
нее 3) идентичных пятен, то при ис-
пользовании их в качестве реперных 
точек можно с помощью соответствую-
щих программ геометрических преоб-
р азова ний у и ифи ци р овать изобр ажен и я, 
введенные в память ЭВМ. Затем, при 
выведении унифицированного изобра-
жения на дисплей, можно применить в 
отношении их метод наложения. 

В данной работе подобная задача ре-
шалась на примере анализа одноимен-
ных у част ков 11 ее ко л ь к и х э л е ктр офо-
реграмм мышечных белков. Для срав-
нения были выбраны участки, захва-
тывающие прямоугольник М и части 
соседних прямоугольников [1], на ко-
торых расположены некоторые главные 
миофибриллярные белки актин, тро-
помиозин и легкие цепи миозина. Ра-
ботами ряда авторов было показано, что 
сердечная и скелетные мышцы разных 
млекопитающих различаются набора-
ми легких цепей миозина, а также тем, 
что скелетные мышцы содержат пример-
но равные количества а- и |3-цепей 
тропомиозина, тогда как в сердечной 
мышце представлена почти исключи-
тельно а-цепь 16, 15, 19]. Подобные ре-
зультаты были получены и нами при 
двумерном электрофорезе экстрактов 
сердечной и скелетной мышц мышей 
(рис. 3, а и б, см. вклейку). Вместе с 
тем на выбранном участке электрофо-
реграмм присутствовало несколько ми-
норных фракций. В этом числе на элек-
трофореграмме скелетной мышцы име-
лись пятна, которые по положению 
походили на легкую цепь I миозина 
сердца и неидеитифицировамное пят-
но N 22. Они обозначены на рис. 3, б 
как пятно X и Y соответственно. Для 
пр овер к и да и н о го п р ед п о л ожен и я про-
веден коэлектрофорез экстрактов сер-
дечной и скелетной мышц, взятых в 
одинаковых количествах (рис. 3, в). 
Затем, взяв эту электрофореграмму за 

образец и выбрав в качестве репер-
ных точек пятна, образованные тремя 
легкими цепями скелетной мышцы, 
актина и а-цепи тропомиозина, прове-
ли с помощью СВИТ геометрическое 
преобразование трех электрофореграмм 
экстракта скелетной мышцы. На унифи-
цированных изображениях белковых 
фракций скелетной мышцы пятна X и 
Y совпали по положению с пятном лег-
кой цепи I миозина сердца и с пятном 
N 22. Таким образом, по всей вероятно-
сти, у мыши в скелетных мышцах в 
н ебол ы п и х кол и ч еств ах п р ис у тств у ет 
легкая цепь I миозина сердца и неко-
торые другие сердечные белки. 

В отдельной серии экспериментов при 
анализе изменений белкового состава 
сердечной мышцы в ходе эмбриогенеза 
было обнаружено, что у эмбрионов меж-
ду легкими цепями миозина располага-
ется почти столь же значительное до-
полнительное пятно (рис. 3, г). По по-
ложению оно оказалось весьма похо-
жим иа легкую цепь I миозина ске-
летной мышцы. Использовав в качестве 
образца коэлектрофореграмму (см. 
рис. 3, в), с помощью СВИТ проведено 
геометрическое преобразование трех 
э л е ктр офор е гр а м м э м бр и о н а л ь н ы х э кс -
трактов. Репериыми точками послужи-
ли обе легкие цепи миозина сердца, ак-
тин и тропомиозин. На унифицирован-
ных изобр а жен и ях доп ол ни тел ь 11 а я 
эмбрион ал ьная фракци я располагалась 
несколько левее и выше, чем пятно лег-
кой цепи I миозина скелетной мышцы. 
В тоже время эмбриональная фракция 
полностью совпала по положению с 
минорным пятном М5, обычно обнару-
живающимся в экстрактах сердца взро-
слых животных (см. рис. 3, а). Вопрос 
о том, являются ли данные белки (эм-
бриональный белок и легкая цепь I мио-
з и и а с ке л етн о й м ы ш цы) п р оду к та м и 
экспрессии разных генов или различия 
в их положении па двумерных элект-
рофореграммах связаны с посттраисля-
ционными модификациями, требует до-
11 о л I-1 и те л ы-и >i х и с с л е д о в a 11 и й. 

Расс м отр е и и ы е задач и, естествен но, 
пе исчерпывают чрезвычайно сложную 
проблему анализа результатов дву-
мерного электрофореза белков. Раз-
работки этой проблемы, ведущиеся в 
различных лабораториях мира, свя-
заны с повышением точности сканирую-
щих устройств, расширением программ-
ного обеспечения, созданием комплексов 
для ведения быстрого анализа в авто-
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матическом режиме и т.д. НО, 14]. 
Подчеркнем, что СВИТ является уни-

версальной системой широкого назна-
чения и, следовательно, ее возможности 
не будут полностью использоваться в 
анализе электрофореграмм. В настоя-
щее время в Институте космических ис-
следований АН СССР подготовлена 
ориентированная на прикладные зада-
чи модульная система микроСВИТ, поз-
воляющая, в частности, подобрать ре-
жим, наиболее эффективный для оцен-
ки электрофореграмм. Система микро-
СВИТ управляется одним или несколь-
кими микропроцессорами с системой 
команд «Электроника-60» или 

1810ВМ86, одним из которых может 
быть выделен для функционирования в 
качестве видеопроцессора, включает не-
сколько (от 4 до 16) памятей изображе-
ния, блок управления, обеспечивающий 
ввод и вывод телевизионного изображе-
ния, обычную периферийную вычисли-
тельную аппаратуру и специализиро-
ванные блоки для выполнения обработ-
ки в интересах конкретных приложений. 
Система СВИТ может стать базой для 
развития подобных исследований. 
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ANALYS IS OF TWO-DIMENS IONAL ELEC-

TROP MORE TIC FRACT IONAT ION OF PRO-

TEINS U S I N G THE C O M P L E X SET FOR 

F I G U R E S P R O C E S S I N G OF V IDEO INFOR-

M AT ION — SVIT 

5. S. Shishkin, R. V. Il'insky, L. / . Кого lev, 
V. I. Borisenko, P. S. Grotnov, L. S. Chesalin 

Institute of Medical Genetics, Academy of Me-
dical Sciences of the USSR, Institute of Space 
Investigations, Academy of Sciences of the 

USSR, Moscow 

Possible solution of four main problem in 
analysis of two-dimensional electrophoregrams 
using the complex set for processing of video-
information SVIT is considered: I. a. potentia-
lity for evaluation of correlation between in-
tegral optic density of spots on gel plates 
and amount of protein fractionated, 2. quali-
tative comparison of similar spots from vario-
us electrophoregrams, 3. the problem of over-
lapping spots, where the plane pictures of spots 
were transformed into threedimensional system 
of peaks, 4. use of bench-marks for geometric 
transformations and production of unified 
pictures. The complex set or its modifications 
were able to settle these problems. 

Р Е Ц Е Н З И И 

У Д К «17-001 : 617.3"1-07:616-008.9-074(049.32) 

A. M. Г e p а с и м о в, Л. Н. Ф у р ц е -
в а. Биохимическая диагностика в травма-
тологии и ортопедии. — М.: Медицина, 
1986. — 234 с. 

Современный этап развития медицины 
характеризуется бурным ростом информации 
о патохимических механизмах развития за-
болеваний, на основе чего возникают новые 
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представления об их патогенезе, принципах 
диагностики и лечения. Травматология и 
ортопедия в этом отношении не являются ис-
ключением: благодаря развитию биохимиче-
ского подхода эта отрасль хирургии все бо-
лее дополняется методологией терапевтиче-
ских отраслей, использованием фармаколо-
гических средств с учетом метаболических 
основ патологии. 

Рецензируем ая мои огр а фи я я вля ется 
крупным шагом в направлении превращения 
травматологии и ортопедии в отрасль меди-
цины, объединяющих достижения различных 
медико-биологических и клинических наук 
с целыо профилактики, диагностики и лече-
ния повреждений и заболеваний опорно-
двигательного аппарата. Актуальность кни-
ги обусловлена главным образом тем, что 
отечественная травматология и ортопедия, 
несмотря на приоритет в разработке аппа-
ратов и методик хирургического вмешатель-
ства иа скелете, существенно отстает от уров-
ня дифференциальной диагностики и фарма-
кологического лечения заболеваний ортопедо-
травматологического профиля, достигнутого 
за рубежом. Одной из причин такого отста-
вании является недооценка возможностей 
клинической биохимии в распознавании сущ-
ности костно-суставной патологии. Вследст-
вие этого лабораторная служба ортопедо-
травматологических стационаров развита срав-
нительно слабо, отсутствуют некоторые фар-
макологические препараты, с успехом при-
меняющиеся за рубежом для лечения орто-
педических больных. Приходиться конста-
тировать, что значение медицинской био-
химии в различных отраслях медицины не 
одинаково. Если в клинике внутренних бо-
лезней постановка правильного диагноза без 
солидного биохимического обследования боль-
ного в наше время едва ли возможна, что в 
хирургических отраслях медицины диагно-
стика большинства заболеваний базируется 
на клинических или в лучшем случае на 
к л и н и к о - л а б о р а т о р п ы х с и м и т о м о ко м п л е к -
сах. Вместе с тем рассмотрение организма 
как единой метаболической системы являет-
ся единственно правильной методологической 
основой для понимания сущности заболева-
ния, оценки тяжести болезни и эффективно-
сти лечения. 

Рецензируемая монография на примере 
травматологии и ортопедии ярко иллюстри-
рует условность существующего отраслевого 
принципа медицины, ставит под сомнение 
целесообразность сложив ш е й с я исто р и чески 
и все усиливающейся специализации меди-
цины, особенно медицинской науки. В свя-
зи с этим книга представляет интерес не 
только для биохимиков, ортопедов и трав-
матологов, но и для организаторов здравоох-
ранения, генетиков, педиатров, терапевтов, 
эи до кр и иоло гов, фар ма кол о го в, п а т оф и з и о-
логов, врач ей-л а бор а нто в и других специа-
листов. 

Кл и 11 и ч ес ка я б иох и м и я о риеитирована 
главным образом па анализ сыворотки крови 
и мочи. Многочисленными примерами ав-
торы показывают, что исследование нетра-
диционных объектов — биоптатов культуры 
фибробластов, клеток крови, слюны откры-
вают новые перспективы для выяснения па-
тогенеза и лабораторной диагностики забо-
леваний. В приложении к монографии при-
ведены нормы для биохимических парамет-

ров сыворотки крови, синовиальной жидко-
сти и мочи. 

Структура монографии оригинальна и ие 
имеет аналогов в отечественной и зарубежной 
литературе. Можно было ожидать, что первые 
главы монографии будут посвящены общим 
проблемам патологии соединительной ткани, 
что было бы вполне оправдано и придало бы 
легкость восприятия читателем последующего 
фактического материала. Однако авторы 
ограничились изложением лишь одной из 
проблем патологии, введя новое понятие — 
с в о б од н о-р а ди к ал ь н а я патология. О т с у тст -
вне других аспектов в какой-то мере компен-
сируется ссылками па монографии, изданные 
ранее. Н о все же остаются опасения, что 
для не подготовленного читателя не все раз-
делы книги будут понятны. Что касается из-
ложенной авторами главы о свободно-ради-
кальной патологии, что этот раздел можно 
оценить как действительно новый аспект уче-
ния о соединительной ткани, составляющий 
одно из принципиальных достоинств моио-
графии. 

Принципиальную новизну имеет также 
глава «Травматические болезни». В сущ-
ности взгляд биохимика на больного с трав-
мой существенно отличается от взгляда вра-
ч а - т р а в м а т о л о г а. Анализ метаболического 
состояния организма после трабмы ПОЗВОЛИЛ 
авторам развить появившееся в последнее 
время представление о травматической бо-
лезни. Особую ценность для травматологии 
и ортопедии представляют понятия о таких 
вариантах травматической болезни, как ят-
р ore ни а я и постреанимационная. Впервые 
вводится понятие о токсико-травматических 
болезнях и предлагается их классификация. 
Эта часть работы, вероятно, станет пред-
метом научных дискуссий, поскольку экс-
периментальная медицина еще не распола-
гает соответствующими моделями. Вместе с 
тем сама постановка вопроса о необходимо-
сти рассмотрения травматологии как науки 
о новом метаболическом состоянии организ-
ма, возникшем после травмы и, соответствен-
но, о необходимости фармакологической био-
химической реабилитации больного с трав-
мой заслуживает одобрения как единственно 
возможная реализация главного принципа 
отечественной клинической медицины: ле-
чить ие болезнь, а больного с учетом заболе-
вания, предшествовавшего травме. 

Основная ценность монографии состоит 
в изложении современных представлений о 
метабол ич ее к и х проявлен ия х о р т опед и ч ееких 
заболеваний. Авторы скрупулезно отобрали 
ту информацию, которая может быть получе-
на при обследовании больного человека. Экс-
периментальная костпо-суставпая патоло-
гия нашла лишь частичное отражение, что 
вытекает из названия и цели книги. Если 
исходить из нужд практической медицины, то 
монография, лежащая па столе у клинициста 
и напоминающая ему о возможности, на-
пример почечной и печеночной патологии ске-
лета, безусловно, послужит стимулом к уг-
лубленному обследованию больного с неяс-
ным диагнозом. Преимущества биохимической 
диагностики перед традиционным клипико-
рентгенологическом подходом наиболее ярко 
видны из раздела, посвященного наследствен-
ным рахитам. Здесь клинически сходный 
в и т а м и и - D - рез и степ TI I Ы Й р А х и т « р а спался » 
на основе биохимических параметров или 
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