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T I E N T S W I T H H E M O P H I L I A A 
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Ins t i tu te of Medical Enzymology, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Studies of some physico-chemical and cata-
lytic propert ies of hypoxanth ine guan ine phos-
phoribosyl t r ans fe ra se H G P R T ) in thrombocy-
tes of donors and pat ients with hemophilia A 
showed that kinetic paramete rs (Km, Vmax) of 
the enzyme were s imilar both undler normal 
and pathological condit ions. However, some dif-
ferences were detected in thermolabi l i ty and 
inhibition of H G P R T by purine metabol i tes : 
IMP, G M P and inosine. These da ta sugges t 
tha t molecular impai rment may occur in 
H G P R T under condit ions of hemophil ia A. 
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И З М Е Н Е Н И Е У Р О В Н Я цАМФ И А К Т И В Н О С Т И 
К И С Л О И Ф О С Ф А Т А З Ы В М О Н О С Л О Й НОИ П Е Р В И Ч Н О Й 

К У Л Ь Т У Р Е Г Е П А Т О Ц И Т О В Н О В О Р О Ж Д Е Н Н Ы Х К Р Ы С 
В У С Л О В И Я Х А Н О К С И И И С У Б С Т Р А Т Н О Г О Г О Л О Д А Н И Я 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Несмотря на многочисленные иссле-
дования ответной реакции лизосомно-
го аппарата клеток, в том числе и ге-
патоцитов, на экстремальные воздей-
ствия (гипоксию, аноксию, ишемию 
и т .д.) , остается неясным значение 
циклических нуклеотидов в регуляции 
этого процесса. Имеются сведения о 
стабилизирующем действии цАМФ на 
мембраны лизосом, однако они осно-
ваны на экспериментах, выполненных 
при воздействии на целостный орга-
низм [3, 4, 10] или на изолированный 
орган |12, 23] 

В настоящее время все больше ис-
следований проводится на монослой-
ных клеточных культурах [5, 13, 18]. 
При этом появляется возможность ис-
пользовать достаточно однородную 
кл еточну ю популяцию для изу ч ени я 
м е х а н и з м а д е й с т в и я к а к г о р м о н а л ь -
ных факторов, так и других биологи-
чески активных соединений. Предва* 
рительно нами была охарактеризова-
на модель кислородного и субстрат-
ного голодания на первичной культу-

ре г еп а то ц и то в н о в о р о ж д е н н ы х к р ы с. 
Подобраны такие условия, при кото-
рых в гепатоцитах наблюдались зна-
чительные, но обратимые изменения 
ферментативного аппарата лизосом с 
целью возможной коррекции этих из-
менений. 

Для изучения регуляторного воздей-
ствия цАМФ на стабильность лизо-
сомиых мембран и как следствие из-
менения активности лизосомных фер-
ментов можно использовать различ-
ные экспериментальные подходы: во-
первых, воздействовать на уровень 
цАМФ, изменяя условия инкубации 
клеток; во-вторых, искусственно регу-
лируя уровень цАМФ путем введения 
экзогенного цАМФ. 

Целью настоящей работы явилось 
изучение взаимосвязи между состоя-
нием лизосомного аппарата гепатоци-
тов и содержанием внутриклеточного 
цАМФ. Исследовали также возмож-
ность коррекции нарушений лизосом-
ного аппарата с помощью цАМФ, за-
ключенного в липосомы. 
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М е т о д и к а 
Культуру гепатоцитов получали из печени 

1 - -2-дневных крыс. Печень мацерировали в 
0,05 % растворе коллагеназы, приготовленном 
на среде 199 с добавлением 10 мМ Hepes, 
20 мМ Na пирувата при 37 °С в течение 1ч. 
Гепатоциты рассеивали в стеклянные чашки 
Петри, покрытые желатином, из расчета 
1 млн клеток в 1 мл среды. Клетки выращи-
вали в среде 199 с добавлением 10 мМ 
I I E P E S , 0,03 % глутамина и 5 % эмбрио-
нальной телячьей сыворотки при 37 °С в атмо-
сфере, содержащей 5 % С0 2 . Через 4 ч после 
посева неприкрепившиеся и нежизнеспособные 
клетки удаляли путем смены среды. Среду ме-
няли 1 раз в сутки. 

Моделирование аиоксии и субстратного го-
лодания (метаболической ишемии) проводили 
па культуре гепатоцитов после 3 сут культи-
вирования. В это время ома представлена 
большими монослойными колониями, смыка-
ющимися по периферии, и отдельно лежа-
щими клетками. При этом гепатоциты состав-
ляли 70—80 % от общего количества клеток. 
Д л я моделирования аиоксии культуру гепа-
тоцитов в ростовой среде помещали в термо-
статируемую (37°С) газопроточную камеру 
под постоянным протоком азота. При модели-
ровании субстратного голодания ростовую 
среду заменяли па солевой раствор Хепкса, со-
д е р ж а щ и й 20 мМ I I E P E S рН 6,9. После ин-
кубации в атмосфере азота раствор Хепкса 
заменяли на ростовую среду и проводили ре-
абилитацию культуры в термостате при 37 °С 
при нормальной аэрации в течение 1 ч. 

Д л я приготовления гомогеиатов клетки пос-
ле промывки 0,25 М сахарозой собирали с по-
верхности чашек полихлорвиниловым скреб-
ком в раствор 0,25 М сахарозы рН 7,4, со-
д е р ж а щ и й 1 мМ ЭДТА. Конечное разведе-
ние — 5 млн клеток в 1 мл. 

Полученную суспензию клеток гомогенизи-
ровали в механическом гомогенизаторе (теф-
лон-тефлон) в течение 10 с на холоде в ле-
дяной бане. В гомогенате определяли общую 
активность кислой фосфатазы. 

Гомогеиат подвергали дифференциальному 
центрифугированию. Надосадочную жидкость, 
освобожденную от ядер и тяжелых митохонд-
рий, центрифугировали при 100 000 g 30 мин. 
Полученный осадок ресуспендировали в 
0,25 М сахарозе, инкубировали 30 мин при 
4 °С с тритоном Х-100 в конечной концентра-
ции 0,1 % и в этой фракции определяли свя-
занную активность кислой фосфатазы. В па-
досадочной жидкости определяли активность 
свободного фермента. 

Активность кислой фосфатазы определяли 
спектрофотомстрически, используя в качестве 
субстрата п-нитрофепилфосфат [2]. 

Содержание цАМФ измеряли радиоиммуно-
логическим методом с помощью наборов го-
товых реактивов — Cyclic A M P I m m u n o a s s a y 
Kit (1 2 5I) . цАМФ экстрагировали 0,1 M охлаж-
денной НС1 после разрушения клеток двукрат-
ным замораживанием — оттаиванием (от 
—70 °С до + 4 ° С ) . 

Малые одноламелляриые липосомы, содер-
ж а щ и е цАМФ или ( 3 Н)-цАМФ, получали по 
методу [21] с небольшой модификацией. Фос-
фатидилхолин, холестерин и цетилтриметилам-

|Монийбромид в молярных соотношениях 7 : 3 : 1 
использовали д л я приготовления липидиой" 
пленки. Липосомы с цАМФ или ( 3 Н ) - ц А М Ф 

отделяли от песвязавшегося нуклеотида с по-
мощью гель-фильтрации па колонке ( 1 x 3 0 см) 
с сефадексом G-50. Эффективность включения 
(т .е . отношение цАМФ, инкапсулированного в 
липосомы, к общему количеству цАМФ, ис-
пользованного для приготовления суспензии) 
составила в среднем 1,9 - 2 % . В опытах ис-
пользовали липосомы, содержащие цАМФ в 
концентрации 0,2 мкМ на 1 мг фосфатидил-
холина. 

Липосомы с FiTC-дскстраном были приго-
товлены по аналогичной методике. Суспензию 
липосом с FiTC-декстрапом добавляли из рас-
чета 0,05 мл на I мл культуралыюй среды 
(0,30 мкМ фосфатидилхолина/0 ,15 мг FiTC-
декстрана) . В контрольные чашки добавляли 
свободный FiTC-декстран (1,5 мг па I мл 
культуралыюй среды). После 1 ч инкубации 
образцы клеточных культур отмывали от ин-
кубационной среды и просматривали под 
флюоресцентным микроскопом МЛ-2. 

Содержание белка в гомогеиатах клеток из-
меряли по методу [25]. В осадке ядер опре-
деляли Д Н К по методу Д и ш е [1]. Содержа-
ние неорганического фосфата в липосомах 
определяли по модифицированному методу 
Фиске — Субарроу. 

Цифровой материал обработан статистиче-
ски с помощью критерия Стьюдента. 

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

ГЗ работе сделана попытка исследо-
вать активность ферментов лизосом в 
культуре гепатоцитов в условиях, при-
ближенных к патологии печени in 
vivo. При этом учитывали характер-
ные для ишемии черты — недостаток 
кислорода, субстратов и закисление 
среды [13]. Культуру гепатоцитов ин-
кубировали в условиях аиоксии в со-
левом растворе Хенкса рН 6,9. С це-
лью выяснения обратимости наруше-
ний, вызываемых аноксическим воз-
действием, культуру гепатоцитов пос-
ле метаболической ишемии возвраща-
ли в нормальные условия культивиро-
вания (так называемая реабилитация: 
инкубация клеток в ростовой среде 
рН 7,2, в течение 1 ч при иормоксии). 

Одним из критериев оценки состоя-
ния мембран лизосом является вели-
чина соотношения свободной и связан-
ной активности кислых гидролаз. При 
многих экстремальных состояниях (ги-
поксия, ишемия, экспериментальный 
инфаркт миокарда и т.д.) нарушается 
стабильность лизосомных мембран, что 
сопровождается повышением свобод-
ной и одновременным снижением ак-
тивности кислых гидролаз во фракции, 
обогащенной лизосомами (связанная 
активность) [4 ,9 ] . 

На рис. 1 представлено изменение 
свободной и связанной активности 
кислой фосфатазы, маркерного фер-



Рис. 1. Активность кислой фосфатазы (в мкмоль 
расщепленного субстрата на 1 мг Д И К за 
I мип) в первичной культуре гепатоцитов при 
анокеии и субстратном голодании, в услови-
ях реабилитации и при добавлении липосом 

с цАМФ. 
Светлые столбики — свободная, столбики со штрихов-

кой связанная активность кислой фосфатазы. 

мента лизосом, в первичной культуре 
гепатоцитов новорожденных крыс в 
условиях анокеии на фоне субстратно-
го голодания, а также при последую-
щей реабилитации. Инкубация гепа-
тоцитов в солевом растворе Хенкса 
(субстратное голодание) в условиях 
анокеии в течение 20 мин приводила 
к двукратному увеличению свободной 
активности кислой фосфатазы. Удли-
нение срока анокеии до 60 мин вызы-
вало дальнейший прирост свободной 
активности. Повышение свободной ак-
тивности кислой фосфатазы может 
свидетельствовать о дестабилизации 
мембран лизосом. Одновременное воз-
растание связанной активности кислой 
фосфатазы, по-видимому, может отра-
жать как процесс активации фермента 
в лизосомах, так и стимуляцию функ-
ции лизосомного аппарата за счет об-
разования первичных лизосом [23]. 

В период реабилитации свободная 
активность кислой фосфатазы имеет 
тенденцию к снижению, а связанная — 
резко возрастает. При этом соотноше-
ние свободной и связанной активно-
сти, составляющее в контроле 0,66, а 
на фоне анокеии и субстратного голо-
дания— 1,47, в условиях реабилита-
ции приближается к контрольному 
уровню — 0,81. Полученные результа-
ты свидетельствуют об обратимости 
изменений, происходящих в гепатоци-
тах за 1 ч кислородного и субстратно-
го голодания. Снижение свободной и 
повышение связанной активности кис-
лой фосфатазы при реабилитации мо-
жет свидетельствовать о стабилизации 

мембран лизосом. Одновременное воз-
растание как свободной, так и связан-
ной активности фермента свидетельст-
вует в пользу более сложных измене-
ний лизосомного аппарата (ускорение 
созревания первичных лизосом, изме-
нение их локализации в клетке) или 
активации кислой фосфатазы. 

На рис. 2 показана динамика уров-
ня цАМФ в культуре гепатоцитов в 
период анокеии и реабилитации. Пос-
ле смены ростовой среды на раствор 
Хенкса и начала анокеии происходит 
постепенное снижение с о д е р ж а н и я 
внутриклеточного цАМФ, достигающее 
к 15 мин анокеии 50% о т исходного 
уровня. Затем уровень цАМФ повы-
шается и к 60 мин анокеии и субст-
р а т н о г о голодания превышает конт-
рольный. Реабилитация, т. е. замена 
солевого раствора Хенкса на ростовую 
среду с добавлением 5 % сыворотки 
и восстановление нормальной аэра-
ции, приводит к резкому подъему 
уровня цАМФ уже через 5 мин после 
прекращения анокеии и субстратного 
голодания. Резкий подъем уровня 
цАМФ отмечался на коротком времен-
ном промежутке, и уже к 15 мин реа-
билитации содержание цАМФ в гепа-
тоцитах практически не отличалось от 
контрольного. Резкому повышению 
свободной активности фермента, от-
р а ж а ю н^е й де стабили за ц и ю м е м б р а и 
лизосом, предшествует снижение 
уровня цАМФ. Напротив, подъем 
внутриклеточного уровня цАМФ в 
условиях реабилитации предшеству-
ет снижению свободной и повышению 

/ п 

Рис. 2. Изменение уровня цАМФ (в % к конт-
ролю) в первичной культуре гепатоцитов при: 
анокеии и субстратном голодании и последую-

щей реабилитации. 
По оси абсцисс — время (в мин). / — анокеии, II — 

реабилитация . 
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К ст. Николаева и соавт. 

К ст. Никулиной и соавт. 

Рис. 3. Выявление флюоресцентного свечения в гепатоцитах при инкубации клеточных 
культур с липосомами, нагруженными флюоресцентным метчиком Гч'ТС, пришитым к 

высокомолекулярному носителю — декстрану (об. 70, ок. 5). 

В-сы мед. химии № 5 



связанной активности кислой фосфа-
тазы. Таким образом, корреляция 
между изменением концентрации 
цЛМФ и величиной соотношения сво-
бодной и связанной активности кис-
лой фосфатазы позволяет говорить о 
существовании цАМФ-опосредован-
ной регуляции состояния лизосомно-
го аппарата в гепатоцитах. 

Для проверки выдвинутого предпо-
ложения было исследовано измене-
ние свободной и связанной активно-
сти кислой фосфатазы в условиях 
аноксии и субстратного голодания на 
фоне повышенного содержания 
цАМФ. Инкубацию гепатоцитов про-
водили в присутствии липосом, со-
держащих цАМФ. Для повышения 
внутриклеточного содержания цАМФ 
обычно используют дибутирильные 
или другие аналоги цАМФ [8, 15, 
28]. Однако действие этих веществ 
нельзя рассматривать как абсолютно 
и д е н ти ч н ое ц А М Ф. 'Г а к, ди бути р и л-
цАМФ не гидролизуется фосфодиэс-
теразой и может накапливаться в 
клетке [16]. Известно, что для прояв-
ления действия цАМФ достаточно 
кратковременного повышения его 
уровня [11]. Применение липосом в 
качестве носителя цАМФ имеет ряд 
преимуществ — возможность пре-
одоления клеточного барьера для 
цАМФ, доставка содержимого липо-
сом непосредственно в цитоплазму 
клетки, а в случае эндоцитозного за-
хвата липосом клеткой локальное по-
вышение концентрации цАМФ вблизи 
лизосом. 

В работе использовали малые од-
ноламеллярные положительно заря-
женные жидкие липосомы. Данные о 
механизме их взаимодействия с ге-
патоцитами довольно противоречивы 
[7]. Имеются сведения о непосредст-
венном попадай и и со д е р ж и м о го та-
ких липосом в цитоплазму [22]. По-
лученные липосомы анализировали 
методом электронной микроскопии. 
Они имеют средний диаметр около 
300 А Более 95 % липосом составля-
ли одноламеллярные везикулы. 

Для изучения возможности проник-
новения содержимого липосом внутрь 
«легок использовали липосомы с 
флюоресцентным метчиком (FiTC), 
пришитым к высокомолекулярному 
носителю — декстраиу (мол. масса 
40 кД). Инкубация гепатоцитов с 
о д 11 о л а м е л л я р н ы м и п о л о ж и те л ь и о 
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заряженными липосомами, нагружен-
ными FiTC-декстраном, в течение 1 ч 
приводила к появлению флюорес-
центного свечения цитоплазмы. Бо-
лее ярко светились округлые включе-
ния, по локализации и размеру соот-
ветствующие лизосомам. Ядра оста-
вались темными (рис. 3, см. вклейку). 
При инкубации гепатоцитов с FiTC-
декстраном, не заключенным в липо-
сомы, клетки оставались без измене-
ний и не приобретали свечения, что 
подтвердило неспособность свободно-
го декстрана проникать внутрь клет-
ки. Результаты этой серии опытов 
показали, что приготовленные липосо-
мы транспортируют FiTC-декстран 
непосредственно в цитоплазму гепа-
тоцитов. 

Инкубация культуры гепатоцитов с 
липосомами, содержащими цАМФ, в 
течение 1 ч приводит к повышению 
внутри клеточной ко 11 центрации 
цАМФ на два порядка (контрольный 
уровень до добавления липосом 
0,127±0,05 пмоль па 1 мг белка, по-
сле инкубации с липосомами, нагру-
женными цАМФ, 12,05 ±1,13 нмоль 
па 1 мг белка). Клетки при этом 
сохраняют нормальную морфологию 
и жизнеспособность, что определяли 
по выведению из них трипанового 
синего [13]. Добавление липосом 
без цАМФ также приводило к повы-
шению внутриклеточного уровня 
цАМФ (1,035±0,59 нмоль на 1 мг 
белка). Имеются данные об изменении 
активности ферментов плазматиче-
ских мембран, в том числе аденилат-
циклазы, под действием липосом 
[19]. По-видимому, значительный 
прирост содержания цАМФ при 
контакте липосом с цАМФ с ге-
патоцитами объясняется суммиро-
ванием эффектов от воздействия самих 
липосом и введения экзогенного 
цАМФ. 

При инкубации гепатоцитов с ли-
посомами, содержащими цАМФ, в 
условиях аноксии в течение 1 ч (ко-
нечная ко 11 цент р а ци я л и посо м н о го 
цАМФ в среде инкубации составляла 
10 -7—IQ-6 д/\) повышалась связанная 
активность кислой фосфатазы по 
сравнению с этой же активностью 
при аноксии и субстратном голодании 
без добавления липосом. Соотноше-
ние свободной и связанной активно-
сти приближалось к контрольной ве-
личине. Из м е 11 е п ия а ктивности кис-



лом фосфатазы при добавлении ли-
посом аналогичны изменениям, про-
исходящим в процессе реабилитации. 
Полученные данные свидетельствуют 
о выраженном защитном и стабили-
зирующем эффекте цАМФ на лизо-
сомпые мембраны. Однако тот факт, 
что величина свободной и связанной 
активности кислой фосфатазы на фо-
йе липосом и в условиях реабилита-
ции в 2 раза превышает контроль-
ную, свидетельствует о сложном вли-
янии цАМФ па изменения активности 
лизосомного аппарата. 

Одной из точек приложения цАМФ 
в регуляции лизосом может быть ста-
билизация мембран посредством фос-
форилирования их структурных ком-
понентов цАМФ-зависимыми проте-
ин кип аза ми [14]. Можно предполо-
жить опосредованное участие цАМФ 
в регуляции активности Mg2+-AT-
Фазы — протонного насоса, локали-
зованного в мембранах лизосом и 
обеспечивающего оптимальный кис-
лый рН внутри этих оргаиелл [20, 
24]. 

В литературе есть данные о воз-
можности фосфорилирования кис-
лых гидролаз и белков лизосомных 
мембран с участием цАМФ-зависи-
мых протеинкиназ [17]. Не исключа-
ется участие данного механизма в 
регуляции функций лизосом, особен-
11о п р и патологических состояииях. 
Нельзя исключить, что под влиянием 
цАМФ происходит активация образо-
вания и транспорта первичных лизо-
сом. Показано, что цАМФ-зависимые 
протеи и ки пазы участвуют в фосфо-
рилировании тубулина микротрубо-
чек [11], которые в свою очередь ак-
тивизируют движение и выход пер-
вичных лизосом из аппарата Гольд-
жи. 11е исключено также участие 
цАМФ в регуляции созревания лизо-
сом на более ранних этапах: синте-
зе молекул ферментов, процессииге 
мР11 К, сборке функционально актив-
ных рибосом [26, 27]. 
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ALTERATIONS IN CYCLIC AMP LEVEL AND 
ACID P H O S P H A T A S E ACTIVITY IN PRIMA-
RY MONOLAYER HEPATOCYTE CULTURE 
O F NEW BORN RATS UNDER CONDITIONS 
OF ANOXIA AND SUBSTRATE DEPRIVA-

TION 

5 . E. Nikulina, O. Y. Krylova, Т. M. Goncha-
retiko, N. S. Sivolins/шуа, E. D. Poiyakova, 

B. F. Korovhin 

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

Acid phosphatase activity and cAMP level 
were studied in pr imary hepatocyte culture of 
new born ra ts under conditions of anoxia and 
subs t ra te deprivation (incubation of the cells in 
Hanks salt solut ion) . Incubation of hepatocytes 
in Hanks salt solution within one hour under 

conditions of anoxia caused a s ignif icant in-
crease in free (cytosolic) enzyme activity. Sub-
sti tution of Hanks salt solution by normal tis-
sue culture medium and reoxygenatiori af ter 
I hr anoxia resulted in a decrease of free acid 
phosphatase activity, whereas activity of the 
enzyme in lysosomal fraction was increased. 
Content of cAMP was decreased distinctly af ter 
15 min incubation of hepatocyte culture under 
conditions of anoxia and subs t ra te deprivation 
and was increased above control values within 
5 min of reoxygenat ion and substi tut ion of 
Hanks salt solution by normal t issue culture 
media. Addition of cAMP-containing liposomes 
to hepatocyte culture under these experimental 
conditions led to a decrease in free acid 
phosphatase activity and to an increase of the 
enzyme activity in lysosomal fraction. cAMP 
appears to modula te the lability of hepatocyte 
lysosomal membrane. The mechanisms involved 
in these processes are discussed. 
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В Л И Я Н И Е Т И М О П Т И Н А Н А П Р О Ц Е С С 
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гормональных препаратов, Москва 

Фибринолиз как один из важней-
ших процессов ограниченного протео-
лиза, кроме своей основной специфи-
ческой роли, выполняет многочислен-
ные другие физиологические функции, 
находясь под регулирующим влияни-
ем нервной и гуморальных систем ор-
ганизма. 

В настоящее время большое внима-
ние уделяется исследованию неспеци-
фических регуляторных воздействий. 
К их числу можно отнести действие 
факторов иммунной системы |9, 10]. 
О взаимосвязи иммунной и фибрино-
литической систем свидетельствуют 
данные литературы | 13, 14]. Известны 
представления о так называемом «им-
мунологическом надзоре» за система-
ми ограниченного протеолиза (гемо-
стаза, фибринолиза, к а л ли кр еи и - к ии и -
новой системой, компонентов компле-
мента), осуществляемом тимусом по-
средством его гормонов (тимозины, 
тимопоэтины и др.). [4, 6]. 

Целыо данной работы явилось даль-
нейшее изучение взаимосвязи иммун-
ной и фибринолитической систем -
исследование действия тимоптииа, од-
ного из тимусных пептидных препара-
тов, на процесс ферментативного фиб-
ринолиза. 
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М е т о д и к а 

Использовали препарат тимоптин, получен-
ный но ВНИИ технологии кровезаменителей и 
гормональных препаратов. Тимоптин представ-
ляет собой комплекс полипептидов, выделен-
ный из тимуса млекопитающих. Исследовали 
2 дозы препарата: 0,1 мкг/200 г и 1 мкг/200 г 
в соответствии с рекомендациями разработчи-
ков препарата [3]. 

Белым беспородным крысам, разделенным 
на 3 группы, препарат вводили однократно 
внутривенно в яремную вену, многократно 
внутримышечно — ежедневно в течение 5 дней, 
а также подкожно — 5 инъекций через день. 

В опытах по изучению предполагаемого 
действия тимоптииа, предупреждающего тром-
бообразоваиие после курса подкожных или 
внутривенных инъекций (5 раз по 0,1 мкг/ 
200 г), проводили тромбиновую пробу. Тром-
бин вводили в большой дозе (100—200 ед.), 
вызывающей гибель 50 % контрольных живот-
ных. Затем тромбин инфузировали подопытным 
животным в соответствии с их массой и под-
считывали процент погибших крыс. 

В опытах по изучению предполагаемого 
тромболитического действия тимоптииа ис-
пользовали модель тромбоза в яремной вене. 
У животных под амииазиновым наркозом 
(I мл 2 ,5% раствора аминазина внутрибрю-
шинно) образовывали тромб, вводя в изолиро-
ванный сегмент вены 0,02 мл тромбина с ак-
тивностью 40 ед/мл. Степень лизиса рассмат-
ривали как максимальную ( 1 0 0 % ) в случае 
полного растворения тромба либо как частич-
ную, которую выражали величиной оста вше-
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