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S P E C I F I C P R O P E R T I E S OF L I P I D PERO-
XIDATION IN ALCOHOL INTOXICATION 

L. N. Ovchinnikova, V. Z. Gor/dn 

All-Union Research Centre of Medico-Biological 
Problems in Narcology, Inst i tu te of Biological 
and Medical Chemistry, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow 

Content of malonic dialdehyde and dynamics 
of its accumulation in ascorbate-dependent lipid 
peroxidation (LP) , content of diene conjugates , 
lipid hydroperoxides and lipofuscine-like pig-
ments as well as activity of ant ioxidant enzy-
mes (superoxide dismutase, g luta thions peroxi-
dase and gluta thine t ransferase) were studied 
in homogenates of liver, lung, heart and kidney 
tissues of persons suf fer ing from chronic alco-
holism dur ing life-time, of persons lost from 
acute alcohol intoxication as well as of persons 
not abusing with alcohol dur ing life-time and 
lost from accidents (control). In chronic alco-
holism the rate of ascorbate-dependent LP was 
distinctly increased in liver t issue as compared 
with controls or with acute mortal alcohol in-
toxication, while the rate of the pat terns studied 
was increased in lung t issue of the latter group 
of patients. At the same time, increase in con-
tent of lipofuscine-like pigments and a decrease 
in the activity of antioxidant enzymes s tudied 
were noted. 
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Многочисленными клиническими и 
экспериментальными исследованиями 
убедительно показана роль повышен-
ных концентраций липопротеидов низ-
кой плотности (ЛПНП) в крови как 
риск-фактора атеросклероза и их зна-
чение в формировании белково-липид-
ных образований при атерогенезе 
[2, 6, 8]. В настоящее время выясне-
ны важнейшие клеточные проявления 
атеросклероза, расшифрованы некото-
рые механизмы цитогенеза бляшки, 
открыты рецепторы для липопротеи-
дов [3, 12, 19]. 

Вместе с тем детальные механизмы 
воздействия ЛПНП на сосудистую 

стенку остаются неясными. Результа-
ты клинических и патоморфологиче-
ских наблюдений свидетельствуют о 
том, что нет простой однозначной за-
висимости между нарушениями в об-
мене липопротеидов и пенетраитно-
стыо и экспрессивностью атеросклеро-
тических поражений [1, 4 | . В связи с 
этим встает вопрос о причинах ате-
рогенности ЛПНП, путях транспорта 
ЛПНП в сосудистую стенку и их ка-
таболизме. Однако, если изучению 
взаимосвязи между структурными осо-
бенностями ЛПНП (нативные и моди-
фицированные формы) и их атероген-
ностью, как и транспорту ЛПНП в. 
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клетку, уделялось исключительно при-
ста льное в н и мание и сследо вател е й 
[4, 5, 9, 13], то существующие пред-
ставления о механизме внутриклеточ-
ного катаболизма ЛПНП далеко не 
полные. Имеющиеся сведения дают 
основание считать, что деградация ли-
попротеидов связана в основном с ли-
зосомальным аппаратом клетки. Так, 
в н у т р и в е н н о е в в е д е н и е к р ы сам л и з о -
сомотропного препарата хлорокуина 
или включение его в культуру фибро-
бластов кожи человека, гепатоцитов 
кроликов или перитонеальных макро-
фагов мыши снижало скорость дегра-
дации ЛПНП [15, 22], а также влия-
ло на интенсивность внутрилизосо-
мального протеолиза и активность кис-
лых гликозидаз [17, 18]. Учитывая, 
что л и зосом а л ь н ы й а п п а р а т к л ет к и 
представляет собой многокомпонент-
ную динамичную систему, в настоя-
щей работе мы поставили задачу изу-
чить роль гетерофагической функции 
лизосом в процессе атерогенеза с ис-
пользованием индуктора гетеро- и 
а у тоф а гоцитоз а — г л ю к а го на [7] и и н -
г и б и то р а межмембра н н ы х вз а и м оде й -
ствий — конканавалина А (КоиА) [16, 
18]. 

М е т о д и к а 

Клетки субэидотелиальной интимы аорты 
человека получали из свежего аутопсииного 
материала, взятого через 2 3 ч после вне-
запной смерти. Клетки выделяли диспергиро-
ванием атеросклеротической бляшки или не-
пораженных участков интимы 0,15% колла-
геиазой (тип IV, «Sigma», США) в течение 3— 
4 ч и с а ж а л и в 24-ячеечные культуральные 
пластинки (плотность посадки 2• 104 клеток-
па I см3, эффективность посадки 50—60%) . 
Клетки культивировали в среде 199, содержа-
щей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 
100 ЕД/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина. 2,5 мкг/мл фунгизоиа, 2 мМ L-глута-
мппа (Gibco, Великобритания) . На 2-й день 
культивирования в культуру клеток добав-
ляли 20% атерогенную сыворотку (400 мкл 
среды п 100 мкл исходной сыворотки) , полу-
ченную от больных ишемической болезиыо 
сердца (ИБС) [14, 21), глюкагон и 3Н-тими-
дпн (1 мкКи/мл) . В случае КопА через 12 ч 
после его введения клетки трижды промыва-
ли средой и вводили 20% атерогенную сыво-
ротку, нативиые или ацетилированные Л П Н П . 
Выделение Л П Н П из плазмы крови здоровых 
доноров проводили по методу [11| с после-
дующим ацетилироваиием с использованием 
уксусного ангидрида [10]. 

Через 24 ч клетки трижды промывали изо-
топическим фосфатным буфером ( P B S ) и 
экстрагировали клеточные липиды смесью 
гсксаи - изопропаиол (3:2 объем/объем) . 
В полученном экстракте определяли содержа-
ние холестерина с помощью набора «Boehrin-

ger Manheim» ( Ф Р Г ) , содержание белка и 
степень включения 3Н-тимидина [20, 21]. Пе-
ритонеальиые макрофаги получали от нести-
мулироваппых мышей линии BALB/c и поме-
шали в культуральные ячейки (диаметр ячей-
ки 16 мм, плотность посадки 2 - Ю 5 клеток на 
ячейку) в среде 199, содержащей антибиотики 
и 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
[12]. После инкубации в течение 4 ч культу-
ры промывали 3 —5 раз средой 199 без сыво-
ротки для удаления иеприкрепившихся клеток. 
В дальнейшем макрофаги инкубировали 12 
или 24 ч, вводя в культуральиую среду в за-
висимости от характера эксперимента атеро-
генную сыворотку, Л П Н П , глюкагон или 
КоиА. По окончании инкубации макрофаги 
3 раза промывали PBS, 2 раза - PBS, содер-
жащим 0,2% бычьего сывороточного альбу-
мина, и вновь 3 раза PBS , после чего опреде-
ляли в них содержание холестерина. Жизне-
способность клеток оценивали по выведению 
трипа нового синего. 

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

Введение в культуру макрофагов 
атерогенной сыворотки через 12 и 24 ч 
вызывало значительное накопление в 
них холестерина — соответственно до 
122,54=11,0 и 150,04=13,6 мкг на 1 мг 
белка. Включение в среду на этом фо-

Влияние глюкагона и КонА на накопление хо-
лестерина (в мкг на 1 мг белка) в перито-
неальных макрофагах мыши при введении в 
культуру атерогенной сыворотки, нативиых и 

ацетилированных ЛПН11. 
а: У — 20 % делипидированная сыворотка здорового 
донора, инкубация 12 ч; 2 — то же, инкубация 24 ч; 
3 — 20% атерогенная сыворотка больного ИВС. ин-
кубация 12 ч; 4 — то же, инкубация 24 ч; 5 —- 20 % 
атерогенная сыворотка больных ИБС-I-глюка гон 
(5-10-" М), инкубация 12 ч; 6 — то же, инкубация 
24 ч. б: 1 — 20% делипидированная сыворотка здо-
рового донора; 2 -• 20 % атерогенная сыворотка боль-
нога И1>С; 3 - • то же (КонА (5- 1 0 М ) ; '/ то же • 
+ КонА (10- 8 М); 5 — то ж е + К о н А (5-10-йМ). в: I 
контроль; 2 — нативиые Л П Н П (0,12 мг б е л к а / м л ) ; 
3 — ацетилированные Л П Н П (0,09 мг белка /мл) ; 4 
иативные Л П Ы П + КонА ( Ю - 7 М); 5 — ацетилирован-

ные Л П Н П + КонА ( Ю - 7 М). 
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Т а б л и ц а 1 

Влияние глюкагона на содержание холестери 
на и пролиферацию атеросклеротических кле-

ток интимы аорты человека (Mztm) 

Условия экспе-
римента 

Содержание хо-
лестерина. мкг 
на 1 мг белка 

Включение 
8 Н-ти ми ди-
на , ими на 
1 мкг белка 

К о н т р о л ь 2 8 5 , 6 ± 2 0 , 7 1 2 5 , 6 ± 1 1 ,7 

Г л ю к а г о н , М: 
5 -10~ 0 2 6 6 , 8 ± 2 4 , 3 1 1 0 , 6 z h 1 0 , 8 
10"5 190,7=Ь20,5* 1 0 0 , 2 ± 12,7 
5 • 10~Г) 1 4 9 , 9 ± 2 1 , 6 * 8 8 , 0 ± 7 , 0 * 
ю - 4 

1 3 0 , 7 ± 16,7* 8 0 , 1 ± 6 , 2 * 
5-10—4 144 , 7 ± 2 1 ,0:,: 8 6 , 6 ± 8 , 0 * 

П р и м е ч а н и е. П р е д с т а в л е н ы средние 
д а н н ы е 8 опытов . Здесь и в табл . 2 и 3 звез-
д о ч к а — р < 0 , 0 5 . 

не глюкагона сопровождалось спустя 
12 ч снижением интенсивности накоп-
ления холестерина на 34% (/?<(),05), 
тогда как через 24 ч подобного эф-
фекта не наблюдалось (см. рисунок). 
При со ч ет а и н ом в в е д е н и и р а з л и ч н ы х 
кол и честв г л юкагона и атерогениой 
сыворотки в культуру атеросклероти-
ческих клеток интимы удалось обна-
ружить, что в диапазоне концентра-
ций 10 5—5• 10 4 М глюкагон практи-
чески в 2 раза снижал накопление 
внутриклеточного холестерина, а так-
же степень включения 3Н-тммидииа на 
30—34 % (табл. 1). 

В экспериментах с КонА, выполнен-
ных на культуре макрофагов, удалось 
показать потенцирующее действие это-
го препарата на внутриклеточное на-
копление холестерина. Так, предвари-
тельное введение КонА с последую-
щим включением в культуру клеток 
атерогениой сыворотки вызывало уве-
ли ч е и и е содержания хо лестер и на в 
макрофагах в 4—5 раз. Подобная за-
кономерность, но выраженная в не-
сколько меньшей степени, была выяв-
лена и в экспериментах с клетками 
интимы аорты человека. В этом слу-
чае введение КонА в культуру в воз-
растающих концентрациях от К)7 до 
5-10 6 М вызывало прямо пропорцио-
н а л ь мое у в е л и ч е н и е соде р ж а и и я в 
клетках холестерина: от 56 до 204 %. 
Одновременно с этим в диапазоне кон-
центраций КонА 5- 10 7—5-10 0 М бы-
ло обнаружено увеличение пролифе-
рирующей активности клеток на 42— 
51 % (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2 

Влияние КонА на накопление холестерина и 
пролиферацию нормальных клеток интимы 

аорты человека (Mdz/n) 

Содержание Включение 
Условия экспери- холестерина, 3 Н -гимн дина. 

мента мкг на 1 мг ими на 1 мкг 
белка белка 

Д е л и п иди р о в а и н а я 
с ы в о р о т к а 65 ,7=Ь7 ,8 6 2 , 0 ± 6 , 6 

А тер o re и н а я сы-
в о р о т к а 1 3 5 , 6 = Ы 4 , 4 1 3 0 , 6 ± 1 1 ,5 

А т е р о г е н н а я сыво-
р о т к а К о н А , 
М: 
5 - Ю - 8 1 6 0 , 0 ± 17,7 149, 0 ± 11 ,5 

ю - 7 
211,6=1=16,6* 160 , l=h 19,7 

5 - Ю - 7 244 ,0=h26 ,7* 1 8 6 , 0 ± 15,6* 
4 0 1 , 5 ± 5 5 , 0 * 1 9 7 , 7 ± 2 0 , 1 * 

5- 1 0 - ° 4 1 2 , 5 ± 3 8 , 0 : , ! 1 8 8 , 9 ± 15,6* 

П р и м е м а н и е. П р е д с т а в л е н ы средние 
д а н н ы е 10 опытов. 

П р и в л ека ют в и и м а н и е р ез у л ьт а ты 
изучения действия КонА на поглоще-
ние макрофагами и клетками интимы 
нативных и ацетилироваиных Л П I Щ 
(см. рисунок, табл. 2). Хотя степень 
включения ацетилироваиных ЛПНП в 
отсутствие КонА была почти в 2 раза 
выше включения нативных ЛПНП, 
КонА незначительно влиял на интен-
сивность накопления холестерина в 
макрофагах в зависимости от вида 
вводимых ЛПНП. Если для нативных 
ЛПНП практически не было обнару-
жено различий в степени включения 

Т а б л и ц а 3 

Влияние КонА на накопление холестерина и 
п рол и фер а ц и ю с убэ н до тел и а л ьи ы х к л его к, 
культивируемых из непораженной интимы 
аорты человека при действии нативных ЛПНП 

и ацетилироваиных ЛПНП 

Условия экспе-
римента 

Содержание 
холестерина, 
мкг на 1 мг 

белка 

Включение 
3 Н-тимидина , 
имп на 1 мкг 

белка 

К о н т р о л ь 51 ,6=Ь4,5 7 7 , 0 ± 6 , 5 

Н ати в н ые Л П Ы И 
(0,31 мг бел-
к а / м л ) 

А ц е т и л и р о в а н н ы е 
Л П Н П (0,25 мг 
б е л к а / м л ) 

Н а т и в н ы е Л П Н П + 
К о н А (5- 1 0 - 7 М ) 

А ц е т и л и р о в а н н ы е 
Л П Н П + К о н А 
( 5 - Ю - 7 М) 

» 

58,0=±=5,1 

1 3 9 , 6 ± 11,2* 

6 6 , 0 ± 7 , 8 

1 8 9 , 6 ± 11 ,7* 

8 2 , 0 ± 9 , 6 

122 ,0dz11 ,2* 

9 0 , 1 = Ы 0 , 0 

148 ,74=8,0* 
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в макрофаги как в отсутствие, так и 
в присутствии Коп А, то для ацетили-
роваиных ЛПНП в сочетании с ним 
показана тенденция к увеличению со-
держания в клетках холестерина. В то 
же время введение ацетилированных 
ЛПНП в сочетании с КоиА в культу-
ру клеток интимы аорты на 36 % ( р < 
<0,01) увеличивало содержание вну-
триклеточного холестерина по сравне-
нию с клетками, в культуру которых 
вводили только ацетилированные 
ЛПНП, и в 2,9 раза — по сравнению 
с нативными ЛПНП, введенными сов-
местно с лектином. Аналогичным об-
разом изменялась и скорость включе-
ния 3Н-тимидина в ДНК — на 22% 
(р<0,05) и 65 % (/?<(),01). 

П олученные резул ьтаты поз воля ют 
считать, что, во-первых, лизосомаль-
ны й аппарат клеток интимы участвует 
в процессе атерогенеза, что может 
реализоваться на стадии нарушения 
функции гетерофагоцитоза и на этапе 
образования вторичных лизосом. Во-
вторых, незначител ьна я доступ ность 
нативных ЛПНП к г е т е р о ф а г о ц и т о з у 
по сравнению с ацетил и ров а иными 
формами свидетельствует о том, что 
определенная ст р у к т у р на я м о д и ф и к а-
ция этого класса липопротеидов — не-
обходимое условие проявления их ате-
рогенн ы х с войств. 
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E F F E C T O F G L U C A G O N AND CONCANAVA-
LINK A ON A C C U M U L A T I O N O F C H O L E S -
TEROL IN M I C E P E R I T O N E A L MACROPHA-
G E S AND H U M A N AORTA INTIMA C E L L S 

A. V. Vasil'ev, Li Kliva Ren, A. N. Orekhov, 
В. B. Terlov, V. A. Tutel'yan 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Glucagon and concanava l ine A were admi-
nistered into cell cul tures of mice peri toneal 
mac rophages and human int ima aor ta s imul ta-
neously with a the rogenous blood serum, obtai-
ned f rom pat ients with ischemic hear t disease, 
or with acetylated and na t ive low densi ty lipo-
proteins. Their effect was diss imilar : g lucagon 
decreased accumulat ion of in t racel lu lar choleste-
rol and the ra te of 3 H-thymid ine incorporat ion 
into these cells, while concanava l ine A increa-
sed the po t te rns s tudied. Cellular lysosomes ap-
pear to par t ic ipate in a therogenesis , these re-
sul ts sugges t tha t r egu la t ion of lysosomal ap-
pa ra tus m a y occur at the step of secondary ly-
sosomes format ion . 


