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R E G U L A T I O N O F F R E E R A D I C A L O X I -
D A T I O N IN L I P I D S O F L U N G S U R F A C -

T A N T S 

V. P. Verbolovich, E. P. Petrenko, Yu. K- Pod-
gorodny 

A. N. Syzganov I n s t i t u t e of Cl in ica l and Ex-
p e r i m e n t a l Su rge ry , Min i s t ry of P u b l i c He-

a l t h of t he K a z a k h S S R , A l m a - A t a 

Su r f ace -ac t i ve subs t ances of lung t i ssue , 
cover ing t h e a lveol i , r e sembled the biologi-
cal m e m b r a n e s in the i r s t r u c t u r e . Thei r com-
pos i t ion was con t ro l l ed , a m o n g the o the r fac-
tors , also by free r ad i ca l o x i d a t i o n reac t ions . 
U n d e r c o n d i t i o n s of c y r c u l a t o r y hypox ia the 
a c t i v i t y of a n t i o x i d a t i v e enzymes cor re la ted 
w i t h the a l t e r a t i o n s in a n t i o x i d a t i v e a c t i v i t y , 
w i t h the r a t e s of s p o n t a n e o u s and i n d u c i b l e 
l ip id p e r o x i d a t i o n in lung s u r f a c t a n t s . As 
s u r f a c t a n t e x h i b i t e d a l imi ted a n t i o x i d a t i v e 
a c t i v i t y i m p o r t a n t for res i s tance of alveol 
p n e u m o c y t e s , the i r f u n c t i o n s m a y be con t ro l -
led by v a r i o u s еходепоиз a n t i o x i d a n t s . 

У Д К 612 .1 1 1 . 7 . 0 1 5 . 3 2 ] . 0 1 4 . 4 6 : 5 7 7 . 1 7 5 . 8 5 9 1 - 0 8 

С. А. Макаров, Г. В. Кудрявцева, А. И. Колотилова 

ВЛИЯНИЕ ТРОМБИНА И ПРОСТАГЛАНДИНОВ СЕРИЙ $ Е и F 
НА НЕКОТОРЫЕ РЕАКЦИИ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 

В ТРОМБОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА 

Леи it 11 г р а дс к и й у н и вереи те т 

В реакциях пентозофосфатного пути 
(11ФП) обмена углеводов участвует свы-
ше 10% метаболизируемой в тромбо-
цитах глюкозы, что обеспечивает высо-
кий уровень энергетического и пласти-
ческого обмена этих форменных эле-
ментов крови 1171. Действие агрегирую-
щих агентов на кровяные пластинки при-
водит к перестройке метаболизма угле-
водов в сторону усиления гликолитиче-
ских процессов 1201. Хотя имеются 
данные о влиянии агрегирующих аген-
тов на отдельные реакции ПФП тромбо-
цитов 11, 6, 8, 191, вопрос о регуляции 
этого пути обмена углеводов под влия-
нием факторов свертывания и противо-
свертывания до сих пор не решен окон-
чательно. В ранее опубликованных ра-
ботах 16, 7| установлен разнонаправлен-
ный эффект действия тромбина и проста-
гландинов (ПГ) Е2 и F 2 a на ключевые 
реакции ПФП тромбоцитов. Известно, 
что тромбин стимулирует окисление ара-
хидоновой кислоты с образованием эндо-
перекисей, простагландинов и тромбо-
ксанов. Полагают, что в основе стиму-
лирующего действия индукторов агре-
гации лежат два различных механизма: 

активация биосинтеза I i r F 2 a и подав* 
ление биосинтеза ПГЕ213]. В связи с 
этим представлялось целесообразным 
продолжить исследование влияния на-
званных регуляторов агрегации тромбо-
цитов на их метаболизм. В настоящей 
работе на фоне действия ПГ исследовали 
влияние тромбина на реакции ПФП, глу-
татионоксидоредуктазу и лактатдегид-
рогеиазу кровяных пластинок чело-
века. 

М е т о д и к а 

Кровяные пластинки выделяли из свежей 
консервированной крови человека (250 мл) 
методом дифференциального центрифугиро-
ваиия [9J. Тромбоциты суспендировали в 
20 мл инкубационной среды следующего со-
става (в г/л): NaCl — 8; КС1 — 0,2; 
N a H C O , — 1, N a H 2 P 0 4 — 0,05, СаС12 -
0 ,306, MgCU — 0,203; глюкоза — 1; р Н сре-
ды 7,35. В полиэтиленовые пробирки отби-
рали по 2 мл суспензии клеток , с о д е р ж а щ е й 
5 мг общего белка тромбоцитов. В пробы вно-
сили 0,1 мл 0 , 1 % раствора П Г Е 2 или Ш Т 2 а 
(производства экспериментального участка 
опытно-технической базы АЫ Эстонской ССР, 
Таллин) и 2 ед. на пробу человеческого тром-
бина (производства Каунасского химико-фар-
мацевтического завода) . Обтаем проб доводили 
у к а з а н н ы м солевым раствором до 2,5 мл . 
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Влияние тромбина, ПГЕ2 и ПГР 2 а на ферменты ПФП тромбоцитов человека (активность Г-6-ФД 
и 6-ФГД выражали в нмоль NADP-H на 1 мг в 1 мин; скорость накопления седогептулозо-7-фос-

фата (в нмоль гептулозофосфата на I мг в 1 мин; п (> 8 опытов) 

П р е п а р а т Г - 6 - Ф Д 6 - Ф Г Д 
Н а к о п л е н и е с е д о -

г с н т у л о з о - 7 -фосфата 

Контроль 7 , 3 2 ± 1 , 4 6 1 4 , 8 ± 3 , 3 6 3 , 7 5 ± 0 , 3 1 

Тромбин 
П Г Е 2 

П Г Е 2 + т р о м б и н 
П Г Г ; А 

П 1 Т 2 а i тромбин 

5 , 0 0 ± 0 , 7 5 * 
1 4 , 6 ± 1 , 4 5 * 

8 , 6 5 ± 0 , 9 7 
1 0 , 6 = 1 = 1 , 2 0 * 

6 , 0 0 ± 1 , 0 9 

1 5 , 6 ± 1 , 9 6 
1 6 , 3 ± 2 , 2 5 
1 2 , 6 ± 1 , 8 1 
1 5 , 4 ± 1 , 9 6 
12,0=!= 1 , 8 2 

3 , 9 4 = 1 = 0 , 2 7 
4 , 7 5 ± 0 , 3 9 * 
3 , 8 2 = 1 = 0 , 4 1 
4 , 5 7 = 1 = 0 , 2 1 * 
3 , 9 5 = 1 = 0 , 3 9 

* Р < 0 , 0 5 . 

Пробы и н к у б и р о в а л и с П Г или тромбином в 
течение 10 мин при 37 °С. В р я д е эксперимен-
тов п р о в о д и л и п р е и и к у б а ц и ю тромбоцитов с 
П Г (10 мин) и п о с л е д у ю щ у ю и н к у б а ц и ю с 
т р о м б и н о м при 37 °С (10 мим). П о с л е и н к у -
бации т р о м б о ц и т ы р а з р у ш а л и о д н о к р а т н ы м 
з а м о р а ж и в а н и е м в смеси сухой л е д — этанол 
в течение 3 мин с п о с л е д у ю щ и м оттаиванием . 
З а т е м пробы ц е н т р и ф у г и р о в а л и 30 мин при 
20 000 g. П о л у ч е н н ы й э к с т р а к т и с п о л ь з о в а л и 
в э к с п е р и м е н т а х . 

А к т и в н о с т ь г л ю к о з о - 6 - ф о с ф а т д е г и д р о г е н а -
з ы (Г- 6- Ф Д ) , 6 -фосфогл юкон а где г и дроге \ i а зы 
( 6 - Ф Г Д ) , г л у т а т и о н о к с и д о р е д у к т а з ы (ГОР) 
и л а к т а т д е г и д р о г е и а з ы ( Л Д Г) о п р е д е л я л и 
с п е к т р о ф о т о м е т р и ч е с к и [2, 11, 12] и в ы р а ж а л и 
в н а н о м о л я х N A D (Р) Н на 1 мг белка эк-
с т р а к т а в 1 мин . И з м е н е н и е скорости образо -
в а н и я седогептулозо-7 -фосфата при введении 
в пробы рибозо-5-фосфата п р о в о д и л и в си-
стеме, описанной ранее [7], и в ы р а ж а л и в 
н а н о м о л я х гептулозофосфата на 1 мг б е л к а 
э к с т р а к т а в 1 мин . Б е л о к в пробах о п р е д е л я -
л и , к а к о п и с а н о в работе [13]. С т а т и с т и ч е с к у ю 
о б р а б о т к у р е з у л ь т а т о в экспериментов прово-
дили с применением м е т о д о в в а р и а ц и о н н о й 
статистики . 

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

Как следует из таблицы, тромбин при 
инкубации с кровяными пластинками 
человека на 30% снижает скорость окис-
ления глюкозо-6-фосфата, ПГЕ 2 и ПГР 2 а 
активируют Г-6-ФД на 100 и 46% со-
ответственно, а уровень образования 
гептулозофосфатов повышают в сред-
нем на 25%. Тромбин, добавленный в 
пробы, после инкубации пластинок с 
ПГ, снимает активирующее действие 
этих клеточных гормонов на ключевые 
реакции 11ФП, нормализуя активность 
исследованных ферментов. Как извест-
но, Г-6-ФД в тромбоцитах играет важ-
ную роль. Обладая высокой функцио-
нальной лабильностью, этот фермент 
с в я з а н через к офе р м е н т н ы е м о л е к у л ы 
NADP с углеводным, липидным и бел-

ковым обменом клеток. Показано, что 
недостаточность Г-6-ФД в тромбоцитах 
приводит к нарушению процесса агре-
гации за счет значительного снижения 
активности фактора 3 113, 161. Установ-
лено, что действие ПГ опосредовано че-
рез специфические рецепторы неклас-
сического типа. Прямое воздействие на-
сыщенных и ненасыщенных жирных 
кислот, а также некоторых продуктов 
их метаболизма приводит к иигибиро-
ванию активности Г-6-ФД из различ-
ных объектов 14]. Активность дегидро-
геназ ПФП в большой степени зависит 
от соотношения NADP-H/NADP. При 
накоплении восстановленной формы 
NADP скорость окислительных процес-
сов ПФП резко снижается. Полное ин-
гибирование эритроцитарных дегидро-
геназ наблюдается в тех случаях, когда 
отношение NADP - H /NADP составляет 
около 9. Для цитоплазмы печени крыс 
в норме это соотношение равно 100 [15]. 
В неактивированных тромбоцитах по-
ток глюкозы, вступающей в реакцию 
ПФП, составляет 0,02—0,03 мкмоль-
Х м и н - 1 - 1 0 _ 1 \ т. е. всего 0,1—1% от 
максимальной активности окислитель-
ных ферментов [10]. Окисленный глу-
тати он при физиологических кои цеит-
рациях противодействует ингибирова-
нию Г-6-ФД, вызываемому NADP-H. 
Использование NADP-H в глутатионо-
ксидоредуктазной реакции может сни-
жать соотношение NADP - H/NADP. 
Подсчитано, что изменение этого соот-
ношения может вызывать 30—50-крат-
ные колебания скорости Г-6-ФД-реак-
ции [5]. Высокий уровень восстановлен-
ной формы глутатиона в тромбоцитах 
(4,5+0,16 мкмоль на Ю"11 клеток) обе-
спечивается стимуляцией активности Г-
6-ФД, создающей мощный поток NADP-
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Влияние тромбина П Г Е 2 и i l l I" 206 а а актив-
ность Г О Р (Л) и Л Д Г (Б) тромбоцитов чело-
века (в % от контрольных значений) . 
/ — тромбин; 2 — П Г Е 2 ; И г р

2 о с : 4 ~~ П Г Е > + т р о м -
бин; 5 — П Г Р о а ~ | - т р о м б и п . 

Х Н для системы восстановления глута-
тиона [10]. Недостаточность Г-6-ФД 
в тромбоцитах коррелирует с пони-
женным внутри клеточным содержа-
нием NADP-H и восстановленного глу-
татиона [16]. Возможно вовлечение глу-
татиоиа в непосредственный синтез ПГ 
на стадии превращения FIFY в ПГЫ [18]. 
Таким образом, поддержание высокого 
уровня восстановленного глутатиона, 
который в комплексе с глутатионперо-
ксидазой, супероксиддисмутазой и ка-
талазой защищает клетку от факторов 
окислительного стресса, свидетельству-
ет о важности ГОР-реакции. Активация 
ГОР наблюдается и при агрегации тром-
боцитов [1]. 

Как следует из рисунка, инкубация 
кровяных пластинок с тромбином не 
вызывала достоверных изменений ско-
рости восстановления глутатиона. ПГЕ2 
и n r F 2 a достоверно активировали этот 
процесс в среднем на 25%. Однако по-
следовательное применение ПГ и тром-
бина приводит к резкому ингибированию 
ГОР (на 52% для ПГЕ2 и 40% для 
n r F 2 a ) . Полученные результаты можно 
объяснить, по-видимому, тем, что ПГЕ2 
и Fi rF 2 a усиливают индуцирующее дей-
ствие стимуляторов агрегации тромбо-
цитов. Можно также предположить, что 
активация окислительного звена ПФГ1 
связана с понижением соотношения 
HADP-H/NADP в связи с усилением 
потребления NADP-FI в ходе ГОР-ре-
акции. 

Мы исследовали влияние ПГ и тром-
бина на активность Л Д Г тромбоцитов. 
Известно, что пируват стимулирует ПФП 

в эритроцитах, клетках щитовидиои же-
лезы и культуре клеток сердечной мыш-
цы вследствие участия NADP-H в лак-
татдегидрогеназпой реакции [14]. На-
ми установлено, что в тромбоцитах ско-
рость окисления NADP-H в лактатде-
гидрогеназной реакции в 200 раз ни-
же, чем скорость окисления NAD -Н. 
Однако следует участь возможность со-
пряжения дегидрогеназ ПФП с лак-
татдегидрогеназной реакцией гликолиза 
с помощью трансгидрогеназной реак-
ции [41. В наших экспериментах не бы-
ло установлено достоверных сдвигов 
активности Л Д Г при инкубации тромбо-
цитов с тромбином и ПГ (см. рисунок). 
Однако последовательная инкубация 
тромбоцитов с ПГЕ2 , а затем с тромби-
ном приводила к резкому снижению (на 
40% ниже нормы) скорости лактатдегид-
рогеназной реакции. Достоверного эф-
фекта воздействия тромбина на фоне 
ПГР 2 а на активность ЛДГ не было ус-
тановлено. 

Таким образом, по нашим данным, 
тромбин снимал активирующий эффект 
ПГ на ключевые реакции ПФП. Про-
стаглаидины препятствовали развитию 
ингибирующего эффекта тромбина на 
Г-6-ФД тромбоцитов и усиливали дей-
ствие этого агрегирующего агента на 
активность ГОР. Изменение активности 
ГОР под влиянием исследованных ПГ, 
вероятно, можно рассматривать как один 
из механизмов регуляции глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназной реакции тром-
боцитов через систему ни коти нами дных 
коферментов. Это предположение под-
крепляется данными литературы о роли 
кофакторной индукции в активации ПГ 
дегидрогеназ ПФП [4]. 
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E F F E C T O F T H R O M B I N A N D P R O S T A -
G L A N D I N S E A N D F ON SOME P A T T E R N S 
O F C A R B O H Y D R A T E M E T A B O L I S M IN 

H U M A N T H R O M B O C Y T E S 

S. A. Makarov, G. V. Kadryavtseva, 
A. / . Kolotilova 

Sta t e U n i v e r s i t y , L e n i n g r a d 

Af te r i n c u b a t i o n of i n t a c t t h r o m b o c y t e s 
wi th p r o s t a g l a n d i n s E 2 and F 2 a s t i m u l a t i o n 
of g lucose-6-phospha te dehydrogenase and 
g l u t a t h i o n e reduc tase ac t i v i t i e s as well as 
an increase in the ra te , of fcsedoheptulose-7-phos-
p h a t e a c c u m u l a t i o n were found . T h r o m b i n 
i n h i b i t e d the g lueose -6-phospha te dehydro-
genase a c t i v i t y by 30% in these t h r o m b o c y t e s . 
A d d i t i o n of t h r o m b i n , fo l lowing the i n c u b a -
t ion of t h r o m b o c y t e s w i t h p r o s t a g l a n d i n s , 
r emoved the a c t i v a t i n g effect of the p r o s t a -
g l a n d i n s on the p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y 
reac t ions , i n h i b i t e d g l u t a t h i o n e reduc tase and 
l a c t a t e dehydrogenase . 
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>7. И. Aotcuncty Ю. А. Акимов, А. А. Родионов 

НЕЙРОГЕННЫЕ ДИСТРОФИИ ПОЧЕК КРЫС 
И ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЛЬДОСТЕРОНА С РЕЦЕПТОРАМИ 

ЦИТОПЛАЗМЫ И ЯДЕР КЛЕТОК КАНАЛЬЦЕВ ОРГАНА 

Л а б о р а т о р и я трофической ф у н к ц и и нервной системы Института высшей нервной 
деятельности и нейрофизиологии AIT СССР, Москва 

Эндокринная система чутко реаги-
рует на те или иные изменения трофи-
ческой функции нервной системы. Из-
вестно, что при пер в но-ди строфическом 
процессе (НДП), сопровождающемся 
усиленной и извращенной иервно-про-
водниковой стимуляцией органов и 
тканей, имеет место изменение трофиче-
ского состояния организма, что влияет 
на его чувствительность к гормонам [1 — 
5]. Результаты опытов на целостном 
организме свидетельствуют о том, что 
НДП, возникающий в результате пере-
резки седалищного нерва, изменяет чув-
ствительность почек животных к раз-
личным физиологически активным ве-
ществам, в том числе к альдостерону [6, 
7]. Эксперименты показали, что этот 
минералокортикоид, регулирующий ре-
абсорбцию натрия в канальцах почек в 
норме НО, 11, 15, 16, 20], практически 
не вызывал изменения реабсорбции на-
трия при НДП. Отмечено также, что 

при рефлекторной дистрофии почек 
крыс происходит пятикратное снижение 
накопления 3Н-альдостерона срезами 
коркового вещества этого органа [81. 
Следовательно, можно предположить, 
что НДП, сопровождающийся измене-
нием чувствительности почек крыс к 
альдостерону, ведет к каким-то нару-
шениям в молекулярном механизме ис-
пользования этого гормона клетками 
канальцев органа. К настоящему вре-
мени стал известен биохимический ме-
ханизм взаимодействия альдостерона с 
клетками органов-мишеней [13, 14, 16— 
18, 211. Цель настоящего исследова-
ния — установление влияния НДП на 
интенсивность связывания альдостерона 
с рецепторами цитоплазмы этого гор-
мона в клетках канальцев почек и пере-
дачу альдостерона с рецепторов цито-
плазмы на рецепторы ядер в условиях 
целостного организма и in vitro. 
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