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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



УДК 616.13-004-07:616.155.3J-092 

С. Э. Акопов, М. Р. Григорян, Э. С. Габриелям 

НЕКОТОРЫЕ МЕХАНИЗМЫ ИЗМЕНЕНИИ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО 
со сто я н и я П О Л И МО РФ Н О ЯД Е Р 2 а Ы X J1Е и ко ц и то в 

ПРИ АТЕРОСКЛЕРОЗЕ 
Ереванский медицинский институт 

Изменение функционального состоя-
н и я пол иморф ноя дерн ых лей коцитов 
(ПМЯЛ) в настоящее время рассмат-
ривается как одна из причин патоге-
неза нарушений регионарного крово-
обращения. Выброс из ПМЯЛ свобод-
ных радикалов и вазотропных факто-
ров, их агрегация, способность влиять 
на агрегатное состояние крови делает 
внутрисосудистую активацию ПМЯЛ 
весьма опасной в плане развития ва-
зомоторных и тромбоэмболических 
расстройств [2, 15]. Показано, что у 
б о л ь н ы х с на р у ш е н и я м и ко р о н а р н о г о 
и церебрального к р о в о о б р а щ е н и я и а -
блюдаются изменения функционально-
го состояния ПМЯЛ, проявляющиеся, 
в частности, в виде их повышенной 
чувствительности к активирующим 
агентам, на воздействие которых 
ПМЯЛ отвечают мощным респиратор-
ным взрывом с высвобождением значи-
тельных количеств свободных радика-
лов и вазотропных факторов [2—5]. 
Все это требует исследования меха-
низмов, которые приводят к подобным 
изменениям реактивности ПМЯЛ в па-
тологии, причем особое внимание при-
влекает изучение процессов транспор-
та Са24" в ПМЯЛ. Именно с его по-
ступлением из внешней среды и из 
внутриклеточных депо связывают про-
цесс активации ПМЯЛ самыми раз-
личными агентами [8, 9]. 

Цел ь ю н а стоя щей р а бот ы я вил ось 
исследование особенностей процесса 
транспорта Са21" в ПМЯЛ больных 
атеросклерозом сосудов мозга. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на П М Я Л , выде-
ленных из крови 22 больных с церебральным 
атеросклерозом и развившейся на его фоне 
дисциркуляторной энцефалопатией. Контролем 
служила группа из 20 практически здоровых 
лиц. Возраст обследованных колебался от 30 
до 65 лет. 

П М Я Л выделяли из свежей цитратстабили-
зированной крови после осаждения эритроци-
тов декстраном Т-500 [7]. Клетки ресуспенди-
ровали в буфере Михаэлиса, содержащем ] мМ 
СаС12. Рабочая суспензия содержала 500 тыс. 

клеток в 1 мл. Клетки подсчитывали на счет-
чике частиц фирмы «Picoscale» (ВНР) . 

Внутриклеточную концентрацию Са21" оце-
нивали с использованием флюоресцентного 
красителя квина (Quin 2/АМ), обладающего 
высоким сродством к Са2"1", связывание с ко-
торым приводит к многократному увеличению 
квантового выхода хромофора |12, 13]. 

При измерении флюоресцентного параметра 
квина в ПМЯЛ 100 мкл суспензии добавляли 
к 2 мл среды инкубации и регистрировали 
флюоресценцию при длине волны возбуждения 
340 им, флюоресценции 495 мм. Измерения 
проводили на компьютеризованном спектро-
флуориметре RF-500 фирмы «Shimadzu» (Япо-
ния) в кюветах с длиной оптического пути 
1 см. Ширина щелей возбуждения — 5 нм, 
флюоресценции 10 нм. По окончании изме-
рений клетки разрушали в присутствии 1 мМ 
СаС12 дигитоиином (50 мкМ) и замеряли ин-
тенсивность флюоресценции квина при его на-
сыщении кальцием (Fmax), после чего к раст-
вору добавляли МпС12 (0,5 мМ), вытесняю-
щий Са21" из комплекса с красителем и заме-
ряли флюоресценцию квина не связанного с 
Са2"н из комплекса с красителем и замеряли 
флюоресценцию квина не связанного с С а 2 ь 

(Fm\u). Концентрацию Са21" в цитоплазме 
П М Я Л рассчитывали по формуле: 

Са2 + = Ктс. (F - F m i n ) / ( f m a X - П, 

где F — замеренный уровень флюоресценции 
квина в ПМЯЛ, а # д и с = 115 нМ [14]. 

П М Я Л стимулировали 'у-гексахлорцикло-
гексаном (ГХЦГ) , индуцирующим метаболи-
ческий взрыв в клетке с образованием свобод-
ных радикалов, лизосомальных ферментов и 
других биологически активных веществ [11]. 
ГХЦГ добавляли в пробу до конечной кон-
центрации 40 мкМ, что соответствует ЕС25 его 
активирующего д е й ств и я. 

Состояние липидной фазы мембран Г1МЯЛ 
изучали по флюоресценции пирсна, при этом 
исследовали состояние как липидов мембран в 
целом (длина волны возбуждения 334 нм), 
так и их прибелковой зоны (длина волны воз-
буждения 280 нм). Микровязкость мембраны 
характеризовали отношением флюоресценции 
мономеров и эксимеров мирена (FM /F3) соот-
ветственно при длинах воли 470 и 395 нм [6]. 
Исследование проводили на суспензии П М Я Л 
в фосфатном буфере, 106 клеток в 1 мл. 

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

Исследования показали, что в не-
активированных ПМЯЛ уровень иони-
зированного внутриклеточного Са2|~ 
существенно не отличается от кон-
трольных цифр (табл. 1), хотя у не-
которых больных (30%) он был отно-
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Т а б л и ц а I 

Т р а н с п о р т С а - 1 в П М Я Л з д о р о в ы х л и ц и б о л ь н ы х а т е р о с к л е р о з о м 

Группа обследованных 

Базальиая кои-
цеитрация 

внутриклеточ-
ного Са2"1", 

нмоль 

Концентрация 
внутри клеточно-

го Са2 '1 ' после 
стимуляции 

ГХЦГ, и моль 

Уменьшение прироста внутри-
клеточного С а 2 + в присутствии 

модуляторов, % Группа обследованных 

Базальиая кои-
цеитрация 

внутриклеточ-
ного Са2"1", 

нмоль 

Концентрация 
внутри клеточно-

го Са2 '1 ' после 
стимуляции 

ГХЦГ, и моль 
иифедипии п п 2 

Б о л ь н ы е а т е р о с к л е р о з о м (п - 22) 

З д о р о в ы е л и ц а (п 20) 

7 6 , 9 = Ь З ,4 
р > 0 , 0 5 

6 3 ,5=1=2,9 

854,2=1= 17 ,7 
/ ? < 0 , 0 0 1 

2 9 3 , 2 = ь 3 3 , 6 

8 2 , 2 ± 2 , 5 

9 2 , 1 ± 1 , 7 

68 ,2=1=2 ,3 
/ ? < 0 , 0 5 

85,3=1=4 ,4 

сительно высок. Однако при актива-
ции ГХЦГ в ПМЯЛ больных людей 
уровень Са21 возрастает в достоверно 
большей степени, чем в контроле (см. 
табл. 1). При этом отчетливое увели-
чение степени нарастания уровня Са2"1" 
в цитоплазме клеток наблюдалось у 
80% обследованных больных. Такое 
увеличение уровня кальция в активи-
рованных ПМЯЛ может быть связа-
но с изменением его поступления как 
извне, так и из внутренних депо. 
С целью уточнения этого вопроса у 
4 здоровых лиц и у 4 больных с резко 
повышенной реакцией ПМЯЛ на ГХЦГ 
было проведено сравнение степени уве-
личения концентрации Са24' в цито-
плазме при инкубации ПМЯЛ в среде 
с Са21, в безкальциевой среде и в при-
су тет в и и а н т а го н ист а в н у т р и к л ето ч и о -
го Са24~— ТМБ-8. Как видно из дан-
ных, приведенных на рисунке, в слу-
чае отсутствия Са2+ в среде различия 
между здоровыми и больными людь-
ми резко понижаются, что может рас-
цениваться как свидетельство ведуще-
го значения поступления экзогенного 
Са21 [10]. В то же время присутствие 
ТМБ-8 способствует сохранению раз-
личий, что также подтверждает этот 
вывод. Таким образом, полученные 
данные свидетельствуют об усилении 
поступления Са2-1- в ПМЯЛ больных с 
церебральным атеросклерозом при их 
активации. Учитывая значение Са24", 
одного из ведущих факторов, обеспе-
чивающих активацию ПМЯЛ, приве-
денные выше данные позволяют имен-
но с усилением его поступления извне 
связать пару ш е н и я ф у н к ц и о н а л ь и о г о 
состояния ПМЯЛ при церебральном 
атеросклерозе. При этом важное зна-
чение могут иметь изменения не толь-
ко функционального состояния ПМЯЛ, 
но и их чувствительности к корриги-
рующим воздействиям. В качестве та-
ковых можно указать на влияние про-

стациклина (I1Г12), физиологического 
регулятора ПМЯЛ, а также на воз-
действие антагонистов кальция, преж-
де всего нифедипина, который может 
быть использован для фармакологиче-
ской коррекции функционального со-
стояния ПМЯЛ в патологии. Оба эти 
агента ограничивают степень повыше-
ния концентрации С а24" в ПМЯЛ при 
их активации. Однако, как видно из 
табл. 1, эффективность их воздействия 
на ПМЯЛ больных людей понижает-
ся, особенно в отношении ПГ12. Изме-
нения эффективности этих воздействий 
на потоки Са24- в ПМЯЛ были неоди-
наковы у разных больных. Если у ча-
сти больных она не отличалась от 
аналогичного показателя у здоровых 
лиц, то у 30 % больных в случае ни-
федипина и у 45% больных в случае 
ПГ12 способность этих препаратов 
уменьшать потоки Са24- в ПМЯЛ сни-
жается в 2—3 раза, а у 2 больных она 
практически исчезает. Следовательно, 
поступление Са24~ в клетки ПМЯЛ при 
патологии изменяется вследствие по-

П р и р о с т к о н ц е н т р а ц и и и о н и з и р о в а н н о г о к а л ь -
ц и я в П М Я Л з д о р о в ы х л ю д е й (1) и б о л ь н ы х 

с ц е р е б р а л ь н ы м а т е р о с к л е р о з о м (2). 
Стимуляции ГХЦГ в присутствии СаСЬ (/) в без-
кальциевом растворе ( I I ) ; в присутствии антагониста 
внутриклеточного кальция — ТМБ-8 ( I I I ) . По оси ор-
динат — содержание внутриклеточного Са2+ (в 

нмоль). 
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Т а б л и ц а 2 

Исследование процесса эксимеризации пирена 
в ММ ЯЛ здоровых лиц и больных атероскле-

розом 

Группа 
обследованных 

р м / р э мирена 
Группа 

обследованных 

^возб = 2 8 0 и м Ч о з б ^ 3 3 4 1 Ш 

Больные атеро-
склерозом (п--22) 1,11 ± 0 , 1 6 2 , 0 8 ± 0 , 1 3 

/ ; < 0 , 0 5 р< 0 , 05 
Здоровые лица 

(м=20) 0 , 6 0 ± 0 , 0 6 1 , 4 3 ± 0 , 0 1 

тори чувствительности ПМЯЛ к воз-
действию этих агентов по крайней ме-
ре у части больных. Возможно это 
связано с изменениями молекулярной 
организации Са-каналов на мембране 
ПМЯЛ. Транспорт ионов через плаз-
малемму ПМЯЛ и процесс их актива-
ции тесно связаны с комформациои-
ной перестройкой мембраны в ответ на 
влияние активирующего фактора, при-
чем микровязкость мембран является 
важным элементом, о п р еде л я ю щ и м 
реакцию клеток на то или иное воз-
действие [1]. Поэтому в поиске при-
чин описанных выше изменений транс-
порта Са2+ в ПМЯЛ при активации у 
больных атеросклерозом было рас-
смотрено изменение микровязкости 
мембран клеток. Исследование экси-
меризации пирена показало, что у 
больных по сравнению с контролем 
от л и ч а етс я у вел и ч е н и е от н о шен и я 
флюоресценции мономеров и эксиме-
ров, что свидетельствует об увеличе-
нии их микровязкости (табл. 2). При-
чем особенно выраженными были из-
менения процесса эксимеризации пи-
рена в прибелковых областях мембра-
ны. Если увеличение отношения FM/F3 
для флюоресценции всего мембранно-
го пирена составляет 45%, то для 
прибелковых областей — 85%. Не ис-
ключено, что это в какой-то мере от-
ражает изменения организации ион-
ных каналов в мембране, имеющих 
липопротеидную структуру. 

Итак, проведенное исследование по-
казало, что имеются нарушения каль-
циевого гомеостаза в ПМЯЛ больных 
атеросклерозом, которыми можно объ-
яснить изменения их функционального 
состояния и реактивности. Однако по-
мимо нарушений мор ф о - ф у н к ц и о н а л ь -
ного состояния самих ПМЯЛ, разви-

тие их внутрисосудистой дисфункции 
в патологии может быть связано с 
воздействием факторов сыворотки. 
Известно, что при патологии, в частно-
сти при сердечно-сосудистых заболе-
ваниях, сыворотка может приобрести 
с п о с о б н о ст ь изменять ф у н к ц и о н а л ь н о е 
состояние клеток крови [2]. Поэтому 
было проведено исследование влияния 
сыворотки больных с церебральным 
атеросклерозом на функциональное 
состояние ПМЯЛ. При этом исследо-
вали ПМЯЛ, выделенные из крови 
здоровых доноров. Изучали процессы 
транспорта в них С а2"1" в буфере и в 
буфере с добавлением тестирусмой 
сыворотки в разведении 1 : 10. Оказа-
лось, что сыворотка здоровых лиц не 
влияет при данных условиях на сте-
пень увеличения уровня Са2+ в 1ТМЯЛ, 
активированных ГХЦГ. Из 17 проб 
сыворотки больных с церебральным 
атеросклерозом в 10 случаях также не 
было обнаружено существенной реак-
ции, однако в 7 случаях наблюдалось 
увеличение степени прироста Са2+ в 
1,5—2 раза. Аналогичная картина от-
мечалась и для сыворотки больных 
инфарктом мозга, однако в данном 
случае положительная реакция была 
в 1 1 случаях из 18. Интересно отме-
тить, что у больных инфарктом мозга 
сыворотка не только увеличивала сте-
пень прироста Са2+ в ПМЯЛ при ак-
тивации, но и увеличивала его базаль-
ный уровень в клетках на 30— 
60 нмоль. По-видимому, это свидетель-
ствует о появлении в сыворотке боль-
ных с церебральным атеросклерозом 
и при развитии на его фоне инфаркта 
мозга факторов, обладающих ионо-
форными свойствами и модулирующих 
Са-каналы мембран ПМЯЛ. При этом 
сыворотки больных, обладающие по-
добными свойствами, резко снижают 
(на 57%) способность П П 2 предот-
вращать увеличение уровня Са2+ в 
ПМЯЛ при активации. Менее выра-
женным было их воздействие на эф-
фект нифедипина (24%) . 

Можно заключить, что изменения 
функционального состояния ПМЯЛ у 
больных с атеросклерозом в опреде-
ленной степени связаны с реорганиза-
цией их мембран, приводящей к изме-
нениям ее проницаемости для Са2+, а 
у части больных и с изменениями 
свойств сыворотки, приобретающей 
способность сенсибилизировать Са-
транспортирующие системы ПМЯЛ к 
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воздействию активаторов. Эти же фак-
торы могут определить изменения кор-
ригирующего влияния на ИМ Я Л фи-
з и о л о г и ч с с к и х регуляторов (П Г12) и 
лекарственных средств (н и ф е д и п и н). 
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IMPAIRMENTS OF CA2+ METABOLISM IN 
POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES 
FROM PATIENTS WITH ATHEROSCLERO-

SIS 

S. E. Hakopov, M. R. Grigoryan, E. S. Ga-
brielyan 

Medical School, Yerevan 

Homeostasis of calcium w a s impaired in 
polymorphonuclear leukocytes of patients with 
atherosclerosis of cerebral vessels. Transf roma-
tion of leukocyte membrane properties, related 
to Ca2+ permeability, was observed. At the 
same time, in some of these patients al terat ions 
of blood serum characterist ics were found, which 
acquired an ability to sensitize the leukocyte 
C a 2 + - t r a n s p o r t system to the effect of activa-
tors. 
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К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н О Е О П Р Е Д Е Л Е Н И Е Л Е Т У Ч И Х Ж И Р Н Ы Х 
К И С Л О Т Г А З О Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Ч Е С К И М М Е Т О Д О М 
Д Л Я Э К С П Р Е С С - Д И А Г Н О С Т И К И В О З Б У Д И Т Е Л Е Й 

Н Е К Л О С Т Р И Д И А Л Ь Н О Й А Н А Э Р О Б Н О Й И Н Ф Е К Ц И И 

Институт хирургии Восточно-Сибирского филиала Сибирского отделения АН СССР, Ир 
кутск 

В последние годы произошли суще-
ственные изменения в этиологии хи-
рургической инфекции. Грамположи-
тельная флора постепенно вытесняет-
ся грамотрицательными микробами, 
возрастает клиническое значение так 
называемых условно-патогенных мик-
роорганизмов исапрофитов [2, 13,14]. 
Видное место среди них занимают ана-
эробные неспорообразующие грамот-
рицательные бактерии, главным обра-
зом бактероиды. Заметно возросший 
интерес к их изучению объясняется 
как увеличением удельного веса бак-
тероидов в возникновении заболева-
ний человека, особенно при установ-
лении этиологии легочных и плевраль-

ных нагноений [1, 3—5], так и усо-
вершенствованием методов культиви-
рования строгих анаэробов. 

Выделение неклостридиальных ана-
эробов и их идентификация при ис-
пользовании общепринятых микробио-
логических методов занимают обычно 
не менее недели, поэтому в последнее 
время все чаще применяется метод 
газожидкостной хроматографии. С его 
помощью возможно обнаружение в ис-
следуемом материале летучих жир-
ных кислот: уксусной (Сг), пропионо-
вой (Сз), масляной (С4), изомасляной 
(иС4), валериановой (С5), изовалериа-
новой (иСб), капроновой (Се), изокап-
роновой (иСб), являющихся конечны-
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