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УДК Ы 5.273.53.015.23].015.4.076.9 

Б. Я. Хацернова, С. А. Силаева, В. А. Голенченко, А. Я. Николаев, 
Л1 Я. Розкин, А. В. Некрасов, Т. 3. Берестецкая, В. С. Ефимов 

Г Е П А Р И Н И ЕГО А Н Т А Г О Н И С Т — Ч Е Т В Е Р Т И Ч Н А Я 
А М М О Н И Й Н А Я С О Л Ь OJ1И Г О М Е Р А - 2 5 - К О Н И Д И Н А: 

Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е ПО С У Б К Л Е Т О Ч Н Ы М О Р Г А Н Е Л Л А М , 
В Л И Я Н И Е НА С И Н Т Е З Д Н К В Р Е Г Е Н Е Р И Р У Ю Щ Е Й П Е Ч Е Н И 

К Р Ы С 

Кафедра биохимии I М М И им. И. М. Сеченова, лаборатория фармакологии гемостаза 
II М М И им. Н. И. Пирогова, Институт иммунологии Минздрава СССР, Москва 

В последние годы был получен ряд 
синтетических по л и к а тио но в, п р о я вив-
ших выраженный антагонизм к гепа-
рину. К соединениям этой группы ве-
ществ п р и и ад л еж и т четверти ч на я ам-
монийная соль (ЧАС) монодисперсно-
го олигомера конидина со степенью 
полимеризации 25 (ЧАС 0-25). 

Ф а р м а ко л ог и ч ее к и е и сс л е до в а н и я 
этого п о,/1 и к о н и д и н а о б н а р у ж и л и его 
высокую антигепариновую активность, 
избирательность взаимодействия с ге-
парином и малую токсичность [3] . 
Показано также , что при последова-
тельном внутривенном введении гепа-
рина и ЧАС 0-25 кон иди на последний 
медленно выводится из организма, на-
капливаясь преимущественно в печени 
[2]. 

Ранее было установлено, что после 
введения крысам гепарина и ЧАС 
0-25- [1 4С] -конидина меченный препа-
рат самостоятельно или в составе 
комплекса с гепарином легко прони-
кает из кровотока в клетки и субкле-
точные органеллы гепатоцитов [4] . 
В 1-е сутки после введения ЧАС 
0-25- [ М СI -конидии преимущественно 
локализуется в Д Н П - ф р а к ц и и ядер и 
митохондрий и нарушает процессы 
репликации и транскрипции. Однако 
воздействие гепарина и его антагони-
стов на синтез макромолекул во вре-
мени не изучалось. Поэтому цель на-
стоящей работы — исследование ди-
намики распределения по субклеточ-
ным органеллам и влияния на синтез 
Д Н К этих полиэлектролитов в усло-
виях регенерации печени крыс после 
частичной гепатэктомии. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на крысах-самцах массой 
100—150 г. В эксперименте использованы жи-
вотные через 1,2 и 8 сут после однократного 
внутривенного введения в хвостовую взну 

полиэлектролитов: гепарина фирмы «Рихтер» 
в дозе 5 мг /кг либо [ 3 5 S]-гепарина фирмы 
«Amersham» в дозе 5 мг /кг (уд. радиоактив-
ность 13,7 мКи/г ) и ЧАС 0-25 конидина в 
дозе 3,8 мг/кг, либо ЧАС 0-25-[ 1 4С]-конидина 
в дозе 3,8 мг/кг (уд. радиоактивность 
730 м к К и / г ) . Все животные были разделены 
на 6 групп. Животные 1-й группы получали 
[3 5SJ-гепарин, 2-й группы — [ 3 5 S]-гепарин и 
ЧАС 0-25 конидии (последовательно, с интер-
валом: в 10 мин), 3-й группы — гепарин и ЧАС 
0-25-[ , 4 С]-конидина. 4, 5 и 6-я группы были 
контрольными: 4-й группе за 1 сут до забоя 
вводили ЧАС 0-25-[ | 4 С]-конидина, 5-й — гепа-
рин, а 6-ю составляли интактные животные. 
За 20 ч до умерщвления крысам проводили 
частичную гепатэктомию, удаляя 2/з от общей 
массы печени, а за 1,5 ч до декапитации 
вводили [ 3 Н]-тимидин из расчета 100 мкКи на 
100 г массы тела. Методом [4] получали го-
могенаты печени и селезенки, а т а к ж е выделя-
ли из печени фракции ядер и митохондрий. 

Количественное определение Д И К и РЫК 
осуществляли по модифицированному методу 
Шмидта и Тангаузера [5]. Интенсивность син-
теза Д Н К оценивали по включению р Н ] - т и -
мидина в кислотоиерастворимую фракцию в 
пересчете на 1 мг Д И К . Оценку радиоактивно-
сти и определение содержания нуклеиновых 
кислот проводили в одних и тех ж е пробах. 
Белки постмитохондриальной фракции разде-
ляли методом гель-фильтрации на колонке 
25X1 ,5 мм с TSK-гелем HW-60 Fine. Д л я элю-
ции использовали 0,01 М трис-ЫС1 буфер с 
рН 8,0. Колонку калибровали следующими со-
единениями: голубым декстраном (М.м. 
2 000 000), ферритином (М.м. 450 000), катала -
зой (М.м. 232 000), альбумином (М.м 45 000), 
витамином В12 (М.м. 1355) и динитрофенил-
аланином (М.м. 320). В модельных опытах 
на колонку наносили препараты ЧАС 0-25-
[ 1 4С]-конидина или гепарина и ЧАС 0-25-[ 1 4 С]-
конидина в оптимальных нейтрализующих со-
отношениях. 

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

Как видно из табл. 1, содержание 
[ 3 5 S]-гепарина в гомогеиатах пече-
ни и селезенки животных 1 и 2-й 

.групп снижается довольно медленно: 
в гомогеиатах печени к 8-м суткам -
примерно на 30 %, а в гомогеиатах 
селезенки сохраняется на уровне пер-
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Т а б л и ц а l 
включение [3 5SJ-гепарина и ЧАС 0-25-[14С]-конидина в селезенку и регенерирующую печень 

крыс (в % от введенной дозы радиоактивности) 

О) 
Ч 

Объект ис- ® к с X L35SJ-reriapn н [ a 5 S j r e n a p n н + ЧАС Гепарин -f- ЧАС ЧАС 0-25-[14С]*ко-следования К Ж 

I S -
CQ л а 

L35SJ-reriapn н 0-2 5 конидина 0-25-[1 4С]-конидина нидина 

Селезенка 

Печень 

1 , 3 6 ± 0 , 2 5 (9) 
1 , 2 8 ± 0 , 0 0 5 (4) 
1 , 2 8 ± 0 , 0 6 (4) 

9 , 0 3 ± 2 , 6 (9) 
5 , 5 0 ± 0 , 2 1 (4) 
6 , 0 4 ± 0 , 4 9 (4) 

2 , 3 5 ± 0 , 3 7 (8) 
3 , 5 7 ± 0 , 1 8 (4) 
2 , 9 3 ± 0 , 1 0 (4) 

2 6 , 1 8 ± 3 , 0 8 (8) 
1 0 , 5 5 ± 0 , 0 6 (4) 
1 6 , 8 0 ± 1 , 5 0 (4) 

1 , 2 6 ± 0 , 2 7 (7) 
1 , 1 8 ± 0 , 1 (3) 
0 , 7 7 ± 0 , 1 3 (3) 
9 , 8 4 ± 1,76 (7) 
7 , 8 8 ± 1 , 2 7 (6) 
9 , 7 5 ± 2 , 0 3 (6) 

1 , 2 5 ± 0 , 0 9 (7) 

10,91 ± 1 , 2 0 (7) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 — в скобках у к а з а н о количество животных. 

вого дня. В тот же период времени со-
держание метки олигомера [ М С]-ко-
ни дина в гомогенате селезенки умень-
шается на 40 %, а в гомогенате пе-
чени на 2-е сутки на 20 % с последу-
ющим увеличением к 8-м суткам до 
исходного уровня. Обращает на себя 
внимание также и то, что при после-
довательном введении [3 5S]-гепарина 
и олигомера количество поступающе-
го в ткани меченого гепарина увели-
чивалось в 2—3 раза, тогда как ко-
личество олигомера [1 4С] -конидина, 
включающегося в клетки самостоя-
тельно или при комбинированном 
введении с гепарином, было практи-
чески одинаковым. Это указывает на 
более высокую скорость транспорта 
олигомера конидина в клетки, а так-
же способность его подобно протами-
нам и полилизину увеличивать по-
ступление в них полианионов [8]. На-
блюдающиеся различия в выведении 
гепарина и ЧАС 0-25 конидина, види-
мо, объясняются тем, что гепарин, бу-
дучи природным метаболитом, может 
в организме подвергаться гидролити-
ческому расщеплению, а поэтому рас-
пределение f3 5S]-метки может отра-
жать локализацию не только самого 
гепарина, но и продуктов его деграда-
ции. Согласно данным литературы 
период полужизни гепарина в плаз-
ме животных колеблется от 0,5 до 1,5 
суток [6]. Напротив, ЧАС 0-25 кони-
дин накапливается в печени, метабо-
лически стабилен и медленно выводит-
ся из организма в практически неиз-
мененном виде [2]. В т а б л . 2 приведе-
ны данные по субклеточному распреде-
лению [3 5S] -гепарина и ЧАС 0-25-[14С]-
конидина в печени. К 8-м суткам со-

держание меченых препаратов в ми-
тохондриях и ядрах снижается в сред-
нем на 3 0 % , а во фракции цитоплаз-
матических белков степень включе-
ния [1 4С]-конидина возрастает при-
близительно в 2,5 раза. Кроме того, 
можно сделать вывод, что около по-
ловины меченых полиэлектролитов, 
поступающих в ядра, связываются с 
фракцией Д Н И . При использовании 
[3 5S]-гепарина метка выводится из 
этой фракции довольно активно и к 
8-м суткам ее содержание снижается 
в 3—4 раза. Однако относительное 
количество ЧАС 0-25-[1 4С]-конидина, 
связанного с фракцией Д Н П , за этот 
же период времени достоверно не 
уменьшается. 

Поскольку было установлено, что с 
увеличением времени после введения 
гепарина и олигомера их количество в 
постмитохондриальной фракции воз-
растает, а выведение из клеток не 
увеличивается, представлялось целе-
сообразным выяснить, существует ли 
связывание полиэлектролитов с бел-
ками постмитохондриальной фракции, 
меняется ли оно в зависимости от 
сроков введения препаратов, а также 
исследовать возможность деградации 
гепарина в гепатоцитах. 

На рис. 1 видно, что при гель-фильт-
рации компонентов постимохондри-
альных фракций, выделенных из пе-
чени животных, которым вводили 
ЧАС 0-25-[1 4С|-конидина или гепарин 
и ЧАС 0-25-[1 4С]-конидина, на профи-
ле элюции обнаруживается 3—4 пика 
радиоактивности. Один из них рас-
полагается в области надмолекуляр-
ных структур с М. м. 170 000 000, вто-
рой — в области белков с М. м. 
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Р и с . 1. Р а с п р е д е л е н и е Ч А С 0 - 2 5 - [ н С ] -
к о н и д й н а в п о с т м и т о х о н д р и а л ь н о й ф р а к -

ц и и б е л к о в в п е ч е н и . 
/ — кривая элюции белков, Еаво; Н — кривая 
распределения ЧАС 0-25-[мС.|-конидииа во 
фракции белков от животных 4-й группы; 
/ / / — кривая распределении ЧАС 0-25-[нС]-ко-
пидина во фракции, белков от животных 
3-й группы: 1V — калибровка колонки соеди-
нениями с известной молекулярной массой; 
/ — динитрофеиилаланин, 2 — витамин В12, 3 — 
альбумин, -i — каталаза, 5 — феррнтин. Здесь 
и на рис. 2 по оси абсцисс — отношение объ-
ема элюата к общему объему колонки; по 
осям ординат слева — белок (в lg мг), и ра-
диоактивность (в нмп/мин-103) соответственно, 

справа — белок (в мг/мл). 

20 000—230 000, а третий — в обла-
сти свободного ЧАС 0-25-[14С]-кони-
дина. Результаты хорошо воспроиз-
водились для фракций, полученных 
от животных, которые получали пре-
параты на 1 , 2 и 8-е сутки до умерщв-
ления. У животных, которым вводи-
ли ЧАС 0-25-[1 4С]-конидина, около 
50 % препарата выходило с колонки в 
свободном виде, тогда как последо-
вательное введение гепарина и [1 4С]-
олигомера конидина увеличивало до-
лю связывания последнего с белками 
и снижало выход свободного поли-
катиона. 

На рис. 2. представлены результа-

ты разделения белков, полученных от 
животных, которым вводили [3 5S]-ге-
парин или [3 5S]-гепарин и ЧАС 0-25 
конидина за 1—2 сут до забоя. На 
кривой элюирования радиоактивности 

о к о л о 50 % метки определяется во 
фракциях соответствующих молеку-
лярной массе неорганических сульфа-
тов, что можно объяснить десульфати-
рованием гепарина. Остальная часть 
радиоактивности связывается с белка-
ми разной молекулярной массы за 
счет переноса на них сульфогрупп ли-
бо за счет комплексообразования с 
нативным гепарином. Таким образом, 
последовательное введение [3 5S] -гепа-

10 /6 22 28 3,4 4 0 4.6 5.2 5.8 6,4 7,0 7,6 
13 },3 '2,5 '3,1 3,7 4,3 4.3 5.5 6.1 6,7 7,3 7,3 

Р и с . 2 . Р а с п р е д е л е н и е p 5 S l - г е п а р и н а 
п о с т м и т о х о н д р и а л ь н о й ф р а к ц и и 

б е л к о в п е ч е н и . 
/ — кривая элюции белков, Е2во; / / — кри-
вая распределения [35S]-гепарина во фрак-
ции белков от животных 1-й группы. III — 
кривая распределения [36S1 -гепарина во 
фракции белков от животных 2-й группы. 

J V — то же, что и на рис. I. 
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Распределение | 3 5 8 | - г е п а р и н а и ЧАС 0-25- | 1 4 С|-конидина по субклеточным фракциям печении 
крыс 

Объект исследования 

В
ре

м
я 

по
сл

е 
вв

ед
ен

ия
, 

су
т 

[36S]- гепарин 
[35S |-гепарин 

-I- ЧАС 
0-25 конидина 

Гепарин + Ч АС 
0-25-[ 14С]-кони-

дина 

ЧАС 
0-25-[ f<C| кони-

дии 

М и к р о с о м ы -f- цито-
з о л , в % от общей 
р а д и о а к т и в н о с т и в 
го мо геи а те 

М и т о х о н д р и и , в % 
от общей р а д и о а к -
тивности в го мо ге на-
те 

Я д р а , в % от об-
щей р а д и о а к т и в н о с т и 
в г о м o r e н а т е 

Д Н П , в % ОТ ра-
д и о а к т и в н о с т и во 
ф р а к ц и и ядер 

1 
2 
8 

1 
2 
8 

26,60=*= 3 , 6 4 (9) 
3 8 , 1 0 4 = 0 , 9 7 (4) 
3 4 , 2 0 ± 1 ,34 (4) 

1 0 , 7 0 4 = 2 , 5 7 ( 9 ) 
1 4 , 0 ± 0 , 4 1 (4) 
7,33=1=0,31 (4) 

26 , 1 1 ± 0 , 9 9 (8) 
25,88=1= 1 ,47 (4) 
34,28=1=2,8 (4) 

8,24=i= 1 ,53 (8) 
15,60=1=1,16(4) 
9 , 7 3 ± 1 ,15 (4) 

24 ,71 ± 5 , 2 3 (7) 
3 9 , 3 2 ± 3 , 2 1 (6) 
54 , 4 5 ± 1 ,44 (6) 

6 , 1 ( ) ± 1 ,22 (7) 
7 , 5 2 ± 2 , 2 1 (6) 
4 , 1 7 ± 1 ,06 (6) 

4 0 , 9 3 ± 4 , 10 (7) 

5 , 8 7 ± 0 , 5 0 (7> 

М и к р о с о м ы -f- цито-
з о л , в % от общей 
р а д и о а к т и в н о с т и в 
го мо геи а те 

М и т о х о н д р и и , в % 
от общей р а д и о а к -
тивности в го мо ге на-
те 

Я д р а , в % от об-
щей р а д и о а к т и в н о с т и 
в г о м o r e н а т е 

Д Н П , в % ОТ ра-
д и о а к т и в н о с т и во 
ф р а к ц и и ядер 

1 
2 
8 
1 
2 
8 

51,10=1=4,7 (9) 
4 6 , 5 8 ± 2 , 4 (4) 
3 4 , 1 8 ± 2 , 7 1 (4) 
3 3 , 3 4 ± 5 , 6 6 (9) 
13,18=1=2,42 (4) 
8 , 7 0 ± 2 , 7 1 (4) 

55 ,18=Ы ,36 (8) 
51,68=1=5,05 (4) 
4 3 , 6 5 ± 3 , 9 ( 4 ) 
49,58=1=5,86 (8) 
1 6 , 7 3 ± 0 , 6 8 (4) 
1 6 , 6 5 ± 2 , 8 4 

6 2 , 1 4 ± 2 , 6 2 (7) 
5 2 , 3 3 ± 5 , 1 0 (6) 
4 1 , 1 7 ± 3 , 0 2 (6) 
4 7 , 0 8 ± 2 , 4 9 (6) 
5 5 , 0 7 ± 9 , 7 2 (6) 
4 6 , 2 2 ± 8 , 6 2 (6) 

3 7 , 0 7 ± 2 , 2 4 (7) 

6 4 , 6 0 ± 1 3 , 3 (7)} 

рина и ЧАС 0-25 конидина не предо-
храняет гепарин от деградации. В то 
же время при изучении распределения 
радиоактивных фракций на кривой 
элюции обнаружен пик с М. м. около 
200 ООО, соответствующий второму пи-
ку на рис. 1. Содержание в нем мет-
ки было невелико при введении толь-
ко [3 5S]-гепарина, но эта величина 
возрастала более чем вдвое при соче-
танном введении [3 5S]-гепарина и 
ЧАС 0-25 конидина. Это указывает на 
существование в составе цитоплазма-
ти ческих белков фракций, обладающих 
сродством к полиэлектролитам и их 
комплексам. Имеются сообщения о 
том, что сильное сродство гепарина к 
протаминам и гистонам способствует 
его проникновению в ядра и связыва-
нию с ядерным материалом [8]. Воз-
можно, что в организме образование 
олигомерных комплексов служит для 

Вли)1нис гепарина и олигомера 25 конидина на 
рол 

более полной нейтрализации, тран-
спорта, а возможно и деградации по-
лиэлектролитов. 

В табл. 3 приведены данные о влия-
нии гепарина, ЧАС 0-25- [1 4С]-кониди-
на и их обоих при последовательном 
поступлении на синтез суммарной 
Д Н К в селезенке и печени крыс, а 
также на синтез ядерной и митохонд-
риальной ДНК- Показано, что при 
введении гепарина за 1 сут до забоя 
включение [3Н]-тимидина в Д Н К ре-
генерирующей печени снижается на 
30—40 %- Это соответствует имею-
щимся сведениям, согласно которым 
гепарин снижает интенсивность вклю-
чения [3Н]-тимидина в клетки куль-
туры A-I и в зависимости от дозы тор-
мозит митотическую активность кле-
ток человеческого амниона, блокируя 
переход из поздней телофазы в интер-
фазу следующего цикла [1, 7]. 

Т а б л и ц а 3 

включение [ 8 Н | - т и м и д и н а в ДНК (в % от кон г-
о 

Исследуемые вещества 

В
ре

м
я 

по
с-

ле
 в

ве
де

ни
я,

 
су

т 

Гомогснат 
селезенки 

Гомогенат 
печени 

Митохондрии 
печени Ядра печени 

Г е п а р и н 
Ч А С 0 - 2 5 - [ 1 4 С ] - к о -

н и д и и а 
Г е п а р и н + Ч А С 

0 - 2 5 - [ 1 4 С ] - к о н и д и н а 

1 

1 
1 
2 
8 

54 ,1 ± 1 , 1 (3) 

1 0 1 , 5 ± Ю , 6 (7) 
8 3 , 7 ± 1 4 , 1 (8) 
9 4 , 3 ± 5 , 1 (8) 
8 9 , 9 ± 9 , 1 (8) 

4 3 , 7 ± 5 , 6 ( 5 ) 

1 3 0 , 3 ± 1 2 , 4 ( 5 ) 
5 7 , 3 ± 7 , 8 ( 8 ) 
8 6 , 5 ± 1 0 , 9 (7) 

1 2 2 , 3 + 1 6 , 4 (5) 

71 , 7 ± 7 , 1 (8) 

1 0 3 , 7 ± 1 0 , 2 (5) 
9 5 , 9 ± 6 , 4 (8) 

154,7 ± 16 ,5 (6) 
122,0 ± 2 4 , 1 (5) 

6 4 , 5 ± 2 3 , 1 (8) 

l l l , 4 ± 1 5 , i ; ( 6 ) 
9 3 , 6 ± 1 8 , 1 (8) 

1 2 9 , 2 ± 9 , 4 (7) 
1 4 4 , 8 ± 1 4 ,1 (8) 
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Данные табл. 1 свидетельствуют, 
что последовательное введение [3 5S]-
гепарина и ЧАС 0-25 конидина более 
чем вдвое увеличивает поступление 
первого в клетки селезенки и печени. 
Однако по данным табл. 3 ингибиру-
ющий эффект гепарина на синтез 
Д Н К при этом не возрастает. Более 
того, он сохраняется только в 1-е 
сутки, а на 2-е и 8-е сутки после вве-
дения обоих препаратов отмечается 
некоторая стимуляция включения 
[ 3Н]-тимидина по сравнению с конт-
ролем. 

Полученные данные дают основа-
ния полагать, что ингибирование син-
теза Д Н К через 24 ч после внутри-
венного введения гепарина и ЧАС 0-25 
конидина обусловлено гепариновым 
компонентом комплекса. Гепарин бы-
стро десульфатируется и теряет свои 
•биологические свойства. Этим, очевид-
но, и объясняется исчезновение инги-
бирующего действия комплекса на 
2-е сутки после введения препаратов. 
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Dynamics of dis t r ibut ion in subcel lular o rga-
nelles as well as ef fects on DNA synthes is of 
heparin, polycanidine (ChAS ol igomer o f 2 5 c a n i -
dine) and their complexes were studied in re-
g e n e r a t i n g ra t liver t issue af te r par t ia l hepa-
tectomy. Polycanid ine and hepar in pene t ra ted 
f rom circulat ion into hepatocyte cells, nuclei and 
mi tochondr ia . After consecutive admin i s t r a t ion 
of polyelectroli tes polycanidine increased 2-2.5-
fold the amoun t of heparin en t e r ing into cells. 
Polycanidine formed s table complexes with D N P 
in nuclei. Hepar in and its complexes with poly-
canidine decreased the DNA synthes is within 
first day. Hepar in appears to be responsible for 
the inhibitory effect, whereas admin i s t ra t ion of 
polycanidine only into an imals caused a s l ight 
increase in 3 H-thymidine incorporat ion into DNA 
as compared with controls . 
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А. И. Венгеровский, А. С. Саратиков 

В Л И Я Н И Е Г Е П А Т О Т О К С И Н О В НА А К Т И В Н О С Т Ь 
О Р Г А Н Е Л Л О С П Е Ц И Ф И Ч Е С К И Х Ф Е Р М Е Н Т О В И М Е Т А Б О Л И З М 

Л И П И Д О В П Е Ч Е Н И 

Кафедра фармакологии Томского медицинского института 

Воздействие токсических агентов на 
печень сопровождается глубокими на-
рушениями метаболизма гепатоцитов. 
D-галактозамин, аллиловый спирт и 
парацетамол, вызывающие гепатит с 
некрозом паренхимы, снижают актив-
ность ферментов цикла трикарбоновых 
кислот (ЦТК) и дыхательной цепи, 
лабилизируют лизосомы [2, 3, 15, 19]. 
При жировом гепатозе на фоне от-

равления гидразином и этанолом воз-
никают накопление триглицеридов, 
холестерина, умеренное угнетение 
процессов биоэнергетики [4, 12]. Все 
токсиканты стимулируют перекисное 
окисление липидов ( П О Л ) [3, 9] ; ал-
лиловый спирт, гидразин и этанол из-
меняют количество фосфолипидов и 
соотношение их фракций [7, 10, 12]. 
В литературе отсутствует детальная 
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