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СИСТЕМА АМИНОКСИДАЗ: СОВРЕМЕННЫЕ 
Д О С Т И Ж Е Н И Я В ИССЛЕДОВАНИЯХ ПРИРО-
ДЫ, Ф У Н К Ц И Й И ИХ НАРУШЕНИЙ 

Институт биологической и медицинской химии РАМН, Москва 

За последние годы в области биохимии аминов 
важное место заняли исследования природы 
компонентов биологической системы аминокси-
даз (АО): флавинсодержащих моноаминокси-
даз (МАО), медьзависимых диаминоксидаз 
(ДАО) и АО плазмы крови и семикарбазидчув-
ствительных тканевых АО, а также природных 
модуляторов свойств этих ферментов в норме и при 
патологических состояниях [9, 22, 91] . 

Особенно важны клонирование комплементар-
ных Д Н К , соответствующих МАО типа А [изби-
рательно блокируемых хлоргилином (1Ч-(2,4-ди-
хлорфенокси) пропил - N - метил - 2 - пропинил-
амин• HCI) и предпочтительно катализирующих 
деза минирование физиологических концентраций 
серотонина или норадреналина] или МАО типа Б 
[избирательно блокируемых депренилом (N-фе-
нилизопропил-1\1-метил-2-пропиниламид • HCI) и 
предпочтительно катализирующих дезаминирова-
ние низких концентраций 2-фенилэтиламина 
(ФЭА) или бензиламина] [31, 38, 56, 57, 62] . 
Эти выдающиеся работы однозначно решили 
вопрос о множественности флавинсодержащих 
МАО, которые оказались различающимися по 
первичной структуре белками [31], биосинтез 
которых кодируют разные гены [56]. 

Доказано , что синтезируемые в цитоплаз-
матических полисомах молекулы МАО включают-
ся в митохондриальные мембраны при участии 
76-членного полипептида убиквитина |102, 104]. 
В тканях млекопитающих МАО-А и МАО-Б 
локализованы в различных клетках [31, 47]. Свой-
ство претерпевать инициируемое частичным окис-
лением тиоловых групп качественное модифици-
рование (трансформацию) каталитической ак-
тивности с появлением способности катализи-
ровать дезаминирование таких не относящихся 
к числу субстратов АО азотистых соедине-
ний, как глюкозамин или у-аминомасляная 
кислота [8, 52] , принадлежит именно МАО-А. 

Установлена роль МАО в метаболизме 1-ме-
тил-4-фен ил- 1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТИ) 
и других нейротоксических производных пири-
дина [49, 58] , что привело к разработке наилуч-
шей экспериментальной модели болезни Паркин-
сона. Доказано , что при шизофрении наруше-

на обратимость [53] модифицирования свойств 
МАО-А мозга человека [52]. 

Д о к а з а н а эффективность и безопасность ин-
гибиторов МАО в геронтопсихофармакологии 
[16], с чем связано ускорение изысканий обра-

тимых избирательных ингибиторов МАО [15], 
среди которых наиболее известны в настоя-
щее время |78] моклобемид [RO 11-1161; я-хлор-
N- (2-морфолиноэтил) бензамид] и брофаромин 
[GCP 11305; 4- [5-метокси-7-бром-бензофура-
нил-2) пиперидин]. 

Существенные достижения в изучении медь-
зависимых Д А О и АО тканей или плазмы крови 
связаны с открытием в их составе кофермента 
пирролохинолинхинона (метоксатии) [45]. Дока-
зано участие медьзависимых АО в регуляции 
процессов роста и деления клеток, иммунного 
ответа организма, аллергических и воспалитель-
ных реакций [27]. 

Ранее не известные данные получены в ис-
следованиях природных факторов регуляции 
свойств АО |22] . Так, важный компонент эндо-
генного ингибитора МАО трибулина [47] был 
идентифицирован с индол-2,3-дионом (иза-
тин) [50]. 

Результаты таких исследований часто стано-
вятся основой для разработки новых диагности-
ческих подходов [24] и новых лекарственных 
средств [17, 18, 76] . 

Целью настоящей статьи является обсуждение 
не рассмотренных в предшествующих обзорных 
работах [9, 52] медико-биологических направ-
лений этих исследований. 

МАО. По современным представлениям [95 | , 
МАО-А плаценты человека состоит из двух 
субъединиц с мол. м. по 65 кДа к а ж д а я , МАО-Б 
печени быка состоит из двух субъединиц с мол. м. 
по 57 кДа к а ж д а я . Остаток ФАД связан с цистеи-
ном полипептидных цепей, составляющих каж-
дую из субъединиц молекул обоих ферментов. 
Так, наблюдали ковалентное присоединение фла-
вина (при помощи механизма аутофлавинации) 
к остатку цистеина апофермента МАО-А (фер-
ментный препарат получали, используя компле-
ментарную Д Н К , соответствующую МАО-А печени 
человека, с последующим экспрессированием 
в клетках д р о ж ж е й ) [96]. Свойства флавин-
содержащих МАО существенно изменяются 
при модифицировании липидных компонентов 
биомембран (например, при введении в организм 
антиоксидантов) [19]. На активность МАО влия-
ют также остатки сиаловых кислот гликоли-
пидов мембранного микроокружения МАО; обра-
ботка нейраминидазой митохондриальных фрак-
ций из лимфоцитов и гранулоцитов крови 
свиньи подавляла активность МАО-Б [32]. 

При помощи 3 Н-паргилина, специфически 
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блокирующего каталитические центры МАО, 
показано, что содержание МАО-А в плаценте 
человека равно 3,9 пмоль/мг белка, содержа-
ние МАО-Б в тромбоцитарных мембранах 
человека равно 5,7 пмоль/мг белка, тогда как 
содержание обоих изоферментов МАО в коре 
и хвостатом ядре мозга человека не превы-
шает 1,6 -2 пмоль/мг белка [71]. Иммунохими-
ческими методами показано, что в крови чело-
века содержится 0,33 мкг МАО-Б на 10й тромбо-
цитов, что соответствует 16 500 молекулам 
МАО-Б на 1 тромбоцит |99]. 

Полностью расшифрована первичная структу-
ра МАО-А и МАО-Б [31, 48, 56, 57, 62]. Отмечены 
различия в первичной структуре МАО-А и МАО-Б, 
а также генов, кодирующих биосинтез этих фер-
ментов [38]. Структурный ген МАО-А локализо-
ван на Х-хромосоме человека [56]. Делении 
в этом локусе сопровождаются аномалиями 
развития мозга, хотя поражаемые в таких слу-
чаях гены не были идентичны генам, участвую-
щим в биосинтезе МАО [87]. 

Относительно высокое (по сравнению с другими 
тканями) содержание мРНК, участвующих в био-
синтезе МАО-А и МАО-Б, отмечено в тканях 
тонкой кишки [54| . 

Все белки, полученные путем экспрессии в 
клетках млекопитающих комплементарных ДНК, 
соответствующих МАО-А и МАО-Б человека, 
обнаруживали аминоксидазную активность [62]. 
Первичная структура МАО-А или МАО-Б из од-
ного органа животных разных видов характе-
ризуется большим сходством, чем первичная 
структура МАО-А и МАО-Б из одного биологи-
ческого объекта. Так, полипептидная цепь каж-
дой из субъединиц МАО-Б печени крыс, состоящая 
из 520 аминокислотных остатков, на 88 % совпа-
дает с последовательностью аминокислот в 
МАО-Б печени человека [57]. В области С-конца 
полипептидных цепей субъединиц МАО локализо-
ван остаток цистеина, участвующий в ковалент-
ном связывании с ФАД [56, 57]. В области 
N-концов полипептидных цепей МАО имеется до-
мен, связывающий фосфатные эфиры аденози-
на [56], что характерно и для других ФАД-со-
держащих ферментов. В условиях инициируе-
мых окислением тиоловых групп МАО модифи-
каций свойств МАО [52] способность этих фер-
ментов взаимодействовать с фосфатными эфи-
рами аденозина (АМФ, АДФ) резко возрастает 
и сопровождается дезаминированием фосфатных 
эфиров аденозина, протекающим по уравнению 
гидролитической реакции [8, 28, 52]. На поверх-
ности МАО обнаружено 5 гидрофобных локу-
сов, участвующих во взаимодействиях с био-
мембранами [57]. 

Биосинтез МАО печени крысы осуществляется 
во фракции свободных (но не связанных с мембра-
нами) полисом [81]. В системе, содержавшей 
лизат ретикулоцитов крови кролика и мРНК раз-
личных фракций полисом печени крысы, синте-
зированные МАО по величинам молекулярной 
массы идентичны МАО наружных мембран мито-
хондрий печени крысы. Синтезированные во 
фракции цитоплазматических полисом молекулы 
МАО, не подвергаясь процессингу, связанному 
с действием протеиназ |57], транспортируются 
при участии требующего затраты энергии про-
I 

цесса в наружные мембраны митохондрий пече-
ни крысы, где имеются центры, вовлекаемые 
в соответствующие специфические белок-белковые 
взаимодействия. 

В быстрорастущих тканях (плацента), где ин-
тенсивность биосинтеза белков особенно высока, 
скорость синтеза МАО может превышать скорость 
ее включения в митохондриальную мембрану; 
при этом содержание МАО в микросомальной 
фракции и в цитозоле могло бы становиться 
относительно высоким по сравнению с содержа-
нием МАО во фракции митохондрий. В плацен-
те человека отмечено относительно высокое со-
держание растворимой МАО в цитозоле; по 
молекулярной массе (61 кДа) эта растворимая 
МАО почти не отличалась от мембранно-связан-
ных митохондриальной и микросомальной МАО 
(62 и 61 кДа соответственно) [14], но осо-
бенности каталитических свойств этих форм МАО 
не были идентичны. Так, растворимая цито-
плазматическая МАО плаценты человека взаи-
модействовала с избирательным ингибитором 
МАО-А [N- (о-хлорфеноксоэтил) -циклопропил-
амин; Лилли 516411 обратимо (даже после преин-
кубации в течение 3 ч при 37 °С, тогда как 
мембранно-связанные МАО с этим ингибитором 
взаимодействовали необратимо [52]; обладала 
по сравнению с мембранно-связанными МАО 
более низким сродством к субстратам (в 4—5 раз 
для серотонина и в 7—8 раз для ФЭА); требова-
ла для насыщения каталитических центров серо-
тонином в 5 раз более высокой его концентрации, 
чем мембранно-связанные МАО. Множественные 
формы МАО быстрорастущих тканей, возможно, 
представляют собой продукты незавершенного 
биосинтеза МАО. 

Синтезированная в бесклеточной системе, со-
державшей лизат ретикулоцитов кролика и 
поли (А) 4 РНК печени быка, МАО-Б включалась 
в митохондрии (или их наружные мембраны) 
печени крысы |102 | . Д л я связывания синтези-
рованной МАО с митохондриальными мембра-
нами АТФ не ' требовался, но для включения 
МАО-Б в мембраны АТФ необходим. Обработка 
трипсином митохондриальных мембран печени 
крысы предотвращала включение (но не связы-
вание!) МАО-Б в мембраны, что указывало 
на участие в этом процессе фактора пептид-
ной природы. Этот фактор был идентифици-
рован с убиквитином (состоящий из 76 амино-
кислотных остатков полипептид, способный к уча-
стию в ферментативной конъюгации с белка-
ми) [104]. Обрабатывая лизат ретикулоцитов 
антителами к убиквитину, можно снизить его 
содержание в системе, что предотвращало вклю-
чение МАО-Б в мембраны; добавление в про-
бы убиквитина возвращало (в присутствии 
АТФ) включение МАО в мембраны к исходно-
му уровню. Мутантные формы убиквитина, не спо-
собные участвовать в АТФ-зависимом фермента-
тивном его конъюгировании с белками, не об-
ладают свойством участвовать в процессе вклю-
чения МАО в биомембраны. Синтезированная 
в бесклеточной системе МАО-А человека связы-
вается и включается в митохондриальные мембра-
ны печени крысы [103]. Истощение запасов эндо-
генного АТФ (при помощи апиразы, КФ 3.6.1.5; 
АТФ-дифосфогидролаза) или убиквитина (при 
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помощи очищенных антител к этому полипепти-
ду) не влияло на связывание МАО-А, но пред-
отвращало включение этого фермента в мемб-
раны. Очевидно, каталитически полноценная 
конформация МАО-А формируется в процессе 
связывания с мембранами, причем этот процесс 
предшествует АТФ- и убиквитинзависимому 
включению МАО-А в мембраны. Синтезирован-
ная в бесклеточной системе трансляции МАО-А 
не катализировала самоалкилирование в пробах 
с ферментактивируемым ингибитором хлоргили-
ном в отсутствие митохондрий, но алкилирование 
фермента осуществлялось в присутствии МАО-А, 
включенной в мембраны или связанной с ни-
ми (в условиях дефицита АТФ). Взаимодей-
ствие хлоргилина (или паргилина) с МАО-А, 
связанной с мембранами при дефиците АТФ, 
предотвращало включение МАО-А в мембраны 
при возвращении содержания АТФ в пробах 
к исходному уровню [103]. 

В микросомальной фракции гомогената пече-
ни крысы имеются ингибируемые хлоргилином 
и депренилом флавинсодержащие МАО, состав-
ляющие до 80 % от общей активности АО фрак-
ции (субстрат: бензиламин) [51| ; остаточная ак-
тивность АО соответствовала доле ингибируе-
мой семикарбазидом активности АО микросо-
мальной фракции. В митохондриальной фрак-
ции гомогената печени крысы соотношение 
флавинсодержащих и семикарбазидчувствитель-
ных АО составляло соответственно 95 и 5 % от 
общей активности АО. Можно допустить, что оста-
точная семикарбазидчувствительная активность 
АО микросомальной фракции зависит от наличия 
продуктов незавершенного биосинтеза МАО. Судя 
по чувствительности к действию ингибиторов, 
такая незрелая МАО могла бы иметь свойства 
МАО, модифицированной путем частичного окис-
ления тиоловых групп [52]; можно ожидать 
наличие в микросомальной фракции глюкозамин-
дезаминазной (и/или кадавериндезаминазной 
и т. д.) активности, указывающей на возмож-
ное модифицирование свойств МАО. 

Важное биологическое значение имеют и пост-
трансляционные модификации МАО. Так, доста-
точно контакта (20 ч, 5 °С) очищенной МАО-Б 
(субстрат: бензиламин) тромбоцитов крови чело-
века с очищенной или мембранно-связанной 
МАО-А (субстрат: октопамин) плаценты челове-
ка, чтобы индуцировать резкое повышение в пре-
паратах МАО-Б активности АО, обладавшей, по 
данным ингибиторного анализа, проведенного 
с применением хлоргилина и депренила, ката-
литическими свойствами, характерными как 
для МАО-А, так и для МАО-Б, при сохранении 
иммуноспецифичности, свойственной МАО-Б [92]. 
Такой модифицирующий эффект имеет фермен-
тативную природу, поскольку он предотвраща-
ется при контролируемом прогревании препара-
тов, содержащих МАО-А. Маловероятно участие 
протеолиза или липидов в посттрансляционных 
модификациях МАО-Б, реализация которых в ор-
ганизме вполне правдоподобна [92]. Не под-
тверждено образование гибридных молекул 
при взаимодействии МАО-Б и МАО-А в инкуба-
ционных пробах. Гипотеза об изменении кон-
формации активных центров МАО-Б в таких си-

стемах лишь в общих чертах характеризует 
сущность обнаруженного явления. 

Инкубация митохондрий печени крысы с очи-
щенной липоксигеназой (КФ 1.13.11.12) ретикуло-
цитов кролика приводит к быстрому инактиви-
рованию МАО-Б (субстраты: бензиламин или 
ФЭА) в особенности МАО-А (субстрат: серото-
нин) при одновременном появлении совершенно 
отсутствовавшей в контроле активности ДАО 
(субстрат: путресцин) [97]. Трактуя это явление 
как следствие модифицирования каталитических 
свойств митохондриальной МАО, авторы предпо-
лагают, что оно может быть связано с измене-
ниями фосфолипидного окружения мембранно-
связанных АО. 

При патологических состояниях и интоксика-
циях возможны следующие основные изменения 
свойств МАО: частичное или (значительно реже) 
полное ингибирование каталитической актив-
ности; стимуляция каталитической активности; 
частичная солюбилизация мембранно-связанных 
МАО; модифицирование каталитических свойств 
МАО-А; сочетание этих явлений [8 10, 90]. Так, 
при алкогольной интоксикации реализуется имен-
но этот последний вариант. При хронической 
экспериментальной алкогольной интоксикации в 
печени крыс были обнаружены [23] наряду 
с количественными также и качественные изме-
нения дезаминирования азотистых соединений, 
а именно появление отсутствующих в норме 
в этом биологическом объекте реакций дезами-
нирования субстрата ДАО кадаверина (1,5-пен-
таметилендиамин) и глюкозамина, относящегося 
к числу аминосахаров, дезаминирование которых 
АО вообще не катализируют. В еще большей 
степени такие качественные изменения дезамини-
рования азотистых соединений были выражены 
при хронической интоксикации этанолом у чело-
века. Так, в митохондриях ствола мозга чело-
века, страдавшего при жизни хроническим алко-
голизмом, была обнаружена реакция дезамини-
рования глюкозамина, отсутствовавшая в норме, 
но достигавшая при указанном патологическом 
состоянии 80 % от величины Кмакс для реакции 
дезаминирования серотонина в контроле [23]. 

Поразительно сходные с указанными выше 
изменения катализируемых МАО процессов деза-
минирования азотистых соединений были отме-
чены и у потомков алкоголизированных жи-
вотных [29], причем солюбилизации (сопровож-
давшейся проникновением солюбилизированных 
МАО, в том числе и МАО с качественно изменен-
ными каталитическими свойствами, в плазму 
циркулирующей крови [30]) подвергалась в боль-
шей мере МАО-Б, чем МАО-А. Можно предпола-
гать, что свойство МАО претерпевать количе-
ственные и качественные изменения каталити-
ческой активности и физико-химических харак-
теристик при хронической алкогольной интокси-
кации генетически детерминировано [30]. 

Данные о стимуляции активности МАО в орга-
низме алкоголизированных животных [23] не 
противоречат результатам острых экспериментов. 
Так, уже через 1 ч после введения этанола 
(3,1 г на 1 кг массы тела) внутрь крысам, 
отобранным по предпочтению к этанолу, в хвоста-
том ядре, обонятельном бугорке и медиальной 
ирефронтальиой коре больших полушарий мозга 
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отмечали снижение содержания дофамина при 
одновременном нарастании содержания дезамини-
рованных и окисленных продуктов его метабо-
лизма 3,4-диоксифенилуксусной и гомованилино-
вой кислот [43]. 

Стимуляцию активности МАО наблюдали в моз-
жечке мышей, которые в течение первой, вто-
рой и четвертой генерации получали питьевую 
воду, обогащенную солями марганца, но при этом 
не было отмечено генетически детерминируемой 
чувствительности к воздействиям марганца [68]. 

В моче больных в период выхода из делирия 
соотношение концентраций диокеифенилуксусной 
кислоты и дофамина повышается [2], что сви-
детельствует о повышении активности МАО и мо-
жет рассматриваться как компенсаторный про-
цесс, приводящий к нормализации содержания 
дофамина в крови (вслед за периодом резкого 
его повышения при алкогольном делирии). 

Данные об особенностях нарушений свойств 
при алкогольной интоксикации согласуются 
с результатами исследования воздействия эндо-
токсина бактерии Salmonella thyphimurium на 
МАО митохондрий печени [21]. В первые часы 
после внутрибрюшинного введения мышам указан-
ного токсина, обладающего свойством накапли-
ваться в печени и стимулировать там процессы 
перекисного окисления липидов ( П О Л ) , наблю-
дали в постмитохондриальной надосадочной 
фракции гомогената печени снижение тирамин-
дезаминазной и появление кадавериндезаминаз-
ной активности. Вероятно, нарушения структу-
ры биомембран в результате активизации ПОЛ, 
о чем свидетельствовало накопление малоново-

;го диальдегида, способствовали частичной со-
любилизации под влиянием эндотоксина и мо-
дифицированию каталитических свойств МАО. 
Эти процессы могли бы обусловить наблюдав-
шееся в эксперименте снижение тираминдезами-
назной активности в митохондриях и одно-
временно появление в системе кадавериндез-
аминазной активности, свойственной модифици-
рованной МАО. В этих экспериментах с бакте-
риальным эндотоксином не наблюдали отмечен-
ного при алкогольной интоксикации [23, 29] 
стимулирования активности МАО. По-видимому, 
наряду с неспецифическими для алкогольной 
и н т о к с и к а ц и и н а р у ш е н и я м и д е з а м и н и р о в а н и я б и о -
генных аминов [10] существуют характерные 
именно для определенных интоксикаций или пато-
логических состояний особенности изменений 
свойств ферментов, катализирующих дезаминиро-
вание биогенных аминов. 

Частичная солюбилизация мембранно-связан-
ных МАО печени крысы с изменениями ката-
литических свойств (чувствительности к дей-
ствию специфических ингибиторов) была обна-
ружена при исследовании влияния на живот-
ных гепатотоксинов аллилформиата и четырех-
хлористого углерода [70]. Если в норме скорость 
дезаминирования ФЭА в плазме крови крыс весь-
ма низка (в среднем 0,014 пмоль/мин на 1 мг бел-
ка) , то после введения животным вызывающего 
перилобулярные некрозы ткани печени аллил-
формиата скорость этой реакции возрастала 
примерно в 100 раз. При этом повышение 
серотониндезаминазной активности, которая в 
норме также весьма низка, выражено в меньшей 

мере (в среднем в 10 раз) . В аналогичных 
опытах с четыреххлористым углеродом, вызы-
вающим центролобулярные некрозы ткани пече-
ни, отмечено обратное явление: преимуще-
ственное повышение в плазме крови серото-
ниндезаминазной, но не ФЭА-дезаминазной ак-
тивности, что указывает, в частности, на преиму-
щественно центролобулярную локализацию 
МАО-А и перилобулярную локализацию МАО-Б 
в клетках печени крысы [70]. 

В мозговом слое надпочечников МАО-А или 
МАО-Б обнаружены в различных клетках [101]. 
В культуре эндотелиальных клеток мозгового 
слоя надпочечников обнаружена МАО-А, содер-
жание которой, судя по специфическому свя-
зыванию 3Н-паргилина, повышалось под влиянием 
стероидных гормонов — гидрокортизона, дек-
саметазона или прогестерона (но не эстра-
диола) . В культурах хромаффинных клеток об-
наружена исключительно МАО-Б, не чувстви-
тельная к воздействию стероидных гормонов. 

Таким образом, при экспериментальных токси-
ческих поражениях печени [70] (как и при алко-
голизме [30] ) в плазме крови, которая в норме 
практически свободна от активности МАО, уда-
ется обнаружить появление МАО. Ингибиторный 
анализ показал, что при инкубации с плазмой 
крови крыс, подвергавшихся воздействию гепа-
тотоксинов, хлоргилин в значительно более низ-
ких концентрациях блокировал дезаминирование 
серотонина, чем ФЭА, тогда как депреиил, 
наоборот, в более низких концентрациях инги-
бировал дезаминирование ФЭА, чем серотони-
на [70]. Однако ни один из этих избиратель-
ных ингибиторов МАО даже в 0,1 мМ концентра-
циях не блокировал указанные аминоксидазные 
активности полностью. Так, остаточная активность 
после преинкубации с 0,1 мМ депренилом в те-
чение 40 мин при 37 °С плазмы крови крыс, 
отравленных четыреххлористым углеродом, со-
ставляла 50 % от исходной в опытах с ФЭА в ка-
честве субстрата и 20 % в аналогичных опы-
тах с серотонином. Эти данные свидетельствуют 
о том, что АО плазмы крови животных, отрав-
ленных гепатотоксинами, неидентичны митохонд-
риальным МАО-А или МАО-Б, хотя и ката-
лизируют дезаминирование серотонина или ФЭА. 
Вероятно, при отравлении гепатотоксинами (как 
и при алкогольной интоксикации) происходит 
частичная солюбилизация мембранно-связанных 
МАО, которые проникают в кровоток, но их 
каталитические свойства оказываются измененны-
ми. При интоксикациях аллилформиатом или 
четыреххлористым углеродом в тромбоцитах 
крови крыс обнаружить активность МАО вообще 
не удавалось, что может быть следствием солю-
билизации мембранно-связанных МАО [70]. 

Однако эта проблема требует дальнейших 
исследований в связи с данными о существова-
нии ранее неизвестных множественных форм 
тромбоцитарных МАО [20], которые обычно счи-
тали относящимися исключительно к числу 
МАО-Б [8]. Эти исследования важны в свете 
представлений о сходстве процессов обмена био-
генных аминов тромбоцитов и серотонинергиче-
ских нейронов головного мозга [98]. В отличие 
от указанных нейронов тромбоциты не содержат 
триптофангидроксилазу, но обладают полным 



набором рецепторов, ферментов и механизмов 
транспорта аминов, их предшественников и ме-
таболитов через мембраны [100]. Представле-
ние о множественности изоформ МАО-Б со-
гласуется с данными о существовании двух 
вариантов МАО-Б [100], один из которых с отно-
сительно высоким сродством к норадреналину 
(К м 380 мкМ) при менее высоком сродстве 
к серотонину (К м 1100 мкМ) локализован в тром-
боцитах, тогда как другой, характеризуемый 
относительно высоким сродством к серотонину 
при низком сродстве к норадреналину, локали-
зован в хромаффинных клетках надпочечников. 

На основе представлений о множественности 
тромбоцитарной МАО-Б человека важны иссле-
дования нарушений свойств мембранно-связанных 
МАО при патологических состояниях. Так, актив-
ность МАО (субстрат: бензиламин) тромбоцитов 
крови больных с выраженным алкогольным 
абстинентным синдромом или при остром алко-
гольном делирии снижена в 2 раза (по сравне-
нию со здоровыми людьми или больными, на-
ходящимися в состоянии длительной ремиссии); 
при выходе из делирия активность тромбоци-
тарной МАО возрастала, достигая величин 
(188:4=27 нмоль/мг белка за 1 ч), которые пре-
вышали норму ( 1 0 3 + 8 нмоль/мг белка за 
1 ч ) | 1 ] . 

Тенденция к некоторому снижению [931 актив-
ности МАО (субстрат: ФЭА) тромбоцитов отме-
чается лишь при алкоголизме II типа (наслед-
ственном) [39]. При алкоголизме I типа (обуслов-
ленном преимущественно воздействием факторов 
внешней среды, но не генетической предраспо-
ложенности) это явление не наблюдается. Эта-
нол (400 мМ) в большей мере ингибировал 
(примерно на 12 %) активность тромбоцитар-
ной МАО, чем в аналогичных системах с тромбо-
цитами крови здоровых людей (примерно на 6 %) 
[93]. При деменции (болезни Альцгеймера) 
активность МАО (субстрат: бензиламин) тромбо-
цитов была повышена (43 ,27± 1,91 нмоль/мг бел-
ка за 1 ч, норма 26,844=0,95 нмоль/мг белка за 
1 ч) [36]. Можно допустить, что более инфор-
мативные данные будут получены в дальней-
шем при исследовании множественных форм 
МАО тромбоцитов крови человека. 

Снижение активности МАО (субстрат: 
тирамин), сопровождающемуся повышением со-
держания норадреналина и адреналина в гип-
покампе, полосатом теле, стволовой части моз-
га (но не в коре больших полушарий или 
мозжечке), придают важное значение при смер-
тельных, нарушающих функции дыхательного 
центра интоксикациях сероводородом |94 | . 

В развитие исследований роли МАО в токсиче-
ском действии МФТП доказано участие МАО-Б 
в предотвращаемых депренилом превращениях 
МФТП с образованием пиридиниевых метабо-
литов в культурах гепатоцитов крысы [88|. 
Катализируемое МАО-Б окисление МФТП сопро-
вождалось генерацией свободных радикалов, 
что было установлено путем регистрации спект-
ров электронный парамагнитный резонанс (ЭПР) 
в присутствии 5,5-диметил-1 -пирролидин-!М-окси-
да [80| . Интересно, что этанол (а также аце-
тальдегид) усиливал нейротоксический эффект 

МФТП, замедляя удаление из организма произ-
водных фенилпиридиния, образующихся при окис-
лении МФТП [105]. В ряду производных МФТП 
многие соединения подвергаются ферментатив-
ным превращениям при участии не только 
МАО-Б, но и МАО-А [5, 55, 59]. Аналогич-
ная ситуация наблюдается в системах, где со-
держание МАО-А значительно превышает содер-
жание МАО-Б. Примером таких биологических 
систем служит культура эндотелиальных клеток 
капилляров головного мозга, рассматриваемая 
как модель гематоэнцефалического барьера. 
В этих условиях, когда активность МАО-А обыч-
но в 2—5 раз превышала активность МАО-Б, 
МФТП в большей мере, чем в опытах в условиях 
целого организма, окислялся при участии 
МАО-А [841. 

Проблема активации МАО [8] привлекает 
за последние годы внимание исследователей, 
хотя зависимость между строением и действием 
активаторов МАО все еще не исследована. Так, 
пестицид байгон (2-изопрогюксифенил-Ы-метил 
карбамат) [11] при его введении внутрь крысам 
избирательно стимулирует реакцию окислительно-
го дезаминирования ФЭА (субстрата МАО-Б), 

.но не серотонина (субстрата МАО-А) или тирами-
на, окисляющегося при участии МАО обоих типов, 
в ходе их инкубации с митохондриальными 
фракциями тканей печени или мозга этих живот-
ных. В опытах с мембранно-связанными МАО 
мозга быка байгон избирательно стимулировал 
МАО-Б, но не МАО-А, снижая кажущуюся ве-
личину константы Михаэлиса при неизменном 
значении максимальной скорости реакции. Солю-
билизация МАО предотвращала стимулирующий 
эффект байгона на активность МАО. По-видимо-
му, байгон как лииофильное соединение взаи-
модействуя с липидами биомембран, изменяет 
конформацию мембранно-связанных МАО-Б, по-
вышая сродство ФЭА к каталитическому центру 
[13]. Изыскание новых соединений в рядах 
производных байгона может привести к созда-
нию новых препаратов для лечения заболева-
ний (например, некоторых форм шизофрении), 
связанных с накоплением ФЭА в тканях мозга. 

У практически здоровых людей, подвергавших-
ся по характеру их профессии воздействию 
пестицидов, активность МАО тромбоцитов почти 
в 2 раза выше, чем у доноров, не подвер-
гавшихся воздействию пестицидов [12]. Повы-
шенная активность МАО тромбоцитов свидетель-
ствует о возможном повышении активности МАО, 
в частности, в тканях мозга [72]. 

Лечение пациентов номифензином (8-амино-4-
фенил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин малеат) со-
провождалось повышением активности МАО тром-
боцитов и позитивным клиническим эффектом 
при хронической шизофрении [44]. При действии 
на суспензию тромбоцитов номифензин, подобно 
байгону, не изменял активность МАО. Свойством 
стимулировать активность АО в организме обла-
дает антагонист ГАМК пикротоксин [75]. 

Индуцирующий А-сон пептид (120 мкг на 100 г 
массы тела) через 60 мин после парентераль-
ного введения не изменял активность МАО (суб-
страты: серотонин, бензиламин) головного мозга 
крыс, генетически предрасположенных к разви-
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тию каталепсии (которую рассматривают как 
экспериментальную модель шизофрении), тогда 
как у контрольных животных отмечали стиму-
ляцию активности МАО-А, что может свидетель-
ствовать о нарушении структуры МАО мозга 
при экспериментальной кататонии [б| . Это 
заключение соответствует данным о свойствах 
МАО головного мозга больных шизофренией [53]. 

Биологическую роль МАО связывают с защитой 
организма (особенно в эндотелии капилляров 
и тканях легких, где активность МАО очень 
высока) от интоксикации аминами [100]. Вместе 
с тем МАО может выполнять и другие функ-
ции, не связанные с инактивацией аминов [52]. 
За последние годы внимание исследователей 
привлечено к участию МАО в следующих про-
цессах: окислении МФТП до избирательно пора-
жающих дофаминергические нейроны и вызываю-

щ и х явления паркинсонизма пиридиниевых про-
изводных [9]; деалкилировании милацетамида 
(2-н-пентилацетамид) до пентоевой кислоты, 
перекиси водорода и глицинамида, который 
распадается до аммиака и ингибиторного нейро-
трансмиттера глицина [100]; регуляции стиму-
лируемой субстратами МАО проникновения катио-
нов кальция из митохондрий мозга [82]; регу-
ляции функций аденилатциклазы в связи с кон-
центрацией дофамина у дофаминорецепторов 
[65] и опосредуемым серотонинорецепторами 
ингибированием форсколинстимулируемой аде-
нилатциклазы мозга крысы [89]. 

ДАО относится к числу медьзависимых фер-
ментов; органическим кофактором, по-видимому, 
является пирролохинолинхинон [41), ковалентно 
связанный с апоферментом; в ряде бактериаль-
ных источников открыт фермент, катализирую-
щий освобождение пирролохинолинхинона из его 
аддуктов [25]. В организме млекопитающих 
пирролохинолинхинон не синтезируется. 

Димерная молекула ДАО содержит 2 атома 
меди, которым приписывают структурную 
роль [461. 

Д А О (мол. м. 170 кДа) почек свиньи являет-
ся гликопротеином, содержащим 5 % гексоз, 
3,25 % глюкозамина, 2,61 % ацетилглюкозамина 
и 0,25 % ацетилнейраминовой кислоты. Восста-
новление дисульфидной связи в ДАО дитиотреито-
лом с последующим алкилированием тиоловых 
групп йодацетамидом не изменяло скорость 
взаимодействия с конканавалином А, тогда как 
модифицирование остатка аргинина фенилглиок-
салем (но не гистидина при помощи эток-
симуравьиного ангидрида) снижает сродство ДАО 
к конканавалину [86]. Очевидно, что не только 
углеводный компонент, но и белковая часть 
молекулы ДАО участвует во взаимодействии 
с конканавалином. В значительной мере ДАО 
связана электростатически с клеточными струк-
турами (во всяком случае, в местах локализации 
гепарансульфатов). Так, внутривенное введение 
экзогенного гепарансульфата приводит к осво-
бождению ДАО в эндотелиальиых клетках 
микрососудов кишечника, что сопровождается 
соответственно снижением или возрастанием ак-
тивности ДАО в слизистой оболочке кишечника 
или плазме крови. При этом решающим факто-
ром в освобождении ДАО кишечника является 

высокая плотность заряда высокосульфатиро-
ванных гликозаминогликанов [26]. 

Биосинтез ДАО (в частности, стимулируемый 
эстрогенами биосинтез ДАО в матке крысы) 
блокируется ингибиторами синтеза белка акти-
номицином и циклогексимидом [85]. 

Доказано антипролиферативное действие (на-
пример, в слизистой оболочке кишечника) ДАО, 
связанное с ее участием в метаболизме полиами-
нов. В течение 4 дней после частичной резек-
ции тонкой кишки крысы активность ДАО воз-
растает в 4 раза; на 8-й день, когда пролифера-
тивные процессы достигают максимума, актив-
ность ДАО снижается (до 50 % от исходных 
величин), что указывает на появление в подоб-
ных системах фактора, ингибирующего пролифе-
рацию [601. Ингибитор ДАО аминогуанидин 
существенно повышал скорость роста новообразо-
ваний, индуцируемых канцерогенным соединением 
азоксиметаном [61]. Однако активность ДАО в 
сыворотке крови онкологических больных не 
рассматривается в настоящее время как надеж-
ный биохимический маркер роста новообразо 
ваний [79]. 

Рассматривая модификацию каталитической 
активности митохондриальной МАО, приводящую 
к индуцированию гистаминдезаминазной актив-
ности [8, 52] в связи с угнетением роста экспе-
риментальных опухолей головного мозга [3], сле-
дует отметить принципиальное различие в дей-
ствии пиразидола, ингибирование которым серо-
тониндезаминазной активности митохондрий моз-
га сопровождается индуцированием в данном 
биологическом объекте мощной гистаминдез-
аминазной активности, с действием близкого 
по строению соединения, 3,Эа-дегидропиразидола, 
торможение активности МАО которым не приводит 
к появлению свойства катализировать окисление 
гистамина [3]. Сравнительное исследование 
механизма торможения активности МАО пирази-
долом и 3,За-дегидропиразидолом выявило разли-
чия на этапе образования ферментингибитор-
ных комплексов. Торможение активности МАО 
пиразидолом сопровождается дегидрированием 
его пиперазинового кольца и вероятным обра-
зованием в положении 2—3 азометиновой связи 
( — C = N — ) . Именно последняя, оказывая свой-
ственное ей электроноакцепторное влияние [4], 
способствует мягкому окислению тиолов до остат-
ков цистеинсульфеновой кислоты ( — S H - ^ S O H ) 
на каталитической поверхности М А О = А , что и ле-
жит в основе, как предполагается [7], измене-
ний субстратной специфичности фермента. В про-
тивоположность этому при торможении серотонин-
дезаминазной активности МАО дегидропиразидо-
лом существенные изменения в его структуре 
с образованием новых окисляющих группировок 
не обнаружены. Установлено, что гшразидол 
(в отличие от дегидрогжразидола), вызывая 
в тканях головного мозга крыс модифициро-
вание свойств МАО с индуцированием гистамин-
дезаминазной активности в опытах на крысах 
с дедифференцированной астроцитомой, статисти-
чески достоверно продлевает жизнь животных-
опухоленосителей, а также вызывает статисти-
чески достоверное снижение скорости роста 
злокачественной глиомы крыс [3]. 

Можно предполагать, что модифицирование 



каталитических свойств МАО с индуцированием 
активности, свойственной ДАО, в тканях живот-
ных-опухоленосителей [8,^52] представляет собой 
явление адаптивного характера, приводящее 
к снижению скорости роста новообразований. 

Семикарбазидчувствительные АО (бензиламин-
о кс ид азы) вновь интересуют исследователей |91]. 
Классификация этой группы АО еще не заверше-
на. Так, в соединительной ткани пульпы зуба 
свиньи, быка и человека обнаружено 6 различ-
ных АО [69] : 1) растворимая семикарбазид-
чувствительная (субстрат: бензиламин), не исклю-
чено, что эта АО может быть компонентом 
плазмы крови; 2) растворимая семикарбазид-
чувствительная (субстраты: бензиламин, трипт-
амин), удельная активность которой выше, чем 
в плазме крови; 3) связанная семикарбазид-
чувствительная (субстраты: бензиламин, трипт-
амин, тирамин, ФЭА); 4) связанная семикарба-
зидчувствительная (субстрат: серотонин); 5) ми-
тохондриальная хлоргилинчувствительная (суб-
страт: серотонин), соответствует по свойствам 
МАО-А; 6) митохондриальная депренилчувстви-
тельная (субстраты: бензиламин, тирамин, ФЭА). 
Интересно отметить, что семикарбазидчувстви-
тельные АО связаны с плазматической мембра-
ной клеток соединительной ткани. 

В тканях аорты крыс и пупочной артерии 
человека обнаружили сем и карбазидчу вствитель-
ную АО (субстраты: метиламин или бензил-
амин) [73]. В системах с метиламином макси-
мальная скорость дезаминирования составляет 
примерно 60—70 % от соответствующих величин, 
характеризующих реакцию дезаминирования бен-
зиламина. В противоположность бензиламину 
метиламин встречается в организме человека. 
Метиламин может образоваться и всасываться 
после бактериальной деградации в кишечнике 
креатинина, лецитина и холина. Пищевые на-
грузки этими соединениями повышают выведение 
с мочой метиламина у человека и крысы. Метил-
амин может образоваться при эндогенном внут-
риклеточном метаболизме саркозина, креатинина, 
адреналина. Хотя метиламин не относится к суб-
стратам МАО, выведение с мочой эндогенного 
метиламина у крыс резко возрастает после 
введения ингибитора МАО фенипразина. 

В культурах нейронов и фибробластов метил-
амин обнаруживает цитотоксичные свойства. 
При уремии в плазме крови содержание метил-
амина возрастает примерно в 10 раз (достигая 
концентрации 8 мкМ). Метиламин проникает 
сквозь гематоэнцефалический барьер, вызывая 
нарушения функций мозга. Кровеносные капил-
ляры, клетки гладкой мускулатуры богаты 
семикарбазидчувствительными АО, которые в со-
четании с АО плазмы крови составляют барьер 
на пути проникновения эндогенного метиламина 
в мозг. 

Семикарбазидчувствительные медьзависимые 
АО (в частности, лизилоксидаза [63]) содер-
жат в качестве органических кофакторов пири-
доксальфосфат [37] и пирролохинолинхинон [67], 
что делает ферменты чувствительными к дей-
ствию реагентов на карбонильные группы, рези-
стентными к ингибированию хлоргилином или 
депренилом при высокой чувствительности к про-

паргиламину, рассматриваемому как селективный 
ингибитор семикарбазидчувствительных АО [73]. 

Установлено, что молекула АО плазмы крови 
[40] содержит 2 атома меди, которые играют 
структурную роль или участвуют в каталити-
ческом действии фермента. 

Показано, что соединение (Е)-2- (3\4'-диме-
токсифенил) -3-фтораллиламин (МДЛ 72145) се-
лективно ингибирует мембранно-связанные семи-
карбазидчувствительные АО, которые катализи-
руют дезаминирование первичных аминов, но не 
снижает активность МАО-Б. Через I ч после 
внутрибрюшинного введения крысам активность 
АО в аорте и жировой ткани была снижена 
в 20 раз при неизмененной актив-
ности МАО-Б [42]. 

Семикарбазидчувствительные АО катализируют 
окислительное дезаминирование аллиламина с об-
разованием акролеина, токсическое действие 
которого в культурах эндотелиальных или гладко-
мышечных клеток предотвращалось семикарба-
зидом или диэтилдитиокарбаматом, но не хлор-
гилином или паргилином [74]. 

Активность семика рбазидчувствительной АО 
сердца и легких кролика или плазмы крови 
свиньи на 50 % ингибировал, 3,5-диэтокси-4-
аминометилгшридина дигидрохлорид в концент-
рации 10 7 М, тогда как активность ДАО почек 
свиньи лишь в небольшой мере снижалась этим 
соединением д а ж е при конечной концентрации 
10 3 М [331. Этот ингибитор привлек внимание, 
в частности, при моделировании нарушений си-
стемы АО в динамике течения ожоговой болез-
ни, когда снижению активности АО в плазме 
крови придают важное патогенетическое зна-
чение [83]. 

Рост новообразований у экспериментальных 
животных [66] и человека [64] сопровожда-
ется снижением активности АО в плазме крови, 
но значение этого явления исследуется. 

Предполагают, что повышение активности тром-
боцитарной МАО в крови больных, выходящих 
из алкогольного делирия, обусловлено не столько 
индуцированием биосинтеза молекул МАО, сколь-
ко изменением соотношений природных модуля-
торов активности МАО [22] в сторону преиму-
щественного функционирования активаторов, но 
не ингибиторов аминоксидазных систем [2]. 

Природные модуляторы АО постепенно привле-
кают все большее внимание исследователей [22]. 
Особый интерес вызывает эндогенный ингибитор 
МАО трибулин [48], рассматриваемый в настоя-
щее время как один из биохимических марке-
ров стрессорной реакции [35]. Трибулин пред-
ставляет собой сочетание низкомолекулярных, 
экстрагируемых из биологических объектов этил-
ацетатом в кислой среде веществ, обладающих 
свойствами ингибировать каталитическую ак-
тивность МАО и взаимодействовать с бензо-
диазепиновыми рецепторами [48]. Количественно 
преобладающим компонентом трибулина оказался 
изатин (2,3-диоксоиндол) [34]. Были исследова-
ны фармакологические препараты, физические 
воздействия и другие факторы, эффекты которых 
на живые существа сопровождаются явлениями 
тревоги, беспокойства, возбуждения и которые 
вызывают параллельные изменения концентрации 
изатина и трибулина [48]. Но этот паралле-
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лизм был выражен не всегда; очевидно, в препа-
ратах трибулина, помимо изатина, имеются и род-
ственные ему соединения (возможно, его мета-
болиты), которые /могли бы играть опреде-
ленную роль во взаимодействии трибулина с бен-
зодиазепиновыми рецепторами [48]. 

Трубилин не относится к числу минорных 
компонентов среди азотистых соединений клет-
ки. В тканях головного мозга, где максималь-
ная концентрация (1 мкМ) трибулина отме-
чается в гиппокампе, что сопоставимо с содер-
жанием важного медиатора серотонина. Макси-
мальной концентрации (10—20 мкМ) среди пери-
ферических тканей трибулин достигает в семен-
никах и семявыводящем протоке, причем не уда-
ется отметить какого-либо параллелизма между 
тканевым распределением трибулина и другими из-
вестными в настоящее время физиологически 
активными веществами [48]. 

За последние годы не удалось подтвердить 
гипотезу о важном значении повышения кон-
центрации нейротоксического метаболита трипто-
фана хинолиновой кислоты в патогенезе дегене-
рации головного мозга при болезни Хантингто-
на [77| . Представленная информация не исчерпы-
вает проблему в целом. Исследования особен-
ностей нарушений функциональных взаимосвязей 
компонентов биологической системы аминоксидаз, 
раскрывающие патогенетическую сущность этих 
нарушений и указывающие подходы к изыска-
нию способов их коррекции с целью создания 
новых лекарственных средств, еще только начи-
наются. 
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М О Д И Ф И К А Ц И Я СТРУКТУРЫ ХРОМАТИТА И 
ЯДЕРНОГО МАТРИКСА ПРИ ПАТОЛОГИЧЕ-
СКИХ ПРОЦЕССАХ. ВОЗМОЖНОСТИ КОР-
Р Е К Ц И И Ф А Р М А К О Л О Г И Ч Е С К И М И ПРЕПА-
РАТАМИ 

В эукариотической клетке ответ на изменение 
условий существования опосредуется изменением 
экспрессии генов и как предварительный этап 
структурными перестройками хроматина. Подоб-
ные изменения происходят и при развитии 
многих патологических состояний. Исследования 
по изменениям структуры хроматина при пато-
логии, за исключением новообразований, где 
они играют определенную этиологическую роль, 
малочисленны. То же самое можно сказать и о 
влиянии фармакологических препаратов на струк-
туру хроматина, опять-таки кроме противоопухо-
левых соединений, для которых хроматин является 
основной мишенью. Тем не менее имеющиеся 
работы заслуживают обобщения. 

Согласно современным представлениям, хро-
матин имеет многоуровневую организацию. Пер-
вый уровень — нуклеосомная структура. Нуклео-
сомы представляют собой октамерные комплексы 
гистонов Н2а, H-2b, НЗ и Н4, вокруг которых 
намотан участок Д Н К длиной примерно 140 пар 
оснований. Этот ДНК-белковый комплекс назы-
вают кор-частицей (сердцевиной). Кор-частицы 
связаны между собой отрезками Д Н К примерно 
в 60 пар оснований — линкером. С линкером 
ассоциированы гистои HI и негистоновые белки, 
среди которых наибольший интерес представляет 
группа высокоподвижных при электрофорезе 
HMG-белков, преимущественно связанных с 
транскрипционно-активным хроматином. Акти-
вация хроматина т. е. улучшение его доступ-
ности для РНК-полимераз , осуществляется путем 
модификации — ацетилирования и фосфорили-
рования его белковых компонентов и деметили-
рования цитозина в определенных участках Д Н К . 
В целом активный хроматин образует менее 
компактную структуру по сравнению с неактив-
ным. Нуклеосомы, организуясь в соленоид или 
в комплексы по 5—12 нуклеосом — нуклеоме-
ры, образуют следующий, наднуклеосомный, 
уровень организации хроматина. Участки хрома-
тина, содержащие от 60 до 150 тыс. пар осно-
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ваний Д Н К , замыкаются в квазициркулярные 
петельные структуры на ядерном матриксе 
скелете ядра, так называемые домены — третий 
уровень организации хроматина. Замкнутость 
этих структур позволяет поддерживать суперспи-
рализованное состояние Д Н К в доменах. Ядер-
ный матрикс образован ядерной ламиной, распо-
ложенной под ядерной мембраной и содержащей 
моровые комплексы. Характерным компонентом 
ламины являются три белка - ламины А, В, С. 
Помимо ламины, ядерный матрикс еще содержит 
внутриядерные фибриллы и остаточное ядрышко. 
Далее мы проследим изменения перечисленных 
структур при патологических процессах и действии 
фармакологических препаратов, по возможности 
отдельно рассматривая разные уровни укладки 
хроматина. Как уже отмечалось выше, опухоли 
и противоопухолевые препараты требуют отдель-
ного рассмотрения и здесь рассматриваться не 
будут. 

Заболевания центральной нервной системы 
(ЦНС). Изменениям структуры хроматина и 
синтезу нуклеиновых кислот в нейронах отво-
дится важная роль в функционировании ЦНС 
[18, 25]. Нарушения ее функциональной актив-
ности сказываются даже на первичной структу-
ре Д Н К головного мозга — снижается уровень 
метилирования Д Н К у крыс, лишенных нормаль-
ной поисковой активности [35]. Угасание функций 
ЦНС при старении сопровождается снижением 
транскрипционной активности хроматина, измене-
нием модификации входящих в него белков, в част-
ности ацетилирования гистонов и негистоновых 
белков [83]. Нейромедиаторы, а именно катехо-
ламины, связываются со структурами клеточного 
ядра, включая ядерный матрикс, вызывая дефек-
ты вторичной структуры Д Н К и ослабляя ДНК-
гистоновые взаимодействия |11]. 

Изменения в структуре генетического аппарата 
найдены и при тяжелейшем поражении ЦНС, 
сопутствующем старению,— болезни Альцгейме-
ра. По имеющимся данным, первичная струк-
тура Д Н К не меняется [99]. Активность фер-
мента метилгуанинтрансферазы, вызывающей мо-
дификацию оснований ДНК, также не меняет-
ся [70]. Есть данные об ослаблении репа-
рации дефектов вторичной структуры Д Н К в 
невроцитах страдающих этим заболеванием 
[100], что может способствовать накоплению 
повреждений. В Т-лимфоцитах больных наруше-
на репарация повреждений химическими канце-
рогенами, но нормально протекает репарация раз-
рывов, индуцированных у-лучами |46]. Структура 
хроматина в головном мозге при болезни Альц-
геймера существенно меняется: нарастает со-
держание гистона Н Г , характерного для покоя-
щихся клеток, снижается чувствительность к 
микрококковой нуклеазе хроматина в целом, что 
говорит о его компактизации и инактивации [82]; 
при других нарушениях памяти подобных изме-
нений не находят. РНК-синтезирующая актив-
ность клеток головного мозга при болезни 
Альцгеймера снижается, но это не сказывается 
на первичной структуре хроматина: длина нуклео-
сомного повтора, т. е. размер фрагмента ДНК, 
связанного с кор-частицей, не меняется [98]. 
Для наднуклеосомного уровня упаковки хромати-
на характерна большая стабилизация, здесь важ-

ную роль отводят ионам алюминия, содержание 
которых в мозге больных повышено. Считается, 
что эти ионы генерируют сшивки Д Н К — белок 
[63| . В системе in vitro ионы алюминия упроч-
няют ДНК-белковые комплексы; предполагается, 
что аналогичный процесс происходит in vivo 
|83]. Имеется сообщение, что суперспирализа-
ция доменов Д Н К при болезни Альцгеймера 
выше, чем в норме [82]. Изменения струк-
туры хроматина неравномерны по геному. 
Чувствительность последовательностей гена лег-
кой цепи нейрофиламентов в нейронах верхней 
височной доли при болезни Альцгеймера резко 
снижается, что говорит о компактизации струк-
туры хроматина в его домене. В то же время 
коиформация хроматина этого гена и других 
генов в коре мозжечка не меняется [82]. 
Подобная избирательная компактизация указыва-
ет скорее всего на вторичный характер этого 
процесса и малую вероятность участия в нем 
столь неспецифических агентов, как ионы алюми-
ния. 

У больных шизофренией обнаружены нару-
шения процессов репарации и термодинамических 
свойств хроматина лимфоцитов, изменено соот-
ношение конденсированного и диффузного хро-
матина в ядрах нейронов разных типов [25]. 

Структура хроматина и ядра модифицируется 
при вирусных заболеваниях ЦНС. При амиотро-
фическом лейкоспонгиозе отмечаются перераспре-
деление хроматина и лизис ядерного матрикса 
в ядрах нейронов [38]. Подострый энцефалит 
при С П И Д е сопровождается накоплением спе-
цифических многоядерных клеток с ядрами, 
соединенными между собой мостиками [87]. 
Инфекция вирусом клещевого энцефалита сопро-
вождается снижением уровня фосфорилирования 
ядерных белков. Вирус в ядро не проникает 
[30]. 

При алкогольной интоксикации метаболит эта-
нола ацетальдегид связывается со структурами 
ядерного матрикса, причем с наиболее прочным 
ДНК-белковым комплексом [12, 50]. С ядерным 
скелетом ассоциированы многие ферментативные 
активности, включая репликацию, транскрипцию, 
метилирование и др., поэтому последствия свя-
зывания с ядерным матриксом могут сказывать-
ся на очень многих процессах. При алкогольном 
делирии меняется качественный состав ядерных 
белков [25]. Этанол вызывает разрывы ДНК, 
ацетальдегид — разрывы и межнитевые сшив-
ки Д Н К [45, 46]. 

Структура хроматина органов меняется при на-
рушении их нормальной иннервации. Односторон-
няя экстирпация верхнего шейного симпатического 
узла приводит к множественным изменениям в 
клетках больших полушарий с оперированной 
стороны. Наблюдается изменение спектра гисто-
нов, ДНК-белковых и ДНК-липидных взаимо-
действий [34] и состава фосфолипидов хрома-
тина [21]. При ваготомии отмечаются измене-
ния в степени суперспирализации Д Н К в 
клетках печени [52] : релаксируют домены с вы-
сокой плотностью супервитков, остаются интакт-
ными домены с низкой плотностью. Перерезка 
VIII черепно-мозгового нерва у лягушки вызы-
вает увеличение площади ядер и Д Н К по Фель-
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гену в ядрах нейронов мозжечка и вестибуляр-
ного ядра [60]. 

На структуре ядра сказывается также ише-
мия головного мозга [25]. Уретановый наркоз 
вызывает угнетение экспрессии генома, снижение 
синтеза пре-мРНК. В условиях клинической смер-
ти синтез пре-мРНК усиливается, но снижается 
ее транспорт в цитоплазму. Экспрессию гено-
ма в данном случае можно нормализовать 
введением циклических нуклеотидов [4 | . У собак 
с нарушениями ЦНС в результате перенесенной 
клинической смерти наблюдаются гипердиплоид-
ность клеток Пуркинье и изменения структуры 
хроматина клеток-зерен. У животных, пережив-

;ших клиническую смерть, подобных нарушений 
нет [1]. Нарушается структура хроматина и при 
радиационном поражении мозга: хроматин декон-
денсирует повышается его чувствительность 
к микрококковой нуклеазе, нарастает содержание 
белков ядерного матрикса [75]. 

Как видим, фрагментарность материала пока 
не позволяет составить целостную картину изме-
нений структуры хроматина в нервных клетках и 
клетках других тканей при нервных болезнях, 
однако во многих случаях имеются четкие ука-
зания на нарушения транскрипции. Поэтому 
представляет интерес поиск соединений, уси-
ливающих экспрессию генома, тем самым исправ-
ляющих нарушенный процесс транскрипции. Сре-
ди подобных соединений хорошо изучен препа-
рат класса антифеинов этимизол [9, 10, 27 29, 
39]. Он усиливает синтез РНК в нейронах [39], 
увеличивая матричную активность хроматина 
[28]. Его действие опосредуется активацией Са-
зависимой АТФазы [27]. Препарат усиливает 
фосфорилирование HMG-белков хроматина [29], 
т. е. запускает процесс, характерный для акти-
вации хроматина. В опытах in vitro показано, 
что этимизол активирует фосфорилирование белка 
HMG-14 выделенной из мозга цАМФ-независимой 
протеинкиназой N11 [9, 10]. Неактивные анало-
ги препарата таким свойством не обладают 
или вызывают противоположный эффект. Данные 
об активации иротеинкиназы N11 этимизолом 
имеют большое фундаментальное значение. Эта 
протеи нкин аза активирует ДНК-топоизомеразу 
II — фермент, очень активный в нейронах и, 
возможно, играющий важную роль в функциях 
памяти [18]. 

Структурные изменения хроматина клеток го-
ловного мозга и печени наблюдаются и при 
действии седативных препаратов, например фено-
барбитала [23]. При действии последнего проис-
ходит перераспределение повторяющихся после-
довательностей Д Н К между фракциями хромати-
на, различающимися гю транскрипционной актив-
ности [17]. При действии аминазина наблюда-
ются структурные изменения в ядрах нейронов 
[25]. 

Заболевания сердечно-сосудистой системы. Из-
менения в структуре хроматина наблюдаются 
также при патологии сердечно-сосудистой систе-
мы. Высказывается мнение, что многие заболе-
вания сердца, сопутствующие старению, вызы-
ваются изменениями в генетическом аппарате 
клеток пожилых людей [49]. Данные о накоп-
лении разрывов Д Н К в клетках сердечной мыш-
цы при стрессе и инфарктах обобщены ранее 

[45, 46]. Ишемия сопровождается увеличением 
содержания HMG-белков [2, 14, 17], что харак-
терно для процесса активации хроматина [48]. 
Увеличивается температура плавления, и изменя-
ются профили денатурации надмолекулярных 
комплексов Д Н К 126]. При гипертрофии миокар-
да наблюдается нарушение связи хроматина с 
ядерным матриксом [16]. В сердце больных с 
пороком митрального клапана с возрастом по 
сравнению со здоровыми наблюдается большее 
увеличение объема ядер и плоидности Д Н К в 
кардиомиоцитах. При ишемической болезни серд-
ца полиплоидизация отстает от гипертрофии [40]. 
В постинфарктном периоде наблюдается увели-
чение синтетической активности в ядрах одно-
ядерных кардиомиоцитов [411. При гипертонии 
отмечены структурные перестройки клеток эндоте-
лия, которые сказываются на его способности 
связывать акридиновый оранжевый — наблюдает-
ся дерепрессия генома [78]. Гипероксия вызы-
вает накопление разрывов Д Н К в клетках эндо-
телия сосудов, которые легко репарируются в от-
личие от разрывов, вызванных перекисью водо-
рода [77]. 

| Несмотря на то что фактический материал 
очень скуден, он все же указывает на наличие 
структурных перестроек хроматина, связанных с 
изменением его экспрессии. Поэтому уместно рас-
смотреть данные о влиянии сердечных препа-
ратов на структуру хроматина. Противоишемиче-
ский препарат гутимин не изменял повышен-
ного содержания HMG-белков в ядрах ишемизи-
рованных кардиомиоцитов [48]. Возможно, это 
вполне закономерный результат, так как препарат 
действует синергично с адаптивными системами 
клетки и также может способствовать актива-
ции генома. Именно таким механизмом обла-
дает противоишемический препарат милдронат 
аналог у-бутиробетаина. Считается, что в основе 
его кардиопротекторного действия лежит спо-
собность ингибировать синтез карнитина, пред-
отвращающая тем самым накопление токсичных 
промежуточных продуктов р-окисления жирных 
кислот [95]. Однако милдронат способен воз-
действовать и на структуру и функции клеточ-
ного ядра. Препарат активирует репликативный и 
репаративный синтез Д Н К во многих орга-
нах, включая сердце [8], он также усиливает 
экспрессию генома, повышает синтез пре-мРНК 
[5]. Активация хроматина опосредуется изме-
нением его структуры — наблюдаются измене-
ния АДФ-рибозилирования гистонов и негистоно-
вых белков хроматина [6], усиление их метилиро-
вания [7]. Препарат вызывает изменения струк-
туры хроматина in toto: изменяются кривые плав-
ления хроматина [32]. Возможно, милдронат 
облегчает адаптацию клеток к ишемии, спо-
собствуя активации синтеза нуклеиновых кислот, 
который сопутствует адаптации. Таким образом, 
модификация структур клеточного ядра является 
звеном патогенеза заболеваний сердца, а ее 
коррекция может быть важным элементом дейст-
вия сердечных препаратов. 

Аутоиммунные заболевания. Роль поврежде-
ний Д Н К и хроматина в патогенезе аутоим-
мунных заболеваний определенна.Структуры яд-
ра служат мишеныо для связывания аутоанти-
тел. Обнаружены антитела к гистонам HI, H2b, 
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белкам ядерного матрикса, включая все ламины, 
белкам норовых комплексов [42], топоизомеразе 
I [13]; с белками ядерного матрикса связы-
ваются антитела к гетерохроматину [73]. Неко-
торые аутоантитела специфичны для определенных 
заболеваний, при синдроме наложения склеродер-
мы и полимиозита вырабатываются аутоантите-
ла к комплексу негистоновых белков с мол. м. 70 
и 80 кД. Белок с мол. м. 70 кД в выделен-
ных препаратах хроматина находится во фракции 
олиго-(не моно)нуклеосом, связывается с двуни-
тевой Д Н К и, по-видимому, участвует в процес-
се репарации [85, 86]. Белок с мол. м. 80 кД 
является компонентом ядерного матрикса [105]. 
Наблюдается повышенный уровень хромосомных 
аберраций [19] и разрывов Д Н К [45, 46]. 
Выделен кластерогенный фактор, повреждающий 
Д Н К у больных склеродермой. Им оказались 
инозиновые нуклеотиды, которые повреждают 
Д Н К по радикальному механизму [57]. В ядрах 
аутоиммунных мышей NZB/NZW повышен синтез 
поли-АДФ-рибозы [74], что может свидетель-
ствовать об активации репаративных процес-
сов в ответ на действие кластерогенного фак-
тора. При развитии мышей NZB/NZW наблюда-
ются стадийные изменения в структуре ядерно-
го матрикса. Нарастают толщина ламины и 
число поровых комплексов. К 12—13-му месяцу 
развития число их снижается, появляются фибрил-
лы толщиной 5 нм. Наблюдаются фрагментация 
и сегрегация остаточных ядрышек, деградация 
ядерного матрикса. Среди белков ядерного 
матрикса увеличивается содержание полипепти-
дов с мол. м. 150—200 кД, триплет с мол. м. 
70—60 кД. Предполагается, что первоначальные 
изменения ядерного матрикса отражают компен-
саторную реакцию на аутоиммунный процесс, 
поздние — далеко зашедшую патологию [47]. 
В лимфоцитах больных ревматоидным артритом 
хроматин конденсирован сильнее, чем в норме 
у серопозитивных больных, и активирован у 
серонегативных [44]. 

Наследственные болезни. При исследовании 
наследственных заболеваний человека основное 
внимание уделяется способности клеток репари-
ровать повреждения Д Н К [45, 46], однако от-
мечены определенные изменения и в структуре 
хроматина. В Д Н К больных атаксией-телеанги-
эктазией, прогерией, анемией Фанкони, некоторых 
больных с синдромом Дауна наблюдаются де-
фекты вторичной структуры Д Н К [24]. Хро-
матин клеток больных пигментной ксеродермой 
более чувствителен к действию эндогенных нук-
леаз, чем хроматин нормальных клеток [911, 
нарушается его нуклеосомная структура: наблю-
дается снижение плотности нуклеосом и более 
редкое расположение фибрилл хроматина [92]. 
Белки из ядерных экстрактов клеток больных 
атаксией-телеангиэктазией хуже связываются с 
Д Н К и образуют менее плотные структуры по 
сравнению с нормальными клетками в опытах 
по реконструкции хроматина in vitro [88]. 

Гормональные нарушения. Структура ядра на-
рушается и при некоторых эндокринных заболе-
ваниях. Способность гормонрецепторных комплек-
сов тиреоидных гормонов связываться с Д Н К 
определяется особенностями структуры хромати-
на, так как гистоны ингибируют их связыва-

ние [93]. Мишенью тиреоидных гормонов яв-
ляются белки ядерного матрикса, у тиреоидэкто-
мированных животных состав этих белков в 
клетках печени меняется, исчезает белок с мол. м. 
41 кД. В ответ на введение трийодтиронина 
увеличивается содержание белка с мол. м. 52 кД 
[2]. Изменяется также ассоциация доменов 
определенных генов с ядерным матриксом. В пе-
чени гипотиреоидных животных ассоциация генов 
аполипопротеинов А-1 и A-IV резко снижается, 
гипертиреоидных повышается. Ассоциация 
других генов аполипопротеинов — C-III и Е, 
а также гена альбумина не зависит от тиреоид-
ного статуса [56]. 

С ядерным матриксом связываются половые 
гормоны, поэтому эта структура может быть 
вовлечена и в развитие половых нарушений 
[58]. Андрогены регулируют фосфорилирование 
белков ядерного матрикса клеток простаты [72]. 
В зависимости от гормонального статуса степень 
конденсации хроматина этих клеток меняется [64]. 
Ферменты, метаболизирующие половые гормо-
ны, также расположены в ядре [71]. Данные 
0 взаимодействии с хроматином глюкокортикои-
дов и модификации ими его структуры чрез-
вычайно многочисленны и требуют отдельного 
рассмотрения. С белками ядерного матрикса свя-
зывается инсулин. Не исключено, что причина 
диабета типа II нечувствительность к инсу-
лину кроется именно в изменениях белков 
матрикса [103]. Биологическая активность ripo-
стагландинов опосредуется изменениями степени 
фосфорилирования белков хроматина [51]. 

Авитаминозы и другие нарушения питания. 
Структура ядра, и в особенности ядерного 
матрикса, изменяется при развитии гиповитами-
нозов. Витамин Е связывается с ядерным мат-
риксом и хроматином, в последнем — с наибо-
лее прочно ассоциированными с Д Н К белками. 
При гиповитаминозе Е снижается активность 
ДНК- и РНК-полимеразы ядерного матрикса [20], 
изменяется его белковый состав [15]. С возра-
стом на фоне авитаминоза Е быстрее сни-
жается матричная активность хроматина и на-
растает число сшивок Д Н К белок [102]. При 
авитаминозе Р Р в хроматине клеток печени 
возрастает число гиперчувствительных к Д Н К а з е 
1 участков, снижается уровень поли-АДФ-
рибозилирования гистов. Введение НАД вызывает 
конденсацию хроматина и усиление поли-АДФ-
рибозилирования гистонов, особенно HI [33J. 
С хроматином связывается витамин D [37], 
причем процесс регулируется витамином Во 
[43]. 

На структуре хроматина сказываются и дру-
гие нарушения питания. При голодании в ге-
патоцитах мыши происходят множественные изме-
нения высших уровней упаковки хроматина, про-
являющиеся в изменении критической концент-
рации электролитов, при которой исключается 
метахромазия окраски метиленовым синим [55| . 
При недостатке незаменимых аминокислот метио-
нина и цистеина в эпителиальных клетках ки-
шечника наблюдается накопление гистона HI в 
хроматине, а выделенный хроматин образует бо-
лее крупные агрегаты, что, по-видимому, отражает 
его компактизацию и инактивацию [89]. 

Инфекционные заболевания. Дифтерийный ток-
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син при связывании с клеткой вызывает фрагмен-
тацию хроматина. Запускается апоптоз про-
цесс программируемой клеточной гибели [65]. 

С ядерным матриксом ассоциируются многие 
вирусы посредством вирусной Д Н К [76]. Капсид-
ные белки вируса простого герпеса транспорти-
руются по цитоскелету в ядерный матрикс, где и 
связываются с ним [59]. Сборка капсиды также 
происходит на ядерном матриксе [61], белки 
капсида остаются с ним связанными вплоть до 
поздних стадий инфекции [104]. При аденовирус-
ной инфекции с матриксом связывается Д Н К 
вируса [97], осуществляются ее репликация 
[109] и транскрипция [110], нарушается откреп-

ление пре-мРНК хозяина от ядерного матрик-
са [68]. 

В клетках эпидермиса человека, больного псо-
риазом, обнаружено увеличение содержания проч-
но связанной с ядерным матриксом Д Н К 
[53] • 

Гипертермия. Относительно хорошо исследова-
ны изменения структуры ядра при гипертерми-
ческом воздействии на организм. Инкубация 
культуры клеток меланомы при 44 °С сопровож-
дается резким усилением синтеза ядерных белков, 
с ядром ассоциируются специфические белки теп-
лового шока с мол. м. 70 72 кД [671. 
Изменения в основном касаются ядерного матрик-
са. Во время инкубации клеток Не La при 45 °С 
возрастает масса ядерного матрикса, ультраструк-
тура не меняется. Появляются характерные для 
теплового шока полипептиды с мол. м. 25,8, 28,5, 
60, 66, 75, 81, 88, 100 и 155 кД. Нараста-
ние массы ядерного матрикса пропорционально 
цитотоксичности теплового шока: при 15 % увели-
чении массы не наблюдается гибели клеток, 
при 3 5 % гибнет до 6 3 % всех клеток [106]. 
В ядерном матриксе фибробластов китайского 
хомячка в ответ на гипертермию появляются 
полипептиды с мол. м. 84 86, 70 и 26 кД. 
Преобладает полипептид с мол. м. 70 кД, 
который сохраняется в матриксе в течение суток 
после прогревания клеток [14]. В печени крыс, 
подвергнутых тепловому шоку, происходят анало-
гичные изменения ядерного матрикса. Резко на-
растает содержание полипептида с мол. м. 70, 100, 
55, 40, 30 кД, появляется несколько белков в яд-
рышке. Морфологических изменений при этом не 
отмечается [3, 54]. Другими авторами, однако, 
отмечаются нарушения стабильности ядерной ла-
мины [80]. Изменяется состав нуклеопротеидных 
комплексов. В ядрах появляются ДНК-белковые 
частицы, нерастворимые в солях, но растворимые 
в детергентах. Д Н К , вовлеченная в эти комплексы, 
содержит последовательности целого ряда онкоге-
нов [811. Тепловой шок препятствует откреп-
лению пре-мРНК от ядерного матрикса, нарушая 
нормальный процессинг РНК [68]. Гены белков 
теплового шока постоянно ассоциированы с ядер-
ным матриксом вне зависимости от транскрипции 
[96], однако структура этих генов при активации 

тепловым шоком претерпевает существенные из-
менения [69]. 

Токсикозы. Структура ядра повреждается при 
действии многих токсичных соединений; повреж-
дения молекулы Д Н К подробно обсуждены ра-
нее [46]. При бронхите, вызванном повышенным 
содержанием окиси серы в атмосферном воздухе, 

наблюдаются изменения ультраструктуры хрома-
тина клеток реснитчатого эпителия [101]. Вос-
паление в ответ на введение скипидара сопро-
вождается ассоциацией с ядерным матриксом в 
клетках печени Д Н К генов си-гликопротеина и 
транстиретина белков острой фазы [62]. 

Наиболее глубоко изучен ядерный компонент 
токсического действия тяжелых металлов. Ионы 
никеля вызывают снижение температуры плавле-
ния Д Н К и хроматина [36], сшивки Д Н К с 
гистоном HI и некоторыми прочно связанными 
с Д Н К негистоновыми белками (мол. м. 48, 52, 70, 
95 кД) , в основном в неактивном хроматине 
[90]. При инкубации in vitro ионы никеля об-
разуют сшивки Д Н К с гистонами нуклеосомы, 
однако in vivo места контактов Д Н К — гисто-
ны малодоступны для них [66]. Хром сшивает 
с Д Н К ламины С и А и многие другие 
белки ядерного матрикса [108], в основном не-
гистоновый белок с мол. м. 45 кД [841. Ионы 
свинца, меди, ртути и алюминия также обра-
зуют сшивки с ламинами, белками матрикса и 
хроматина, каждый из ионов со специфиче-
ской группой белков [107]. При хронической 
интоксикации свинцом в ядерном матриксе 
накапливается белок 32/6,3, образующий внутри-
ядерные включения. Ионы кальция снижают со-
держание этого белка [79 | . Ионы цинка также 
связываются с ядром, в основном с ядерной обо-
лочкой и ядрышком [31]. 

В заключение отметим, что на основании 
приведенного материала можно прийти к заключе-
нию о том, что изменения структуры клеточ-
ного ядра являются звеном патогенеза многих 
заболеваний и мишенью действия самых различ-
ных лекарственных средств. Исследования пред-
мета находятся еще в начальной стадии, но, 
безусловно, проблема заслуживает дальнейшего 
интенсивного изучения. 
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ЛДЕНОЗИ НДЕЗАМИ НАЗА ФОРМЕННЫХ 
ЭЛЕМЕНТОВ КРОВИ: РАСПРОСТРАНЕНИЕ, 
СВОЙСТВА В НОРМЕ И ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 
ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
Институт биологической и медицинской химии РАМН, Москва 

Аденозиндезаминаза (АДА; КФ 3.5.4.4) —• важ-
нейший фермент обмена пуринов, катализи-
рующий гидролитическое дезаминирование аде-
нозина с образованием инозина и аммиака. 
Генетическая недостаточность этого фермента 
у человека приводит к возникновению имму-
нодефицитных состояний, обусловленных несо-
стоятельностью как Т-, так и В-клеточного им-
мунитета. Недостаточность АДА является ауто-
сомно-рецессивным признаком [35, 38, 90] . Ис-
следования последних лет показали, что функцио-
нальная активность тромбоцитов в основном за-
висит от обменных процессов, регулирующих 
метаболизм аденозина и их нарушений, об-
условленных дефицитом АДА [52, 79] . 

Эти наблюдения стимулировали изучение ха-
рактера изменений АДА в форменных эле-
ментах крови при ряде гематологических забо-
леваний. Изучение каталитических свойств фер-
мента и их молекулярной структуры дает но-
вую информацию о причинах недостаточности 
АДА при заболеваниях крови. В настоящее 
время выделен и охарактеризован ген АДА. 
Ген АДА расположен в 20-й хромосоме в ло-

кусе 2 0 q . l 2 — g l 3 . l l региона, вблизи онкогена 
sre, где наиболее часто происходят делеция 
и реоранжировка последовательностей онкогена, 
наблюдаемые при миелоиролиферативных забо-
леваниях. По-видимому, перестройки в области 
гена АДА могут затрагивать онкоген и, по мне-
нию ряда авторов, являться причиной зло-
качественных заболеваний крови человека [3, 8, 
46, 97] . Следует отметить, что АДА человека 
является генетически полиморфным ферментом и 
что наблюдаемые формы АДА контролируются 
двумя аллельиыми генами. Эти аллели опреде-
ляют 3 фенотипа с различной электрофорети-
ческой подвижностью и незначительными раз-
личиями в активности АДА [34, 48, 56] . Ге-
нетическая гетерогенность сопровождается раз-
личными мутациями в структурном гене [7, 8] . 
В настоящем обзоре приведены данные лите-
ратуры о локализации и распространении АДА 
и результаты сравнительного изучения физико-
химических и кинетических свойств фермента 
в форменных элементах крови в норме и при 
различных гематологических заболеваниях. В пер-
вом разделе обзора рассматриваются локализа-
ция и ряд свойств множественных форм АДА 
в норме, во втором — свойства фермента при па-
тологии. 

I. Распространение, локализация и некоторые 
свойства множественных форм АДА в норме 

АДА — фермент, широко распространенный в 
тканях человека и животных [911. Он играет 
главную роль в развитии и функции клеток 
крови; отклонения в его активности в клетках 
крови связаны с развитием определенных забо-
леваний. Наиболее высокая активность обнару-
жена в лимфоидной ткани (селезенка, лим-
фоузлы, тимус) [11]. В крови АДА обнаруже-
на во всех форменных элементах крови с наи-
большей активностью в лимфоцитах (467 + 
± 1 3 9 н м о л ь / м г / ч ) в сравнении с таковой 
в эритроцитах (56,74=20,5 нмоль /мг /ч ) и тромбо-
цитах (214,74=7,9 нмоль /мг /ч ) [13, 211. Актив-
ность фермента в Т-лимфоцитах в 5—20 раз 
превышает таковую в В-лимфоцитах, в свою 
очередь в кортикальных Т-лимфоцитах она зна-
чительно выше, чем в медуллярных. В процес-
се созревания Т-лимфоцитов из клеточных пред-
шественников активность АДА увеличивается' 
|Ю, 95] . 

Значительная часть фермента локализована в 
цитозоле, и только 2 % от общей активности об-
наруживается во фракции плазматических мем-
бран эритроцитов и тромбоцитов в виде ком-
плекса с гликопротеидами [91]. Таким образом, 
установлено, что АДА может участвовать и во 
внеклеточном превращении аденозина в инозин. 
Была т а к ж е обнаружена митохондриальная фор-
i\.rj АДА в коре головного мозга крысы [78]. 
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В настоящее время достигнута высокая сте-
пень очистки АДА из форменных элементов 
крови. Получены гомогенные препараты фермен-
та [4, 26, 65, 74, 95 | . На высокоочищенных 
гомогенных препаратах показано, что АДА в 
различных клетках и тканях человека и живот-
ных содержится в виде множественных форм, 
различающихся по молекулярной массе (36, 
114, 298, 444 кД) и кинетическим свойствам. 
Основной формой фермента, обнаруживаемой во 
многих тканях человека (желудок, селезенка, 
тонкая кишка, тимус), является форма с наи-
меньшей мол. м. 34—36 кД АДА|. Эта фор-
ма присутствует и во всех форменных эле-
ментах крови (лимфоцитах, гранулоцитах, лейко-
цитах, тромбоцитах) [5, 241. Промежуточная фор-
ма фермента АДАг (МОЛ. М. 100 — 114 кД) , 
обнаруженная в качестве минорного компонента 
в печени и селезенке человека, гомологична 
присутствующей в качестве главного компонен-
та в печени низших позвоночных [71, 91]. 
В сыворотке эта форма является также ос-
новным компонентом: клеточный источник ее не 
определен [7()|. Промежуточная форма фермен-
та отличается от АДА| (мол. м. 36 кД) не 
только по молекулярной массе, но и по некото-
рым другим параметрам, имеет более низкий 
оптимум рН (5,5—6,5), более высокую Км 
(2000 мкмоль/л против 50 мкмоль/л в эритроци-
тах) , низкую дезаминирующую активность 2'-де-
зокеиаденозина и нечувствительна к ингибитору 
эритро-9(2-гидрокси-3-нонил) аденозину (EHNA) 
и d-коформицину в той концентрации, при кото-
рой наблюдается ингибирование АДА с малой 
и большой молекулярной массой. Обе формы раз-
личаются и по электрофоретической подвижности 
[91]. При изучении субстратной специфичности 
АДА| и АДА2 на частично очищенных пре-
паратах с использованием аденозина, 2'-о-ме-
тиладенозина, 2'-д-аденозина и З'-о-метиладенози-
на продемонстрировано, что АДА| более актив-
на в сравнении с АДА2 . АДА2 также деза-
минирует в более низкой степени 1-метиладе-
нозин, Ыа-метиладенозин, №-изопентаниладено-
зин и N'7-, Г^Г-диметиладенозин в сравнении 
с АДА, (мол. м. 36 кД) [911. 

Обнаруженное сходство изоформы АДА2 
(мол. м. 110 кД) человека и птиц в Км и дру-
гих кинетических параметрах (оптимум рН, суб-
стратная специфичность, ингибирование) говорит 
в пользу того, что они произошли от общего 
предка [69]. 

АДА с большой мол. м. (298 кД) встречается 
в виде тканеспецифических электрофоретических 
вариантов (печень, почки, легкие, мышцы, про-
стата, фибробласты кожи) [75, 91]. В почках 
и клетках желудочно-кишечного тракта обнару-
живают форму с мол. м. 440 кД [6]. АДА с мол. м. 
298 кД содержит 2 молекулы с малой мол. м. 
(36 кД) и 1 молекулу выделенного и очищен-
ного до гомогенного состояния специфического 
белка, названного фактором превращения, с 
мол. м. 213 кД, не обладающего АДА-спе-
цифичностью [87]. При исследовании показано, 
что молекулярные виды АДА могут взаимопре-
вращаться. При условиях денатурации большая 
форма АДА превращается в малую форму энзи-
ма с выделением фактора превращения, кото-

рый является димером. Если эритроцитарную АДА 
с малой молекулярной массой добавить к 
различным тканевым экстрактам, содержащим 
фактор превращения АДА, то это ведет к об-
разованию большой, тканеспецифической электро-
форетической, форме энзима. Эти вариации по-
рождены гетерогенностью углеводной части в свя-
занном белке и не обусловлены вариациями АДА 
с малой молекулярной массой, присутствующей 
в комплексе. Процесс связывания малой формы 
с фактором превращения не энзиматический 
процесс. К настоящему времени фактор пре-
вращения выделен и очищен до гомогенного 
состояния, состоит из 2 субъединиц с мол. м. 
97 и 85 кД и связан с малой формой фер-
мента ковалентными связями [75, 77]. АДА с 
мол. м. 298 кД имеет следующие параметры: 
оптимум рН 7,0—7,4, Км аденозина 95 мМ, 
Pi 4,7 5,2 [75, 871. Формы АДА с большой 
молекулярной массой проявляют более высокую 
тепловую стабильность по сравнению с малы-
ми формами: предполагают, что связывающий 
белок (гликопротеид) может стабилизировать 
фермент in vivo [26, 91]. Комплекс АДА с 
фактором превращения представлен в большин-
стве клеток человека в виде мембранно-свя-
занных и цитоплазматических форм [9]. В на-
стоящее время наиболее хорошо охарактеризо-
ван фермент из эритроцитов крови человека 
(мол. м. 36 кД) , изучены его физико-хими-
ческие и кинетические параметры, изофермент-
ный состав, аминокислотная последователь-
ность [5, 24, 56, 84, 85, 97]. Клонирована 
ДНК-последовательность АДА [96]. Фермент яв-
ляется мономером, имеет одну полипептидную 
цепь, показывает множественные электрофорети-
ческие формы, возникающие в результате пост-
трансляционной модификации единственного гена. 
Эта гетерогенность, возможно, обусловлена моди-
фикацией сульфгидрильных форм фермента 
[24]. Изоформы мало отличались по молекуляр-
ной массе, изоферментному спектру, каталитиче-
ской активности в присутствии различных суб-
стратов и ингибиторов, оптимуму рН. С адено-
зином в качестве субстрата для всех изоформ 
АДА эритроцитов составляла 28—44 мкМ [56, 72]. 

Активность гомогенного фермента АДА эритро-
цитов составляет 538 мкмоль/мин/мг, оптимум 
рН находится в интервале 6,0—8,0, Км аденозина 
равна 52 мМ, Ki инозина 700 мкМ, радиус 
Стокса 24 А° и S 20W 3,8-10 13 С. Эритро-
цитарная форма АДА имеет изоэлектрическую 
точку (ИЭТ) 4,6- 4,9 [24, 25]. К настоящему 
времени известно большое количество ингибито-
ров АДА, в том числе продукты реакции и раз-
личные аденозиновые аналоги. Среди наиболее 
сильных ингибиторов нужно отметить коформи-
цин с Ki 10-10 12М и дезоксикоформицин 
с Ki 2,5-10 12М; тип ингибирования конкурент-
ный. Ингибирующее влияние оказывают и неко-
торые другие аналоги аденозина: EHNA с Ki 1,6Х 
X Ю ()М, 1,6-дигидро-6- (гидроксиметилпуринри-
бозид) (DHMPR) с Ki 1,3-10 (iM [27, 64, 651. 

Такие ингибиторы, как 4-амино-5-имидазолкар-
боксамид-рибонуклеозид, 4-амино-5-имидазолкар-
боксамид-HCI, 2,6-диаминопурии, 6-хлорпурин, 
йодопурин и аденин, ингибируют активность 
фермента на 15—60 %. АМФ, дАМФ, АДФ, дАДФ, 

3 Вопр. мед. химии № 4 17 



АТФ, дАТФ, цитозин, цАМФ, д Ц М Ф , д Ц Д Ф , 
ЦТФ, д Ц Т Ф не ингибируют фермент, в то вре-
мя как аденин и 6-метилмеркаптопурин замет-
но ингибируют [4, 5, 24, 27, 51, 64]. При 
исследовании влияния тиоловых реагентов на 
эритроцитарную АДА показано, что окисленный 
глутатион и йодоацетат не влияют на актив-
ность АДА, в то время как /?-хлормеркурий-
бензоат в сходных условиях вызывает умень-
шение энзиматической активности [23]. Следует 
отметить, что для активности АДА не требует-
ся кофактора. Установлено, что N i 4 , Со 2 + , 
C u 2 + , Са2+, Zn2+, М п 2 + ингибируют АДА, 
(мол. м. 36 к Д ) , N a + , K f , M g 2 + не оказы-
вают влияния на него [5]. АДА эритроцитов-
термостабильный фермент, сохраняющий актив-
ность при глубоком замораживании (—70 °С) 
в течение нескольких лет. Присутствие глицерола 
или диметилсульфоксида необходимо для сохра-
нения активности в процессе замораживания . 
Фермент хорошо сохраняется при 4 °С в течение 
3 нед. Стабильность очищенного фермента до-
стигается добавлением сывороточного альбумина, 
сахарозы или пуринрибозида [17]. Наблюдается 
36 % потеря активности при нагревании фермен-
та в течение 5 мин при 70 °С. Обработка фер-
мента 1 мМ р-меркурийбензоатом при 25 °С в те-
чение 30 мин приводит к 30 % потере активно-
сти [12]. Данные о свойствах АДА лимфоци-
тов и тромбоцитов весьма ограниченны. В лим-
фоцитах обнаружены 2 формы фермента с раз-
личной молекулярной массой, в то время как 
только 1 форма (мол. м. 36 кД) присутствует 
в эритроцитах |95] . Ферменты отличаются по 
термостабильности, Км, ингибиторному эффекту и 
профилю рН. АДА с низкой и высокой мо-
лекулярной массой в лимфоцитах взаимопревра-
щаются при тепловой обработке и различаются 
по ответу на алкилирующие агенты, такие, как 
N-этилмалеимид [95]. Нами были изучены неко-
торые кинетические и физико-химические свой-
ства АДА тромбоцитов. В тромбоцитах при-
сутствует АДА с мол. м. 44 кД, и она не 
отличается по Км аденозина и VMaKC от АДА 
эритроцитов [24, 31) . При сопоставлении резуль-
татов по характеру влияния ряда ингибиторов 
на активность АДА тромбоцитов и эритроци-
тов существенных различий не отмечено. Сред-
ние значения ингибирования в присутствии 
6-метиламинопурина, 6-хлорпуринрибозида, аде-
нина, 6-меркаптопурина, 6-хлорпурина и форми-
цина составляли 41 -65 %. При действии 8-аза-
аденина наблюдалось слабое ингибирование [2]. 

Не было различий и при изучении влияния 
катионов двухвалентных металлов на активность 
АДА тромбоцитов в сравнении с АДА эрит-
роцитов. Аналогичные результаты были полу-
чены при изучении термостабильности АДА. 
Фермент т а к ж е хорошо сохраняется при 4 °С и 
глубоком замораживании, как и в случае эрит-
роцитарного фермента. 

Таким образом, вышеописанные данные по-
казывают, что изученные свойства АДА эритро-
цитов и тромбоцитов человека весьма близки 
и различаются незначительно по отдельным 
параметрам. 

Следует отметить, что каталитическая ак-

тивность всех форм АДА человека кодирует-
ся единственным генетическим локусом, а мно-
жественные формы возникают через комплексо-
образование или вторичную модификацию. Все 
множественные формы АДА в тканях человека 
продукты одного структурного гена и множествен-
ность форм — продукт модификации первичного 
гена [3 | . 

П. Сравнительная характеристика активности, 
кинетических и физико-химических свойств АДА 
при патологии 

Серьезные нарушения в активности АДА 
наблюдаются при иммунодефицитных заболева-
ниях различной этиологии: тяжелом комбини-
рованном иммунодефицитном заболевании 
( Т К И Д ) [44, 66] , синдроме приобретенного 
иммунодефицита ( С П И Д ) [61, 9 0 | . Так, у пациен-
тов со С П И Д показано увеличение АДА в 1,5— 
2 раза в 0-лимфоцитах и эритроцитах в сравне-
нии с нормой. Имеется тенденция к увели-
чению АДА при прогрессировании заболевания 
[23, 29, 59] . Показатель активности АДА, по-
видимому, может быть использован как диагно-
стический маркер С П И Д для выявления возмож-
ного инфицирования у асимптоматических индиви-
дуумов в группах риска. С другой стороны, 
аутосомно-рецессивная форма Т К И Д сопровож-
дается полным отсутствием АДА не только в эрит-
роцитах, но и в лимфоидных клетках при 
сохранении на уровне нескольких процентов от 
нормы АДА в других тканях [57, 76]. Так, 
в селезеночной ткани обнаруживают 0,5 % АДА 
от нормальной активности. Низкий уровень ак-
тивности АДА и в амниотической жидкости 
[41]. В сыворотке детей, больных Т К И Д , отме-
чено 5 0 % снижение активности фермента [70 | . 
В последние годы было установлено, что основ-
ным механизмом полного дефицита АДА в лим-
фоцитах, наблюдаемого при Т К И Д , является точ-
ковая мутация гена, вызываемая замещением 
одной из аминокислот на другую [66]. После 
клонирования нормального и мутантного гена 
АДА в экспрессионном векторе и его транс-
фекции в фибробластах человека оказалось, что 
трансфекция нормального клона АДА обусловле-
на энзиматической активностью, в 40 раз пре-
вышающей мутантную последовательность. Эти 
результаты ясно показывают, что мутантная АДА-
последовательность не кодирует активный фер-
мент [7, 8 ] . 

Большой интерес представляют результаты ис-
следований, проведенные на В-лимфобластных му-
тантных клеточных линиях. Показан ряд раз-
личных мутаций в обоих аллелях в клеточной 
линии GM 2606 (замена аргинина на трипто-
фан в положении 101 и аргинина на цитидин 
в положении 211) . В мутантной линии GM 2825А 
обнаружена в одном аллеле замена аланина 
на валин в положении 329, в другом аллеле 
выявлена делеция экзона 4 [7, 8 | . Эти мутации 
приводят к изменению молекулярной структуры 
белка, уменылению белковой стабильности, нару-
шению транскрипции, а т а к ж е не исключают 
возможность, что мутация может затрагивать 
и активный центр фермента. В настоящее 
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время мало известно о молекулярных основах 
недостаточности АДА у человека. 

Патофизиология синдромов, вызванная де-
фицитом АДА, приводит к избыточному на-
коплению не только аденозина и дезоксиаде-
нозина [50, 82 | , но и их метаболитов, прежде 
всего дАТФ [32], АТФ [73], цАМФ [40, 73], 
в эритроцитах и лимфоцитах больных. Адено-
зин, по современным данным, выполняет в ор-
ганизме важную роль медиатора ряда физиоло-
гических процессов, участвует в межклеточных 
взаимодействиях и регулирует функциональную 
активность клеток различных систем, и в част-
ности гемо- и иммунопоэза. Аккумуляция токсич-
ных нуклеозидов и нуклеотидов вызывает блоки-
рование синтеза пиримидинов de novo, угнете-
ние синтеза РНК, ДНК, ингибирование реакции 
метилирования рибо- и дезоксирибонуклеотидов 
[11, 33, 38 | . Установлено, что аденозин вызы-
вает ингибирование агрегации тромбоцитов путем 
стимулирования аденилатциклазы и увеличения 
уровня цАМФ [52, 79]. Исследования in vitro 
также показали, что увеличение концентрации 
этих соединений в лимфоцитах подавляет про-
лиферацию лимфоцитов, вызывая иммуносупрес-
сию клеток лимфоидной системы [45]. Аккумуля-
ция токсичных адениннуклеозидов и нуклеотидов 
приводит к гибели не только зрелых клеток, 
но и предшественников Т-лимфоцитов. Для Т-лим-
фоцитов дезоксиаденозин более токсичен, чем 
аденозин, вероятно, вследствие увеличения кон-
центрации дАТФ — основного ингибитора рибо-
нуклеотидредуктазы, участвующей в синтезе ДНК. 
Однако в литературе встречаются работы, в ко-
торых не отмечается увеличения уровня дАТФ 
и дАДФ в мононуклеарных клетках больных 
Т К И Д с дефицитом АДА, но обнаруживается 
высокая концентрация этих веществ в тромбо-
цитах [83]. 

В настоящее время опубликован ряд работ, 
в которых описываются случаи, когда у имму-
нологически нормальных детей наблюдается раз-
личная степень частичного дефицита в актив-
ности АДА не только в эритроцитах [16), но 
и в лимфоидных клетках [28, 42, 43]. При гене-
тической недостаточности АДА у этих детей, 
однако, отмечается нормальный или незначи-
тельно увеличенный уровень токсичных метабо-
литов: АТФ, дАТФ, цАМФ — в лимфоцитах в 
сравнении с резко увеличенным их количеством 
у больных Т К И Д [28, 42]. Было установлено, 
что вариантный фермент АДА кодируется 2 алле-
лями (один из которых ответствен за синтез неак-
тивной формы АДА). Наблюдаемый дефект, как 
было установлено, генетически обусловлен, так как 
хотя бы один из родителей имел полный или 
частичный дефицит АДА эритроцитов [39]. 
Было описано 50 % снижение АДА в эритроци-
тах в популяции африканских племен без каких-
либо клинических и иммунологических отклоне-
ний [39]. Характеристика остаточной активности 
АДА у иммунологически нормальных детей в их 
лимфоидных клетках выявила значительную гене-
тическую гетерогенность. Обнаруживают по край-
ней мере 5 различных мутаций в структурном 
гене АДА, приводящих к значительным изме-
нениям физико-химических свойств, таких, как 
термостабильность, электрофоретическая подвиж-
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ность и изоэлектрофоретических характери-
стик [43]. 

Аналйз литературы не дает исчерпывающей 
информации о свойствах фермента при данной 
патологии, об этом имеются лишь отрывочные 
сведения. Так, при изучении свойств АДА в сы-
воротке больных Т К И Д показано, что сывороточ-
ный фермент обладает свойствами промежуточ-
ной формы АДА2 (МОЛ. М. 110 кД) [70]. Вы-
явлены различия при исследовании остаточной 
активности АДА в ткани селезенки больных Т К И Д 
в сравнении с нормой, выражающейся в изме-
нении Км, оптимума рН, чувствительности к ин-
гибированию EHNA. Вопрос о присутствии му-
тантной формы АДА в селезенке больных 
Т К И Д остается открытым [76]. 

В культуре клеток лимфобластов при синдроме 
иммунной недостаточности обнаружена АДА, 
идентичная селезеночной АДА с мол. м. 9 2 -
110 кД и не чувствительной к ингибированию 
EHNA [27]. При обследовании 2 пациентов 
выявлена остаточная активность АДА в культуре 
клеток фибробластов (1 и 1 0 % в сравнении 
с нормой соответственно). Фермент обнаружи-
вает изменение электрофоретической подвижности 
и увеличение тепловой стабильности, при этом суб-
стратная специфичность, оптимум рН и Км не от-
личаются от нормы [28]. Это дает возможность 
предположить об изменении в структуре фер-
мента. 

Отклонения в активности АД обнаружены в 
форменных элементах крови (лимфоцитах, грану-
лоцитах, эритроцитах) и при различных гемато-
логических заболеваниях. Активность АДА сни-
жена при хроническом лимфолейкозе (ХЛЛ) 
[36, 68], множественной миеломе, хроническом 
миелолейкозе (ХМЛ) [49], а также при В-кле-
точном остром лимфолейкозе [55, 100] и сниже-
на в Т-клетках периферической крови при болез-
ни Ходжкина [60]. Однако в некоторых иссле-
дованиях было показано, что активность АДА в 
лимфоцитах при ХЛЛ не отличается от нормаль-
ных величин или даже превышает ее [30, 35]. 
Неоднородность данных можно объяснить, по-
видимому, изучением активности фермента на раз-
ных стадиях ХЛЛ [98]. По-видимому, низкий 
уровень АДА при ХЛЛ определяется сниже-
нием клона В-лимфоцитов, преобладающего при 
ХЛЛ, а также уменьшением доли Т-клеток 
[88]. Противоречивые результаты показаны при 
острой лимфобластной лейкемии: отмечено как 
увеличение, так и снижение активности АДА 
[4, 8, 53, 100]. 

Т-клеточные заболевания (Т-клсточный острый 
лимфолейкоз — О Л Л ) сопровождаются увеличе-
нием активности АДА в лимфоцитах, в меньшей 
степени выраженным при остром миелолейкозе 
(ОМЛ) и синдроме Сезари [14, 49, 54, 55, 
92, 93]. Увеличение активности фермента уста-
новлено в лимфоцитах при макроглобулинемии 
Вальденстрема [81] и 85-кратное увеличение 
в эритроцитах при наследственной гемолитиче-
ской анемии [63, 89]. Умеренное увеличение 
активности АДА в эритроцитах описано при врож-
денной гипопластической анемии [37], сидеробла-
стной анемии и у пациентов с миелодисбласти-
ческим синдромом [20, 47, 94). Гиперпродукция 
АДА наблюдалась только в эритроцитах, тогда как 
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в В-лимфобластах, гранулоцитах, тромбоцитах и 
фибробластах кожи активность была в пределах 
нормы. Изменение суммарной активности АДА 
является следствием измененного количества ка-
талитически и иммунологически нормального 
фермента. Исследования показали отсутствие ам-
плификации гена или каких-либо вставок, де-
леций или перестроек гена АДА [47]. Предпо-
лагают, что увеличение активности АДА в эрит-
роцитах, по-видимому, связано с отклонением 
функции эритроидной стволовой клетки, патоло-
гией эритроцитопоэза [37]. 

Высокий уровень АДА, обнаруживаемый в бла-
стных клетках у больных О Л Л , ОМЛ, ХМ Л и 
сопровождаемый значительно большим увеличе-
нием активности фермента в лимфобластах по 
сравнению с таковой в миелобластах, послужил 
поводом для использования АДА в диагности-
ческих целях в качестве биохимического марке-
ра В- и Т-лимфоидных заболеваний и диффе-
ренциальной диагностики В- и Т-бластных забо-
леваний [14, 18]. Изменение активности АДА 
при разных формах лейкозов наблюдалось 
и в тромбоцитах | 1 | . Изучению свойств АДА 
при лейкозах посвящено незначительное число 
работ. 

Исследования изоферментного спектра при 
гематологических заболеваниях выявили различия 
в распределении изоформ в клетках крови 
в зависимости от их природы [711. Так, изу-
чение изоферментного спектра АДА при остром 
лимфобластном лейкозе и остром нелимфобласт-
ном лейкозе при одинаковой общей активности 
АДА показало, что АДА2 (мол. м. 110 кД) 
экснрессируется исключительно в нелимфоидных 
клетках: остром миелобластном лейкозе, остром 
монобластном лейкозе, остром миелоцитариом 
лейкозе, хроническом миелолейкозе с бластной 
трансформацией нелимфоидного типа, тогда как 
другая, АДА| (мол. м. 40 кД) , в обоих 
лимфоидных и нелимфоидных типах клеток [71, 
86]. В дальнейшем это было подтверждено 
тем, что АДА2 (мол. м. 110 кД) обнаружена в куль-
туре миелобластных клеточных линий KGi и ML2 и 
гистоцитов клеточной линии U937, но не обнару-
жена в промиелоцитарной (HL60), эритро-
лейкемической (К562) и Т-лимфобластной 
(CCRF-CEMD) клеточных линиях [711. 

Различное распределение АДА| (мол. м. 40 кД) 
и АДА2 (МОЛ. М. 110 кД) при лейкозах лим-
фоидных и нелимфоидных типов может исполь-
зоваться как новый биохимический маркер незре-
лых нелимфоидных клеток [711. Была под-
тверждена идентичность изучаемой АДА2 
(мол. м. 110 кД) в клетках больного острым 
монобластным лейкозом с высокой Км аденозина 
2-10 * моль/л и нечувствительностью к ингиби-
рованию EHNA с данными, сообщаемыми для 
АДА2 селезенки (Км 2-10 3 моль/л) и сывороточ-
ной АДА2 (Км 2,8-10 3 моль/л) [70, 76]. Сле-
дует отметить, что различные формы могут взаимо-
превращаться и при бластной трансформации 
лимфоцитов, вызванной митогеном. Они отличают-
ся чувствительностью к ингибиторам и при изо-
электрофокусировании обнаруживают гетероген-
ность, природа которых неясна [15, 22]. 

На очищенной из лейкемических гранулоцитов 
до гомогенного состояния в 3038 раз АДА со 

специфической активностью 486 мкмоль/мин/мг, 
сходной с известной для очищенного фермента 
из эритроцитов активностью 538 и 515 ед/мг [4], 
показано, что фермент является мономером с 
мол. м. 44 кД и не отличается от эритроци-
тарного фермента по аминокислотному составу. 
При исследовании субстратной специфичности 
показано, что фермент не способен к гидролизу 
аденина, АМФ, гуанозина, дезоксиаденозина, ци-
тидина и d-цитидина, но специфичен к аденози-
ну и d-аденозииу с Км 48 и 34 мкмоль, VM{1KC 416 и 
312 мкмоль/мин/мг соответственно [95]. Одна-
ко имелись различия при ингибировании EHNA 
(Ki 15 нмоль) и d-коформицином (Ki 92 и 
66 пкмоль) при использовании в качестве суб-
стратов аденозина и d-аденозина соответственно 
в сравнении с Ki 1,6 и 2 ,5— 15 пкмоль соот-
ветственно для эритроцитарного фермента с аде-
нозином в качестве субстрата. В отличие от 
электрофоретически гетерогенной АДА эритроци-
тов (Pi 4,70, 4,83, 4,94, 5,06), показывающей 
4 полосы на электрофорезе, АДА (мол. м. 44 кД) 
гранулоцитов имела 1 полосу с Pi 4,4 [24]. 

Судя по отсутствию существенных отличий 
изозимного спектра АДА лимфоцитов при ХЛЛ 
и соотношения большой и малой форм фермен-
та от наблюдаемого в нормальных клетках, фи-
зико-химические и молекулярные характеристики 
АДА существенно не затрагиваются лейкозным 
процессом [66, 88]. Энзимологические и иммуно-
логические исследования АДА были выполнены 
при О Л Л и ОМЛ. Отмечено отсутствие из-
менений при данных заболеваниях в термостабиль-
ности, электрофоретической подвижности, имму-
нологической реактивности, Км аденозина (57 
и 58 мкмоль) в сравнении с описанной для 
АДА моноядерных клеток доноров (Км 48 и 
65 мкмоль). Эти результаты дают возможность 
предположить, что увеличение активности при 
О Л Л и ОМЛ в лейкемических клетках связано 
с увеличением степени синтеза структурно нор-
мального фермента, а увеличение плазменной 
АДА у этих больных отражает увеличение числа 
лейкемических клеток в костном мозгу [58]. 

Следует отметить, что в последнее время в ли-
тературе практически отсутствуют данные о свой-
ствах АДА тромбоцитов как в норме, так и при 
лейкозах. В то же время изучение свойств 
А Д А т р о м б о ц и т о в и м е е т о б щ е б и о л о г и ч е с к у ю ц е н -
ность, а также практическое значение для ме-
дицины. Нами изучен ряд физико-химических и ки-
нетических свойств АДА тромбоцитов при ХМЛ 
[2]. По кинетическим характеристикам АДА 

тромбоцитов больных ХМЛ (Км 36 ,2±6 ,4 мкмоль 
и Vm;ikc 0 , 13+0 ,03 мкмоль/мин) практически не 
отличается от фермента донора и аналогичного 
фермента эритроцитов, хотя незначительные от-
личия в значении каталитических констант наблю-
даются у некоторых больных как в сторону 
увеличения (Км 76,9 мкмоль, VMaKC 
0,29 мкмоль/мин), так и в сторону снижения 
почти в 3 раза в сравнении с нормой. 

Сравнительный анализ результатов исследован-
ных физико-химических свойств АДА тромбоци-
тов доноров и больных ХМЛ выявил ряд откло-
нений от нормы. При исследовании влияния раз-
личных структурных аналогов пурина на актив-
ность АДА тромбоцитов наблюдалось разное воз-
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действие их на активность последней. Выявле-
но, что азааденин подавлял активность в боль-
шей степени (в 4,6 раза) по сравнению с нор-
мой. Однако ряд других структурных аналогов 
пурина: 6-метиламинопурин, 6-хлорпуринрибо-
зид — ингибировали фермент при ХМЛ в меньшей 
степени (лишь в 1,8 раза) по сравнению с нор-
мой. Ы(Т-метиладенозин, 6-меркаптопурин, 6-хлор-
пурин, 2,6-диаминопурин, формицин оказывали 
ингибирующее влияние в равной степени как в нор-
ме, так и при ХМЛ [2 | . 

Изучение влияния ионов двухвалентных ме-
таллов на активность АДА тромбоцитов при ХМЛ 
показало, что ионы Си 2 + , С а 2 + и Ва 2 + ин-
гибируют активность фермента с той же эффек-
тивностью, что и фермент доноров. Однако зна-
чительные различия выявлены в ингибировании 
активности АДА при ХМЛ ионами Мп 2 + (в 2,2 ра-
за) по сравнению с таковым доноров. Mg 2 1 и 
C s + не оказывают выраженного ингибирующего 
действия. При исследовании термолабильности 
АДА отмечено, что АДА тромбоцитов при ХМЛ 
более чувствительна к тепловой обработке в срав-
нении с нормой |2] . 

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют об изменении каталитических свойств 
АДА тромбоцитов больных ХМЛ по сравнению с 
нормой но действию ряда ингибиторов, ионов 
металлов и температуры. Однако причина наблю-
даемых нами изменений физико-химических и ки-
нетических свойств АДА, сопровождающихся сни-
жением ее активности при ХМЛ, до сих пор 
неясна. 

Ответ на воздействие ряда ингибиторов (8-
азааденина, 6-метиламинопурипа, форм и ци на) 
и ионов металлов (Мп 2 + ) был аномальным и 

п р и ХЛЛ, неходжкинской лимфоме и подобным 
наблюдаемому в случае ХМЛ | 2 | . Данный под-
ход с использованием ингибиторов может быть 
применен не только в качестве показателей 
аномальности фермента, но и для констатации 
фенотипических изменений. Разработка таких 
критериев весьма актуальна в плане прогноза 
болезни и дает возможность использовать не клас-
сическое (стандартное) определение активности 
фермента, что является в ряде случаев малоин-
ф о р м а т и в н ы м , а и з м е н е н и е к а т а л и т и ч е с к и х п а р а -
метров АДА в ответ на воздействие ряда ин-
гибиторов и ионов металлов. 

В последнее время расширился интерес к ин-
гибиторам АДА в связи с возможностью их ис-
пользования в качестве противоопухолевых, 
противовирусных и иммуносупрессивных агентов. 
Клинические исследования ингибиторов при лече-
нии лейкозов показали, что d-коформицин бло-
кирует созревание стволовых клеток костного 
мозга, a EHNA потенцирует способность адено-
зина ингибировать лимфоцитарный бластогенез и 
вызывает цитолиз лимфоцитов. Комбинация 
10 мкмоль d-аденозина и 10 мкмоль д-кофор-
мицина полностью подавляет синтез Д Н К в 
Т-клетках человека, при этом в нормальных клет-
ках костного мозга синтез Д Н К не подавляется 
при использовании 20 мкмоль d-коформицина 
[99]. Сообщалось о получении хорошего эф-
фекта при лечении d-коформицином лимфобласт-
ного лейкоза у детей; для некоторых пациентов 

с О Л Л тимического фенотипа была достигнута 
полная временная ремиссия [62, 67]. 

Таким образом, приведенный в настоящем об-
зоре материал не дает исчерпывающей информа-
ции о свойствах АДА в форменных элементах 
крови при патологии. Многие вопросы остаются 
неизученными и нерешенными. Обнаруженные 
различия в активности и свойствах АДА при 
целом ряде гематологических заболеваний, выра-
жающихся в изменении электрофоретической под-
вижности, термолабильности в ответе на воздейст-
вие ряда ингибиторов, активаторов, ионов метал-
лов, могут быть использованы для разработки 
критериев в целях раннего выявления и прогноза 
заболеваний, что весьма актуально. Раскрытие 
физико-химической сущности изменений активно-
сти АДА при различных заболеваниях крови 
имеет важное значение для понимания патогенеза 
вышеуказанных заболеваний. Сравнительные ис-
следования кинетических и в большей степени 
физико-химических свойств фермента дают опре-
деленную информацию о механизмах, ответствен-
ных за изменение активности АДА при патологии, 
но наиболее полное представление о причине 
недостаточности фермента дает изучение молеку-
лярной структуры и молекулярной патологии 
самих мутантных белков. Молекулярный анализ 
нормальной и мутантной кДНК и нормального 
гена АДА продемонстрировал точковые мутации 
и мутации, представляющие собой делении части 
гена. Точковые мутации, идентифицированные 
внутри кодирующей последовательности, индуци-
руют конформационные изменения в молекуле 
белка, сопровождающиеся более быстрой денату-
рацией и деградацией. Дополнительная инфор-
мация об этих мутациях может быть получе-
на путем изучения мРНК и их продуктов 
трансляции из нормальных и мутантных клеток. 
Дальнейшее изучение молекулярной стурктуры 
мутантного белка АДА важно для понимания 
этиологии недостаточности АДА, что приведет к 
лучшему пониманию причин и механизмов болез-
ни и подскажет более совершенные методы ле-
чения. 
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СООТНОШЕНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ ПЕРЕ-
КИСНОГО О К И С Л Е Н И Я Л И П И Д О В И РЕ-
Ц Е П Ц И И ИНСУЛИНА В АДИПОЦИТАХ 
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Изменение чувствительности периферических 
тканей к инсулину при диабете — важное звено 
в его патогенезе [8]. Действие гормона на ме-
таболизм определяется в первую очередь состоя-
нием рецепторного аппарата клеточных мембран. 
Так как инсулиновый рецептор является структур-
ным элементом мембраны, ее физико-химическое 
состояние в значительной мере определяет рецеп-
цию гормона [2, 5] . С этой точки зрения пред-
ставляет интерес исследование роли перекисного 
окисления липидов ( П О Л ) —эффективного мо-
дификатора состава и физико-химических свойств 
биологических мембран [1]. Повышенное содер-
жание продуктов липидной пероксидации в сы-
воротке крови и эритроцитах выявлено у боль-
ных сахарным диабетом [4, 16), а также при 
экспериментальном сахарном диабете [7]. 

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние соотношения интенсивности ПОЛ, стимули-
рованного прооксидантами, и уровня рецепции ин-
сулина адипоцитами. 

М е т о д и к а . Эксперименты выполнены на ади-
поцитах, полученных из эпидидимальной жи-
ровой ткани нелинейных белых крыс-самцов мас-
сой 180—200 г с помощью коллагеназы [17]. 
Связывание инсулина с жировыми клетками иссле-
довали с использованием меченого 1251-инсулина, 
как описано ранее [6]. |251-инсулин с удель-
ной активностью 5—6 МБк на 1 мкг белка полу-
чали с применением хлорамина Т [14]. Адипоци-
ты (10° клеток на 1 мл) инкубировали при 
25 °С с 1251-инсулином (0,2 нг на 1 мл) и немече-
ным гормоном в концентрации 2,5—100 нг/мл. 
Неспецифичёское связывание гормона определяли 
в присутствии 10 мкг на 1 мл немеченого ин-
сулина. Специфическое связывание рассчитывали 
как разность между общим и неспецифическим 
связыванием гормона. Усредненные кривые свя-
зывания инсулина в зависимости от его концент-
рации использовали для построения графической 
зависимости Скэтчарда с целью определения ки-
нетических констант связывания инсулина и чис-
ла рецепторов [18]. Радиоактивность проб изме-
ряли на счетчике фирмы «Тгасог Analitic», мо-
дель 1197. 

П О Л в адипоцитах стимулировали добавлением 
к суспензии клеток одновременно с инсулином 
гидроперекиси кумола в конечной концентрации 
3 -10 7 — 3 - 1 0 " 3 М и ионов двухвалентного железа 
(0,2 мМ). О состоянии П О Л судили по уровню 
конечного продукта — малонового диальдегида 
( М Д А ) , который определяли в реакции с тио-
барбитуровой кислотой [1 | . 

Результаты обрабатывали статистически с при-
менением непараметрического критерия Вилкоксо-
на—Манна—Уитни [3]. 

Использованы кристаллический инсулин отече-
ственного производства, хлорамин Т, метабисуль-
фит натрия («Sigma», С Ш А ) , сефадекс G-50 
(«Farmac ia F. Chem.», Швеция) , Na- , 2 5 I (ВО 
«Изотоп») , коллагеназа ( ISN, С Ш А ) , трис(гид-
роксиметил)-аминометан («Reanal» , Венгрия) , 
M g S 0 4 , К Н 2 Р 0 4 , N a H C 0 3 , CaCI2 , NaCl , глюкоза 
(ВНТ, Англия) , гидроперекись кумола («Мегк», 
Германия) , FeSO^, тиобарбитуровая кислота оте-
чественного производства. 

Результаты и обсуждение. Установлено, что гид-
роперекись кумола в присутствии ионов двухва-
лентного железа оказывает существенное влияние 
на связывание инсулина адипоцитами крыс 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Рис. 1. Влияние гидроперекиси кумола и ионов двухвалентного 
железа на специфическое и неспецифическое связывание инсу-
лина адипоцитами крыс (а) и содержание в них МДА (б) . 
П о о с я м а б с ц и с с : / к о н т р о л ь , 2, 3, 4, 5, в д о б а в л е н и е в и н к у б а ц и о н н у ю 
с р е д у г и д р о п е р е к и с и к у м о л а в к о н ц е н т р а ц и и 3 - 1 0 7 , 3 - 1 0 ™6, 3 - 1 0 г\ 
3 - 1 0 3 - 1 0 М с о о т в е т с т в е н н о в п р и с у т с т в и и Fe2"l~ ( 0 , 2 м М ) ; 7 д о б а в -
л е н и е г и д р о п е р е к и с и к у м о л а ( 3 - 1 0 3 М ) б е з и о н о в F e 2 + , # — д о б а в л е н и е ио-
нов F e 2 + ( 0 , 2 м М ) ; по о с я м о р д и н а т : на а % с в я з а н н о г о и н с у л и н а 
от о б щ е й р а д и о а к т и в н о с т и на 2 - Ю 8 к л е т о к , на б — с о д е р ж а н и е М Д А , п м о л ь 
на 2 - Ю 6 к л е т о к . З а ш т р и х о в а н н ы е с т о л б и к и — с п е ц и ф и ч е с к о е с в я з ы в а н и е , 
с в е т л ы е —- н е с п е ц и ф и ч е с к о е . 
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(рис. 1 , а ) . Величина и направленность эффекта 
зависят от концентрации добавленной в среду 
инкубации гидроперекиси кумола. Прооксидант в 
концентрации 3-10 7 М увеличивал специфическое 
связывание гормона жировыми клетками на 20 % 
(/?<0,05), что составляло 2 ,54±0 ,17 % от общей 
радиоактивности (в контроле 2,144:0,18 % ) . Более 
высокие концентрации гидроперекиси кумола 
уменьшали показатель клеточно-связанной метки, 
и максимальное ингибирование (на 50 %) отмеча-
лось в присутствии 3-10 3 М прооксиданта. 

При оценке неспецифического связывания гор-
мона было установлено, что при концентра-
ции гидроперекиси кумола 3-10 7 —3-10 4 М его 
величина относительно контроля существенно не 
менялась (см. рис. 1 , а ) . При концентрации про-
оксиданта 3-10 3 М неспецифическое связывание 
инсулина увеличивалось почти в 2 раза. Это 
свидетельствует о процессах дезорганизации 
мембран, ведущих к увеличению адсорбции ин-
сулина на их поверхности, и является подтверж-
дением цитотоксичности достигаемого уровня 
свободнорадикального окисления липидов [11]. 

Полученные в результате экспериментов данные 
свидетельствуют о том, что влияние гидропере-
киси кумола на рецепцию инсулина адипоцита-
ми связано с ее способностью активировать ПОЛ. 
Увеличение эффекта ингибирования специфиче-
ского связывания инсулина жировыми клетками 
возрастающими концентрациями прооксиданта 
наблюдалось одновременно с нарастанием уровня 
МДА в адипоцитах (рис. 1 ,6) . Этот вывод под-
тверждается данными о том, что раздельное до-
бавление гидроперекиси кумола и ионов Fe 2 + не 
вызывало существенной стимуляции липидной 
пероксидации и не изменяло уровень рецепции 
гормона (см. рис. 1, а, б). Отсутствие стимуляции 
ПОЛ в изолированных адипоцитах при раздель-
ном добавлении прооксидантов описано нами ра-
нее и связано с особенностями инициации сво-
боднорадикального окисления в целостных жиро-
вых клетках [6 | . 

С целыо выяснения механизмов влияния ПОЛ 
на связывание инсулина нами были получены 
кривые связывания гормона адипоцитами при кон-
центрации перекиси кумола 3-10 7 М, когда на-
блюдалось увеличение связывания, и 3-10 * М, 
когда отмечалось его максимальное ингибирова-
ние. Результаты показывают, что специфическое 
связывание гормона было повышено при концент-
рации гидроперекиси кумола 3-10 7 М и снижено 
при концентрации 3-10 3 М в сравнении с конт-
ролем при всех концентрациях немеченого гормо-
на (рис. 2, а ) . На основании анализа полу-
ченных данных в координатах Скэтчарда 
(рис. 2, б) были рассчитаны основные характери-
стики связывания гормона с рецептором, представ-
ленные в таблице. 

При концентрации прооксиданта 3-10 1 М ади-
поциты связывали 350 пг инсулина на 2-Ю 5 кле-
ток, что соответствует 120 000 связывающих мест 
на клетку, тогда как в контроле эти показа-
тели существенно ниже (235 riг на 2-Ю 5 клеток 
и 55 000 рецепторов на клетку соответственно). 
Напротив, при концентрации прооксиданта 
3-10 3 М число рецепторов, приходящихся на 
1 адипоцит, было достоверно ниже, чем в контроле, 

50 100 0.05 0.15 0.25 

Рис. 2. Влияние прооксидантов на инсулин-рецепторное взаимо-
действие в адипоцитах крыс. 
и - с в я з ы в а н и е и н с у л и н а а д и п о ц и т а м и при в о з р а с т а ю щ и х к о н ц е н т р а ц и я х 
н е м е ч е н о г о г о р м о н а : по оси а б с ц и с с - к о н ц е н т р а ц и я д о б а в л е н н о г о и н с у л и н а , 
н г / м л , но о с и о р д и н а т с п е ц и ф и ч е с к и с в я з а н н ы й и н с у л и н , пг на 2 • 10fi кле-
т о к ) ; б в ы р а ж е н и е д а н н ы х в в и д е г р а ф и ч е с к о й з а в и с и м о с т и С к э т ч а р д а : по 
оси а б с ц и с с с п е ц и ф и ч е с к и с в я з а н н ы й и н с у л и н ( В ) , пг на 2 • I О5 к л е т о к , по 
о с и о р д и н а т о т н о ш е н и е с п е ц и ф и ч е с к и с в я з а н н о г о и н с у л и н а к с в о б о д н о м у 
( B / F ) . / — к о н т р о л ь ; 2 и 3 д о б а в л е н и е г и д р о п е р е к и с и к у м о л а в к о н ц е н т р а 
ции 3 - 1 0 7 и 3 * 1 0 ' 3 М с о о т в е т с т в е н н о в п р и с у т с т в и и 0 , 2 м М F e 2 ~ K 

и составляло 23 000. Согласно двухкомпонентной 
модели, при низкой концентрации гидроперекиси 
кумола число рецепторов с высоким сродством 
уменьшалось почти в 3 раза, а число рецепторов 
с низким сродством увеличивалось в 2,6 раза. 
Константа связывания для первого типа рецепто-
ров составляла 1,57-109 М а для низкоаффин-
ных рецепторов — 0,06-108 М При высокой 
концентрации гидроперекиси кумола отмечался 
иной характер изменений. Число рецепторов с вы-
соким сродством к инсулину уменьшилось в 5,5 ра-
за, а с низким — более чем в 2 раза. Рассчи-
танные для этих связывающих участков констан-
ты сродства составили 0,45-10' и 0,02-109 М 1 

соответственно, т. е. в обоих случаях уменьши-
лись (см. таблицу). 

Результаты о разнонаправленном действии сла-
бой и более выраженной активации ПОЛ на 
связывание инсулина подтверждаются данными о 
противоположных эффектах малых и высоких 
концентраций продуктов этого процесса на актив-
ность мембранно-связанных ферментов и рецеп-
торов [12, 15]. Умеренная стимуляция ПОЛ, появ-
ление липидных зон с различной вязкостью могут 
сопровождаться концентрированием рецепторов с 
образованием рецепторных кластеров, способство-
вать преобладанию полимерной формы рецепто-
ра, в которой сродство к гормону увеличивается 
[10]. Уменьшение связывания инсулина при зна-
чительной стимуляции липопереокисления в ади-
поцитах может быть обусловлено усилением де-
градации гормон-рецепторного комплекса лизосо-

Влииние гидроперекиси кумола в присутствии ионов Fe 2 + 
на параметры связывании инсулина адипоцитами крыс 

И с с л е д у е м ы й 
п а р а м е т р К о н т р о л ь 

Г и д р о п е р е к и с ь к у м о л а И с с л е д у е м ы й 
п а р а м е т р К о н т р о л ь 

3 - 1 0 7 М 3 - 1 0 3 м 

Ro 55 000 120 000 23 000 
Ri 1 1 000 4 000 2 000 
К, (М 1) 0,61 .10° 1,57-109 0,45-109 

R2 44 000 116 000 21 000 
К2 (М ') 0,36-108 0,06-Ю8 0,2-108 

клетку; Ri количество рецепторов с высоким сродством на 
клетку; Ki константа связывания для Ri; R2 — количество 
рецепторов с низким сродством на клетку; К2 — константа 
связывания для R2. р < 0 , 0 5 для всех показателей гидроперекиси 
кумола, кроме показателя 0,45• IО9. 
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мальными фермеытами [14], выход которых по-
вышается вследствие увеличения проницаемости 
мембран лизосом в процессе свободнорадикаль-
ного окисления липидов [1], а т акже измене-
нием тиол-дисульфидного соотношения, играюще-
го существенную роль в рецепции гормона [9, 13]. 

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о модулирующем влиянии П О Л на 
чувствительность жировых клеток к инсулину, что 
может являться одной из причин развития ин-
сулинорезистентности. 
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CORRELATION OF LIPID PEROXIDATION ACTIVITY AND 
INSULIN RECEPTION IN ADIPOCYTES. 

V. V. Ivanov, M. P. Stennikova 

Medical School, Tomsk. 

Influence of prooxidants (cumene hydroperoxide and Fe2 + ) 
on insulin reception by adipocytes was studied in experimental 
conditions. Cumene hydroperoxide (10 7 M) in the presence of 
F e 2 + (0.2 mM) increased the specific binding of the hormone. 
The higher concentrat ions (10 I 0 ~ 3 M) of the prooxidant 
resulted in significant accumulat ion of malonic dialdehyde and 
inhibited insulin binding by fat t issue cells. The inhibition 
of insulin specific binding was shown to occur due to a 
decrease in the content of insulin receptors as well as in 
the ra te of their affinity to the hormone. 
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ЗАЩИТНАЯ РЕАКЦИЯ КЛЕТОК МОЗГА ПРИ 
ИЗМEH ЕН И И П РОН И ЦАЕМОСТИ ГЕМАТО-
ЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА 
Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова, Мо-
сковский НИИ психиатрии им. В. П. Сербского 

Изменение проницаемости гематоэнцефаличе-
ского барьера (ГЭБ) и появление нейроспецифи-
ческих белков ( Н С Б ) в крови зафиксировано при 
ряде неврологических заболеваний и критических 
состояний, а т а к ж е на фоне приема лекарствен-
ных средств [1, 5, 10]. 

В большинстве случаев этот процесс сопро-
вождается образованием соответствующих анти-
тел, создавая угрозу аутоиммунного поражения 
мозга. В то же время высокий уровень анти-
генов в биологических жидкостях создает опре-
деленное препятствие для развития аутоиммунно-
го повреждения мозга, поскольку нейтрализация 
антител будет в данном случае происходить в 
крови. 

Ограничение белоксинтезирующей активности 
нервных клеток, например при болезни Альцгей-
мера, приводит к снижению титра специфиче-
ских антигенов в крови и тем самым увеличи-
вает вероятность проникновения антител в клетки 
мозга с вытекающими отсюда последствиями | 4 | . 
Таким образом, активация белоксинтезирующих 
процессов в глиальных клетках на фоне увели-
ченной проницаемости ГЭБ может явиться одним 
из важных защитных механизмов, направленных 
на устранение возможных патологических послед-
ствий. 

Д л я подтверждения этого предположения иссле-
довали динамику специфических глиальных бел-
ков и антител к ним в крови больных после 
нейрохирургических операций. 

М е т о д и к а . Всего обследовано 23 больных, из 
них у 14 (основная группа) верифицировали опу-
холь головного мозга (9 больных с менингио-
мами различной локализации, 3 с г л и о б л а с т о м а м и , 
I с краниофарингиомой и 1 больной с ангио-
ретикулемой мозжечка) . В группу сравнения во-
шли 9 больных (5 с грыжей межпозвоночного 
диска пояснично-крестцовой локализации, 2 с опу-
холью спинного мозга и 2 с периферическими 
посттравматическими нейропатиями). Возраст 
больных обеих групп 35—45 лет. 

Средняя длительность комбинированного нарко-
за 6 ч 26 мин и 4 ч 6 мин, длительность опера-
ции 5 ч 28 мин и 2 ч 54 мин в основной 
группе и группе сравнения соответственно. Ввод-
ный наркоз осуществляли гексеналом, основной 
наркоз нейролептаналгезией и закисью азо-
та (в 19 случаях использовали фентанил с 
дроперидолом, в 4 дипидолор) , для миорелак-
сации применяли ардуан (павулон) и дитилин 
(листенон). 

Кровь брали до начала наркоза, перед разре-
зом (спустя 20—30 мин до начала анестезии), 

4 Вопр. мед. химии № 4 25 



Т а б л и ц а 1 
Содержание НСБ (в нг/мл) в крови больных основной группы на фоне наркоза и в послеоперационном периоде 

В р е м я в з я т и я к р о в и 

Н С Б 

В р е м я в з я т и я к р о в и 1. а , - Г М 2. <х2-ГМ 3. a j - Г П 4. Г Ф А В р е м я в з я т и я к р о в и 

А Р А Р А Р А Р 

Контроль 1,45 1,14 84,96 89,6 

0,5 ч 2,38 0,4 2,06 0,3 191,3 0,034 221,4 0,02 
2 ч 14,8 0,001 18,0 0,00001 617,0 0,005 739,7 0,0001 
6 ч 22,72 0,04 28,15 0,03 814,18 0,13 942,0 0,097 
1 сут 21,16 0,75 23,6 0,38 744,8 0,52 940,71 0,86 
3 сут 16,0 0,08 18,6 0,30 611,17 0,80 728,8 0,067 
7 сут 8,02 0,197 9,9 0,21 314,7 0,029 390,8 0,21 
15 сут 4,01 0,012 3,57 0,016 17,5 0,01 129,7 0,05 
21 сут 1,34 0,01 1,32 0,015 12,42 0,84 78,2 0,016 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 в столбцах 1—4 приводится средний уровень белка (А) и достоверность разли1 

между соседними по вертикали величинами (р). Ра зли чия достоверны при р ^ 0 , 0 5 . 

через 2 -6 ч от начала операции, на 1 ,3 , 7, 14 и 
21-е сутки после операции. 

Исследовали следующие белки: « г и «2-глобули-
ны мозга (ai-ГМ, а 2 -ГМ), аг-гликопротеид 
(аг-ГП), глиофибриллярный антиген (ГФА) и ан-
титела к ним. Известно, что аг-ГМ локализован 
преимущественно в олигодендроцитах, тогда как 
гликопротеид и глиофибриллярный кислый про-
теин являются классическими астроцитарными 
белками 11 1 ]. 

Количество НСБ и аутоантител к ним определя-
ли иммуноферментными методами (в частности, 
«сандвич»-методом и методом ДИФАИХ) с ис-
пользованием моноспецифических сывороток [2, 
3, 6] , регистрацию результатов иммунофермент-
ного анализа проводили на многоканальном спект-
рофотометре типа «Titerteck Mult iskan» (фирма 
«Flow», Англия). Обработку полученных данных 
проводили с помощью непараметрических крите-
риев Вилкоксона—Манна—Уитни. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При иссле-
довании крови, полученной в дооперационный 
период, у большинства больных с опухолями 
головного мозга выявили высокий уровень НСБ. 
По всей видимости, используемые в качестве 
премедикации противоотечные средства (лазикс, 
кортикостероиды) способствовали повышению 
проницаемости ГЭБ. Подобные эффекты дегидра-
тирующих средств описаны в литературе [5]. 
В группе сравнения, где противоотечные средства 
не применялись, обнаруживались следы НСБ. 

Достоверное увеличение концентрации всех ис-
следованных НСБ (р<с0,05) отмечено уже через 
30 мин от начала комбинированного наркоза. 
В дальнейшем титр белков в крови постоянно 
увеличивался. Через 2 ч от начала операции 
количество белков в среднем повышалось в 6— 
8 раз от среднего исходного уровня, а через 6 ч 
более чем в 10 раз. Максимальные цифры обычно 
регистрировали через 6 ч от начала анестезии 
(табл. 1). 

В этот период количество си-ГМ и (Х2-ГМ 
превысило 20 нг/мл, а 2 Т П — 900 нг/мл, а ГФА 
940 нг/мл. При этом антител в крови к 4 пере-
численным антигенам зарегистрировано не было. 
Достоверное снижение уровня НСБ отметили лишь 
на 7-е сутки после оперативного вмешатель-
ства. В дальнейшем титр НСБ снижался. Появ-
ление следовых количеств антител было выявлено 
на 15-е сутки после наркоза. И хотя к 21-му 
дню их титр повысился, тем не менее он был 
ниже уровня НСБ и составлял 0,05—0,1 нг/мл для 
глобулинов мозга и 1,5—3 нг/мл для (Х|-ГГ1 и 
ГФА. 

Сходные результаты были получены при обсле-
довании больных групп сравнения, у которых не 
проводили манипуляций на ткани мозга (табл. 2). 
Достоверные различия между группами (основная 
группа и группа сравнения) были зафиксирова-
ны только во время операции. Содержание НСБ 
в этот период было существенно выше в основной 
группе. Сопоставление уровней белка в крови 

Т а б л и ц а 2 
Содержание НСБ (в нг/мл) в крови больных группы сравнения на фоне наркоза и в послеоперационном периоде 

В р е м я в з я т и я к р о в и 

Н С Б 

В р е м я в з я т и я к р о в и 1 . с и - Г М 2. « 2 - Г М 3. a j - Г П 4. Г Ф А В р е м я в з я т и я к р о в и 

А Р А Р А Р А Р 

Контроль 0,27 — 0,39 — 39,27 — 46,9 — 

0,5 Ч 1,2 0,0019 1,26 0,005 166,5 • 0,04 188,3 0,08 
2 ч 5,28 0,0004 6,48 0,001 513,3 0,04 373,2 0,06 
6 ч 18,08 0,001 20,6 0,006 674,3 0,48 834,5 0,055 

П о с л е о п е р а ц и о и н ы й п е р и о д 
1 сут 18,08 0,1 18,06 0,46 622,04 0,73 963,0 0,5 
3 сут 18,84 0,04 15,27 0,12 527,50 0,50 484,5 0,08 
7 сут 7,84 0,13 8,91 0,33 314,7 0,29 338,7 0,16 
15 сут 0,48 0,006 0,48 0,01 17,5 0,01 19,17 0,06 
21 сут 0,1 0,50 0,1 0,59 12,42 0,84 0,6 0,042 
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больных двух групп во всех других временных 
интервалах как до, так и после операции не 
выявило достоверных различий, что позволило сде-
лать заключение: появление большого количества 
НСБ в крови практически не зависит от трав-
матического повреждения мозга и определяется 
только после введения наркотических препаратов. 
При этом существенной разницы в динамике 
астроцитарных и олигодендроглиального белков 
не отмечено. Низкий уровень антител свидетель-
ствовал об их активной нейтрализации. 

Таким образом, наркоз является ведущим фак-
тором, влияющим на повышение проницаемости 
ГЭБ для НСБ в направлении мозг—кровь. При 
этом динамика НСБ, характеризующаяся ста-
бильным выходом значительных количеств протеи-
нов из клеток глии в кровь, позволяет пред-
положить, что под влиянием наркоза происхо-
дит усиление синтеза глиальных белков. 

Действительно, период полужизни различных 
антигенов в крови колеблется, по данным авто-
ров [8], от 12 до 36 ч, поэтому зарегистри-
рованный нами стабильный уровень НСБ (по край-
ней мере в течение 72 ч) не может быть обуслов-
лен только мобилизацией тканевых резервов и 
определяется активностью белоксинтезирующих 
систем. В предварительных опытах на животных 
с введением сублетальных доз гексенала было 
показано, что этот эффект может быть реализо-
ван за счет стабилизации полирибосомальных 
комплексов. 

Не исключено, что массированный выброс НСБ 
в биологические жидкости на фоне дегидрати-
рующей терапии, приема алкоголя, нейролепсии 
и травматического повреждения мозга [5, 7, 9 | 
представляет защитную реакцию, препятствую-
щую аутоиммунному повреждению мозга. 
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П о с т у п и л а 2 1 . 0 4 . 9 2 

PROTECTIVE R E S P O N S E OF BRAIN CELLS TO ALTERA-
TIONS IN HEMATOENCEPHALIC BARRIER PERMEABI-
LITY. 

A. P. Khokhlov, /. G. Fetisova, A. M. Podlesny, V. P. Chekhonin, 
V. K. Malakhovsky 

I. M. Sechenov Medical Academy, V. P. Serbsky Institute 
of Forensic Psychiatry, Moscow. 

General anesthesia carried out in neurosurgical operat ions 
caused liberation of neurospecific proteins into blood. High 
content of these an t igens was maintained in biological fluids 
within 7 days, which occurred apparent ly due to activation 
of biosynthesis. Antibodies to the ant igens were detected only 
within 21 days after the surgical intervention. A gross liberation 
of specific proteins into blood, occurr ing under critical 
conditions, appea r s to be a protective response of brain cells 
to au to immune impairments . 
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НОРМЫ ЧАСОВОЙ Э К С К Р Е Ц И И С МОЧОЙ 
ВИТАМИНОВ ГРУППЫ В Д Л Я ДЕТЕЙ 9— 
13 ЛЕТ 

Институт питания РАМН, Москва 

В качестве параметров, отражающих обеспечен-
ность организма витаминами, определяют их со-
держание в крови, экскрецию с мочой, а также 
активность ферментов, зависящих от кофермент-
ных форм витаминов. Д л я массовых исследова-
ний более удобно, доступно и менее трудоемко 
определение экскреции витаминов и их метаболи-
тов с мочой. В зарубежных исследованиях для 
этих целей обычно пользуются величиной суточной 
экскреции, в отечественных — наряду с суточной 
определяют часовую экскрецию. Обоснованность 
использования последней величины нуждается в 
подтверждении. Поэтому одной из задач исследо-
вания явилось установление корреляционной свя-
зи между часовой экскрецией витаминов и их 
метаболитов и содержанием их в крови или (в слу-
чае тиамина) величиной ТДФ-эффекта для взрос-
лых и детей 9—13 лет. 

Существенным препятствием для использования 
величин часовой экскреции при оценке витамин-
ной обеспеченности детей является отсутствие 
общепринятых критериев нормальных величин 
этих показателей для детей разного возраста. 
Применение ж е с этой целью соответствующих 
критериев, принятых для взрослых, по-видимому, 
недопустимо в связи с существенными возраст-
ными различиями в потребностях, уровне потреб-
ления и степени утилизации витаминов у детей 
и взрослых. Сведения о суточной экскреции 
витаминов у детей разного возраста, обна-
руженные нами в литературе, носят фраг-
ментарный характер [8, 9, 11], имеют-
ся единичные данные о нормах часовой 
экскреции [8]. Вместе с тем многочисленные 
работы свидетельствуют о том, что концентрации 
витаминов группы В в крови не зависят от пола 
и возраста людей и для детей 1 —16 лет не от-
личаются от соответствующих показателей для 
взрослых |12 14, 18]. В связи с этим одной из 
задач работы было определение величин часовой 
экскреции с мочой рибофлавина, тиамина, 
4-пиридоксиловой кислоты (4-ПК) и 1-метилнико-
тинамида (1 -МНА) , характерных для нормальной 
обеспеченности этими витаминами детей 9—13 лет. 
С этой целью были исследованы зависимости 
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Рис. 1. Зависимость между пока-
зателями обеспеченности орга-
низма витамином В 
а з а в и с и м о с т ь ч а с о в о й э к с к р е ц и и р и б о 
ф л а в и н а ( в м к г / ч ) о т е г о к о н ц е н т р а ц и и 
в п л а з м е ( в н г / м л ) д л я в з р о с л ы х ( / ) и 
д е т е й ( 2 ) ; б з а в и с и м о с т ь э к с к р е ц и и с 
м о ч о й ( в м к г / ч , к р и в а я / ) и к о н ц е н т р а -
ц и и в п л а з м е ( в н г / м л , к р и в а я 2) о т с о -
д е р ж а н и я р и б о ф л а в и н а ( в м г ) в р а ц и о н е 
д е т е й . 
Н а р и с . I 4 в с к о б к а х р я д о м с т о ч к о й у к а -
з а н о к о л и ч е с т в о о б с л е д о в а н н ы х . 

между содержанием этих витаминов в крови и 
часовой экскрецией их с мочой, а также между 
уровнем потребления этих витаминов с пищей, 
концентрацией их в крови и часовой экскрецией. 

М е т о д и к а . Исследование витаминной обеспе-
ченности было проведено у 31 здорового ребенка 
обоего пола в возрасте 9—13 лет и 35 взрослых 
обоего пола. Первое обследование детей было про-
ведено в октябре. Второе обследование тех же детей 
проводили через 3 нед ежедневного приема 2 таб-
леток (1 красной и 1 синей) поливитаминного 
препарата «Дуовит» фирмы КРКА (Словения) 
(1-я группа, 18 человек) или 3 драже в день 
отечественного поливитаминного препарата «Ун-
девит» (2-я группа, 9 детей). Содержание ви-
таминов в рационе рассчитывали с использова-
нием таблиц химического состава продуктов с 
учетом потерь при тепловой обработке [10]. 
Фоновый рацион обеспечивал поступление 1,75 мг 
витамина В|, 2,51 мг В2, 2 мг Bf> и 24,15 мг ниацина 
в сутки. С учетом этих величин и содержания 

витаминов в принимаемых препаратах дети 1-й 
группы получали в сутки 2,75 мг витамина В|. 
3,71 мг В2, 4 мг Во и 37,15 мг ниацина, дети 

"2-й группы — 9,49, 8,51, 5,0 и 84,15 мг соответ-
ственно. 

Обеспеченность витаминами оценивали по их 
экскреции с мочой, собранной за 1 ч натощак, 
и концентрации этих витаминов в плазме. 

Рибофлавин в моче и в плазме крови опре-
деляли титрованием рибофлавинсвязывающим 
апопротеином [2, 4], 4-ПК — с помощью ВЭЖХ 
[15], 1-МНА флюориметрическим методом 
[17| , тиамин — гиохромным методом [6]. 
Концентрацию никотинамидных коферментов в 
эритроцитах измеряли флюоресцентным методом 
[6], пиридоксалевых коферментов — методом 
ВЭЖХ [20]. Во всех флюоресцентных методах 
использовали соответствующий внутренний стан-
дарт. Интенсивность флюоресценции измеряли на 
спектрофлюориметре «Perkin Elmer MPF-43A». 

Активность транскетолазы эритроцитов и вели-

I I I I I I I 1 
1.0 1.2 1.4 

ТДФ-эффент 

Рис. 2. Зависимость между пока-
зателями обеспеченности витами-
ном В|. 
а з а в и с и м о с т ь м е ж д у а к т и в н о с т ь ю 
т р а н с к е т о л а з ы ( в м к м о л ь / ч н а I м л э р и -
т р о ц и т о в ) и в е л и ч и н о й Т Д Ф - э ф ф е к т а ; б 
м е ж д у в е л и ч и н о й Т Д Ф - э ф ф е к т а и э к с к р е -
ц и е й т и а м и н а с м о ч о й ( в м к г / ч ) д л я д е т е й 
( / ) и в з р о с л ы х (2). 

мнмоль/ч на 1мл 

гт г 

1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 
ТДФ-эффент 
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Рис. 3. Зависимость между пока-
зателями обеспеченности витами-
ном В(). 
а з а в и с и м о с т ь ч а с о в о й э к с к р е ц и и 
4 - I 1 K ( в м к г / ч ) о т к о н ц е н т р а ц и и П Л Л - ( -
+ П А Л Ф ( в н г / м л ) в п л а з м е к р о в и д л я 
д е т е й ( с в е т л ы е с и м в о л ы ) и в з р о с л ы х 
( т е м н ы е с и м в о л ы ) ; б з а в и с и м о с т ь э к с -
к р е ц и и с м о ч о й 4 - I I K ( / ) и к о н ц е н т р а ц и и 
И А Л + П А Л Ф в п л а з м е (2) о т с о д е р ж а -
н и я в и т а м и н а Be ( в м г ) в р а ц и о н е д е т е й . 

Ч-ПН, мкг/ч 
i 

50 

ПАЛ+ПАЛФ, нг/мл 

10 ПАЛ+ПАЛФ. нг/мл 
J L 

4 Вс.мг 

чину ТДФ-эффекта в качестве показателей обес-
печенности обследуемых тиамином определяли по-
сле предварительной инактивации трансальдола-
зы [19]. 

Коэффициент ранговой корреляции между со-
держанием витаминов в крови и экскрецией их 
с мочой рассчитывали по Спирмену [3]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Ранее нами 
было показано [1 | , что дефицит рибофлавина 
в рационе крыс даже при нормальном содержа-
нии в нем пиридоксина и никотиновой кислоты 
сопровождается существенным (на 50 -75 %) 
снижением экскреции с мочой 4-ПК и 1-МНА. 
Недостаточность витамина В6 при нормальном 
содержании в пище никотиновой кислоты также 
приводит к снижению выделения -1-МНА. Это 
обусловлено участием витамина В2- и ПАЛФ-за-
висимых ферментов в метаболизме пиридоксина и 
синтезе никотинамидных коферментов из трипто-
фана. Аналогичное снижение экскреции 4-ПК и 
1-МНА с мочой в результате недостаточности 
рибофлавина было обнаружено у людей. С учетом 
этого при установлении норм экскреции с мочой 
4-ПК принимались во внимание только показа-
тели людей, адекватно обеспеченных витамином 
В2 (концентрация рибофлавина в плазме более 
5 нг/мл) , а 1-МНА — показатели людей с 
нормальной обеспеченностью в и т а м и н а м и В2 и 
B(i (экскреция 4-ПК выше 40 мкг/ч) . 

Для анализа полученных данных был исполь-
зован следующий подход, примененный в работе 
[16]. Близкие по величине значения (концент-

рация рибофлавина в плазме, ТДФ-эффект и т. д.) 
объединяли в группы и для каждой образовав-
шейся группы рассчитывали среднее значение 
экскреции соответствующего витамина или его 
метаболита. Полученные результаты для взрослых 
и детей представлены на рис. 1 4. Как следует 
из рисунков, обнаружена четкая взаимозависи-
мость между всеми исследованными параметрами. 
Во всех случаях имеет место монотонное не-
линейное изменение линии регрессии. В таких слу-
чаях для оценки корреляции между двумя па-
раметрами используют коэффициент ранговой кор-
реляции Спирмена [3]. Величины этих коэффи-
циентов представлены в таблице, из которой вид-
но, что как для взрослых, так и для детей обна-
руживается выраженная взаимозависимость меж-
ду концентрацией витаминов в крови и их часовой 
экскрецией с мочой. Это доказывает возмож-
ность использования часовой экскреции витаминов 
в качестве показателей обеспеченности витами-
нами группы В. 

Принимая во внимание, что концентрация рибо-
флавина в плазме, соответствующая нормальной 
обеспеченности как для взрослых, так и для детей, 
превышает 5 нг/мл (см. рис. 1, а ) , можно считать, 
что часовая экскреция этого витамина с мочой 
для взрослых равна 14 мкг, что согласуется с 
д а н н ы м и л и т е р а т у р ы [5, 6]. Для детей эта величи-
на несколько ниже и составляет 10 мкг/ч. Даль-
нейшее подтверждение этой величины было полу-
чено при исследовании зависимости экскреции 
с мочой и концентрации рибофлавина в плазме 

Рис. 4. Зависимость между 
показателями обеспеченности 
ниацином. 
а з а в и с и м о с т ь э к с к р е ц и и 1 - М Н А 
с м о ч о й ( в м к г / ч ) о т к о н ц е н т р а ц и и 
Н А Д + Н А Д Ф ( в м к г / м л э р и т р о ц и -
т о в ) д л я д е т е й ( с в е т л ы е с и м в о л ы ) и 
в з р о с л ы х ( т е м н ы е с и м в о л ы ) ; б з а -
в и с и м о с т ь э к с к р е ц и и 1 - М Н А ( / ) и 
к о н ц е н т р а ц и и Н А Д + Н А Д Ф ( 2 ) о т с о 
д е р ж а н и я в р а ц и о н е д е т е й н и а ц и н а 
( в м г ) . 
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500 100 
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Коэффициенты корреляции между показателями обеспечен-
ности витаминами группы В 

И с с л е д у е м а я п з а в и с и м о с т ь Q п Р 

Рибофлавин в плазме 
экскреция рибофлавина 
с мочой: 

взрослые 
дети 

ТДФ-эффект экскре-
ция тиамина с мочой: 

взрослые 
дети 

ТДФ-эффект актив-
ность транскетолазы: 

взрослые 
дети 

ПАЛ + П А Л Ф в плазме 
экскреция 4-Г1К с мо-
чой: 
взрослые 
дети 

Н А Д + Н А Д Ф в эритро-
цитах экскреция I-
МНА с мочой: 

взрослые 
дети 

0,603 
0,603 

-0 ,529 
0,332 

0,632 
-0,368 

0,511 
0,469 

0,404 
0,420 

35 
31 

23 
22 

60 
49 

20 
25 

17 
14 

<0,01 
<0,01 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 5 

<0,01 
<0,01 

<0,01 
<0,01 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

от его содержания в рационе. При потребле-
нии 2,51 мг рибофлавина в день (рекомендуе-
мое суточное потребление 1,9 мг) концентрация 
рибофлавина в плазме превосходит нижнюю гра-
ницу нормы и составляет 8,1 ± 1 , 3 нг/мл, при этом 
величина часовой экскреции равна 11,2±1,6 мкг. 
Потребление 8,51 мг рибофлавина приводит к 
увеличению концентрации свободного рибофлави-
на в плазме лишь на 30 %, при этом его 
экскреция увеличивается более чем в 2 раза. Та-
ким образом, в качестве величины часовой экс-
креции, соответствующей нормальной обеспечен-
ности рибофлавином, для детей 9—13 лет следует 
принять 10—11 мкг/ч. 

Активность транскетолазы эритроцитов и вели-
чины ТДФ-эффекта отражают насыщенность 
транскетолазы коферментом in vivo и служат 
функциональным тестом обеспеченности организ-
ма тиамином |19] . В соответствии с представ-
ленными на рис. 2, а данными зависимости между 
активностью транскетолазы и величиной ТДФ-эф-
фекта для детей и взрослых полностью совпа-
дают. При нормальной обеспеченности организма 
витамином В| ( Т Д Ф - э ф ф е к т ^ 1,15) активность 
транскетолазы, измеренная после предваритель-
ной инактивации трансальдолазы, превыша-
ет 35 мкмоль/ч на 1 мл эритроци-
тов. Как следует из рис. 2, б, для взрос-
лых величине Т Д Ф - э ф ф е к т а ^ 1,15 соответствует 
выделение более 15 мкг тиамина за 1 ч натощак, 
что совпадает с величинами, принятыми в лите-
ратуре для нормальной обеспеченности организма 
тиамином [6]. У детей 9—13 лет часовая экс-
креция тиамина, соответствующая адекватной 
обеспеченности организма этим витамином (ТДФ-
э ф ф е к т ^ , 1 5 ) , составляет 11 -12 мкг/ч. 

Рекомендуемое суточное потребление витаминов 
В| и В2 для детей данного возраста состав-
ляет 75—85 % от величины рекомендуемого по-
требления для взрослых [7]. Установленные нор-
мы экскреции тиамина и рибофлавина для детей 
9—13 лет составляют 70 80 % от величин для 
взрослых людей. Таким образом, обнаруживается 
определенная пропорциональность между величи-

нами экскреции и рекомендуемым потреблением. 
Это служит дополнительным аргументом в пользу 
принятия в качестве норм указанных выше ве-
личин экскреции тиамина и рибофлавина. 

Исследование зависимостей экскреции 4-ПК и 
1-МНА от концентрации в крови ПАЛ + ПАЛФ и 
НАД + НАДФ (см. рис. 3, а и 4, а) показало 
полное совпадение кривых зависимости для детей 
и взрослых, что свидетельствует о том, что вели-
чины экскреции метаболитов этих витаминов, 
соответствующие нормальной обеспеченности, для 
детей этого возраста и взрослых не различаются. 
Этот вывод получил подтверждение и при иссле-
довании зависимости концентрации коферментных 
форм этих витаминов в крови и экскреции их 
метаболитов с мочой от содержания витамина B(i 
и ниацина в рационе (см. рис. 3 , 6 и 4 , 6 ) . Нор-
мальному содержанию ПАЛ + ПАЛФ в плазме 
( 7 , 9 ± 1,2 нг/мл) и НАД + НАДФ в эритроцитах 
(44 ,4±3 ,3 мкг/мл) соответствует выделение соот-
ветственно 4 2 ± 9 , 1 4-ПК и 5 4 7 ± 1 15 мкг/ч 1-МНА. 
Увеличение в рационе витамина В() в 1,5 и ниа-
цина в 3,5 раза по сравнению с рекомендуе-
мым потреблением приводит к повышению уровня 
ПАЛ + ПАЛФ на 10 % при увеличении экскреции 
4-ПК в 1,6 раза (см. рис. 3 , 6 ) , уровня Н А Д + 
+ НАДФ в 1,6 раза при увеличении экскре-
ции в 1,3 раза (см. 4 , 6 ) . Однако поскольку 
в случае ниацина 1-МНА не является един-
ственным продуктом метаболизма, то возможно, 
что при этом увеличивается и экскреция пири-
донов. Таким образом, для детей 9 13 лет нормы 
часовой экскреции 4-ГЖ и 1-МНА совпадают с 
величинами для взрослых. 

В целом, полученные данные свидетельствуют о 
том, что часовая экскреция витаминов группы В 
и их метаболитов коррелирует с их содержа-
нием в крови и в рационе как взрослых, так 
и детей и может быть использована в качестве 
критерия обеспеченности витаминами В|, В2, B(i и 
ниацином. Величины, соответствующие нормаль-
ной обеспеченности этими витаминами, для детей 
9—13 лет равны 10—11 мкг/ч для рибофлавина, 
11 12 мкг/ч для тиамина, более 40 мкг/ч для 
4-ПК и 400-600 мкг/ч для 1-МНА. 
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HOUR EXCRETION O F VITAMINS В WITH URINE IN 
CHILDREN O F 9-13 YEARS UNDER NORMAL CONDITIONS. 

V. M. Kodentsova, O. A. Vrzhesinskaya, S. N. Denisova, 
A. A. Sokolnikov, N. A. Beketova, V. A. Isaeva, О. K. Netrebenko, 
V. B. Spirichev 

Insti tute of Nutri t ion, Academy of Medical Sciences of the 
Russian Federat ion, Moscow. 

Values of hour excretion of vi tamins Bi, B2, B() and P P with 
urine in children of 9-13 years, studied under conditions 
of normal consumption of these vitamins, were est imated consi-
der ing the correlation between the vi tamins В concentration 
in blood and excretion of their metaboli tes with urine as well 
as using these pa rame te r s dependence on content of the vitamins 
in daily ration; for this purpose 35 ad-ult persons and 31 children 
of both sexes were examined. Normal rate of riboflavin excretion 
with urine consti tuted 10-11 j ig/h in children of this age, while 
of thiamine—11-12 p.g/h. Under conditions of normal thiamine 
consumption, activity of erythrocyte t ransketo lase , measured 
af ter preinactivation of t ransa ldo lase , exceeded 35 p,mol/h/I ml 
of erythrocytes. Rates of excretion with urine of 4-pyridoxic 
acid and I-methyl nicotinamide were similar both in children 
and in adul t persons and were equal to more than 
40 fxg/h and 400-600 p.g/h, respectively. 
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M. Н. Цветкова, Л. И. Ковалев, С. С. Шишкин 

ИЗУЧЕНИЕ АУТОЛИТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕ-
НИЙ БЕЛКОВ МИОКАРДА ЧЕЛОВЕКА МЕТО-
Д О М ДВУХМЕРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

Медико-генетический научный центр РАМН, Москва 

Использование биопсийных и аутопсийных об-
разцов тканей человека — один из основных 
подходов к изучению различных проблем медицин-
ской химии. Роль этого подхода значительно вы-
росла с появлением высокоразрешающего двух-
мерного электрофореза по О 'Фарреллу , позволяю-
щего в ходе одного цикла анализа разделять 
многокомпонентный белковый экстракт (напри-
мер, полный лизат образца ткани) на тысячи 
фракций, большинство из которых представлено 
индивидуальными полипептидными цепями [ 1 , 3 , 
6, 9] . Развитие указанной технологии и комплекса 
сопутствующих методов открыло возможность со-
здания новой номенклатуры и обширных компью-
терных каталогов белков человека [8, 10, 11| . 
Однако на пути к достижению таких целей имеет-
ся целый ряд препятствий, в частности необ-

ходимость учитывать возможный вклад аутолити-
ческих изменений белков при интерпретации 
результатов фракционирования. 

Естественно, что исследования аутолитической 
деградации белков в различных тканях человека 
имеют и специальное значение, в частности для 
развития представлений о механизмах катаболи-
ческих процессов, для решения отдельных био-
химических аспектов трансплантологии и био-
технологии. Д о настоящего времени сравнительно 
небольшое число работ по изучению аутолити-
ческих изменений в образцах тканей человека 
выполнялось с использованием двухмерного элект-
рофореза [2, 6] . Вместе с тем поиски белковых 
фракций, изменения которых могли бы оценивать-
ся как признаки аутолитической деградации, 
представляются важным этапом в исследованиях 
нормального «белкового портрета» изучаемой тка-
ни, а т а к ж е различных его модификаций при 
патологии. 

В представленной работе приведены результаты 
изучения двухмерным электрофорезом изменений 
белков миокарда человека в посмертном перио-
де на основе использования ранее построенной 
двухмерной карты [6]. Аутолитические измене-
ния параллельно анализировались в образцах 
ткани взрослых лиц и в образцах эмбриональ-
ной ткани. 

Методика. Объектом исследований явились 
образцы миокарда левого желудочка взрослого 
человека и плода сроком 27 нед с посмертным 
периодом не более 3 ч, не имевших признаков 
сердечно-сосудистой патологии. Исследуемые об-
разцы хранили при комнатной температуре (22 °С) 
в течение 1, 2 и 3 сут в стерильных чашках 
Петри под закрытой крышкой, а затем замора-
живали при 20 °С до проведения электрофоре-
тического анализа . Приготовление лизатов сердца, 
фракционирование методом двухмерного электро-
фореза по О 'Фарреллу с некоторыми модифика-
циями, окраску гелей кумасси R-250 проводили, 
как описано ранее [6, 14]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . По имею-
щимся данным литературы, различные типы мы-
шечной ткани характеризуются сравнительно мед-
ленным развитием аутолигических процессов [5, 
7] . В предыдущей работе нами было показано, 
что за 8 ч посмертного периода в образцах 
сердечной мышцы человека при электрофорети-
ческом анализе обнаруживаются лишь незначи-
тельные изменения в распределении белковых 
фракций [6]. При более длительных сроках хра-
нения удалось выявить ряд закономерно появ-
ляющихся и уверенно детектируемых признаков 
аутолитической деградации по результатам изуче-
ния мышечных белков. Вместе с тем общая кар-
тина расположения белковых фракций на двух-
мерных электрофореграммах, включающая ряд 
высокомолекулярных компонентов, сохранялась 
д а ж е через 3 сут аутолиза. На рис. 1 в качестве 
примера приведены контрольные электрофоре-
граммы, на которых обозначены некоторые фрак-
ции в соответствии с их расположением на 
двухмерной карте (по 6) и выделены три зоны, 
где наблюдались характерные аутолитические из-
менения. Динамика аутолитического процесса для 
сердечной мышцы взрослого человека по отмечен-
ным зонам электрофореграмм представлена на 
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Рис. I. Обзорная электрофореграмма белков мио-
карда левого желудочка взрослого (Л) и плода 
27 нед (Б) . 
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рис. 2. В частности, было найдено, что в зоне а 
рядом с идентифицированными ранее фракциями 
легких цепей миозина сердечной мышцы (MLC1 
номер на карте Н21 и MLC2 — G3) [3, 6] через 
I сут хранения появляются следы трех допол-
нительных фракций (Мм 22 кД, ОЭП 0,17; 
Мм 19,5 кД, ОЭП 0,15; Мм 18 к Д / ОЭП 0,25). 
Ко 2-м суткам хранения наблюдалось резкое 
увеличение их представленности, а к завершению 
3-го дня аутолиза представленность дополнитель-
ных фракций заметно снижалась по сравнению 
с малоизменявшейся фракцией Н21, выполнявшей 
роль реперной точки в зоне а. Особенно это 
касалось дополнительной фракции с Мм 18 кД и 
ОЭП 0,25, которая на 3-й сутки хранения прак-

тически исчезала. 
В зоне б яркие изменения происходили уже 

через 1 сут хранения. Около фракции 119 выявля-
лось два дополнительных пятна (рис. 2 , 6 ) . 
Представленность этих фракций возрастала к 2-м 
суткам хранения и сохранялась примерно на том 
же уровне через 3 сут. Фракция 119 за указанный 
период практически не изменялась. Зона в, по 
данным ряда авторов, содержит некоторые мы-
шечные ферменты — пируваткиназу, креатин-
киназу и др. |11, 13]. Здесь, как видно из 
рис. 2, в, тоже происходят определенные измене-
ния, касающиеся, однако, в основном минорных 
фракций. 

726, 

Приведенные на рис. 2, г данные свидетель-
ствуют об относительной сохранности за 3 сут хра-
нения высокомолекулярных фракций В5 и В7. 
Известно, что интенсивность катаболических про-
цессов в различных тканях на разных стадиях 
онтогенеза может существенно изменяться. Соот-
ветственно параллельно с изучением аутолитиче-
ского процесса в миокарде взрослых нам каза-
лось важным проанализировать ход аналогичного 
процесса в миокарде плодов сроком 2 6 - 2 7 нед 
развития, поскольку образцы этих тканей исполь-
зуются для изучения патогенеза врожденной па-
тологии сердечной мышцы. Полученные резуль-
таты представлены на рис. 3. В целом у плодов 
для трех выделенных зон аутолитические изме-
нения были сходны с описанными выше резуль-
татами, полученными при изучении миокарда 
взрослых. Однако наблюдались и некоторые от-
личия. 

В зоне а дополнительные фракции, характер-
ные для аутолиза, детектировались только на 
3-й сутки, но уменьшение представленности фрак-
ции G3, так ж е как и у взрослых, становилось 
заметным после 2 сут хранения. Надо отме-
тить, что присутствующая во II триместре бере-
менности эмбриональная желудочковая легкая 
цепь миозина ( M L C l e m b / A ) оказалась весьма 
стабильной, подобно M L C l v / s (фракция Н21) 
(см. рис. 2, а и 3, а ) . Дополнительные фракции 
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Рис. 2. Фрагменты обзорной электрофореграммы белков мио-
карда левого желудочка взрослого, в которых обнаружены из-
менения по срокам аутолиза. 
О б о з н а ч е н и и т е ж е , ч т о на рис . I. С т р е л к а м и о б о з н а ч е н ы п я т н а б е л к о в , 
п р о я в л я ю щ и е в ы р а ж е н н ы е к о л и ч е с т в е н н ы е и з м е н е н и я . 

в зоне б появлялись в эмбриональной мышце, 
как и в мышце взрослых, в 1-е сутки хранения. 
Через 3 сут представленность этих дополнитель-
ных фракций несколько уменьшалась. 

У эмбрионов в зоне в отмечались более выра-
женные, чем у взрослых, аутолитические измене-
ния. Таким образом, по-видимому, нельзя считать, 
что аутолитическая деградация белка идет более 
интенсивно в эмбриональной мышце, но, очевидно, 
этот процесс имеет некоторые особенности по срав-
нению с процессом в миокарде взрослого че-
ловека. 

Темпы аутолитической деградации белков мио-
карда оказались более высокими, чем в скелетных 
мышцах, где, по данным С. В. Лисаковского и 
соавт. [4], признаки протеолиза выявляются после 
4 сут хранения. Вместе с тем в обоих объектах 
процесс, захватывающий различные сократитель-
ные белки, имел сходные черты. 

Полученные результаты позволяют считать об-
наруженные изменения белков в зонах а и б ха-
рактерными маркерами аутолитической деграда-
ции в образцах миокарда человека. Они могут 
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Рис. 3. Фрагменты обзорной электрофореграммы белков мио-
карда левого желудочка плода 27 нед. 
О б о з н а ч е н и я т е ж е , ч т о на р и с . I. С т р е л к а м и о б о з н а ч е н ы м е н я ю щ и е с я ф р а к -
ции. 

быть использованы для оценки состояния биопта-
тов и аутоптатов при изучении белков миокарда 
человека. 
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ESTIMATION O F AUTOLYTIC ALTERATIONS IN HUMAN 
MYOCARDIAL P R O T E I N S BY M E A N S O F T W O - D I M E N -
SIONAL E L E C T R O P H O R E S I S . 

M. N. Tsvetkova, L. /. Kovalev, S. S. Shishkin 

Medical Genetic Research Centre , Academy of Medical Sciences 
of the Russian Federa t ion , Moscow. 

Al tera t ions of myocardia l proteins were s tudied in the 
left ven t r icu la r t i ssue of adul t persons and fe tuses du r ing 
n a t u r a l autolysis . The most pronounced a l te ra t ions were 
observed in prote ins f rom regions of myosin light chains, 
region 119 and the region of musc le enzymes . When autolysis 
was s tudied in the myocard ium and sceletal muscle , proteo-
lytic a l t e ra t ions were observed in sceletal muscles later . 
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Г. А. Бояринов, И. Н. Андреева, И. В. Мухина 

ВЛИЯНИЕ ПРИМЕНЕНИЯ ГУТИМИНА В 
П Р Е Д Ы Ш Е М И Ч Е С К О М ПЕРИОДЕ НА ФОС-
Ф О Л И П И Д Ы МИОКАРДА ВО ВРЕМЯ РЕПЕР-
ФУЗИИ 
Ц Н И Л Нижегородского медицинского института 

В последние годы большое значение в разви-
тии необратимых повреждений сердца придается 
прогрессирующим после ишемии нарушениям 
функций и структуры клеточных мембран [3]. 
В первую очередь эти изменения касаются фос-
фолипидов [1, 13]. По мнению ряда авторов 
[8, 17], одним из ответов клетки на изменения 

условий функционирования является адаптацион-
ная реакция мембран, которая проявляется в пе-
регруппировке жирнокислотного состава мембран-
ных липидов. В работе, выполненной нами ра-
нее, была установлена направленность этих из-
менений в кардиомиоцитах в реперфузионном 
периоде после 90 мин гипотермической ишемии 
(8—12 °С) . 

Учитывая высокую вариабельность жирно-
кислотного состава, степени ненасыщенности фос-
фолипидов, их роль в адаптации клетки, а также 
имеющиеся сведения об эффективности однократ-
ного применения гутимина в качестве компонента 
предишемической защиты миокарда при выклю-
чении сердца из кровообращения [4, 8] , пред-
Влияние превентивного применения гутимина на соотношение 
в постишемическом периоде (M=t=m) 

ставлялось целесообразным изучить влияние 
двух- и трехкратного превентивного использова-
ния данного препарата на механизм формирова-
ния устойчивых защитно-приспособительных реак-
ций кардиомиоцитов на уровне фосфолипидов, 
повышающих резистентность сердечной мышцы 
при ишемии и реперфузии. 

М е т о д и к а . Эксперименты выполнены на 
30 белых крысах-самцах массой 200—220 г. Жи-
вотных содержали на стандартном рационе, вклю-
чающем картофель, хлеб, овес, морковь. Крысам 
в течение 2 ( я = 1 0 ) и 3 ( я = 1 0 ) дней в су-
точной дозе 100 мг /кг внутрибрюшинно вводили 
гутимин. Затем у гепаринизированных животных 
под внутрибрюшинным нембуталовым наркозом 
(25 мг /кг) извлекали сердце. Д а л е е в опытах 
использовали модель изолированного сердца по 
методу Лангендорфа в модификации Е. Fal len 
и соавт. [15]. Перфузию сердец проводили при 
37 °С оксигенированным раствором Кребса—Хен-
зелайта. Тотальную ишемию создавали путем пол-
ного прекращения перфузии на 90 мин. Внутри-
миокардиальную температуру во время ишемии 
поддерживали на уровне 8—12 °С, так как, со-
гласно данным литературы |9 ] , этот уровень ги-
потермии является оптимальным для обеспече-
ния защиты сердечной мышцы при ишемии. 
Реперфузию проводили при 37 °С в течение 
90 мин, затем миокард брали на исследование. 
Контролем служили животные ( я = Ю ) , которым 
не вводили гутимин; сердца их изучали в ана-
логичных условиях. 

Миокардиальные липиды экстрагировали по 
J. Folch [16]. Тонкослойную хроматографию 
фосфолипидов, получение метиловых эфиров жир-
ных кислот фосфолипидов и их газохромато-
графический анализ проводили, как описано [2], 
на хроматографе «Цвет-162» с ионизационно-
пламенным детектором в изотермическом режиме 
(температура термостата колонок 180 °С, темпе-
ратура испарителя 200 °С) . Идентифицировали 
метиловые эфиры жирных кислот в пробах с по-
мощью стандартов . Количественную оценку хро-
матограмм осуществляли по методу [12]. Содер-
жание отдельных жирных кислот выражали в 
процентах от суммы, принятой за 100 %. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Проведен-
ное исследование показало, что в реперфузион-
ном периоде после двукратного превентивного 
применения гутимина в ряде фосфолипидов 
миокарда увеличилось содержание групп нена-
сыщенных жирных кислот по сравнению с 
контролем: в лизофосфатидилхолине ( Д Ф Х ) , 
фосфатидилсерине (ФС) относительное количе-

групп жирных кислот (в % ) в составе фосфолипидов миокарда 

П о с т и ш е м и ч е с к и й п е р и о д 

Ф р а к ц и и 
К о н т р о л ь д в у к р а т н о е 

в в е д е н и е гут м и н а 
т р е х к р а т н о е 

в в е д е н и е г у т и м и н а 

Н М П Н м п Н М Г! 

Л Ф Х 68,52=1=2,32 16,8=1= 1,95 14,54=1=0,82 53,23=1=2,87* 
ФС 69,47=1=1,66 14,12:4=1,0 16,84=1= 1,64 48,89=1=3,12* 
СМ 69,44=1=1,76 15,33=1= 1,30 14,64=Ы,46 57,91 ± 4 , 9 5 
ФХ 73,36=1=^,52 12,554= 1,24 13,57=Ы,62 78,35=t=3,34 
ФЭА 75,40=1=2,66 11,24=1=1,68 13,48±1,21 79,31=1=1,88 

П р и м е ч а н и е . Н насыщенные, М моноеновые, Г1 
ролем достоверны при р < 0 , 0 5 . 

23,86=1=0,67* 22,34=1=2,27 7 3 , 2 5 ± 2 , 7 4 1 6 , 8 4 ± 1 , И 9,97=1=1,62* 
26,31 db 1,17* 24 ,27±1 ,73* 70,92=1=2,40 17,96=1=1,54 10,61 ± 1,68* 
20,61 ± 2 , 3 4 2 1 , 0 8 ± 2 , 5 7 76 ,12±2 ,06* 14,07=1=0,84 9,40=Ы,21 

3,72=1=1,01* 18,48=1= 1,63 75,65=1=2,96 14 ,59±0 ,98 9 , 8 ± 2 , 4 9 
0,90=t=0,10* 20,25=1=2,04* 78,95=fc2,71 13,35=fc2,02 7,85=1=0,59* 

полиеновые жирные кислоты. Звездочка различия с конг-
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Рис. 1. Изменение содержания жирных кислот (в %) в составе фосфолипидов миокарда 
в реперфузионном периоде после двукратного превентивного введения гутимина. 
З д е с ь и на р и с . 2: з в е з д о ч к а 
к и с л о т ы : 2 Ф С , 3 — С М , 4 
У Ф Э А . 

д о с т о в е р н о с т ь р а з л и ч и й м е ж д у к о н т р о л е м и о п ы т о м ; /?<0,0Г>. Н а с ы щ е н н ы е ж и р н ы е 
Ф Х , 5 Ф Э А ; н е н а с ы щ е н н ы е ж и р н ы е к и с л о т ы : / Л Ф Х , 2' Ф С , 3' С М , 4' Ф Х , 

ство моноеновых кислот возросло на 42 и 86 % 
соответственно, полиненасыщенных в ЛФХ и фос-
фатидилэтаноламине (ФЭА) — в среднем на 52 % 
в каждой фракции, в ФС - на 44 %. В этой 
серии наблюдалось также снижение содержания 
группы насыщенных кислот в ЛФХ и ФС на 
22 и 30 % соответственно. Однако в составе 
фосфатидилхолина (ФХ) и ФЭА уменьшилось 
относительное количество моноеновых кислот на 
70 и 92 % соответственно (см. таблицу). 

Содержание отдельных жирных кислот, вхо-
дящих в состав фосфолипидов, изменялось разно-
направленно (рис. 1). В ЛФХ увеличилось от-
носительное количество линоленовой и докоза-
тетраеновой кислот в 2,9 и 5 раз соответствен-
но, олеиновой на 56 % и арахидоновой 
на 80 %, а содержание эйкозатриеновой кислоты 
уменьшилось на 57 %. В жирнокислотном соста-
ве ФС произошли следующие изменения: снизи-
лось содержание насыщенных кислот — миристи-
новой, пентадекановой, стеариновой на 62, 
85 и 46 % соответственно, а также ненасыщен-
ной эйкозапентаено-вой на 79 %; относительное 
количество ненасыщенных жирных кислот 18:1, 
20:4 и 22:6 увеличилось в среднем в 2,1 раза 
для каждой килоты, 22:5 — в 3,4 раза. Жирио-
кислотиый профиль сфингомиелина (СМ) изме-
нился за счет как уменьшения парциальной 
доли пентадекановой кислоты в 6,4 раза, стеари-
новой на 32 %, эйкозатриеновой — в 3,7 раза, 
эйкозапентаеновой — на 70 %, так и увеличе-
ния содержания ненасыщенных жирных кислот 
(олеиновой, арахидоновой и докозатриеновой) 
в среднем в 2,5 раза каждой. В составе 
ФХ повысилось относительное количество арахи-

доновой кислоты в 6 раз, линоленовой в 4,5 раза 
и стеариновой — на 41 %. Одновременно в дан-
ной фракции наблюдалось уменьшение содержа-
ния целого ряда насыщенных и ненасыщенных 
кислот: 14:0 — на 7 6 % , 16:0 на 1 9 % , 
15:0 — в 6,2 раза, 16:1 и 20:3 в среднем в 
4,2 раза каждой, 20:5 в 5,8 раза. В ФЭА 
возросло относительное количество арахидоновой 
кислоты на 68 %, стеариновой — на 47 % 
и параллельно уменьшилось содержание миристи-
новой и пальмитиновой кислот на 63 и 23 % 
соответственно. 

Увеличение содержания арахидоновой кислоты 
во всех без исключения миокардиальных фосфо-
липидах, а также линоленовой в ЛФХ, ФХ, 
олеиновой в ЛФХ, ФС и СМ, докозапентаено-
вой и докозагексаеновой в ФС в постишемиче-
ском периоде после двукратного превентивного 
применения гутимина может служить доказатель-
ством сохранности мембранных структур кардио-
миоцитов. Это утверждение согласуется с целым 
рядом работ [5, 6, 1()|, в которых уменьшение 
содержания 20:4 кислоты в составе фосфоли-
пидов или увеличение ее концентрации наряду 
с такими жирными кислотами, как 18:1, 18:2 
и 22:6, в цитоплазматическом пуле С Ж К исполь-
зуется как один из критериев оценки деградации 
фосфолипидов и, следовательно, целостности мем-
бран кардиомиоцитов, а также активности эндо-
генных фосфолипаз, в частности фосфолипазы 
Аг. Очевидно, что активность этого фермента 
в миокардиальных клетках данной серии опытов 
по сравнению с контролем была ниже, так 
как в сердцах, защищенных гутимином, в составе 
ЛФХ и ФС увеличилось содержание группы 
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моноеновых кислот, а в ЛФХ и ФЭА повыси-
лось относительное количество поли ненасыщен-
ных кислот. 

Увеличение содержания групп моно- и полиено-
вых кислот и парциальной доли отдельных 
ненасыщенных жирных кислот в составе фосфо-
липидов, вероятно, является и результатом сни-
жения интенсивности процессов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) в миокарде, которые, 
согласно данным литературы [1, 6], активизи-
руются в реперфузионном периоде. Способность 
гутимина ингибировать реакции ПОЛ, окислять-
ся, принимая на себя часть супероксидных ра-
дикалов, показана в работах [4, 11]. Поэтому 
есть все основания полагать, что двукратное 
применение антигипоксанта вызывает перераспре-
деление состава жирных кислот фосфолипидов 
кардиомиоцитов еще в предишемическом перио-
де и в результате этого обеспечивает недо-
ступность субстратов для ПОЛ при ишемии 
и в реперфузионном периоде. Перераспределе-
ние жирнокислотного состава фосфолипидов в 
данной серии по сравнению с контролем сви-
детельствует и о повышении текучести липид-
ного компонента мембран, так как, согласно 
исследованиям [18], увеличение содержания на-
сыщенных кислот и уменьшение ненасыщенных 
коррелирует с изменениями микровязкости фос-

фолипидов. Снижение же микровязкости фосфо-
липидов соответственно облегчает функциониро-
вание липидзависимых мембранных фермен-
тов, образование сложных мультиферментных 
комплексов, реализацию явлений рецепции и про-
ницаемости |1, 13]. Косвенным доказательством 
повышения активности мембранных ферментов 
могут служить работы [7, 14], в которых отме-
чалось повышение АТФазной активности в ткани 
миокарда даже при однократном применении 
гутимина перед выключением сердца из крово-
обращения. Снижение суммарного содержания 
моноеновых жирных кислот в ФХ и ФЭА и 
некоторых отдельных ненасыщенных кислот, 
очевидно, связано с реализацией сложного ме-
ханизма регуляции текучести бислоя мембран, 
которые, согласно концепции Е. Крепса [8], 
являются «мишенью» адаптации. 

Миристиновая, пантадекановая и пальмитино-
вая жирные кислоты, парциальная доля которых 
уменьшилась во время реперфузии в ФС, ФХ, СМ 
и ФЭА, вполне могут образовать пул С Ж К 
и быть использованы миокардом в качестве 
энергетического субстрата. В работе [4| показа-
но, что профилактическое однократное приме-
нение гутимина активирует поглощение миокардом 
после 60 мин ишемии в период восстановления 
сердечной деятельности в большей степени насы-
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Рис. 2. Изменение содержания жирных кислот (в %) в составе фосфолипидов миокарда 
в реперфузионном периоде после трехкратного превентивного введения гутимина. 
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щенных жирных кислот 14:0, 15:0 и 16:0. От-
сутствие жирных кислот в перфузате при поста-
новке нашего эксперимента не исключает исполь-
зования в качестве энергетических субстратов 
эндогенных источников: жирных кислот, осво-
бодившихся в результате гидролиза фосфолипи-
дов фосфолипазой А| (14:0, 15:0, 16:0). 

Таким образом, результаты исследования сви-
детельствуют, что двукратное превентивное при-
менение гутимина уже в предишемическом пе-
риоде вызывает перераспределение содержания 
жирных кислот в составе фосфолипидов миокар-
да, которое предупреждает повреждающее дей-
ствие таких факторов, как процессы ПОЛ и 
деградация фосфолипидов, имеющих место во вре-
мя и после ишемии при использовании только 
гипотермической защиты сердца во время выклю-
чения его из кровообращения. 

Дальнейшее исследование показало, что в ре-
перфузионном периоде после трехкратного пре-
вентивного применения гутимина и гипотермиче-
ской защиты миокарда уменьшилось содержание 
группы полиеновых жирных кислот в ЛФХ на 
31 % и в ФС, СМ и ФЭА в среднем на 3 9 % 
в каждой фракции. В СМ увеличилось относи-
тельное количество группы насыщенных кислот 
на 10 % (см. таблицу). 

Содержание отдельных жирных кислот в со-
ставе фосфолипидов изменилось неоднозначно 
(рис. 2). Однако процесс снижения парциаль-
ной доли ненасыщенных кислот превалирует, 
о чем свидетельствует уменьшение относитель-
ного количества группы полиеновых кислот в 
некоторых фосфолипидных фракциях. Жирно-
кислотный профиль ЛФХ миокарда в постише-
мическом периоде в этой серии изменился сле-
дующим образом: увеличилось содержание 16:0 
на 21 %, 18:0 на 61 %, 16:1 в 4 раза, 22:3 в 2 ра-
за; уменьшилось относительное количество 14:0 и 
15:0 на 54 и 64 % соответственно, 20:2 и 
20:3 в среднем на 83 % каждой, 20:4 и 22:4 
в среднем на 65 % каждой и 20:5 на 96 %. 
В ФС отмечалось повышение парциальной доли 
только ненасыщенных жирных кислот — лино-
левой и докозапентаеновой (в среднем в 2,4 раза 
каждой) . Параллельно в данной фракции умень-
шилось содержание полиеновых кислот 20:3 и 
20:5 на 67 и 74 % соответственно. Содержа-
ние миристиновой кислоты снизилось в ФС на 
64 %, пентадекановой - на 94 %. В составе 
жирных кислот СМ наблюдалось возрастание до-
ли 16:0 на 20 %, 17:0 в 3,6 раза и 18:1 на 47 % 
и уменьшение относительного количества 14:0 
на 4 6 % , 15:0 на 8 2 % , 20:3 и 22:4 в среднем 
на 72 % каждой. В ФХ увеличение содержания 
линолевой, линоленовой кислот в 2,6 раза каж-
дой и докозатриеновой в 3,4 раза сопровожда-
лось значительным уменьшением относительного 
количества эйкозадиеновой и эйкозатриеновой в 
среднем на 74 % каждой, а эйкозапентаеновой 
на 96 %. В жирнокислотном составе ФЭА прои-
зошли следующие изменения: увеличилось содер-
жание стеариновой кислоты на 38 %, парциаль-
ная доля миристиновой и пентадекановой кислот 
уменьшилась на 57 % и в 2,8 раза соответствен-
но. Значительно снизилось относительное количе-
ство ненасыщенных кислот 18:3, 20:3, 20:5 и 
22:3 — в 4, 2,9, 6 и 2 раза соответст-
венно и докозагексаеновой на 90 %. 

Снижение содержания полиеновых кислот после 
трехкратного применения гутимина указывает 
на возрастание микровязкости ЛФХ, ФС, СМ и 
ФЭА и соответственно уменьшение текучести 
липидного компонента мембран. ЛФХ является 
предпочтительным липидом для Са-АТФазы, 
ФС — для Na, К-АТФазы |1] , следовательно, 
изменение физико-химических свойств этих фос-
фолипидов повлияет на активность вышеуказан-
ных ферментов и процессы проницаемости. Для 
ферментов дыхательной цепи небезразлично физи-
ко-химическое состояние ФЭА [1], поэтому уве-
личение микровязкости этой фосфолипидной фрак-
ции, очевидно, изменит функционирование дыха-
тельной цепи митохондрий. Кроме того, преобла-
дание уменьшения содержания отдельных нена-
сыщенных жирных кислот над увеличением от-
носительного количества некоторых из них в фос-
фолипидах можно объяснить доминированием про-
цессов деацилирования над реацилированием, 
т. е. равновесие смещается в сторону фосфо-
липолиза. 

Учитывая вышеизложенные факты по изме-
нению жирнокислотного состава фосфолипидов 
и предположения о дальнейшей биохимической 
трансформации и роду ктов ги д рол иза фосфол и -
пидов в миокарде в постишемическом периоде 
в зависимости от кратности превентивного при-
менения гутимина, считаем, что двукратное вве-
дение препарата по сравнению с трехкратным 
способствует формированию в предышемичееком 
периоде устойчивых противоишемических и про-
тивореперфузионных приспособительных реакций 
на уровне жирнокислотного состава фосфоли-
пидов. Убедительным подтверждением этого яв-
ляется увеличение количества арахидоновой кис-
лоты во всех без исключения фосфолипидных 
фракциях, суммарного содержания моноеновых 
кислот в ЛФХ, ФС и полиеновых — в ЛФХ, 
ФС и ФЭА. 

Результаты исследования обращают внимание 
кардиохирургов на тот факт, что при операциях 
на открытом сердце с целью предупрежде-
ния реперфузионных повреждений кардиомио-
цитов не следует применять гутимин длительны-
ми курсами в качестве предышемической защиты 
миокарда. 
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СОДЕРЖАНИЕ КОПРОПОРФИРИНА В МОЧЕ 
ЗДОРОВЫХ Л Ю Д Е Й И ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
БОЛЬНЫХ 

Институт физики АН Беларуси, Минск 

Любой опухолевый процесс, являясь заболева-
нием всего организма, сопровождается обмен-
ными нарушениями. Одним из показателей этих 
нарушений служит порфириновый обмен. 

Порфирины представляют собой сложные соеди-
нения класса тетрапирролов. В живом организ-
ме они встречаются, как правило, в виде комп-
лексов с железом, кобальтом и магнием, являясь 
составной частью гемоглобина, миоглобина, ката-
лазы, пероксидазы, цитохромов, витамина В12 и 
хлорофилла. Основное назначение комплексов 
порфиринов с железом — это осуществление 
таких процессов, как биологическое окисление 
и транспорт кислорода. Синтез гема проходит 
с большой эффективностью, о чем свидетельст-
вует тот факт, что побочные продукты, которыми 
являются безметальные порфирины, присутствуют 
в биологических тканях и экскретах в микро-
количествах. В здоровом организме всегда мож-
но обнаружить в крови прото- и копропорфи-

рины (КГ1), а в моче преимущественно 
КП. Функции безметальных порфиринов неизвест-
ны. Их содержание варьирует в зависимости 
от той или иной патологии, причем отклоне-
ния от нормы имеют место как в биосинтезе 
порфиринов, так и в характере их выведения. 

Наиболее ясная картина нарушений порфири-
нового обмена наблюдается при хорошо изучен-
ных в этом плане заболеваниях, таких, как 
порфирия, свинцовая анемия и различные виды 
интоксикаций [4, 6, 7], при которых характер-
но увеличение суммарного содержания всех пор-
фиринов, присутствующих в эритроцитах, желчи 
и моче. Что касается порфиринового обмена при 
онкологических заболеваниях, то долгие годы 
этот вопрос оставался нерешенным. Немногочис-
ленные литературные данные противоречивы, ба-
зируются на обследовании небольших групп боль-
ных или экспериментальных животных с привиты-
ми опухолями [5, 10, 13]. Все это требовало 
дополнительных исследований с учетом многих 
факторов, и в первую очередь типа опухоли, 
а затем систематизации материала в целом. 
Уже на первых этапах работы при определении 
количественного содержания порфиринов в крови 
и моче была выявлена зависимость этого пока-
зателя от типа опухоли и ее локализации 
[1—3]. Н а с т о я щ а я работа представляет собой 
обобщение выполненных нами исследований по 
оценке содержания порфиринов в моче. 

М е т о д и к а . В работе проводилось определе-
ние основного порфиринового компонента в мо-
че — КП. Д л я этого были использованы две 
методики. Первая известна как способ Римингтона 
[9], который состоит в следующем. В 50 мл 
мочи, взятой из суточного диуреза, добавляли 
5 мл ледяной уксусной кислоты и вели много-
кратную экстракцию порфирина этиловым эфи-
ром. Затем проводили нейтрализацию эфирного 
раствора и окисление порфириногенов путем до-
бавления 20 мл 0,5 % раствора ацетата натрия 
и 0,1 мл 1 % раствора йода. Полученную 
смесь промывали 10 мл воды. Заключительной 
стадией была экстракция КП 1,5 н. соляной 
кислоты. Концентрацию выделенного КП опре-
деляли после измерения оптической плотности 
порфиринового раствора по формуле: 

[ 2 Я м а х - ( Д 4 3 0 + Я з 8 о ) ] . 7 2 8 . К к . 1 / с 

к п = м л Ш ю > м К Г / с У т > 

где Vc — суточный диурез мочи; V — объем 
мочи, взятой для анализа ; VK — объем соляно-
кислого экстракта; / длина кюветы, в которой 
производили измерение спектра поглощения; 
Z)мах — величина оптической плотности в мак-
симуме поглощения полосы Соре; D430, А з во 
величина оптической плотности при длине волны 
430 и 380 нм соответственно; 728 — поправоч-
ный коэффициент для КП в 1,5 н. соляной 
кислоты. 

Описанный способ трудоемок и требует нали-
чия высокочувствительного спектрометра, так как 
погрешность измерения зависит главным образом 
от точности определения оптической плотности. 

Сущность второй методики заключается в оцен-
ке содержания КП непосредственно в нативной 
моче путем измерения ее спектра флюоресцен-
ции и сравнения интенсивности суммарного 
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спектра всех присутствующих в моче порфири-
нов с эталоном известной концентрации КП. 
Из суточного диуреза мочи отмеряли определен-
ное (10 мл) количество и подкисляли соляной 
кислотой до получения 0,3 н. раствора. Регистри-
ровали спектр флюоресценции образца и эталона 
при возбуждении их светом с А,=400 нм. Интен-
сивность флюоресценции регистрировали при 
Х=650 нм. Концентрацию КП рассчитывали по 
формуле 

^ ки— мкг/сут, 

где /об, /эт — интенсивность флюоресценции об-
разца и эталона; Сэт — концентрация КП, 
мкг/л; 1/()б — объем анализируемого раствора; 
VM — объем мочи, взятый для анализа; Vc -
суточный диурез мочи. Обе методики, как показа-
но в [1], дают сопоставимые результаты и могут 
быть использованы в зависимости от обстоя-
тельств. 

Была проанализирована моча 392 человек, 
госпитализированных в Минский городской онко-
логический диспансер. Обследовали только пер-
вичных больных, т. е. не проходивших предва-
рительно в клинике курса лечения. Диагноз 
у всех пациентов ставили после гистологиче-
ского исследования опухоли. У 266 больных 
были диагностированы злокачественные опухоли, 
у 126 — доброкачественные. Как правило, зло-
качественные заболевания соответствовали I и 
II стадиям, исключение составили больные ра-
ком желудка (III и IV стадии с метастазами). 
В контрольную группу включено 115 здоровых 
людей разного пола в возрасте 20—55 лет. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Моча пред-
ставляет собой многокомпонентную систему. 
В ее состав входят углеводы, витамины, гормо-
ны, минеральные вещества и ряд азотсодержа-
щих соединений, таких, как белки, свободные 
аминокислоты, мочевина и порфирины [8]. Пор-
фирины с 5—7 карбоксильными группами при-
сутствуют в следовых количествах [12]. Содержа-
ние уропорфирина составляет до 20 % от общего 
содержания порфиринов в моче [7]. Наиболее 
суп^ественные количества приходятся на долю 
КП, который представляет собой сумму двух 
изомеров — I и III 11 11. 

Исследование закономерностей выведения КП, 
присущих злокачественным опухолевым процес-
сам, базировалось на материале, который от-
носится к 4 локализациям опухолей в области 
женской половой сферы (аденокарцинома, папил-
лярная карцинома яичников, внутриэпителиаль-
ный рак шейки матки, рак тела матки), щито-
видной железы (недифференцированный, папил-
лярный, фолликулярный рак) , кишечника (аде-
нокарцинома, недифференцированный рак) и же-
лудка (аденокарцинома, недифференцированный 
рак) . Доброкачественные процессы включали 
следующие заболевания: фибромиома, киста яич-
ников, аденома (женская половая сфера) , 
тиреоидит Хашимото, токсический, аденоматоз-
ный и узловой зоб (щитовидная железа) , гаст-
рит, язва ободочной и двенадцатиперстной ки-
шок (кишечник), полипоз, аденома, язва, гаст-
рит (желудок) . 

Результаты проведенной работы представлены 
на рисунке и в таблице. Гистограммы построены 
для каждой локализации и характеризуют ве-
роятностное распределение уровня КП в моче 
или нормированную долю случаев (n/rio) с кон-
центрацией КП, соответствующей выбранным 
интервалам (0—10, 11—20 мкг/сут и т. д.) . 
Подразделение данных по онконозологическим 
формам в пределах одной локализации в настоя-
щей работе не приводится, так как было показано 
ранее на примере опухолей щитовидной железы 
[1], что параметр выведения КП с мочой 
практически не зависит от формы рака и лишь 
саркома является исключением, вызывая наибо-
лее резкое снижение уровня КП. 

Анализ полученных данных позволяет сде-
лать вывод о наличии специфических измене-
ний характера выведения с мочой КП при опу-
холевых процессах. Чувствительными параметра-
ми таких нарушений служат как средние зна-
чения, так и интервалы наиболее вероятных. 
Последние, определенные по гистограмме (при 
п/по>0}5) и рассчитанные (A^zta), содержат 80 % 
и более всех величин в каждой группе. Наибо-
лее ярко нарушение порфиринового обмена при 
злокачественных процессах выражено при лока-
лизациях опухолей в области женской половой 
сферы, кишечника и щитовидной железы, т. е. 
для заболеваний на ранних стадиях. Интервал 
наиболее вероятных значений концентрации КП 
в моче таких больных сильно сдвинут в сто-
рону низких величин, практически не перекры-
ваясь с аналогичным параметром контрольной 
группы (38—76 мкг/сут) . Средние концентрации 

ю -

0.5 

Т т п • = ш 

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 

Содержание КП в моче здоровых ( / ) , больных со злокаче-
ственными (2) и доброкачественными (3) процессами. 
П о о с и а б с ц и с с к о н ц е н т р а ц и я К П , м к г / с у т ; по оси о р д и н а т — п/по. 
а — ж е н с к а я п о л о в а я с ф е р а ; б — щ и т о в и д н а я ж е л е з а ; в — к и ш е ч н и к ; г — ж е -
л у д о к . 
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Содержание КП (в мкг/сут) в моче у здоровых и больных людей 

Г р у п п а о б с л е д о в а н н ы х Ч и с л о 
н а б л ю д е н и й X±Sx 

О б л а с т ь к р а й н и х значений 
И н т е р в а л в е р о я т -

ных з н а ч е н и й 
Х±а 

Контрольная I 15 5 7 ± 2 30- 110 38 76 

Больные со злокачественными опухолями: 266 
женской половой сферы 57 13=Ы 1—50 5- 21 
щитовидной железы 79 2 8 ± 2 1—72 11 45 
кишечника 61 21 - h 2 1 66 6 36 
желудка 69 45 ± 4 7 108 16 74 

Больные с доброкачественными заболеваниями: 126 
женской половой сферы 16 21 ± 3 0 66 7 - 3 5 
щитовидной железы 81 31 ± 2 1 82 12 50 
кишечника 14 4 8 ± 5 17 89 31 65 
желудка 15 40 ± 6 7 109 15 - 6 5 
П р и м е ч а н и е . X среднее значение; Sx - среднее квадратичное отклонение; а стандартное отклонение. 

за сутки, свойственные опухолям указанных ло-
кализаций, отличаются от контроля с высокой 
достоверностью (р<0 ,0( )1 ) . Группа больных со 
злокачественными процессами в желудке по это-
му параметру т а к ж е различается с контрольной 
( р < 0 , 0 1 ) . Вместе с тем концентрации КП ниже 
30 мкг/сут самого низкого уровня у здоро-
вых людей — нехарактерны для основного кон-
тингента таких больных и наблюдаются только 
у 40 % обследованных. Отличие картины наруше-
ния порфиринового обмена в последнем случае 
от 3 предыдущих нельзя однозначно связать 
только с локализацией опухолевого процесса, 
так как немаловажную роль может играть и тот 
факт, что все рассмотренные опухоли соответст-
вовали III и IV, а не ранним стадиям заболева-
ния желудка. Поэтому одним из возможных объ-
яснений аномалий концентрации КП в моче боль-
ных раком желудка по сравнению с таковой 
у больных с другими онкологическими заболе-
ваниями может быть и взаимосвязь ее со стадией 
заболевания. В литературе имеются указания на 
фазовый характер выведения КГ1 у эксперимен-
тальных животных с привитыми опухолями [5]. 
Однако на спонтанно растущих опухолях эти 
вопросы в полной мере не рассматривались. 
Вероятно, на уровне выведения КП будут сказы-
ваться оба фактора как стадия заболевания, 
так и локализация опухоли. Предварительные 
данные [1], полученные на небольшом экспе-
риментальном материале, позволяют предполо-
жить, что локализация опухоли оказывает наибо-
лее сильное влияние на закономерности выве-
дения КП. 

Анализируя данные по доброкачественным про-
цессам, можно отметить следующую тенденцию: 
здесь так же, как и при злокачественных заболе-
ваниях, прослеживается взаимосвязь между 
уровнем КП, выводимого с мочой, и локализацией 
процесса. Так, доброкачественным опухолям жен-
ской половой сферы свойственны низкие значе-
ния КП, и вся гистограмма в целом практиче-
ски не отличается от той, которая характерна 
для злокачественных опухолей такой же локали-
зации. Низкие уровни выведения КП преобла-
дают ( 6 0 % ) и при доброкачественных заболе-
ваниях щитовидной железы, однако и значения, 
соответствующие норме, т акже имеют место. 
Развитие доброкачественных опухолей в желудке 
сопровождается , как и у онкологических боль-
ных, низкими значениями в 40 % случаев. 

При доброкачественных процессах в области 
кишечного тракта наблюдается сходство порфи-
ринового показателя с контролем; как по интер-
валу наиболее вероятных значений, так и по 
среднесуточной концентрации КП они достовер-
но не различаются со здоровым организмом 
(р> 0,05). 

Итак, любой опухолевый процесс сопровожда-
ется в болыпей или меньшей степени нару-
шением порфиринового обмена, которое сопро-
вождается изменением количественного содержа-
ния в моче КП. Несмотря на индивидуаль-
ный характер таких нарушений, свойственный 
каждому типу опухоли, можно выделить одну 
существенную закономерность — для большин-
ства рассмотренных случаев характерен понижен-
ный уровень КП в моче. Это свойство ха-
рактерно именно для опухолевого процесса, так 
как любое другое заболевание вызывает пор-
фиринурию. 
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ESTIMATION OF C O P R O P O R P H Y R I N IN URINE O F 
HEALTHY P E R S O N S AND OF CANCER PATIENTS. 

L. A. Grubina, I. F. Gurinovich 

Institute of Physics, Academy of Sciences of Byelorus, 
Minsk. 

Content of coproporphyria was est imated in urine of females 
with genital , thyroid and gast rointes t inal cancer. A rate 
of coproporphyria elimination with urine depended on the 
type of tumor and its site. Concentrat ion of coproporphyrin 
was decreased in urine of patients with both mal ignant 
and benign tumors as compared with that of healthy persons. 
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ИЗМЕНЕНИЕ СОСТОЯНИЯ ЛИЗОСОМ ПЕЧЕ-
НИ И Л И М Ф О Ц И Т О В В Д И Н А М И К Е РАЗВИ-
ТИЯ ВТОРИЧНОГО И М М У Н О Д Е Ф И Ц И Т А И 
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ТОКСИЧЕСКОМ ГЕПА-
ТИТЕ 

Среднеазиатский медицинский педиатрический институт, Таш-
кент 

Переваривание фагоцитированного материала 
с помощью кислых гидролаз является важнейшей 
функцией лизосом. В пролиферирующих клетках 
фагоцитированные комплексы антиген — антитело 
легко катаболизируются до низкомолекулярных 
соединений. Установлено, что в условиях иммуно-
депрессии происходит торможение процесса обра-
ботки антигенного материала ферментами лизо-
сом [5]. В этих случаях могут образоваться 
растворимые иммунные комплексы, способствую-
щие обострению патологического процесса. Лизо-
сомы имеют большое значение в регуляции 
внутриклеточного обмена (внутриклеточный про-
теолиз, образование и распад ферментов и гормо-
нов и т. п.) |1(), 12]. Однако в доступной нам 
литературе мы не нашли сообщений, посвящен-
ных исследованию влияния тимуса на функцио-
нальное состояние лизосом. 

В настоящей работе представлены данные по 
изучению активности лизосомальиых ферментов в 
печени и лимфоцитах, уровня циркулирующих 
иммунных комплексов ( Ц И К ) в сыворотке крови 
крыс в динамике развития вторичного иммуно-
дефицита, вызванного тимэктомией (ТЭ), и при 
хроническом гелиотринном гепатите (ХГГ) на фо-
не ТЭ, а т а к ж е при коррекции выявленных 
сдвигов тимозином (Тз) и алиментарными фак-
торами. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на белых беспо-
родных крысах-самцах с исходной массой 120— 
150 г. К а ж д а я опытная группа состояла из 7— 
10 особей. Всех животных разделили на 5 групп. 
В 1-ю группу вошли ложнооперированные крысы 
(контроль) , во 2-ю — тимэктомированные крысы, 
в 3-ю — тимэктомированные крысы, получавшие 
Тз, в 4-ю — крысы с ХГГ на фоне ТЭ, в 5-ю 
крысы с ХГГ на фоне ТЭ, которым назначали Тз 
в сочетании с дополнительным рационом и вита-
минами А и Е. Моделирование вторичного иммуно-
дефицита, получение 5-й фракции Тз и 

оценку полноты ТЭ осуществляли, как описано 
ранее | 8 | . ХГТ на фоне гормональной недоста-
точности тимуса вызывали введением алкалоида 
гелиотрина |1] тимэктомированным крысам через 
6 мес после операции. Животным 3-й группы 
через 1, 2, 3, 6 и 12 мес после ТЭ в течение 
10 дней внутримышечно вводили Тз (0,5 мкг 
на 1 г массы тела ) . Крысы 5-й группы через 40 и 
80 сут после затравки гелиотрином получали 
по той же схеме и такую же дозу Тз и дополнитель-
ный рацион, содержащий белков в 2 раза, жиров 
в 2,5 раза , углеводов в 1,4 раза , витаминов 
и микроэлементов в 1,5 раза больше, чем в контро-
ле, а т а к ж е витамины А (ретинола ацетат) и 
Е (5 % масляный раствор токоферола ацетата) 
в суточной дозе соответственно 30 000 ME и 

0,5 мг/кг (перорально) . 
Лимфоциты периферической крови выделяли на 

градиенте фиколл — верографин [14], фракцию 
лизосом из печени — с помощью дифференциаль-
ного центрифугирования в градиенте плотности 
сахарозы [3]. 

В лимфоцитах периферической крови, гомогена-
тах печени и в ее лизосомных фракциях опре-
деляли 4 лизосомальные кислые гидролазы (кис-
лая фосфатаза — КФ, катепсин D, Д Н К а з а 
и Р Н К а з а ) по описанным методам [2, 9, 13, 15, 16|. 
Ц И К в сыворотке крови выявляли по методу | 4 | . 
Активность лизосомальных ферментов и содержа-
ние Ц И К изучали на 40, 70, 100, 190 и 370-е 
сутки после ТЭ, а также на 50-е и 80-е сутки после 
окончания затравки гелиотрином. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
из рис. 1 и 2, на 40-е сутки после ТЭ наблюдается 
тенденция к повышению активности всех лизо-
сомальных кислых гидролаз в лимфоцитах пери-

150 — 150 

100 

40 70 100 190 370 
50 

40 70 100 190 370 

Рис. 2. Активность РНКазы (а) и катепсина D (б) в лимфоци-
тах (1,2) и лизосомах печени (3, 4) крыс. 
О с т а л ь н ы е о б о з н а ч е н и я т е ж е , ч т о на рис . I. 

Рис. 1. Активность КФ (а) и Д Н К а з ы (б) в лимфоцитах пери-
ферической крови ( 1 , 2 ) и лизосомах печени (3, 4) крыс. 
З д е с ь и на рис . 2 и 3: по о с я м а б с ц и с с д н и , по о с я м о р д и н а т и з м е н е н и я , 
% от р е з у л ь т а т о в к о н т р о л ь н о й г р у п п ы , п р и н я т ы х з а 100 % . / и 3 Т Э ; 2 и 4 

50 1 I I I L 
40 70 100 190 370 
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Влияние Тз на содержание 
тимэктомированнмх крыс 

ЦИК в 
Таблица 1 

сыворотке крови 

Г р у п п а ж и в о т н ы х К о н ц е н т р а ц и я 
Ц И К , г / л 

19 0 - е с у т к и п о с л е о п е р а ц и и 
2 ,4±0 ,14 
3 ,2±0 ,28* 
2 , 6 ± 0 , 2 5 

Ложнооперированн ые 
Тимэктомированные 
Тимэктомированные, получавшие Тз 

3 7 0 - е с у т к и п о с л е о п е р а ц и и 

' Ложнооперированные 2 , 5 ± 0 , 1 6 
Тимэктомированные 3 ,5±0 ,27* 

"Тимэктомированные, получавшие Тз 2 , 9 ± 0 , 3 2 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 приведена достовер-
ность различий по сравнению с ложнооперированными крыса-
ми: звездочка р < 0 , 0 5 . 

ферической крови крыс. По мере развития иммуно-
дефицита (70-е и 100-е сутки) наряду с наруше-
нием иммунологических показателей (уменьшение 
количества Т-клеток) в лимфоцитах снижается 
активность лизосомальных кислых гидролаз. 
В отдаленные сроки и к концу эксперимента (через 
190 и 370 сут после операции) зарегистрировано 
значительное снижение активности лизосомальных 
ферментов. Во фракции лизосом печени отмечена 
аналогичная динамика их изменений. Статисти-
чески значимое повышение содержания Ц И К 
в сыворотке крови выявлено через 190 и 370 сут 
после ТЭ (табл. 1). Уровень Ц И К оказался макси-
мально повышенным при ХГГ на фоне ТЭ 
(табл. 2) . Введение Тз тимэктомированным жи-
вотным повышает активность кислых гидролаз 
в лимфоцитах периферической крови и лизосомных 
фракциях печени. В более поздние сроки после ТЭ 
(190-е и 370-е сутки) Тз хотя и способствует вос-
становлению активности кислых гидролаз в лим-
фоцитах и лизосомных фракциях печени, однако 
она не достигает нормы. Через 50 сут после окон-
чания затравки и 255 сут после ТЭ активность 
кислых гидролаз в лимфоцитах у тимэктомирован-
ных крыс с ХГГ значительно снижалась (рис. 3) . 
Аналогичная динамика обнаружена и в лизосомах 
печени. По мере прогрессирования ХГГ и на-
растания дефицита гормонов тимуса (через 80 сут 
после окончания затравки и 285 сут после 

Т а б л и ц а 2 
Влияние Тз и алиментарных факторов на содержание Ц И К 
в сыворотке крови крыс к ХГГ на фоне ТЭ 

Г р у п п а ж и в о т н ы х 

К о н ц е н т р а ц и я Ц И К , г / л 

2 5 5 с у т 
п о с л е 

Т Э и 50 с у т 
п о с л е 

о к о н ч а н и я 
з а т р а в к и 

г е л и о т р и н о м 

2 8 5 с у т 
п о с л е Т Э 
и 8 0 с у т 

п о с л е 
о к о н ч а н и я 
з а т р а в к и 

г е л и о т р и н о м 

Ложнооперированные 
Тимэктомированные 
ХГГ на фоне ТЭ 
ХГГ на фоне ТЭ + Т з + д о -

п ол н и тел ь н ы й р а ц и он + в и -
тамины А и Е 

П р и м с ч а н и е. Одна звездочка 
ки — /><0,01. 

2,6±0,22 
3 ,6±0 ,33* 
4 ,7±0,26*** 
3 , 2 ± 0 , 2 6 

2,8=1=0,23 
4 ,0±0 ,35* 
5,2±0,28*** 
3 ,8±0 ,32* 

Ю0 
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р < 0 , 0 5 , три звездоч-

Рис. 3. Активность КФ (а), Д Н К а з ы (б), РНКазы (в) и ка-
тепсина D (г) в лимфоцитах периферической крови (!) и ли-
зосомах печени ( / / ) крыс с ХГГ на фоне ТЭ. 
I ч е р е з 5 0 с у т п о с л е о к о н ч а н и я з а т р а в к и и 2 5 5 с у т п о с л е Т Э ; 2 ч е р е з 8 0 с у т 
п о с л е о к о н ч а н и я з а т р а в к и и 2 8 5 с у т п о с л е Т Э . / ' Т Э ; 2' Х Г Г на ф о н е Т Э ; 
3 ' — Х Г Г на ф о н е Т Э + Т з - f д о п о л н и т е л ь н ы й р а ц и о н + в и т а м и н ы А и Е. 

ТЭ) активность кислых гидролаз существенно 
уменьшалась. Максимально снижена активность 
КФ в лимфоцитах и катепсина D в лизосомах пе-
чени (на 54,2 и 36,6 % соответственно). Эти дан-
ные свидетельствуют, что в условиях дефицита 
гормонов тимуса легко развиваются хронизация 
патологического процесса и его утяжеление. 

Таким образом, в условиях иммунного дефици-
та, вызванного ТЭ, возникают выраженные изме-
нения активности ферментов лизосомального ап-
парата клеток. В ранний срок после удаления 
тимуса они выражаются в активации лизосомаль-
ных ферментов, о чем свидетельствует возрастание 
их активности в иммунокомпетентных клетках 
и лизосомах печени. Надо полагать, что изменение 
активности лизосомальных гидролаз в ранний срок 
после ТЭ носит компенсаторно-приспособительный 
характер, направленный на адаптивные пере-
стройки метаболизма и структур клеток. Действи-
тельно, было показано, что в адаптивные реакции 
организма при интенсивной физической нагрузке, 
голодании и других экстремальных условиях од-
ними из первых среди субклеточных структур 
включаются лизосомы |1()| . 

При продолжающемся воздействии патологи-
ческих факторов (в условиях нашего экспери-
мента — ТЭ) вследствие истощения метаболиче-
ских процессов «пораженного» организма со вре-
менем наблюдается срыв компенсаторно-приспосо-
бительных механизмов [6]. С этим согласуется 
установленное нами в отдаленные сроки опыта 
(190-е и 370-е сутки после ТЭ) значительное сни-
жение активности кислых гидролаз в лимфоцитах 
и лизосомах печени. Основной причиной умень-
шения активности лизосомальных ферментов в 
поздние сроки после удаления вилочковой железы 
у животных является, вероятно, угнетение синте-
тических процессов (синтеза белка, нуклеиновых 
кислот, АТФ) при отсутствии гормонального воз-
действия тимуса на организм. Не исключено 
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также, что усиление интенсивности перекисиого 
окисления липидов ( П О Л ) и нарушение фосфо-
липидного состава мембран [8] также являются 
одной из причин снижения активности лизо-
сомальных ферментов. Показано, что лизосомаль-
ная мембрана очень чувствительна к повреждаю-
щему действию продуктов П О Л [17]. Удаление 
из лизосом фосфолипидов с помощью ацетона 
и разрушение фосфолипидов под влиянием 
фосфолипазы С приводят к резкому снижению 
мембранно-связанного фермента лизосом р-глюко-
зидазы | М ] . По предположению этих авторов, 
действие между ферментами и фосфолипидами 
один из основных путей регуляции активности 
ферментов субклеточных структур. 

Установленные нами отрицательные корреля-
ционные связи между снижением активности лизо-
сомальных ферментов в лимфоцитах и повыше-
нием уровня Ц И К в сыворотке крови сви-
детельствуют об угнетении иммунной и катабо-
лической функции лизосом при ХГГ на фоне ТЭ. 

В результате нарушения сгруктурно-функцио-
нального состояния лизосом, связанного с дефи-
цитом гормонов тимуса и интоксикацией гепато-
токсическим ядом гелиотрином, изменяются уни-
кальные механизмы эндо-, экзо- и фагоцитоза 
в ретикулоэндотелиальной системе (РЭС) и со-
ответственно йммунохимический гомеостаз. В этих 
условиях антигены в клетках РЭС до конца не 
расщепляются лизосомальными ферментами и 
длительно в них сохраняются. Их иммунная ак-
тивность выше нативной, что и создает условия 
для развития аутоиммунные реакций. На это ука-
зывает повышение концентрации Ц И К и снижение 
активности кислых гидролаз в лизосомах печени 
и. лимфоцитах периферической крови тимэктоми-
рованных животных, особенно в период полного 
развития вторичного иммунодефицита. 

Положительный эффект, полученный при ис-
пользовании Тз, по всей вероятности, связан 
с усилением синтетических и пролиферативных 
процессов. Это наше предположение подтвержда-
ется исследованиями других авторов [7, 18], уста-
новивших усиление синтеза белка, Д Н К , Р Н К 
и повышение содержания АТФ после введения 
гормонов тимуса интактным и тимэктомированным 
животным. Можно полагать, что гормоны тимуса, 
увеличивая активность лизосомальных ферментов, 
оказывают регулирующее влияние на внутрикле-
точные метаболические процессы, тем самым ста-
билизируя структуру и функцию мембран. Это 
подтверждает установленное нами снижение ин-
тенсивности ПОЛ, содержания ЛФХ и активности 
фосфолипазы А2 при иммуностимуляции Тз [8 | . 

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют, что при дефиците гормонов тимуса 
снижается функциональная активность лизосо-
мального аппарата клеток. Введение Тз, особенно 
в сочетании с алиментарными факторами, вос-
станавливает активность лизосомальных фермен-
тов и содержание Ц И К , что подтверждает их 
участие в регуляции структурно-функционального 
состояния лизосом. 
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THE STATUS OF LIVER T I S S U E AND LYMPHOCYTE LYSO-
SOMES IN DYNAMICS O F SECONDARY IMMUNODEFI-
CIENCY AND IN CHRONIC HEPATITIS. 

A. I. Nikolaev, Zh. /. Mamutov, Kh. S. Mukhamedov 

Medico-Pediatr ic School, Tashkent . 

Activity of acid hydrolases, acid phosphatase, cathepsin D, 
DNA-and RNAases in lysosomal f ract ions of liver t issue and 
peripheric blood lymphocytes as well as concentration of 
c irculat ing immune complexes in blood serum were studied in 
thymectomized ra ts and in thymectomized ra ts with chronic 
heliotrinic hepatitis; thymosine and a l imentary factors were used 
for t rea tment and correction of the impairments observed. 
The rate of thymus hormones deficiency was found to be 
responsible for impairments of functional activity of lysosomes 
in lymphocytes and liver tissue. Activation of the lysosomal 
enzymes studied was detected within early periods (40 days) 
af ter thymectomy, while a decrease in the enzymatic activity 
was observed within later periods and to the end of the experi-
ment (190 and 370 days ) . Besides, concentration of c i rculat ing 
immune complexes was increased in liver t issue and the most 
distinct increase occurred within 370 days af ter thymectomy. 
Activity of lysosomal enzymes in liver t issue and lymphocytes 
and content of c i rculat ing immune complexes in blood were 
normalized in thymectomized animals af ter t rea tment with 
thymosine and a l imentary factors . 

1. Абдуллаев H. X. Патохимия и патогенетическая терапия 
хронических гепатитов и циррозов печени.— Ташкент. 
1968.— С. 238. 



© К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1993 

УДК 616.13/.14-005.6-085.31:615.462.03 

М. Г. Асадуллин, А. Н. Садова, В. П. Глухое, 
М. В. Борисова 

АТРОМЙОГЕННЫЙ МАТЕРИАЛ НА ОСНОВЕ 
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Казанский медицинский институт, Казанский химико-техноло-
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В связи с проблемой создания искусственных 
органов возникла острая необходимость исполь-
зования полимерных материалов, обладающих 
комплексом специальных свойств. Известно [3], 
что далеко не все полимеры пригодны для био-
медицинских целей. Так, полимеры биомедицин-
ского назначения должны быть физически, меха-
нически и химически устойчивы к окружающей 
биологической среде и не должны оказывать 
вредного влияния на орган, в который оии 
внедряются, а т акже должны быть воспроизводи-
мо получены и переработаны без деструкции. 

В настоящее время ни один из известных по-
лимеров полностью не удовлетворяет этим требо-
ваниям [4]. Использование полимерных материа-
лов при изготовлении клапанов сердца, в качестве 
заменителей дефектных кровеносных сосудов, при 
диагностировании, в аппаратах для переливания 
крови и т. д. показало, что при их применении 
возникают тромбоз, тромбофлебит и д а ж е пери-
флебит. Д л я устранения этого используют анти-
коагулянты, например гепарин, применение кото-
рого, однако, ограничено во времени, так как дли-
тельное его использование может привести к кро-
воточивости [3]. Создание полимерных материа-
лов, которые не вызывают тромбообразования 
и в то же время не нарушают естественный регу-
лирующий механизм свертывания крови, является 
весьма актуальной задачей. 

Одним из способов создания таких материалов 
является фиксация на их поверхности адсорбцией 
или химическими связями веществ, стимулирую-
щих растворение образовавшегося тромба, напри-
мер трипсина [6 | , стрептокиназы или урокина-
зы 17, 9] . 

В работе [6] описан атромбогенный материал, 
п о л у ч е н н ы й п у т е м и м м о б и л и з а ц и и к л а в с а н у и л и 
фторолону трипсина через межмолекулярную 
сшивку с помощью глутарового альдегида. Однако 
этот материал не имеет протеолитической избира-

тельности, что приводит к ускорению двух первых 
фаз свертывания крови, расщеплению многих 
белков плазмы крови и тканей. Протеолитическое 
действие на белки плазмы крови вызывает акти-
визацию калликреин-кининовой системы крови и 
связанные с этим изменения гемодинамики [8 | . 

В настоящей работе в качестве объекта ис-
следования выбран полиэтилен низкой плотности, 
модифицированный на стадии переработки поли-
мерным комплексом полиакриловой кислоты и 
Е-капролактама , полученного в процессе ради-
кальной полимеризации акриловой кислоты в сре-
де лактама . В качестве атромбогенных веществ, 
фиксируемых на поверхности модифицированного 
полиэтилена, использовали фибринолитики стреп-
токииазу или урокиназу. 

М е т о д и к а . Модификацию полиэтилена низ-
кой плотности марки 15803-020 осуществляли в 
процессе совместного вальцевания с модифика-
тором при температуре 150 °С в течение 20 мин. 
Модифицированный полиэтилен подвергали пере-
работке методом экструзии. Были получены трубки 
с наружным диаметром 2, 4, 6 мм. Введение моди-
фикатора не изменило режим переработки по-
лиэтилена. 

Д л я активации поверхности модифицирован-
ного полиэтилена его обрабатывали раствором 
тионилхлорида в хлороформе в присутствии не-
скольких капель диметилформамида [5]. 

Иммобилизацию подготовленной поверхности 
полиэтилена фибринолитиком проводили следую-
щим образом. Катетер из модифицированного 
полиэтилена помещали в 0,8 % раствор стрепто-
киназы или урокиназы в 0,08 М вероналовом 
буфере рН 7,6 и выдерживали его в течение 3 ч 
при 0—5 °С. Условия получения атромбогенного 
материала представлены в табл. 1. 

Проводили исследования полученного материа-
ла на фибринолитическую активность и про-
теолитическую избирательность. Сущность метода 
определения фибриполитической активности за-
ключается в следующем. В колбу на 50 100 мл 
помещают 1,5 % гель агар-агара и нагревают на 
водяной бане до разжижения в 15 мл буфера 
рН 8,0. Во второй колбе готовят раствор тромби-
на (0,1 % ) в количестве 2 мл. В третьей колбе 
готовят 0,6 % раствор фибриногена на веронало-
в о м б у ф е р е в к о л и ч е с т в е 4 м л . Р а с т в о р т р о м б и н а 
переносят в чашку Петри, раствор фибриногена 
смешивают при охлаждении до 40 50 °С с раство-
ром агар -агара и тоже переносят в чашку Петри. 

Т А Б Л И Ц А I 

Услоиии получения атромбогенного материала на основе модифицированного полиэтилена и результаты его испытания 

К о н ц е н т р а ц и я 
т и о н и л х л о р и д а , 

% 

В р е м я 
о б р а б о т к и 

т и о н и л х л о р и д о м , 
м ин 

К о н ц е н т р а ц и я 
ф и б р и поли-

т и к а , % 

В р е м я 
и м м о б и л и з а ц и и 
ф и б р и н о л и т и к а , 

ч 

Т е м п е р а т у р а 
и м м о б и л и з а ц и и , 

°С 

Ф и б р и полити-
ч е с к а я 

а к т и в н о с т ь , 
% 

П р о т е о л и т и -
ч е с к а я 

и з б и р а т е л ь -
н о с т ь 

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

2 5 2 0 1 , 0 2 5 6 8 — 7 0 

2 0 1 5 0 , 8 3 1 4 0 4 1 

2 5 2 0 1 , 0 3 6 8 0 — 8 1 

Наблюдается 
во всех случаях 
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Т а б л и ц а 2 

Фибринолитическая активность модифицированного полиэти-
лена, иммобилизованного стрентокиназой при непрерывной 
смене среды 

С у т к и З о н а л и з и с а ф и б р и н а , мм 

1-е 498—503 
2-е 490 - 5 0 0 
3-е 500 
4-е 490 
5-е 476—468 
6-е 450—441 
7-е 440 439 
8-е 430 
9-е 410 

10-е 350—352 
11-е 300—302 
12-е 208—210 
15-е 6 8 

Все 3 компонента и полимерный материал, 
иммобилизованный фибр и политиком, перемеши-
вают и оставляют на 30 40 мин при комнатной 
температуре. Полученный комплекс оставляют при 
37 °С на 16—18 ч. По истечении указанного вре-
мени измеряют зону лизиса в миллиметрах. 

Неспецифическую протеолитическую активность 
определяли по гидролизу сывороточного альбу-
мина человека. Продукты протеолиза обнаружи-
вали по поглощению при 280 нм после осаждения 
белка ТХУ. Д л я этого готовили раствор альбумина 
в концентрации 2 мг /мл в 0,05 М фосфатном 
буфере, в него помещали материал на основе мо-
дифицированного полиэтилена, поверхность кото-
рого иммобилизована фибринолитиком. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Атромбо-
генную активность полимерного материала оцени-
вали по фибринолитической активности. Эту ак-
тивность выявляли по зоне лизиса при периодиче-
ской смене среды фибрин-агара через 1 сут. Пока-
затели фибринолитической активности на срок от 1 
до 15 дней представлены в табл. 2. Анализ ре-
зультатов показал, что фибринолитическая актив-
ность полученного материала постепенно умень-
шалась, сохраняясь в течение 15 сут. 

Результаты исследования протеолитической из-
бирательности представлены в табл. 3. Сопо-
ставление результатов опытов, представленных 
в табл. 2 и 3, дает основание сделать вывод, что 
материал, полученный на основе модифицирован-
ного полиэтилена, обладает избирательной фибри-
нолитической активностью. 

Учитывая слабую громбогенность полиэтилена, 
можно рекомендовать для проверки в экспери-
ментах in vivo предлагаемый материал с целью 
изготовления самоочищающихся катетеров, ис-

Т а б л и ц а 3 
Данные сиектрофотометрических испытаний атромбогенного 
материала на основе модифицированного полиэтилена 

Врем я , 

2 
3 
4 
5 

20 
30 

0,001 
0,003 
0,002 
0,004 
0,003 
0,001 

пользуемых в медицинскои практике для введения 
в кровеносные сосуды. 
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An a t h r o m b o g e n i c ma te r i a l , exhibi t ing selective proteolytic 
activity, w a s developed. The mater ia l w a s obta ined a f te r 
modif icat ion of polyethylene by m e a n s of the polymer complex 
con ta in ing polyacryl ic acid and E - c a p r o l a c t a m . The modified 
polyethylene w a s t r ea ted with thionyl chlor ide and then it w a s 
ma in t a ined in the solut ion con ta in ing s t r ep tok inase or u rokinase . 
The a th rombogen ic mate r ia l exhibited fibrinolytic activity within 
15 days ; its a th rombogen ic proper t ies were s tudied in vitro. 
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У Д К 6 1 6 . 1 5 5 . 3 9 2 - 0 9 2 - 0 7 

И. В. Мазепа 

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ СТАБИЛЬНО-
СТИ ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРЫ И ГИДРОДИ-
НАМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ Д Н К ЗДОРОВЫХ и 
Л Е Й К О З Н Ы Х ТКАНЕЙ 

Ивано-Франковский медицинский институт 

Аналогия в организации генетического аппара-
та нормальной и раковой клетки при существен-
ных отличиях фенотипических свойств трансфор-
мированной клетки |3] , прикладное значение та-
ких отличий как основы диагностики и лечения 
злокачественных новообразований требуют су-
щественного обновления как технических средств, 
так и методических подходов при изучении мо-
лекулярных превращений в онкогене и его состав-
ных компонентах. 

Противоречивость большинства результатов 
изучения физико-химических свойств Д Н К рако-
вых клеток обусловлена отсутствием системати-
ческих экспериментов и достаточно чувствитель-
ных методов для выявления незначительных из-
менений в структуре Д Н К [5]. 

С использованием высокочувствительного ки-
нетического формальдегидного метода [5| было 
показано, что количество участков локальной де-
натурации в Д Н К раковых клеток увеличи-
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вается. В связи с изложенным имеет смысл 
выяснить, как изменяется стабильность вторичной 
структуры Д Н К в органах лейкозных животных 
и отражаются ли изменения структуры на фи-
зико-химических свойствах, зависящих от состоя-
ния макромолекулярной организации нуклеиновых 
кислот. В данной работе представляются резуль-
таты сравнительного изучения температуры мо-
лекулярного плавления с анализом ширины интер-
вала температурного Ьерехода и характеристи-
ческой вязкости Д Н К здоровых и пораженных 
лейкозом тканей. 

М е т о д и к а . В качестве лейкозных моделей 
использованы эритромиелоз Швеца на беспород-
ных крысах и вирусный лейкоз Раушера на 
мышах линии BALB/c. 

Препараты Д Н К из тканей животных получены 
методом J. Marmur [8] с дополнительной обра-
боткой проназой («Serva») и РНКазой («Reanal») . 

Учитывая особенности макромолекулярной 
структуры Д Н К и ее легкую повреждаемость 
при незначительных механических воздействиях, 
процесс получения препаратов нуклеиновых 
кислот и все манипуляции при изучении свойств 
полинуклеотидов проведены в строго идентичных 
щадящих условиях. Препараты Д Н К от здоровых 
и лейкозных особей получены при параллельном 
выделении, что позволяло свести к минимуму 
изменения в изучаемых параметрах в результате 
неодинакового дозирования механических воз-
действий и влияния неспецифических нуклеаз. 

Условия выделения ДНК, анализ чистоты и на-
тивности полученных препаратов нуклеиновых 
кислот описаны в работе [2]. 

Температуру молекулярного плавления препа-
ратов Д Н К определяли на сконструированной 
на базе спектрофотометра СФ-4 установке, ис-
пользуя хромелькопелевую термопару, термоста-
тирующую камеру и комбинированный измеряю-
щий цифровой прибор Щ 300. Точность измерения 
температуры в кювете достигала 0,1 °С. Стабили-
зация температуры в камере обеспечивалась 
ультратермостатом с точностью 0,1 °С. 

Измерение характеристической вязкости про-
ведено на ротационном вискозиметре, изготовлен-
ном по принципу Зимма — Крозерса [9 | . 

Изготовленная модель вискозиметра позволила 
проводить работу при изучении градиента ско-
рости от 0,1 до 3,5 см 

Рабочие концентрации Д Н К (0,002, 0,003, 
0,004 %) готовили на стандартном солевом 
растворе, содержащем 0,15 М хлорида натрия 
и 0,015 М цитрата натрия. Температурный 

режим вискозиметра стабилизировали ультра-
термостатом на уровне 25,0=Ь0,1 °С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Характери-
стика чистоты препаратов Д Н К из тканей под-
опытных крыс и мышей основана на анализе 
белковых примесей и содержания РНК- Состояние 
целостности структуры (нативность) Д Н К изучено 
по величине гиперхромного эффекта. 

Результаты изучения примесей белка, РНК и 
величины гиперхромного эффекта препаратов 
Д Н К из тканей здоровых (печень, селезенка) 
и пораженных лейкозом (печень, селезенка, 
опухоль) крыс и мышей представлены в табл. 1. 
Как видно из табл. 1, использованные в работе 
препараты Д Н К здоровых и пораженных лейкозом 
тканей крыс и мышей являются высокоочищен-
ными и нативными и по своим характеристикам 
аналогичны описанным в литературе [4, 6—8]. 
При этом следует отметить, что при сравнительном 
анализе чистоты препаратов нуклеиновых кислот 
установлено достоверное увеличение примеси бел-
ка, РНК и величины гиперхромного РНК и величи-
ны эффекта в Д Н К лейкозных тканей. 

Результаты определения величины температуры 
молекулярного плавления и ширины интервала 
температурного перехода препаратов Д Н К из тка-
ней здоровых и пораженных лейкозом крыс и мы-
шей представлены в табл. 2. Можно отметить, 
что температура молекулярного плавления и ши-
рина интервала температурного перехода препа-
ратов Д Н К печени и селезенки здоровых крыс 
находятся приблизительно на одинаковом уровне. 

Сравнение температуры плавления Д Н К печени 
и селезенки, полученных от пораженных лейкозом 
крыс, показало, что средний уровень температуры 
молекулярного плавления Д Н К из тканей крыс 
с лейкозом в среднем на 1,0— 1,5 °С ниже, чем пре-
паратов Д Н К , полученных от здоровых особей. 
При этом ширина интервала температурного пере-
хода спираль — клубок препаратов Д Н К из тканей 
пораженных лейкозом крыс в среднем на 0,2— 
0,4 °С больше контрольных показателей. Анало-
гичный характер имеют изменения показателей 
температуры плавления Д Н К селезенки мышей, 
зараженных лейкозом Раушера, которые в среднем 
на 1,5 °С ниже контрольных значений. 

Полученные сведения относительно величины 
температуры молекулярного плавления и ширины 
интервала температурного перехода препаратов 
Д Н К здоровых и пораженных лейкозом тканей 
дают основание заключить, что препараты Д Н К 
пораженных лейкозом тканей характеризуются 
сниженной термостабильностью. Учитывая особен-

Т а б л и ц а 1 
Содержание белка и РНК и величина гиперхромного эффекта (в %) в препаратах ДНК из тканей здоровых и пораженных 
лейкозом крыс и мышей ( A f ± m ; п = 8 ) 

И с т о ч н и к п р е п а р а т а Д Н К 
Б е л о к Р Н К Г и п е р х р о м н ы й э ф ф е к т 

И с т о ч н и к п р е п а р а т а Д Н К 
к о н т р о л ь л е й к о з к о н т р о л ь л е й к о з к о н т р о л ь л е й к о з 

Крысы 
Печень 
Селезенка 
Опухоль 
Мыши 
Селезенка 

0 , 4 9 ± 0 , 2 
0,46-f-0,04 
1,09 ± 0 , 0 7 

0 ,56±0 ,07 

0 ,84±0,03* 
0 ,89±0,04* 
1,09±0,07* 

0,91 ±0 ,03* 

1,04 ± 0 , 0 9 
1,18±0,09 

1,06±0,08 

1,74±0,14* 
1,80±0,12* 
2 ,14±0,12* 

1,84±0,13* 

37,1 ± 0 , 3 
3 7 , 0 ± 0 , 2 

33,5 ± 0 , 3 * 
33,7±0,1 * 
33,4 ± 0 , 4 * 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: звездочка - рс0,05; для опухоли приведена достоверность относительно контрольных 
величин печени. 
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Таблица 2 
Характеристика некоторых физико-химических свойств препаратов ДНК тканей здоровых и пораженных лейкозом крыс и 
мышей ( М ± т ; л = 8 ) 

И с с л е д у е м ы й п о к а з а т е л ь 
П е ч е н ь С е л е з е н к а 

к о н т р о л ь л е й к о з к о н т р о л ь л е й к о з 
О п у х о л ь 

Температура плавления, °С: 
1 86 ,2±0 ,1 85,1 ± 0 , 1 * 8 6 , 6 ± 0 , 2 85 ,1±0,2* 84 ,9±0 ,1* 
2 86 ,5±0 ,1 85 ,0±0,1 * 

Температурный интервал плавления, °С: 
1 8 ,50±0 ,09 8 ,66±0 ,05 8 ,64±0 ,07 9 ,06±0,09* 9 ,66±0,14* 
2 — — 8 ,56±0 ,07 8 ,75±0 ,1 1 

Характеристическая вязкость, д л / г : 
1 68 ,26±1 ,64 53 ,60± 1,29* 64 ,29±1,22 47,84±1,38* 48,90±1,65* 
2 — 66,30±1,01 4 7 , 0 0 ± 1,65* 

П р и м е ч а н и е . 1 крысы, 2 мыши. 

ности молекулярной организации Д Н К , можно 
допустить, что определенный вклад в снижение 
термостабильности вторичной структуры Д Н К 
вносят разрыв водородных связей, изменение 
нуклеотидного состава или деполимеризации мак-
ромолекулы. 

Вопрос о причастности процессов деполимери-
зации к снижению термостабильности Д Н К из 
тканей пораженных лейкозом крыс и мышей ре-
шался путем определения характеристической 
вязкости Д Н К , позволяющей охарактеризовать 
размер, форму и конформационные особенности 
в молекуле [3]. 

При исследовании характеристической вязкости 
препаратов Д Н К важно было выяснить не только 
влияние злокачественного процесса на конформа-
ционные параметры нуклеиновой кислоты, но и 
роль тканевых и видовых факторов. Д л я реше-
ния этих вопросов изучены препараты Д Н К печени 
и селезенки здоровых и пораженных лейкозом 
крыс, а т а к ж е опухоли, возникающей на месте 
инокуляции лейкозного материала, и селезенки 
здоровых и пораженных лейкозом линейных мы-
шей (см. табл . 2 ) . Характеристическая вязкость 
препаратов Д Н К печени и селезенки здоровых 
крыс имеет приблизительно одинаковые значения. 
При сравнении этих данных с аналогичными ре-
зультатами крыс-опухоленосителсй видно, что ха-
рактерной особенностью препаратов Д Н К этих 
животных является снижение показателей харак-
теристической вязкости. Степень снижения вяз-
кости для р а з л и ч н ы х п р е п а р а т о в Д Н К прибли-
зительно одинакова, хотя более выражена для 
селезенки. Вязкость препаратов Д Н К из опухоли 
сходна с вязкостью Д Н К селезенки пораженных 
лейкозом крыс. 

Лейкозный процесс у мышей оказывает одина-
ковое действие на конформационные характери-
стики препаратов Д Н К , выражающееся достовер-
ным снижением величин вязкости в условиях сфор-
мированного лейкоза. 

Таким образом, результаты сравнительного ис-
следования температуры молекулярного плавле-
ния, ширины интервала температурного пере-
хода и характеристической вязкости препаратов 
Д Н К различных органов здоровых и пораженных 
лейкозом крыс и мышей дают основание заклю-
чить, что злокачественный процесс существенно 
снижает термостабильность молекулы Д Н К , осо-
бенно опухоли. Снижение стабильности вторичной 
структуры Д Н К лейкозных тканей сопровождается 
снижением величины характеристической вяз-

кости, свидетельствующим о нарушениях конфор-
мации макромолекулы. 

Полученные нами результаты о снижении тем-
пературы молекулярного плавления Д Н К лейкоз-
ных тканей согласуются с данными работы | 5 | , 
в которой доказано достоверное увеличение участ-
ков локальной денатурации в Д Н К раковых 
клеток. 

Установление факта снижения температуры мо-
лекулярного плавления нуклеиновых кислот лей-
козных тканей, содержащих повышенные коли-
чества белковых примесей, в совокупности с имею-
щимися сведениями о роли прочно связанных с 
Д Н К белков (гистонов) в регуляции генетических 
процессов дает основание предположить, что сни-
жение термостабильности Д Н К лейкозных тканей 
обусловлено увеличением белковой компоненты. 
Другими словами, имеются основания отождест-
вить причины увеличения участков локальной 
денатурации Д Н К раковых клеток и снижения 
термостабильности Д Н К лейкозных клеток. 

На участках локально денатурации, увели-
чивающихся в молекуле нуклеиновой кислоты 
в процессе трансформации ткани, функциональные 
группы, активно взаимодействуя с белками [1, 5] 
или металлами, препятствуют процессу компле-
ментарного спаривания азотистых оснований двух 
спиралей. Модифицированная стабилизирующая 
система в макромолекуле изменяет подвижность 
жестких фрагментов макромолекулы и приводит 
к формированию нового термодинамического рав-
новесия. 
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STABILITY O F S E C O N D A R Y S T R U C T U R E AND HYDRODY-
N A M I C P R O P E R T I E S O F DNA O B T A I N E D F R O M N O R M A L 
AND L E U K E M I C T I S S U E S . 
/. V. Mazepa 

Medical School, I v a n o - F r a n k o v s k . 

Stabi l i ty of s e c o n d a r y s t r u c t u r e w a s s tud ied in DNA prepa ra -
t ions obtained f rom hea l thy and leukemic r a t s and mice of 
B A L B / c st rain by m e a n s of es t imat ion of molecu la r mel t ing 
point t e m p e r a t u r e , of the t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t t rans i t ion 
in terval and specific viscosity. The s econda ry s t r u c t u r e s tabi l i ty 
and va lues of the DNA specific viscosity were decreased in the 
DNA p r e p a r a t i o n s ob ta ined f rom liver, spleen t issues and 
t u m o r s of r a t s with Shve tz leukemia and f rom spleen of mice 
infected by Raushe r viral leukemia as compared with these 
p a t t e r n s of hea l thy an ima l s . S t ra in- and t i s sue-dependen t 
a l t e r a t ions of the p a t t e r n s s tudied were not found . 
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А. И. Фоменко, С. П. Степаненко, П. К. Пархомец, 
Г. В. Донченко 

ВЛИЯНИЕ NAD НА ЗАХВАТ И ВЫСВОБОЖ-
Д Е Н И Е , 4С-ГАМК ПРИ ВВЕДЕНИИ КОНВУЛЬ-
САНТА 

Институт биохимии им. А. В. П а л л а д и н а AM Украины, Киев 

Нарушение функционирования ГАМК-ергиче-
ской системы при расстройствах психической 
деятельности и действии антидепрессантов пока-
зано в результате нейрофармакологических и 
нейрофизиологических исследований последних 
лет [7, 8, 13, 18| , на основании которых бы-
ла сделана попытка сформулировать ГАМК-ерги-
ческую гипотезу развития депрессии | 1 1 | . Одна-
ко, несмотря на доказательство участия 
ГАМК-ергической системы в развитии нейроло-
гических заболеваний, связанных с судорожно-
пароксизмальными состояниями, конкретная роль 
тормозной системы в указанных процессах остает-
ся при этом неясной. 

Судорожная активность не только затрагивает 
изменение уровня ГАМК, ферментов ее синтеза 
и распада [6], но и приводит к значительным 
нарушениям в системах, ответственных за пре-
и постсинаптическое торможение [13, 15, 17]. 

Одним из лекарственных препаратов, модули-
рующих ГАМК-ергическую передачу, является 
никотинамид, который используют наряду с бен-
зодиазепипами для лечения судорожных со-
стояний. 

Функциональная связь никотинамидных нуклео-
тидов с ГАМК-ергической системой была уста-
новлена в исследованиях по взаимодействию 
никотинамида и NAD с участками специфическо-
го связывания бензодиазепинов на ГАМК-бензо-
диазепиновом рецепторном комплексе нейрональ-
ных мембран [1]. Показано, что ГАМК-бензо-
диазепиновый рецепторный комплекс может во-
влекаться в механизм действия никотинамида 
в нервной клетке [2]. 

Никотинамид опосредованно через NAD конку-
рирует за участки связывания бензодиазепинов 
и усиливает ГАМК-ергическую передачу [3]. 
Однако оставалось неизвестным, какая система 

тормозного контроля — ripe- или постсипаптиче-
ская принимает участие в действии NAD на 
ГАМК-ергическую передачу. Выяснение этого 
вопроса и составило основную цель работы. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на крысах-самцах мас-
сой тела 120—150 г. Никотинамид вводили внутрибрюшин-
но из расчета 150 мг на 1 кг массы тела животного 
2 раза в сутки на протяжении недели. Коразол вводили 
контрольным животным или на фоне введенного никотинами-
да из расчета 30 мг на 1 кг массы тела за 50 с до де-
капитации (в фазе , предшествующей началу эпилептогеиных 
судорог) . 

Синаптосомы и синаптические мембраны из коры голов-
ного мозга контрольных и подопытных животных выделяли, 
используя градиент сахарозы [4]. Все буферы содержали 
0,5 мМ фенилметилсульфонилфторид ( P M S F ) . 

З а х в а т 1 4 С-ГАМК синаптосомами определяли в среде 
общим объемом 0,2 мл, содержащей 5 мМ трис-НС1-бу-
фер рН 7,4, 120 мМ NaCL, 5 мМ КСР, I мМ С а С Р 2 , 
I мМ MgCP2 , 0,5 М N a 2 H P 0 4 , 10 мМ глюкозу, 1 мМ гид-
роксиламин, 1 мМ P M S F , 100 мкг белка синаптосом, раз-
личные количества 4-амино-А1-и- и С-ГАМК (удельная актив-
ность 232 мКи/ммоль , «Amersham» , Англия) . После 3 мин 
инкубации при 37 °С пробы быстро фильтровали через 
фильтры G F / C ( « W h a t m a n » ) , затем промывали 5 мМ 
трис-ИС1-буфером, не с о д е р ж а щ и м ионов, и подсчитывали 
радиоактивность на фильтрах . При изучении влияния NAD 
на з ахват м С - Г А М К синаптосомы преинкубировали в тече-
ние 5 мин с NAD в концентрации 10 М при 32 °С, 
а затем проводили инкубацию, как описано выше. чЗахват 
в ы р а ж а л и в пикомолях | 4 С - Г А М К , накопленного синаптосо-
мами за 3 ми и. 

Высвобождение | 4 С - Г А М К из синаптосом, полученных 
из мозга контрольных и подопытных животных, изучали, 
используя перфузионную камеру. 

Синаптосомы, с о д е р ж а щ и е 100 мкг белка, после преинку-
бации в течение 5 мин при 37 °С инкубировали в течение 
5 мин с радиоактивной ГАМК в условиях, описанных 
выше для з а х в а т а м С - Г А М К , с добавлением ингибитора 
синтеза ГАМК I мМ гидроксиламина. Содержимое проб 
с нагруженными радиолигандом синаптосомами помещали на 
фильтр G F / C ( « W h a t m a n » ) , находящийся в перфузионной 
камере. Пробы промывали под давлением 4 мл 5 мМ 
трис-HCI, не с о д е р ж а щ и м ионов, и затем проводили перфузию 
со скоростью 0,8 мл в 1 мин раствором, используемым 
для инкубации. Фракции отбирали через кажд ые 30 с и 
подсчитывали радиоактивность, используя сцинтилляционную 
жидкость СЖ-103 . При изучении влияния NAD на высво-
бождение | 4 С - Г А М К из синаптосом в используемый для 
перфузии буфер добавляли NAD в концентрации 10 М. 

Содержание ГАМК определяли радиолигандным методом 
по вытеснению меченого Н-мусцимола из участков его спе-
цифической связи с ГАМК-рецепторным комплексом синапти-
ческих мембран, обработанных тритоном Х-100 [14 | . Пробы 
для определения ГАМК готовили следующим образом: 1 г моз-
га гомогенизировали с 3 мл холодной дистиллированной во-
ды, затем добавляли 0,4 мл 50 % сульфосалициловой кисло-
ты. Экстракт центрифугировал и 15 мин при 20 000 g. В инкуба-
ционную смесь для связывания 3 Н-мусцимола брали по 10 мкл 
разведенного в 25 раз экстракта . 
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Рис. 1. Содержание (в мкмоль на 1 г ткани) NAD (а) и ГАМК 
(б) в коре головного мозга крыс. 

З д е с ь и на рис . 2: / — к о н т р о л ь ; 2 в в е д е н и е к о р а з о л а ; 3 в в е д е н и е 
н и к о т и н а м и д а ; 4 - в в е д е н и е н и к о т и н а м и д а - ( - к о р а з о л а . 

Рис. 2. З а х в а т 1 4 С-ГАМК (в имоль на 100 мкг белка) синап-
тосомами коры головного мозга крыс. 
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Содержание NAD определяли по методу [10]. 
Белок определяли по методу [12]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Многие рас-
пространенные заболевания нервной системы ха-
рактеризуются резкими сдвигами уровня ни-
котинамидных коферментов в мозгу [5]. При вве-
дении больших доз никотинамида, используемого 
в клинике наряду с другими препаратами для ле-
чения заболеваний, связанных с судорожным со-
стоянием, наблюдается умеренное повышение 
уровня никотинамидных динуклеотидов в голов-
ном мозге. Для выяснения роли NAD в регуляции 
судорожной активности нами был исследован 
ответ ГАМК-ергической тормозной системы на 
хроническое введение никотинамида контрольным 
животным и животным с введенным конвуль-
сантом. 

В связи с данными об ограниченном проникно-
вении предшественников NAL) в мозг возник 
вопрос о создании подходящей модели, позво-
ляющей значительно увеличить уровень NAD в 
мозге. Обычно никотинамид в используемых до-
зах (150 и 250 мг на 1 кг массы животного) вы-
зывает н ез н а ч и т ел ь и о е п о в ы ш е н и е у р о в н я NAD 
в мозге. Некоторые исследователи при изучении 
метаболизма нейротрансмиттеров применяли од-
нократную дозу 1000 мг никотинамида на 1 кг 
массы тела [9], которая значительно превосходит 
применяемую в клинике. В связи с этим мы вво-
дили никотинамид в течение недели 2 раза в сутки 
по 150 мг на 1 кг массы тела. Животных забивали 
через 6 ч после последней инъекции. При дли-
тельном введении никотинамида наблюдается зна-
чительное увеличение уровня как NAD, так и 
ГАМК в коре головного мозга подопытных крыс 
(рис. 1). 

При введении конвульсанта интактным живот-
ным уже через 50 с (до начала судорог) наблю-
дается снижение уровня NAD и ГАМК на 23 и 
20 % соответственно по сравнению с контролем 
(см. рис. 1). В то же время на фоне дополни-
тельного введения никотинамида указанный эф-
фект конвульсанта не проявлялся. 

Принимая во внимание данные литературы о 
способности никотинамида усиливать действие ря-
да наркотических и снотворных веществ, а также 
функциональное сходство с диазепамом [9], ре-
зультатом действия которого является усиление 
ГАМК-ергической синаптической передачи, нами 
были предприняты исследования состояния систем 
захвата и высвобождения нейромедиатора, участ-
вующих в реализации тормозного действия ГАМК 
при дополнительном введении никотинамида. 

Через 50 с после введения животным конвуль-
санта (рис. 2) наблюдается увеличение захва-
та "мС-ГАМК, что свидетельствует о снижении 
тормозного эффекта ГАМК. В этих эксперимен-
тах использовали 1,1 мкМ , 4С-ГАМК. В условиях 
длительного введения никотинамида, сопровож-
дающегося повышением уровня NAD и ГАМК 
в мозге (см. рис. 1), наблюдается заметное тор-
можение (на 60 %) захвата | 4С-ГАМК синаптосо-
мами, что происходит при эпилепсии после вве-
дения антиконвульсантов, блокирующих поступле-
ние ГАМК обратно в нейрон. 

Таким образом, в результате введения ни-
котинамида повышается уровень эндогенной 
ГАМК, снижается накопление синаптосомами 

_1_ 
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0з 

Рие. 3. Влияние NAD на кинетику захвата м С - Г А М К синапто-
сомами контрольных животных. 

и з а в и с и м о с т ь з а х в а т а м С - Г А М К (и , п м о л ь на 100 мкг б е л к а з а 1 м и н ) 
от к о н ц е н т р а ц и и с у б с т р а т а ( S , м к М ) ; в т а ж е з а и и с и м о с т ь в к о о р д и н а т а х 
Л а й н у и в е р а Б е р к а . 

экзогенной 14С-ГАМК и удлиняется тем самым 
время существования ГАМК в синаптической ще-
ли, что приводит к активированию ГАМК-ерги-
ческой передачи. 

В условиях этих опытов введенный коразол 
не снижал тормозной эффект ГАМК (см. рис. 2). 
Не исключено, что активация биосинтеза NAD при 
введении никотинамида способствует адаптации 
организма к экстремальным воздействиям. Осно-
ванием для этого предположения являются ре-
зультаты проведенных нами ранее опытов in vitro 
о специфическом взаимодействии NAD с ГАМК-
бензодиазепиновым комплексом в концентрациях, 
на 3 порядка меньших, чем никотинамид [3]. 
Для подтверждения возможности реализации эф-
фекта никотинамида на захват ГАМК опосредо-
ванно через NAD исследована кинетика интен-
сивности захвата | 4С-ГАМК синаптосомами конт-
рольных животных и животных с введенным 
конвульсантом при действии NAD. Согласно по-
лученным данным, К м захвата | 4С-ГАМК синапто-
сомами животных с повышенной судорожной 
активностью (рис. 3) практически не отличается 
о т К м контрольных животных (рис. 4) и составля-
ет соответственно 4,16 и 3,84 мкМ. Увеличение 
захвата | 4С-ГАМК синаптосомами животных с 
введенным конвульсантом происходило за счет 
изменения V 

м а к с . . 

При изучении кинетики захвата С-ГАМК си-
наптосомами при действии NAD показано, что он 
тормозит захват 14С-ГАМК синаптосомами более 
эффективно у животных с введенным конвульсан-
том (см. рис. 4) по сравнению с контролем 
(см. рис. 3) . 

Кинетическими исследованиями показано, что 
торможение NAD захвата | 4С-ГАМК синаптосома-
ми является неконкурентным и напоминает то, ко-

Рис. 4. Влияние NAD на кинетику захвата | 4 С-ГАМК синапто-
сомами при введении коразола. 

О б о з н а ч е н и и т е ж е , ч т о на рис . 3. 
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Рис. 5. Высвобождение 1 4С-ГАМК (в имп/мин на фракцию) из 
синаптосом. 

П о о с и а б с ц и с с в р е м я , м и н . / к о н т р о л ь ; 2 к о н т р о л ь - ) - N A D ; 
в в е д е н и е к о р а з о л а ; 4 • в в е д е н и е к о р а з о л а + N A D . 

торое оказывают бензодиазепины, проявляя ан-
тиконвульсантный эффект [16]. 

В связи с тем что эффект многих фармакологи-
ческих агентов достигается через воздействие на 
физиологическое высвобождение ГАМК |13] , на-
ми для характеристики вклада этой потенциаль-
но важной пресинаптической системы контроля 
в реализацию действия NAD на ГАМК-ерги-
ческую передачу было изучено высвобождение 
| 4 С-ГАМК из нагруженных меткой синаптосом 
при различных модельных состояниях. Показано, 
что спонтанное высвобождение | 4 С-ГАМК прохо-
дило практически за 10 мин. Высвобождение 
| 4 С-ГАМК заметно тормозилось на первых мину-
тах у животных, которые находились в состоянии 
повышенной судорожной активности после введе-
ния коразола (рис. 5) . При этом торможение 
высвобождения нейромедиатора коррелировало с 
содержанием ГАМК у подопытных животных 
(см. рис. 1). 

При исследовании влияния NAD на кинетику 
высвобождения изучаемого нейромедиатора из 
синаптосом контрольных животных и животных 
с введенным конвульсантом было показано, что 
NAD в концентрации, при которой проявлялся 
тормозящий эффект на процесс накопления си-
наптосомами ГАМК, не оказывал влияния на ее 
высвобождение (см. рис. 5) . 

Таким образом, результаты проведенных иссле-
дований свидетельствуют о том, что системное 
введение никотинамида, сопровождаемое повыше-
нием уровня NAD и ГАМК, способствует восста-
новлению постсинаптического тормозного дейст-
вия ГАМК при стрессовом воздействии. При этом 
действие NAD на ГАМК-ергическую передачу осу-
ществляется в основном на постсинаптическом 
уровне, о чем свидетельствуют данные по изуче-
нию влияния NAD на системы захвата и высво-
бождения тормозного нейропередатчика. 
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E F F E C T O F NAD ON BINDING AND LIBERATION O F 
MC-GABA IN ADMINISTRATION O F THE C O N V U L S I O N 
P R O D U C I N G DRUG 

A. I. Fomenko, S. P. Stepanenko, P. K. Parkhomets, G. V. Don-
chenko 

A. V. Pal lad in Ins t i tu te of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Ukrain , Kiev. 

Adminis t ra t ion of corazole into an imals led to a decrease in 
content of NAD and Y ' a m i n o b u t y r i c acid (GABA) in brain. 
Under these conditions, binding of l 4C-GABA was increased 
and its liberation was inhibited in the synap tosomes of the 
brain cortex. Additional adminis t ra t ion of nicot inamide, 
accompanied by considerable increase in content of NAD and 
GABA, caused a decrease in accumula t ion of exogenous GABA 
in the synap tosomes and removed the effects produced by the 
convulsant agent . Kinetics of 14C-GABA binding in the presence 
of NAD demons t ra ted that the more effective inhibition of the 
binding occurred in the an imals t reated with the convulsan t 
d rug . NAD appea r s to affect the GABA-ergic t ransmiss ion at 
the postsynapt ic level. 
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ВЗАИМОСВЯЗЬ М Е Ж Д У С О Д Е Р Ж А Н И Е М 
НАД И СКОРОСТЬЮ РЕПАРАЦИИ И Н Д У Ц И -
РОВАННЫХ РАЗРЫВОВ Д Н К ЯДЕР ПЕЧЕНИ 
КРЫС 

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

В настоящее время накоплено достаточно 
экспериментальных данных, подтверждающих 
факт участия поли (АДФ-рибозил) ирования ядер-
ных белков в процессе репарации повреждений 
Д Н К , индуцированных у-; УФ-облучением и дейст-
вием алкилирующих агентов [14]. Однако меха-



низм этого участия до сих пор остается не-
выясненным. 

Субстратом поли (АДФ-рибозил) ирования яв-
ляется НАД, а степень поли (АДФ-рибозил) иро-
вания ядерных белков зависит от внутриядер-
ного содержания НАД [1| . При индукции 
повреждений Д Н К N-метилнитрозомочевиной, по-
мимо увеличения активности поли (АДФ-рибо-
зо) полимеразы, в печени цыплят обнаружено воз-
растание НАД-пирофосфорилазной активности 
| 4 | . Показано, что никотинамид стимулирует 
репаративпый синтез Д Н К в лимфоцитах чело-
века, подвергнутых УФ-радиации | 8 | . При 
добавлении к спленоцитам мыши конкана-
валина А, который индуцирует репарацию [10], 
получена четкая корреляция во времени увели-
чения внутриклеточной концентрации НАД с уве-
личением поли (АДФ-рибозо) полимеразной актив-
ности и с уменьшением количества разрывов 
цепи Д Н К . Это согласуется с выводом других 
авторов [12], что никотинамид, добавленный 
в культуральную среду, защищает лимфоциты 
человека от повреждения у-радиацисй. При этом 
было высказано предположение, что НАД может 
служить скоростьлимитирующим фактором для 
эксцизионной репарации в исследуемых клетках. 

Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние интенсивности процессов репарации Д Н К ядер 
печени крыс после обработки их интеркалирую-
щим в Д Н К агентом — бромистым этидием 
в условиях различного содержания НАД. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на крысах 
линии Вистар массой тела 150- 200 г. Ядра из кле-
ток печени получали по методу [13]. Содержание 
НАД в хлоратных экстрактах гомогенатов печени 
определяли спектрофотометрически по специфиче-
скому его восстановлению при участии дрожжевой 
алкогольдегидрогеназы [ 111. 

Контроль за расщеплением Д Н К в ядрах 
проводили по методу [5], основываясь на соотно-
шении экстинции при 260 нм кислоторастворимой 
и кислотонерастворимой фракций аликвот инку-
бационной смеси. 

Поли (АДФ-рибозо) полимеразную активность 
определяли по связыванию | 4С-НАД с удельной 
радиоактивностью 310 мКи/ммоль («Amersham», 
Англия) с кислотонерастворимым материалом на 
фильтрах «Сынпор» с диаметром пор 0,4 мкм [15]. 
Внеплановый синтез Д Н К изучали по методу [7] 
с использованием в инкубационной среде 12 мкКи 
^Н-ТТФ («Amersham», Англия) и 80 мкМ АТФ, 
ГТФ, ЦТФ. Инкубацию проводили в трис-НС1-бу-
фере рН 7,5 с добавлением 20 мМ гидроксимочеви-
ны («Colbiochern», США). Реакцию останавли-
вали через 30 мин добавлением холодной 10 % 
ТХУ и 2 % пирофосфата натрия. Радиоактивность 
считали на фильтрах «Сынпор» с диаметром пор 
0,2 мкм в жидкостном сцинтилляционном счетчике 
«Весктап» (США). 

Д л я определения НАД-пирофосфорилазной ак-
тивности аликвоты ядер инкубировали 20 мин при 
38 °С в среде, содержащей 0,25 М глицил-глици-
новый буфер рН 7,4, 0,5 мкМ АТФ, 0,3 мкМ 
никотинамидмононуклеотид («Serva», Германия), 
30 мкМ никотинамид, 1,5 мкМ MgCl и 1 мг белка 
в общем объеме 0,8 мл [6]. О НАД-пиро-
фосфорилазиой активности судили по количеству 
НАД, образовавшемуся в условиях инкубации. 

Содержание белка определяли по методу [9], 
предварительно подвергая ядра гипотоническому 
шоку. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Ранее нами 
было показано, что введенные животным нико-
тиновая кислота и никотинамид в качестве 
предшественников биосинтеза НАД стимулирует 
синтез кофермента [3]. На основании результатов 
этих исследований мы избрали путь стимуляции 
биосинтеза НАД введением животным никотин-
амида в дозе 500 кг/кг массы на 3 ч с целью 
увеличения внутриядерного содержания НАД. 
Также было установлено значительное (до 23 %) 
повышение выхода кислоторастворимого материа-
ла Д Н К при введении цыплятам бромистого 
этидия [2]. В условиях предварительного введе-
ния птицам никотинамида бромистый этидий не 
вызывает столь существенных разрушений ДНК. 
Вероятно, это связано с увеличением внутри-
ядерного содержания НАД в печени и его влия-
нием на нуклеазную активность ядер. Исходя 
из этого предположения, мы исследовали содержа-
ние НАД в печени контрольных животных и крыс 
на фоне введения им никотинамида после обра-
ботки печени бромистым этидием. 

Как показано на рис. 1, содержание НАД 
в печени увеличивалось более чем в 3 раза после 
введения животным никотинамида. При этом через 
5 мин инкубации с бромистым этидием содержа-
ние НАД в печени подопытных животных резко 
падает, в то время как у контрольных животных 
остается практически на исходном уровне. В те-
чение последующих 10 мин инкубации уровень 
НАД в печени подопытных животных на 12 % 
выше такового контрольных. После 20 мин инку-
бации с мутагеном содержание НАД в печени 
животных обеих групп снижается, достигая 
240 нмоль на 1 г ткани. Кроме этого, обнаружено, 
что НАД в печени животных опытной группы 
интенсивно расходуется в первые 5 мин после 
внесения в среду мутагена. Можно предположить, 
что его распад происходит преимущественно 
по гликозидной связи с образованием большого 
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Рис.2 

Рис. 1. Динамика изменения содержания НАД при инкубации 
с бромистым этидием ткани печени крыс в контроле ( / ) и при 
введении им никотинамида (2). 
П о оси а б с ц и с с — в р е м я и н к у б а ц и и , мин; по оси о р д и н а т с о д е р ж а н и е Н А Д , 

н м о л ь - К) 2 на 1 г т к а н и . 

Рис. 2. НАД-пирофосфорилазная активность ядер при инкуба-
ции с бромистым этидием ткани печени крыс в контроле ( / ) 
и при введении им никотинамида (2). 
П о оси а б с ц и с с в р е м я и н к у б а ц и и , мин ; по оси о р д и н а т м к м о л ь Н А Д на 
1 мг б е л к а / м и н . 
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Рис. 5. Поли (АДФ- рибозо)-
полимеразная активность 
ядер при инкубации с броми-
стым этидием ткани печени 
крыс в контроле ( / ) и при вве-
дении им никотинамида (2). 
П о оеи а б с ц и с с в р е м я и н к у б а ц и и , 
м и н ; по о с и о р д и н а т и м м / м и н Х 
X Ю н а I мг б е л к а . 

Рис. 3. Нуклеазная активность ядер при инкубации с броми-
стым этидием ткани печени крыс в контроле ( / ) и при введении 
им никотинамида (2). 
П о оси а б с ц и с с в р е м я и н к у б а ц и и , мин; по оси о р д и н а т — в ы х о д к и с л о -
т о р а с т в о р и м о г о м а т е р и а л а Д Н К , % 

Рис. 4. Внеплановый синтез Д Н К ядер при инкубации с броми-
стым этидием ткани печени крыс в контроле ( / ) и при введении 
им никотинамида (2). 
П о оси а б с ц и с с в р е м я и н к у б а ц и и , м и н ; по оси о р д и н а т и м и / м и н - 1 0 3 

на I мг Д Н К . 

количества никотинамида [ 14]. Однако в условиях 
нашего эксперимента (рис. 2) НАД-пирофосфо-
рилазная активность ядер печени подопытных 
животных оказалась заметно ниже, чем в контро-
ле. В то же время обращает на себя внимание 
тот факт, что НАД-пирофосфорилазная актив-
ность ядер печени животных обеих групп дости-
гает максимального значения к 15 мин инкубации 
ткани с мутагеном, когда отмечается начало 
резкого снижения уровня НАД в печени. Это дает 
основание предположить, что по крайней мере в 
первые 10 мин инкубации ткани печени с мутаге-
ном преобладают процессы синтеза НАД и исполь-
зования его в качестве субстрата в реакциях 
поли (АДФ-рибозил) ирования, направленных на 
активацию репарации ДНК, и в таком случае 
указанные процессы должны преобладать именно 
у контрольных животных. У животных с повышен-
ным содержанием НАД, где он быстро расхо-
дуется в течение 10 мин инкубации, по-види-
мому, НАД-пирофосфорилаза ингибируется зна-
чительным количеством освободившегося никотин-
амида. С целью проверки указанного предпо-
ложения мы исследовали кинетику изменения 
степени разрушения Д Н К и внепланового синтеза 
Д Н К в печени контрольных крыс и крыс с предва-
рительным введением никотинамида. 

На рис. 3 представлены кривые выхода кислото-
растворимого материала Д Н К у животных кон-
трольной и опытной групп при инкубации ткани 
печени с внесением в среду 200 мкг бромистого 
этидия на 1 г ткани. Через 5 мин после начала 
инкубации не наблюдается существенных изме-
нений в нуклеазной активности ядер как в опыте, 
так и в контроле. Однако в последующие 15 мин 
нуклеазная активность резко повышается, дости-
гая максимального значения через 10 мин после 
внесения мутагена у обеих групп исследованных 
животных. При этом в печени подопытных живот-
ных выход кислоторастворимого материала Д Н К 
превышает на 28 % контрольный уровень. Это 
свидетельствует о том, что процесс вырезания 
участков Д Н К с интеркалирующим агентом 
в условиях повышенного содержания НАД в пече-
ни происходит более интенсивно, хотя по времени 
не отличается от контроля. 
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Из результатов, представленных на рис. 4, 
видно, что внеплановый синтез Д Н К в процессе 
инкубации печени с бромистым этидием происхо-
дит довольно интенсивно. Репаративный синтез 
Д Н К в печени животных контрольной группы уже 
через 5 мин после внесения мутагена увели-
чивается почти в 5 раз по сравнению с началь-
ным его уровнем и существенно не изменяется 
в процессе последующей инкубации. В условиях 
предварительного введения животным никотин-
амида начальный уровень репаративного синтеза 
Д Н К в печени оказался в 3 раза выше кон-
трольного и в целом (за исключением первых 
5 мин) в течение всего исследуемого интервала 
времени осуществлялся значительно интенсивнее, 
чем в контроле, достигая максимального значе-
ния в промежутке 10—20 мин после начала инку-
бации с мутагеном. Через 30 мин инкубации 
включение Н-ТТФ в печени животных опытной 
группы достигает исходного уровня, в то время как 
у контрольных животных этот процесс еще доста-
точно активен и превышает начальный уровень 
внепланового синтеза ткани почти в 4 раза. По-ви-
димому, внеплановый синтез Д Н К в печени стиму-
лированных никотинамидом животных заверша-
ется быстрее, чем у контрольных. 

Поскольку допускается, что участие НАД в ре-
парации Д Н К может осуществляться через 
поли (АДФ-рибозил) ирование ядерных белков 
[14] и показанная нами степень поли (АДФ-рибо-
зил) ирования зависит от внутриядерного со-
держания НАД [1], представлялось целесо-
образным исследовать поли (АДФ-рибозо) иоли-
меразную активность ядер печени в условиях 
нашего эксперимента. Как видно на рис. 5, уровень 
поли (АДФ-рибозо) полимеразной активности ядер 
печени животных с повышенным содержанием 
НАД превышает таковой контрольных животных 
др внесения мутагена. После внесения мутагена 
поли (АДФ-рибозо) полимеразная активность ядер 
печени снижается у обеих групп животных. Однако 
поли (АДФ-рибозо) полимеразная активность пе-
чени животных опытной группы в первые 10 мин 
после начала инкубации оказывается выше, чем 
в контроле, что согласуется с повышенным со-
держанием НАД в этом интервале времени, т. е. 
расходование НАД на поли (АДФ-рибозил) ирова-
ние ядерных белков, возможно, не является един-
ственным путем его использования в процессе 
репарации Д Н К . 

Таким образом, согласно полученным данным, 
значительное увеличение содержания НАД в пе-
чени животных после предварительного введения 
им никотинамида способствует более интенсивно-
му протеканию репаративных процессов, что вы-
ражается в повышении уровня внепланового 
синтеза Д Н К и нуклеазного ее расщепления 
по сравнению с контролем. 
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П о с т у п и л а 0 3 . 0 3 . 9 ? 

CORRELATION BETWEEN CONTENT OF NAD ANT} T'HE 
RATE OF REPAIR OF THE BREAKS INDUCED IN DNA 
OF RAT LIVER CELL NUCLEI. 

N. A. Mulyavko, S. M. Vasilyeva, G. V. Donchenko 

A. V. P a l l a d i n Ins t i tu te of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Ukrain , Kiev. 

Within 3 hrs af ter administrat ion of NAD into ra ts 
at a dose of 500 m g / k g of body mass more than a 3-fold 
increase in content of the nicotinamide in liver t issue^ 
an increase in output of acid soluble .material from 
DNA by 28 %, 3-fold activation of the DNA reparat ive 
synthesis s imul taneously with a decrease in NAD-pyrophospho-
rylase activity by 31 % in liver tissue were detected dur ing 
reparat ion of the DNA breaks induced af ter incubation with" 
ethidium bromide under conditions of NAD excess in liver 
tissue. Distinct decrease in content of NAD as well as in 
activity of po ly(ADP-r ibose)polymerase was found in rat 
liver nuclei of both control and experimental animals dur ing 
incubation of liver t issue with ethidium bromide. The ra te of the 
DNA repara t ive synthesis was shown to correlate directly 
with the poly (ADP-ribose) polymerase activity and with the 
content of NAD in liver tissue. 

(g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1993 

У Д К 6 1 2 . 1 2 4 : 5 4 7 . 9 6 2 . 4 1 . 0 8 

С. Г. Жабин, //. А. Зорин, В. С. Горин, 
О. Ф. Лыкова 

ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ 
К О М П Л Е К С О В МАКРОГЛОБУЛИНОВ С 
П Л А З М И Н О М 

Ц Н И И Л Новокузнецкого института усовершенствования вра-
чей 

Установлено, что наиболее важными ингиби-
торами плазмина (FIJI) являются а2-антиплаз-
мин (АП) и а2-макроглобулин (МГ) [1, 8] . Оба 

этих ингибитора образуют устойчивые комплексы с 
П Л , однако природа их совершенно различна. 
В результате взаимодействия этой сериновой про-
теиназы с серпинами, к которым относят, кро-
ме АН, си-антихимотрипсин, ai-ингибитор проте-
иназ (ИГ1), антитромбин III (AT III) и другие бел-
ки, остаток серина из активного центра фермен-
та ковалентно связывается с карбонильной груп-
пой ингибитора, высвобождающейся при расщеп-
лении специфической реактивной петли [11, 15, 
17). Фермент, находящийся в комплексе с сер-
пином, утрачивает какую-либо протеолитическую 
или эстеразную активность. Реагируя с МГ, Г1Л 
т а к ж е разрывает пептидную связь, но затем он 
попадает в полость одной из субъединиц, что 
вызывает значительную конформационную пере-

стройку молекулы ингибитора и захлопывание 
•«створок» этой полости, называемой «ловушкой» 
'[1, 7] . Активный центр фермента остается сво-
бодным, но из-за стерических препятствий он не 
может взаимодействовать с крупными белками, 
например соевым ингибитором трипсина (СИТ) . 
Такой же механизм связывания протеиназ уста-
новлен для гомологов МГ — ассоциированных 
с беременностью аг-гликопротеина (АБГ) и про-
теина А ( Р А Р Р - А ) [3, 14]. Вместе с тем окон-
чательно не выяснено, какого размера белковые 
полимеры способны проникать в полость «ловуш-
ки» этих МГ. Так, по данным К. Н. Веремеен-
ко и соавт. [1 | , комплекс МГ П Л довольно ин-
тенсивно лизирует фибрин, который является по-
лимером со значительной молекулярной массой. 
Пока неизвестно, какая цепь ПЛ (легкая или 
т я ж е л а я ) взаимодействует с карбонильной груп-
пой остатка глутаминовой кислоты в моле-
куле МГ и его гомологов. В С-концевом 

о т д е л е молекулы АГ1 уже известны фрагменты, 
связывающие П Л [11], однако способен ли ПЛ 
взаимодействовать с цепями МГ и их фраг-
ментами, до сих пор не установлено. 

Поэтому целью настоящей работы явилось 
исследование ряда структурных характеристик 
комплексов П Л с МГ, АБГ и РАРР-А. 

М е т о д и к а . МГ выделяли из плазмы крови 
доноров цинк-хелатной хроматографией, а 
РАРР-А и АБГ последовательно извлекали из 
плазмы крови беременных женщин с помощью 
гепаринагарозы и иминодиуксуснокислой агарозы 
по уже описанным методикам |2, 3] . Д л я 
получения высокоочищенного препарата ИП ис-
пользовали сочетание цинк-хелатной хроматогра-
фии на иминодиуксуснокислой агарозе («Ке-
мотекс», Эстония) и ионообменной хромато-
графии [12 | . АП был выделен из плазмы кро-
ви доноров с помощью аффинной хроматогра-
фии на плазминоген ( П Л Г ) - а г а р о з е [16]. Г1ЛГ по-
лучали аффинной хроматографией на лизин-ага-
розе [9] и последующей гель-хроматографией 
на сефадексе G-200 («Pharmac ia» , Швеция) . 
Очистку AT III производили на гепарин-ага-
розе, а примесные белки убирали затем ионооб-
менной хроматографией на ДЭАЭ-сефадексе и 
гель-хроматографией на сефадексе G-200 [13]. 
Д л я трансформации П Л Г в ПЛ использовали 
урокиназу, иммобилизованную на броицианакти-
вированной агарозе («Кемотеке», Эстония) . Со-
держание активной фракции ПЛ и коммерческого 
препарата бычьего трипсина («Sigma», США) 
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оценивали с помощью 4-нитрофенол-4'-гуанидино-
бензоата («Sigma», США) [7]; в работе приме-
няли препараты ПЛ и трипсина (TP) , содержа-
щие соответственно 85 и 65 % активного энзи-
ма. Комплексы ПЛ с МГ конструировали по-
средством инкубации их эквимолярных количеств 
в течение 1 ч при 37 °С. Непрореагировавшие 
компоненты удаляли гель-хроматографией на ко-
лонке (1 ,5X90 см) TSK-геля HW-60 («Тоуо Soda», 
Япония). Поиск нужных фракций осуществляли 
как электрофорезом в градиенте (4—16 %) пор 
полиакриламидного геля (ПААГ) [5], так и путем 
определения остаточной амидазной активности 
ПЛ в присутствии СИТ или АП. Затем эти 
фракции диализовали против 0,1 М трис-НС1-бу-
фера рН 7,5 и концентрировали диализом про-
тив декстрана с мол. м. 70 000 до концентра-
ции 2 мг/мл. Протеолитическую активность ком-
плексов оценивали следующим образом: 10 мг 
азофибрина («Диагиостикум», г. Львов) сус-
пендировали в 1 мл 0,1 М трис-НС1-буфера 
рН 7,5 и добавляли 1 мл раствора комплек-
са, инкубировали смесь 1 ч при 37 °С, затем 
фильтровали ее через капроновые фильтры 
(«Химифил», Таллинн). Далее к фильтру добав-
ляли 10 мкл 5 М раствора NaOH и интен-
сивность окраски проб оценивали на спектро-
фотометре при длине волны 440 нм против 
контрольной пробы, где препарат был заменен 
рабочим буфером. Тест на остаточную амидаз-
ную активность проводили в плоскодонных 
планшетах фирмы «Flow» (США). К 80 мкл 
раствора комплекса приливали 80 мкл 0,1 М трис-
HCl-буфера рН 7,5, содержащего в различных 
опытах следующие ингибиторы ПЛ: диизопропил-
флуорофосфат (ДИ ПФФ; «Sigma», США) в кон-
центрации 10 мМ, фенилметилсульфонилфторид 
(ФМСФ; «Реагент», Днепропетровск) в кон-
центрации 10 мМ, тразилол («Вауег», Германия) 
в концентрации 500 КИЕ/мл , СИТ в кон-
центрации 50 мкг/мл, а также ИП, AT III, АП в 
концентрации 500 мкг/мл. Эти смеси инкуби-
ровали 30 мин при 37 °С, а затем вносили 
40 мкл 1 мМ раствора субстрата S-2251 («Век-
тор», Новосибирск) диметилформамиде. После 
30-минутной инкубации при 37 °С реакцию оста-

навливали добавлением 40 мкл концентрирован-
ной уксусной кислоты и проводили фотомет-
рию при длине волны 405 нм. Аналогичным 
образом получали комплексы МГ с трипси-
ном, а при оценке их остаточной гидролаз-
ной активности на соответствующем этапе вно-
сили 40 мкл 5 мМ раствора ГМ-бензоил-0,Ь-арги-
нин-пара-нитроанилида (БАПНА) в рабочем бу-
фере. 

Высокоочищенными препаратами ПЛГ иммуни-
зировали кроликов, а затем из моноспецифи-
ческих антисывороток выделяли антитела к ПЛГ 
с помощью иммобилизованного на агарозе ан-
тигена. Молекулярную структуру комплексов 
оценивали при помощи электрофореза в гра-
диенте пор ПААГ (4—16 %) после обработки их 
додецилсульфатом натрия с восстановлением 
меркаптоэтанолом [5]. Фрагменты комплексов пе-
реносили электрофоретически на нитроцеллюло-
зу (тип ВА85, «Sigma», США) [6]. Блоты обра-
батывали кроличьими аффинноочищенными анти-
телами к ПЛГ, вторичными козьими антите-
лами к иммуноглобулинам кролика, меченными 
пероксидазой хрена («Биос», Новосибирск). Для 
проявления полос использовали 3,3'-диаминобен-
зидин («Sigma», США). ИП, AT III, АП и МГ в на-
тивной форме (конечная концентрация ингиби-
торов 100 мкг/мл) инкубировали с TP (конечная 
концентрация фермента 1 мг/мл) в течение 1 и 24 ч 
при 37 °С. Затем проводили электрофорез в 
градиенте пор ПААГ (5—30 %) с обработкой 
додецилсульфатом натрия и меркаптоэтанолом, 
после чего осуществляли электроперенос на нитро-
целлюлозу. Далее блоты инкубировали в растворе 
ПЛ (100 мкг/мл) в течение 2 ч при 37 °С. Имму-
нопроявление фрагментов, связывающих ПЛ, вы-
полняли по описанной выше схеме. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . По данным 
электрофореза, молекулярная масса комплексов 
МГ с ПЛ была следующей: МГ — ПЛ — 810 кД. 
АБГ — П Л 450 кД. РАРР-А ПЛ — около 
900 кД. Какие-либо примесные белки и фрагмен-
ты в их препаратах отсутствовали. Нами не 
обнаружена протеиназная активность данных ком-
плексов в отношении азофибрина. Такие же ре-
зультаты для МГ ПЛ получили ранее и другие 

Влияние различных ингибиторов на амидазную активность комплексов МГ с ПЛ и TP 
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показатель активности комплек-
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исследователи [7]. Гидролазная активность ком-
плексов по отношению к синтетическим субстратам 
S-2251 и БАПНА была достаточно высокой, 
сведения об ее подавлении различными ингиби-
торами представлены в таблице. 

Таким образом, низкомолекулярные ингибито-
ры, имеющие мол. м. менее 6,5 кД, свободно 
проникают в полость «ловушки» МГ и блоки-
руют активный центр находящихся там протеиназ. 
Следовательно, в плазме крови или в тканях 
субстратов для протеиназы, иммобилизованной 
на МГ, может оказаться не только пептид, но 
и небольшой белок. Как видно из таблицы, ПЛ 
и TP в таких условиях защищены от инактиви-
рующего воздействия своих естественных ингиби-
торов, например АП и ИП. По-видимому, 
малодоступны они и для кислотостабильного ин-
гибитора трипсина мочи (22 кД) и цепи интер-сх-
трипсин ингибитора (30 кД) [4, 10]. Исключение 
составляет комплекс АБГ — ПЛ, который в при-
сутствии СИТ теряет свою амидазную актив-
ность. Объяснить этот факт можно тем, что АБГ 
(360 кД) является димсром, тогда как МГ 
(720 кД) и РАРР-А (820 кД) — это тетрамеры, 
и поэтому АБГ не способен экранировать ак-
тивный центр столь крупного фермента, как Г1Л 
(около 90 кД) , от СИТ. Иначе говоря, створки 
полости «ловушки» АБГ смыкаются в меньшей 
степени, чем при захватывании ТР. Не исключено, 
что более выраженная иммуномодулирующая ак-
тивность АБГ каким-либо образом связана с 
этим его свойством [18| . 

При электрофоретическом исследовании ком-
плекса МГ— ПЛ зафиксирована его фрагмента-
ция при восстановлении дисульфидных связей 
меркаптоэтанолом на три компонента: 240, 180 и 
25 кД (см. рисунок). П о д а н н ы м иммуноблоттин-
га, фрагменты с мол. м. 240 и 25 кД взаимо-
действуют с аффинноочищенными антителами про-

Л Б В Г 

1 I I 

Молекулярная структура комп-
лекса МГ — ПЛ. 
и э л е к т р о ф о р е г р а м м а н а т и в н о г о М Г ; 
б э л е к т р о ф о р е г р а м м а м а р к е р о в м о л е к у -
л я р н о й м а с с ы : / ф е р р и т и н ( 4 4 0 к Д ) , 
2 ф о с ф о р и л а з а ( 9 4 к Д ) , 3 — б ы ч и й 
с ы в о р о т о ч н ы й а л ь б у м и н ( 6 7 к Д ) , 4 
о в а л ь б у м и н ( 4 3 к Д ) , 5 - к а р б а н г и д р а з а 
( 3 0 к Д ) , 6 — С И Т ( 2 2 к Д ) , 7 — л а к т а л ь -
б у м н н ( 1 4 к Д ) ; в — э л е к т р о ф о р с г р а м м а 
к о м п л е к с а М Г — П Л ; г — и м м у н о б л о т 
к о м п л е к с а М Г П Л , п р о я в л е н н ы й а н т и -
т е л а м и к П Л Г . 

тив ПЛГ. Поскольку мол. м. единственной цепи 
нативного МГ равна 180 кД, можно сделать вывод 
о том, что фрагмент с мол. м. 240 кД является 
ее комплексом с тяжелой цепью ПЛ (60—65 кД) , 
а фрагмент с мол. м. 25 кД — это легкая цепь 
Г1Л, в состав которой входит активный центр 
фермента. Аналогичные результаты были получе-
ны и для А Б Г — П Л . Наиболее тяжелый ком-
понент РАРР-А в тех же условиях имел 
мол. м. около 270 кД, а промежуточный, соот-
ветствующий цепи нативного РАРР-А — 205 кД. 
Следовательно, тяжелая цепь служит своеобраз-
ным спейсером между ловушечными структу-
рами МГ и активным центром ПЛ. Как сви-
детельствуют наши результаты и наблюдения 
других авторов, гидролазная активность связан-
ного Г1Л снижается не более чем на 10—20 % по 
отношению к таковой для свободного энзи-
ма [7). Tartoe вряд ли было бы возможно, 
если бы В; связывании с МГ участвовала легкая 
цепь фермента, так как это вызвало бы, по 
всей видимости, деформацию активного центра. 
Лизинсвязывающие кринглы тяжелой цепи ПЛ 
играют важную роль в его комплексообразо-
вании с АП и другими серпинами [11| . Поэто-
му можно предположить, что в соединении МГ с 
ПЛ большое значение имеют остатки лизина в его 
ловушечной зоне. Но в настоящее время господ-
ствует основанное на гипотетических рассужде-
ниях представление о ведущей роли в ком-
плексообразовании карбонильной группы глута-
миновой кислоты МГ и е-аминогруппы фермен-
та [14]. 

П о д а н н ы м иммуноблоттинга АП, AT III и ИП, 
а также цепи АБГ, МГ и РАРР-А, перене-
сенные на нитроцеллюлозу, сохраняют способ-
ность взаимодействовать с ПЛ. Трипсиновые 
фрагменты этих белков, кроме АП, в тех 
же условиях утрачивают это свойство. При инку-
бации АП и TP, взятом в молярном избытке, 
из его структуры высвобождаются только два 
фрагмента, связывающие ПЛ: с мол. м. 62 и 40 кД, 
причем содержание последнего резко возрастает 
через 24 ч. Поскольку в ходе комплексооб-
разования ПЛ атакует С-концевой отдел АП, мож-
но предположить, что они содержат именно этот 
отрезок молекулы. Обнаруженный факт еще раз 
указывает на наличие высокого аффинитета к 
ПЛ и его быстрореагирующего ингибитора. 
Отсутствие аналогичного результата для МГ, ско-
рее всего, свидетельствует о лабильности их 
сайтов, связывающих ферменты. Но не исключе-
но, что в данном случае имеет место блоки-
ровка этих сайтов трипсином, что служит косвен-
ным доказательством универсальности механизма 
захвата протеиназ МГ. 

Таким образом, нами показано, что молеку-
лярная структура комплексов МГ—ПЛ, 
АБГ—Г1Л, РАРР-А—ПЛ во многом однотипна. 
Но, хотя эти белки являются близкими гомо-
логами, они в разной степени сужают субстратную 
специфичность ПЛ. Механизм их связывания 
с протеиназами существенно отличается от тако-
вого для других антиплазминов. Так как реак-
ции ограниченного протеолиза играют важную 
роль в функционировании практически всех регу-
ляторных систем организма, дальнейшее изуче-
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ние биологической активности комплексов МГ с 
протеииазами представляет значительный интерес. 
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STRUCTURAL FEATURES OF MACROGLOBIJLIN-PLAS-
MIN COMPLEXES 

5. G. Zhabin, N. A. Zorin, I/. S. Gorin, O. F. Lykova 

Central Research Laboratory, Inst i tute for P o s t g r a d u a t e 
Training of Physicians, Novokuznetsk. 

Activities of plasmin and trypsin contained in complexes 
with a2-macroglobulin, related to p regnancy «^-glycoprotein 
and with protein A were studied in presence of various 
inhibitors with a molecular mass of 0.2-70.0 kDa. Specific 
character is t ics of interaction between plasmin and these 
macroglobti l ins inhibitors as well as with ai-inhibitor of 
proteinases, ant i thrombin III and a 2 -ant ip lasmin were studied 
using electrophoresis and immunoblot t ing. 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

(g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1993 
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Е. А. Строев, Е. А. Рязанова, В. Д. Тавинцев 

МЕТОД СЕРИЙ НО ГО О П РЕДЕЛ Е Н И Я А К-
ТИВНОСТИ КАЛЬПАИНОВ В БИОЛОГИЧЕ-
СКОМ МАТЕРИАЛЕ 

Рязанский медицинский институт им. И. П. Павлова 

Кальпаины (КФ 3,4.22.17) кальцийактиви-
руемые нейтральные тиоловые протеиназы, обна-
руженные в различных органах и тканях жи-
вотных и человека, характеризуются близкими 
физико-химическими и энзиматическими свойства-
ми [8f w 10] . Одно из уникальных свойств этих 
ферментов заключается в абсолютной зависимости 
их протеолитической активности от ионов Са. 
Кальпаины способны активировать ряд ключевых 
ферментов обмена, воздействовать на белки-ре-
цепторы некоторых мембранных систем, вызывать 
деградацию миофибриллярных структур и белков 
цитоскелета клетки [4 | , таким образом участвуя 
в регуляции процессов клеточного метаболизма 
и . развитии обменных нарушений при патологии 
[2, 7, 11, 13, 14| . 

Определение активности этих ферментов связа-
но с некоторыми трудностями. Вместе с каль-
паинами в биологическом материале присутствуют 
их эндогенные высокоспецифичные ингибиторы 
(кал ы I а ст ат и н ы), п р еп ятст в у ю щие об н а р у ж е н и ю 
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протеиназ непосредственно в тканевых гомогена-
тах [10]. Д л я отделения кальпаинов от каль-
пастатииов используют кислотное фракционирова-
ние [3], высаливание сульфатом аммония [2 | , 
ионообменную хроматографию на ДЭАЭ-целлюло-
зе, гель-хроматографию [8], хроматографию на 
ДЭАЭ-целлюлозе, гель-хроматографию [8], хро-
матографию на фенил-сефарозе [4 | . При исполь-
зовании этих методов нами отмечены следующие 
недостатки: трудоемкость, длительность, необхо-
димость значительного количества исследуемого 
материала (масса мышечного образца от 2,5 3 г 
при кислотном фракционировании, до 20 г при 
высаливании сульфатом аммония) . Метод с ис-
пользованием фенил-сефарозы более чувствите-
лен, но требует выполнения целого ряда про-
межуточных операций и наличия дорогостоящих 
реактивов (пепстатин А, лейпептин), что затруд-
няет его применение в экспериментальных иссле-
дован иях. 

В настоящей работе предложен метод опреде-
ления активности кальпаинов, основанный на раз-
личиях гидрофобных свойств протеиназ и их ин-
гибиторов [1]. При соответствующих условиях 
кальпаины вступают в гидрофобное взаимодей-
ствие с октил-сефарозой CL-4B, а кальпастатины 
не образуют комплекса с матрицей. После от-
мывки балластных белков гидрофобная связь меж-
ду кальпаинами и октил-сефарозой CL-4B раз-
рывается за счет использования детергента (хо-
лата натрия) , повышения рН с 7,0 до 8,0 и 
уменьшения ионной силы буферного раствора. Та-



ким образом, возможно получение фракции каль-
паинов, не содержащей кальпастатины и исполь-
зуемой для измерения истинной незамаскирован-
ной ингибиторами протеиназной активности. 

М е т о д и к а. Получение материала для исследования. Экс-
перименты выполнены на 60 белых нелинейных крысах-сам-
цах массой 160 200 г, содержавшихся в обычных усло-
виях вивария. Активность кальпаинов определяли в тканевых 
гомогенатах печени, сердца, скелетной мышцы и гомоли-
зате эритроцитов крыс. Кроме того, использовали кровь 10 до-
норов. Все процедуры проводили мри температуре 0 4 °С. 
У животных, находящихся под эфирным наркозом, забирали 
кровь из брюшной аорты в присутствии 3 % раствора ЭДТА 
в качестве антикоагулянта (в соотношении 1:10) и центри-
фугировали 10 мин при 3000 об/мин. Эритроциты промывали 
3 раза 0,9 % раствором хлорида натрия с 2 мМ ЭДТА и 
центрифугировали 10 мин при 1000 об/мин. Д л я гемолиза 
использовали буфер следующего состава: 20 мМ трис-НС1, 
2 мМ ЭДТА рН 7,5, который добавляли к эритроцитам в соот-
ношении 1:9 и выдерживали в холодильнике в течение 15 мин. 
Затем гемолизат центрифугировали на центрифуге Ц Л Р - 1 
(40 мин при 16 000 g ) . Полученный супернатант использо-
вали для определения в нем активности кальпаина. Анало-
гично получали гемолизат эритроцитов из донорской крови. 

Ткани массой 0,5 1 г извлекали, тщательно промывали 
холодной суспендирующей средой, содержащей 50 мМ трис-
ацетата , 50 мМ хлорида натрия, 4 мМ ЭДТА рН 7,6 | 1 2 | , 
затем сушили между листами фильтровальной бумаги, взве-
шивали, измельчали и гомогенизировали в 8 объемах суспен-
дирующей среды в гомогенизаторе типа Поттера Эльвегейма 
с тефлоновым пестиком при 1500 об/мин в течение 90 с. 
После центрифугирования гомогената в центрифуге ЦВР-1 
при 3 0 0 0 0 g в течение 30 мин полученный надосадок ис-
пользовали для определения кальпаинов. 

Гидрофобная хроматография на октил-сефарозе CL-4B. 
После центрифугирования тканевого гомогената или гемолиза-
та эритроцитов к полученной надосадочной жидкости добавля-
ли раствор хлорида натрия до конечной концентрации 0,25 М. 
Затем пробы наносили на колонки с октил-сефарозой CL-4B 
( ( 0 , 9 X 3 , 0 см), предварительно уравновешенные буфером А 
(20 мМ трис-НС1, 0,25 М NaCI, 4 мМ ЭДТА рН 7 ,0). 
Балластные белки отмывали буфером А. Д л я элюции каль-
паинов использовали буфер В рН 8,0, содержащий 20 мМ 
трис-НС1, 4 мМ ЭДТА и 0,5 % холата натрия. Рабочая 
скорость составляет 30 мл/ч . Объем активной фракции, со-
д е р ж а щ е й кальпаины, равен 1,5 мл. При этом использовали 
установку, состоящую из нескольких хроматографических ко-
лонок с октил-сефарозой CL-4B и многоканального перисталь-
тического насоса, возможности которого определяют коли-
чество одновременно работающих колонок. 

Определение активности кальпаинов. Активность каль-
паинов оценивали по количеству кислоторастворимых продук-
тов, образующихся при ферментативном гидролизе щелочно-
денатурированного казеина. Предварительная подготовка суб-
страта заключалась в том, что к водному раствору казеина 
добавляли 0,2 н. раствор гидроксида натрия до рН 11,0 и 
выдерживали при 90 °С в течение 5 мин. Затем использовали 
0,2 н. раствор соляной кислоты для нейтрализации субстрат-
ного раствора до рН 7,5 [5]. В инкубационную смесь, со-
д е р ж а щ у ю 0,25 % щелочно-денатурированного казеина, 20 мМ 
трис-НС1, 5 мМ 2-меркаптоэтанола рИ 7,5, добавляли раствор 
хлорида кальция до конечной концентрации 2 мМ. После 
преинкубации в течение 5 мин при комнатной температуре 
прибавляли фракцию кальпаинов в объеме 0,4 мл и инкуби-
ровали 30 мин при 30 °С. Реакцию останавливали 1,5 мл 
холодной 8 % ТХУ. Пробы центрифугировали 15 мин при 
3000 об/мин. Измеряли оптическую плотность надосадочной 
жидкости при длине волны 280 нм против контроля на спектро-
фотометре СФ-46. Контрольная проба отличается от опытной 
только тем, что вместо хлорида кальция содержит 2 мМ 
ЭДТА. 

В отличие от тканевых кальпаинов при определении ак-
тивности фермента в эритроцитах инкубационная смесь со-
д е р ж а л а 1 мМ хлорид кальция. 

Белок определяли по методу Лоури [6 | . Активность каль-
паинов выражали в микромолях тирозина за 1 ч на 1 мг 
белка или на 1 г ткани. 

Регенерация октил-сефарозы CL-4B. С целью удаления 
детергента и сильно адсорбировавшихся гидрофобных веществ 
исследуемого материала после каждого эксперимента прово-
дили регенерацию октил-сефарозы CL-4B, что позволяет мно-
гократно использовать матрицу без изменения ее хроматогра-

Активность кальпаинов (в мкмоль тирозина за 1 ч) в биоло-
гическом материале 

Исследуемый 
материал 

Активность кальпаинов Исследуемый 
материал на 1 мг белка на 1 г ткани 

11ечень 1 , 2 0 ± 0 , 0 5 0 , 6 6 4 ± 0 , 0 4 
Миокард 1 , 1 0 ± 0 , 0 6 0 , 6 0 8 ± 0 , 0 3 
Скелетная мышца 0 , 5 2 ± 0 , 0 3 0 , 2 5 8 ± 0 , 0 1 
Эритроциты 1 , 0 6 ± 0 , 1 1 

0 , 9 0 4 - 0 , 0 7 * 

П р и м е ч а н и е . Д л я эритроцитов имеется в виду 
кальпаин 1. Звездочка эритроциты человека. Представлены 
средние данные из 10—12 опытов. 

фических свойств и заключается в следующем: колонки с ок-
тил-сефарозой CL-4B последовательно промывали 1 объемом 
дистиллированной воды и этанола, 2 объемами н-бутанола, 
1 объемом этанола, затем водой и уравновешивающим бу-
фером. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
определения активности кальпаинов в печени, 
сердце, скелетной мышце и эритроцитах представ-
лены в таблице. Отметим, что самый низкий уро-
вень активности протеиназ обнаружен в скелетной 
мышце, что согласуется с данными литературы 
[4, 9]. Активность кальпаина в эритроцитах крыс 
мало отличается от активности этого фермента 
в эритроцитах человека. 

Предлагаемый способ характеризуется высокой 
воспроизводительностью и точностью, достаточной 
чувствительностью. Преимущества метода заклю-
чаются в следующем: время определения умень-
шается в 3 -4 раза по сравнению с другими 
способами, метод не вызывает затруднений при 
выполнении вследствие упрощения техники, не 
требует малодоступных и дорогостоящих реакти-
вов, позволяет проводить определения одновре-
менно в нескольких параллельных пробах. Все это 
имеет существенное значение для определения 
активности кальпаинов в исследовательской рабо-
те и клинической практике при проведении се-
рийных определений и наличий небольшого ко-
личества исследуемого материала. 

Таким образом, на основании полученных дан-
ных можно заключить, что разработанный способ 
позволяет проводить количественное определение 
активности кальпаинов в биологическом мате-
риале и может быть рекомендован для исполь-
зования в клинической практике и эксперимен-
тальных исследованиях различных физиологиче-
ских и патологических состояний человека и жи-
вотных. 
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П о с т у п и л а 2 6 . 0 7 . 9 1 

A P R O C E D U R E FOR SERIAL ESTIMATION OF THE ACTI-
VITY OF CALPAINS IN BIOLOGICAL MATERIAL 
E. A. Stroev, E. A. Ryazanova, V. D. Tavintsev 

Acad. I.. P. Pavlov Medical Institute, Ryazan 

A procedure for quanti tat ively es t imat ing the activity of 
calpains involved chromatography on the hydrophobic sorbent 
octyl-Sepharose CL-4B, which enabled one to measure the t rue 
proteinase activity unmasked by the inhibitors ca lpas ta t ins . 
After binding with the sorbent and removal of the contami-
nat ing proteins the calpains were eluted using 0.5 % sodium 
cholate as well as by an increase of pH value from 7.0 to 
8.0 and by a decrease of the buffer ionic s t rength . Activity of 
the calpains was estimated using casein as a subs t r a t e in mice 
heart , liver and sceletal muscle, in rat and human erythrocytes. 
Simple and rapid technique of enzymatic activity estimation allo-
wed one to use the procedure developed in the laboratory 
and clinical set t ings and to carry out serial measurement 
of the acivity in small quanti t ies of the material . 
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Г. А. Грибанов, А. Н. Панкрушина 
Е. Н. Кириллова 

УЛЬТРАМИКРОМЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПИ-
РОФОСФАТАЗЫ С ПОМОЩЬЮ МАЛАХИТО-
ВОГО ЗЕЛЕНОГО Б 

Тверской университет 

Химические соединения, содержащие пирофос-
форные группировки, богаты энергией и могут 
принимать участие в энергообеспечении бакте-
риальных, растительных и животных клеток 
[5, 6 ] . 

При определении пирофосфатазной активности 
в микрообъектах часто приходится сталкиваться 
с необходимостью получения биологического ма-
териала в относительно больших количествах 
(в связи с невысокой чувствительностью извест-
ных методов), использовать значительные коли-
чества реактивов. 

Ранее нами была показана возможность ис-
пользования комплекса реактивов, содержащих 
краситель трифенилметанового ряда — мала-
хитовый зеленый Б, для микро- и ульграмикро-
определения неорганического фосфата [1 | , актив-
ности ряда ферментов фосфорно-энергетического 
обмена — кислой и щелочной фосфатаз [2], 
АТФазы [3], глюкозо-6-фосфатазы [4]. 

В настоящей работе анализируется возмож-
ность использования высокочувствительного ком-
плекса реактивов на неорганический фосфат 
для ультрамикроопределения гжрофосфатазы в 
ткани печени и некоторых ультраструктурах при 
различных значениях рН. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на крысах-сам-
цах линии Вистар массой 150—200 г. Живот-
ных декапитировали и при соблюдении правил 
асептики выделяли печень. Навеску ткани (0,3 г) 
гомогенизировали в 0,1 М цитратном буфере 
рН 4,0 или в 0,1 М трис-НС 1-буфере рН 7,36 
на холоду в соотношении 1:9. Выделение ядер 
и митохондрий из гомогената печени крыс 
осуществляли по стандартной методике [4]. Из 
гомогената отбирали аликвоты гю 0,2 мл и гото-
вили исследуемую и контрольную инкубационные 
смеси. В пробы вносили по 0,5 мл раствора 
соответствующего буфера (цитратного или трис-
НС1 в зависимости от необходимого значения 
рН) , по 0,2 мл гомогената суспензии ядер или 
митохондрий, по 0,2 мл субстрата (0,01 М раствора 
пирофосфата натрия) . В контрольные пробирки 
сразу добавляли 0,5 мл 6 % раствора НСЮ 4 . 
Обе пробирки инкубировали в термостате при 
37 °С в течение 60 мин. После инкубации в 
исследуемую пробу добавляли 0,5 мл 6 % раствора 
НС104 . Содержимое пробирок перемешивали и 
выдерживали их на льду в течение 5 мин, фильт-
ровали через бумажный фильтр и в фильтра-
тах определяли количество неорганического фос-
фора. Д л я этого из проб отбирали аликвоты фильт-
рата (по 0,2 мл) , прибавляли по 1,6 мл воды, 
по 2 мл красящего реактива (3 объема 0,2 % мала-
хитового зеленого Б, 1 объем 4,2 % молибдата 
аммония в 5 н. НС1) и по 0,08 мл 1,5 % раствора 
твина-20. После развития окраски (5—10 мин) ис-
следуемые образцы колориметрировали на ФЭК 
(спектрофотометре) при длине волны 630—650 нм 
в кюветах с длиной оптического пути 10 мм про-
тив контроля на реактивы. 

Количество неорганического фосфата находили 
по предварительно построенному калибровочному 
графику. Расчет активности фермента проводили 
по формуле: 
( Р н и с с л — Р н к ) Х 5 : 3 1 мкмоль Р„ на I мл гомогената в 1 ч, 

Активность пирофосфатазы (в мкмоль/мл/ч) в гомогенате ткани и суспензиях ультраструктур печени крыс в кислой (рН 4,0) 
и нейтральной (рН 7,36) средах 

Г о м о г е н а т печени Я д р а п е ч е н и М и т о х о н д р и и п е ч е н и 

о п ы т а р Н 4 .0 р Н 7 , 3 6 р Н 4,0 р Н 7 , 3 6 р Н 4 , 0 р Н 7 , 3 6 

1 0,061 0,027 0,119 0,085 0,119 0,061 
2 0,079 0,063 0,131 0,100 0,060 0,053 
3 0,106 0,065 0,139 0,074 0,087 0,039 
4 0,103 0,055 0,124 0,095 0,097 0,050 
5 0,081 0,044 0,142 0,095 0,098 0,045 
6 0,076 0,042 
7 0,084 0,055 

A f ± m 0,084-i; 0,006 0,050 ± 0 , 0 0 5 0,131 ± 0 , 0 0 4 0 ,09±0 ,005 0 ,092±0,01 0,05db0,004 
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где Р„иссл — содержание Рн в опытной пробе; 
Р„к — содержание Рн в контрольной пробе; 
5 — коэффициент пересчета на 1 мл образ-
ца (объем, взятый для анализа , 0,2 мл); 
31 — масса 1 мкмоль Р„ (в мкг). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Данные по 
определению активности пирофосфатазы в гомоге-
нате ткани, суспензии ядер и митохондрий клеток 
печени крыс в нейтральной и кислой средах пред-
ставлены в таблице. 

Как следует из результатов таблицы, активность 
пирофосфатазы во всех исследованных структурах 
в кислой среде выше, чем в нейтральной, что совпа-
дает с литературными данными [7]. 

Наибольшая активность определяемого фермен-
та наблюдалась в ядрах печени крыс как в кислой, 
так и в нейтральной среде. Синтез пирофосфата 
идет независимо и параллельно синтезу АТФ [8 | . 
Высокая активность в ядрах пирофосфатазы мо-
жет быть связана также и с ее участием в синтезе 
предшественников нуклеиновых кислот и реакциях 
транскрипции [9]. 

Описанный метод позволяет определять актив-
ность пирофосфатазы в гомогенате ткани и в сус-
пензиях ультраструктур. Д л я определения актив-
ности фермента используют навески ткани, состав-
ляющие всего несколько десятых грамма, мини-
мальные объемы гомогената или суспензии уль-
траструктур. Метод прост и экономичен, отличает-
ся быстротой анализов и удобен в работе. 
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П о с т у п и л а 14 .01 .92 

ULTRAMICROMETHOD FOR ESTIMATION OF PYROPHOS-
PHATASE U S I N G MALACHITE GREEN B. 

G. A. Gribanov, A. N. Pankrushina, E. N. Kirillova 
Stale University, Tver. 

A modified sensitive micromethod is described for estimation 
of pyrophosphatase activity both in homogenate and suspensions 
of nuclear and mitochondrial f ract ions of rat liver tissue using a 
kit of reagents containing malachite green B. The analysis may 
be carried out in the preparat ion containing only 0.2 mg of 
biological mater ia l ; the procedure is reproducible, rapid and al-
lows to the requisite amount of reagents to be decreased. The 
activity of pyrophosphatase in homogenate , nuclear and mito-
chondrial f ract ions of ra t liver t issue was higher at acid pH va-
lues as compared with that in the neutral medium; the highest 
enzymatic activity was detected in the nuclear fraction. 
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A. H. Ермаков, Д. Э. Бобрика, Б. Н. Изотов, 
А. М. Егоров, С. А. Еремин 

П О Л Я Р И З А Ц И О Н Н Ы Й ФЛЮОРОИММУНО-
АНАЛИЗ ФЕНОБАРБИТАЛА С ИСПОЛЬЗОВА-
НИЕМ TD^-АНАЛ ИЗАТОРА ФИРМЫ «АВВОТТ» 

Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова, Мо-
сковский университет им. М. В. Ломоносова 

В последние годы в качестве экспресс-мето-
дов анализа различных лекарственных средств все 
большее распространение получают иммунохими-
ческие методы, отличающиеся хорошей чувстви-
тельностью, специфичностью, простотой проведе-
ния анализа и широкой сферой применения. 
В частности иммуноанализ применяют для опреде-
ления барбитуратов [8, 9 | . Наиболее чувствитель-
ны методики радиоиммуноанализа ( Р И А ) , однако 
они имеют ряд недостатков. Во-первых, ограни-
ченный срок жизни радиоактивной метки (около 
2 мес) требует постоянного обновления реакти-
вов. Во-вторых, радиация опасна для здоровья, 
и поэтому при проведении РИА в лаборатории 
необходимы особые меры предосторожности. 
В-третьих, проведение большого количества ана-
лизов ставит вопрос об удалении радиоактивных 
отходов. Кроме того, в РИА усложнена стандар-
тизация, так как срок годности наборов РИА 
зависит от периода полураспада радиоактивной 
метки. Наконец, для РИА необходимы специаль-
ные реагенты и дорогое аналитическое оборудо-
вание. 

По указанным причинам разрабатываются аль-
тернативные методы иммунохимического анализа , 
не требующего радиоактивных изотопов. К их 
числу относится поляризационный флюороимму-
ноанализ ( П Ф И А ) , основанный на сочетании кон-
курентного иммуноанализа с принципами поля-
ризации флюоресценции [4—6, 16]. В качестве 
маркера антигена в данном методе используется 
флюоресцентный краситель флюоресцеин. Образо-
вание иммунного комплекса устанавливается пу-
тем измерения поляризации флюоресценции 
( П Ф ) , которая возрастает при связывании ме-
ченного флюоресцентной меткой антигена (трей-
сера) с антителами. Концентрация лекарственно-
го вещества в пробе может быть определена 
из калибровочного графика зависимости значения 
ПФ от концентрации вещества. ПФИА позво-
ляет проводить прямое измерение ПФ без проце-
дуры разделения компонентов реакции. Таким об-
разом специфичность этого иммуноанализа объ-
единена с быстротой и удобствами гомогенных 
методов, при этом он характеризуется большой 
точностью и стабильностью реактивов [1 | . 

Целью данного исследования является разра-
ботка П Ф И А для качественного и количествен-
ного определения фенобарбитала в моче человека. 

М е т о д и к а . Фенобарбитал, апробарбитал, бу-
табарбитал , барбамил, секобарбитал, этамииал-
натрий, флюоресцеинизотиоцианат изомер 1 
( Ф И Т Ц ) , тартразин, полный адъювант Фрейнда 
получены от фирмы «Sigma», бычий сывороточ-
ный альбумин (БСА) из Белорусского НИИ эк-
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спериментальной медицины, наркотические, одур-
манивающие вещества и другие соединения, ис-
пользуемые при изучении кросс-реактивности, бы-
ли предоставлены кафедрой токсикологической хи-
мии Московской медицинской академии. Также 
были использованы пластины для тонкослойной 
хроматографии «Силуфол УФ254» производства 
«Kaval ier» ( Ч С Ф Р ) . 

Д л я исследования готовили буферный раствор, 
по составу близкий к моче, согласно ранее опи-
санной прописи [7], путем растворения в 1 л ди-
стиллированной воды 22 г мочевины, 8,25 г хло-
рида натрия, 5,2 г хлорида калия, 1,5 г креатини-
на, 1,4 г однозамещенного фосфата натрия, 
1,1 г двузамещенного фосфата натрия, 1 г азида 
натрия, 10 мг тартразина; рН полученного раство-
ра 7,4. 

В качестве буфера для анализа при разработке 
П Ф И А фенобарбитала использовали ТЭ х-буфер 
фирмы «Abbott» ( С Ш А ) , представляющий собой 
0,1 М фосфатный буфер рН 7,4, содержащий 
0,1 г /л бычьего у-глобулина и 1 г /л азида натрия 
[14]. 

Стандарты фенобарбитала готовили путем раз-
бавления концентрированного раствора в этаноле 
(1 г /л ) синтетической мочой до следующих кон-
центраций: 0,5, 2, 5, 20 и 100 мкг/мл. 

Следуя ранее описанной процедуре [12], синте-
зировали 5-этил-5- (4 ' -флюоресцеинтиокарбамил-
аминофенил)барбитуровую кислоту путем взаимо-
действия 5 мг 5-этил-5-(4 ' -аминофенил)барбиту-
ровой кислоты, приготовленной нитрованием и по-
следующим восстановлением фенобарбитала [3], 
с 8,5 мг раствора Ф И Т Ц в 500 мл пиридина. Реак-
цию проводили в темноте в течение 24 ч при ком-
натной температуре. Затем реакционную смесь на-
носили на пластинки «Силуфол УФ254» (по 70 мкл 
на пластинку) и хроматографировали в системе 
этилацетат метанол — уксусная кислота 
(90:8:2). Главную полосу с R f 0 ,69 соскребали с 
пластинок и элюировали с 3 мл метанола. Получен-
ное вещество сохраняли в метанольном растворе 
при —20 °С. Д л я приготовления рабочей концент-
рации трейсера 20 мкл метанольного раствора раз-
бавляли 4 мл 0,05 М карбонатного буфера рН 9,0, 
после чего спектрофотометрически определяли оп-
тическую плотность при длине волны 492 нм и по 
коэффициенту экстинкции флюоресцеина 8,78Х 
Х 1 0 4 л - м о л ь ' -см 1 рассчитывали концентрацию 
приготовленного раствора [10]. Затем полученный 
раствор трейсера разбавляли ТЭх-буфером до кон-
центрации 60 нмоль/л и использовали в разработ-
ке анализа , описанного ниже. 

В качестве иммуногена для получения специфич-
ных к фенобарбиталу антител использовали конъ-
югат фенобарбитала с БСА, синтезированный по 
ранее описанной методике [12], согласно которой 
к раствору 50 мг 5-этил-5-(4 / -аминофенил)бар-
битуровой кислоты в 5 мл 0,1 М HCI добавляли 
при охлаждении на ледяной бане 20 мг нитрита 
натрия и полученную смесь перемешивали в тече-
ние 10 мин. Избыток азотистой кислоты удаляли 
добавлением 10 мг мочевины. Затем 1 М раствором 
бикарбоната натрия устанавливали рН между 8,0 
и 9,0, после чего диазотированный раствор бар-
битурата добавляли по каплям к перемешивае-
мому раствору 60 мг БСА в 3 мл 1 М бикарбо-
ната натрия. Реакцию проводили при 4 °С в тече-

ние 30 мин. Полученный продукт очищали диали-
зом в проточной воде при 4 °С в течение 3 дней. 
Выделенное вещество лиофилизировали, получив 
74 мг иммуногена. Количество молекул фенобар-
битала, связанных с одной молекулой БСА, оп-
ределяли по измерению интенсивности полосы 
циклического амида при 1770 см 1 в ИК-спектре 
конъюгата, впрессованного в диски Kbr. Согласно 
полученным данным, соотношение гаптен: БСА 
равно 40:1. 

Антитела к фенобарбиталу получали иммуни-
зацией 6 взрослых кроликов массой 2,5 кг, вводя 
им подкожно в несколько точек вдоль позвоноч-
ника и внутримышечно в область микроузлов зад-
них лап по 2 мг конъюгата в расчете на 1 кроли-
ка. Иммунизацию проводили 50 % эмульсией вод-
ного раствора конъюгата и полного адъюванта 
в течение 3 нед с интервалом 7 сут. Реимму-
иизацию осуществляли ежемесячно в течение 3 
дней, вводя внутривенно по 1- 1,5 мг конъюгата 
в 1 мл физиологического раствора. Через 7—9 дней 
после последней иммунизации отбирали кровь и 
методом ПФ определяли титр полученных антисы-
вороток при 50 % связывании меченого антигена. 
Д л я этого в стеклянных кюветах готовили по 
500 мкл различных разведений антисыворотки 
в ТЭ х -буфере (начиная с 4• 10) и добавляли к ним 
по 500 мкл раствора трейсера в концентрации 
10 нмоль/Л. В последнюю кювету, предназначен-
ную для измерения фона трейсера, вносили 
500 мкл ТЭ х -буфера и 500 мкл меченого анти-
гена. После этого кюветы устанавливали в спе-
циальную карусель, инкубировали 20 мин при ком-
натной температуре и измеряли ПФ на TDx-abia-
лизаторе по программе «Photo check». Антисыво-
ротку с наилучшим титром (1:160) , полученную 
от одного из животных после 3-го кровопускания 
на 4-м месяце иммунизации, использовали в раз-
работке анализа , описанного в деталях ниже. 

Д л я измерения ПФ использовали ТО х -анализа-
тор фирмы «Abbott» (США) . Исследования про-
водили в автоматическом режиме по модифи-
цированной нами программе № 21, предназначен-
ной для анализа канамицина. Откорректиро-
ванный протокол анализа отличается от оригина-
ла только тем, что в нем изменены концент-
рации стандартов. В параметры 21.4, 21.8, 
21.9, 21.10, 21.11 и 21.12 введены соответственно 
концентрации фенобарбитала 100.00, 0,50, 2.00, 
5.00, 20.00 и 100.00 мкг/мл. 

21.1. S P L VOL 10,0 
21.2. S P L REP 1 
21.3. LOLIM 0,00 
21.4. HILIM 100,00 
21.5. CAL VOL 10,0 
21.6. CAL REP 2 
21.7. CONC A 0,00 
21.8. CONG В 0,50 
21.9. CONC С 2,00 
21.10 CONC D 5,00 
21.11. CONC E 20,00 
21.12. CONC F 100,00 
21.13. UNITS 0 
21.14. CRU FIT 2 
21.15. MX DEV 5,0 
21.16. MN POLA 150,0 
21.17. MN SPAN 70,0 
21.18. M O D E 1 
21.19. GAIN 30 
21.20. MX В KG 1800,00 
21.21. MN TR 2141 
21.22. С DATE 0 5 / 1 7 / 9 0 
21.23. С TIME 12:14:19 

60 



М е т о д и к а а н а л и з а . В лунки для образ-
цов пластмассовых катриджей вносят по 50 мкл 
стандартов или образцов мочи. Катриджи вместе 
со стеклянными кюветами (11X50 мм) устанавли-
вают в измерительную карусель. Карусель поме-
щают в прибор. Туда же устанавливают набор 
реагентов, содержащий 3 отдельных флакона, в 
которых находятся разбавленная в 3 раза буфе-
ром для анализа антисыворотка к фенобарбиталу, 
раствор трейсера в концентрации 60 нмоль/л и бу-
фер для анализа. Всю систему термостатируют 
при 35 °С в течение 5—7 мин и запускают в ана-
лиз по программе, соответствующей нанесенно-
му на набор с реагентами коду, представ-
ляющему собой чередующиеся в определенной 
последовательности черно-белые полосы. Во время 
анализа прибор автоматически засасывает из 
лунки с образцом примерно 25 мкл и разбавляет 
их в лунке для разведения, расположенной 
в том же катридже. Это разбавление образ-
ца обсиечивает большую точность пипетироваиия. 
Половина конечного объема разбавленного образ-
ца и буфер, давая половину конечного реакци-
онного объема, выливаются в кювету. Карусель 
передвигается к следующему положению, и про-
цедура повторяется. По окончании этой стадии 
измеряется фоновая интенсивность флюоресцен-
ции в каждой кювете. Затем в кювету добавляют 

t вторую половину объема разбавленного образ-
ца вместе с небольшими количествами трейсе-
ра и антисыворотки (по 25 мкл) и буфером для 
анализа конечный реакционный объем доводятся 
до 2050 мкл, разбавляя, таким образом, антисы-
воротку и трейсер в 82 раза. После инкуба-
ционного периода, во время которого реакция 
достигает равновесия, измеряют общую интенсив-
ность флюоресценции, значения которой коррек-
тируются микропроцессором относительно изме-
ненного ранее фона. Далее ЭВМ прибора расс-
читывает ПФ для каждой кюветы и по постро-
енной заранее и сохраняющейся в памяти прибора 
в течение месяца калибровочной кривой опреде-
ляет концентрацию образцов. Время анализа 
20 проб 15 мин [15]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Ключевым 
пунктом в создании любого иммуноанализа 
является получение подходящих антител, так как 
именно они определяют прежде всего чувствитель-
ность и специфичность метода. С этой целью на-
ми были изучены 34 антисыворотки к фенобарби-
талу, полученные по различным схемам. Из них 

Рис. 1. Структурные формулы иммуногена (/) и меченного 
флюоресцеином фенобарбитала ( / / ) . 

выбрали ту антисыворотку, которая удовлетворя-
ла нас по титру антител и специфичности. 

Помимо хороших антител, для разработки 
ПФИА необходимо синтезировать меченный флюо-
ресцеином антиген, иммунологические свойства 
которого мало отличаются от исходного лекар-
ственного соединения. Исследовав 4 трейсера, раз-
личающихся по структуре гаптена и природе нож-
ки, связывающей его с меткой, мы установили, 
что наилучшее взаимодействие с антителами имел 
трейсер, в котором гаптен и связывающая его с 
меткой ножка почти полностью идентичны тако-
вым в иммуногене, используемом для получения 
антител (рис. 1). 

Для выбора оптимальных условий проведения 
ПФИА мы исследовали разведения антисыворот-
ки 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 и концентрации трейсера 
50, 60 и 80 нмоль/л. Анализ множества комбина-
ций с использованием различных концентраций ан-
тисыворотки и трейсера показал, что наиболее под-
ходящими для разработки ПФИА фенобарбитала 
являются следующие условия: антисыворотка с 
начальным разведением 1:2 и трейсер с концентра-
цией 60 нмоль/л. ПФ растворов увеличивается, 
что является положительным факФом, но при этом 
уменьшается чувствительность анализа и увеличи-
вается неспецифическое связывание, а значит, воз-
растает погрешность измерений. Кроме того, это 
приводит к неэкономичному расходованию реаген-
та, а следовательно, к увеличению стоимости ана-
лиза. Использование более разбавленного раство-
ра антисыворотки хотя и позволяет несколько уве-
личить чувствительность анализа и уменьшить 
расход реагента, однако ограничивается мини-
мальным значением ПФ для нулевого стандарта 
(параметр 21.16), при котором калибровочная 
кривая может быть принята прибором. Данный 
параметр программы специфичен для каждого 
анализа и не подлежит корректировке. Что касает-
ся трейсера, то наблюдается обратная зависи-
мость: при использовании более концентрирован-
ных растворов ПФ незначительно уменьшается, а 
чувствительность анализа остается практически 
неизменной. Применение же более разбавленных 
растворов трейсера, позволяющее увеличить ПФ и 
уменьшить расход реагента, ограничивается мини-
мальным значением общей интенсивности раство-

Рис. 2. Калибровочная кривая для количественного определе-
ния фенобарбитала методом ПФИА. 
П о оси абсцисс : l g С , г д е С к о н ц е н т р а ц и я ф е н о б а р б и т а л а , м к г / м л ; по оси 
о р д и н а т п о л я р и з а ц и и ф л ю о р е с ц е н ц и и , м Р . 

Рис. 3. Корреляция между концентрацией фенобарбитала, 
установленная при анализе образцов мочи методами ПФИА (у) 
и ВЭЖХ (х). 
Г1о оси а б с ц и с с В Э Ж Х ; по оси о р д и н а т П Ф И А . 
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pa (параметр 21.21), которое необходимо для при-
нятия прибором калибровки и которое почти пол-
ностью зависит от концентрации трейсера. Дан-
ный параметр программы также не подлежит кор-
ректировке. 

Используя вышеуказанные реагенты и стан-
дартные раствора фенобарбитала известной кон-
центрации, мы построили калибровочную кривую, 
удовлетворяющую всем критериям калибровки 
(рис. 2) [15]. 

Определение чувствительности проводили по ме-
тоду [11]. Д л я этого, используя обычную проце-
дуру анализа , произвели 20 повторных измерений 
нулевого стандарта и с 95 % доверительной ве-
роятностью рассчитали минимально определяемую 
концентрацию фенобарбитала . Она составила 
0,09 мкг /мл. 

Д л я достоверного определения наличия нарко-
тических и одурманивающих веществ в организ-
ме человека часто используется величина порого-
вой концентрации ( threshold или cu t -of f ) , которая 
как минимум в 3 раза превышает предел обнару-
жения данного метода. Величина cut-off рассчиты-
вается как среднее значение из 30 определений 
образцов нормальной человеческой мочи, не со-
держащих анализируемого вещества, минус 3 
S.D.. Используя данную методику, мы установи-
ли величину cut-off для фенобарбитала в 
0,5 мкг /мл. 

Р а з р а б о т а н н а я для качественного и количест-
венного определения фенобарбитала методика 
ГТФИА была охарактеризована по точности, схо-
димости, воспроизводимости и линейности резуль-
татов анализа . 

Точность измерений, выраженную в виде про-
цента аналитического открытия (АО), устанавли-
вали путем добавления известных количеств фе-
нобарбитала к образцам мочи человека и по-
следующим определением его концентрации в этих 
образцах. Процент АО рассчитывали по формуле: 

л 0 / Найденная концентрация 
/о = х о з -расчетная концентрация 

Проанализировав таким образом два образца нор-
мальной мочи человека, к которым добавили 10, 25 
и 50 мкг /мл фенобарбитала , установили, что АО 
колеблется от 90,0 до 1 10,2 % (в среднем 98,8 % ) . 
При добавлении фенобарбитала в концентрации 
25 и 50 мкг/мл к образцу мочи, содержащему 
9,9 мкг/мл данного барбитурата , АО составило 
96,1 и 94,2 % соответственно. 

Д л я оценки сходимости результатов анализа ис-
пользовали 3 промежуточных стандарта, содержа-
щие 1, 10 и 50 мкг/мл фенобарбитала . Изме-
рив концентрацию каждого из них 10 раз, вычисли-

Т а б л и ц а I 
Средние значения анализируемых концентраций и KB, уста-
нокленные при определении сходимости и воспроизводимости 
результатов ПФИА фенобарбитала 

К о н ц е н т р а ц и я 
с т а н д а р т о в , 

м к г / м л 

С х о д и м о с т ь 
и з м е р е н и й 

В о с п р о и з в о д и м о с т ь 
и з м е р е н и й 

К о н ц е н т р а ц и я 
с т а н д а р т о в , 

м к г / м л 
X, м к г / м л KB, % X, М К Г / М Л K B , % 

1,0 1,0 3,5 1,0 4,0 
10,0 10,4 4,5 9,7 4,8 
50,0 50,8 4,4 49,7 4,6 

ли средние значения и коэффициенты вариации 
(KB) (табл. 1). 

При изучении воспроизводимости анализирова-
ли те ж е стандарты в течение 5 дней при различ-
ных условиях (см. табл. 1). В обоих случаях KB не 
превышал 5 %, что свидетельствует о высокой 
точности и хорошей воспроизводимости данной 
методики. 

Этот вывод подтверждают и результаты прове-
денного нами теста на линейность, для выполне-
ния которого 3 образца мочи, содержащие высокие 
концентрации фенобарбитала (17,6, 30,4 и 
46,7 м к г / м л ) , разбавляли буфером для анализа в 
2, 4, 8 и 16 раз и вычисляли средний процент 
АО для каждого образца . Он составил соответст-
венно 97,6, 100,6 и 99,7 %. 

Изучая специфичность разработанной методики 
анализа [2], мы исследовали различные производ-
ные барбитуровой кислоты и близкие по структуре 
лекарственные вещества. Процент перекрестных 
реакций во всех случаях не превышал 7,2 (табл. 2) . 
Д л я соединений из других фармакологических 
групп, не похожих по структуре на фенобарби-
тал, таких, как морфин, кодеин, метадон, налор-
фин, бензоилэкгонин, 11-нор-Д9-ТГК-СООН, d , l -
эфедрин, d, 1-амфетамин, d-метамфетамин, d, 1-фе-
иилпропаноламин, фенциклидин, аминазин, дипра-
зин, амитриптилин, хлозепид, диазепам, метаква-
лон, кофеин, клофелин, анаприлин, карбамазе-
пин, димедрол, никотин, папаверин, теофиллин, 
атропин, новокаин, перекрестное реагирование 
было менее 0 , 1 % . Это свидетельствует о доста-
точно высокой специфичности разработанной ме-
тодики анализа , что позволяет определять фено-
барбитал в присутствии множества других соеди-
нений или их метаболитов. 

В результате проведенных исследований уста-
новлена высокая степень корреляции результатов 
ПФИА с результатами других методов анализа . 
Например, из 85 образцов мочи, проанализиро-
ванных методом ПФИА на фенобарбитал и 
EMIT-s t -анализом («Syva») на группу барбитура-
тов, 36 показали отрицательные результаты в обо-
их методах, 49 были положительными в ПФИА и 
44 — в EMIT-s t -анализе . Пять образцов мочи, для 
которых имелось несоответствие, исследовали ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии ( В Э Ж Х ) . Во всех случаях было установ-
лено наличие фенобарбитала в концентрации 

Т а б л и ц а 2 

Перекрестные реакции различных барбитуратов и структурно-
подобных соединений в ПФИА фенобарбитала 

П е р е к р е с т н ы е 

В е щ е с т в о 
р е а к ц и и 

В е щ е с т в о при 5 0 % 
в ы т е с т е н и и , 

% 

Фенобарбитал 100 
Апробарбитал 1,2 
Барбами/i 7,2 
Барбитал 0,9 
Барбитуровая кислота 0,1 
Бутабарбитал 3,5 
Гексамидин 0,1 
Гексобарбитал 0,1 
Дифенин 0,1 
Мстил фенобарбитал 0,1 
Секобарбитал 3,2 
Этаминал-натрий 3,4 



0,7—2,2 мкг/мл, что меньше величины cut-off 
(3 мкг /мл) , установленной для фенобарбитала в 
EMIT-st-анализе. Помимо этого, методом ВЭЖХ 
проанализировали еще 25 образцов мочи, имевших 
положительный ответ на ПФИА. Исследования 
проводили на приборе «Милихром-2» с исполь-
зованием хроматографической колонки Cie зерне-
нием 5 мкм, длиной 62 мм и внутренним диамет-
ром 2 мм. В качестве элюента выбрали систему 
ацетонитрил — 0,05 М фосфатный буфер (25:75). 
Объемная скорость элюента была 100 мкл/мин. 
Масштаб регистрации 0,05 ед. опт. пл. Объем 
вводимой пробы 4 мкл. Длина волны УФ-детекто-
ра 220 нм. Количественное определение проводи-
ли методом абсолютной калибровки. Из 25 об-
разцов мочи, давших позитивный ответ в ПФИА, 
в 2 обнаружили высокие концентрации веществ 
с объемами удерживания, похожими на барба-
мил и этаминал. Остальные 23 образца содер-
жали фенобарбитал в концентрации от 2 до 
84,4 мкг/мл. По результатам исследования этих 
образцов мочи методом ПФИА (у) и методом 
ВЭЖХ (х) построили регрессионную прямую, 
описываемую уравнением у=х-{-0А с коэффициен-
том корреляции 0,98 (рис. 3) |13]. 

Констатируя высокую степень корреляции ре-
зультатов ПФИА с результатами других методов 
анализа, следует отметить, что разработанный 
ПФИА фенобарбитала по своей чувствительности 
превосходит EMIT-st-анализ и сопоставим по ней с 
методом ВЭЖХ, но уступает последнему в селек-
тивности. По этой причине положительные резуль-
таты, получаемые с использованием данной мето-
дики ПФИА, как, впрочем, и с использованием 
всех других иммунохимических методик, требуют 
подтверждения альтернативными методами анали-
за, такими, как газожидкостная хроматография, 
ВЭЖХ, хромато-масс-спектрометрия. 

Таким образом, на основе полученных реагентов 
разработана экспресс-методика для идентификации 
и количественного определения фенобарбитала в 
моче методом ПФИА. Данная методика не толь-
ко может быть использована для аналитической 
диагностики фенобарбитала в наркологии и судеб-
ной медицине, но и может служить основой полу-
чения своевременных фармакокинетических дан-
ных для оптимизации фармакотерапии и изучения 
метаболизма фенобарбитала в организме. 
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P O L A R O G R A P H I C FLUOROIMMUNOASSAY O F PHENO-
BARBITAL USING TDX-ANALYZER "ABBOTT". 

A. N. Ermakov, D. E. Bobrina, B. N. Izotov, A. M. Egorov, 
S. A. Eremin 

I. M. Secheriov Medical Academy, M. V. Lomonosov Sta te Uni-
versity, Moscow. 

Polarographic f luoro immunoassay was developed for identifi-
cation and est imation of phenobarbital in urine. The s tudy was 
carried out using TD x -analyzer "Abbot t" (USA) under condi-
tions of automat ic service by modified p rogram N 21 intended 
for analysis of canamycin. In the procedure developed rabbit 
ant iserum aga ins t phenobarbital was used at the initial dilution 
1:2 and the t racer 5-ethyl-5-(4 '-f luorosceine thiocarbamyl arni-
nophenyl)barbi tur ic acid was applied at the initial concentra-
tion of 60 nmol/1. The minimal content of phenobarbital eva-
luated in urine was as small as 0.09 м-g/ml and it was measured 
in the limits of 0.5 |xg/ml. Specificity of the analysis and its 
reproducibility were s tudied. The resul ts of the polarographic 
f luoro immunoassay correlated highly to the da ta of EMIT-st-as-
say and HPLC. 
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