
Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н.Ореховича 

 

Архив журнала 

Вопросы медицинской химии 
ISSN 0042-8809 

1986 

 

Внимание! Распознавание текста проведено в автоматическом режиме для 
облегчения работы поисковых систем. Будьте внимательны при 
копировании, возможны ошибки и неточности. Используйте сканированный 
графический вариант. 

 

Archive of journal 

Voprosy meditsinskoi khimii 
ISSN 0042-8809 

1986 

 

Attention! OCR has been performed automatically for search engines only. 
Be careful when copying, errors are possible. Use scanned picture as standard. 

 

http://pbmc.ibmc.msk.ru 

(c) Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry of the Russian Academy of Medical Sciences 

http://pbmc.ibmc.msk.ru/
http://www.ibmc.msk.ru/


ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



C O N T E N T O F ETHANOL, MALONIC D1 AL-
DEHYDE AND ACTIVITY O F T H E ETHANOL-
OX1DIZING SYSTEM IN BLOOD S E R U M O F 
P A T I E N T S W I T H A L C O H O L I S M TREATED 

W I T H A N T A B U S E 

/. D. Mansurova, M. S. Jstamkulov 

Labora to ry of H u m a n and Animal Biochemistry, 
Depa r tmen t of Na tu r e Protec t ion , Academy of 

Sciences of the Tadzhik SSR, Republican 
Narcologic Depar tmen t , Minis t ry of Publ ic 

Heal th of the Tadzhik SSR, Dushanbe 

222 pa t ien t s with chronic alcoholism (the 
second step of the disease) at the s ta te of 
abs t ina t ion and in the period of alcohol con-

sumpt ion were s tudied. In the course of t reat-
ment the pa t i en t s received about 0.5 g of te-
turam per day within 4 months . In blood serum 
of the pa t ien t s content of e thanol , malonic dial-
dehyde and activity of e thanol-oxidiz ing system 
(EOS) were es t imated. In pract ical ly healthy 
persons , consuming no ethanol , no activity of 
EOS w a s noted as a rule. But in the pa t ien ts 
with chronic alcoholism activity of EOS was 
100-fold increased with s imul taneous elevation 
in e thanol and malonic dia ldehyde content in 
blood serum. Af ter t r ea tmen t with t e tu ram 
content of e thanol , malonic dia ldehyde and, 
especially, activity of the EOS were decreased 
in blood of the pat ients . After the t rea tment 
du r ing 4 m o n t h s activity of EOS was still 
dist inctly higher in the pa t ien t s than in heal thy 
persons . 

УДК 012.1 12.94.015.3:577.113J-08 

E. О. Морозова., M. H. Блинов 

К ВОПРОСУ О ПОДБОРЕ АДЕКВАТНЫХ ИНГИБИТОРОВ 
РИБОНУКЛЕАЗ ПРИ ИЗУЧЕНИИ ПОЛИСОМ В ЛИМФОЦИТАХ 

ЧЕЛОВЕКА 

Ленинградский Н И И гематологии и переливания крови 

Ранее [2 | было показано, что в лим-
фоцитах периферической крови отно-
сительное содержание полисом незна-
чительно и в основном обнаруживают-
ся моносомы. После трансформации 
л и м ф о ц и то в ф и тогем а гг л юти и и и о м 
(ФГА) большая часть рибосом нахо-
дилась в составе полисом, что под-
тверждает существующие в литерату-
ре данные о соотношении полисом и 
моносом в стимулированных и нести-
мулированных лимфоцитах. В лейкоз-
ных ж е лимфоцитах больных хрониче-
ским лимфолейкозом, клетках, находя-
щихся в состоянии физиологического 
покоя, обнаружено аналогичное стиму-
лированным ФГА лимфоцитам содер-
жание полисом. Поскольку известно, 
что в нестимулированных лимфоцитах 
высока активность рибонуклеаз , устой-
чивых к действию многих ингибиторов 
[6] , возникло предположение, что по-
лученные нами данные о низком отно-
сительном содержании полисом [2J 
могли быть обусловлены применением 
неадекватного для этих клеток ингиби-
тора Р Н К а з из печени. Другие иссле-
дователи [4, 8, 9, 12], т а к ж е констати-
ровавшие низкий уровень полисом в 
покоящихся лимфоцитах, почти не ис-
пользовали ингибиторы рибонуклеаз. 

В связи с вышеизложенным мы по-
пытались оценить полисомньте комп-
лексы в нестимулированных лимфоци-
тах, применив в качестве ингибиторов 

Р Н К а з природный белок — ингибитор 
из печени, гепарин и диэтилпирокарбо-
нат ( Д П К ) . Цель работы состояла так-
же в том, чтобы показать необычность 
воздействия гепарина на рибосомный 
материал клеток лимфоидного ряда. 

М е т о д и к а 

Лимфоциты изолировали из дефибриииро-
ванной крови доноров, из селезенки, аденоидов 
и из крови больных хроническим лимфолейко-
зом [2]. 

Д л я получения меченых полипептидов лим-
фоциты (И)7 клеток/мл) инкубировали 5 м и н е 
:Ч I-лейцином (20 мкКи/мл) в Кребс-Риигер 
фосфатном буфере рН 7,4 с гомологичной сы-
вороткой IV группы. Инкубацию лимфоцитов 
с 3Н-уридином (5 мкКи/мл) в течение 20—24 ч 
проводили в тех ж е условиях. 

П ост м и то хо нд ри а льи у ю фракцию пол учал 11 
из лимфоцитов, суспендированных при 0°С в 
двух объемах 10 мМ трис-HCl буфера рН 7,5, 
содержащего 15 мМ KCI, ЗмМ MgCl 2 (ТКМ-бу-
фер) и 0,25 М сахарозу, и добавляли коммерче-
ский ингибитор Р Н К а з («Searle») , 2 ед /мл, 
либо клеточный сок печени (3Д объема) , гепа-
рин, 100 мкг/мл, или Д П К до конечной концент-
рации 0,5—I %. В качестве детергентов приме-
няли тритон Х-100 в конечной концентрации 
1 % и смесь тритона Х-100 с дезоксихолатом 
натрия в конечных концентрациях 0,5 %. Через 
3—5 мин лизаты центрифугировали 10 мин при 
27 000 g п 4 °С. 

Д л я препаративного выделения рибосомиого 
материала постмитохоидриальиую фракцию на-
слаивали на I М сахарозу, приготовленную на 
ТКМ-буфере, и центрифугировали в течение I ч 
при 250 000 g. Осадок полисом растворяли в 
ТКМ-буфере и просветляли, центрифугируя 
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5 мин при 27 000 g. Полученные препараты 
представляли собой чистый рибосомиый мате-
риал (Л260/А280= 1,6—1,8 и А260/А235 —" 1,3— 1,6), 
который фракционировали в градиенте плотно-
сти сахарозы. Необходимо заметить, что при 
использовании в качестве ингибитора Р Н К а з 
Д П К для выделения рибосомного материала 
этим способом количество клеток должно быть 
увеличено во много раз, по сравнению с тако-
вым при использовании природного ингибитора 
и гепарина, вследствие образования нераство-
римых конгломератов рибосом при ультрацент-
рифугироваиии, что в наших условиях практи-
чески было неосуществимо. Поэтому при ис-
пользовании ДПК, фракционированию в гради-
енте плотности сахарозы подвергали постмито-
хоид риа л ь и ую фра к ци ю. 

Рибосомиый материал фракционировали в 
градиенте плотности сахарозы в роторе SW 
2 5 - I или SW 40 (Спинко) в течение 80-
360 мин. Оптическую плотность регистрировали 
па Увикорде, а радиоактивность полипептидов 
во фракциях градиента — после осаждения кис-
лотоиерастворимого материала 10 % ТХУ. Про-
бы просчитывали в сцинтилляциониом счетчике 
СБС-1 или Марк-3. Относительное содержание 
полисом рассчитывали по оптической плотно-
сти, принимая за 100 % таковую суммарной 
фракции рибосомного материала, или плани-
метрически. При осуществлении реакции обра-
зования пептидил-пуромицина к постмитохонд-
риальной фракции добавляли пуромицин в ко-
нечной концентрации 0,1 мМ и инкубировали 
15 мин при 37 °С [7]. Д а л е е лизат фракциони-
ровали в градиенте плотности сахарозы. Полно-
ту реакции оценивали по освобождению из ри-
босом меченых растущих пептидов. Д л я оценки 
диссоциации рибосомиый материал наслаивали 
па градиент сахарозы, содержащий 0,5 М KCI. 

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

При исследовании профилей седи-
ментации рибосомного м а т е р и а л а лим-
фоцитов периферической крови доно-
ров с разными ингибиторами Р Н К а з 
(природным белком-ингибитором из 

сахарозы 15—40% (а, в, д) и 12—30% с 0,5 М КС! (г) 
2-10 мин (с/); градиент сахарозы 10—35% (б) . 

печени, гепарином и Д П К ) было по-
казано , что только с Д П К удается 
и д е нт и ф и ц и р ов а ть п о л и сом и ы е ко м п -
лексы в значительном количестве (бо-
лее 7 0 % ) (см. рисунок, а). С гепари-
ном и ингибитором из печени полисо-
мы определялись в незначительном ко-
личестве (см. рисунок, б и в ) . 

При использовании 0,5 % Д П К по-
лисомы о б н а р у ж и в а л и с ь как по опти-
ческому поглощению, так и по радио-
активности растущих пептидов. Анало-
гичные профили распределения рибо-
сомного материала по радиоактивно-
сти Р Н К мы получали при анализе 
л и м ф о ц и то в, п р е д в а р и тел ь и о и и к у б и -
рованных в течение суток с 3 Н-уриди-
ном. Нам впервые удалось получить 
данные о высоком содержании полисом 
в лимфоцитах периферической крови 
б л а г о д а р я использованию Д П К , кото-
рый о к а з а л с я сильным ингибитором 
Р Н Каз лимфоцитов . Следует отме-
тить, что Cooper и соавт. [8] пытались 
выделить полисомы из лимфоцитов с 
помощью Д П К , тем пе менее им не 
удалось получить их в значительном 
количестве. Вероятно, это было связа-
но с применением слишком низкой 
концентрации Д П К ( 0 , 0 5 % ) . По на-
шим данным, для получения полисом 
из лимфоцитов необходимо д о б а в л я т ь 
Д П К в более высокой концентрации 
(0,5—1 % ) , а рН среды выделения по-
лисом д о л ж е н быть не н и ж е 7,8. Более 
низкие (0,05—0,1 %) концентрации 
Д П К недостаточно эффективно ингиби-
ровали Р Н К а з ы в лимфоцитах , а в бу-
фере рН 7,5—7,6 полисомы из лимфо-
цитов определить не удавалось ; при 

Седиментограммы рибосомного материала 
лимфоцитов донора, полученного с Д П К 
(а, г, д), с гепарином (б) и природным ин-

гибитором Р Н К а з (в). 
П о осям абсцисс — номера фракций, по осям орди-
нат: слева — поглощение при 2G0 им (в ед . опт. пл.) 
( / ) , справа — радиоактивность вновь синтезирован-
ных пептидов по 3 Н-лейцину (в (имп/минХЮ ;i (2). 
Направление седиментации — справа налево. 
Стрелками у к а з а н о положение моносом. Градиенты 

•10 000 об/мнп, 180 мин (а, в), П О мии (г) и 
25 000 об/мин, 240 мин. 
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этом о б н а р у ж и в а л и с ь в основном мо-
носомы. Существенное значение д л я 
успешного выделения полисом имеет 
выбор детергентов. Н а и б о л е е подходя-
щими для этого оказались тритон 
Х-100 в смеси с дезоксихолатом. При 
использовании одного тритона Х-100 
выход рибосомного м а т е р и а л а из лим-
фоцитов был незначительным. 

Д л я доказательства полисом ной при-
роды быстроседиментируюьцего УФ-
поглощающего м а т е р и а л а мы исполь-
зовали следующие критерии. Рибосо-
мы и полисомы, обработанные Д П К , в 
условиях высокой ионной силы полно-
стью диссоциировали на субъединицы 
(см. рисунок, г) и в области полисом 
почт и отсу тст во в а л У (I) - п о г л оща ю щи й 
материал . П о л н а я диссоциация рибо-
сом происходила, скорее всего, вслед-
ствие полианионных свойств Д П К [5] . 
Рибосомы п остм и тохондр и ал ьного л и -
з а т а осуществлял и п е п т ид и л т р а н сфе -
разную реакцию с пуромицином. В бу-
фере с низкой ионной силой рибосом-
ный материал распределялся в обла-
сти полисом и моносом, а меченые по-
липептиды л о к а л и з о в а л и с ь в верхней 
части градиента (рис. д), высвобож-
даясь из бОБ-субъединиц, что свиде-
тельствует об отсутствии повреждения 
пептидилтранеферазной фуикции рибо-
сом при использовании Д П К . И, нако-
нец, с о д е р ж а и и с пол и (А) Р Н К в пол и -
сомах составило, по нашим данным 
[3] , 1—3 % от общей Р Н К , что хорошо 
согласуется с литературными данными 

О б р а щ а е т на себя внимание необыч-
ность распределения рибосомного ма-
те р и ала , в ьт д е л е н н ого с г е п а р и и о м 
(100 мкг /мл ; см. рисунок, б) . Помимо 
моносом и ого пика, о б н а р у ж и в а ю т с я 
пики 60S- и 405-субъединиц рибосом, 
что свидетельствует о диссоциации ри-
босом. При этом растущие пол и пепти-
ды пе освобождаются из моносом. Од-
нако при повышении концентрации ге-
парина до 500 мкг /мл диссоциация мо-
носом увеличивалась и частично осво-
б о ж д а л и с ь растущие пол и пептиды. 
Д а л ь н е й ш е е повышение концентрации 
гепарина до 1 мг /мл не увеличивало 
д и с с о ц и a 11 и и. А н а л о г и ч н у ю кар т и н у 
распределения рибосомного м а т е р и а л а 
при добавлении гепарина мы получали 
и для лимфоцитов , выделенных из пе-
риферической крови больных хрониче-
ским лимфолейкозом, а т а к ж е из се-
лезенки и аденоидов. Поэтому резуль-

таты наших опытов позволяют считать 
ге парии ие подходя щ и м ингибитором 
Р Н К а з при выделении полисом из кле-
ток лимфоидного ряда . 

И т а к, представле и н ы е данные п о -
зволяют заключить , что среди выбран-
ных ингибиторов Р Н К а з только Д П К 
дают возможность идеи т и ф и ц и р о в ать 
натинные полисомные комплексы лим-
фоцитов периферической крови. При 
и с пол ьз ов а нии при р оди о го ии гибитора 
из печени на долю полисом приходи-
лось 20—25 % [1] , а с Д П К мы опре-
деляли около 70 % полисом. Это сви-
детельствует о том, что ингибитор из 
печени пе в полной мере блокирует 
Р Н К а з н у ю активность в перифериче-
ских лимфоцитах . В лимфоцитах боль-
пых хроническим лимфолейкозом со-
д е р ж а н и е полисом было одинаковым 
как с белком-ингибитором, так и с 
Д П К (50 70 %) [3] . Поскольку в по-
11 у л >i ци и л и м фо ц и то в, из о л ированны х 
из периферической крови доноров, ос-
новную массу (около 7 0 % ) составля-
ют Т-лимфоциты, а при хроническом 
л и м ф о л е й коз е, и а п р от и в, — В - к л ет к и, 
можно предположить , что ингибитор 
из печени в меньшей мере блокирует 
Р Н Казную активность в Т-лимфоцитах . 

Гепарин о к а з а л с я неадекватным ин-
гибитором Р Н К а з во всех исследован-
ных клетках лимфоидного происхож-
дения, так как приводил к дезагрега-
ции полисом и диссоциации рибосом. 
П о х о ж е е действие гепарина на рибо-
сом иый материал миеломных клеток 
мыши (линия Р З ) , приводящее к 
уменьшению ко и ста нт ы сед и м с нт а ци и 
полисом и появлению рибосом и субъ-
единиц, описано в литературе [10] . 
Судя по л и те р а т у р н ы м д а н и ы м [11, 
13—15], гепарин не о к а з ы в а е т диссо-
циирующего действия на полисомы и 
рибосомы в других тканях д а ж е 
при очень высоких концентрациях 
(4 мг /мл) . Исходя из этого м о ж н о 
предположить , что повышенная диссо-
циация рибосомного м а т е р и а л а под 
влиянием гепарина обусловлена ткане-
выми особенностями лимфоидных кле-
ток, нехарактерными д л я других изве-
стных тканей. 
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S E A R C H FOR A D E Q U A T E I N H I B I T O R S O F 
R1 B O N U C L E A S E S IN S T U D I E S O F POLY-

S O M E S F R O M H U M A N L Y M P H O C Y T E S 

E. O. Morozova, M. N. Blinov 

Labora to ry of Biochemistry, Ins t i tu te of Hema-
tology and Blood Trans fus ion , Len ingrad 

Po lysome prof i les are described for lympho-
cytes of donor per ipheral blood t rea ted with 
var ious inhibi tors of RNAases . The most ef-
fective inhibitor w a s diethyl pyrocarbonate , 
which enabled to ma in ta in high content of 
polysomes (up to 70 %) in these cells. Ribo-
sornes, t rea ted with diethyl pyrocarbona te , exhi-
bited func t iona l act ivi ty in the pyromycine test. 
A na tu ra l inhibitor of RNAases f rom liver tis-
sue inhibited incompletely the enzymat ic activity 
in lymphocytes . Hepar in proved to be an 
inadequa te inhibitor of RNAases in all the cells 
of lymphoid or igin ( lymphocytes f rom peripher-
al blood of donors and of the pa t ien t s with 
chronic lympholcukosis , lymphocytes isolated 
f rom adenoids and spleen t i s sue) ; it induced 
d i s agg rega t i on of po lysomes and dissociat ion 
of r ibosomes. 
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ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ ПАРЛОДЕЛА 
ПРИ РЕЗИСТЕНТНЫХ ДЕПРЕССИЯХ И ЕГО СВЯЗЬ 

С ВЛИЯНИЕМ НА ОБМЕН ДОФАМИНА 

В Н И И общей и судебной психиатрии им. В. П. Сербского, Москиа 

В исследованиях последних лет по-
лучены данные о непосредственной 
связи формирования аффективных рас-
стройств с нарушениями метаболизма 
биогенных аминов [1, 8] . В частности, 
высказано предположение о том, что 
развитие депрессии сопровождается 
абсолютным или относительным сни-
жением содержания катехоламинов в 
Ц Н С [6] . 

Особое внимание и ссл е до в а те л е й 
привлекает дофамин, который не толь-
ко является предшественником норад-
реналина, но и способен самостоятель-
но функционировать как медиатор в 
некоторых отделах мозга. Как пока-
зали экспериментальные и клинические 
исследования ряда авторов, положи-
тельный терапевтический эффект анти-
депрессаптов сопровождается значи-
тельным повышением концентрации до-
фамина [2] . 

В связи с этим представляет несом-
ненный интерес изучение психотропной 
активности агоииста дофамина парло-

дела (бромокриптииа) . Парлодел (2-
б р ом -(х-э р го к р и пти и м ета нсул ьфон а т) 
является синтетическим алкалоидом 
спорыньи [4]. В а ж н ы м звеном меха-
и и з м а дей стви я п а р л одел а я в л я ется 
способность этого препарата стимули-
ровать постсинаптические дофамино-
вые рецепторы мозга, что приводит к 
торможению обмена дофамина и, та-
ким образом, способствует повышению 
концентрации этого нейромедиатора в 
синаптической щели [5] . Сказанное 
выше позволяет предположить, что 
парлодел может оказаться эффектив-
ным при лечении больных депрессией с 
дефицитом дофамина . 

Целыо настоящего исследования бы-
ло выявление сравнительной эффек-
тивности парлодела при резистентных 
состояниях — депрессиях различной 
клинической структуры, а т а к ж е уста-
н о в л е н и е к л и и и к о - б и ох и м и ч ее ки х кор-
реляций между антидепрессивной ак-
тивностью препарата и содержанием 
катехоламинов в крови больных. 
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