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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



УД К в 1О.127-008.939.6-02:615.217.22]-092.9 

Г. А. Геворкян, А. С. Канаян, Л. О. Восканян 

С И Н Т Е З М И Т О Х О Н Д Р И А Л Ь Н Ы Х Б Е Л К О В 
П Р И И З О П Р О Т Е Р Е Н О Л О В О М П О В Р Е Ж Д Е Н И И М И О К А Р Д А К Р Ы С 

Институт биохимии АН Армянской ССР, Ереванский институт усовершенствования вра-
чей Минздрава СССР 

Одной из основных структур кар-
диомиоцитов являются митохондрии — 
важнейшие обменные центры клетки. 
Роль их заключается в обеспечении 
сердечной мышцы энергией АТФ для 
сокращения и релаксации миофи-
б р и л л, си нтез а б ел ка, п одд ер ж а н и я 
внутриклеточного гомеостаза и ряда 
других важных функций жизнеобеспе-
чения клетки. Кардиомиоциты чрезвы-
чайно богаты митохондриями, что и 
обусловливает способность сердечной 
мышцы к непрерывной работе в тече-
ние всей жизни. Количество митохонд-
риального белка составляет 60 мг на 
1 г ткани миокарда, что соответству-
ет 40 % всей массы белка сердечной 
мышцы [16], причем на долю внешних 
мембран митохондрий приходится око-
ло 4 %, внутренних — 20 % , матрик-
са — 60—70 % от общего митохондри-
альиого белка. Митохондрии являют-
ся наиболее лабильными внутрикле-
точными структурами и первыми реа-
гируют на воздействие патогенных 
факторов. Независимо от природы па-
тогенного агента изменения митохонд-
рий довольно стереотипны и проявля-
ю т с я их набухан и ем, просветление м 
матрикса, фрагментацией и гомогени-
зацией крист и разрушением внешней 
мембраны [3, 7, 12]. Особенно замет-
ным и ранним изменениям подверга-
ются внутренние мембраны, на кото-
рых преимущественно локализованы 
ферменты, ответственные за основные 
функции митохондрий. Образовавший-
ся при их повреждении энергетический 
дефицит клетка стремится покрыть ис-
пользованием углеводного пути синте-
за АТФ, хотя последний обеспечивает 
менее половины необходимой энергии 
[5]. 

В возникновении заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы одно из 
главных мест отводится ишемии, 
стрессу или их сочетанию. Стрессовая 
реакция развивается закономерно в 
ответ на действие экстремальных фак-
торов и рассматривается как необхо-
димое звено индивидуальной адапта-

ции организма [3]. Однако чрезмер-
ная сила и(или) длительность воздей-
ствия способствуют превращению 
стресс-реакции из общего звена адап-
тации в общее звено патогенеза стрес-
сорных и ишемических повреждений 
миокарда, которые тесным образом 
связаны и взаимообусловлены. Стрес-
сорные повреждения миокарда реали-
зуются чрезмерным усилением нор-
мального адренергического эффекта. 
Показано, что кардиомиоциты очень 
быстро реагируют на избыточное ко-
личество в крови катехоламииов экзо-
и эндогенного происхождения [2]. 
Применяя меченый изопротеренол, 
удалось показать, что зоны его накоп-
ления соответствуют зонам наиболь-
шего повреждения кардиомиоцитов 
[15]. Следует отметить, что изопроте-
ренол обладает наиболее выраженным 
некрогенным эффектом: эффект изо-
протеренола > норадреналина > ад-
реналина. 

Мы попытались изучить интенсив-
ность синтеза белка в субфракциях 
митохондрий миокарда белых крыс 
при его изопротереноловом поврежде-
нии в условиях физиологического раз-
вития животных, что может способст-
вовать выявлению некоторых патоге-
нетических звеньев, а возможно, и соб-
ственных защитных сил организма при 
адренергических повреждениях мио-
карда. 

М е т о д и к а 
Эксперименты проведены на беспородных 

белых крысах-самцах 3 возрастных групп: 1-, 
3- и 6-месячных. Для получения одинаковой 
тяжести метаболических повреждений миокар-
да животным вводили разные дозы изопроте-
рснола: 12 мг на 100 г массы тела месячным, 
8 мг на 100 г массы тела 3-месячным и 16 мг 
на 100 г массы тела 6-месячным крысам. Изо-
протеренол всем животным вводили внутри-
брюшинно двукратно с интервалом 24 ч. 
Умерщвляли животных через 24 ч после по-
вторной инъекции изопротсренола. За 2 ч до 
забоя им вводили внутрибрюшинно 80 мкКи 
смеси Ь-14С-аминокислот (серии + лейцин + 
+ глутаминовая кислота) с удельной радиоак-
тивностью 240 мКи/ммоль («Хемапол», Ч С С Р ) . 
После декапитации сердце перфузировали 
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0,15 М раствором КС1 и гомогенизировали в 
0,44 М сахарозе , с о д е р ж а щ е й 1 мМ Э Д Т Л . Ак-
тивность протеаз ингибировали фенилметил-
с у л ь ф о н и л ф т о р и д о м в конечной концентрации 
1 мМ. Митохондрии и их субфракции получали 
по методам, описанным в литературе |б, 11]. 

Ч и сто т у выделен н ы х м и тох о н д р и а л ьн ы х 
субфракций к о н т р о л и р о в а л и под электронным 
микроскопом и с п о м о щ ь ю энзиматических ме-
тодов — по активности м о н о а м и н о к с и д а з ы 
[14] и цитохромоксидазы (по поглощению кис-
лорода с помощью электрода К л а р к а на кис-
л о р о д н о м а н а л и з а т о р е B e c k m a n - 0 2 6 0 ) . Белки 
внутренней митохондриальиой мембраны фрак-
ционировали по методу [19] . Полученные гели 
денситометрировали на л а з е р н о м денситомет-
ре при 540 нм, после чего р а з р е з а н н ы е по бел-
ковым профилям солюбилизировали в смеси 
липолума — л у м а с о л ь ф а ( 9 : 1) «Roche Bioelcct-
ron ique» ( Ф р а н ц и я ) . Уровень радиоактивности 
определяли на ж и д к о с т н о м сцинтилляционном 
спектрометре СЛ-4221 ( Ф р а н ц и я ) по програм-
ме, п р е д у с м а т р и в а ю щ е й счет абсолютной ра-
диоактивности методом внешнего с т а н д а р т а . 
Полученные д а н н ы е были подвергнуты компью-
терной обработке д л я получения усредненной 
к а р т и н ы распределения радиоактивности по 
отдельным белковым ф р а к ц и я м после электро-
фореза , с достоверностью 92 %. Р а д и о а к т и в -
ность всей митохондриальиой ф р а к ц и и и фрак-
ции мембран определяли после их предвари-
тельной солюбилизации 0,5 М раствором про-
тозола N E N ( С Ш А ) с последующим отсчетом 
в сцинтилляторе на основе ксилола [9]. Бе-
лок определяли по Л о у р и [13]. 

Д л я морфологического к о н т р о л я м и о к а р д 
фиксировали 10 % з а б у ф е р е н н ы м по Л и л л и 
ф о р м а л и н о м и з а л и в а л и в парафин . П а р а ф и н о -
вые срезы толщиной 4 мкм о к р а ш и в а л и гема-
токсилином и эозином, по Сслье. Срезы про-
сматривали в п р о х о д я щ е м и поляризованном 
свете. 

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

развивались очаговые метаболические 
повреждения миокарда контрактурно-
го типа, преимущественно И—III сте-
пени. Наблюдались также очаги зер-
нисто-глыбчатого распада, миоцитоли-

зиса, фуксинофильной дистрофии по 
Селье. В отдельных участках па месте 
гибели к а р д и о м и о д и т о в о б наружива-
лась их резорбция с активацией фи-
бропластических процессов в виде 
скопления фибропластов и макрофа-
гов. Очаги метаболических поврежде-
н и й были л о к а л и з о в а н ы п ре и м у ще ст -
венно в папиллярных мышцах и суб-
эндокардиа льных пластах стенки л е-
вого желудочка сердца. По распрост-
раненности и выраженности метаболи-
ческие повреждения миокарда были 
примерно одинаковыми у крыс всех 
возрастных групп. 

Изучение уровня включения радио-
активных предшественников показало, 
что под влиянием изопротеренола про-
исходило резкое по сравнению с конт-
ролем увеличение удельной радиоак-
тивности бел ков внутренних мем браи 
митохондрий у 1-месячных крыс (на 
80,7%) и снижение ее у 3- и 6-месяч-
ных животных на 53,5 и 54,7 % соот-
ветственно (см. таблицу). Ингибиция 
скорости включения меченых амино-
кислот в белки внутренних мембран 
митохондрий под влиянием изопроте-
ренола была наиболее выраженной у 
3-месячных крыс: по сравнению с 1-
месячньтми скорость включения подав-
лялась в 2,5 раза, при этом незначи-
тельно отличаясь от таковой у 6-ме-
с я ч н ьт х ж и вот н ы х. 

Удельная радиоактивность белков 
внешних мембран митохондрий пони-
жалась у животных всех возрастных 
групп, причем если это уменьшение 
радиоактивности у I-месячных крыс 
было статистически недостоверным по 
сравнению с интактными, то у 3- и 
6-месячных оно достигало 68 и 40 % 
соответственно (см. таблицу). 

Уровень включения радиоактивных предшественников (расп/мин на 1 мг белка) в субфракции 
митохондрий 1-, 3- и 6-месячных крыс при изопротереноловом повреждении миокарда 

СУбфракция 
Группа крыс 

СУбфракция 
1-месячные 3 -месячные 6-месячные 

В н е ш н и е мембраны 
В н у т р е н н и е м е м б р а н ы 
М а т р и к с 

В н е ш н и е м е м б р а н ы 
В н у т р е н н и е м е м б р а н ы 
М а т р и к с 

12 5 0 0 ± 3 0 0 
7 1 0 4 ± 4 0 0 

41 1 9 3 ± 4 1 6 2 

10 8 9 3 ± 1381 
12 8 3 7 ± 8 1 7 
14 9 1 7 ± 5 3 4 

К о н т р о л ь 

12 9 8 4 ± 8 3 7 
10 383=Ы252 
12 768=Ы024 

О п ы т 

4 1 5 0 ± 8 4 
5 0 4 0 ± 176 
3 736=Ь50 

13 7 2 8 + 4 9 1 
12 110dh 1085 
8 9 5 8 + 1 4 8 3 

8 2 0 2 ± 1 3 8 
5 4 8 8 ± 130 
7 4 3 1 ± 1 6 3 

П р и м е ч а н и е . В к а ж д о й г р у п п е было по 5 
к о с т я х . 

ж и в о т н ы х ; опыты проводили в 6 п о в т о р -
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Рис. I. Распределение радиоактивности меж-
ду белковыми фракциями (1—23; ось орди-
нат) внутренних мембран митохондрий мио-

карда 1-месячных крыс. 
Радиоактивность каждой отдельной фракции выраже-
на в % от суммарной радиоактивности всех 23 фрак-
ций. Данные выражены в расп/мии па 1 мг белка. 
Достоверность различий составляет 92 %• Количество 

белка, внесенного в лунку, составляет 140 мкг. 

Результаты исследований по изуче-
нию возрастных особенностей включе-
ния аминокислот в белки митохондри-
ального матрикса интактных крыс по-
казали, что с возрастом происходило 
постепенное снижение удельной радио-
активности белков матрикса. Так, у 
3-месячных крыс в отличие от 1-ме-
сячных удельная радиоактивность по-
нижалась на 69%, а у 6-месячных — 
на 79 % (см. таблицу). 

Под воздействием изопротеренола 
удельная активность белков матрикса 
у 1- и 3-месячных крыс понижалась в 
3 раза по сравнению с соответствую-
щей контрольной группой. У 6-месяч-
иых животных изопротеренол пе вли-
ял на указанный вы иге тест. Реакция 
белков митохондриального матрикса 
на фоне введения изопротеренола со-
храняла ту же возрастную динамику, 
что и у интактных крыс: у 3-месячных 
животных обнаружено снижение радио-
активности белков матрикса на 75% 
по сравнению с 1 -месячными, а у 6-
месячных — на 50 % • 

При фракционировании белков внут-
ренних мембран митохондрий на 10% 
ПААГ нами были выделены 23 фрак-
ции, которые условно подразделялись 
на 3 группы: 1) относительно высоко-
молекулярная— 100—70 кДа (фрак-
ции 1—8); 2) среднемолекулярная — 
70—30 кДа (фракции 9—16); 3) низ-
комолекулярная— 30—10 кДа (фрак-
ции 17—23). Динамика изменения 
фракционного состава белков внут-
ренней мембраны митохондрий в воз-

растном аспекте была нами исследо-
вана ранее. Полученные р ез у л ьт а т ы 
с в и д ет е л ь ст в о в а ли о п о в ы ш е н и и ско-
рости включения предшественников по 
мере физиологического роста [1 | . Изо-
11 роте рено л в ыз ы в а л и е тол ько кол и -
чественные изменения белков (подав-
ление синтеза), но и значительные ка-
чественные с д в и г и в ф р а к ц и о н н о м 
сп ектр е б ел ков. Наи бол ее в ы р а жен-
н ы е ка ч ествен ны е сд в и г и и а б л юд а л и 
у 3-месячных крыс, менее выражен-
ные— у 1- и 6-месячных. Так, у ме-
сячных животных наряду с усилением 
удельной радиоактивности тотального 
белка внутренних мембран выявлено 
п р и м е р н о р а в н о м е р н о е р а с п р е д е л е н и е 
метки по всем трем условным группам 
белков с незначительным превалиро-
ванием в низкомолекулярной группе: 
32,4; 32,4 и 35,2 % соответственно 
(рис. 1). Интересен факт исчезнове-
ния 2 фракций из группы высокомоле-
кулярных белков, 1 из среднемолеку-
лярной и 3 из низкомолекулярной 
групп 3-месячных крыс. При этом мет-
ка между группами белков распреде-
лялась следующим образом: 51,1 % -
высокомолекулярная, 32,9 — среднемо-
лекулярная и 19,9%—низкомолеку-
лярная (рис. 2). Следует отметить, 
что столь выраженное повышение то-
тальной радиоактивности группы вы-
с о ко м о л е к у л я р н ы х б ел ко в было о б у -
словлено первой фракцией, которая 
составляла 32,8% от общей радиоак-
тивности. У 6-месячных крыс количе-
ство фракций восстанавливалось до 
23, при этом наибольшей радиоактив-
ностью обладал а высокомолекулярна я 
группа белков (рис. 3). Следователь-
но, если изопротеренол не влиял су-
щественным образом на фракционный 
соста в белко в внутренней м е м б ран ы. 

Рис. 2. Распределение радиоактивности между 
белковыми фракциями (1 —18; ось ординат) 
внутренних мембран митохондрий миокарда1 

3-месячных крыс. 
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3 6 9 12 15% 

Рис. 3. Распределение радиоактивности между 
белковыми фракциями (1—23; ось ординат) 
внутренних мембран митохондрий миокарда 

6-месячных крыс. 

1-месячных крыс, то у 3- и 6-месячных 
животных зарегистрирована высокая 
радиоактивность высокомолекулярной 
(100 кДа) фракции. По всей вероят-
ности, в этих случаях мы имеем дело 
с процессом агрегации продуктов про-
теолитического расщепления, но не с 
усилением скорости синтеза первой 
фракции. Его доля в общем количе-
стве белка внутренних мембран изме-
нялась по ходу развития с 5 % (у ме-
сячных) до 32 и 14 % соответственно 
у 3- и 6-месячных животных. 

Таким образом, хотя тяжесть по-
вреждения миокарда изопротеренолом 
у животных разных возрастных групп 
была примерно одинаковой, следовая 
реакция митохондрий кардиомиоцитов 
оказалась неоднозначной. У 1-месяч-
ных крыс интенсивность синтеза белка 
внешних мембран митохондрий под 
влиянием препарата не претерпевала 
существенных изменений; но замеча-
лось резкое усиление включения мет-
ки в белки внутренней мембраны ми-
тохондрий. Полученные нами данные 
об усилении интенсивности синтеза 
белка внутренней мембраны 1-месяч-
ных крыс под влиянием изопротерено-
ла согласуются с результатами, кото-
рые объясняют эффект изопротереио-
ла на синтез белка снижением кон-
центрации микроэргов в митохондриях 
в результате разобщения окисления и 
фосфорилирования, вызванных препа-
ратом [201. По всей вероятности, уси-
лением интенсивности синтеза белка 
внутренних мембран митохондрий 
можно объяснить высокую резистент-
ность сердца животных данной воз-
растной группы к повреждающему 
влиянию изопротереиола. Самоограни-

чение интенсивности адреиергического 
эффекта в сердце 1-месячных крыс, 
возможно, обусловлено особенностями 
метаболизма, в частности большим ре-
зервом пластичности на данном этапе 
р а з в и т и я. Скорость в к л ю ч е н и я мет к и 
во многом зависит от пула аминокис-
лот, ферментов, катализирующих об-
разование пептидной связи, и ряда 
д р у г и х факторов. П о стт р а и с л я ц и о и -
ный транспорт белков находится в за-
висимости от степени энергизации ми-
тохондрий [18], которая, по-видимому, 
особенно высока у 1-месячных жи-
вотных. 

С н и ж ение удел ь и ой ра д и о а кт ив но-
сти белков внутренней мембраны ми-
тохондрий сердечной мышцы 3- и 6-ме-
сячных крыс по сравнению с таковой 
у интактных животных обусловлено 
не только уменьшением скорости син-
теза, но и, по-видимому, увеличением 
скорости их деградации. Известно, что 
скорость синтеза и деградации белков 
в физиологических условиях находит-
ся в динамическом равновесии [17]. 
Под воздействием изопротереиола это 
равновесие может сместиться в ту или 
иную сторону. При этом важная роль 
отводится размерам белковых моле-
кул, которые могут существенно изме-
нять скорость катаболизма [8]. 

В реализации эффекта катехолами-
нов на сердце большое значение при-
дается кальциевой триаде: нарушение 
расслабления миофибри л л, а к т и в а ц и я 
фосфолипаз и протеаз, нарушение 
окисления и фосфорилирования в обо-
гащенных Са21' митохондриях [4]. Ре-
зультаты проведенных нами ранее ис-
следований свидетельствуют о наруше-
нии функции кальциевого насоса и 
значительном накоплении Са21" (повы-
шении его уровня на 9 3 % ) в сарко-
плазматическом ретикулуме миокарда 
под влиянием изопротереиола [10]. 
Повреждение митохондриальных мем-
бран изопротеренолом обусловлено не 
только активацией липолиза и протео-
лиза, но и, как показали наши дан-
ные, нарушением скорости синтеза и 
фракционного состава белка матрик-
са и мембран митохондрий. 

Исходя из изложенного, можно за-
ключить, что в механизмах проявле-
ния чрезмерного эффекта изопротере-
иола имеет значение фоновое состоя-
ние метаболизма миокарда, в частно-
сти его возрастные особенности. Наи-
более эффективно механизмы самоза-
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щиты миокарда от влияния избыточ-
ных количеств изопротеренола функ-
ционируют у I-месячных крыс, менее 
эффективно — у 6-месячных и слабо — 
у 3-месячных. 
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SYNTHESIS OF MITOCHONDRIAL PRO-
TEINS IN ISOPROTERENOL-DERIVED NEC-

ROSIS OF RAT MYOCARDIUM 

G. A. Kevorkian, A. S. Kcmanyan, L. О Voska-
nian 

Inst i tu te of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Armenian SSR, Insti tute for Pos tg ra -

duate Tra in ing of Physicians, Yerevan 

A rate of l 4C-amino acids incorporation into 
mitochondrial proteins was studied dur ing nec-
rosis of myocardium developed after intraperi-
toneal injection of (—) isoproterenol to I-, 3-
and 6 months old rats. The rate of label in-
corporation into the outer membranes fraction 
was decreased in all the age groups studied, 
whereas incorporation of the label into the 
fraction of inner membranes was increased in 
myocardium of 1 month old ra t s and decreased 
in other age groups. Proteins of mitochondrial 
inner membrane were fract ionated by means of 
electrophoresis in 10 % polyacrylamide gel. In 
the group of 3 months old animals 23 fract ions 
were detected, while only 18 fract ions were 
found in I- and 6 months old rats 
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В Ы Д Е Л Е Н И Е А 2 - М А К Р О Г Л О Б У Л И Н А П Л А З М Ы 
К Р О В И Ч Е Л О В Е К А К О М Б И Н А Ц И Е Й М Е Т О Д О В 

Г 1 С Е В Д О Л И Г А Н Д Н О Й А Ф Ф И Н Н О Й Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И 
И Г Е Л Ь - Ф И Л Ь Т Р А Ц И И 

Институт экспериментальной и клинической медицины Минздрава Эстонской ССР, Тал-
линн 

«2-Макроглобулин ((Х2-МГ) плазмы 
крови является ингибитором протеаз 
с широким спектром действия [5]. 
Для изучения физиологической роли 
(Х2-МГ важное значение имеет выде-
ление его в чистом виде в нативной 
форме. Методы выделения (Х2-МГ име-
ют недостатки: множество этапов и 
низкий выход [9, 10], инактивация 
препарата [11], необходимость при-

менения дефицитного иммуносорбента 
[3], использования плазмы крови с 
фенотипом гаптоглобинов 1—1 [12]. 
Применение псевдолигандной аффин-
ной хроматографии на Цибакрон голу-
бой агарозе имеет большие потенци-
альные возможности для разделения 
белков крови [7]. Такой метод выде-
ления (х2-МГ достаточно прост и по-
зволяет избавиться от главных при-
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