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P R O P E R T I E S O F M O N G O L I A N G E R B I L S 
BRAIN M O N O A M I N E O X I D A S E D U R I N G 

C E R E B R A L I S C H E M I A 

/. A. Goroshinskaya, T. Slojanovic, D. V. Micic, 
В. B. Mrsuija 

Ins t i tu te of Biology, S ta t e Universi ty, Rostov-
on-Don, Ins t i tu te of Biochemistry, Be lgrade 

Iniversi ty, Yugoslavia 

Proper t ies of monoamine oxidase (MAO) 
were invest igated in mongol i an gerbils brain 
mitochondria isolated from cerebral cortex, 
s t r i a tum and hippocampus d u r i n g cerebral is-
chemia. 5 min of ischemia caused inhibition of 
MAO activity (kynuramine as a subs t r a t e ) , 
a l t e ra t ions in subs t r a t e spesifici ty and in kine-
tic curves form deflexion f rom hyperbolic type 
in all the brain s t ruc tures invest igated. Altera-
t ions in propert ies of MAO were observed in 
h ippocampus a l ready af te r I min of ischemia. 

У Д К 615.919:598.12]. 017:615.273.53 

С. AT. Струкова, A. E. Коган, A. A. Tара, А. А. Аавцксаар 

П Р О Т И В О Т Р О М Б О Т И Ч Е С К И Й Э Ф Ф Е К Т А К Т И В А Т О Р А 
П Р О Т Е И Н А С И З З М Е И Н О Г О Я Д А 

Кафедра физиологии человека и животных МГУ им. М. В. Ломоносова, сектор биохимии 
И Х Б Ф АН ЭССР, Таллинн 

Протеин С — витамин К-зависимый 
белок, циркулирующий в крови в ви-
д с п р оф е р м с н т а — п р е д ш ест в е и н и к а 
се рино в о й протеи назы [ 11]. А кт ив а-
дин протеина С в организме происхо-
дит под действием тромбина, который 
отщепляет от него 14-членный (в слу-
чае протеина С из крови быка) пеп-
тид, превращая белок в активную фор-
му [7]. Этот процесс происходит при 
участии рецептора тромбина — тром-
бомодулина, расположенного на эндо-
телии сосудов и ускоряющего актива-
цию протеина С на 3 порядка [5]. 
Активированный протеин С тормозит 
свертывание крови, расщепляя проко-
агулянтные факторы крови V, Va, 

VIII, Vi l la [9| и, следовательно, яв-
ляется антикоагулянтом. Кроме того, 
активированный протеин С обладает 
п р оф и б р и н о л и т и чески м и свойствами, 
участвуя в высвобождении тканевого 
а кт и в а то р а п л а з м и н ore н а [ 4 ]. 

Наследственная недостаточность 
протеина С сопровождается высоким 
риском возникновения тромботических 
и т р ом б оэ м б о л и ч ее к и х ос л ожн е н и й 
[6]. Однако тромботическис осложне-
ния при инфаркте миокарда, диабете 
[13], нефротическом синдроме [10] не 
сопровождаются активацией протеина 
С в крови. В связи с этим поиск экзо-
генных активаторов протеина С пред-
ставляется весьма актуальным. 
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Недавно был получен активатор 
протеина С из яда щитомордника и 
использован для определения количе-
ства протеина С в плазме крови чело-
века [12]. Однако до сих пор не изу-
чалось влияние экзогенного активато-
ра протеина С на систему гемостаза 
на уровне целостного организма. 

Целью настоящей работы были ис-
следование механизмов влияния акти-
ватора протеина С из змеиного яда 
на систему гемостаза крыс и изучение 
его противотромботической активно-
сти. 

М е т о д и к а 

Активатор протеина С из яда щитоморд-
ника получали по методу |12] в нашей мо-
дификации. Препарат был гомогенен при 
электрофорезе и имел ,мол. массу 44 кД. 
Протеин С из крови быка получали согласно 
методу [ И ] . Белок имел мол. массу 62 к Д 
и содержал незначительную примесь протром-
бина. Активацию протеина С препаратом из 
змеиного яда проводили, инкубируя 50 мкл 
(300 мкг /мл) протеина С с активатором в 
различной концентрации при 37 °С в 0,05 М 
трис-НСЬбуфсрс рН 7,5. Активность активи-
рованного протеина С регистрировали по 
БАЭЭ-эстеразной активности (БАЭЭ «Реанал», 
Венгрия) и по удлинению активированного 
частичного тромбопластинового времени 
(АЧТВ) плазмы крови человека. Удлинение 
АЧТВ определяли следующим образом: 50 мкл 
(300 мкг /мл) протеина С инкубировали 5 мин 
при 37 °С с равным объемом раствора актива-
тора в различной концентрации, затем добав-
ляли 0,1 мл плазмы крови человека, 0,1 мл 
каолинкефалиновой смеси и через 1 мин — 
0,1 мл 0,03 М раствора СаС12. Продукты ре-
акции протеина С с активатором анализирова-
ли методом электрофореза в 1 0 % ПААГ в 
присутствии додецилсульфата натрия (ДС) 
[8]. Инкубировали 50 мкл (300 мкг /мл) про-

теина С с 10 мкл (250 мкг /мл) активатора 
при 37 °С. Через 5, 30 и 60 мин реакцию в 
соответствующих пробах останавливали кипя-
чением с Д С в течение 3 мин. Фибриноген-
свертывающую активность активатора протеи-
на С исследовали, инкубируя 0,2 мл 
(250 мкг /мл) активатора с 0,2 мл 0,3 % рас-
твора фибриногена (Каунасское предприятие 
бакпрепаратов) в течение 30 мин при 37 °С. 
Активность активатора протеина С по отноше-
нию к факторам V и VI I I исследовали с по-
мощью плазмы, дефицитной по факторам V 
или VII I («Dade», Швейцария) , по методу, 
рекомендуемому фирмой «Dade». В качестве 
источника фактора V или VII I использовали 
плазму, адсорбированную на цитрате бария, 
которую затем инкубировали с равным объе-
мом активатора (250 м к г / м л ) . Активность 
активатора протеина С по отношению к плаз-
мииогену и фибринолитическую активность 
изучали на пластинах стабилизированного 
фибрина по методу [3]. Изменение АЧТВ 
плазмы крови крысы регистрировали в систе-
ме, содержащей 0,1 мл плазмы крови крысы, 
0,1 мл раствора активатора в различной кон-

центрации, 0,1 мл каолинкефалиновой смеси, 
к которой через 1 мин инкубации добавляли 
0,1 мл 0,03 М раствора СаС12. Способность 
активатора превращать протромбин плазмы 
крови в тромбин исследовали, инкубируя акти-
ватор (250 мкг /мл) с плазмой крови и реги-
стрируя время свертывания плазмы. 

В опытах in vivo исследовали динамику 
действия активатора протеина С на состояние 
свертывающей системы крови (21 белая крыса 
массой тела 200—250 г) . Под барбамиловым 
наркозом (80 мг/кг) крысам в яремную вену 
вводили 100 мкг активатора на 1 кг массы 
тела в 0,5 мл физиологического раствора . 
Контрольным животным вводили только физио-
логический раствор. Кровь для исследования 
брали из яремной вены с 0,11 М раствором 
цитрата натрия в отношении 9 : 1 до введе-
ния активатора и через 1, 10, 30, 60 и 90 мин 
после введения. В пробах крови определяли 
АЧТВ и тромбиновое время по общепринятым 
методам, активность фактора V одностадий-
н ы м методом с плазмой, дефицитной по фак-
тору V («Dade», Швейцария) . Активность ак-
тиваторов плазминогена определяли по мето-
НУ |3 | -

Антитромботическое действие активатора 
протеина С исследовали в экспериментах на 
крысах, провоцируя тромбообразование введе-
нием тромбопластина. Под барбамиловым 
наркозом 10 крысам массой тела 120—150 г 
внутривенно вводили 100 мкг /кг активатора , 
а через 1 мин — летальную дозу раствора 
тромбопластина (1,2 мл с активностью 22 с). 
Контрольным животным (10 крыс) вместо ак-
тиватора до введения тромбопластина вводи-
ли физиологический раствор. Регистрировали 
количество летальных исходов в опыте. 

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

Исследовал и в л ияни е акт ив атор а 
протеина С в широком диапазоне кон-
центраций на состояние системы свер-
тывания крови in vitro. 

Рис. 1. Зависимость АЧТВ плазмы крови кры-
сы от концентрации активатора протеина С„ 

инкубированного с плазмой. 
По оси абсцисс — концентрация активатора, мкг/мл; 

по оси ординат — АЧТВ, с. 

б — зависимость АЧТВ плазмы крови челове-
ка от концентрации активатора, инкубирован-
ного с протеином С из крови быка и добав-

ленного к исследуемой плазме. 
По оси абсцисс — концентрация активатора, мкг /мл ; 

по оси ординат — АЧТВ, с. 
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Рис. 2a — зависимость эстеразиой активности 
активированного протеина С из крови быка от 
концентрации активатора , инкубируемого с 

раствором протеина С. 
По оси абсцисс — концентрация активатора, мкг/мл; 
по оси ординат — эстеразная активность активиро-

ванного протеина С, мА2г,з/мин. 

Из рис. I видно, что активатор про-
теина С в концентрации от 2,5 до 50 
м к г/м л в ы з ы в а л доз оз а в и с и м ое уд л и -
11 е 11 и с А Ч Т В п л а з м ы к р о в и к р ы с ы. 
Этот эффект, по-видимому, обуслов-
лен активацией протеина С плазмы. 
Действительно, из рис. 2, а и б видно, 
что активатор протеина С при инкуба-
ции с протеином С из плазмы крови 
быка в концентрации 300 мкг/мл при-
водил к дозозависимой активации про-
теина С, которую регистрировали по 
появлению эстеразной активности ак-
тивированного протеина С и по спо-
собности активированного протеина С 
удлинять ЛЧТВ плазмы крови челове-
ка. 

Доказательством прямого действия 
активатора на протеин С служит 
электрофоретический анализ продук-
тов реакции активатора протеина С с 
протеином С. Из рис. 3 видно, что ак-
тиватор протеина С при инкубации с 
протеином С в 0,05 М трис-HCl-буфе-
ре рН 7,5 при 37°С вызывал ограни-
ченный протеолиз протеина С и появ-
ление продукта с молекулярной мас-
сой 60 кД, который идентифицирован 
как активированный протеин С при 
сравнении его электрофоретической 
подвижности с подвижностью активи-
рованного протеина С, полученного 
при активации протеина С эндоген-
ным активатором тромбином. Анализ 
продуктов гидролиза протеина С акти-
ватором показал, что в течение пер-
вых 5 мин инкубации активируется 
большая часть протеина С; к 30-й ми-
нуте активация практически заверша-
ется. При 60-минутной инкубации про-
теина С с активатором не наблюдали 
появление низкомолекулярных продук-
тов. Можно полагать, что деградации 
активированного протеина С не проис-

ходит, и активатор вызывает только 
ограниченный протеолиз протеина С 
по связи Arg— 14 — I leu— 15, ка к и в 
случае протеолиза протеина С тром-
бином. Отсутствие тромбина среди 
продуктов протеолиза свидетельству-
ет, что протромбин, присутствующий в 
качестве примеси в препарате протеи-
на С, протеолизу активатором не под-
вергается. 

При исследовании влияния актива-
тора на другие белки плазмы крови 
установлено, что активатор протеина 
С в концентрации 250 мкг/мл не акти-
вирует и не инактивирует факторы V 
и VIII (см. раздел «Методы») плазмы, 
не проявляет способности свертывать 
0,3 % раствор фибриногена и плазму 
крови, не вызывает лизис стабилизи-
рованного фибрина и не активирует 
плазминоген при исследовании по ме-
тоду [3]. Вместе с тем в этой же кон-
центрации активатор расщепляет 1600 
мкмоль протеина С на 1 мг актива-
тора. 

На основании данных, полученных 
in vitro, можно полагать, что актива-
тор достаточно специфично активирует 
протеин С. 

Рис. 3. Электрофоретический анализ продук-
тов активации протеина С из крови быка ак-

тиватором. 
1 — активатор; 2 — протеин С; 3, 4, 5 — инкубация 
протеина С с активатором в течение 5, 30 и 60 мин 

соответственно. 
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Рис. 4. Динамика изменений АЧТВ, уровня 
активаторов плазминогена, активности факто-
ра V и тромбииового времени при внутривен-
ном введении крысам активатора протеина С. 
По оси абсцисс — время, мин; по оси ординат 
изменение в процентах от исходного уровня АЧТВ 
( / ) , уровня активаторов плазминогена (2), активно-
сти фактора V (3) и тромбииового времени (4). Звез-

дочка — р<0,01. 

В следующей серии экспериментов 
исследовали влияние активатора про-
теина С на состояние системы сверты-
вания крови при его внутривенном 
введении здоровым животным (рис. 
4). Установлено, что активатор проте-
ина С в концентрации 100 мкг/кг вы-
зывал удлинение АЧТВ до 242±80 % 
через 1 мин после введения; уровень 
активаторов плазминогена повышался 
до 145±29%, а концентрация факто-
ра V снижалась до 57±14 %. Тромби-
новое время плазмы крови не изменя-
лось. Через 60—90 мин АЧТВ и уро-
вень активаторов плазминогена воз-
вращались к исходным, а концентра-
ция фактора V через 1,5 ч оставалась 
пониженной (75±21 %). Можно пола-
гать, что удлинение АЧТВ и повыше-
ние фибринолитической активности 
крови не обусловлены появлением в 
крови гепарина, поскольку тромбино-
вое время плазмы крови у животных 
в ходе опыта оставалось неизменным. 

Поскольку внутр и венмое введение 
а кт и I * и ров а н н ого п р оте и н а С ж и вот-
ным также обусловливает существен-
ное удлинение АЧТВ, снижение актив-
ности фактора V и повышение уровня 
активаторов плазминогена [1], т. е. 
результаты, качественно сходные с 
полученными при введении активатора 
протеина С, и на основании приведен-
н ых в ыше |)езультатов исслсдова н ий 

in vitro мы полагаем, что введенный 
животным активатор активирует про-
теин С, а образующийся активирован-
ный протеин С определяет снижение 
прокоагулянтного и повышение фиб-
ринолитического потенциала крови. 

Учитывая высокий антикоагулянт-
ный эффект активатора протеина С, 
мы предположили, что он будет ока-
зывать антитромботическое действие в 
экспериментах по индукции тромбооб-
разования введением животным тром-
бопластина. В следующей серии опы-
тов крысам на фоне блокады функции 
противосвертывающей системы нарко-
зом [2| вводили 100 мкг/кг активато-
ра протеина С, а через 1 мин—1,2 
мл раствора тромбопластина. Конт-
рольным животным вместо активатора 
вводили физиологический раствор. Ле-
тальность в контрольной группе со-
ставила 100 % , тогда как в опытной 
погибло только 1 животное из 10. Эти 
результаты можно объяснить, исходя 
из предположения, что исследуемый 
фактор активирует протеин С, кото-
рый, во-первых, инактивирует факто-
ры V и VIII и тем самым тормозит 
тромбинообразование, вызванное вве-
дением тромбопластина, и, во-вторых, 
у с и л и 13 а ет ф и б р и и о л и з, и о в ы ш а я в 
крови уровень активаторов плазмино-
гена. 

Таким образом, внутривенное введе-
ние активатора протеина С крысам 
приводит к снижению прокоагулянт-
ной и повышению фибринолитической 
активности крови и предотвращает 
экспериментальное тромбообразование 
при введении тромбопластина. 
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A N T I T H R O M B O T I C E F F E C T O F P R O T E I N С 
ACTIVATOR FROM SNAKE V E N O M 

S. M. Strukova, A. E. Kogan, А. А. Тага, 
A. A. Aaviksaar 

Biological Facul ty, M. V. Lomonosov S ta t e 
Univers i ty Moscow 

Inf luence of the protein С act ivator f rom 
snake venom on blood coagula t ion was studied. 
Incubation of d i f ferent concent ra t ions of the 
act ivator with ra t blood p lasma resulted in a 
dose-dependent pro longat ion of the act ivated 
part ial th romboplas t in t ime (APTT) . C leavage of 
the protein С to the active form was detected by 
electrophoresis . In t r avenous admin is t ra t ion of the 
ac t iva tor (100 m g / k g ) into r a t s led to pro longa-
tion of APTT to 2 4 2 ± 8 0 %, to increase in the plas-
minogen act ivator level to 145±29 % and to 
decrease in the factor V activity to 57=fc l4%. 
When thrombosis was induced by m e a n s of 
adminis t ra t ion of the thromboplas t in lethal 
dose, p re t rea tment with the act ivator prevented 
animal death in 90 % -of cases. The effects of 
the act ivator observed appear to occur via 
t r a n s f o r m a t i o n of the endogenous protein С 
into its active form. 
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В. С. Ахунов, К. Д. Краснопольская, Т. В. Миренбург 

И С П О Л Ь З О В А Н И Е Н А Г Р У З О Ч Н Ы Х Т Е С Т О В С П О М О Щ Ь Ю 
М Е Ч Е Н О Г О G M i - Г А Н Г Л И О З И Д А Д Л Я Д И Ф Ф Е Р Е Н Ц И А Л Ь Н О Й 

Д И А Г Н О С Т И К И О М г Г А Н Г Л И О З И Д О З А 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Москва 

GMi-ганглиозидозы относятся к 
классу наследственных лизосомных 
болезней накопления, для которых ха-
рактерны выраженная генетическая 
гетерогенность и клинический поли-
морфизм [7, 9]. В пределах этой но-
зологической единицы, которая может 
быть точно диагностирована только 
по определению активности мутантно-
го фермента (З-О-галактозидазы (КФ 
3.2.1.23), вычленяют инфантильные, 
ювенильные и взрослые формы, прин-
ципиально различающиеся по тяжести 
клинического течения [7]. Однако на 
уровне энзимодиагностики, которая 
осуществляется с помощью искусст-
венных субстратов (производные п-
нитрофенола и 4-метилумбеллиферо-
на), дифференциация этих клиниче-
ских форм затруднена из-за перекры-
вания уровней активности остаточного 
фермента [9]. Это перекрывание био-
химических фенотипов затрудняет 
прогноз заболевания и особенно ос-
ложняет дородовую диагностику -
единственный эффективный метод про-
филактики некурабельных сублеталь-
ных форм GMi-ганглиозидоза. Для 
дифференциации биохимических фено-
типов GMi-ганглиозидоза нами разра-
ботан нагрузочный тест с 3H-GMi на 
культурах фибробластов больных, по-

зволяющий оценивать функциональную 
активность мутантной p-D-галактози-
дазы. Ранее аналогичный методиче-
ский поход был разработан нами и 
применен для генетически гетероген-
ной группы СМ2-ганглиозидозов. 

М е т о д и к а 
Фибробласты от больных и здоровых лиц 

культивировали стандартными методами [2 | . 
Одна из культур от больного была получена 
из клеточного банка Института медицинской 
генетики АМН СССР от ст. научи, сотрудника 
В. И. Кухаренко. 

Выделение GMj осуществляли из мозга че-
ловека, погибшего от травмы, через 7 ч после 
наступления смерти. Начальные стадии выде-
ления общих ганглиозидов мозга (ОГМ) опи-
саны нами ранее [1]. Водный раствор ОГМ, 
полученный после очистки на колонке с акти-
вированным силикагелем, подвергали метано-
лизу для удаления фосфолипидов [5]. Полу-
ченный препарат т р и ж д ы экстрагировали рав-
ным объемом н-гексана, водную фазу с ОГМ 
диализовали 48 ч при 4 ° С против дистилли-
рованной воды и лиофилизировали. Десиали-
рование проводили с помощью нейраминида-
зы, вводя в инкубационную смесь 8 мг /мл 
лиофилизированных ОГМ, растворенных в 
10 мМ Na-ацетатном буфере (рН 5,6) и 
0,026 е д / м л нейраминидазы из иехолерных 
вибрионов (производство Горьковского Н И И 
эпидемиологии и микробиологии). Инкубацию 
проводили 16 ч при 37 °С, после чего инкуба-
ционную смесь замораживали , лиофилизирова-
ли и осадок, соответствующий 2 мг исходного 
препарата ОГМ, суспендировали в 1 мл ме-
танола. Суспензию помещали на магнитную 
мешалку на 1 ч при комнатной температуре, 
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