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ЗОР) 

Институт проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР, 
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На возможность существования гуморальных 
факторов ангиогенеза указывал еще ide в 1939 г. 
[28 ] . Данные, подтверждающие это предположе-
ние, были получены лишь в 1968 г. при имплан-
тации в защечный мешок хомяков меланомы, по-
мещенной в камеру с миллипоровым фильт-
ром [25] . 

Использованный фильтр служил перегородкой, 
отделяющей васкулярное ложе тканей организма 
от опухоли. В этом эксперименте, невзирая на от-
сутствие прямого контакта опухоли с васкуляр-
ным ложем организма-реципиента, наблюдали 
образование новых сосудов, устремляющихся 
к индуктору. Позднее выяснилось, что индукция 
капиллярообразования - свойство не только опу-
холей, но и многих нормальных тканей и кле-
точных элементов |4, 26, 4 7 ] . 

Дальнейшие усилия исследователей были на-
правлены на поиски веществ, ответственных 
за индукцию капиллярообразования. Работа ве-
лась в нескольких направлениях: получение 
ангиогенных факторов из опухолей и нормальных 
тканей, определение общности и различий в био-
химических характеристиках и ангиогенном эф-
фекте. 

В настоящее время существует уже значитель-
ное количество работ, основная часть которых 
посвящена получению и очистке указанных фак-
торов. В них выделенные индукторы представ-
лены веществами, значительно различающимися 
по многим признакам молекулярной массе, 
структуре и т. д. Однако результаты этих иссле-
дований часто противоречивы. 

Ангиогенные факторы из опухолей. Руковод-
ствуясь гипотезой о растворимой природе выде-
ляемого опухолью вещества и используя тради-
ционные хроматографические методы выделения, 
Folkman и соавт. в 1971 г. [23] показали наличие 
ангиогенной активности в экстракте из карциномы 
Уокера 256, растущей как в солидной, гак и 
в асцитной форме. Разделяя экстракты из этой 
опухоли на сефадексе G-100 , авторы получили 
4 фракции, из которых только 2 (м. м. 3 5 — 3 0 0 к Д ) 
обладали ангиогенной активностью при введении 
этого материала в подкожный воздушный мешок 
крысам. Была получена т а к ж е ангиогенная актив-
ность из экстрактов мышиной меланомы В 16, 
нейробластомы человека, опухоли Вильмса, гепа-
тобластомы. 

Немного позже Phillips и соавт. |21|, разделяя 
на том же сефадексе экстракты из карциномы 

Уокера, спонтанной опухоли молочной железы 
у крыс, опухоли Вильмса, нейробластомы, гипер-
нефромы у взрослых, гемангиомы у детей, а т а к ж е 
нормальной и регенерирующей печени у крыс, 
ткани почек человека, подтвердили данные, полу-
ченные Folkman и соавт. о наличии ангиогенной 
активности в полученных фракциях. Ее оценивали 
по образованию новых сосудов при вживлении 
крысам подкожно миллипоровых трубочек, напол-
ненных материалом полученных фракций. Нали-
чие зоны неоваскуляризации подтверждалось 
также гистологически. Аналогичным способом 
полученные из экстрактов нормальных тканей 
фракции ангиогенной активностью не обладали. 

Активность разрушалась при обработке мате-
риала протеазами либо при нагревании, что ука-
зывает на белковую природу полученного ангио-
генного фактора. Активный материал содержал 
приблизительно 25 % РНК, 10 % белка и 50 % 
сахаридов. 

Первоначально молекулярная масса ангиоген-
ного фактора определялась в диапазоне 35 
300 кД [23] , позже с усовершенствованием мето-
дов очистки она оценивалась приблизительно 
в 100 кД [22] . Однако применение дальнейшей, 
более тонкой очистки фактора привело к полу-
чению индукторов с другой молекулярной массой. 
Так, низкомолекулярные ангиогенные факторы 
(200 800 Д ) были получены независимо в не-
скольких лабораториях при использовании той ж е 
карциномы Уокера 256 в качестве источника 
ангиогенного фактора. 

Подвергая полученный с помощью хроматогра-
фии на сефадексе G - 1 0 0 активный материал 
изоэлектрофокусированию и ионообменной хро-
матографии на ДЭАЭ-целлюлозе |42|, получили 
эндотелийстимулирующий фактор с м. м. 210 Д, 
не содержащий нуклеотидов и пептидов. 

В то время как полуочищенный на G - 1 0 0 ангио-
генный фактор из карциномы Уокера 256 стиму-
лировал деление эндотелиальных клеток in vivo 
и in vitro, фактор с м. м. 210 Д не обладал 
такой активностью и не оказывал стимулирую-
щего действия на рост эндотелиальных клеток 
аорты в культуре, однако он способствовал 
неоваскуляризации почечной ткани. 

Аналогичный фактор был получен Мс Auslan 
[43] из пара щитовидной железы и ЗТЗ клеток. 

Ангиогенная активность обнаруживалась у ве-
щества с м. м. 3 кД, которое диссоциировало 
на неактивную часть и компонент с м. м. 210 Д, 
содержащий медь. 

Другой группой исследователей [59] был т а к ж е 
получен ангиогенный фактор с низкой молекуляр-
ной массой (200 300 Д ) . Активность его опре-
делялась в тесте на хорион-аллантоисной мемб-
ране куриных эмбрионов. Процедура очистки 
включала получение полуочищенных фракций 
гель-фильтрацией на сефадексе G-100 , дальней-
шую их хроматографию на ионообменнике ДЭАЭ-
целлюлозе и аффинную хроматографию с исполь-
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зованием антител против иолуочищенного гель-
фильтрацией ангиогенного фактора. Обработка 
аффинного комплекса элюентом с низким рН при-
водила к появлению низкомолекулярного фактора 
(200 Д ) , который вызывал неоваскуляризацию 
in vitro и стимулировал пролиферацию эндоте-
лиальных клеток капилляров в культуре [31| 
в пикомольных количествах. Выделенный фактор 
не является простагландином, пептидом или 
дериватом нуклеиновых кислот, не определяется 
при UV-спектрофотометрии [59J , а т а к ж е не со-
держит ионов меди в отличие от эндотелийстиму-
лирующего фактора, полученного группой 
Мс Auslan. 

Аналогичный индуктор был получен т а к ж е из 
карциномы Льюиса [2 ] . Последовательная хрома-
тография экстракта на сефадексе G - 1 0 0 и ДЭАЭ-
целлюлозе позволила получить ангиогенное веще-
ство с м. м. 6 0 — 8 0 кД, что подтверждалось элект-
рофорезом в денатурирующих условиях. Даль-
нейшая обработка этого компонента буфером 
с рН ниже 3,0 либо 10 % изопропанолом приво-
дила к появлению диализируемого вещества 
с молекулярной массой около 60 Д [3] . Последнее, 
как и высокомолекулярная субстанция, вызывало 
сильный ангиогенный эффект в тесте на хорион-
аллантоисной мембране куриных эмбрионов. 

Fenselau и соавт. [19] был получен ангиоген-
ный фактор (м. м. 4 0 0 — 8 0 0 Д ) , который в отли-
чие от фактора, выделенного группой Weiss [59 ] , 
определялся при 260 им. Авторы использовали 
в качестве исходного материала асцитную форму 
карциномы Уокера. Ангиогенный фактор получали 
в отличие от предыдущих авторов экстракцией 
лиофилизированного опухолевого материала аб-
солютным этанолом и последующей колоночной 
хроматографией на силикагеле. Полученное ве-
щество вызывало неоваскуляризацию in vivo и 
стимулировало деление эндотелиальных клеток 
in vitro. 

Фактор с низкой молекулярной массой (при-
близительно 200 Д ) , полученный группой Shor 
[50 ] , оказался активным для клеток эндотелия 
капилляров, растущих на субстрате с нативным 
коллагеном |31|, и не проявлял активности по 
отношению к эндотелиальным клеткам аорты. 

Используя опухоль легких человека, растущую 
в культуре без сыворотки в течение 12 мес, Kumar 
и соавт. [38] выделили ангиогенный фактор 
из культуральной среды, применяя последова-
тельно гель- и ионообменную хроматографию. 
Молекулярная масса полученного вещества 
составляла приблизительно 80 кД. Обработка его 
растворами с рН 2 , 0 — 3 , 0 приводила к высвобож-
дению низкомолекулярного компонента с массой 
около 300 Д, не поглощающего ультрафиолет 
при 260 нм. Характерно, что такой же низко-
молекулярный компонент обнаружен в свободной 
форме и в самой культуральной среде. В связи 
с этим авторами высказывается предположение 
о существовании связи низкомолекулярного ком-
понента с высокомолекулярным носителем бел-
ковой природы. Длительный рост опухолевых 
клеток в бессывороточной среде исключил воз-
можность образования ангиогенной активности 
из белков сыворотки. 

Ангиогенные факторы, молекулярная масса ко-
торых не определялась, были выделены из опу-
холей центральной нервной системы |44| и клеток 
1* 

меланомы человека [56] , растуихих в культуре. 
Следует, однако, отметить, что ни один из опи-

санных выше ангиогенных факторов не был полу-
чен в количестве, необходимом для анализ^. 
И только недавно [ 5 3 — 5 5 ] , используя хондро-
саркому в качестве исходного материала, выде-
лили фактор с молекулярной массой около 18 кД 
и изоэлектрической точкой 9,8. Используя две сту-
пени очистки (на ионообменнике Bio-Rex и гепа-
рин-сефарозе), авторы достигли 500 000-кратной 
очистки полученного фактора. Выделенный ими 
фактор стимулировал пролиферацию клеток эндо-
телия в концентрации 1 нг/мл и васкуляризацию 
in vitro в концентрации 120 нг/мл в течение 
24 ч. Неоваскуляризация не сопровождалась вос-
палительными процессами. 

Другой белок, проявляющий ангиогенное дейст-
вие и названный ангиогенином, был выделен из 
культуральной среды с клетками аденокарциномы 
[20] . Ангиогенный эффект проявлялся при внесе-
нии его в количестве от 0,5 до 290 нг на хорион-ал-
лантоисную мембрану и 50 нг в роговичном тесте 
на кроликах. 

Ангиогенин представляет собой полипептид 
с м. м. 14,4 кД и р! 9,5. Свободные N-концевые 
аминогруппы этого пептида не выявлены, а С-кон-
цевая карбоксильная группа представлена проли-
ном. При частичном гидролизе ангиогенина и 
последующем анализе всех фрагментов была уста-
новлена его полная первичная структура [57 ] , 
состоящая из 123 аминокислотных остатков. Было 
т а к ж е показано, что ангиогенин не является 
гликоконъюгатом, а компьютерный анализ дал 
возможность установить гомологию ангиогенина 
с панкреатической РНКазой, степень гомологии 
которой с указанным ферментом равна 35 % [51 ] . 

Базируясь на этой гомологии, была построена 
трехмерная структура ангиогенина [46] . Выясни-
лось, что структуры этих двух белков весьма 
сходны: число водородных связей в обоих белках 
примерно одинаковое, в одних и тех же положе-
ниях находятся 3 дисульфидные связи. Эти дан-
ные явились крайне важными для формирования 
представлений о возможной роли ангиогенина 
в организме [1 ] . По мнению VaI lee [51] , высокая 
степень гомологии его с РНКазой могла означать, 
что ангиогенин должен быть весьма специфиче-
ской РНКазой, активность которой должна про-
являться в атаке ограниченного числа участков 
в молекуле РНК. Это предположение было под-
тверждено: ангиогенин способен атаковать толь-
ко 2 8 S и 16S рРНК из клеток карциномы, образуя 
в качестве продуктов гидролиза нуклеотиды 
длиной 100—500 оснований, молекулярная масса 
которых значительно больше молекулярной массы 
продуктов гидролиза РНК, образованных под 
действием РНКазы. 

Со способностью ангиогенина атаковать 2 8 S и 
16S рРНК связывается , по-видимому, и его 
ингибирующее действие на бесклеточную систему 
синтеза белка [11] . 

Ангиогенин был выделен т а к ж е из нормальной 
человеческой плазмы крови [52] . Содержание 
его в нормальной плазме или сыворотке крови 
6 0 — 1 5 0 мкг/л. В последнее время для указанного 
митогена был выделен ген и предполагается полу-
чение его в рекомбинантной форме [33] . Более 
подробно этот вопрос освещен в обзоре А. А. Кле-
сова [1 ] . 
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Осталось, однако, неизвестным, как рибо-
нуклеазная активность фактора, обладающего 
высокими ангиогенными потенциями в тест-систе-
мах, может быть связана с механизмами ангио-
генеза. 

Ангиогенные факторы клеточных элементов и 
тканей неопухолевой природы. Полное представ-
ление об опухолевом ангиогенезе невозможно без 
изучения васкуляризации, вызываемой нормаль-
ными тканями, тем более, что определить границу 
между физиологическим и опухолевым ангиогене-
зом не представляется возможным. Ваекуляри-
зация процесс универсальный для организма, 
в него вовлекаются многие ткани и клеточные 
элементы, выделяя в среду окружения раствори-
мые ростовые факторы, мишеныо для которых 
являются клетки эндотелия. Получение этих фак-
торов необходимое звено в анализе свойств, 
структуры и характера их действия в сравнении 
с опухолевыми ангиогенными факторами. 

В последнее время в литературе появился ряд 
работ, посвященных выделению и характеристике 
факторов из нормальных тканей и клеточных 
элементов. 

Эндотел и йети мул ирующий фактор с м. м. 210 Д 
был выделен из ткани пара щитовидной железы 
и клеток ЗТЗ [43|. Этот фактор оказался пол-
ностью идентичен фактору из карциномы Уоке-
ра 256. Факторы, подобные или очень близкие 
по структуре и свойствам фактору, полученному 
из карциномы Уокера 256 [59] , были выделены 
из синовиальной жидкости человека |7|, а т а к ж е 
из сетчатки кошки и быка |17, 34|. Вместе с тем 
другая группа авторов |13] при изучении ангио-
генной активности бычьей сетчатки установила, 
что активность ассоциирована с двумя компонен-
тами м. м. 50 и 70 кД. Дальнейшая очистка 
в среде с кислым значением рН и этанольная 
экстракция приводила к появлению фактора 
с м. м. 22 кД. Последний, как и два предыдущих 
компонента, п|*оявлял митогенную активность 
в отношении клеток эндотелия in vitro |14|. Близ-
кие по молекулярной массе ангиогенные факторы 
(68 кД) были получены из тех же тканей и 
в других исследованиях [17, 341. В дальнейшем 
было показано наличие низкомолекулярного ком-
понента, близкого по свойствам фактору, полу-
ч е н н о м у и з к а р ц и н о м ы У о к е р а [ 3 4 ] . 

Низкомолекулярный ангиогенный фактор с м. м. 
был выделен из ткани почек |7|. Аналогичные 
факторы были получены из синовиальной жидкос-
ти пациентов, страдающих болезнями суставов. 
Факторы были обнаружены как в свободном со-
стоянии, так и в связанной, высокомолекулярной 
форме, возможно, с белками-носителями. Особен-
но высокий уровень ангиогенной активности 
наблюдался у больных остеоартрозами. Выделя-
емые низкомолекулярные факторы по своим свой-
ствам напоминают факторы, полученные группой 
Weiss из опухолевого материала. Имеются сооб-
щения о наличии такого же фактора в стекло-
видном теле и сетчатке глаза у собак [10 ] . 

С другими характеристиками был выделен фак-
тор из жидкости очага воспаления [5|. Он имеет 
м. м. 2 14 кД, не оказывает действия на деление 
эндотел иальиых клеток, хотя вызывает их 
миграцию. 

К клеточным компонентам, синтезирующим и 

выделяющим факторы с ангиогенными свойства-
ми, следует отнести лимфоциты, лейкоциты, мак-
рофаги. Однако выделенные из этих клеток или 
из культуральной жидкости вещества с ангиоген-
ными свойствами почти не изучены. Так, лим-
фоцитиндуцированный ангиогенез считается ре-
зультатом действия выделяемых лимфоцитами 
медиаторов — лимфокинов. Последние, вступая 
в реакцию непосредственно с эндотелием или че-
рез активироваиные макрофаги, вызывают гене-
рацию роста сосудов [4|. 

Макрофаги, активируемые in vivo и in vitro, 
а также среда, содержащая эти клетки, обладают 
ангиогенной способностью при введении в рого-
вицу глаза морской свинке |47|. Было показано 
|28], что в процессе заживления раны, макро-

фаги, захватывающие дебрис, обладают высокой 
ангиогенной активностью. Последняя наблюдается 
особенно выражеино при местной гипоксии и 
молочно-кислом ацидозе. По мере приближения 
уровня кислорода и лактата к нормальному 
ангиогенная активность этих макрофагов резко 
снижается [32] . Гипоксия и лакгат являются 
специфическими стимулами для синтеза ангиоген-
ного фактора макрофагами. Характерно, что ни 
гипоксия, ни увеличение уровня лактата в тканях 
не стимулируют эндотелиальные клетки. Это ука-
зывает на специфику этих условий для ангиоген-
ной деятельности макрофагов [30 ] . 

Недавно Polverini и соавт. |48| показали, что 
макрофаги инфильтрата опухоли способны увели-
чивать ее ангиогенные потенции в несколько раз, 
внося таким образом вклад в опухолевую неовас-
куляризацию выделением собственного ангиоген-
ного фактора. Выделенные из крысиной фибросар-
комы макрофаги, уровень которых в ней достигает 
22 % , поддерживали в условиях культуры. Культу-
ральную жидкость концентрировали и в составе 
медленно высвобождающего вещества полиме-
ра [39] вносили в роговичный карман глаза крыс. 
В результате степень васкуляризации была выше 
по сравнению с таковой, вызванной опухолевыми 
клетками. 

Следует остановиться и на семействе ростовых 
факторов эндотелиальных клеток, избирательно 
связывающихся с гепарином. Это свойство легло 
в основу метода их выделения. Для этой группы 
митогенов характерны почти одинаковая м. м. 16— 
18 кД, сильно выраженная индукция пролифера-
ции эндотелиальных клеток in vitro и неоваску-
ляризация in vivo. С использованием аффинной 
хроматографии на гепарине ростовые факторы, 
проявляющие активность в отношении клеток 
эндотелия, были получены из широкого спектра 
тканей. Многие из них выделены в гомогенном 
виде в количествах, необходимых для изучения 
биохимических свойств. Установлена первичная 
структура двух, аффинно связывающихся с гепа-
рином ростовых факторов основного фибро-
бластного фактора ( F G F ) с pi 5 7 (146 амино-
кислотных остатков) и кислого с р! 8 — 1 0 
(140 аминокислотных остатков) [18, 24, 2 5 ] . 
Выяснилось, что оба фактора, полученные из тка-
ни мозга, имеют около 53 % гомологии. 

Этот класс индукторов разделили на две группы 
полипептидов — анионные и катионные. Первые 
элюируютси 4t> колонки 1 М NaCl, имеют pi 5- 7 
и м. м. 1 5 - 18 кД. Это фактор ткани мозга [40 ] , 
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фактор роста эндотелиальных клеток |41|, фак-
тор роста II, полученный из глаз |12| и из сетчат-
ки 115]. Катиониые полипептиды вымываются 
из колонки 1,5 М NaCI, имея при этом pi 8 10. 
Молекулярная масса их составляет 1 6 - 18,5 кД. 
Полипептиды этого класса получены из гипофиза 
|18|, мозга [40] , гипоталамуса |35|, глаз |12|, 
хряща [58] , почек и макрофагов |4|, плацен-
ты [45] . Для многих веществ этой группы полу-
чены гены, и в дальнейшем предполагается полу-
чение их в рекомбинантной форме. 

Сравнительный структурный анализ полипегти-
дов этой группы позволяет разделить их на два 
класса кислые и основные, прототипами кото-
рых может служить кислый и основной F G F [24 ] . 
Наиболее изученными в структурном плане яв-
ляются основной F G F из ткани мозга и такой же, 
но синтезируемый клетками гепатомы [37] . Оба 
индуктора представлены несколькими молекуляр-
ными формами. 

Получение той или иной молекулярной формы 
ге п а р и н с в я з ы в а ю щ их а н г и о ге н пых ф а кто р о в, 
включая, возможно, и факторы с другими харак-
теристиками, на наш взгляд, связано не столько 
с типом ткани, сколько со способом их выделения. 
Особенно решающим звеном могут быть условия 
первичной обработки ткани (рН экстрагирующей 
среды, ее ионная сила и т. д.>. При анализе 
способов обработки материала выяснилось, что 
при экстракции ткани мозга и гепатомы в среде 
с нейтральным рН, молекулярная масса выделен-
ного из обеих тканей фактора составляла 18,4 кД. 
Экстракция в среде с кислым значением рН 
приводила к получению из ткани мозга фактора 
с -м. м. 18 кД. С другой стороны, при экстракции 
в кислой среде клеток гепатомы удалось выделить 
две формы F G F : одну с м. м. 18 кД, что соответ-
ствовало форме, полученной из мозга, и другую 
с м. м. 16,5 кД, которая не обнаруживалась 
при экстракции мозговой ткани. Перекрестная 
преципитация с антителами к СООН-терминаль-
ному участку и участку с последовательностью 
аминокислот, взятому из середины молекулы 
основного F G F (последовательность с 33-го по 
43-й остаток) , показала полную идентичность 
молекулярных форм, получаемых как из ткани 
мозга, так и из гепатомы [37] . 

Эти данные позволяют сделать вывод, что 
экстракция F G F в среде с кислым значением рН 

приводит к деградации фактора, причем дегра-
дация его связана, по-видимому, со спецификой 
той ткани, из которой выделялся фактор. На это 
указывает и тот факт, что из гепатомы экстрак-
цией при кислом значении рН выделяются две мо-
лекулярные формы F G F , а из ткани мозга 
одна, хотя обе ткани подвергались воздействию 
в одинаковых условиях. Характерно, что подоб-
ная фрагментация не обусловлена прямой дегра-
дацией, вызванной кислотами. Так, инкубация 
F G F , полученного из гепатомы и мозга в оди-
наковых условиях экстракции, в 0,1 % трифтор-
уксусной кислоте рН 2,0 при 37 °С в течение 
3 ч не с к а з ы в а л а с ь на изменении молекулярной 
массы, что подтверждалось хроматографией 
высокого давления в обращенной фазе. 

На наш взгляд, причиной появления нескольких 
молекулярных форм F G F могут быть протеиназы, 
активность которых зависит от рН экстрагената. 
Возможно, экстракция в среде с кислым значением 
рН приводит к активации кислых протеиназ, а как 
стало известно недавно в этой среде на этапе 
экстракции могут активироваться по крайней мере 
две кислые протеиназы |18|. Одна обнаружена 
в мозге, ингибируется пепстатином и, возможно, 
приводит к редукции F G F в кислых условиях 
от пептида с м. м. 18,4 кД до пептида с м. м. 18 кД. 

Очевидно, этот фермент активен и в клетках 
гепатомы, так как обнаруживается компонент 
с м. м. 18 кД. Вторая кислая протеиназа, инги-
бирующаяся лейпептином, найдена в гепатоме и 
отсутствует в мозге. Ее активация на этапе кис-
лотной экстракции, очевидно, сказывается на ре-
дукции F G F из клеток этой ткани с м. м. 18,4 
16,5 кД. 

Другие факторы, такие, как фактор роста эндо-
телиальных клеток E D G F [8] , тромбоцитарный 
фактор [49] , эпидермальный фактор — E G F |9], 
трансформирующий фактор T G F [16] , т а к ж е 
представлены множественными молекулярными 
формами. Исключение составляет пока ангиоге-
нин, полученный из растущей в культуре адено-
карциномы [20] . 

Резюмируя представленный материал, следует 
заключить, что способность индуцировать ангио-
генез не является прерогативой злокачественного 
роста, хотя может быть отнесена к обязательным 
его атрибутам. Опухолевые клетки отличает 
постоянная экстракция индукторов ангиогенеза 

Биологическая активность факторов ангиогенеза, выделенных из злокачественных и нормальных тканей 

Фактор 
Ан г йо-
ге нез, 

реакция 

Действие на клетки 
эндотелия 
(реакция) 

Источник получения Фактор 
Ан г йо-
ге нез, 

реакция П роли-
ферация Миграци я 

Источник получения 

Низкомолекулярные ангиогенные фак- + + + Карцинома 256 [19, 42|; ткань паращитовидиой железы 
торы (м. м. 200 -3000 Д ) |43|; 3T3 клетки [43] ; карцинома 344 [3] ; опухоль 

легких человека 1381 ; синовиальная жидкость чело-
века |7|; сетчатка кошки |17|; сетчатка быка [34] ; 
почки [7] 

Высокомолекулярные ангиогенные + + + Карцинома 256 [ 2 1 , 2 3 ] ; карцинома 344 [2] ; сетчатка 
факторы (м. м. 20 кД) быка 113, 14, 17, 341; синовиальная жидкость |6] 

Гепаринсвязывающие ангиогенные + + + Хондросаркома [53- 55 ] ; мозг |4()|; гипофиз |18|; ги-
факторы (м. м. 1 6 - 1 8 кд) поталамус [35|; хрящ [58] ; почки |4]; макрофаги 

[4|; плацента |45| 
Ангиогенин (м. м. 14,4 кД) + — Не опреде- Аденокарцинома |2()j; нормальная сыворотка (плазма) 

лялось человека |52| 
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в окружающую среду, в то время как поступление 
этих факторов из нормальных тканей должно 
быть сопряжено либо с их разрушением, либо 
с получением особых импульсов (например, 
активация макрофагов) . Набор и структура 
индукторов ангиогенеза, выделенных из злока-
чественных и нормальных тканей, идентичны 
(см. таблицу) . 

Отличительной чертой индукторов ангиогенеза 
является их множественность. Данные о новых 
факторах все продолжают поступать. Причины 
множественности пока неясны. Логично предпо-
ложить, что множественность индукторов может 
быть связана с различной их ролью в таком 
сложном морфофункциональном процессе, как ан-
гиогенез. Так, если гепаринсвязывающие факторы 
являются митогенами в отношении клеток эндо-
телия, то этой способностью не обладает ангио-
генин. Их способность индуцировать ангиогенез 
связана со способностью содействовать инфиль-
трации активной зоны макрофагами, выделяю-
щими в свою очередь эндотелиальные митогены. 
Как хемотактики, эти факторы помогают выстраи-
ваться в побег клеткам эндотелия. 

При объяснении причин множественности об-
ращает на себя внимание такой интересный 
факт, как различная активность индукторов 
ангиогенеза: пороговые дозы для различных 
факторов могут отличаться на 1 2 порядка. Это 
дает основание считать, что эти факторы дейст-
вуют не одновременно, а их функции как-то рас-
пределяются во времени. 

Множественность молекулярных форм факто-
ров может быть обусловлена разной чувствитель-
ностью эндотелия капилляров и более крупных 
сосудов к тем или иным индукторам. Выше при-
водились работы, в которых было выделено два 
фактора ангиогенеза: к одному чувствителен 
эндотелий капилляров, к другому - крупных 
сосудов. 

Не исключено, что множественность связана 
и со способами получения и очистки факторов, 
особенно на этапе обработки тканей экстра тен-
тами. Исходя из представленных данных и ана-
лиза способов получения факторов ангиогенеза 
на примере гепаринсвязывающих индукторов, ее 
можно, по-видимому, объяснить фрагментацией 
кислыми протеиназами на этапе экстракции в сре-
дах с кислым значением рН, гипотетической 
ангиогенной субстанции, имеющей молекулярную 
массу в несколько раз больше массы получаемых 
факторов и, возможно, находящуюся в нормаль-
ных тканях в неактивной форме. Не исключено, 
что в процессах фрагментации могут участвовать 
и другие протеиназы нейтральные и щелочные. 

Фрагментация может иметь физиологический 
смысл, так как подобное, вероятно, происходит 
и в тканях организма в результате изменения рН 
микроокружения, особенно при развитии злока-
чественного роста, где на фоне гипоксии может 
развиваться молочнокислый ацидоз. Последнее 
может способствовать активации соответствую-
щих протеиназ. В целом процессинг ростовых 
факторов и другие посттрансляционные модифи-
кации могут играть важную роль в регуляции 
синтеза индукторов и их высвобождения клет-
ками. 

Цель данного обзора состояла не только в том, 

чтобы воедино собрать известные факты, но и 
в том, чтобы оттенить весьма важную сторону 
проблемы — множественность форм ангиогенных 
факторов с рассмотрением ее возможных причин, 
которая нуждается в более глубоком изучении 
и понимании. В частности, например, следует 
решить такие вопросы: с чем связана наблюдае-
мая множественность молекулярных форм ангио-
генных факторов, имеющих одинаковую физиоло-
гическую активность? Является ли степень мно-
жественности форм тканеспецифичной? Сущест-
вует ли общий предшественник ангиогенных фак-
торов и каковы его характеристики? Не при-
ходится сомневаться в том, что усиление внима-
ния к этой стороне проблемы позволит получить 
полезную в теоретическом и практическом отно-
шении информацию. 
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Ukrainian S S R , Kiev 

Literature data on angiogenic factors inducing neovascula-
rization of both tumors and normal tissues are reviewed. 
Properties and structure of the factors isolated from tumors 
and non-tumoral tissues are considered. Multiple molecular 
forms of the angiogenic factors are discussed based on the data 
obtained as well as on analysis of these factors isolation. 
Acid proteinases appear to be responsible for this multiplicity. 
Possible fragmentation of the angiogenesis factors by means 
of proteinases is considered using as an example the factors 
isolated from brain and hepatoma tissues. 
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СОСТОЯНИЕ И В О З М О Ж Н Ы Е М Е Х А Н И З М Ы 
Н А Р У Ш Е Н И Й К И С Л О Р О Д З А В И С И М Ы Х ПРО-
ЦЕССОВ ПРИ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ (ОБ-
ЗОР) 

Кафедра биохимии Челябинского медицинского института 

Кислородзависимые процессы составляют осно-
ву метаболизма всех клеток, определяя интен-
сивность реакций аккумуляции и трансформации 
энергии, перекисного окисления липидов ( П О Л ) , 
биотрансформации и детоксикации [20 J . Наруше-
ние окислительных процессов при различных пато-
логических состояниях является основным метабо-
лическим синдромом, формирующим развитие 
многочисленных морфофункциональных измене-
ний. Изучение состояния и возможных механиз-
мов нарушений этих процессов дает возможность 
установить общую закономерность и взаимо-
обусловленность течения кислородзависимых ре-
акций, т. е. уточнить патогенез заболевания и сде-
лать более направленной и обоснованной коррек-
цию патохимических расстройств. Решение этих 
вопросов тесно связано с фундаментальными об-
щебиологическими проблемами транспорта и ути-
лизации кислорода в клетке, функционированием 
биомембран и компартментализацией биохимиче-
ских реакций и может оказаться полезным для 
выявления сложных взаимоотношений различных 
метаболических процессов при экстремальных воз-
действиях. 

К числу заболеваний, важным патогенетиче-
ским механизмом развития которых является на-
рушение окислительных процессов и возникнове-
ние гипоксии, относится ожоговая болезнь. В на-
стоящее время известно большое количество ра-
бот, посвященных изучению вопроса о состоянии 
энергетического обмена и П О Л при ожоговой бо-
лезни, однако во многом остается неясным ме-
ханизм нарушения и степень сопряженности про-
цессов ПОЛ и аккумуляции, и трансформации 
энергии после термической травмы. Недостаточно 
исследуются состояние микросомальной системы 
окисления и метаболизирования лекарств в раз-
личные периоды ожоговой болезни [31, 38, 51, 53, 
54] и связь этих реакций с окислительными про-
цессами в митохондриях и П О Л . 

Все вышеизложенное свидетельствует о необхо-
димости рассмотрения и обобщения результатов 
исследований состояния кислородзависимых про-
цессов при ожоговой болезни. 

Ожоговая болезнь характеризуется нарушением 
гомеостатических механизмов транспорта и утили-
зации кислорода вследствие возникновения цирку-
ляторной, гемической, гипоксической и тканевой 
форм гипоксии. Возникающая после термической 
травмы централизация кровообращения, которая 
носит приспособительный характер и обеспечи-
вает в посттравматический период кровоснабже-
ние сердца, легких, мозга, приводит к существен-
ному нарушению регионарного и периферического 
кровообращения. Это может проявляться, в част-
ности, в ослаблении артериального притока к пе-
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чени, уменьшении скорости портального крово-
тока, что в свою очередь приводит к уменьше-
нию степени насыщения гемоглобина кислородом и 
падению напряжения кислорода в печени до 
20 40 мм рт. ст. [25, 3 6 ] . Нарушение микро-
циркуляции, падение артериального давления и 
уменьшение объема циркулирующей крови яв-
ляются также важными факторами, способствую-
щими развитию циркуляториой гипоксии. Возник-
новению гииоксического состояния и последующей 
анемии способствуют повышенный гемолиз, гемо-
глобинемия и уменьшение скорости синтеза 
гема [4] . 

Изменение направленности окислительно-вос-
становительных процессов при ожоговой болезни 
происходит т а к ж е вследствие нарушения функции 
внешнего дыхания, проявляющегося в уменьшении 
жизненного объема легких и нарушении брон-
хиальной проводимости, что ведет к уменьшению 
уровня оксигенации крови и появлению артериаль-
ной гипоксемии [17, 391. Одновременно у больных 
с термической травмой происходит мобилизация 
всех механизмов, увеличивающих легочную венти-
ляцию, увеличиваются частота и минутный объем 
дыхания, что приводит к гипервентиляции и соот-
ветствующему усилению поглощения кислорода и 
основного обмена |9]. 

Выраженное усиление потребления кислорода у 
больных отмечается с 1-х суток после ожога со 
значительными колебаниями в процессе заболева-
ния и нормализацией при выздоровлении [59, 6 9 ] . 
Степень гиперметаболизма, регистрируемая как 
отношение количества потребленного кислорода к 
количеству выделяемого углекислого газа, корре-
лирует с тяжестью ожога и может быть критерием 
как степени метаболических расстройств, так и 
эффективности проводимого лечения. Мнения раз-
личных исследователей в отношении природы и ме-
ханизмов развития гиперметаболизма у обожжен-
ных носят противоречивый характер. Согласно 
одной точке зрения, повышенная продукция тепла 
представляет собой реакцию на потерю тепла с 
испарениями с поверхности раны, так как было 
обнаружено, что снижение основного обмена мо-
жет произойти после погружения обожженного 
организма в теплую солевую ванну [47|. Однако 
другие исследователи не смогли доказать зависи-
мость нарушений основного обмена от испарений, 
блокируя их обвертыванием раны водонепрони-
цаемой оболочкой или определяя расход кисло-
рода у обожженных в различных температурных 
условиях (от 19 до 33 ° С ) . Основной обмен ока-
зался значительно усиленным д а ж е на фоне повы-
шения температуры окружающей среды, что сви-
детельствует о том, что внешняя терморегуляция 
не является доминирующим стимулом ожогового 
гиперметаболизма, а избыточная продукция тепла 
является следствием повышенного обмена после 
термической травмы [46] . Об этом свидетельству-
ют результаты исследований, которые показали, 
что ни одна из травм не дает такого повышения 
метаболизма, как термическое поражение [62] . 
Гиперметаболическая реакция приводит к еще 
б о л ь ш е м у н е со от в етс т в и ю между повышенной 
потребностью в кислороде, его транспортом и 
утилизацией. Так, при ожогах средней тяжести, 
несмотря на возросшее потребление кислорода, 
организм больного все-таки страдает от его не-

достатка. О недостаточном кислородном обеспе-
чении тканей и органов свидетельствует, в част-
ности, развитие ацидоза, обнаружение в крови 
большого количества недоокисленных продуктов 
[8, 18, 23, 3 3 ] . 

Распространенной является точка зрения, со-
гласно которой развитие тканевой гипоксии при 
ожоговой болезни является следствием нарушения 
процессов микроциркуляции, возникновения цир-
куляториой, гемической и гипоксической форм ги-
поксии. Однако полярографические опыты по изу-
чению динамики напряжения кислорода свиде-
тельствуют о том, что сразу после ожога III сте-
пени во всех «канях, кроме мышц, нарастает кро-
воток и величина рОг [7, 11, 12|. Было показано, 
что увеличение рОг в начальный период ожого-
вой болезни может быть связано с усилением тка-
невого кровотока, однако дальнейшее увеличение 
рОг на фоне снижения тканевого кровотока сви-
детельствует об уменьшении потребления кислоро-
да тканями, т. е. о развивающейся тканевой ги-
поксии. Это подтверждается и уменьшением по-
требления кислорода при его ингаляции обожжен-
ным. Исходя из этого, было сделано предполо-
жение, что нарушение окислительных* процессов 
при ожоговой болезни связано не с недостатком 
кислорода в организме, а с нарушением его ути-
лизации в клетке. В настоящее время имеются 
аргументированные предположения, что клетки 
животных и человека при шоке не способны утили-
зировать кислород д а ж е при нормализации крово-
тока [15|. Возможной причиной данного явления 
может быть первичное изменение активности фер-
ментативных окислительных систем клеток, возни-
кающее не вследствие нарушения транспорта и 
низкого напряжения кислорода (критическая кон-
центрация кислорода для некоторых ферментов 
составляет лишь 2 - 8 мм рт. ст . ) , а из-за изме-
нений каталитических свойств самих ферментов, 
составляющих электронотранспортные цепи мито-
хондрий, микросом и других кислородзависимых 
систем клетки. Какие же факторы могут вызывать 
нарушение активности ферментов при ожоговой 
болезни? 

Некоторые исследователи считают, что нару-
шение тканевого дыхания является следствием 
ранней депрессии ретикуло-эндотелиальной систе-
мы ( Р Э С ) и снижением резистентности организма 
обожженных к токсическому действию веществ 
гистиогенного происхождения [15, 16, 21, 5 0 ] . Еще 
в 1950 г. было высказано предположение, что 
главным следствием поступления токсических про-
дуктов в кровь является блокада различных, в 
том числе и окислительных, ферментов, что при-
водит к тканевой гипоксии [13] . Поиски токсиче-
ских субстанций привели к заключению о сложной 
и многофакторной природе ожоговой токсемии. 
Из обожженной кожи мышей был выделен токсич-
ный высокомолекулярный гликопротеин, способ-
ный разрушать митохондриальную мембрану и 
подавлять действие АТФазы [68] , выделен и оха-
рактеризован токсичный липид-белковый ком-
плекс, обладающий цитотоксическим действием, 
подавляющий энергетический обмен в клетке, ин-
тенсивность образования глюкозы и мочевины 
[21, 42, 43, 71 |. Из крови обожженных и здоровых 
животных были выделены среднемолекулярные 
компоненты пептидной природы, обладающие ши-
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роким спектром биологического действия и способ-
ные оказывать влияние на окислительные процес-
сы в клетке [28|. Существенное влияние на кисло-
родзависимые процессы может оказывать измене-
ние гормонального статуса у обожженных, акти-
вация метаболизма арахидоновой кислоты и обра-
зование простагландинов, лейкотриенов и других 
медиаторов воспалительной реакции. 

Наиболее чувствительными и быстрореагирую-
щими системами при различных патологических 
воздействиях, в том числе и при ожоговой болез-
ни, являются митохондрии, реакции которых зна-
чительно опережают реакции других субклеточных 
структур клетки. Так, уже в первые минуты после 
ожога в крови, сердце, печени, почках отмечается 
уменьшение содержания АТФ [10, 4 0 ) , понижение 
активности цитохромоксидазы [14, 3 7 ) , снижение 
содержания цитохромов b, c + Ci, аа 3 [ 76 ] . В по-
следующие периоды ожоговой болезни степень 
энергетической обеспеченности продолжает сни-
жаться , о чем свидетельствует уменьшение соот-
ношения АТФ/АДФ, увеличение активности мито-
хондриальных А Т Ф а з [6, 22, 4 4 ] , уменьшение 
энергетического заряда до 0,659 [66] . Уровень 
АТФ в мышцах остается сниженным с 8-го по 
30-й день, тогда как уменьшение содержания АДФ 
и АМФ в этот период менее выражено [61, 73|. 
Содержание АТФ в период шока уменьшается в 
миокарде на 3 - 1 1 % , в печени на 4 — 9 % , в поч-
ках на 4 , 5 - 1 4 , 5 % |27|; в период септикотоксе-
мии в миокарде на 14 —17 % , в печени на 
И 1 4 % , в почках на 11 1 3 , 2 % . Через 24 ч 
после ожога содержание АТФ в легких уменьшает-
ся, через 7 дней возвращается к норме и к 14-м 
суткам после травмы вновь падает [5 ] . 

Изучение интенсивности поглощения кислорода 
митохондриями печени мышей в начальный период 
после ожоговой травмы показало, что уже через 
4 ч отмечается высокая скорость потребления 
кислорода во всех метаболических состояниях, 
увеличивается скорость фосфорилирования при 
окислении как янтарной, так и смеси яблочной и 
глутаминовой кислот [28] . Аналогичные данные 
были получены через 15, 30, 45 и 60 мин после 
ожога |76|. В работе [35] представлены сходные 
результаты, однако в этих экспериментах стиму-
ляция дыхания не сопровождалась увеличением 
скорости потребления кислорода в метаболиче-
ском состоянии 3, что свидетельствует, по мнению 
авторов, о нарушении эффективности фосфорили-
рования в этот период. В противоположность это-
му в работе [67| показано, что т я ж е л а я терми-
ческая травма приводит к гиперметаболизму, про-
являющемуся в увеличении скорости потребления 
кислорода в состоянии 3, дыхательного контроля 
и коэффициента фосфорилирования. Как считают 
авторы, этот гиперметаболизм в ранний период 
ожоговой болезни связан с усилением утилизации 
высших ненасыщенных жирных кислот. Можно 
т а к ж е предположить, что наблюдаемая активация 
работы дыхательной цепи, или «гиперэргизация», 
происходит при усилении так называемого ионного 
фосфорилирования, т. е. процесса синтеза АТФ 
за счет электрической или осмотической энергии 
при движении ионов через мембрану митохондрий 
по концентрационному градиенту. Подобное вы-
равнивание концентрационных градиентов, сопро-
вождающееся выделением значительных порций 

энергий в виде АТФ, может играть большую роль 
в поддержании энергетического баланса при опре-
деленных патологических условиях [34] . 

Известно, что продолжающееся воздействие ка-
кого-либо патологического фактора со временем 
приводит к нарушению компенсаторных механиз-
мов вследствие истощения метаболических ресур-
сов пораженного организма. Подтверждением 
этому служат данные об изменении функций мито-
хондрий через 24 ч после ожога кожи у мышей, 
что проявляется прежде всего в уменьшении ды-
хательного контроля на 20 % при окислении ян-
тарной кислоты и на 13 % при окислении смеси 
яблочной и глутаминовой кислот |28). В последую-
щие дни т а к ж е отмечается уменьшение дыхатель-
ного контроля, однако достоверных изменений ко-
эффициента АДФ/О не наблюдалось, что рассмат-
ривается как показатель активации обмена в орга-
низме после травмы |44|. Нарушение окислитель-
ных процессов в период шока и токсемии прояв-
ляется в уменьшении активности сукцинатдегидро-
геназы, глутаматдегидрогеназы и цитохромокси-
дазы в миокарде, печени и почках [27, 2 8 ) . Была 
установлена тесная корреляция между падением 
уровня макроэргов и активностью этих фермен-
тов, с одной стороны, и уменьшением количества 
сульфгидрильных групп белков митохондрий — с 
другой, на основании чего было сделано предполо-
жение, что первичным пусковым механизмом на-
рушения биоэнергетических процессов является 
уменьшение количества свободных тиоловых групп 
белков, что приводит к нарушению транспорта 
электронов в дыхательной цепи, разобщению окис-
лительного фосфорилирования, уменьшению уров-
ня АТФ и др. |27]. Хотя ггодобное объяснение ло-
гично, остается неясным: что же служит причиной 
снижения содержания SH-групп? На наш взгляд, 
уменьшение содержания SH-групп является лишь 
отражением активации патологических процессов, 
часть которых специфична для ожоговой болезни 
и заключается, например, в интенсивном образова-
нии биологически активных сложных белков и пеп-
тидов, тогда как другие имеют общебиологическую 
природу. Так, нарушение функционального состоя-
ния митохондрий может приводить к уменьшению 
энергетического потенциала клетки, нарушению 
работы протонной АТФазы, Са 2 + -аккумулирую-
щей способности митохондрий, что способствует 
накоплению ионов кальция в цитозоле и активации 
фосфолипазы А2 С последующим гидролизом фос-
фолипидов мембран, увеличением содержания по-
линенасыщенных жирных кислот. Это в свою оче-
редь стимулирует процесс П О Л , продуктами кото-
рого являются высокореакционнеспособные ра-
дикалы кислорода. Источником свободных ради-
калов могут быть т а к ж е непосредственно мито-
хондриальные электронотранспортные цепи и не-
которые окислительные ферменты. Так, имеющий 
место при ожоговой болезни интенсивный гидро-
лиз АТФ сопровождается усиленным образова-
нием АДФ и АМФ, которые могут стимулировать 
последовательные стадии образования аденозина, 
инозина и ферментативного превращения гиио-
ксантина в мочевую кислоту с образованием О J и 
И2О2. Генерация свободных радикалов возможна 
т а к ж е после непосредственного теплового воздей-
ствия. 

В настоящее время разрабатывается универ-
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сальная теория патогенеза шока, основанная на 
главенствующей роли свободных радикалов, кото-
рые модифицируют действие физиологических ме-
диаторов и определяют характер реакции тканей 
на раздражитель [65|. Свободные радикалы кис-
лорода вызывают прямое повреждение Д Н К , ли-
пидов, белков, способствуют образованию пе-
роксидных радикалов и пероксидов. Активация 
процессов ПОЛ изменяет фосфолипидный состав 
и уменьшает содержание сульфгидрильных групп 
в мембранах, модифицируя липид-белковые взаи-
модействия и уменьшая текучесть мембран, что в 
свою очередь отражается на функциональной ак-
тивности различных субклеточных структур, в том 
числе и митохондрий. Усиление свободноради-
кального окисления ( С Р О ) сопровождается уве-
личением потребления фагоцитами кислорода и 
переводом его в активные формы супероксида-
ниона (OJ) или синглетного кислорода, которые 
могут инициировать нарушения микроциркуляции, 
сочетающиеся с переходом полинуклеарных клеток 
в маргинальный пул и склеиванием тромбоцитов, 
нарушением проницаемости капилляров и обра-

зованием отека [26, 5 2 ] . Усиленное образование 
O J при термической травме может активировать 
неферментативное ПОЛ и стимулировать метабо-
лические превращения арахидоновой кислоты до 
простациклина, простагландинов, тромбоксанов и 
лейкотриенов, влияющих на просвет сосудов, ад-
гезию и хемотаксис полиморфно-ядерных лейкоци-
тов, проницаемость сосудов [45] . Образование де-
риватов арахидоновой кислоты зависит от того, 
какие вещества стимулируют мембрану и на уров-
не каких клеток или тканей формируется воспа-
лительная реакция. Так, при стимуляции тромбо-
цитов коллагеном образуются тромбоксаны, а при 
раздражении эндотелия тромбином — проста-
циклин, имеющий противоположное действие. 

О значительной роли С Р О в патогенезе ожоговой 
болезни свидетельствуют работы [55, 74, 7 5 ] , в 
которых показано, что в ранний период после тя-
желой термической травмы наблюдается актива-
ция системы комплемента, приводящая в резуль-
тате к появлению в плазме дериватов компле-
мента, анафилотоксина, стимулирующих образо-
вание окислительных радикалов нейтрофилами с 
последующим повреждением клеточных мембран, 
в частности эритроцитарных. Изучение морфоло-
гии легких при ожоговой болезни показало, что 
отмечающиеся интраальвеолярные кровоизлияния 
и лейкоагрегация в легочных капиллярах связаны 
не только с генерацией нейтрофилами ОI и гидро-
ксильных радикалов, но и с усилением образова-
ния диеновых конъюгатов, концентрация которых 
в легких, коже и плазме бывает резко увеличена 
уже через 2 ч после ожога [75] . Дермэктомия 
обожженной кожи сразу после нанесения ожога 
приводила к уменьшению количества диеновых 
конъюгатов, что еще раз подчеркивает непосред-
ственную связь между термическим поражением 
кожи, появлением активных радикалов кислорода 
и вторичным поражением легких. Применение в 
качестве лекарственных средств ингибиторов С Р О 
(супероксиддисмутазы, каталазы) и ингибиторов 
метаболизма арахидоновой кислоты (ибупрофен, 
кетоконазол и др.) уменьшало образование вос-
палительного отека и потерю плазмы, стабилизи-
ровало мембраны, улучшало микроциркуляцию и 

реологию крови [41, 48, 5 7 ] , ускоряло эпители-
зацию ожоговой раны [64|. 

Клинико-экспериментальные исследования по-
казали, что интенсивность реакций ПОЛ в сыво-
ротке крови больных с термической травмой (20-
60 % поверхности тела) и обожженных крыс по-
вышается в раннем периоде ожоговой болезни, 
вслед за чем следует ослабление этого процесса 
[58 ] . В других исследованиях [3] не отмечалось 

значительных изменений содержания липопереки-
сей в плазме крови больных в период ожогового 
шока, хотя облучение ультрафиолетовыми лучами 
мембран эритроцитов значительно усиливало П О Л 
у этих больных по сравнению со здоровыми. В пе-
риод токсемии отмечалось усиление П О Л , которое 
коррелировало с тяжестью состояния больных и 
клиническими признаками интоксикации. 

Исследование интенсивности ПОЛ в субклеточ-
ных органеллах печени при термическом ожоге 
[2] показало, что окисление липидов в микросомах 
наиболее интенсивно в первые часы после ожога , 
причем усиливаются реакции не только образова-
ния продуктов П О Л , но и их утилизации. Тот 
факт, что на 7-е сутки содержание продуктов П О Л 
в микросомах снижается, а в митохондриях, наобо-
рот, увеличивается, объясняют результатом перво-
начальной активации П О Л в микросомах, что за-
тем стимулирует П О Л и в других мембранных си-
стемах. Следствием такой индукции может быть 
усиление реакций П О Л в митохондриях, увели-
чение уровня продуктов П О Л , которое в более 
поздние стадии ожоговой болезни приводит к 
уменьшению способности липидов к окислению. 
Работы, проведенные в нашей лаборатории, под-
твердили такую точку зрения [29 ] , показав, что 
степень активации аскорбатзависимого П О Л по 
мере развития патологии понижается, т. е. способ-
ность липидов к окислению при индукции процесса 
in vitro понижается, хотя количество продуктов 
П О Л in vivo увеличивается. Отмечаемая динамика 
реакций ПОЛ может регулироваться уровнем по-
линенасыщенных жирных кислот (лииолевой, ара-
хидоновой) в фосфолипидах клеточных мембран, 
когда усиление окислительных реакций приводит 
к уменьшению содержания ненасыщенных жир-
ных кислот и соответствующему падению интен-
сивности П О Л . Клинические наблюдения пока-
зали, что у больных с термической травмой на-
блюдается уменьшение уровня полиненасыщеиных 
жирных кислот [56] . 

Активация процессов ПОЛ при ожоговой болез-
ни может быть результатом не только усиленного 
образования кислородных радикалов, но и след-
ствием нарушения функционирования фермента-
тивных механизмов антирадикальной защиты 
клетки с участием супероксиддисмутазы, глута-
тионпероксидазы и каталазы [1, 2 4 ] , уменьшения 
содержания церулоплазмина [49] . Лечение боль-
ных с термической травмой антиоксидантами дает 
положительный эффект, так как при этом подав-
ляется образование активных и токсичных радика-
лов кислорода с одновременным ингибированием 
процесса образования медиаторов воспаления. 

Биосинтез внутриклеточных медиаторов — про-
стагландинов, тромбоксанов, простациклина, лей-
котриенов и липоксинов происходит при участии 
таких специализированных ферментативных си-
стем, как циклооксигеназы, липоксигеназы, микро-



сомальные оксигеназы, и сопряжен с образова-
нием липопероксидов. Большую роль в синтезе 
оксигенированных продуктов арахидоновой кисло-
ты играет НАДФН-зависимая цитохром Р-450-мо-
нооксигеназная система [77] , участвующая т а к ж е 
в окислительной деградации гидрофобных соеди-
нений и биотрансформации ксенобиотиков. Таким 
образом, на уровне микросомального окисления 
тесно переплетаются процессы П О Л , реакции об-
разования медиаторов воспаления, биотрансфор-
мации и детоксикации. Важным представляется 
анализ взаимоотношений этих процессов в норме 
и при развитии патологических состояний. Как 
уже отмечалось, при ожоговой болезни происхо-
дит усиление ПОЛ и соответствующее уменьше-
ние полиненасыщенных жирных кислот, в том чис-
ле арахидоновой кислоты, являющейся основным 
субстратом ПОЛ в микросомах [63 ] . Понижение 
содержания арахидоновой кислоты в фосфолипи-
дах приводит к увеличению гидрофильноети мик-
росомальных мембран, снижению содержания ци-
тохрома Р-450 и последующему ослаблению ре-
акций П О Л . Уже через 6 ч после тяжелой тер-
мической травмы наблюдается диффузное пораже-
ние эндоплазматической сети (вакуольная дегене-
рация, везикуляция), увеличение уровня восста-
новленного цитохрома Р-450 [72] . Термическая 
травма приводит к значительному подавлению 
монооксигеназной активности микросом печени, 
снижению содержания цитохрома Р-450 и цито-
хрома bs начиная с периода ожогового шока до 
6 сут наблюдения [29, 30, 3 8 ] . 

В связи с этим возникает вопрос о возможном 
фармакологическом эффекте и фармакокинетике 
тех лекарств, метаболизм которых осуществляется 
преимущественно в микросомах печени, в условиях 
ожоговой болезни. Имеются единичные работы, 
посвященные этому вопросу; отсутствуют данные 
о коррекции нарушений лекарственного метабо-
лизма у обожженных [51, 53, 5 4 ] . Исследования, 
проведенные в нашей лаборатории, показали, что 
термическая травма существенно подавляет мик-
росомальную систему метаболизирования ле-
карств [31] . Это проявляется в удлинении сно-
творного действия хлоралгидрата и гексенала, на-
рушении фармакокинетики антипирина. Примене-
ние в качестве корригирующего средства фено-
барбитала способствовало снижению интенсивно-
сти процессов П О Л , активации цитохром Р-450-
зависимых монооксигеназных реакций и усилению 
процессов конъюгации с глюкуроновой кислотой 
у обожженных животных. 

Важными факторами, регулирующими актив-
ность митохондриальной и микросомальной систем 
окисления, являются активность П О Л , а т а к ж е 
уровень и соотношение окисленных и восстанов-
ленных форм ди- и трифосфопиридиннуклеотидов. 
Так, активация ПОЛ может приводить к деграда-
ции цитохрома Р-450 и его конверсии в цитохром 
Р-420 [70] , инактивации мембранно-связанных 
ферментов вследствие окисления сульфгидриль-
ных групп и нарушения их гидрофобного окруже-
ния, «сшивания» белков [60] . Реакции ПОЛ могут 
выступать в сочетании с реакциями протеолиза 
различных ферментов в качестве двух взаимо-
усиливающихся процессов, обеспечивающих в со-
вокупности высокую активность «разборки» энзи-

мов и соответствующее ингибирование их актив-
ности [32] . 

Взаимоотношения микросомальных и мито-
хондриальных редокс-цепей строятся по типу кон-
курентных процессов в отношении кислорода; в 
случае возникновения тканевой гипоксии наруше-
ние транспорта электронов в дыхательной цепи 
митохондрий может сопровождаться усилением 
монооксигеназных реакций, которые поставляют 
восстановительные эквиваленты в митохондрии пу-
тем трансмембраиного транспорта [19 ] . Возмож-
ность такого процесса была показана в ранний 
период ожоговой болезни и проявлялась в усиле-
нии процессов окисления НАДН (в присутствии 
экзогенного цитохрома С) при инкубации с микро-
сомами печени экспериментальных животных [29] . 
Важным метаболитом, функционально объеди-
няющим эти системы окисления, является 
НАДФН основной источник электронов для 
микросом, который может синтезироваться из 
НАДН при участии митохондриальных трансгид-
рогеназ. Как известно, при ожоговой болезни 
происходит гиперпродукция НАДФН, которая в 
значительной степени зависит от активности глю-
козо-6-фосфатдегидрогеназы, содержания аце-
тил-КоА, интенсивности реакций декарбоксилиро-
вания пировиноградной кислоты. Несмотря на ин-
тенсивное образование НАДФН при ожоговой бо-
лезни наблюдается преобладание окисленных 
форм нуклеотида. Это может объясняться тем, что 
уже в ранний период после термической травмы 
активируется глюконеогенез и происходит компен-
саторное усиление реакций биосинтеза жиров, ис-
пользующих НАДФН. Уменьшение содержания 
НАДФН приводит к подавлению активности мик-
росомального окисления и соответствующему на-
рушению реакций биотрансформации и детокси-
кации. В этом случае может происходить обра-
зование функциональных связей между мито-
хондриями и микросомами за счет переноса вос-
становительных эквивалентов через митохон-
дриальную мембрану в цитозоль и окисление их в 
редокс-системе микросом. 

Представленные данные свидетельствуют не 
только о нарушении процессов микросомального, 
митохондриального и перекисного окисления при 
ожоговой болезни, но и характеризуют некото-
рые особенности их взаимодействия на уровне 
переноса и трансформации информационных сиг-
налов в клеточных системах управления, основной 
задачей которых является сохранение автомати-
ческой регуляции с помощью отрицательной и по-
ложительной обратной связи. Примером таких 
взаимодействий могут быть реципрокные отноше-
ния микросомальных и митохондриальных элек-
тронотранспортных цепей в начальный период 
ожоговой болезни, регуляция по принципу отри-
цательной обратной связи интенсивности микро-
сомального и митохондриального окисления про-
дуктами П О Л , тесная взаимосвязь между гене-
рацией свободнорадикальных форм кислорода, 
функциональной активностью цитохрома Р-450 и 
образованием медиаторов воспаления, оказываю-
щих в свою очередь существенное влияние на 
кислородное обеспечение тканей. 

Учет особенностей и взаимоотношений кисло-
родзависимых процессов не только имеет значение 
для направленного поиска средств и методов кор-
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рекции патохимических расстройств, но и позво-
ляет оценить их функциональную роль в условиях 
нормальной жизнедеятельности клетки. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Агаджанов М. И. // Жури, экспер. и клип. мед. 1979. 
№ 4. С. 14 22. 

2. Аристархова С. А., Бурлакова Е. Б., Заец Т. Л. // Вопр. 
мед. химии. 1983. № 4. С. 102 106. 

3. Бабская /О. Е., Лавров В. А., Олюнина /I. А. // Хирургия. 
1985, № 1 1 . С. 9 5 - 9 7 . 

4. Бернат И. Патогенез ожоговой анемии: Пер. с венг.- Буда-
пешт, 1975. 

5. Вазина И. Р. // Вопросы ожоговой патологии. Горький, 
1980. С. 50 54. 

6. Вальдман Б. М., Слободан В. Б., Ефименко Г. П. // Вопро-
сы биохимии ожоговой травмы. Челябинск, 1973.— 
С. 66 83. 

7. Вогралик М. В., Голованова М. В. // Экспер. хир.-
1976. .№ 5 , С. 20 23. 

8. Волынский 10. Д., Чернышева Л. М., Бабская /О. Е., 
Матвеев II. В. // Вести, хир. 1973. № 4. - С. 106- 110. 

9. Герасимова Л. И., Юрасов И. И., Скобелина Г. С. / / 
А пест, и реаниматол. 1980, .№ 2. С. 64 66. 

10. Горькова А. В., Рубин В. И. // Поволжская конф. физио-
логов, фармакологов и биохимиков с участием морфоло-
гов и клиницистов, 4-я: Материалы, - Саратов, 1966.= 
С. 166 168. 

11. Григорьев И. Г., Вогралик М. В., Голованова М. В. / / 
Сов. мед.- 1981. № 4. С. 56—61. 

12. Гублер Е. В., Зимина Э. П. / / Там ж е , - 1963.- № 7. 
С. 56- 61. 

13. Дервиз Г. В. Газообмен при травматическом шоке: Авто-
реф. дис. ... д-ра мед. наук. М., 1950. 

14. Довганский А. П. Об изменениях тканевого дыхания при 
тяжелых ожогах и их лечение в эксперименте: Автореф. 
дис. ... канд. мед. наук. Л., 1962. 

15. Заветная Г. Л., Иоффе Н. Е., Мазуркевич Г. С., Ци-
бин /О. Н. // Травматический шок. Л. , 1977.— С. 13. 

16. Заец Т. Л., Носова И. М. // Бюл. экспер. биол.- 1973.— 
№ 10. С. 56—58. 

17. Кажекин А. А. Нарушение внешнего дыхания и бронхиаль-
ной проводимости при ожоговой болезни: Автореф. дис. ... 
канд. мед. наук. Волгоград, 1977. 

18. Кочетыгов Н. И., Булавин О. Н. // Оксибиотические и 
аноксибиотические процессы при экспериментальной и кли-
нической патологии. Киев, 1975. - С. 112 113. 

19. Кривецкене 3. И., Ясайтис А. А. / / Молекулярные меха-
низмы и регуляция энергетического обмена,- Пушимо, 
1986. С. 12 13. 

20. Лукьянова Л.. Д., Балмуханов Б. С., Уголев А. Т. Кислород-
зависимые, процессы в клетке и ее функциональное со-
стояние, М,, 1982. 

21. Мовшев Б. Е., Недошивина Р. В. // Гематол. и трансфу-
зиол.— 1986.— № 8.— С. 49. 

22. Мороз А. М.. Бик В. Г., Юрмин Е. А.. Юнко М. А. // Пат. 
физиол. 1984. № 6 , С. 31 - 3 4 . 

23. Муразян Р. И., Шуруев А. С. // Актуальные вопросы 
постреанимационного периода,- Саранск, 1982,- С. 26-
27. 

24. Мхитарян В. Г., Агаджанов М. И., Геворкян Д. М., Ми-
каелян Э. М. // Вести. АМН С С С Р . — 1982.— № 9 .— 
С. 15- 19. 

25. Орлов С. Н. Расстройства гепатопортальной гемодинамики 
и кислородного режима печени при ожоговом шоке, пути 
и методы их коррекции: Автореф. дис. ... канд. мед. наук.-
Харьков, 1978. 

26. Петрович /О. А., Гуткин Д. В. // Пат. физиол.- 1986. 
№ 5. С. 85 92. 

27. Розанов В. Е. // Воен.-мед. журн, 1982. .№ 4. 
С. 66—67. 

28. Рябинин В. Е., Лифшиц Р. И., Чарная Л. Ф. и др. // Вопр. 
мед. химии. 1984. № 3 , С. 113 116. 

29. Рябинин В. Е., Лифшиц Р. И. 11 Там же.-- 1985.- № 5 . -
С. 38- 40. 

30. Рябинин В. Е., Лифшиц Р. И. // Там ж е , 1986.- Лу 3,-
С. 115 118. , 

31. Рябинин В. Е., Коростелев М. /О. / / Современные сред-
ства пе^ой помощи и методы лечения ожоговой болезни. 
М., 1986:-ь- С. 252—254. 

32. Сербинова Е. А., Савов В. М., Каган В. Е. // Бюл. экспер. 
биол. 1983, № 6 .— С. 53 -55. 

33. Семенов В. М., Киселев С. И. // Острая ожоговая токсе-
мия,- Киев, 1976.- С. 22 24. 

34. Скулачев В. П. Трансформация энергии в биомембранах. 
М.; 1972. 

35. Слепнева Л. В., Ремизова М. И., Кочетыгов Н. И. // Пат. 
физиол, 1984. - No 1. С. 32—35. 

36. Сологуб В. К., Винокурова И. /О., Каем Р. И. // Хирур-
гия. ' 1977. № 6. - С. 41 43. 

37. Федорова 3. П. // Научная конф. по проблеме «Ожоги», 
4-я: Материалы. Л., 1965.- С. 258. 

38. Хакимов 3. 3., Мавлянов И. Р., Карабанович А. К. / / 
Вопр. мед. химии. 1987. № 2 . С. 48—51. 

39. Чернышева Л. М. Изменение дыхания и газообмена при 
ожоговой болезни: Автореф. дис. ... канд. мед. наук. М., 
1975. 

40. Шепотько А. И. Некоторые особенности патофизиологиче-
ских изменений при ожоговой болезни: Автореф. дис. ... 
канд. мед. наук. Ереван, 1975. 

41. Alexander F., Mathieson М., Теоп Н. Т. et al. // J . Trauma.-
1984, Vol. 24, N 8 , P. 709 712. 

42. Aoyama H., Izawa l/.( Ozawa Т. 11 Burns. 1980. Vol. 7, 
N I. P. 33—37. 

43. Aoyama П., Suzuki K-, Izawa V. // Ibid. 1982. Vol. 9, 
N 1. P. 13- 16. 

44. Aprille J. R., Horn J. A., Rulfs J. // J . Trauma. 1977. 
Vol. 17, N 4. P. 279 288. 

45. Arturson С. // Verbrennungs: Entstehung, Verlaut and 
Ther. Berlin. 1982, S. 16 29. 

46. Aulick L. H., /lander E. H., Wilmore D. W. et al. // 
J . Trauma.- 1979.= Vol. 19, N 8. P. 559—566. 

47. Bansillon 1/., Henane R. // Med. et Armees. 1976. Vol. 4, 
N 1. P. 90 92. 

48. Batstone G. F., Levick P. L., Spurr E. et al. // Burns .— 
1983. Vol. 9, N 4. P. 234 239. 

49. Boosalis M. G., McCiain C. J. // Amcr. J . clin. Nutr , 
1986. Vol. 44, N 6 , P. 899= 906. 

50. Dolecek R., Mahaffey W. // Acta chir. plast. 1970, 
Vol. 12. P. 217 222. 

51. Durlotsky L., Fruncillo R. J. / / J . Trauma. 1982, Vol. 22, 
N 1 1 . P. 9 5 0 - 9 5 3 . 

52. Emeril J., Gall J. 11 Call. Nutr. Diet. 1987. Vol. 22, 
N 1. P. 35—39. 

53. Fruncillo R. J., Digregorio G. J. // J . Trauma. 1983, 
Vol. 23, N 6 , P. 523—529. 

54. Fruncillo R. J., Digregorio G. J. 11 J . pharrn. Sci. 1984. 
Vol. 13, N 8 , P. 1117 1121. 

55. Hatherill J. R., Till G. D., В runner L. H., Ward P. A. / / 
J . clin. Invest. 1986,- Vol. 78, N 3. P. 629 636. 

56. Helmkamp G. M., Wilmore D. W., Johnson A. A. et al. // 
Amer. J . clin. Nutr. 1973.- Vol .26 . P. 1331. 

57. Hilton J. G. II Fed. Proc. 1979. Vol. 38, N 3. P. 758. 
58. Hiramatsy M.. Izawa V., flagihara M. et al. // Burns.-

1984.— Vol. 11, N 2 , P. 111 — 116. 
59. Henane R. // Med. et. Armees, 1978.- Vol. 6, N 4. 

P. 295—302. 
60. Hogberg J., Bergstrand A., Jakobson S. // Europ. J . Bio-

chem. 1973. Vol. 37, N I. P. 51 59. 
61. Larsson G., Schiedt В., Liliedahl O., Vinnars E. // Acta 

chir. scand. 1984. Vol. 150, N8 . P. 61 1 618. 
62. Liliedahl S. O. // Langenberck's Arch. Chir. 1978. 

Bd 347. S. 517 523. 
63. Lokesh B. R., Mathur S. W., Spector A. A. 11 J . Lipid.* 

Res , 1981, Vol. 22, N 6 . - P. 905 915. 
64. Melikian V., Laverson S., Zawacki B. // J . Trauma. 

1987. Vol. 27, N 2 , P. 151= 154. 
65. Novelli G. P. // Acta anaesth. ital. 1984. Vol. 35, N I. 

P. 29 54. 
Q6. Ogawa V., Matsumoto /<., Otiji Sh. / / J . Lab. clin. Med. 

1977. Vol. 90, N 3 .— P. 457—465. 
67. Pruitt В., Goodwin C., Vanghan J. et al. // Acta chir scand. 

1985. Suppl. 522 , P. 119 139. 
68. Rosental S. R., Hauley P. L. 11 S u r g e r y . - 1972. Vol. I I , 

N 4. P. 527 536. 
69. Sancher R.. Chollest J., Cledes M. et al. // Bordeaux rued. 

1979.- Vol. 12, N 25. P. 1565 1569. 
70. Scheller J. В.. Rennenberg R., Mochr P. et al. // F E B S . 

Lett. 1976. Vol. 71, N 2 , P. 309 - 312. 

71. Scholmerich J., Kremer В., Schmidt K. et al. // Langenbeck's 
Arch. Chir. 1980. Bd 3 5 0 , S. 151 163. 

72. Seccia A., Ribert C., De Gennaro M., Flamini G. // Burns. 
1980, Vol. 6, N 3.- P. 174 -180. 

73. Shires Т., Albert S. A., lllner H. 11 J . Trauma.- 1983. 
Vol. 23, N 10, P. 899 -901. 

74. Till G. O., Beanchamp C., Menapace D. et al. // Ibid. 

1.2 



N 4 , P. 269 277. 
75. Till G. O., Hat he rill J. R., Tourtellotte W. W. et al. // 

Amer. J . Path. 1985. Vol. 119, P. 3 7 6 - 3 8 4 . 
76. Xuemin W., Kerning C., Ying W. // Burns , 1986.— 

Vol. 12, N 7 .— P. 461 464. 
77. U lie rich V., Graf H., Hanrend M. // Microsomes and Drug 

Oxidations, Brighton,. 1985.- P. 95—104. 
Поступила 31.10.89 

© E. M . Б А С К А Е В Л , 1990 

.УДК 616-008.9-055.5/.7-076.5:576.222.75 

E. M. IS ас шее a 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ К О М П Л Е М Е Н Т А Ц И Я В ИЗУ-
ЧЕНИИ М Е Х А Н И З М О В РАЗВИТИЯ НАСЛЕД-
СТВЕННЫХ Н А Р У Ш Е Н И Й ОБМЕНА ВЕ-
ЩЕСТВ У ЧЕЛОВЕКА (ОБЗОР) 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, 
Москва 

В последние два десятилетия широкое примене-
ние в различных областях биологии и медицины 
находит метод генетической комплементации 
( М Г К ) , основанный на гибридизации соматиче-
ских клеток. О все большем распространении этого 
метода свидетельствует стремительно увеличиваю-
щееся количество работ, посвященных исследова-
ниям с применением гибридизации клеток. Основ-
ными направлениями, в которых используются 
М Г К , являются картирование генов в индивиду-
альных хромосомах, изучение природы злокачест-
венности и трансформации клеток под влиянием 
онкогенных вирусов, исследование механизмов, 
контролирующих рост и дифференцировку клеток 
в процессе нормального развития зародышей, при 
заживлении ран и опухолеобразовании [6] . Кроме 
того, М Г К применяется при изучении природы и 
типа наследования многих врожденных заболе-
ваний человека, механизмов их развития и диагно-
стики. 

В настоящем обзоре сделана попытка обобщить 
данные литературы, касающиеся такой важной 
для медицинской науки области применения М Г К , 
как его использование для выяснения генетиче-
ской гетерогенности наследственных энзимопатий 
и их диагностики на цитобиохимическом уровне. 

Некоторые сведения о гибридизации соматиче-
ских клеток. Впервые возможность гибридизации 
клеток была обнаружена в 1960 г. Д ж . Барским и 
его сотрудниками, которые показали, что клетки 
двух разных линий мышей при культивировании 
могут спонтанно сливаться с образованием гибри-
дов, содержащих геномы исходных родительских 
клеток |7|. Доказательство существования в гиб-
ридных клетках активных родительских геномов 
было получено при слиянии двух линий мышиных 
клеток, содержащих различные типы |3-глюкурони-
дазы. В полученных при спонтанном слиянии гиб-
ридных клетках были выявлены обе формы (3-глю-
куронидазы — термостабильная и термолабиль-
ная |23]. Эти эксперименты доказали наличие в 
гибридных клетках генетической комплементации, 
т. е. одновременного синтеза двух ферментов, каж-
дый из которых мог синтезироваться только в од-
ной из родительских клеток. 

Позднее были разработаны и усовершенствова-

ны методы получения гибридных клеток с исполь-
зованием стимуляторов клеточного слияния, вклю-
чающих различные типы вирусов, полиэтиленгли-
коль, электрическое поле, лазеры и т. д. [ 56 ] . Из 
многочисленных данных литературы, посвященной 
проблеме клеточного слияния, известно, что гибри-
дизации могут подвергаться разного рода клетки 
животных, включающие фибробласты, эритроци-
ты, моноциты, лимфоциты, гепатоциты, клетки ам-
ниотической жидкости, макрофаги и миобласты 
|15, 27, 34, 36, 48|. Надо отметить, что механизм 
клеточного слияния представляет собой довольно 
сложный процесс, состоящий из последовательно-
сти событий, основным из которых является 
взаимодействие липидных бислоев мембран. По-
скольку вопросы слияния биомембран достаточно 
полно отражены в литературе, нецелесообразно 
подробно останавливаться на описании механиз-
мов клеточного слияния в настоящем обзоре. В то 
же время хотелось бы отметить, что большинство 
стадий при слияиии клеточных мембран in vivo, 
как примято, инициируется увеличением внутри-
кл еточной кон цент рации м ногоф у нк ц и она л ьн ы х 
ионов кальция. Некоторые типы стимуляторов 
клеточного слияния, используемые в опытах по 
гибридизации клеток, в частности полиэтиленгли-
коль, способствуют увеличению проницаемости 
мембран для ионов кальция благодаря взаимо-
действию с фосфолипидами мембран. При слиянии 
биомембран клеток, обработанных вирусами, а 
именно вирусом Сендай, отмечается в а ж н а я роль 
подвижности и латеральной диффузии виутримем-
бранных частиц и интегральных белков. 

В зависимости от условий слияния клеток 
(соотношения числа родительских клеток, концен-
трации и типа стимуляторов клеточного слияния 
и др.) могут образовываться гетерокарионы 
многоядерные клетки, содержащие ядра исходных 
родительских клеток и(или) гибридные клетки, в 
которых разные геномы исходных клеток объеди-
няются в одном ядре. Гибридные клетки можно 
выделить и поддерживать в виде чистой культуры, 
тогда как гетерокарионы нежизнеспособны и об-
мен веществ в них происходит в течение лишь 
15 дней [6|. Следует отметить, что, кроме гетеро-
карионов, в процессе слияния клеток о б р а з у е т с я и 
гомокарионы (слившиеся клетки одного родитель-
ского типа) . Поскольку комплементация может 
происходить только в гетерокарионах, ее степень 
должна зависеть от количества образовавшихся 
гетерокарионов, которое может достигать 70 
9 0 % от общего числа клеток [21] . В настоящее 
время известны методы, позволяющие повысить 
количество миогоядерных клеток в культуре [16 ] . 
Так, использование метода седиментации в гради-
енте фиколла приводит к увеличению содержа-
ния гетерокарионов в популяции более чем в 
2 раза. 

Разработка условий гибридизации клеток и их 
клонирования открыла широкие возможности для 
использования М Г К в генетическом анализе 
человека, в изучении молекулярных механизмов 
развития многих наследственных нарушений об-
мена у человека, их пре- и постнатальной диагно-
стики, а также дифференциальной диагностики 
ряда наследственных энзимопатий на цитобиохи-
мическом уровне. 

Принцип использования МГК для дифферен-



циальной диагностики наследственных заболева-
ний. Как правило, М Г К используется для диффе-
ренциальной диагностики наследственных энзимо-
патий, обусловленных недостаточностью одного и 
того же фермента, причины которой могут быть 
самыми разнообразными (нарушение синтеза 
пол ипептидной цепи, недостаточность активато-
ров, кофакторов, изменение стабильности фермен-
та и т. д.) |17]. Сущность М Г К применительно 
к этому случаю заключается в следующем. Фиб-
робласты обследуемого больного с неидентифици-
рованным заболеванием подвергают гибридизации 
с фибробластами больных с известной болезнью, 
вызванной недостаточностью того ж е фермента 
(«маркерными» клетками), и в полученных гете-
рокарионах определяют активность фермента, не-
достающего в исходных клетках. Обнаружение в 
гетерокарионах активности исследуемого фермен-
та или некоторых его форм свидетельствует 
о наличии генетической комплементации, кото-
рая возможна лишь в том случае, если недоста-
точность фермента или его форм в исследуемых 
и «маркерных» клетках обусловлена мутациями 
разных генов. Заболевания, развивающиеся при 
недостаточности одного и того же фермента, 
обусловленной разными, не аллельными мутация-
ми, принято считать комплементационными. 

Классическим примером комплементациоиных 
болезней являются болезни Тея — Сакса и Занд-
гоффа, относящиеся к группе СМ 2 -ганглиозидозов, 
обусловленных недостаточностью гексозаминида-
зы. Известно, что болезнь Тея — Сакса развивает-
ся при недостаточности гексозаминидазы А 
(а, p-гетерополимера) в результате мутации гена 
в 15-й хромосоме, кодирующего образование 
а-субъединицы [10] . Болезнь Зандгоффа характе-
ризуется недостаточностью как гексозаминида-
зы А, так и гексозаминидазы В ([3, (З-гомополиме-
ра) , вызванной генной мутацией в 5-й хромосоме, 
ответственной за синтез р-субъединицы гексозами-
нидазы [51] . Как видно из приведенной на рисунке 

Хромосома 15 Хромосома S 

Болезнь Тея-Сакса ^мутация в d-лонцсенехй'нехS'HexB 
болезнь Зандгоффа =мутация вji-лону се (jf). HexBMex/f.HexS * 

(Чех/1 (d р~) \ Гетеронарион 
Hex В (л'Ю 
iHexS^d,*) ] 

Фибробласты 
при болезни Зандгоффа 

Схема генетического контроля различных типов гексозамини-
даз в норме и при некоторых типах Ом2" г англиозиДС>зов. 

схемы, в результате гибридизации фибробластов, 
полученных от людей с болезнями Тея — Сакса и 
Зандгоффа, образуются гетерокарионы, в которых 
должна происходить генетическая комплемента-
ция, т. е. образование полноценных форм гексоза-
минидазы А и В из активных а- и (3-субъединиц, 
кодируемых геномами исходных клеток. Экспери-
ментальное доказательство этого было получено 
ранее двумя группами исследователей, показав-
ших наличие комплементации после слияния 
фибробластов лиц с болезнями Тея Сакса и 
Зандгоффа [19, 5 9 ] . 

Отсутствие комплементации, а следовательно, и 
отсутствие восстановления активности ферментов 
в гетерокарионах свидетельствуют, что недоста-
точность фермента в исследуемых и «маркерных» 
клетках обусловлена мутациями одного и того же 
гена или его разных аллелей. Заболевания, раз-
вивающиеся при недостаточности одного и того же 
фермента, обусловленной аллельными мутациями, 
принято называть некомплементационными. При-
мерами таких заболеваний являются разные фор-
мы болезни Гоше, мукополисахаридозов и ряда 
других лизосомных болезней накопления [21 ] . 

Из огромного количества литературы, посвя-
щенной проблеме наследственных энзимопатий, 
известно, что большинство этих заболеваний про-
является в разных формах с той или иной степенью 
тяжести [2, 3, 21, 6 3 ) . Подобное разнообразие 
клинических проявлений одной и той ж е болезни, 
возникающее вследствие генетической гетероген-
ности, значительно осложняет диагностику. М Г К 
является одним из методических подходов к изуче-
нию генетической гетерогенности наследственных 
энзимопатий. 

Использование МГК для изучения генетической 
гетерогенности наследственных нарушений обме-
на. М Г К был использован различными исследо-
вателями для изучения генетической гетероген-
ности наследственных заболеваний, относящихся 
к разнообразным группам гликолипидозов [26, 
5 5 ] , муколипидозов |8, 25, 28, 29, 5 3 ] , мукополи-
сахаридозов [18|, аминоацидурий [61, 62|, а так-
же таких болезней, как пигментная ксеродерма 
[52] , хронический гранулематоз [ 2 7 , 5 0 ] , атаксия-

телангиэктазия [32| и др. 

Так, использование комилеменгационного ана-
лиза для изучения генетической природы гетеро-
генности болезни Гоше, развивающейся при недо-
статочности кислой р-глюкозидазы, показало, что 
детская и взрослая формы болезни Гоше, значи-
тельно различающиеся по клиническому фенотипу, 
а также по кинетике, антигенной специфичности и 
процессингу дефектного фермента [11, 12, 241, 
обусловлены аллельными мутациями одного и того 
же гена |26|. В этом случае не наблюдалось 
восстановления активности (З-глюкозидазы в слив-
шихся клетках, полученных от больных с разными 
формами заболевания. 

С помощью гибридизации соматических клеток 
выяснено, что такие формы мукополисахаридоза 
типа I, обусловленного дефицитом a-L-идуронида-
зы, как синдром Гурлер и синдром Шайе, раз-
личающиеся по степени фенотипических проявле-
ний, являются результатом различных аллельных 
мутаций, а больные с синдромом Гурлер и Шайе 
являются генетическими компаундами вследствие 
их «двойной» гетерозиготности [5, 18, 38|. 



Т а б л и ц а 1 

Гибридизация фибробластов больных с разными клиническими 
формами некомнлементационных наследственных энзимопатий 

Тип слияния 

Детская и взрослая формы бо-
лезни Гоше 

Синдромы Гурлер и Шайе 
Псевдо-Гурлер-полидистрофия 

и I-клеточная болезнь 

Варианты В и В| детской формы 
G м 2 - га н г л и оз и доз а 

Болезни Нимана—Пика типа А 
и типа В 

Детская и взрослая формы G M ) -
ганглиозидоза 

GMi-ганглиозидоз и болезнь 
Моркио В 

Детская и взрослая формы 
сиалидоза 

Детская и взрослая формы га 
лактосиалидоза 

Варианты метахроматической 
лейкодистрофии 

Варианты болезни Краббе 

Легкая и тяжелая формы болез-
ни Санфилиппо В 

Детская и взрослая формы гли-
когеноза типа II 

Недостаточности upon ион ил-
КоА-карбоксилазы 

Недостаточности аргининосук-
цинатлиазы 

Ферментативная 
недостаточность 

р- Глюкоз и да за 

a-L-идуронидаза 
N-ацетил глюкоза-

мин-фосфотран-
сфераза 

Гексоза м ин идаза 

Сфингомиелиназа 

р-Галактозидаза 

р-Галактозидаза 

Нейраминидаза 

Р-Галактозидаза/ 
нейраминидаза 

Арилсульфатаза А 

Галактоцереброзида-
за 

(х- N -а цетил гл юкоза -
минидаза 

Кислая а-глюкоз и да 
за 

Проп ионилкарбокси-
I лаза 

Аргининосукцинат-
лиаза 

Источ-
ник 

[ 2 6 ] 

[18! 

[25] 

[55] 

[9] 

[21] 

144] 

|42| 

[42] 

[21] 

[35] 

[21] 

[49] 

[ 6 2 ] 

137] 

М Г К позволил также показать, что аллельные 
мутации одного и того же гена, кодирующего 
образование a-субъединицы гексозаминидазы, 
приводят к двум вариантам В и В| детской формы 
G М2 - г а н г л и оз и доз а [55] . 

При использовании М Г К установлено, что гете-
рогенность ряда других лизосомных болезней на-
копления и заболеваний, связанных с недостаточ-
ностью пропионил-КоА-карбоксилазы [62| и арги-
ниносукцинатлиазы |37|, т а к ж е обусловлена меж-
аллельными мутациями одного и того же гена 
(табл. 1). 

Таким образом, приведенные примеры свиде-
тельствуют о существовании некомплементацион-
ных заболеваний, генетическая и фенотипическая 
гетерогенность которых объясняется мутациями 
множественных аллелей одного генетического 
локуса. 

При изучении гетерогенности наследственных 
энзимопатий с помощью гибридизации соматиче-
ских клеток удалось выяснить, что различное кли-
ническое проявление болезни и разные ее формы 
могут быть обусловлены не только межаллельными 
мутациями одного и того же генетического локуса, 
но и мутациями разных структурных генов, коди-
рующих образование различных субъединиц фер-
ментов, а т а к ж е других генов, контролирующих 
многие процессы, участвующие в реализации од-
ной ферментной реакции. Проведение гибридиза-
ции соматических клеток больных в таких случаях, 
как уже отмечалось, приводит к восстановлению 
недостающей ферментативной активности, рекон-
струкции фермента благодаря объединенному 
функционированию в гетерокарионе разных гено-
мов, т. е. их комплементации. 

Наряду с приведенным примером существова-

ния двух вариантов 0 М 2 - ганглиозидоза (болезней 
Тея Сакса и Зандгоффа) , обусловленных мута-
циями двух разных структурных генов и приводя-
щих к недостаточности одного фермента, показано, 
что клиническая и биохимическая гетерогенность 
нарушения обмена кобаламина, вызванного недо-
статочностью метил мал он ил- КоА-мутазы, обу-
словлена разными мутациями по крайней мере 
четырех генетических локусов, ответственных за 
образование апофермента мутазы, синтез кофер-
ментов и другие процессы [61] . Среди случаев 
недостаточности метилмалонил-КоА-мутазы выяв-
лено 5 комплементационных групп, происхожде-
ние одной из которых объясняется плейотроп-
ным эффектом нескольких мутантных генов [611. 

Среди лизосомных болезней накопления извест-
ны два типа муколипидозов тип II (1-клеточ-
ная болезнь) и тип III (псевдо-Гурлер-полидистро-
фия), представляющие собой нейрометаболиче-
ские нарушения, связанные с дефектом биосин-
теза кислых гидролаз и их доставки в лизосомы 
[45] . Первичным дефектом при обоих типах муко-

липидоза является, как уже теперь ясно, недоста-
то ч н ост ь N - а цет и л гл ю коз а м и н фос фот р а н сфер а з ы 
( G k N A c P - т р а н с ф е р а з ы ) , приводящая к наруше-
нию синтеза маннозо-6-фосфатных маркеров в 
процессинге лизосомных ферментов [4 ] . При ис-
пользовании метода клеточной гибридизации по-
казано существование трех комплементационных 
групп (А, В и С) среди муколипидоза III 128, 
4 0 ] . На основании результатов определения ак-
тивности и электрофоретической подвижности 5 
лизосомных ферментов после слияния фиброблас-
тов от больных с разной формой проявления 
псевдо-Гурлер-полидистрофии в разных парных 
сочетаниях установлено, что гетерогенность этого 
заболевания является результатом мутаций раз-
ных генов, приводящих к дефектам процессинга 
лизосомных ферментов [28] . С помощью М Г К 
установлено, что муколипидоз II и так называе-
мый «классический» вариант муколипидоза III 
( I I I А), характеризующиеся разными клинически-
ми проявлениями, обусловлены мутациями разных 
аллелей одного генетического локуса и составляют 
одну комплементационную группу [40] . При изу-
чении кинетических свойств остаточной GlcNAcP-
трансферазы у больных этой группы, включаю-
щей I-клеточную болезнь и классический вариант 
псевдо -Г урлер-полидистрофии, были получен ы 
данные, что причиной этой группы заболеваний 
является мутация, вероятнее всего, структурного 
гена [41] . 

Позднее другими авторами, изучавшими гетеро-
генность муколипидозов II и III, были выявлены 
только 2 комплементационные группы [8 ] . Воль-
ные, относящиеся к 1-й группе, включающей клас-
сические формы муколипидоза II и 111 и соответ-
ствующей, по-видимому, описанной выше группе 
III А, характеризовались полной или частичной 
недостаточностью GlcNАсР-трансферазы при ис-
пользовании как природных, так и синтетических 
субстратов. У больных 2-й группы, включающей 
варианты псевдо-Гурлер-полидистрофии, наблю-
далась недостаточность GlcN АсР-трансферазы по 
отношению только к природным лизосомным фер-
ментам в качестве акцепторов фосфатных групп. 
По мнению авторов проведенного исследования, 
GlcNAcP-тр.ансфераза состоит из 2 различных 

Г) 



Т а б л и ц а 2 

Гибридизация фибробластов больных с наследственными ком-
плсментационными энзимопатиими 

Тип слияния 
Восстановленио 

Источник Тип слияния активности фермента Источник 

Болезни Тея Сакса и Гексоза м и н идаза [1, 19, 
Зандгоффа 59J 

Галактосиалидоз, G M ) -ганг- Р-Галактозидаза |46| 
лиозидоз и I-клеточная бо-
лезнь 

Галактосиалидоз, сиалидоз Нейраминидаза [29. 601 
и I-клеточная болезнь 

Метахроматическая лейко- Арилсульфатаза А [131 
дистрофия и множествен-
ная сульфатазная недоста-
точность 

[21] Болезни Н имам а Пика ти- Сфингомиелипаза [21] 
пов А, В и С 

Болезнь Санфилиппо А и Гена рансульфатсул ь- [30] 
множественная сульфатаз- фаминогидролаза 
ная недостаточность 

Синдром Гунтера и множе- Сульфоидуронид- [30] 
ственная сульфатазная не- сульфатаза 
достаточность 

Метил малом ил-Ко А- [61] Варианты нарушения обмена Метил малом ил-Ко А- [61] 
кобаламина мутаза 

1«1 Классическая псевдо-Гурлер- N-ацетилгл юкозамин- 1«1 
иолидистрофия и ее вари- фосфотрансфераза 
анты 

субъединиц каталитической, которая отсутству-
ет или дефектна у больных 1-й группы, и гак назы-
ваемой субъединицы узнавания, ответственной за 
специфичность фермента — трансферазы только 
к лизосомным ферментам и дефектной у больных 
2-й группы. На основании данных комплементаци-
онного анализа предполагается, что 2 субъедини-
цы кодируются 2 разными генами, а мутации, 
вызывающие I-клеточную болезнь и классическую 
п с е в до - Г у р л е р - п ол и д и с т р офию, я в л я юте я а л л ел ь -
н ы м и [ 8 | . 

Таким образом, приведенные примеры указыва-
ют на существование комплементационных на-
следственных заболеваний, гетерогенность кото-
рых может быть обусловлена мутациями разных 
структурных генов в случае недостаточности субъ-
единичных ферментов, а также мутациями генов, 
участвующих в пострибосом ной модификации то-
го или иного фермента (табл. 2 ) . 

Применение МГК при изучении механизмов раз-
вития ряда наследственных нарушений обмена 
веществ у человека. Одним из аспектов примене-
ния М Г К является его использование при выясне-
нии генетических причин недостаточности одного 
и того же фермента при разных наследственных 
заболеваниях. Так, известно, что недостаточ-
ность нейраминидазы наблюдается при сиалидозе 
(отсутствие только нейраминидазной активности), 
ири муколипидозе И (недостаточность нейрами-
нидазы и ряда других лизосомных гидролаз) и 
при галактосиалидозе (одновременная недоста-
точность нейраминидазы и (3-галактозидазы) 129, 
601. С помощью М Г К показано, что эти 3 заболе-
вания являются комплементационными, т. е. 
обусловлены мутациями разных генов, ответствен-
ных за синтез и пострибосомные модификации 
молекулы нейраминидазы [39, 58|. Аналогично 
приведенному примеру недостаточность (3-галакто-
зидазы свойственна также 3 заболеваниям: 
GM|-ганглиозидозу, муколипидозу II и галактосиа-
лидозу, которые, как показало использование 

М Г К , также комплементационны между собой 
[46] . Восстановление активности (3-галактозидазы 
при слиянии фибробластов больных с 3 указанны-
ми заболеваниями в разных парных сочетаниях 
свидетельствует, что эти болезни обусловлены му-
тациями генов, ответственных за разные стадии 
процесса образования нормально функционирую-
щей молекулы (3-галактозидазы. Совсем недавно 
группой исследователей, изучавших свойства очи-
щенной (3-галактоз ид азы из печени больных с 
GM|-ганглиозидозом, были получены данные о 
наличии структурных изменений в молекуле фер-
мента, что свидетельствовало о мутации струк-
турного гена (3-галактозидазы ири GM , -гангл иози-
дозе [43 ] . 

В то же время интересен тот факт, что такие 
разные ио клинике заболевания, как детская и 
взрослая формы GM , -гангл иозидоза, относящиеся 
к группе гликолииидозов, и болезнь Моркио В, 
представляющая группу мукополисахаридов, при-
надлежит к одной комплементационной группе 
|44|. Предполагается, что причиной этих заболе-
ваний, вызванных недостаточностью кислой [3-га-
лактозидазы, являются аллельные мутации струк-
турного гена этого фермента |44|. 

Что касается галактосиалидоза, характеризую-
щегося одновременной недостаточностью актив-
ности (3-галактозидазы и сиалидазы, то в послед-
ние годы стало известно, что это заболевание явля-
ется результатом мутации гена, ответственного 
за посттрансляционную модификацию нейрамини-
дазы и |3-галактозидазы [42, 39, 221. Однако в этом 
случае наблюдаемый дефект пострибосом ной 
модификации отличается от нарушения процесса 
фосфорилирования лизосомных гидролаз в ходе 
созревания их молекул, характерного для рас-
смотренных выше муколипидозов 11 и III . В ходе 
многочисленных исследований получены данные, 
что комбинированная недостаточность (3-галакто-
зидазы и нейраминидазы при галактосиалидозе 
обусловлена дефектом гена, кодирующего образо-
вание стабилизирующего белка с молекулярной 
массой 32 ООО. Функции этого белка заключаются 
в препятствовании внутрилизосомной протеолити-
ческой деградации мономеров (3-галактозидазы, 
активации нейраминидазы и в образовании комп-
лекса нейраминидазы с мультимером (3-галактози-
дазы [47, 571. В настоящее время установлено, что 
гены, кодирующие образование стабилизирующего 
белка и (3-галактозидазы, локализованы соответ-
ственно в 22-й и 3-й хромосомах [54, 6 0 ] , а гены 
нейраминидазы локализованы в 20-й хромосоме 
[39] . Эти сведения в свою очередь являются 

подтверждением результатов проводимых ранее 
ком п л ементацио н н ы х анализов, с в и д етел ьст в у ю -
щих, что заболевания, связанные с недостаточ-
ностью (3-галактозидазы и (или) нейраминидазы, 
вызываются мутациями 3 разных генов. 

Применение гибридизации фибробластов позво-
лило установить, что генетический дефект при 
множественной сульфатазной недостаточности от-
личается от дефектов, вызывающих недостаточ-
ность сульфатаз при болезни Санфилиппо А и 
болезни Гунтера [30 ] . Автором этого исследова-
ния было предположено, что генетический дефект 
при множественной сульфатазной недостаточности 
затрагивает либо регуляторный процесс при фос-
фо.рилировании молекул сульфатаз, либо постри-
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босомный процессинг этих ферментов и, таким об-
разом, отличается от дефектов структурных генов 
сульфатаз, вызывающих мукополисахаридоз типа 
III (болезнь Санфилиппо А) и болезнь Гунтера, 
обусловленные недостаточностью соответственно 
ге п а р а н с у л ьф а тс ул ьф а м и д а з ы и а - L - и дур о и ос у л ь -
фатазы. 

Следующий аспект применения М Г К заключа-
ется в том, что этот метод используется для 
выяснения генетической природы заболевания, ха-
рактеризующегося одинаковым клиническим про-
явлением, но разными биохимическими показате-
лями у разных индивидов. Так, известны случаи 
наличия у человека всех признаков метахромати-
ческой лейкодистрофии при нормальном уровне 
активности арилсульфатазы А с использованием 
синтетических субстратов. При гибридизации фиб-
робластов таких индивидов с фибробластами боль-
ных с идентифицированной мета хроматической 
лейкодистрофией наблюдается коррекция арил-
сульфатазы А [33] . Оказалось, что в отмеченном 
случае имеется дефект не структурного гена суль-
фатазы, а гена, ответственного за синтез белкового 
активатора цереброзидсульфатазы. 

Аналогично этому случаю можно привести дру-
гой пример наличия у человека фенотип ических 
признаков заболевания при нормальном уровне 
ферментативной активности. Несколько лет назад 
был описан так называемый АВ-вариант СМ 2 -ган-
глиозидоза, при котором сохраняется активность 
обеих форм гексозаминидазы, однако наблюдает-
ся накопление 0 М 2 -ганглиозида в результате от-
сутствия белкового активатора для действия гек-
созаминидазы А на природный субстрат |14|. 
Опыты по гибридизации фибробластов больных 
с вариантами В (болезнь Тея С а к с а ) , В| и О 
(болезнь Зандгоффа) СМ 2 -ганглиозидозов под-
твердили различную природу этих заболеваний, 
обусловленную мутациями разных генов, ответ-
ственных за синтез а-субъединицы гексозамини-
дазы А, каталитическую активность гексозами-
нидазы А и синтез |3-субъединиц [55) . Интересно, 
что описан еще один вариант 0 М 2 -ганглиозидоза , 
обозначенный вариантом АМВ, при котором сохра-
няется каталитическая активность обеих форм 
гексозаминидазы по синтетическим субстратам, 
имеется белковый активатор, который, однако, не 
способен связываться с молекулой гексозаминида-
зы А из-за дефекта ее связывающего активатор 
центра [31] . Можно, по-видимому, полагать, что 
А м В-варианг 0 М 2 - гангл иозидоза обусловлена му-
тацией еще одного гена. 

Использование МГК для подтверждения диа-
гноза G т-ганглиозидозов и изучения реконструк-
ции ферментов в гетерокарионах. Нами был ис-
пользован М Г К для подтверждения биохимиче-
ского диагноза болезней Тея Сакса и Занд-
гоффа, поставленного ранее на основании опреде-
ления активности гексозаминидазы в фиброблас-
тах и лейкоцитах и данных электрофоретического 
анализа, а также для изучения процессов рекон-
струкции изоферментов гексозаминидазы, недо-
статочность которой приводит к этим заболева-
ниям 11 |. 

Результатом гибридизации фибробластов от 
больных с болезнями Тея Сакса и Зандгоффа, 
как уже отмечалось, является образование гетеро-
карионов, в которых происходит генетическая ком-

плементация, приводящая к реконструкции полно-
ценных форм гексозаминидазы А и В из активных 
а- и р-субъединиц, кодируемых геномами исход-
ных клеток. При этом образование гексозамииида-
зы А и В в гетерокарионах в определенной степени 
зависело от длительности их культивирования. 
Так, обе формы гексозаминидазы обнаружива-
лись в гетерокарионах по данным изоэлектрофо-
кусироваиия уже через сутки после слияния кле-
ток, однако их количество было незначительным. 
Содержание форм гексозаминидазы возрастало по 
мере культивирования клеток и достигало макси-
мума через 5 7 дней после слияния. При этом 
соотношение изоформ гексозаминидазы А и В ос-
тавалось примерно более или менее постоянным 
по данным изоэлектрофокусирования. Об этом 
свидетельствуют также данные, полученные и в 
одной из немногих работ по генетической компле-
ментации фибробластов людей с болезнями Тея 
Сакса и Зандгоффа [20|. Причины этого факта 
пока не выяснены. Можно предполагать, что для 
эффективного функционирования геномов в гете-
рокарионах необходим какой-то период времени, 
после которого содержание реконструированных 
форм фермента становится постоянным. Кроме 
того, не исключено, что ассоциация и- и (З-субъеди-
ниц в нормальных фибробластах и в гибридных 
клетках может происходить с разной эффектив-
ностью. Можно предположить также, что а- и 
[3-субъединицы, имеющиеся соответственно в ис-
ходных фибробластах детей с болезнями Тея 
Сакса и Зандгоффа, вообще не способны к вза-
имодействию между собой в слившихся клетках, 
а реконструирование форм гексозаминидазы явля-
ется результатом комбинированного функциониро-
вания геномов в гетерокарионах. Таким образом, 
опыты по гибридизации фибробластов подтверж-
дают основные выводы о механизмах развития 
0 М 2 -ганглиозидозов и могут быть использованы 
для дальнейшего изучения их гетерогенности. 
Как видно, М Г К может иметь большое значение 
для изучения процессов реконструкции ферментов 
во времени, исследования атипичных форм фер-
ментов за счет различных комбинаций в сборке 
субъединиц, а также других малоизученных вопро-
сов функционирования в клетке ферментов, со-
стоящих из субъединиц, кодируемых различными 
генетическими локусами. 

Изложенное позволяет заключить, что расшиф-
ровка специфических генетических дефектов, при-
водящих к той или иной форме наследственной 
болезни, имеет важное значение для успешного 
проведения ripe- и постнатальной диагностики 
этих заболеваний, которые в настоящее время 
являются одной из причин детской смертности. Из 
приведенных в обзоре данных видно, что гибриди-
зация соматических клеток довольно широко ис-
пользовалась в течение ряда лет ири выяснении 
природы гетерогенности и механизмов развития 
многих наследственных болезней человека, свя-
занных с нарушением обмена веществ и, в частно-
сти, лизосомных болезней накопления. Несмотря 
на внедрение в последние годы в лабораторную 
практику новейших генно-инженерных методов 
анализа, способствующих более точному установ-
лению генетических дефектов, лежащих в основе 
наследственных энзимопатий, их клинической и 
биохимической гетерогенности, М Г К остается в 
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числе современных методов и является одним из 
подходов к изучению механизмов развития, насле-
дования и гетерогенности многих наследственных 
нарушений обмена веществ у человека, а т а к ж е 
изучения реконструкции и функционирования в 
клетке субъединичных ферментов. 
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U S E OF GENETIC COMPLEMENTATION P R O C E D U R E 
IN EVALUATION O F HUMAN METABOLIC INHERITED 
D I S E A S E S 

E. M. Baskaeva 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy 
of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Application of genetic complementation procedure for 
evaluation of heterogeneity and development of a number 
of human inherited impairments, particularly, lysosomal 
storage diseases, are reviewed. The genetic complementation 
procedure is involved in cytobiochemical diagnosis of a number 
of enzymopathies as well as in studies of subunit containing 
enzymes reconsii uction and their function. 
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Е. В. Миронова, И. В. Крисанова, В. В. Давыдов, 
В. П. Скурыгин 

И З М Е Н Е Н И Е К О Н Ц Е Н Т Р А Ц И И СОМАТОТРО-
П И НА» Ц И К Л И Ч Е С К И Х НУКЛЕОТИДОВ И 
СОСТОЯНИЕ БЕЛКОВОГО ОБМЕНА В МОЗГЕ 
И С Е Р Д Ц Е ПРИ СТРЕССЕ, А ТАКЖЕ НЕКРО-
ЗЕ МИОКАРДА, В О С П Р О И З В Е Д Е Н Н О М ПОС-
Л Е П Е Р Е Н Е С Е Н Н О Г О СТРЕССА 

Запорожский медицинский институт 

Эмоциональный и болевой стрессы вызывают 
нарушения в белковом обмене различных орга-
нов [8, 10, 16] , а т а к ж е изменяют секрецию в 
кровь гормонов, контролирующих белковый об-
мен |4, 6, 12, 13, 18, 19]. 

Однако особенности гормональной регуляции 
синтеза белков в таких органах, как сердце и 
мозг, при некрозе миокарда ( Н М ) , развивающе-
гося после предварительного перенесенного стрес-
са как самостоятельного фактора, являются не 
достаточно изученными. 

Цель данной работы изучить, во-первых, 
динамику поступления в кровь соматотропина 
и сопоставить с ранее установленной концентра-
цией инсулина, кортикостерона [18, 19] , во-вто-
рых, определить концентрацию циклических 
нуклеотидов и значения некоторых показателей 
белкового обмена в коре больших полушарий 
головного мозга и левом желудочке сердца при 
стрессе, НМ, а т а к ж е НМ, воспроизведенном 
после перенесенного стресса. 

М Е Т О Д И К А 

Работу проводили на 322 крысах-самцах Вистар с мас-
сой тела 1 6 0 - 1 8 0 г. Животные были разделены на 4 группы: 
1-ю составили интактные крысы, 2 - ю - крысы, у которых 
воспроизводили стресс [23|; 3-ю животные, у которых мо-
делировали ИМ перевязкой артерии общепринятым мето-
дом по Селье и исследовали на 2-е и 7-е сутки после начала 
опыта: 4-ю крысы, у которых воспроизводили НМ после 
перенесенного стресса (ПС) и исследовали в те же сроки, 
что и предыдущую группу животных. 

В крови концентрацию соматотропина и соматомедииа 
изучали радиоиммунохимически с помощью наборов («Sorin 
Biomedical , Италия). 

В коре больших полушарий головного мозга и левом.же-
лудочке сердца после их обработки жидким азотом радио-
иммунохимически с помощью наборов определяли концентра-

цию цАМФ («Becton Dickinson», США) и цГМФ («Institute 
for reserwich», Ч С С Р ) . 

Для изучения биосинтеза и распада белков крысам 
внутрибрюшинно вводили D, Ь-фенил-2,3- ; ,Н-аланин при иссле-
довании мозга в дозе 50 мкКи, а при исследовании сердца 
в дозе 20 мкКи на 100 г массы. После введения метки у 
части крыс (3) проводили определение общей (ОР) и удель-
ной радиоактивности (УР) через 2 ч после введения изото-
па. У другой группы крыс (3) после 3 дней введения радио-
метки определяли эти же показатели. Период полураспада 
белка 11 / определяли по графику снижения ОР в зависимости 
от выбранного срока наблюдения в полулогарифмических 
координатах, согласно общепринятым методическим под-
ходам. 

При этом в случае опытных групп за начальную точку 
исследования выбирали 2-е сутки опыта, а за конечную 
5 суток опыта и результаты выражали периодом t '/ , ха-
рактерным для указанного срока опыта. Выбор данного 
подхода диктовался тем, что необходимо было точнее создать 
и оценить соответствие между динамикой t1 j (от 2 до 5 сут) 
и концентрацией соматотропного гормона ( С Т Г ) , соматоме-
дииа, а также циклических нуклеотидов. 

УР белка исследовали на 2-е сутки опыта и выражали 
в имп/с на 1 мг белка. Концентрацию белка определяли 
общепринятым методом Лоури. ОР белка выражали в имп/с 
на суммарный белок (в мг), содержащийся в 1 г исследуемой 
ткани. 

Активность катепсина D [21] определяли спектрофото-
метрическим методом в надосадочной жидкости и осадке, 
полученных после центрифугирования гомогената при 18 000 g 
в течение 15 мин с соблюдением необходимых технических 
условий. В качестве субстрата был выбран гемоглобин, 
и активность катепсина D выражали по приросту оптиче-
ской плотности ТХУ-надосадка. Указанные исследования 
были проведены на 2-е и 7-е сутки опытов. 

Развитие некроза оценивали по данным электрокардио-
графического и гистологического исследований. Воспроиз-
ведение стресса (по своему характеру эмоционально-боле-
вого) в форме невроза тревоги контролировали по числу 
язв желудка [23], изменениям в тимусе. 

В работе применяли счетчики радиоактивности RAK-гам-
ма (L.KВ,. Швеция) и « Б е т а - Ь ( С С С Р ) . 

Полученные данные подвергали статистической обработке. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Установлено, что содержание соматотропина 

на 2-е сутки после ПС уменьшается на 45 % от 
исходного уровня, а к 7-м суткам опыта нормали-
зуется. При этом развитие НМ после ПС, а т а к ж е 
без него характеризуется резко выраженной ги-
посоматотроиинемией на 2-е сутки после начала 
опыта. Вместе с тем воспроизведение НМ после 
предварительного стресса характеризуется на 
7-е сутки данного опыта концентрацией С Т Г на 
75 % ниже, чем при обычной модели НМ (табл. 1). 

Следует отметить, что перенесенный стресс и 
НМ сопровождаются выраженным подъемом кор-
тикостерона ( К С ) в крови, что наблюдалось 
нами, а т а к ж е другими авторами [7, 18, 20, 2 7 ] . 
Кроме того, наши результаты свидетельствуют 

Т а б л и ц а I 

Концентрация СТГ в крови и концентрация циклических нуклеотидов (пмоль/r ) в коре больших полушарий головного мозга 
и левом желудочке сердца при стрессе и НМ, воспроизведенном после перенесенного стресса ( M ± m ) 

Показатель 
Интактные Стресс, сут ИМ, сут Стресс-f Н М . сут 

Показатель животные 
2-е 7-е 2-е 7-е 2-е 7-е 

СТГ, мкг/л 
Мозг: 

цАМФ 
Сердце: 

цГМФ 
цАМФ 

4 , 3 ± 0 , 3 

3596 ± 2 7 6 

31 ± 4 , 1 
1 4 8 5 ± 149 

2 , 2 ± 0 , 4 * 

2 2 0 0 ± 4 6 2 * 

9 0 ± 5 , 7 * 
2570 ± 4 0 1 * 

5 , 8 ± 0 , 5 

1 6 1 8 ± 2 5 2 * 

5 1 0 ± 8 0 , 5 * 
3301 ± 3 6 5 * 

1 , 8 ± 0 , 4 * 

2504 ± 3 2 4 * 

7 , 2 ± 1,6* 
1 4 3 2 ± 186 

4 , 4 ± 0 , 6 

2 6 1 4 ± 3 2 4 * 

6 5 , 3 ± 15,9* 
2002 ± 4 0 1 

1 , 5 ± 0 , 1 * 

2070 ± 3 2 8 * 

3 0 , 0 ± 1 0 , 0 
1 5 6 0 ± 103 

1 , 1 ± 0 , 1 * ' * * 

2 8 4 8 ± 8 5 

4 2 0 ± 8 6 * ' * * 
1 9 8 0 ± 4 13 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3: одна звездочка р < 0 , 0 5 относительно интактных животных; две — р < 0 , 0 5 отно-
сительно стресса -{-ИМ к НМ ( п = 6 — 8 ) . 



о том, что кортикостеронемия и ее выраженность 
в целом зависит от того, воздействовал ли пред-
варительно стресс на организм или нет [18] . 
В частности, отсутствие дополнительного при-
роста КС указывает на истощение коры надпо-
чечников, что является одним из неблагоприят-
ных сдвигов в регуляции стероидогенеза [13, 
15, 20 ] . В то же время угнетение секреции инсу-
лина в кровь, являющегося постоянным атри-
бутом самостоятельного влияния стресса [4, 11], 
по нашим данным [19] , не характерно для дей-
ствия этого же фактора, когда он реализуется 
в случае последующего возникновения НМ. Мож-
но полагать, что формирование НМ после пред-
варительного ПС сопровождается, помимо акти-
вации инсулярного аппарата, угнетением функ-
ции коры надпочечников, а также резким огра-
ничением активирующего влияния гипоталамуса 
на переднюю долю гипофиза [24 -26, 2 8 ] , свя-
занных с секрецией С Т Г в кровь. Из полученных 
результатов можно сделать вывод, что в остром 
периоде после ПС (до 2 сут), а также в это же вре-
мя после НМ в различных условиях его воспроиз-
ведения [22, 24] стресс выступает как неспеци-
фический фактор, формирующий гииосоматотро-
пинемию. Однако уже к 7-м суткам после ПС при 
наличии НМ снижение С Т Г является специфиче-
ским отражением комбинированного влияния ис-
следуемых состояний на фоне неадекватного 
выброса в кровь КС. 

Известно, что изменения секреции СТГ, инсу-
лина и КС в крови, другие гормональные сдвиги, 
а также гипокальциемия |17] при исследуемых 
состояниях организма могут влиять на кон-
центрацию циклических нуклеотидов и их соот-
ношение. Как видно из табл. 1, ПС сопровождает-
ся уменьшением концентрации цАМФ в коре боль-
ших полушарий головного мозга: на 2-е сутки на 
39 % , а на 7-е сутки на 55 % по сравнению с исход-
ным уровнем. В эти же сроки отмечается резкое 
увеличение концентрации цГМФ, особенно на 
7-е сутки (в 16 раз) . В сердце же, наоборот, со-
держание цАМФ на 2-е и 7-е сутки опыта повы-
шается соответственно на 73 и 122 % по сравнению 
с исходной величиной. 

Исследование циклических нуклеотидов в ко-
ре мозга при НМ и НМ, воспроизведенном пос-
ле ПС, показывает, что на 2-е и 7-е сутки снижение 
концентрации цАМФ менее выражено, чем ири ПС. 
Интересно отметить, что при традиционно смо-
делированном НМ на 2-е сутки опыта концентра-
ция цГМФ снижается в 4,4 раза, а на 7-е сутки 
его уровень вновь увеличивается в 2 раза по срав-

нению с исходной величиной. При НМ, воспроиз-
веденном после ПС, в мозге на 7-е сутки опыта 
содержание цГМФ повышается в 13,5 раза по 
отношению к норме. 

В левом желудочке сердца при обоих вариан-
тах воспроизведения НМ концентрация цАМФ 
достоверно не отличается от интактных живот-
ных и ниже, чем при ПС (р<0,05). 

Полученные данные показывают, что в коре 
больших полушарий головного мозга ПС способ-
ствует резкому накоплению цГМФ, что отражает 
уменьшение адренореактивности и увеличение 
холинреактивности [2, 14]. Можно полагать, 
что ПС углубляет это соотношение, так как со-
держание цАМФ к 7-м суткам опыта прогрессив-
но снижается, а ц Г М Ф нарастает. При НМ, 
воспроизведенном после ПС, данная ситуация 
будет менее выраженной на 2-е сутки и более зна-
чительной на 7-е сутки опыта. 

В то же время развитие НМ без предваритель-
ного воздействия стресса в остром периоде 
(2-е сутки) сопровождается резким преоблада-
нием адренергических воздействий, что под-
тверждается значительным уменьшением цГМФ 
при относительном нарастании концентра-
ции цАМФ. На 7-е сутки это соотношение в не-
значительной степени снижается. 

Вероятно, перенесенный стресс оказывает в 
целом ингибирующее действие на аденилатцикла-
зу наружной клеточной мембраны в нейронах 
коры головного мозга и способствует активации 
гуанилатциклазы, локализованной в цитоплазме 
за счет таких факторов, как активация накопле-
ния кальция [17] и процессов перекисного окисле-
ния [8, 10]. Однако возможно действие этих фак-
торов в коре мозга в случае НМ реализуется 
только к концу недельного периода его развития. 
В сердце же, несмотря на активацию ПОЛ [8] , 
перенесенный стресс, а также развитие НМ не 
приводят к изменению функции аденилатциклазы. 

В конечном итоге в мозге и сердце создаются 
разные условия для изменения соотношений 
цАМФ/цГМФ, которые, как известно, влияют на 
характер лабилизации мембран лизосом [3, 5] . 
Из табл. 2 следует, что в коре больших полу-
шарий головного мозга и в сердце ПС сопровож-
дается повышенной лабилизацией лизосом к кон-
цу 7-х суток опыта, о чем судили по увеличению 
неседиментируемой активности катепсина D по 
сравнению с исходным уровнем. Обращает на 
себя внимание тот факт, что НМ, воспроизведен-
ный после ПС, не сопровождается лабилизацией 
лизосом мозга и выходом катепсина D в цитозоль. 

Т а б л и ц а 2 

Общая и иеседимонтируемая активность катепсина D в коре больших полушарий головного мозга и сердца ири стрессе и IHM, 
воспроизведенном после перенесенного стресса, мкмоль тирозина/мг белка в ч; М ± т ; п— 5—7 

Показатель Интактные 
животные 

Сутки после стресса Сутки после И М Сутки ирсле 
стресса 

Сутки после 
I-IM 

2-е 7-е 2-е 7-е 2-е 7-е 

Мозг: 
нееедимонтируемая активность 
общая активность 

Сердце: 
нессдимонтируемая активность 
общая активность 

0 ,3-h0,00l 
0,06 ib 0,002 

0,01 ± 0 , 0 0 1 
0,1 ± 0 , 0 1 

0,01 ± 0 , 0 0 4 * 
0,06 ± 0 , 0 0 3 

0 , 0 2 ± 0 , 0 0 2 * 
0,04 ± 0 , 0 0 9 * 

0 , 0 6 ± 0 , 0 0 4 * 
0,08 ± 0 , 0 0 5 * 

0 , 0 3 ± 0 , 0 0 2 * 
0,1 ± 0 , 0 0 4 

0 ,044-0 ,001* 
0 , 0 8 ± 0 , 0 0 3 * 

0,05 ± 0 , 0 0 5 
0 , 0 8 ± 0 , 0 0 7 

Э ,007±0 ,001* 
0,07 ± 0 , 0 0 3 * 

0 , 0 2 ± 0 , 0 0 1 
0,07 ± 0 , 0 1 

0 , 0 2 ± 0 , 0 0 7 
0,04 ± 0 , 0 0 4 * 

0,03 ± 0 , 0 0 8 
0,02 ± 0 , 0 0 3 

0,03 ± 0 , 0 0 7 
0 , 0 5 ± 0 , 0 0 7 

0,07 ± 0 , 0 0 2 
0 , 0 6 ± 0 , 0 0 3 

20 



нмоль/л 

300 

200 

/00 

Концентрации соматомедина в сыво-
ротке крови у интактных животных 
(/ ), на 2-е сутки мосле перенесенного 
стресса (2) или НМ (3) , а также при 
воспроизведении НМ после перене-
сенного стресса (4). 
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Следует отметить выявленную обратную зави-
симость между уровнем неседиментируемой ак-
тивности катепсина D в клетках коры мозга и 
величиной соотношения цАМФ/цГМФ. В част-
ности, ПС сопровождается резким уменьшением 
цАМФ/цГМФ и двукратным увеличением несе-
диментируемой активности катепсина D. При НМ 
соотношение цАМФ/цГМФ значительно выше, 
а неседиментируемая активность катепсина D 
ниже. В свою очередь сопоставление динамики 
изменения неседиментируемой активности ка-
тепсина D и концентрации цГМФ в ткани лево-
го желудочка сердца свидетельствует о значении 
последнего в лабилизации мембран лизосом мио-
карда. В итоге могут иметь место изменения ин-
тенсивности белкового распада в коре головного 
мозга и левом желудочке сердца. 

Вместе с тем большое значение в регуляции 
белкового обмена имеет соотношение в крови 
таких гормонов, как СТГ , инсулин и КС, которые 
регулируют концентрацию соматомедина, активи-
зирующего белковый синтез [1|. Как видно из 
представленных результатов, при ПС и НМ на-
блюдается стойкая тенденция к снижению кон-
центрации соматомедина в целом на 2 3 — 2 4 % 
по сравнению с исходным уровнем (см. рисунок). 
Следует отметить, что только в случае ПС при 
последующем развитии НМ содержание сомато-
медина снижается на 69 % по сравнению с 
исходным уровнем. Эти результаты свидетель-
ствуют, что Г1С в данных экспериментальных 
условиях вызывает не только стойкое нарушение 
секреции С Т Г и других гормонов, но и затрагивает 
образование соматомедина в печени, создавая 
основу нарушения синтетической фазы белково-
го обмена. При этом видно, что основное про-
явление указанного эффекта в полной мере про-
является в органе-мишени - сердце. Анализ 
выявленных гормональных нарушений и динами-

ки изменения концентрации соматомедина пока-
зывает, что ПС в случае последующего разви-
тия НМ определяет, по нашему мнению, гормо-
нальный гомеостаз, что выражается в изменении 
отношения КС/инсулин при стойком дефиците 
секреции С Т Г и соматомедина в кровь. Послед-
нее является качественно новым состоянием 
нейрогуморальной регуляции, так как не выяв-
ляется при изолирозанном воздействии ПС 
или НМ. 

Исследование интенсивности обновления бел-
ков в коре мозга показывало, что наибольшая 
скорость деградации отмечается при НМ (t>/a со-
ставляет 46 % от исходного уровня). При этом ПС, 
являясь фактором активации катаболических 
процессов, в случае своего предшествующего воз-
действия при последующем формировании НМ 
ограничивает распад белка. Так, ti/a при ПС 
составляет 91 % , а ири НМ, воспроизведенном 
после ПС, 74 % по сравнению с исходным 
уровнем. Эти результаты в определенной мере 
соотносятся с изменением общей активности 
катепсина D, максимальная активация которого 
наблюдается при НМ. При ПС активация ка-
тепсина D и повышенный уровень его неседимен-
тируемой активности отмечаются только к концу 
недельного срока эксперимента. Обращает на се-
бя внимание тот факт, что при этих условиях 
в коре больших полушарий головного мозга рез-
ко снижается соотношение цАМФ/цГМФ за счет 
резкого увеличения концентрации цГМФ. Сле-
дует отметить, что подобные сдвиги отмечаются 
и в том случае, если НМ предшествует ПС. При 
этом общая активность катепсина D снижается 
еще в большей степени, а уровень неседименти-
руемой активности не меняется. 

Показано, что ПС сопровождается угнетением 
биосинтеза белка в коре мозга, так как УР и ОР 
снижаются в среднем на 15 % по сравнению с 
исходной величиной (табл. 3 ) . Развитие НМ не-
зависимо от того, предшествовал ли ему стресс 
или нет, сопровождается резкой активацией ско-
рости белкового синтеза, так как величина УР 
в этих случаях выше в 1,7—1,9 раза по сравне-
нию с исходным уровнем. Однако в том случае, 
если стресс как самостоятельный фактор пред-
шествовал НМ, общая интенсивность синтеза 
белков ограничивается. В частности, OA на 48 % 
ниже по сравнению с традиционной моделью НМ. 

Результаты этих исследований свидетель-
ствуют о том, что ПС, резко активируя гуанилат-
циклазу, вызывает, вероятно, уменьшение исполь-
зования ГТФ в биологическом синтезе белка в 
коре мозга. В то же время большое значение бу-
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дет иметь гормональная перестройка, связанная 
с изменением типа секреции гормонов, обладаю-
щих анаболическим эффектом на фоне неспеци-
фической гиперкортикостеронемии. С этой точки 
зрения, указанные выше соотношения КС, С Т Г 
и инсулина являются важными и характер их 
секреции в кровь в зависимости от типа состоя-
ния будет определяющим в контроле за синтезом 
соматомедина. 

Исследование аналогичных процессов в сердце 
показывает, что сам по себе НМ сопровождается 
в неишемизированном отделе левого желудочка 
усилением распада белка (см. табл. 3 ) . В част-
ности, ti/2 уменьшается в 7,1 раза по сравнению 
с интактными животными. Однако состояние Г1С 
как ири последующем развитии некроза, так и без 
него сопровождается ограничением распада бел-
ков, на что указывает более умеренное увеличе-
ние ti/a (соответственно в 1,7 и 2,1 раза по срав-
нению с исходным уровнем). 

Анализ полученных данных свидетельствует о 
том, что ПС — значительный фактор, влияющий 
на состояние гормональной регуляции и белок-
синтезирующих систем мозга и сердца. В частно-
сти, стресс определяет нарушение секреции в кровь 
С Т Г , особенно выраженное при НМ, воспроизве-
денном после ПС. Можно думать, что кортико-
стеронемия в этом случае резко угнетает продук-
цию соматомедина, а поступающего в большом 
количестве инсулина в кровь недостаточно для 
контрэффекта. В случае же только ПС больше 
проявляется влияние гипоинсулинемии. Однако 
несмотря на это, стресс, влияя подобным образом 
на обмен соматомедина, одновременно через ха-
рактерные гормональные сдвиги играет опреде-
ляющую роль в формировании соотношения 
цАМФ/цГМФ. Последнее имеет значение не толь-
ко для функционального состояния нейронов или 
миоцитов, но и для структурного состояния мем-
бран лизосом. Обращает на себя внимание тот 
факт, что усиление катаболических процессов при 
НМ в коре больших полушарий мозга сочетает-
ся с повышением общей активности катепсина D 
в лизосомах при незначительном увеличении уров-
ня неседиментируемой активности. Это согласует-
ся с достаточно высокой величиной соотношения 
цАМФ/цГМФ. В сердце же, напротив, отмечается 
высокий эффект лабилизации мембран лизосом и 
выход катепсина D в цитозольную фракцию с по-
следующим умеренно выраженным снижением 
tiAi. Однако в случае ПС на фоне уменьшения ад-
ренореактивности и увеличения холинреактивно-
сти лабилизация лизосомальных мембран в клет-
ках коры мозга не проявляется в значительной 
мере. При этом четко прослеживается тенденция 
к уменьшению общей активности катепсина D и 
увеличению t . б е л к о в . Оценка интенсивности син-
теза и распада белков в коре мозга в случае 
воздействия стресса становится более понятной, 
если учитывать состояние возбудимости нейро-
нов. Известно, что такими объективными критери-
ями являются увеличение концентрации цГМФ 
и ее соотношение с цАМФ [2, 14]. Так, при НМ, 
воспроизведенном без предварительного воздей-
ствия стресса, в коре мозга отношение 
цАМФ/цГМФ увеличивается за счет резкой убы-
ли цГМФ, что связывают с пониженной нейрон-
ной активностью |14], а, следовательно, и возбу-

димостью центров коры головного мозга. По-види-
мому, в подобных условиях происходит активация 
синтеза белков. При перенесенном же стрессе и 
НМ, воспроизведенном после ПС, отмечается рез-
кая стимуляция накопления цГМФ, что отражает 
повышение нейронной активности и состояние рез-
кой сверхвозбудимости [1] . При этом степень вы-
раженности будет определяться и конкретной ди-
намикой цАМФ. Вероятно, состояние сверхвозбу-
димости, характерное для ПС, не сопровождает-
ся адекватным синтезом белков, что сохраняет-
ся и при НМ, воспроизведенном после ПС, не-
смотря на высокую УА. Данные процессы в ко-
нечном итоге могут в определенной степени слу-
жить основой молекулярных и функциональных 
нарушений в мозге при стрессе и его потенциирую-
щих воздействиях при такой патологии, как НМ. 
Аналогичная ситуация, но выраженная в меньшей 
степени, во многом характерна и для сердца. 

Из изложенного следует, что перенесенный 
стресс как в мозге, так и в сердце снижает эффек-
тивность работы аппарата белкового синтеза. При 
этом, если в коре мозга процесс обновления бел-
ков под влиянием стресса активирован, то для 
левого желудочка сердца он резко ограничивает-
ся при одновременном нарушении синтеза белков. 
Учитывая функцию сердца, можно полагать, что 
нарушение процесса обновления белков в условиях 
развития НМ после ПС окажет отрицательное 
влияние на эффективное развитие неишемизиро-
ванным отделом левого желудочка сердца в ост-
ром периоде компенсаторной гиперфункции, иг-
рающей важную роль в сохранении жизни при ин-
фаркте миокарда [9 ] . Таким образом, перенесен-
ный стресс как самостоятельная причина, а т а к ж е 
при последующем развитии некроза в сердце 
важнейший фактор, предопределяющий резкое 
снижение концентрации С Т Г и нарушение синтеза 
белков в коре больших полушарий головного моз-
га и в неишемизированном отделе левого желу-
дочка сердца. 
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Stress itself as well as the subsequent myocardium necro-
sis developed after stress were mainly responsible for distinct 
decrease in concentration of somatotropin, somatomedin and 
for impairments in protein synthesis accompanied by decrease 
in proteins half-life in brain hemispheres and in non-
ischemized heart left ventricle. 
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Сериповые протеиназы и их ингибиторы, при-
сутствующие в крови и тканях организма, иг-
рают важную роль в поддержании гомеостаза. 
Нарушение равновесия между содержанием (ак-
тивностью) ферментов протеолиза и блокирующих 
белков, имеющее место при патологических со-
стояниях различной этиологии, является инфор-
мативным признаком активации или угнетения 
ферментативных процессов, происходящих в кал-
ликреин-кининовой системе, свертывающей и про-
тивосвертывающей системах под влиянием экзо-
или эндогенных стимулов. При иммунозависимых 
воспалительных реакциях кожи сериновые протеи-

назы, в частности активатор плазминогена, про-
дуцируемые как эпидермоцитами и эндотелио-
цитами [15, 17), так и гранулоцитами и моно-
нуклеарами, мигрировавшими в кожу [22|, 
обусловливают интенсивность локального протео-
лиза, что является определяющим фактором в 
возникновении поражения. Наряду с защитным 
действием ферментов протеолиза, направленным 
на элиминацию из организма некротизирован-
ных тканей, антигенов и иммунных комплексов, 
при аутоиммунных буллезных дерматозах эндо-
протеиназы, активируясь in situ, могут непосред-
ственно повреждать собственные клетки и ткани, 
приводя тем самым к клиническим проявлениям 
заболевания [28 ] . 

Вульгарная пузырчатка ( В П ) и буллезный 
пемфигоид (БГ1) относятся к органоспецифичным 
аутоиммунным заболеваниям, при которых в 
результате фиксации аутоантител в тканях кожи и 
слизистой оболочки появляются пузыри с сероз-
ным содержимым. Иммунное воспаление при ВГ1 
локализуется в верхних слоях кожи — в эпидерми-
се, а при БП — в месте соединения эпидермиса 
с подлежащей дермой. В патогенезе ВП и БП 
установлена важная роль активатора плазмино-
гена [18, 2 6 ] . Эпидермис пораженной кожи боль-
ных обладает повышенным фибринолигическим 
потенциалом [27|. Глюкокортикоидные препара-
ты, позволяющие сохранить жизнь больным 
этими потенциально летальными заболеваниями, 
способны стимулировать продукцию ингибитора 
активатора плазминогена [28 ] . 

Однако в ряде экспериментальных и клиниче-
ских исследований было показано, что альте-
рирующее воздействие сериновых протеиназ на 
ткани кожи не ограничивается вовлечением ком-
понентов плазминоген-плазминовой системы [14 ] . 
Высказано предположение об участии активных 
агентов калликреин-кининовой системы в реализа-
ции цитолитического действия гуморальных и кле-
точных эффекторов аутоиммунной агрессии при 
ВП и БП |25, 2 9 [ . 

Цель работы — исследовать состояние калли-
креин-кининовой системы в плазме крови и пузыр-
ной жидкости больных BI I и БП, а т а к ж е 
выяснить значение компонентов системы в разви-
тии акантолиза (разъединения клеток шиповид-
ного слоя эпидермиса при BI1 и эпидермо-
дермального разъединения при Б П ) на экспери-
ментальной модели дерматоза in vivo. 

М е т о д и к а 

Под наблюдением находилось 118 больных ВП (39 пер-
вичных, 42 при экзацербации заболевания и 37 в состоянии 
ремиссии) и 78 БП (соответственно 26, 19 и 33 больных). 
Титр сывороточных аутоантител иммуноглобулинов (Ig) 
класса G против антигена пузырчатки по данным реакции 
непрямой иммунофлюоресценции (субстрат — эпителий пи-
щевода гвинейской свинки) у больных ВП с клиническими 
проявлениями заболевания находился в пределах от 1/640 до 
1/1280, а пемфигоидных антител у больных БП 
1/320 1/1280. Пробы крови, как и содержимого свежих 
невскрытых пузырей, разведенного в соотношении 1:1 
физиологическим раствором, собирали в полиэтиленовые 
пробирки, центрифугировали 15 мин при 2000 об/мин для 
осаждения клеточных элементов; супернатанты разливали на 
аликвоты соответственно числу исследуемых показателей 
калликреин-кининовой системы и хранили при температуре 

-зо °с : 

Опыты проводили на 224 беспородных гвинейских свинках 
массой 350—500 г. Для индукции пузырных высыпаний, 
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соответствующих клиническим проявлениям ВГ1, эксперимен-
тальным животным интраперитонеально вводили IgG-фракцию 
сыворотки крови больных ВП на протяжении 2 сут в 
суммарной дозе 1,5 г (6 мг/г) с последующим (через 
24 ч после окончания цикла интраперитонеальных инъекций 
lgG-фракции) внутрикожиым введением 2 мл пузырной 
жидкости больных этим дерматозом в 10—15 мест 
выбритой кожи спины гвинейских свинок. IgG-фракцию сыво-
ротки крови больных ВП получали сульфат-риваноловым 
методом [4] в модификации С. В. Гаврилова [2]. 
Конечная концентрация белка составляла 3 3 , 2 ± 0 , 2 мг/мл. 
Для индукции БП животным внутрикожно в 10 15 мест 
выбритой кожи спины вводили 1,5 мл пузырной жидкости 
больных БП, содержащей моионуклеарную фракцию лейко-
цитов периферической крови тех же больных, выделенную в 
градиенте плотности фиколла—верографина 1,076 1,078. 
Адекватность пузырных поражений кожи гвинейских свинок 
патологическим процессам, происходящим в коже больных 
ВП и БП, была подтверждена данными гистологических 
и иммунофлюоресцентных исследований биоптатов кожи жи-
вотных, которые брали спустя 6- 8 ч после появления 
пузырных элементов под местной анестезией 0,5 % раствором 
новокаина. Критериями экспериментальной ВП служили: 
разъединение шиловидных клеток эпидермиса с образованием 
интраэпидермальных пузырей и отложения IgG больных ВП 
в межклеточном пространстве росткового слоя эпидермиса; 
экспериментального БП — эпидермо-дермальное разъединение 
кожи с образованием суббазальных пузырей и линейное 
отложение IgG больных БП в зоне базальной мембраны 
эпидермиса. Образцы кожи, окрашенные гематоксилином и 
эозином, исследовали в световом микроскопе, а криостат-
ные срезы размером 4 5 мкм изучали методом прямой 
иммунофлюоресценции с использованием моноспецифических 
люминесцирующих антител против IgG человека (фирма 
"Amersham", Великобритания). В I серии опытов, перед введе-
нием гвинейским свинкам пузырной жидкости больных ВП и 
БП, в нее добавляли одно из следующих веществ: 
соевый ингибитор трипсина (в концентрации 1, 3 и 
5 мг/мл), овомукоид (0,1 и 0,5 мг/мл), контрикал (0,1, 
0,5 и 1 АТгЕ/мл), дексаметазон (0,02, 0,2 и 2 мкг/мл), 
е-аминокапроновую кислоту (0,01, 0,05 и 0,1 мг/мл), 
простагландин Ег (1 и 5 мкг/мл). Во II серии опытов 
гвинейским свинкам в течение 2 сут до ожидаемого появле-
ния индуцированных буллезных высыпаний в полость сердца 
(под эфирным наркозом) вводили: контрикал (1 АТгЕ на 
1 г массы в сутки) либо Е-аминокапроновую кислоту 
(0,2 мг/г в сутки), либо дексаметазон (0,2 мкг/г в сутки). 
Перорально применяли пармидин (30 мкг/г в сутки). 
В III серии опытов те же препараты, что и во II серии, 
в указанных дозах вводили животным с индуцированными 
ВП и БП начиная со 2-х суток после появления пузырных 

высыпаний на коже. В подгруппах животных, получавших 
пармидин перорально, также использовали местное применение 
препарата в виде 5 % мази. Выбор указанных препаратов 
был обусловлен необходимостью установить вид биологически 
активного вещества, участвующего в повреждении кожи у 
больных ВП и БГ1, а также попыткой выяснить возмож-
ность экскреции эндогенных флогогенов клетками воспале-
ния, мигрирующими в очаг буллезного поражения. При 
интерпретации результатов учитывали сведения о фармаколо-
гическом эффекте применяемых ингибиторов: блокирующий 
эффект глюкокортикоидов, в частности дексаметазона, на 
функциональную активность клеток воспаления [5] , супрес-
сорное влияние простагландина Ег на эффекторы клеточного 
иммунитета [20, 24] , поливалентный антипротеазный эффект 
контрикала |11|, антикининовое действие пармидина |3|, 
способность соевого ингибитора трипсина и овомукоида 
угнетать активность активатора плазминогена и других 
сериновых протеаз |1|, а также нестероидное противовоспа-
лительное действие е-аминокапроновой кислоты [13|. 

Перед взятием крови животных забивали методом интра-
кардиальной воздушной эмболии, которую выполняли под 
эфирным наркозом. 

При изучении состояния калликреин-кининовой системы 
использовали низкомолекулярный субстрат М-а-бензоил-L ар-
гинин этиловый эфир (БАЭЭ). Активность прекалликреина 
(ПКК) , калликреина (КК) и общую БАЭЭ-эстеразную ак-
тивность, характеризующую суммарный потенциал серино-
вых протеиназ, исследовали спекгрофотометрическим мето-
дом по скорости гидролиза БАЭЭ |8, 9|. 1 миллиэсте-
разная единица (мед) активности соответствовала такому 
количеству фермента в 1 мл плазмы крови или пузырной 
жидкости, которое катализирует гидролиз БАЭЭ в стандарт-
ных условиях с освобождением 1 нмоль Ы-а-бензоил-Е-
аргинина за I мин. Об антитриптической емкости плазмы 
крови и пузырной жидкости судили по уровню си-анти-
трипсина (сх | - А Т) и <Х2-макроглобулина (а2-МГ). Активность 
ai-АТ и (Х2-МГ определяли унифицированным спектрофото-
метрическим методом [6] с использованием БАЭЭ. 1 услов-
ная ингибиторная единица (ИЕ) соответствовала такому ко-
личеству ингибитора, присутствующего в 1 мл плазмы крови 
или пузырной жидкости, которое тормозит (си-АТ) или свя-
зывает (а 2 -МГ) расщепление трипсином I мкмоль БАЭЭ за 
1 мин. Активность кининазы I (КФ 3.4.15.7) плазмы крови 
и пузырной жидкости исследовали спектрофотометрическим 
методом [19] в модификации Т. С. Пасхиной и соавт. [10] 
с использованием в качестве субстрата гиппурил-Ь-лизина. 
1 миллиединица (мед) активности соответствовала такому 
количеству фермента в I мл плазмы крови или пузырной 
жидкости, которое расщепляет субстрат гиппурил-Ь-лизин и 
освобождает 1 нмоль гиппуровой кислоты за 1 мин. 

Т а б л и ц а 1 

Активность калликреин-кининовой системы у больных ВП и БП ( A f ± m ) 

Группа обследоплиных 
П К К К К 

Общая БАЭЭ-эс-
теразная 

актиимосп. 
a, -AT а г -МГ Кинимаза 

1. мед/мл 

мед/мл ИЕ/мл 

Больные ВП: 

в начале болезни (п—39) 
136 ,4±12 ,6 1 0 6 , 9 ± 12,7 4 4 8 , 5 ± 2 6 , 8 6 9 , 9 ± 7 , 8 1 , 4 ± 0 , 3 2 1 8 , 9 ± 3 2 , 8 * 

Больные ВП: 

в начале болезни (п—39) 
3 1 , 3 ± 4 , 9 2 2 5 , 7 ± 19,6 6 0 8 , 9 ± 5 3 , 9 10,1 ± 0 , 6 0 , 9 ± 0 , 1 286,4 ± '.7,9* 

при экзацербации (лг=42) 
5 8 , 5 ± 7 , 9 
12,64=2,3 

9 4 , 7 ± 7 , 3 
1 8 4 , 9 ± 12,0 

4 4 4 , 7 ± 2 9 , 6 
5 2 6 , 3 ± 4 2 , 8 

5 9 , 3 ± 4 , 6 
2 1 , 2 ± 0 , 7 

3 , 4 ± 0 , 2 * 
2 , 9 ± 0 , 7 * 

2 6 3 , 8 ± 4 2 , 6 * 
284,8 ± 3 9 , 0 * 

при ремиссии ( п = 3 7 ) 
204,2 ± 1 9 , 3 * 14,2 dh 0,9 210,8 ± 2 6 , 8 * 3 0 , 8 ± 4 , 9 * 8 , 3 ± 1,0 2 0 9 , 4 ± 2 6 , 4 * 

Больные БП: 

в начале болезни ( я = 2 6 ) 
111 ,3±8 ,7 8 7 , 4 ± 9 , 0 3 0 0 , 7 ± 19,6 4 1 , 7 ± 5 , 0 2 , 0 ± 0 , 3 3 4 2 , 8 ± 4 8 , 9 

Больные БП: 

в начале болезни ( я = 2 6 ) 
1 4 , 8 ± 0 , 6 108 ,3±11 ,4 3 4 8 , 8 ± 4 7 , 5 17 ,4±2 ,1 1 , 4 ± 0 , 2 406,8 ± 5 3 , 9 

при экзацербации ( я = 1 9 ) 
8 5 , 3 ± 6 , 9 
2 6 , 3 ± 4 , 8 

6 7 , 8 ± 8 , 6 
1 0 2 , 9 ± 14,3 

2 8 8 , 7 ± 19,0 
4 0 3 , 6 ± 8 5 , 6 

3 9 , 4 ± 2 , 8 
2 0 , 8 ± 6 , 3 * 

4,1 ± 0 , 5 * 
2 , 9 ± 0 , 6 * 

2 8 6 , 7 ± 2 1 , 6 * 
3 5 8 , 9 ± 4 4 , 6 

при ремиссии (п — 33) 
212,8 ± 14,1 * 8,1 ± 0 , 4 * 2 2 6 , 7 ± 18,6* 2 7 , 3 ± 5 , 5 * 5 , 3 ± 0 , 6 2 3 3 , 4 ± 10,4* 

Здоровые доноры (п=37) 
2 2 6 , 8 ± 10,7 2 , 8 ± 0 , 7 239,84= 12,4 2 6 , 8 ± 3 , 4 3 , 9 ± 0 , 3 2 5 8 , 4 ± 19,2 

П р и м е ч а н и е . В числителе - показатели в плазме крови, в знаменателе в пузырной жидкости. Звездочка 
р > 0 , 0 5 , остальные р < 0 , 0 5 относительно показателей здоровых доноров. 
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Контролем при исследовании показателей калликреин-
кининовой системы у больных BI1 и БП служила кровь 
37 здоровых доноров, а у экспериментальных животных 
кровь 18 интактных гвинейских свинок. 

Статистическую обработку полученных данных проводили с 
использованием /-критерии Стьюдента. 

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

Результаты исследования состояния калликре-
ин-кининовой системы ири ВП и БП в различных 
стадиях заболеваний (табл. 1) показали, что у 
первичных больных происходит активное образо-
вание калликреина из его неактивного предшест-
венника прекалликреина. На это указывают уве-

личение уровня КК и снижение содержания ПКК. 
Нарастание общей БАЭЭ-эстеразной актив-
ности отражает активацию различных эндопроте-
аз, обладающих серинэстеразной активностью. 
В отличие от плазмы крови, в которой протео-
литический потенциал сериновых протеиназ был 
компенсирован возросшей антииротеазной актив-
ностью, в пузырной жидкости больных ВП и БП 
установлен дефицит ингибиторов протеолиза. 

Нарушение равновесия системы эндопротеиназа— 
ингибитор в месте повреждения кожи проявля-
лось более выраженным, чем в крови, увеличением 
активности сериновых протеиназ и снижением 
уровня (Х|-АТ. Активность (Х2-МГ в плазме крови 
и пузырной жидкости у первичных больных В П и 
БП была достоверно снижена. 

У больных ВП и БП с экзацербацией за-
болеваний состояние калликреин-кининовой систе-
мы несколько отличалось от такового у первичных 
больных. Это выражалось в повышении уровня 
аг -МГ до нормальных значений, обнаруженном 
как в крови, так и в пузырной жидкости. 
С учетом того, что обострения буллезных дер-
матозов у всех обследованных больных были 
зарегистрированы на фоне иммуносупрессивной 
терапии глюкокортикоидами, данные об увеличе-
нии активности «2-М Г в определенной мере 
подтверждают существующее предположение |23| 
о том, что глюкокортикоиды стимулируют синтез 
этого ингибитора протеиназ клетками организма. 

В фазе ремиссии ВП и БП, достигнутой в 
результате комплексной иммуносупрессивной 
( к о р т и к о с т е р о и д а м и и ц и т о с т а т и ч е с к и м и п р е п а р а -
тами) и антииротеазной терапии, показатели кал-
ликреин-кининовой системы крови больных имели 
выраженную тенденцию к нормализации. Вместе 
с тем активность аг-МГ превышала нормальные 
значения. 

Полученные данные, по нашему мнению, от-
ражают участие компонентов калликреин-кинино-
вой системы в патогенезе обсуждаемых аутоим-
мунных дерматозов. Весьма информативным пока-
зателем, характеризующим состояние гомеостаза 
больных ВП и БП, является а 2 - М Г . Прослежен-
ная динамика изменений активности этого поли-
валентного ингибитора эндопротеиназ в различные 
фазы заболеваний, позволяет с достаточно высо-
кой долей вероятности предположить, что сниже-
ние уровня (х2-МГ является следствием интен-
сивного образования неактивных комплексов 
(Х2-МГ -протеаза |1| и может рассматриваться 
как фактор, предрасполагающий к прогрессиро-
ванию пузырного воспалительного процесса в 
коже. 

В процессе исследований не выявлено статисти 
чески достоверных изменений кининазной активно-
сти плазмы крови и пузырной жидкости боль-
ных ВП. Этот факт в определенной мере ставит 
под сомнение участие брадикинина и других 
активных кининов в развитии акантолиза. Од-
нако у больных БП в отличие от больных ВП 
активность кининазы I в пузырной жидкости была 
достоверно повышена. Увеличение активности ки-
ниназы I в очаге поражения при БП может 
быть вызвано повышением уровня кининов in situ. 
Нельзя исключить, что брадикинин является од-
ним из патогенетических факторов, способствую-
щих привлечению к эпидермодермальному соеди-
нению клеток воспаления [21] , которые впослед-
ствии участвуют в. разрушении базальной мембра-
ны эпидермиса. 

Таким образом установлено, что КК и другие 
эндопротеазы, обладающие БАЭЭ-эстеразной ак-
тивностью, участвуют в формировании пузырного 
поражения кожи. 

Для выяснения индуцирующего воздействия 
активных агентов калликреин-кининовой системы 
на межклеточное и эпидермо-дермальное разъеди-
нение кожи в экспериментах на гвинейских 
свинках было изучено влияние различных при-
родных и синтетических ингибиторов эндоген-
ных флогогенов на цито- и гистологический 
потенциал пузырной жидкости больных ВП и БП. 

Результаты 1 серии опытов показали, что воз-
никновение клинических проявлений ВП у гвиней-
ских свинок полностью предотвращалось добав-
лением в пузырную жидкость больных соевого 
ингибитора трипсина (5 мг/мл) и овомукоида 
(0,1 и 0,5 мг/мл), частично контрикала 
(1 АТгЕ/мл) и е-аминокапроновой кислоты 
(0,1 мг/мл). Дексаметазон в сверхфармакологи-
ческой концентрации (2 мкг/мл) блокировал акан-
толиз у 4 из 10 животных. Простагландин Е2 

(5 мкг/мл) не оказывал ингибирующего воз-
действия на индукцию проявлений BI I на коже 
животных. 

В опытах с использованием пузырной жидко-
сти больных БП были получены аналогичные 
результаты, за исключением обнаруженного бло-
кирующего действия простагландина Е2 (1 и 
5 мкг/мл) на эпидермо-дермальное разъединение. 

Результаты II серии опытов показали, что 
системное применение контрикала и дексаметазо-
на в терапевтических дозах полностью предотвра-
щало развитие экспериментальных буллезных 
дерматозов. Как и в предыдущей серии опытов, 
е-аминокапроиовая кислота предупреждала раз-
витие пузырных элементов лишь у меньшей поло-
вины животных в подгруппах с моделями ВП и 
БП. Пармидин не влиял на индуцирование ВП, 
но блокировал появление симптомов БГ1 у б из 
1 1 животных. 

Результаты 1 серии экспериментов свидетель-
ствуют о том, что ингибиторы сериновых протеи-
наз (соевый ингибитор трипсина и овомукоид) 
по сравнению с антипротеазным препаратом, 
обладающим широким спектром антииротеазной 
активности (контрикал), нестероидным противо-
воспалительным средством е-аминокапроновой 
кислотой, глюкокортикоидом и простагландином 
Ег, оказывают наиболее выраженное блокирую-
щее действие на развитие акантолиза и эпидермо-
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дермального разъединения при их введении в кожу 
гвинейских свинок совместно с пузырной жидко-
стью больных ВП и БП. Сравнивая результаты 
I и II серии опытов, можно предположить, что 
цито- и гистологический по?енциал .пузырной жид-
кости реализуется преимущественно сериновыми 
иротеиназами, так как полностью нейтрализуется 
ингибиторами с узкой специфичностью. В то же 
время нельзя исключить, что в формировании 
пузырного очага поражения, помимо сериновых 
протеиназ, участвуют и другие чувствительные 
к контрикалу и е-аминокапроновой кислоте про-
теазы, деструктивное действие которых на клетки и 
ткани кожи проявляется вторично — в результате 
дегрануляции клеток воспаления, мигрировавших 
в кожу как в «шоковый» орган. Способность 
простагландина Ег, внесенного в пузырную жид-
кость больных БП, содержащую суспензию мо-
нонуклеаров, отменять эпидермо-дермальное разъ-
единение у экспериментальных животных указы-
вает на то, что возможным источником сери-
новых протеиназ, участвующих в разрушении ба-
зальной мембраны, являются эффекторные клетки 
иммунной системы, сенсибилизированные к анти-
гену пемфигоида. Предпосылками для такого 
предположения стали сведения о супрессорном 
влиянии простагландина Е2 на киллерные клетки 
[20| и макрофаги |24|, а т а к ж е о том, что 
при нанесении летального удара по клеткам-
мишеням на мембранах цитотоксических лимфоци-
тов появляются трипсиноподобные протеиназы, 
секретируемые этими эффекторными клетками. 
Одним из аспектов более эффективного дейст-
вия дексаметазона при его системном примене-
нии в отличие от локального, возможно, явля-
ется влияние препарата на продукцию аг-МГ 
и других белков острой фазы воспаления, 
оказывающих иммуносупрессивное действие [16) . 

Эта гипотеза в определенной мере была под-
тверждена в ill серии опытов при исследовании 
компонентов калликреин-кининовой системы в 
плазме крови гвинейских свинок с: эксперимен-

тальными буллезными дерматозами (табл. 2 ) . 
Как видно, изменения в прекалликреин-калли-
креиновой системе на высоте развития пузырных 
поражений кожи животных соответствовали тако-
вым у больных ВП и БП. Снижался уровень 
активности ПКК и повышался уровень КК. Об-
щая БАЭЭ-эстеразная активность плазмы крови 
т а к ж е достоверно возрастала. Однако в отличие 
от больных пузырными дерматозами у животных 
с индуцированными ВП и БП уровень а г А Т и 
а 2 - М Г статистически не отличался от нормы. 
Все животные с экспериментальными ВП и БП 
погибли. Учитывая обнаруженные нами глубокие 
сдвиги равновесия между активностью эндопро-
теиназ и их ингибиторов в плазме крови по-
допытных животных, погибших на 10—12-й день 
после появления пузырей, можно предположить, 
что практически 100 % смертность больных В П и 
БП в «докортикостероидную эру» |12) в оп-
ределенной степени могла зависеть от некупи-
рующегося протеолитического «взрыва», возни-
кающего в организме таких больных. Исходя 
из того что функции а | - AT при воспалении 
обусловлены образованием неактивного комплекса 
с протеиназами гранулоцитов [7 ] , можно до-
пустить, что в патогенезе аутоиммунных буллез-
ных дерматозов также принимают участие про-
теолитические ферменты, экскретируемые клетка-
ми воспаления, мигрирующими в очаг пузыр-
ного воспаления. 

Состояние калликреин-кининовой системы у жи-
вотных с ВП и БП, получавших системную 
терапию, резко отличалось от такового у нелече-
ных (см. табл. 2 ) . Применение контрикала и 
е-аминокапроновой кислоты способствовало нор-
мализации показателей активности прекалликре-
ин-калликреиновой системы у экспериментальных 
животных. Как показали исследования, перораль-
ное применение пармидина в дозе 30 мкг/г 
в сутки в сочетании с наружным в виде 5 % 
мази, которую наносили на эрозии, образовав-
шиеся после вскрытия пузырей, оказывало выра-

Т а б л и ц а 2 
Активность калликреин-кининовой системы в плазме крови гвинейских свинок с экспериментальными буллезными дерматозами 
( М ± т ) 

Условия опыта 
П К К К К Общая БАЭЭ-эсте-

разная актив-
ность 

a, -AT «2-МГ 
К и н и на за 1, 

мед/мл 
Условия опыта 

мед/мл 

Общая БАЭЭ-эсте-
разная актив-

ность ИЕ/мл 

К и н и на за 1, 
мед/мл 

Интактные животные (18) 2 0 0 , 8 ± 2 4 , 9 6,7 ± 0 , 9 2 1 2 , 4 ± 2 9 , 3 3 2 , 6 ± 4 , 8 4 , 8 ± 0 , 6 2 7 7 , 8 ± 3 6 , 6 
Экспериментальные животные, не по-

лучающие лечения: 
ВП (15) 1 9 , 4 ± 3 , 8 * 388,4 ± 6 6 , 3 * 6 2 8 , 9 ± 7 2 , 6 * 3 7 , 3 ± 5 , 9 6,1 ± 1,2 2 2 5 , 4 ± 3 4 , 8 
БП (12) 4 4 , 6 ± 7 , 3 * 2 4 6 , 3 ± 3 4 , 5 * 599,4 ± 6 6 , 8 * 3 0 , 6 ± 2 , 8 5 , 0 ± 0 , 9 381,4 ± 3 0 , 0 * 

Животные, получающие контрикал, 
1 АТгЕ/г в сутки: 

ВП (9) 185,1 ± 2 1 , 2 10 ,5±3 ,1 2 4 6 , 2 ± 3 1 , 0 2 8 , 7 ± 2 , 9 3 , 9 ± 0 , 5 273,4 ± 2 9 , 6 
БП (10) 1 7 3 , 6 ± 3 4 , 9 8 , 2 ± 1,6 2 1 7 , 3 ± 2 2 , 6 3 1 , 9 ± 4 , 6 4 , 2 ± 0 , 7 292,6 ± 3 1 , 4 

е-аминокапроновая кислота, 0,2 мг/г 
в сутки: 

ВП (10) 1 6 6 , 8 ± 19,7 1 7 , 8 ± 3 , 4 * 2 7 9 , 6 ± 4 2 , 7 3 4 , 8 ± 5 , 1 5,1 ± 0 , 4 305,8 ± 4 4 , 8 
БП (9) 2 1 2 , 4 ± 19,7 1 1 , 6 ± 3 , 8 2 6 1 , 8 ± 3 5 , 2 3 0 , 2 ± 3 , 3 4 , 0 ± 0 , 2 2 7 4 , 9 ± 3 3 , 6 

дексаметазон, 0,2 мкг/г в сутки: 
ВП (10) 2 0 6 , 5 ± 4 8 , 4 8 , 8 ± 0 , 6 2 5 4 , 8 ± 2 6 , 5 25,7-1-5,9 6 , 9 ± 0 , 4 * 2 6 6 , 5 ± 3 5 , 4 
БП (1 1) 2 4 8 , 9 ± 3 1 , 7 5 , 9 ± 0 , 3 2 0 2 , 3 ± 19,6 36,5 ± 3 , 2 7 , 4 ± 0 , 8 * 285,7 ± 2 2 , 7 

пармидин перорально 30 мкг/г в сут-
ки -}-наружно 5 % мазь 

ВП (12) 1 0 9 , 7 ± 12,9* 1 0 8 , 7 ± 9 , 3 * 3 2 1 , 7 ± 4 5 , 8 * 3 4 , 7 ± 4 , 2 5 , 3 ± 0 , 6 394,7 ± 3 3 , 8 * 
БП (11) 162,4 ± 2 8 , 8 6 4 , 9 ± 7 , 3 * 2 6 4 , 7 ± 3 1 , 4 3 1 , 8 ± 2 , 9 4 , 7 ± 0 , 3 4 0 1 , 4 ± 2 7 , 6 * 

П р и м е ч а н и е . Звездочка р < 0 , 0 5 , остальные /^>0,05; в скобках — число животных. 
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женное терапевтическое действие лишь у живот-
ных с экспериментальными БП. В отличие от 
гвинейских свинок с индуцированной ВП, которые, 
несмотря на системное и наружное применение 
пармидина, погибали в 100 % случаев, 8 из 
11 животных с проявлениями БП остались живы, 
а у 3 из 8 выживших наблюдалась реэпите-
лизация эрозий. В результате применения парми-
дина в большей степени изменялась кининаз-
ная активность и в меньшей — активность 
трипсиноподобных ферментов плазмы крови. 
Полученные результаты являются косвенным под-
тверждением участия активных кининов в патоге-
незе БП. 

Полученные результаты позволяют сделать 
следующие выводы. 1. Нарушение равновесия 
между ферментативными и ингибиторными про-
цессами в калликреин-кининовой системе при ВП 
и БГ1 характеризуется повышением активности 
калликреина и других сериновых протеиназ, с 
одной стороны, и снижением уровня их ингибито-
ров — с другой. 2. Соевый ингибитор трипсина 
и овомукоид полностью блокируют цито- и ги-
столитический потенциал пузырной жидкости 
больных ВП и БП; е-аминокапроновая кислота 
и контрикал предотвращают появление пузырных 
высыпаний на коже лабораторных животных и 
нормализуют активность ирекалликреин-калли-
креиновой системы, а дексаметазон, кроме того, 
увеличивает уровень сх2-МГ в плазме крови гвиней-
ских свинок. 3. При пемфигоиде в отличие от 
пузырчатки источником сериновых протеиназ, 
вызывающих эпидермо-дермальное разъединение, 
являются мононуклеары, мигрирующие в кожу 
больных. В повреждении базальной мембраны 
т а к ж е могут участвовать активные кинины, 
чувствительные к пармидину. 4. Обнаруженные 
особенности нарушения состояния калликреин-
кининовой системы при пузырчатке и пемфигоиде 
указывают на целесообразность применения анти-
протеазных препаратов в дополнение к глюкокор-
тикоидам всем больным аутоиммунными буллез-
ными дерматозами. Больным БП также не-
обходимо проводить антикининовую терапию 
пармидином. 
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ROLE OF THE KALLIKREIN-KININ SYSTEM COMPONENTS 
IN PATHOGENESIS OF B U L L O U S SKIN I N J U R I E S UNDER 
CONDITIONS OF P E M P H I G U S AND PEMPHIGOID 

S. A. Grando, В. T. Glukhenky, A. P. Kostromin, 
Yu. Ya. Boiko, N. S. Kutsenko, T. A. Koroslash 

Chair of Dermato-Venerology, Institute for Postgraduate 
Training of Physicians, Kiev 

Importance of kallikreinogenases in acantholysis and 
epidermo-dermal separation was shown, when the kallikrein-
kinin patterns were studied in blood plasma and blister 
fluids of 118 patients with pemphigus, of 78 patients 
with pemphigoid as well as of 224 guinea pigs. Under 
conditions of pemphigoid, as distinct from pemphigus, serine 
proteinases were mainly produced by active immunocytes 
responsible for destruction of epidermal basement membrane; 
activation of kinins was observed in skin impairments. 
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Д Е З О К С И Р И Б О Н У К Л Е А З А Д И Ф Т Е Р И Й Н Ы Х 
ВАКТЕРИЙ: Д И Н А М И К А ОБРАЗОВАНИЯ И 
НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА 

Казанский университет, Казанский институт усовершенствова-
ния врачей 

В 1963 г. в культуральной жидкости токси-
генных дифтерийных бактерий обнаружен фер-
мент, деградирующий Д Н К дезоксирибонуклеа-
за ( Д Н К а з а ) . Описаны некоторые свойства фер-
мента, частично очищенного фракционированием 
сульфатом аммония [1, 6 ] . 

Цель настоящей работы изучение динамики 
биосинтеза Д Н К а з ы дифтерийными бактериями по 
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фазам роста клеточной популяции, разработка ме-
тода очистки фермента и изучение его свойств. 

М е т о д и к а 

В работе использовали штамм Corynebacterium diphtheriae 
PW-8 Массачусетс. Бактерии выращивали на среде трипти-
ческого переваривания с энтерокиназой рН 8,2- 8,4. Глубинное 
выращивание проводили в 15-литровом ферментере с 7,5 л 
питательной среды при постоянном перемешивании 
(1500 об/мин) с аэрацией (1,5 л воздуха в минуту) при тем-
пературе 35 °С. Пробы отбирали через определенные интер-
валы времени в процессе выращивания. В каждой пробе 
определяли количество микробных клеток по оптическому стан-
дарту мутности. В надосадочной жидкости после удаления 
клеток определяли ДНКазную, РНКазную, фосфодиэстеразную 
(ФДЭазную), фосфомоноэстеразную (ФМЭазную) активность, 
рН и содержание белка. ДНКазную активность определяли 
в микровискозиметре Оствальда и по продуктам гидролиза 
высокоиолимерной ДНК, растворимым в 2 % НСЮ4 |2|. Ре-
акционная смесь объемом 1 мл содержала 1 мг ДНК, 0,05 М 
трис-HCI-буфер рН 7,5, 0,007 М MgSO,t и 0,1 мл ферментной 
фракции, при необходимости предварительно разведенной та-
ким образом, чтобы наблюдалась прямая зависимость ско-
рости превращения субстрата от концентрации фермента. 
Реакционную смесь инкубировали 15—30 мин при 37 °С. 
Реакцию останавливали добавлением 4 % раствора охлажден-
ной HCIO4 в объеме, равном объему реакционной смеси. 
Кислоторастворимый материал удаляли центрифугированием 
на холоде при 6000 g в течение 20—30 мин. В надосадочной 
жидкости после разведения в 10 20 раз измеряли оптическое 
поглощение при 260 нм на спектрофотометре СФ-16. За еди-
ницу активности принимали количество фермента, которое дает 
прирост оптической плотности в опытных образцах по сравне-
нию с контрольными (реакционная смесь без фермента) на 
1 опт. ед. за 1 ч инкубации в пересчете на 1 мл ферментной 
фракции (F26, ед-мл ' - ч ) . 

РНКазную активность определяли по накоплению кислото-
растворимых продуктов гидролиза РНК. Состав реакционной 
смеси и условия те же, что и при определении ДНКазной актив-
ности. ФДЭазную и ФМЭазную активность определяли по 
действию на модельные субстраты бис-/г-нитрофенилфосфат 
кальция и я-питрофенилфосфат натрия соответственно |7]. 
Состав реакционной смеси: 0,75 мл 0,2 % раствора субстрата 
в 0,2 М трис-HCI-буфере рН 8,6, содержащем 0,02 MgCh, 
0,25 мл исследуемого материала. Реакцию останавливали до-
бавлением 2 мл 0,4 н. NaOH, оптическое поглощение измеряли 
при 400 нм. За единицу активности принимали количество 
фермента, катализирующее отщепление 1 мкМ я-нитрофенола 
за 1 ч при 37 °С. 

Белок во фракциях, полученных после хроматографии, оп-
ределяли по оптическому поглощению при 280 нм в 1-санти-
метровой кювете спектрофотометра СФ-16 (за единицу белка 
принимали оптическое поглощение раствора, равное единице 
при Е280), в других случаях по Лоури [8] . 

Удельную скорость роста бактерий (р,) вычисляли по фор-
муле [5] : 

dm 1 
dt ' т ' 

где т число клеток, / время (в ч). Удельную скорость 
синтеза ДНКазы (к) вычисляли по формуле: 

- J^L _L 
8~ dt ' А ' 

где А величина активности фермента, рассчитанная на 
микробную клетку. 

Для получения фермента использовали культуральную жид-
кость, полученную на 24-й час выращивания в ферментере 
штамма PW-8 Массачусетс. Предварительно с помощью мето-
да Дерриена была определена та степень насыщения культу-
ральной жидкости сульфатом аммония, при которой происхо-
дит наиболее полное осаждение ДНКазы и достигается пред-
варительная очистка от балластных белков. Клетки удаляли 
фильтрованием через бумажный фильтр, иадосадочную жид-
кость фракционировали сульфатом аммония до степени насы-
щения 0,70 на холоде. Через 24 ч центрифугировали при 
3000 g в течение 20 мин, маточный раствор отбрасывали, 
а осадок обрабатывали при комнатной температуре дважды 
следующим образом: тщательно размешивали с насыщенным 
до 0,40 раствором сульфата аммония рН 8,0 (из расчета 10 мл 
на 1 г белка осадка) и центрифугировали при 2500 g в течение 
20 мин. Надосадочную жидкость отбрасывали. Затем осадок 

размешивали с 20 мл раствора сернокислого аммония с насы-
щением 0,30 (рН 8 ,0) , центрифугировали при 8500 g в течение 
30 мин и надосадочную жидкость собирали в ней сосредо-
точена Х1ИКаза. Белки осаждали доведением надосадочной 
жидкости насыщенным раствором сульфата аммония рН 8,0 до 
насыщения 0,50 и собирали центрифугированием при 8500 g 
в течение 20 мин. Осадок, полученный таким образом, макси-
мально освобождали с помощью фильтровальной бумаги от 
излишка маточного раствора и растворяли в 2 мл 0,05 М 
трис-НС1-буфера рН 7,5. Для дальнейшей очистки ДНКазы 
использовали сефадекс G-75 средний и ДЭАЭ-сефадекс А-25 
средний. 

Сухой препарат сефадекса G-75 оставляли при комнатной 
температуре в воде на 24 ч для полного набухания геля, 
уравновешивали 0,1 М раствором сульфата аммония в 0,05 М 
трис-НС1-буфере рН 7,5 и помещали в колонку размером 
2 , 5 X 4 5 , 4 см, затем наслаивали 1,8 мл ферментного раствора 
в 0,1 М (NH4)2SO,i, содержащем 0,05 М трис-HCI-буфер 
рН 7,5. Элюцию проводили тем же раствором. Фракции собира-
ли с помощью автоматического коллектора со скоростью 
39 мл/ч при комнатной температуре. 

Фракцию с ДНКазной активностью после сефадекса G-75 
сразу наносили на колонку с сефадексом А-25. До заполнения 
колонки сефадекс обрабатывали 15 объемами 0,5 и. HCI в те-
чение 30 мин, затем дистиллированной водой до рН 4,0—5,0, 
0,5 н. NaOH и снова дистиллированной водой до нейтральной 
реакции и уравновешивали 0,04 М грис-НО-буфером рН 7,5. 
Уравновешенным сефадексом А-25 заполняли колонку разме-
ром 1 X 3 0 см и наносили на нее фракцию после гель-филь-
трации на сефадексе G-75, не допуская нагрузки колонки более 
300 опт. ед. поглощающего при 280 нм материала. Элюцию 
проводили в линейном градиенте концентрации (NH/jhSO,»: 
резервуар 300 мл 0,2 М ( N H 4 h S 0 4 в растворе 0,04 М 
трис-НС1-буфера рН 7,5; смеситель 300 мл 0,04 М трис-НС1-
буфера рН 7,5. Скорость элюции 20 мл/ч при температуре 4 °С. 

Представление о характере действия фермента дает коли-
чественная и качественная оценка продуктов глубокого фер-
ментного гидролиза нуклеиновых кислот. Реакционную смесь, 
содержащую Д Н К 1 мг/л, трис-НС1-буфер рН 7,5—0,032 М, 
MgCI 2 — 0,007 М, ДНКазу 0,01 ед/мл, инкубировали при 
37 °С в течение 24 ч. Конец реакции устанавливали по прекра-
щению прироста оптического поглощения кислоторастворимых 
продуктов при Е260. Затем для денатурации белков и прекраще-
ния действия ферментов к реакционной смеси добавляли смесь 
хлороформа и изоамилового спирта (9 :1 ) , встряхивали на хо-
лоде в течение 1 ч, центрифугировали при 10 000 g в течение 
20 мин и собирали верхний водный слой, содержащий про-
дукты гидролиза: смесь олигонуклеотидов разной длины. Ана-
лиз гидролизата начинали с фракционирования его на олиго-
нуклеотиды, однородные по длине цепи по методу Томлинсона 
и Тенера [9] . Поскольку 7 М мочевина почти полностью 
исключаег вторичное взаимодействие гетероциклов с ионо-
обменником, преобладающее взаимодействие, от которого за-
висит последующая элюция, это сорбция за счет отрица-
тельно заряженных фосфатных групп нуклеотидов. Поэтому 
разделение происходит строго в зависимости от числа фосфат-
ных групп олигонуклеотидов. 

Порцию гидролизата, содержащую 100—200 опт. ед. (при 
260 нм) нуклеотидного материала, разбавляли до 200 мл 7 М 
раствором мочевины, содержащим 0,005 М грис-НС1-буфер 
рН 7,5, наносили на колонку с сефадексом А-25 размером 
0 , 8 X 2 0 см. Элюирование проводили в линейном градиенте 
концентрации NaCI со скоростью 28 мл/ч при комнатной тем-
пературе. Смеситель содержал 500 мл 0,005 М трис-НС1-буфера 
в 7 М мочевине рН 7,5, резервуар 500 мл того же раствора, 
содержащего 0,3 М NaCI. Оптическую плотность в каждой 
фракции измеряли при 260 им на СФ-16 в 1-сантиметровой 
кювете против исходного буферного раствора. Во фракциях с 
максимальной плотностью снимали спектры в области 225 
325 нм с интервалом 5 нм и по полученным спектрам оценивали 
состав оснований во фракциях, сравнивая со спектром исход-
ного гидролизата в 7 М мочевине. 

Место атаки фосфодиэфирных связей ДНКазой устанавли-
вали по положению концевого фосфата в продуктах фермен-
тативного гидролиза ДНК. Для этого моно- и динуклеотидные 
фракции гидролизатов обрабатывали после обессоливания по 
Рушицкому и соавт. 110] фосфатазой Е. со I i и 5'-нуклеотидазой 
ядра гюрзы в присутствии 0,5 М глицина. В этих условиях 
происходит отщепление концевого неорганического фосфата 
(Ф„). Количественное содержание Ф„ определяли по методу 
Лоури и Лопеца |8|. 

В работе использовали препараты ДИК, выделенные из 
тимуса теленка по методу Кэя в модификации Бенинга [3], 
дрожжевую РНК препарат суммарной РНК после очистки 
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Рис 

200 У,мл 
РисЗ 5$ 6.0 7,0 в,0 9,0 10.0 ph 

Рис. I. Кинетика роста и синтеза ДНКазы у дифтерийных бактерий в условиях глубинного 
выращивания. 
/ числа клеток; 2 активность Д Н К а з ы (и од. -10 9 микробных клеток); .'/ удельная скорость роста культуры 
(и); 4 удельная скорость синтеза Д Н К а з ы (с).По оси ординат: / - активность Д Н К а з ы (в виск. од.-К) 9 микробных 
клеток); I I удельная скорость роста (ц-ч ' ) ; удельная скорость синтеза Д Н К а з ы (е-ч ' ) ; I I I числа клеток; 
по оси абсцисс время выращивания (в ч). 

Рис. 2. Разделение ДНКазы дифтерийных бактерий на колонке с сефадексом Сi-75. 
/ белок; 2 - Д Н К а з а . По оси ординат: / • оптическая плотность при Егво; // - активность Д Н К а з ы (в виск. ед.-мл ' ) ; 
но оси абсцисс — элюциоиный объем (в мл). 

Рис. 3. Зависимость активности ДНКазы от рН. 
/ ацетатный буфер; 2 — трис-малеатный буфер; 3 — трис-НС1-буфер. 

от низкомолекулярных примесей на сефадексе G-75, натриевую 
соль /г-нитрофенилфосфата - препарат фирмы «Feinchemie 
К-Н Kallies К. G.», модельный субстрат бис-п-нитрофенил-
фосфат кальция, синтезированный по методу Иошида [7], 
сефадексы G-75 средний, ДЭАЭ-сефадекс А-25 средний фирмы 
«Фармация» (Швеция). 

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 процессе роста 
дифтерийных бактерий штамм PW-8 Массачусетс 
в культуральной жидкости накапливается 
Д Н К а з а . РНКазная , ФМЭазная и Ф Д Э а з н а я ак-
тивность не обнаруживается. 

Изучение динамики биосинтеза Д Н К а з ы по фа-
зам роста клеточной популяции дифтерийных бак-
терий свидетельствовало, что в условиях глубин-
ного выращивания в ферментере наиболее высокая 
удельная скорость синтеза Д Н К а з ы наблюдается в 
период максимальной удельной скорости роста 
культуры, в экспоненциальную фазу роста (рис. 1). 

Д Н К а з а , обнаруженная в культуральной жид-
кости, была подвергнута очистке по грехэтапной 

Активность ДНКазы Cor. diphtheria в присутствии различных 
активаторов и ингибиторов 

Исследуемые Концентрация, Актив-

соединения M ед/мл 

Контроль — 2,4 

ЭДТА 0,005 0 
M g S 0 4 0,0075 52 
MgCI2 0,005 28 
M n S 0 4 0,005 26 
M g S O . + Э Д Т А 0 ,005+0 ,002 18 
M g S 0 4 + 3 A T A 0 ,005+0,01 0 
CoCI2 0,005 21 
F e S 0 4 0,0015 11 
Z n S 0 4 0,005 1,4 
N i S 0 4 0,005 0 
CaCI2 0,005 0 
C u S 0 4 0,005 0 
M g S 0 4 + C u S 0 4 0 ,005+0 ,005 3,0 
MgSO-t-j-цитрат Na 0 , 0 0 5 + 0 , 0 3 0 
M g S 0 4 + H 3 P 0 3 0 , 0 0 5 + 0 , 4 29 

схеме. На первом этапе культуральную жидкость 
фракционировали сульфатом аммония, что позво-
лило добиться 7-кратной очистки фермента. Даль-
нейшая очистка (второй этап) проводилась на ко-
лонке с сефадексом G-75 . Результаты разделения 
представлены на рис. 2. Как видно, Д Н К а з а 
элюируетея вместе с низкомолекулярными белка-
ми в элюционном объеме 150 мл и отделяется от 
основной массы высокомолекулярных белков 
(элюционный объем 56 мл) . Третий этап очистки 
(хроматография на сефадексе А-25) позволяет от-
делить Д Н К а з у от остальных белков в силу разни-
цы в сродстве к анионообменнику и добиться 
очистки Д Н К а з ы в 500 раз при удельной актив-
ности 1500 ед. на 1 мг белка. Фракции с макси-
мальной активностью Д Н К а з ы объединяли и ис-
пользовали для изучения свойств фермента, так 
как они не содержали РНКазной, ФДЭазной и 
ФМЭазной активности. 

Изучение некоторых свойств фермента и условий 
его действия показало, что они не отличаются от 
установленных ранее |1] для сульфат-аммонийной 
фракции фермента. 

Как видно на рис. 3, максимальная активность 
Д Н К а з ы наблюдается при рН 7,0 -7,4. Результаты 
изучения влияния некоторых двухвалентных ионов 
металлов на активность Д Н К а з ы при рН 7,4 с 
0,04 М трис-малеатным буфером представлены в 
таблице, из которой видно, что в отсутствие двух-
валентных ионов металлов Д Н К а з а очень медлен-
но деполимеризует Д Н К . Эта остаточная актив-
ность полностью подавляется ЭДТА. 

Специфичность по отношению к вторичной 
структуре Д Н К определяли, сравнивая динамику 
гидролиза ДНКазой нативной и денатурированной 
нагреванием Д Н К . Показано, что накопление кис-
лоторастворимого материала в пробе с денатури-
рованной теплом Д Н К происходит в 1,5 раза 
быстрее, чем с нативной Д Н К . Следовательно, 
Д Н К а з а проявляет несколько большую специфич-
ность к денатурированной ДНК- Характер дей-
ствия Д Н К а з ы на субстрат изучали, сравнивая 
кинетику падения вязкости раствора Д Н К с на-
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Рис. 4. Хроматографическое разде-
ление продуктов ферментного гидро-
лиза ДНК по методу Томлинсона и 
Тенера и спектры поглощения исход-
ной ДНК и фракций гидролизата 
после разделения. 
/ мононуклеотиды; 2 динуклеотиды; 3 
тринуклеотиды. По оси ординат: / — оптиче-
ское поглощение при 260 нм; I I концент-
рация NaC I (в М ) ; по оси абсцисс: а элю-
ционный объем (в мл); б длина волны 
(в нм). 

300 700 V,w 220 240 260 В70 280 2 мм 

коплением кислоторастворимого материала, со-
стоящего из коротких нуклеотидов. Резкое сни-
жение вязкости раствора Д Н К почти до вязкости 
растворителя сопровождается лишь незначитель-
ным освобождением кислоторастворимых продук-
тов. При снижении вязкости Д Н К вдвое образует-
ся около 0,5 % кислоторастворимых нуклеотидов, 
что говорит о типичном эндонуклеолитическом 
характере действия изучаемой Д Н К а з ы . 

При фракционировании продуктов гидролиза 
Д Н К на колонке с сефадексом А-25 (рис. 4) уста-
новили, что гидролизат представляет собой смесь 
олигонуклеотидов. Нуклеотидные фракции были 
идентифицированы по концентрации элюирующего 
раствора и по соотношению концевой фосфат/об-
щий фосфат. Распределение фракций гидролизата 
по степени полимерности было следующим: моно-
нуклеотиды — 6,6 % , динуклеотиды — 10,8 % , 
три-, тетра-, пента-, гекса- и более полимерные 
олигонуклеотиды 16,6, 16,9, 16,9, 11,9 и 20,3 % со-
ответственно. 

Для установления механизма гидролиза двуспи-
ральной Д Н К ДНКазой проводили сопоставление 
кривых динамики снижения вязкости растворов 
Д Н К и динамики накопления кислоторастворимых 
продуктов гидролиза под действием исследуемого 
фермента и ферментов с известным механизмом 
ферментативной атаки: панкреатической Д Н К а з ы 

Рис. 5. Изменение вязкости раствора ДНК относительно коли-
чества кислоторастворимых продуктов гидролиза под действием 
ДНКазы дифтерийных бактерий (/), панкреатической ДНКазы 
(2), селезеночной ДНКазы (3). 
По оси ординат относительная вязкость ,(РТ/Р|); по оси абсцисс — содер-
жание кислоторастворимых продуктов (в % ) . 

(двуударный механизм атаки) , селезеночной 
Д Н К а з ы (одноударный механизм). Условия реак-
ции и состав реакционной смеси те же, что указаны 
для определения ДНКазной активности вискози-
метрическим методом и по продуктам гидролиза 
Д Н К . Измерение вязкости Д Н К проводили при 
37 °С в течение 1 ч каждые 5 мин. Накопление 
кислоторастворимого материала в процессе фер-
ментативного гидролиза Д Н К определяли одно-
временно с вискозиметрией в реакционной смеси 
того ж е состава и при тех ж е условиях: через 
5 мин отбирали по 1 мл инкубируемой смеси, 
осаждали охлажденной НСЮ4 и дальнейшее опре-
деление проводили, как описано выше. Фермент-
ный раствор добавляли в реакционную смесь в 
таком разведении, чтобы обеспечить равномерное 
снижение вязкости раствора Д Н К до зязкости, 
близкой к вязкости растворителя (время истечения 
воды 7 — 8 с ) , в течение 1 ч. Представленные 
на рис. 5 экспериментальные данные свидетель-
ствуют об одноударном механизме атаки Д Н К 
Д Н К а з о й дифтерийных бактерий. Распределение 
разрывов цепи Д Н К рассчитывали по статисти-
ческим формулам [4] , исходя из количества олиго-
нуклеотидов разной степени полимерности. 

Количество моно- и динуклеотидов, которое со-
гласно статистическому распределению разрывов 
может быть образовано при данной глубине гидро-
лиза (сумма мольных долей 2 6 , 8 % ) , в 1,3 и 
1,1 раза превосходит действительно образованное 
количество. Начиная с тринуклеотидов экспери-
ментально найденная доля олигонуклеотидов не-
сколько больше теоретически рассчитанной. Это 
позволяет сделать заключение, что Д Н К а з а дифте-
рийных бактерий обладает строго эндонуклеолити-
ческим типом атаки Д Н К и вероятность разрывов 
в середине полинуклеотидной цепи значительно 
выше, чем у ее края. 

Д л я установления места атаки фосфодиэфирных 
связей Д Н К материал мононуклеотидной и ди-
нуклеотидной фракции гидролизатов Д Н К 
Д Н К а з о й дифтерийных бактерий обрабатывали 
5'-нуклеотидазой яда гюрзы в присутствии 0,5 М 
глицина. В этих условиях должен отщепиться 
только 5'-концевой неорганический фосфат. В опы-
те он был обнаружен в количестве 0 ,83 мкМ в 
моно- и 0,59 мкМ в динуклеотидной фракции гид-
ролизата. То обстоятельство, что 5 ' -нуклеотидаза 
яда гюрзы количественно освобождает фосфат из 
мононуклеотидов и концевой фосфат из динуклео-
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гидов, свидетельствует о том, что Д Н К а з а произ-
водит разрыв фосфодиэфирной связи у третьего 
углеродного атома дезоксирибозного кольца и про-
дукты гидролиза Д Н К ДНКазой имеют концевой 
фосфат в 5'-положении. 

Д л я установления специфичности к химической 
природе оснований, прилегающих к атакуемой 
фосфодиэфирной связи, анализировали моно-, ди-
и тринуклеотидные фракции гидролизата Д Н К . 
Д л я указанных фракций и исходного гидролизата 
Д Н К были сняты спектры поглощения при длинах 
волн от 220 до 325 нм (см. рис. 4 ) . Видно, что 
спектры нуклеотидных фракций незначительно от-
личаются как друг от друга, так и от спектра ис-
ходного гидролизата в области длин волн короче 
250 нм и практически совпадают в более длинно-
волновой области. Это говорит о сходстве состава 
оснований во всех указанных фракциях и в гидро-
лизате. Следовательно, Д Н К а з а дифтерийных бак-
терий не обладает заметно выраженной специфич-
ностью к природе оснований,соседних с разрывае-
мой фосфодиэфирной связью. 

Таким образом, Cor. diphtheria P W - 8 Масса-
чусетс выделяет в культуральную жидкость лишь 
один нуклеолитический фермент — Д Н К а з у эндо-
нуклеолитического типа. Э к з о Д Н К а з ы , РНКазы, 
Ф Д Э а з ы и ФМЭазы в культуральной жидкости не 
обнаруживаются. Д Н К а з а синтезируется клетка-
ми в экспоненциальную фазу роста. По свойствам 
фермент относится к типичным нейтрально-щелоч-
ным Д Н К а з а м (оптимум рН около 7,5, абсолютная 
потребность в М е 2 + , одноударный механизм атаки 
субстрата) . Д Н К а з а дифтерийных бактерий ката-
лизирует реакцию гидролиза фосфодиэфирных 
связей между фосфором и третьим углеродным 
атомом в кольце дезоксирибозы нативной или де-
натурированной Д Н К , причем глубина гидролиза 
достигает 30 35 % всех фосфодиэфирных свя-
зей Д Н К . 

Другие эфиры фосфорной кислоты, в том числе 
РНК, устойчивы к действию фермента. Д Н К а з а 
характеризуется приблизительно статистическим 
распределением разрывов фосфодиэфирных свя-
зей при повышенной устойчивости концевых участ-
ков молекулы, отсутствием выраженной специфич-
ности к природе оснований, прилегающих к разры-
ваемой связи, образованием 5'-концевых фосфат-
ных групп и несколько большим предпочтением к 
денатурированной Д Н К . 
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Diphtheritic bacteria of PW-8 Massachusets strain produced 
into cultural medium only one nucleotidase endoDNAase. 
The enzyme was synthesized by the cells during the exponential 
phase of growth. The DNAase was purified 500-fold and exhibited 
properties specific to neutral-alkaline DNAases (pH optimum 
about 7.5, absolute requirements for Me 2 +, single-step mecha-
nism of substrate hydrolysis). The following properties were 
typical for the enzyme: absence of distinct specificity to structure 
of bases surrounding the hydrolyzed bond, formation of 5'-end 
phosphate groups and slightly higher preferrence to denatured 
DNA. 
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ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ РАСТИТЕЛЬНЫХ 
АРОМАТИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ НА АКТИВ-
НОСТЬ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ В КРОВИ 
И ПЕЧЕНИ КРЫС 

НИИ физических методов лечения и медицинской климато-
логии им. И. М. Сеченова Минздрава УССР, Ялта 

Установлено, что присутствующие в атмосфере 
растительные ароматические вещества ( Р А В ) 
устраняют нарушения сердечно-сосудистой, дыха-
тельной, нервной систем, мобилизуют внимание, 
повышают работоспособность, способствуют повы-
шению адаптационных возможностей организма 
и т. д. Нередко их используют для санации 
атмосферы помещений |5, 6, 11|. 

В последние годы повсеместно отмечается 
снижение концентрации Р А В в атмосфере, что не-
гативно отражается на здоровье и работоспособ-
ности людей [4|. 

Несмотря на многочисленные публикации об 
использовании РАВ в медицине, механизм их 
действия до настоящего времени изучен недоста-
точно полно. Имеются предположения о воздей-
ствии растительных ароматических фракций на 
функционирование цитоплазматических мембран 
и процессы метаболизма |3|. Однако единого 
мнения по этому вопросу нет, что затрудняет 
целенаправленное использование Р А В при раз-
личных нарушениях регулягорных процессов. 

Учитывая изложенное, мы исследовали дей-
ствие Р А В на активность некоторых ферментов, 
участвующих в окислительно-восстановительных 
процессах. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на крысах-самцах линии Вистар. Иссле-
дованы 4 группы животных, находившихся в течение 3 мес в 
атмосфере с различным содержанием РАВ. Животные нахо-
дились в атмосфере, лишенной РАВ, и в такой же атмосфере, 
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но с добавлением в нее эфирного масла монарды в дозе 
0 , 5 8 ± 0 , 0 5 мг/м:< атм (природные концентрации). Контроль-
ная группа животных содержалась в обычной атмосфере 
вивария. Условия содержания и пищевой режим животных 
во всех группах были стандартными. 

В эритроцитах определяли активность глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназы ( Г - 6 - Ф Д Г ; КФ 1.1.1.49) , лактатдегидрогеназы 
( Л Д Г ; КФ 1.1.1.27) , в плазме крови — Л Д Г , внемитохонд-
риальной малагдегидрогеназы ( М Д Г ; КФ 1.1.1.37) , ацетил-
эстеразы (КФ 3 .1 .1 .6 ) , в гомогенате печени — Г - 6 - Ф Д Г , 
Л Д Г , М Д Г , ацетилэстеразы. Навеску печени измельчали в 
стеклянном гомогенизаторе с охлажденным физиологическим 
раствором в соотношении 1:4. Гомогенат центрифугировали 
20 мин при 7000 об/мин, Активность ферментов определяли 
в надосадочной жидкости. Гепаринизированную кровь 
(50 Е Д гепарина на I мл крови) центрифугировали в тече-
ние 10 мин ири 1500 об/мин. Из эритроцитной массы, 
д в а ж д ы отмытой от плазмы крови физиологическим раство-
ром, готовили гемолизат в соотношении 1:25. 

Активность Г - 6 - Ф Д Г определяли по методу A. Kornberg и 
В. Ноггескег в модификации [2|. В кювету объемом 3 мл 
вносили 0,1 мл 0,1 М MgCI 2 , 0,2 мл 1 , 5 - Ю - 3 М НАДФ 
(фирма « Р е а н а л » ) , 0,2 мл 0,02 М раствора глюкозо-6-фосфата 
(натриевая соль) , 0 ,05 мл источника фермента. Объем смеси 
доводили до 3 мл 0 ,05 М трис-буфером рН 7,6. Отсчет опти-
ческой плотности проводили на спектрофотометре "Spektro-
m o m - 1 9 5 " ( В Н Р ) при 340 нм в течение 5 мин с интервалом 
1 мин. В качестве контроля использовали реакционную 
смесь того же состава с заменой субстрата реакции дистилли-
рованной водой. 

Активность Л Д Г определяли по методу |7|. Исследуемая 
проба включала 0,1 мл 0 ,0015 М Н А Д - Н , 0,1 мл 0,01 М раство-
ра пирувата натрия в '/is М фосфатном буфере рН 7,7, 
источник фермента 0,05 мл, общий объем 3 мл создавался 
внесением фосфатного буфера. 

Активность внемитохондриальной М Д Г определяли по ме-
тоду |15]. Исследуемая проба содержала 0,1 мл 
0 ,0015 М НАД-Н, 0,1 мл 0 ,0076 М щавелевоуксусной кислоты, 
0 ,05 мл ферментного раствора. Объем смеси доводили до 
3 мл фосфатным '/is М буфером рН 7,7. 

Активность ацетилэстеразы определяли по методу [1] 
в нашей модификации. В кювету вносили 0,1 мл иара-нитро-
фенилацетата (1 мг на 1 мл этилового спирта) и источник 
фермента в количестве 0,03 мл. Общий объем доводили фос-
фатным '/1s М буфером рН 7,7 до 3 мл. При расчете фермен-
тативной активности учитывали увеличение оптической плот-
ности реакционной смеси за счет аутогидролиза субстрата. 
Отсчет оптической плотности проводили при 400 нм в течение 
5 мин с интервалом 1 мин. Активность Л Д Г , Г - 6 - Ф Д Г , М Д Г 
выражали в микромолях на 1 мг белка или на 1 г гемоглобина, 
ацетилэстеразы - в единицах на 1 мг белка. Количество белка 
в пробах определяли по методу [14] . 

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

Как видно из результатов исследований, 
представленных в таблице, у животных, находив-
шихся в условиях атмосферы, лишенной РАВ, 
преобладали гликолитические процессы. Об этом 
свидетельствует увеличение в печени крыс актив-
ности Л Д Г - терминального фермента анаэроб-
ного метаболизма (от 23,3zh3,6 мкМ на 1 мг 

белка у животных контрольной группы до 
3 2 , 3 ± 0 , 3 мкМ на 1 мг белка в группе животных, 
содержавшихся в атмосфере с дефицитом Р А В ) . 
По-видимому, Н А Д - Н , образующийся в процессе 
гликолиза, в основном используется для восста-
новления пирувата, на что т а к ж е может указывать 
активация М Д Г печени, которая катализирует 
реакцию окисления малата с образованием вос-
становленной формы пиридиннуклеотидного ко-
фермента |13|. 

Подтверждением интенсификации анаэробных 
обменных процессов может служить т а к ж е значи-
тельное увеличение в печени активности фермента 
пентозофосфатного пути окисления глюкозы 
Г - 6 - Ф Д Г , основная роль которого состоит в под-
держивании окислительно-восстановительных 
процессов и генерировании НАДФ.Н, а т а к ж е в 
защите эритроцитов от повреждающего действия 
свободных радикалов [10|. Эти изменения, по-
видимому, направлены на поддержание окисли-
тельно-восстановительиых реакций в условиях 
угнетения аэробного окисления за счет интен-
сификации других путей энергообразования. 

На фоне угнетения аэробного метаболизма в 
условиях дефицита Р А В снижалась активность 
Л Д Г и Г - 6 - Ф Д Г в эритроцитах по сравнению 
с контрольными показателями (/?<0 ,001) . Прини-
мая во внимание зависимость метаболизма 
эритроцитов от состояния их мембран 110], можно 
предположить, что увеличение проницаемости 
эритроцитов в условиях атмосферы с отсутствием 
в ней Р А В является одной из причин снижения 
активности указанных ферментов. Возможно, так-
же имеет место угнетение ферментативной актив-
ности за счет больших энергетических затрат для 
обеспечения нормальной функции эритроци-
тов [9 ] . 

Подтверждением предположения о дестабилиза-
ции мембранных структур является снижение в 
печени активности растворимого фермента микро-
сом — ацетилэстеразы и увеличение содержания 
данной формы эстераз в плазме крови. 

Сопоставление результатов исследований в 
группах животных, находившихся в атмосфере 
с различным содержанием РАВ, позволило 
выявить существенные различия в абсолютной 
величине ферментативной активности. Введение 
Р А В в воздушную среду способствовало норма-
лизации ферментативных реакций. Летучие фрак-
ции эфирного масла монарды повышали актив-
ность Г - 6 - Ф Д Г эритроцитов и снижали актив-

Активность ферментов в эритроцитах, плазме крови и гомогенате печени крыс, находившихся в условиях различных газовых сред 

Г - 0 -ФДГ 
Печень Эритроциты Плазма 1 кропи 

Газовая среда 
Г - 0 -ФДГ 

Л Д Г М Д Г ацетил-
эстераза, 

ед. 

Г-(>-ФДГ Л Д Г 
М Д Г , мкМ 

а нетил-
эстераза, 

ед. мкМ 

ацетил-
эстераза, 

ед. мкМ 
М Д Г , мкМ 

а нетил-
эстераза, 

ед. 

Естествен на я атм осфера 
Атмосфера без Р А В 

Р 
Атмосфера с летучими фрак-

циями эфирного масла мо-
нарды 

Р\ 

7,56 ± 0 , 6 
1 1 ,54-0,8* 

< 0 , 0 0 1 

7,25-4-1,2 
< 0 , 0 2 

2 3 , 3 ± 3 , 6 
3 2 , 3 + 0 , 3 

2 3 , 6 ± 2 , 7 
Я1 < 0 , 0 5 

26,0 ± 2 , 5 
3 1 , 3 ± 2 , 1 

25,2 ± 5 , 5 

6 7 8 , 6 ± 129 
5562,7 ± 1 3 7 

4925,7 ± 1 5 7 

1 1 , 2 ± 0 , 9 
7 , 5 ± 0 , 8 7 * 

< 0 , 0 1 

8 , 7 ± 1,0 

53,9 ± 2 , 3 
4 3 , 8 ± 4 , 9 

3 7 , 5 ± 2 , 2 

1 , 5 9 ± 0 , 1 5 
1 , 8 ± 0 , 2 8 

1 , 6 ± 0 , 2 1 

8 1 , 8 ± 13,3 
9 4 , 7 ± 13,4 

7 2,5 ± 9 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка - р а з л и ч и я достоверны между группами животных, находившихся в естественной 
атмосфере и в атмосфере без РАВ; две различия достоверны между группами животных, находившихся в атмосфере 
без РАВ и в атмосфере с летучими фракциями эфирного масла монарды. 
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К ст. IS. II. Соколова и соавт. 
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Рис. I. Электрофорез в градиентном (Г) 10 % ) ПЛЛ1 ко. 1.1 л генов, экстраги-
рованных из кожи больных с СЭД II типа. 
I 4, в, 7 больные 1.Э.И., З.Э.П., 2.Э.М., 4.Э.М., 5.Э.М., 0.Э.11 с С Э Д II типа; 5 - контроль 

1 2 3 4 5 6 7 
-Я 

-Р 

ш * шшт 
Г " И ( П ) Р 

Рис. 2. Электрофорез в градиентном ( 5 - 1 0 % ) ПААГ коллагенов, экстраги-
рованных из реберного хряща больных с СЭД 11 типа, имеющих ВД1 К. 
/ контроль; 2- 7 больные М :-> N.. 1.».И.. 6.Э.Н.. Н.Э. П., 7.Э.М.. <>.». N.. с С Э Д II тин;,. 
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Рис 3 Электрофором в градиентном (К) 25 % ) ПААГ пептидов, молуче после обработ-
кн бпомиинном коллагенов кожи бол >.х с СЭД И типа. 
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ность Л Д Г , М Д Г и Г - 6 - Ф Д Г печени до контроль-
ных показателей. 

Можно предполагать наличие процессов, спо-
собствующих стабилизации клеточных мембран 
под действием эфирных масел, свидетельством 
чего является снижение активности ацетилэстера-
зы плазмы крови на 23 % . 

Таким образом, длительное пребывание в 
атмосфере без РАВ сопровождается угнетением 
аэробного метаболизма и переходом обмена на 
преимущественно анаэробный путь. Введение ле-
тучих компонентов РАВ в воздушную среду дает 
возможность корректировать эти нарушения. 
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S P E C I F I C E F F E C T S OF V E G E T A B L E AROMATIC SUB-
STANCES ON ACTIVITY OF SOME ENZYMES IN RAT 
BLOOD AND LIVER T I S S U E 

V. V. Nikolaevsky, O. F. Yurkova, /. K. Ivanov, V. G. Gerzhikova 

I. M. Sechenov Institute of Physiotherapy and Medical Climato-
logy, Ministry of Public Health of the Ukrainian S S R , 
Yalta 

Enzymatic activity was studied in blood plasma, erythrocy-
tes and liver tissue homogenate of rats treated with vegetable 
aromatic substances. 60 rats were kept within 3 months in 
atmosphere containing naturally occurring concentrations of 
monarde ester oil. Control animals were maintained in usual 
atmosphere of vivarium. In liver tissues of control animals 
glycolytic processes predominated as shown by the data on 
increased activities of lactate- and glucose-6-phosphate dehydro-
genases. At the same time, activity of soluble microsomal 
enzyme acetyl esterase was decreased in liver tissue, while 
activity of these esterases was increased in blood plasma, 
thus suggesting that membrane structures were destabilized. 
Aromatic fractions of monarde ester oil, introduced into 
atmosphere, contributed to normalization of the enzymatic 
reactions studied. 
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В Л И Я Н И Е АЛИМЕНТАРНОЙ ГИПЕР-
ХОЛЕСТЕРИН EM И И НА УРОВНИ Л И П И Д О В 
И Э С С Е Н Ц И А Л Ь Н Ы Х Ж И Р Н Ы Х КИСЛОТ 
В ЭНТЕРОГЕПАТИЧЕСКОЙ Ц И Р К У Л Я Ц И И 
У КРОЛИКОВ 

Лаборатория биохимии Горьковского НИИ педиатрии 

Изучение энтерогепатической циркуляции ли-
пидов разных классов, в том числе желчных и 
жирных кислот, является принципиально важным 
при рассмотрении вопроса о формировании лииид-
ных комплексов, способных к отложению в кро-
веносных сосудах и желчных протоках, в сли-
зистой оболочке желчного пузыря, энтероцитах, 
гепатоцитах и клетках других органов при их 
холестеринизации |3, 4|. Изменение физиологи-
ческого статуса организма, влияние разнообраз-
ных стрессорных воздействий, гиподинамия, высо-
кокалорийная жирная пища и т. п. все это 
факторы риска холестериноза, разновидностью 
которого является желчнокаменная болезнь [7 ] . 

В настоящей работе рассматриваются показа-
тели липидного обмена в жидкостях, органах и 
тканях, обеспечивающих энтерогепатическую цир-
куляцию комплексов липидов у кроликов при али-
ментарной гиперхолестеринемии. 

М е т о д и к а 

В работе использованы 16 кроликов-самок массой 
1,2—2,5 кг. Гиперхолестеринемия вызывалась у 7 кроликов 
путем включения 2 % холестерина в состав рациона в течение 
3 мес ежедневно. Животных забивали под внутривенным 
наркозом ( 2 % раствор гексенала). В клетках (гепатоцитах 
и энтероцитах) и жидкостях — притекающей к кишечнику 
крови (ПКК), оттекающей от кишечника крови (ОКК), химу-
се и желчи — анализировали содержание основных липид-
ных фракций: нейтральных липидов (11| и фосфолипидов 
[ 10] методом тонкослойной хроматографии на силикагеле 

с последующей денситометрией на микрофотометре ИФО-451. 
Клетки печени и слизистой оболочки верхнего отдела тонкого 
кишечника получали, используя ЭДТА и дитиотрейтол [6|. 
Для разделения нейтральных липидов применяли две систе-
мы: эфир — бензол — этанол — уксусная кислота (40:50:2:0,2, 
по объему) и эфир гексан (6:94, по объему), для фосфо-
липидов — систему хлороформ метанол - вода (65:25:4, по 
объему). Стандартами служили холестерин и жирные кислоты. 
В составе липидных фракций изучаемых образцов определяли 
спектры жирных кислот методом газожидкостной хроматогра-
фии |2|, в сыворотке крови липопротеиды разделяли методом 
электрофореза в полиакриламидном геле [8], в пузырной 
желчи определяли уровень и фракционный состав желчных 
кислот на пластинках "Si lufol" с последующей спектрофото-
метрией на СФ-26 [5). Результаты анализа состава липидов 
выражали в микрограммах на 1 г (клетки) и в миллимолях 
на 1 л (жидкости), состав жирных кислот в процентах 
от суммы всех кислот. При статистической обработке данных 
использовали критерий / Стыодента. 

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

Ири содержании кроликов на диете с холесте-
рином в химусе натощак поддерживается повы-
шенный уровень суммарных нейтральных липидов, 
превышающий исходный у интактных кроликов в 
4,2 раза — 1,564=0,14 и 6 , 5 4 ± 0 , 8 2 мМ/л 
( р < 0 , 0 0 1 ) . В наибольшей степени повышается 
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'Г а б л и ц а 1 
Содержание липидных фракций в гепатоцитах и энтероцитах и некоторых жидкостях у кроликов при гиперхолестеринемии 
(М±т) 

Фрикция липидов Химус Желчь П К К Энтероциты окк Генатоциты 

м г к 
ГХ 

0 , 0 2 4 = 0 , 0 0 1 

0 , 0 3 4 = 0 , 0 1 0 

0,1 1 ± 0 , 0 4 

0 , 7 8 ± 0 , 3 0 * 

0 , 0 1 0 ± ( ) , 0 0 2 

0 , 0 4 ± 0 , 0 1 * 

0 , 6 6 ± 0 , 0 9 

0 , 5 2 ± 0 , 1 0 

0 , 0 1 0 ± 0 , 0 ( ) 1 

0 , 0 5 ± 0 , 0 2 

0 , 7 1 ± 0 , 2 3 

1 , 0 5 4 = 0 , 4 3 

С Ж К 
к 

ГХ 
0 , 0 6 ± 0 , 0 2 

0 , 0 7 ± 0 , 0 3 

0 , 4 1 ± 0 , 1 0 
1 , 2 7 ± 0 , 2 4 * 

0 , 2 7 ± 0 , 0 2 

0 , 0 7 ± 0 , 0 2 * 

0 , 6 8 ± 0 , 1 5 

0 , 3 5 ± 0 , 1 0 

0 , 0 8 4 = 0 , 0 1 
0 , 21 ± 0 , 0 3 * 

0 , 9 6 ± 0 , 1 9 

1 , 3 8 ± 0 , 1 8 

Х С к 
ГХ 

0 , 4 7 ± 0 , 0 7 

4 , 5 2 ± 0 , 4 3 * 

5 , 04 ± 0 , 7 2 

3 9 , 9 ± 4 , 7 * 
0 , 5 9 ± 0 , 1 1 

3 , 5 7 ± 0 , 3 8 * 

2 , 1 9 ± 0 , 3 0 

9 , 1 4 ± 1 , 43 * 

0 , 51 ± 0 , 0 8 

2 , 8 8 ± 0 , 3 8 * 

4 , 7 6 ± 1,7 

18,74 4 = 2 , 9 * 

Д Г к 
ГХ 

0 , 5 8 ± 0 , 0 7 
0 , 7 2 ± 0 , 1 1 

1,21 ± 0 , 2 2 

4 , 5 9 ± 0 , 5 6 * 

0 , 1 7 ± 0 , 0 7 

0 , 2 9 ± 0 , 0 8 

3 , 3 3 ± 0 , 2 4 
5 , 1 9 ± 0 , 7 4 

0 , 2 3 ± 0 , 0 2 

0 , 3 3 ± 0 , 0 6 

5 ,91 ± 0 , 3 3 

9 , 6 ± 2 , 8 

ТГ к 
ГХ 

0 , 1 2 ± 0 , 0 2 
0 , 5 3 ± 0 , 0 8 * 

2 , 9 ± 0 , 4 
9 , 7 6 ± 1 ,8* 

0 , 8 4 ± 0 , 0 5 
0 , 9 2 ± 0 , 0 9 

9 , 3 6 ± 1,23 
4 , 5 9 ± 0 , 9 2 

0 , 9 3 ± 0 , 4 
0 , 1 6 ± 0 , 0 7 

1 5 , 3 5 ± 1,6 
12,2 ± 0 , 5 8 

э х к 
ГХ 

0 , 31 ± 0 , 0 4 

0 , 6 7 ± 0 , 2 2 * 

2 , 7 9 ± 0 , 5 4 

1 б , 8 ± 2 , 7 * 

1,31 ± 0 , 1 5 

3 , 2 5 ± 0 , 3 6 * 

0 , 1 6 - 4 - 0 , 0 3 

0 , 8 9 ± 0 , 0 5 * 

1 , 2 3 ± 0 , 0 7 

3 , 5 2 ± 0 , 4 2 * 

2 , 3 2 4 = 0 , 1 6 

5 , 6 ± 0 , 4 2 * 

Л Ф Х к 
ГХ 

0 ,21 ± 0 , 0 1 

0 , 1 9 ± 0 , 0 4 

0 , 3 5 ± 0 , 0 6 

1 , 8 6 ± 0 , 2 2 * 

0 , 1 4 ± 0 , 0 1 

0 , 1 0 4 = 0 , 0 2 

0 , 4 4 ± 0 , 1 0 
1 , 0 5 ± 0 , 3 

0 , 1 4 ± 0 , 0 1 

0 , 1 0 ± 0 , 0 2 

0 , 1 5 4 = 0 , 0 3 
0 , 6 9 ± 0 , 0 7 * 

С Ф М к 
ГХ 

0 , 4 1 ± 0 , 0 2 

0 , 1 3 ± 0 , 0 4 * 

0 , 8 4 ± 0 , 1 0 
0 , 5 3 ± 0 , 1 2 

0 , 1 5 ± 0 , 0 2 
0 , 1 3 ± 0 , 0 1 

3 , 0 ± 0 , 4 

3 , 1 3 ± 0 , 8 

0 , 0 9 ± 0 , 0 1 

0 , 1 0 4 = 0 , 0 2 

2 , 6 4 = 0 , 2 3 
4 , 2 0 ± 0 , 8 3 

Ф Х к 
ГХ 

0 , 8 5 ± 0 , 0 8 
0 , 2 8 ± 0 , 0 7 * 

12,1 ± 0 , 3 5 
7 , 21 ± 0 , 8 4 * 

0 , 6 3 ± 0 , 0 5 
0 , 4 2 ± 0 , 0 5 * 

1 1,68=1=0,70 

12,71 ± 1 ,25 
0 , 6 6 ± 0 , 0 5 

0 , 3 8 ± 0 , 0 7 * 

17,91 ± 0 , 8 

1 0 , 4 0 4 = 2 , 7 3 

Ф Э А к 
ГХ 

0 , 3 6 ± 0 , 0 4 
0 , 0 5 4 ± 0 , 0 1 * 

0 , 9 0 ± 0 , 1 2 
0 , 8 0 ± 0 , 1 7 

0 , 1 3 ± 0 , 0 1 
0 , 1 2 ± 0 , 0 2 

5,1 ± 0 , 4 0 

2 , 8 9 ± 0 , 4 5 * 
0 , 1 0 ± 0 , 0 1 
0 , 1 0 ± 0 , 0 2 

4 , 6 3 ± 0 , 3 

2 , 4 2 4 = 0 , 4 * 

П р и м е ч а н и е . Л Ф Х лизофосфатидилхолин, СФМ сфингомиелин, ФХ фосфатидилхолин, ФЭА фосфатидил-
этаноламин, МГ моноглицериды, С Ж К • свободные жирные кислоты, ХС холестерин, Д Г диглицериды, ТГ тригли-
цериды, ЭХ эфиры холестерина, К контроль, ГХ гиперхолестеринемии. Звездочка р < 0 , 0 5 . 

уровень холестерина 9,6 раза, триацил гл ице-
ридов ( Т Г ) в 4,4 раза и эфиров холестерина 
(ЭХ) в 2,1 раза (табл. 1). Одновременно в ки-
шечном содержимом в 2,9 раза уменьшается со-
держание общих фосфолипидов: с 1,944=0,19 мМ/л 
у интактных кроликов до 0,674=0,08 мМ/л у 
опытных ( р < 0 , 0 5 ) за счет снижения концентра-
ций всех фосфолипидов, кроме фракции лизо-
фосфатидилхолина ( Л Ф Х ) , уровень которого не 
изменился. 

Липиды желчи, состав которых формируется 
в гепатоцитах, при гиперхолестеринемии претер-
певают изменения, аналогичные изменениям в 
химусе. Количество нейтральных липидов увели-
чивается от исходного ( 1 2 , 4 ± 0 , 9 1 мМ/л) в 5,8 
раза за счет повышения уровня всех компонентов 
и особенно холестерина, моноглицеридов ( М Г ) 
и ЭХ, а содержание фосфолипидов снижается от 
исходного (14 ,674 :0 ,77 мМ/л) до 10,74=0,9 мМ/л 
( р < 0 , 0 5 ) за счет уменьшения фракции фосфати-
дилхолин а ( Ф Х ) , составляющего не менее 8 0 % 
содержания фосфолипидов желчи кроликов, сви-
ней и человека |9| . Одновременно в 5,3 раза 
повышается уровень Л Ф Х , причем при гиперхо-
лестеринемии его доля среди фосфолипидов желчи 
увеличивается от исходных 2 , 3 ± 0 , 4 до 18,14= 
± 2 , 8 % ( р < 0 , 0 0 1 ) . 

Одной из наиболее важных в энтерогепати-
ческой циркуляции липидов является функция 
энтероцитов, синтезирующих холестерин [14, 2 0 ) , 
обеспечивающих пассивное и активное всасыва-
ние, перестройку разных классов липидов и состав-
ляющих их жирных кислот |15]. При этом наиме-
нее изученным Звеном остается формирование 
артериовенозиого градиента между уровнем ли-
пидов в зависимости от условий функционирова-
ния клеток слизистой оболочки тонкого кишеч-
ника. В результате метаболических преобразова-
ний липидов в энтероцитах, получавших с ПКК 
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пластический и энергетический материал, ири 
гиперхолестеринемии изменяется липидный состав 
ОКК. Общее количество нейтральных липидов в 
ПКК и ОКК возрастает в 2,5 2,7 раза по сравне-
нию с исходными показателями, определенными 
у интактных кроликов (в ПКК 3,19=1=0,29 мМ/л, 
в ОКК 2,994=0,33 мМ/л). В их составе увеличива-
ется количество МГ, холестерина и ЭХ, уровень 
которых в ПКК и ОКК одинаков (см. табл. 1). 
Параллельно повышается концентрация нейтраль-
ных липидов в энтероцитах — с 30,014=2,3 мг/г 
у интактных животных до 55,654=6,5 мг/г при 
гиперхолестеринемии; происходят накопление хо-
лестерина и ЭХ и изменение количественного и 
качественного состава липидов крови. Клетками 
слизистой оболочки задерживаются ТГ, так как их 
количество в ОКК по сравнению с уровнем в ПКК 
уменьшается (р<0,001). При этом абсолютного 
накопления ТГ в энтероцитах при гиперхолесте-
ринемии не отмечается, по-видимому, из-за преоб-
ладания процесса ресинтеза ТГ над его аккуму-
ляцией. 

В наших опытах соотношение уровня холестери-
на и ТГ в ОКК и ПКК возрастало в среднем от 
0,6 до 3,6, что в 2 раза выше данных, полученных 
в аналогичных экспериментах Hunt и соавт. [16] . 
Различия, очевидно, связаны с составом диеты, 
из которой нами исключалась грубая растительная 
пища в виде сена, адсорбирующего и выводящего 
холестерин из организма. 

У кроликов с гиперхолестеринемией увеличива-
ется выведение с ОКК свободных жирных кислот 
( С Ж К ) , тогда как у интактных животных в 
энтероцитах отмечается их утилизация: в ОКК 
определяется меньше С Ж К , чем в ПКК. Подобная 
реакция энтероцитов на избыток холестерина в 
пище не случайна. Клетки слизистой оболочки 
кишечника освобождаются от С Ж К , избыток кото-
рых может оказывать детергентное воздействие 



на клеточные мембраны [17] , путем выведении 
С Ж К с ОКК, а также включения их в ЭХ. Уве-
личение количества МГ, холестерина и ЭХ в ПКК 
может быть связано с усиленным выведением 
их гепатоцитамм, где так же, как в энтероцитах, 
отмечается накопление холестерина и ЭХ. 

Известно, что избыток холестерина отрицатель-
но влияет на синтез фосфолипидов в печени [20 ] , 
где наряду со снижением уровня сфингомиелина 
( С Ф М ) и тенденцией к уменьшению количества 
ФХ, повышается содержание фракций Л Ф Х 
(см. табл. 1). Согласно результатам работы 
S e k a s и соавт. [211, фракция 2 - Л Ф Х составляет 
не менее 18 % содержания фосфолипидов в крови 
и лишь 0,5 % в составе фосфолипидов печени 
большинства животных. В наших опытах получены 
сходные результаты. Повышение уровня Л Ф Х в 
печени при гиперхолестеринемии, вероятно, объяс-
няется усилением активности лецитин: холесте-
ринацилтрансферазы (КФ 2 .3 .1 .43 ) . Как отмеча-
лось выше, высокий уровень Л Ф Х в печени спо-
собствует накоплению этой фракции в пузырной 
желчи, в результате чего создаются предпосылки 
для формирования липидных комплексов, в кото-
рых преобладают малорастворимые компоненты 
[3] . Однако образования холестериновых камней 
в желчном пузыре у кроликов при гиперхолесте-
ринемии не наблюдается. Ни у одного из 7 кроли-
ков в наших опытах не было выявлено уменьше-
ния общего количества желчных кислот, обеспечи-
вающих солюбилизацию липидов в пузырной жел-
чи: 123,5zh 17,28 мМ/л в контроле и 156,36=Ь 
± 1 6 , 3 2 мМ/л при гиперхолестеринемии ( р < 0 , 0 5 ) . 

Об отсутствии изменения уровня желчных 
кислот в желчи или д а ж е увеличении их коли-
чества при алиментарной гиперхолестеринемии у 
кроликов сообщалось ранее [1|. Расчеты соотно-
шений уровней фосфолипидов, холестерина и 
желчных кислот желчи в триангулярной системе 
координат по Admirand и Smal l [19] свидетель-
ствуют об отсутствии условий для выпадения 
холестерина из мицелл или везикул желчи в оса-
док. В то же время в интиме кровеносных 
сосудов у кроликов с гиперхолестеринемией 
отмечается отложение холестерина, чему способ-
ствуют увеличение в крови фракции липопротеи-
дов низкой плотности (ЛГ1НП) и практически 
полное исчезновение из крови липопротеидов 
высокой плотности ( Л П В П ; табл. 2 ) . 

В настоящее время наряду с тремя известными 
параметрами (холестерин, фосфолипиды, желчные 
кислоты) в систему расчета вероятности камне-
образования вводят 4-й фактор — уровень жир-
ных кислот |19|, который у больных с желчными 
камнями значительно (в 6 раз) снижен. При этом 
большое значение придается эссенциальным жир-

Т а б л и ц а 2 

Содержание липопротеидов (в % ) в крови кроликов ири гипер-
холестеринемии ( M z t m ) 

СЖК 

Класс 
липопро-

теидов 

Интактные ж и нотные 
Животные 

с гиперхолестеринемией 
Класс 

липопро-
теидов 

окк П К К О К К П К К 

Л П Н П 
Л П В П 

7 , 0 ± 3 , 8 1 
45,67=1=6,64 

1 0 , 5 3 ± 5 , 7 
4 7 , 3 6 ± 8 , 8 6 

26,66=h5,87* 
4,88 1 Г>,8<)1 

34,46=1=7,8* 
4,60 =t= 1,29* 

Рис. 1. Содержание линолевой и арахидоновой кислоты (в % ) 
в составе нейтральных липидов у кроликов с гиперхолестери-
немией. 
Здесь и на рис. 2: 1 — линолевйя кислота, контроль; 2 то же, гиперхоле-
стеринемии; 3 — арахидоновая кислота, контроль, 4 - т о же, гиперхолесте-
ринемии. Звездочка р < 0,05. 

ным кислотам са-6 ряда — линолевой (18 :2 ) и ара-
хидоновой ( 2 0 : 4 ) , которым отводится антиатеро-
генная роль, способность снижать концентрацию 
холестерина в периферической крови [13] . 

На рис. 1 и 2 представлены данные об относи-
тельном содержании в липидах двух из трех эс-
сенциальных жирных кислот. Уровень линолено-
вой (18 :3) кислоты, относящейся к семейству 
(D-3 жирных кислот, в крови и тканях кроликов яв-
ляется минимальным или эта кислота во фракции 
фосфолипидов вообще отсутствует [15] . В составе 
фракций нейтральных липидов гепатоцитов интакт-
ных кроликов содержание линолевой кислоты не 
превышает 3,5 % , уровень арахидоновой кислоты 
в каждой фракции в 1,5—2 раза выше. Содержа-
ние линолевой кислоты в фосфолипидах сохра-
няется в пределах от 1 , 8 0 + 0 , 4 6 % ( С Ф М ) до 
7 , 8 0 ± 1 , 0 2 % (ФЭА) , а арахидоновой — в преде-
лах от 0 , 9 6 ± 0 , 2 8 % (ФЭА) до 4 , 2 ± 0 , 4 7 % 
( Л Ф Х ) . Следовательно, в печени кроликов про-
исходит равнозначное распределение эссенциаль-
ных жирных кислот по фракциям нейтральных 
липидов и фосфолипидов. В общих липидах желчи 
содержится от 2 до 3,5 % линолевой кислоты. 
Фосфолипиды желчи включают 5 , 8 — 8 , 6 % арахи-
доновой кислоты, тогда как нейтральные липи-
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Рис. 2. Содержание линолевой и арахидоновой кислот (в % ) 
в составе фосфолипидов у кроликов с гиперхолестеринемией. 

ды — от 9 % ( Т Г ) до 2 6 % ( С Ж К ) . Высокий 
уровень арахидоновой кислоты в составе нейтраль-
ных липидов желчи, по-видимому, не случаен. Ме-
ханизм, с помощью которого происходят пере-
распределение жирно-кислотного состава липидов 
печени и накопление в желчи арахидоновой кисло-
ты, мало изучен. Основываясь на классификации 
липидов но растворимости [3] , можно предполо-
жить, что преобладание в полярных липидах жир-
ных кислот с длинной цепью обеспечивает им 
равновероятное с фосфолигшдами включение в 
раствор желчи в виде мицелл. Фосфолипиды хи-
муса содержат от 2 , 8 0 ± 0 , 6 3 % ( Л Ф Х ) до 4 , 5 ± 
± 0 , 8 % (ФЭА) линолевой кислоты и от 2 , 5 0 ± 
± 0 , 6 1 % ( Ф Х ) до 4 , 9 ± 0 , 7 % ( С Ф М ) арахидоно-
вой кислоты, причем уровень последней во всех ли-
пидных фракциях кишечного содержимого мень-
ше, чем в липидах желчи. Вероятно, что арахидо-
новая кислота избирательно абсорбируется энте-
роцитами, которые специфически влияют на погло-
щение и ресиитез липидов пищи, как и сама диета 
оказывает влияние на липидный профиль слизи-
стой оболочки 118]. Действительно, уровень лино-
левой и арахидоновой кислот в липидах энтеро-
цитов сравним с их уровнем в липидах химуса. 

Наибольший интерес представляет изменение 

содержания эссенциальных жирных кислот в со-
ставе фосфолипидов в ПКК, клетках слизистой 
оболочки тонкого кишечника и в ОКК, так как 
такая последовательность изучения позволяет ха-
рактеризовать роль стенки кишечника при развив-
шемся в организме состоянии гиперхолестерине-
мии. Во всех фракциях фосфолипидов в П К К и 
О К К интактных кроликов содержание арахидоно-
вой кислоты (3,8 - 1 2 , 0 % ) превышает уровень ли-
нолевой кислоты (1,4 -3 ,2 % ) , что менее выраже-
но для фракций нейтральных липидов. 

Увеличенное содержание холестерина в организ-
ме кроликов при гиперхолестеринемии приводит к 
повышению содержания в химусе арахидоновой 
кислоты в СФМ, ФХ, ФЭА, С Ж К и ТГ , не изме-
няет уровня линолевой кислоты в фосфолипидах и 
снижает ее содержание в С Ж К и ЭХ. Одновре-
менно в фосфолипидах желчи отмечаются повы-
шение уровня линолевой кислоты в Л Ф Х и зна-
чительное накопление арахидоновой кислоты в 
Л Ф Х , СФМ и особенно в ФХ, Т Г и ЭХ. Напротив, 
во фракциях С Ж К и М Г наблюдается снижение 
уровня арахидоновой кислоты. По-видимому, это 
является следствием интенсивного ее синтеза из 
линолевой кислоты в гепатоцитах и последующего 
выведения в составе липидов в желчь. В то же вре-
мя гепатоциты в большинстве липидных фракций 
сохраняют эссенциальные кислоты на контроль-
ных, определенных у интактных кроликах, уров-
нях, за исключением фракции СФМ, где наряду с 
увеличением содержания линолевой кислоты 
уменьшается количество арахидоновой и фракций 
ЭХ, где уровень арахидоновой кислоты повышен. 
Избыточное потребление холестерина привело к 
перераспределению содержания линолевой и ара-
хидоновой кислот в составе липидов ПКК и ОКК. 
Наряду с тенденцией к увеличению количества 
линолевой кислоты во фракции Л Ф Х и повыше-
нием ее концентрации в ФХ во всех фракциях 
нейтральных липидов сохраняется исходный уро-
вень этой кислоты. Содержание арахидоновой 
кислоты возрастает во фракциях С Ж К , МГ, ФЭА 
и снижается во фракциях Л Ф Х и ФХ крови. При-
веденные результаты в целом тождественны дан-
ным, полученным в эксперименте на крысах и сви-
детельствуют, что гиперхолестеринемии вызывает 
уменьшение содержания линолевой и повышение 
уровня арахидоновой кислоты,причем максималь-
ные изменения отмечены в ЭХ |12]. Вследствие 
подобных разнонаправленных изменений жирных 
кислот в составе общих липидов в крови кро-
ликов в норме и при гиперхолестеринемии не выяв-
ляются достоверные различия между уровнями ли-
нолевой и арахидоновой кислот. Следовательно, 
жирно-кислотный анализ общих липидов крови 
кроликов в условиях холестеринизации для оценки 
данного состояния малоинформативен. 

Таким образом, проведенный нами анализ уров-
ня основных липидных фракций в системе ки-
шечно-печеночной циркуляции желчи позволил 
выявить специфическое влияние гепатоцитов и эн-
тероцитов на формирование липидных комплексов 
химуса, крови и желчи у кроликов при гиперхоле-
стеринемии. 

Отсутствие холестериновых камней в желчном 
пузыре у кроликов при алиментарной гиперхоле-
стеринемии можно объяснить специфическим со-
отношением четырех липидных компонентов, удер-



живающих холестерин в растворе желчи: на фоне 
высокой концентрации холестерина и сниженного 
уровня фосфолипидов не происходит изменения 
количества желчных кислот, увеличено содержа-
ние С Ж К и в большинстве липидных фракций по-
вышен уровень арахидоновой кислоты. 
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E F F E C T OF ALIMENTARY HYPERCHOLESTEROLEMIA ON 
CONTENT OF LIPIDS AND E S S E N T I A L FATTY ACIDS IN 
R A B B I T ENTEROHEPATIC CIRCULATION 

Yu. A. Bogdarin, E. N. В ad ey nova 

Laboratory of Biochemistry, Institute of Pediatrics, Gorki 

Patterns of lipid metabolism were estimated in biological 
fluids and tissues involved in enterohepatic circulation of bile 
lipid complexes in female rabbits with alimentary hyperchole-
sterolemia. Cholesterol gallstones were not found in gallbladder 
of rabbits with alimentary hypercholesterolemia. A number of 
reasons was responsible for the phenomenon, including specific 
ratio of four lipid components, which contributed to maintaining 
bile cholesterol in soluble form: concentration of bile acids was 
unaltered simultaneously with high contents of cholesterol and 
a decrease in phospholipids level, while content of free fatty 
acids was increased and the content of arachidonic acid was 
elevated in majority of lipid fractions. 
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ИССЛ ЕДОВАН И Е Э М Б Р И О Н А Л Ь Н Ы Х /У\Ь|ШЦ 
ЧЕЛОВЕКА ПРИ МИОПАТИИ Д Ю Ш Е Н Н А 

Институт общей патологии и патофизиологии АМН СССР, 
МГУ им. Ломоносова 

Одной из наиболее тяжелых форм миопатий яв-
ляется первичная миопатия Дюшенна, наследуе-
мая рецессивно сцепленно с Х-хромосомой. Пато-
генез этого заболевания неясен, терапия малоэф-
фективна; заболевание характеризуется необы-
чайно высоким уровнем активности в крови креа-
тинкиназы ( К К ) , особенно на ранних стадиях раз-
вития болезни, часто до проявления клинических 
признаков болезни [1, 2|. 

Предполагается, что высокая активность фер-
мента в крови связана как с высоким синтезом 
фермента в мышечной ткани, так и со свободным 
выходом КК через мембрану клетки [ 11. 

Как рано появляются означенные изменения 
КК, неясно |1, 4, 9|. Поэтому в настоящей работе 
исследованы скелетные мышцы эмбрионов муж-
ского пола от 6 до 20 нед беременности, взятые 
при абортировании у женщин — достоверных но-
сителей патологического гена, обнаруженных и об-
следо ва иных р а нее [ 3 ] . 

М е т о д и к а 

Под нашим наблюдением было 24 семьи, 25 больных, 6 но-
сителей патологического гена с миопатией Дюшенна и 8 эм-
брионов мужского пола, взятых при абортировании у женщин, 
имеющих больных сыновей с миопатией Дюшенна и повтор-
но беременных на разных сроках. Так как заболевание сцеп-
ленно с Х-хромосомой, то болеют мужчины, а передают забо-
левание женщины. 

Активность КК измеряли потенциометрическим методом 
|12|, она выражается в мкмоль АДР/мин-л = МЕ/л. 

В таблице показаны результаты исследования КК у здоро-
вых детей, у носителей и у больных миопатией мальчиков на 
разных стадиях болезни; причем I стадия соответствует 
первым клиническим проявлениям, II развернутой картине 
болезни, а III тяжелым проявлениям болезни с обездви-
женностью. 

Как показывают данные таблицы, у здоровых 
детей величина каталитической активности доста-
точно низка и никогда не превышала 100 ME/л, 
у вероятных носителей повышение активности КК 
в крови выявлялось в 83 % случаев. Результаты 
исследования КК у больных показывают, что 
наиболее высокие величины зарегистрированы в 
ранней стадии болезни. 

Результаты исследования КК в семьях с миопатией Дюшенна 

Контингент обследованных 
Во.ч 

14 
рлст. 
)ДЫ 

Активность 
К К, M E / л 

Здоровые мальчики {п= 10) 3 14 6 3 ± 8 
Носители патологического гена 

( « = 6 ) 28 40 271 ± 3 0 
Больные миопатией Дюшенна: 

I стадия (п—1) 3 5 6025 ± 6 5 1 
II » (п—15) 6 14 2427-h329 
III » (/г = 6) 1 1 16 497 ± 5 3 

37 
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Рис. I. Креатинкиназная активность в экстракте скелетных 
мышц эмбрионов человека у носителей патологического гена 
формы Дюшенна и у нормальных женщин без этого гена. 
По оси ординат активность К К (в M E на I г белка мышечной ткани). В суиер-
натанте определили концентрацию белка микробиуретовым методом и креатин-
киназную активность. По оси абсцисс развитие эмбрионов (в нед). Кру-
жок норма, приведенная из статьи С. Eoxall и Л. F.mery |8|. Заштрихован-
ный треугольник мышцы, подозрительные на форму Дюшенна эмбрионов 
(данные автора). Черный треугольник мышцы, подозрительные на форму 
Дюшенна эмбрионов Foxall и Emery |8). Рисунок показывает, что креатин-
киназная активность у эмбрионов с формой Дюшенна появляется раньше, 
чем в норме. 

АН -
ММ 

/ИВ 
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• ЯМР +ДМР 

Рис. 2. Электрофореграмма изоферментов КК в экстракте ске-
летных мышц 20-недельного эмбриона человека с формой Дю-
шенна. 
Выявлены 2 изофермента М М - и МВ-типов и сопутствующая им аденилат-
киназа ( A K ) , типичные для этого периода' развития. Электрофореграммы 
экстракта I и 4 и коммерческого препарата ММ-формы [5, 6J. 

Высокий уровень активности фермента в пре-
клинической стадии свидетельствует о раннем на-
рушении обмена КК, что позволяет предполагать 
начало миодистрофического процесса на ранней 
стадии развития мышц. 

Как видно на рис. I, в мышцах эмбрионов 
8 — 1 0 нед уровень активности КК несколько ниже, 
чем в контрольных мышцах здоровых эмбрионов, 
он как бы запаздывает. У эмбрионов 18—20 нед в 
скелетных мышцах появляется более высокая ак-
тивность К К, чем у здоровых плодов. 

Представлял интерес анализ изоферментов КК 
(рис. 2 ) . Электрофоретическое исследование эк-
стракта мышц патологического 20-недельного эм-
бриона методом диск-электрофореза в ПААГ в си-
стеме Девиса показало наличие 2 изоферментов 
ММ- и МВ-типов, причем ММ-форма была в пре-
обладающем количестве. Креатинкиназную актив-
ность определяли в системе, сопряженной с гексо-
киназой, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой, фе-
назинметасульфатом и нитроголубым тетразо-

лием. Таким образом, в изоферментном составе 
не выявлено качественных изменений фермента. 

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

Предыдущие исследования эмбриональных 
мышц у позвоночных показали, что КК появляет-
ся одновременно с формированием миосинтиция 
из миобластов [4, 6|. Изучение эмбриональных 
мыши, у человека посредством светового и элек-
тронного микроскопа показало, что сначала появ-
ляются миобласты, а из них формируются много-
клеточные образования;основная дифференциров-
ка скелетных мышц происходит между 8-й и 16-й 
неделями развития |5 - 9 , 1()|, когда развивают-
ся миофибриллы. Появление КК совпадает с этим 
периодом, причем сначала представлены все 3 изо-
энзима В В , M B , ММ, а после 16-й недели 
развития уже преобладает ММ-изоэнзим [9 1 1 |. 

В оценке появления и распределения изоэнзи-
мов нет полного согласия, и часть авторов пи-
шут о нарастании изоэнзима ММ к концу 16-й не-
дели [7] , другие авторы пишут о появлении ММ к 
этому периоду [9|. Возможно, что разница в оцен-
ке связана как с ошибками определения сроков 
развития эмбриона, так и с методикой исследо-
вания [5—7, 10, 11] . 

Очень мало работ, посвященных изучению эм-
брионов, подозрительных на миопатию Дюшенна. 
Нам удалось найти 4 работы, причем в каждой 
было по 1 или 2 случая, исследованных авторами 
[6, 9 ] . Так, Knight и соавт. обнаружили КК в ске-

летных мышцах после 16-й недели, а P. Larson, 
D. Park — после 20-й недели развития эмбрио-
на [6 ] . 

Все перечисленные авторы пишут о связи орга-
низации миофибрилл и активности КК, необходи-
мой для сократительных движений эмбриональных 
мышц 17, 11|. 

Наши данные подтверждают постепенное увели-
чение фермента в скелетных мышцах эмбриона 
человека от 8-й до 20-й недели развития 
(см. рис. 1). Они показывают также, что уже на 
ранних этапах формирования скелетных мышц у 
эмбрионов, подозрительных на заболевание, име-
ются отклонения от обычного развития: сначала 
запаздывание образования КК, а затем чрезмер-
ная ее активность на 20-й неделе. Однако в фор-
мировании изоэнзимов нет разницы со здоровыми 
эмбрионами (см. рис. 2 ) . 

Таким образом, проведенные исследования по-
казывают нарушения в сократительном аппарате 
миофибрилл, отражением является изменение ак-
тивности КК уже на ранних этапах развития эм-
бриона. Видимо, клинические признаки болезни 
появляются при достаточно большом распаде мио-
фибрилл, поэтому неудачны попытки симптома-
тического лечения больных детей. 

Автор приносит благодарность сотрудникам ка-
федры биохимии МГУ (зав . акад. С. Е. Севе-
рин) Л . В. Белоусовой, С. Н. Федосову, 
E. Л . Москвитиной. 
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HUMAN EMBRYONAL M U S C L E S UNDER CONDITIONS OF 
DUSHENN MYOPATHY 

L. P. Grinio 

Institute of General Pathology and Pathophysiology, Academy 
of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Activity of sceletal muscle creatine kinase (main test in 
diagnosis of Duchenn myopathy) was studied in 9 embryos of 
8-20 weeks old obtained from women which have got sons 
with this myopathy. It is well known that the enzymatic 
activity is increased at the beginning of the myodystrophy. 
This fact was detected in 20 weeks old embryos of male sex, 
while isoenzyme composition was unaltered. The data obtained 
suggest that impairments occurred in contractile apparatus 
of myofibrils as a result of which activity of creatine kinase 
was altered within the early steps of ontogenesis. 
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АКТИВНОСТЬ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНЫХ ФЕР-
МЕНТОВ И П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е Н И Е ЛИ-
ПИДОВ В ЭРИТРОЦИТАХ ДЕТЕЙ, БОЛЬНЫХ 
С А Х А Р Н Ы М ДИАБЕТОМ 

Кафедра биологической химии Ленинградского педиатрическо-
го медицинского института 

При сахарном диабете ( С Д ) имеет место зна-
чительное нарушение снабжения тканей кислоро-
дом |1, 4, 9 ] . Изменение баланса кислорода в 
клетках с к а з ы в а е т с я на скорости образования его 
свободных радикалов, участвующих в инициации 
перекисиого окисления липидов ( П О Л ) биологиче-
ских мембран [2, 27]. Было установлено увеличе-
ние содержания продуктов П О Л у больных С Д 
[3, 5, 7, 8, 211 . Интенсивность процессов П О Л 
регулируется антиокислительной защитной систе-
мой организма. В а ж н о е место в этой системе за -
нимают антиокислительные ферменты — суперок-
сиддисмутаза ( С О Д ; КФ 1.15 .1 .1) и к а т а л а з а 
( К Т ; КФ 1 .11 .1 .6 ) . С О Д катализирует реакцию 
дисмутации супероксид-анион-радикала. В ходе 

реакции образуется перекись водорода, разруше-
ние которой катализируют КТ и глутатионперок-
сидаза [2, 2 7 ) . Внутривенное введение С О Д кры-
сам предотвращало П О Л и с н и ж а л о процент ги-
бели животных с аллоксановым диабетом [ 1 5 ] . 
Отмечен повышенный уровень эндогенной С О Д в 
эритроцитах крыс с аллоксановым диабетом [ 1 3 ] . 
Однако у людей, больных С Д , уровень эндогенных 
антиоксидантов, играющих центральную роль в 
метаболизме кислорода в тканях, исследован не-
достаточно [3, 18, 26, 281 . 

Целью работы было о х а р а к т е р и з о в а т ь измене-
ния активности основных антиокислительных фер-
ментов - С О Д , КТ и содержание продуктов П О Л 
в эритроцитах в зависимости от степени т я ж е с т и 
и компенсации С Д у детей. 

М е т о д и к а 

Обследованы 65 здоровых детей и 124 ребенка (56 маль-
чиков и 68 девочек) с инсулинзависимым СД. Исследования 
проводили в двух возрастных группах: 3 -12 и 13—14 лет. По 
степени тяжести заболевания выделяли СД легкой формы, 
средней тяжести, тяжелой формы. Степень компенсации СД 
определяли в соответствии с принятыми критериями [18|. 
Длительность заболевания у детей составляла от 1,5 до 10 лет 
и более. Обследовали также небольшую группу первично по-
ступивших больных с диагнозом «СД впервые выявленный». 
Всем детям назначали соответствующую диету и инсулино-
терапию. Адекватность инсулинотерапии достигалась комби-
нированным назначением препаратов инсулина короткого и 
пролонгированного действия в режиме 2—3-разового введения 
с учетом времени приема пищи. Суточную дозу инсулина, 
как принято в настоящее время [10, 18|, рассчитывали в 
зависимости от возраста ребенка, его массы, содержания ке-
тоновых тел в крови и моче. Обычно доза не превышала 
1 ЕД на 1 кг массы тела, и соотношение дневной и ночной 
доз инсулина составляло 2.1. Для контроля за течением забо-
левания проводили ежедневное исследование глюкозурии и 
уровня гликемии натощак, систематически определяли глике-
мические и глюкозурические профили согласно имеющимся 
рекомендациям [10, 14, 18|. 

Кровь для исследования собирали с гепарином путем ве-
нопункции. Эритроциты трижды отмывали от плазмы физио-
логическим раствором при центрифугировании (4 °С, 6000 g) . 
Активность СОД измеряли по скорости торможения реакции 
восстановления нитросинего тетразолия (НСТ) в присутствии 
НАД-Н2 И феназинметасульфата. Активность фермента вы-
ражали в условных единицах, считая, что 50 % торможение 
процесса восстановления НСТ, вызванное препаратом СОД за 
10 мин инкубации, соответствует 1 усл. ед. Поскольку со-
держание гемоглобина и количество эритроцитов подверже-
но колебаниям, мы одновременно оценивали изменения 
активности фермента в рассчете на 1 мг гемоглобина и на 
1 мл эритроцитов [6, 17, 25] . Для определения активности 
КТ использовали спектрофотометрический метод [23]. Об 
активности КТ судили по степени разрушения перекиси во-
дорода в ммолях за 1 мин и выражали ее в международных 
единицах на 1 г гемоглобина и 1 мл эритроцитов [23]. Про-
дукты ПОЛ с конъюгированным типом связи и диенкетоно-
вой конфигурацией определяли спектрофотометрически при 
длинах волн 232 и 273 нм и выражали в единицах оптиче-
ской плотности на 1 мл эритроцитов [16]. Результаты иссле-
дования обрабатывали методом математической статистики 
с расчетом среднего арифметического (М) и средней квад-
ратичной ошибки среднего арифметического ( т ) [11]. 

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

Активность С О Д эритроцитов у детей с С Д 
претерпевает закономерные изменения в зависи-
мости от возрастной группы, степени т я ж е с т и и 
компенсации заболевания . Активность фермента 
у детей в возрасте 3 — 1 2 лет с декомпенсацией С Д 
не отличалась от значений активности, найден-
ных у здоровых детей того ж е возраста (табл. 1 , 2 ) . 
Другие авторы, исследовавшие экстрацеллюляр-
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Т а б л и ц а I 

Активность СОД эритроцитов у детей с СД 

Степень тяже-
сти и компенса-

ции с д 

Возраст, 
годы 

Число 
обсле-
дован-

ных 

Активность С О Д ( Л 1 ± т ) 
Степень тяже-

сти и компенса-
ции с д 

Возраст, 
годы 

Число 
обсле-
дован-

ных 

усл. ед. 
на 1 мг 

гемоглобина 

усл. ед. на 1 мл 
эритроцитов 

Здоровые дети 3 12 47 1,06 ± 0 , 0 4 2 5 6 , 9 ± 10,00 
Л е г к а я форма 13 -14 1 1 1,39 ± 0 , 0 4 3 2 3 , 0 ± 8 , 7 0 

декомпенса-
ция 3 - 1 2 4 1,01 ± 0 , 2 1 203,43=1=61,94 

Р > 0 , 2 > 0 , 2 
компенсация 3 12 6 1 , 5 5 ± 0 , 1 6 3 5 6 , 9 5 ± 6 2 , 5 1 

Р < 0 , 0 0 5 0 , 1 

Р1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
Средняя т я -
жесть 

декомпенса-
ция 3 12 34 1 , 1 0 ± 0 , 0 4 2 5 8 , 5 0 ч - 1 1 , 5 0 

Р > 0 , 2 > 0 , 2 
13 14 18 1 , 0 8 ± 0 , 0 8 2 4 2 , 7 0 4 - 1 5 , 6 4 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 
компенса-
ция, субком-
пенсация 3 12 14 1 , 4 8 ± 0 , 0 9 286,4 ± 1 0 , 2 5 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 
Р | < 0 , 0 0 1 0,05, < 0 , 1 

13 14 6 1 , 4 0 ± 0 , 0 8 3 2 2 , 4 8 ± 15,79 
Р > 0 , 2 > 0 , 2 
Р1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

Т я ж е л а я форма 
декомпенса-
ция 3 12 4 1 , 0 4 ± 0 , 1 6 2 6 3 , 8 9 ± 5 9 , 0 7 

Р > 0 , 2 > 0 , 2 
13 14 14 1,21 ± 0 , 0 7 2 7 4 , 8 2 ± 18,00 

Р < 0 , 0 5 < 0 , 0 2 5 
субкомпенса-
ция 13 14 3 1 , 7 0 ± 0 , 2 4 3 7 1 , 4 7 ± 5 0 , 4 6 

Р > 0 , 2 > 0 , 2 
РI 0,05, < 0 , 1 0,05, < 0 , 1 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 и 4: р - достовер-
ность различий по сравнению со здоровыми детьми; р\ — до-
стоверность различий между показателями активности в 
зависимости от степени компенсации С Д . 

ную С О Д в плазме крови детей с СД, т а к ж е не 
обнаружили изменений в ее активности по срав-
нению с контрольной группой [28] . Активность 
же С О Д эритроцитов, по их данным, была не-
сколько сниженной по сравнению со здоровыми 
детьми [26] . Однако эти авторы не учитывали 
возрастных особенностей, степень тяжести и ком-
пенсации С Д . В наших исследованиях дети 13— 
14 лет с декомпенсированным С Д среднетяжелой 
и тяжелой форм имели такие же показатели актив-
ности С О Д , как и дети 3 12 лет, больные СД, 
и более низкие значения активности фермента 

Т а б л и ц а 2 

Активность СОД эритроцитов у детей с СД, выявленным 
впервые 

Степень 
компенсации 

Возраст, 
годы 

Число 
обсле-
дован-

ных 

Активность . С О Д ( М ± т ) 

Степень 
компенсации 

Возраст, 
годы 

Число 
обсле-
дован-

ных 

усл. ед. 
на 1 мг 

гемоглобина 

усл. ед. на 1 мл 
эритроцитов 

Декомпенсация 3 12 1 1 1 , 0 9 ± 0 , 1 0 2 6 9 , 6 2 ± 17,52 
Р > 0 , 2 > 0 , 2 

13 14 4 1 , 2 2 ± 0 , 1 0 2 8 9 , 7 7 ± 13,48 
Р > 0 , 1 0 ,05 < 0 , 1 

Субкомпенса-
ция 3 — 1 2 6 1,43-1-0,08 2 9 6 , 3 6 ± 2 1 , 6 3 

Р < 0 , 0 0 1 = 0,2 
Р | < 0 , 0 2 > 0 , 2 

в сравнении со здоровыми детьми той ж е воз-
растной группы (см. табл. 1). Достижение суб-
компенсации и компенсации у детей с С Д легкой 
и средней степени, тяжелой форм и С Д , выявлен-
ным впервые, сопровождалось достоверным по-
вышением активности С О Д при расчете на 1 мг 
гемоглобина. В этом случае активность фермен-
та у детей 3 — 1 2 лет была д а ж е выше, чем у здо-
ровых детей того же возраста (см. табл. 1, 2 ) . 
Различия в активности С О Д при расчете на 1 мл 
эритроцитов не были достоверными в зависимости 
от степени компенсации заболевания у детей с С Д 
средней тяжести, тяжелой формы III степени и 
С Д , выявленным впервые. Отмечена и при этом 
способе расчета некоторая тенденция к возраста-
нию активности С О Д у детей с компенсацией С Д 
(см. табл. 1). У детей 13—14 лет с компенсиро-
ванным С Д активность фермента не отличалась 
от показателей у здоровых детей. Очевидно, осо-
бенности изменений активности С О Д в этой воз-
растной группе связаны со стимуляцией всей эн-
докринной системы, в частности с интенсифика-
цией продукции половых гормонов в пубертатный 
период. В предыдущих наших исследованиях об-
наружено повышение активности С О Д эритроци-
тов у здоровых детей по сравнению с другими 
возрастными группами, но существенных разли-
чий в активности в зависимости от пола отмече-
но не было 117]. У больных С Д тяжелой формы в 
стадии субкомпенсации имела место тенденция 
к повышению активности фермента по сравнению 
с соответствующими значениями у больных в со-
стоянии декомпенсации (см. табл. 1). 

Активность КТ эритроцитов у детей с С Д не 
изменялась при разной степени тяжести и компен-
сации заболевания и не отличалась от актив-
ности КТ у здоровых детей (р>>0,2; табл. 3 ) . 

Исследование продуктов П О Л показало разли-
чие в содержании конъюгированных диенов и 
диенкетонов в мембране эритроцитов в зависи-
мости от степени компенсации С Д . Были обнару-
жены более низкие значения содержания диен-

Т а б л и ц а 3 

Активность КТ эритроцитов у детей с СД 

Степень тяжести 
и компенсации С Д 

Число 
обследо-
ванных 

Активность каталазы, М Е - 1 0 4 

(М±т) 
Степень тяжести 

и компенсации С Д 

Число 
обследо-
ванных на 1 г гемо-

глобина 
на 1 мл 

эритроцитов 

Здоровые дети 65 14,70=1=0,30 3 , 3 1 ± 0 , 1 0 
Л е г к а я форма: 

декомпенсация 4 1 4 , 9 3 ± 2 , 1 8 2 , 9 6 ± 0 , 5 9 
компенсация 6 1 4 , 7 6 ± 1,49 3 , 3 5 ± 0 , 6 4 

Средняя тяжесть : 
декомпенсация 45 15,79=1=0,66 3 , 3 8 ± 0 , 1 7 
субкомпенсация/ком-
пенсация 19 1 5 , 8 4 ± 1,01 3 , 4 5 ± 0 , 1 8 

Т я ж е л а я форма: 
декомпенсация 16 1 3 , 4 9 ± 0 , 8 8 3,12=1=0,20 
субкомпенсация 4 1 6 , 1 8 ± 2 , 3 5 3 , 5 6 ± 0 , 6 7 

Выявленный впервые 
декомпенсация 13 1 5 , 2 3 ± 1,23 3 , 6 7 ± 0 , 3 7 
компенсация 9 1 4 , 8 2 ± 1,53 3,21 ± 0 , 3 8 

П р и м е ч а н и е. Достоверность различий показателей 
активности фермента в каждой группе детей по сравнению 
с соответствующими значениями контрольной группы > 0 , 2 ; 
достоверность различий в зависимости от степени компенсации 
С Д > 0 , 2 . 
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Т а б л и ц а 4 

Содержание продуктов ПОЛ у детей с СД (в ед. опт. пл. 
на I мл эритроцитов, A f ± т ) 

Степень компенсации 
С Д 

Число 
обсле-
дован-

ных 

Конъюги-
рованные 

диены 
Диенкетоны 

Декомпенсация 18 81,15=Ы 1,29 29,16 ± 2 , 8 1 
Субкомпенсация/компен-

сация 16 65,40 ± 8 , 4 3 20,70 ± 2 , 8 9 
Р > 0 , 2 < 0 , 0 5 

кетонов у детей в состоянии субкомпенсации, 
чем при декомпенсации С Д ( р < 0 , 0 5 ) . Различие 
в содержании конъюгированных диенов у детей 
с декомпенсацией и субкомиенсацией С Д оказа-
лось статистически недостоверным (табл. 4 ) . По 
данным литературы, у взрослых больных отмеча-
лась активация процессов ПОЛ вне зависимости 
от степени компенсации диабета по сравнению 
с контрольной группой [7, 2 0 ] . 

Сообщалось также, что содержание конечно-
го продукта П О Л малонового диальдегида 
в эритроцитах детей с С Д зависит от степени его 
компенсации |21]. Наши данные не противоре-
чат литературным. Снижение интенсивности П О Л 
в результате лечения инсулином может объяснять-
ся увеличением активности С О Д . Фермент разру-
шает супероксид-анион-радикалы, являющиеся 
инициаторами свободнорадикальных реакций в 
организме [2, 2 7 ] . Увеличение активности С О Д 
у обследованных нами детей с субкомпенсацией 
и компенсацией СД может быть связано со сни-
жением разрушения фермента. По данным лите-
ратуры, инсулин воздействует на С О Д печени 
крыс на стадии как синтеза фермента (в сторону 
его уменьшения), так и распада (тормозя его) 
|12|. Полученные изменения в активности С О Д 
могут быть т а к ж е обусловлены уменьшением до-
ли ее гликозилированной формы при компенса-
ции С Д . Установлено, что развитие заболевания 
у людей сопровождается неферментативной реак-
цией гликозилирования многих белков, в том 
числе и С О Д [22, 24, 2 9 ] . Содержание гликози-
лированной формы С О Д у больных С Д возраста-
ло в 1,5 раза. Повышение содержания такой фор-
мы фермента коррелировало со снижением актив-
ности С О Д [22] . 

Хотя недостаточность инсулина не сопровож-
дается значительными изменениями в активности 
антиокислительных ферментов, нельзя полностью 
исключить регулирующего действия инсулина на 
антиоксидантную систему и соответственно на 
П О Л . Это предположение подтверждается тем, 
что активность С О Д и содержание продуктов П О Л 
в эритроцитах у обследованных нами детей зави-
сели от степени компенсации инсулинзависимо-
го СД. Одновременное определение этих показа-
телей может быть рекомендовано в качестве до-
полнительного теста для контроля за лечением 
детей с С Д . Методы определения активности С О Д 
и содержания диенкетонов не являются трудоем-
кими, не требуют специального оборудования и 
могут быть использованы в работе клинико-био-
химических лабораторий. 
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ACTIVITY OF ANTIOXIDANT ENZYMES AND LIPID 
PEROXIDATION IN ERYTHROCYTES OF CHILDREN 
WITH D I A B E T E S M E L L I T U S 

L. A. Sal'nikova, N. V. Musatova, N. I. Lopatina 

Chair of Biochemistry, Pediatric Medical School, Leningrad 

Alterations in superoxide dismutase activity, observed 
in erythrocytes of children with insulin-dependent form of 
diabetes mellitus, depended on the age of patients, severity 
and degree of the disease compensation. Content of lipid 
peroxidation products was also dissimilar in compensated 
and decompensated forms of diabetes mellitus. Activity of ca-
talase in erythrocytes of patients was similar to corresponding 
values of healthy children and did not depend on the disease 
stage and severity. Estimation of superoxide dismutase activity 
and content of diene ketons were most suitable patterns for 
monitoring treatment of diabetes in children. 
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А С С О Ц И А Ц И Я [АН |-ДЕКСАМЕТАЗОНА ЦИ-
Т О П Л А З М А Т И Ч Е С К И М И Р Е Ц Е П Т О Р Н Ы М И 
Б Е Л К А М И И ИХ Т Р А Н С Л О К А Ц И Я В Я Д Р А 
КЛЕТОК ПЕЧЕНИ ПРИ СТАРЕНИИ 

Институт радиобиологии АН Белорусской ССР, Минск 

Как известно, молекулярный механизм действия 
глюкокортикоидных и других стероидных гор-
монов зависит от цитоплазматических рецептор-
ных белков, которые в комплексе с гормоном ока-
зывают влияние на функцию генома клетки-ми-
шени [5] . 

Возрастное снижение функциональной актив-
ности органов-мишеней может быть связано с из-
менением цитоплазматической рецепции стероид-
ных гормонов [7] . При этом имеются противоре-
чивые сведения, свидетельствующие как о сни-
жении [8, 9 J , так и о повышении [10, 11] цито-
плазматической рецепции в клетках печени, вы-
ражающиеся в изменении числа мест связывания 
и их сродства к глюкокортикоидам [9, 12]. 

Отсутствие единого мнения, вероятно, связа-
но с наличием в цитоплазме гепатоцитов различ-
ных стероидсвязывающих белков, а т а к ж е воз-
растных особенностей их транслокации в ядро 
клеток, что в конечном итоге определило необ-
ходимость проведения настоящего исследования. 
Особое внимание обращено на изучение отдель-
ных пулов цитоплазматических белков, связываю-
щих глюкокортикоидные гормоны и способных 
транслоцироваться в ядро. 

М е т о д и к а 

В экспериментах использовали белых беспородных крыс-
самцов молодых (6—7 мес) и старых (22—26 мес). Де-
капитацию животных проводили между 8 и 9 ч утра. 

Цитоплазматическую фракцию гепатоцитов получали 
после перфузии печени охлажденным до 0—4 °С буферным 
раствором: 0,01 М трис-НС1, 0,145 М NaCI, рН 7,4. Печень 
помещали в гомогенизатор тефлон — стекло в соотношении 
п е ч е н ь б у ф е р 1 : 3 по о б ъ е м у . Г о м о г е н и з а ц и о н н ы й б у ф е р 
включал 0,02 М трис-HCL, 0,01 М дитиотрейтол, 10 % (по 
объему) глицерин, рН 7,5. Полученный гомогенат центри-
фугировали ири 105 000 g в течение 60 мин на центрифуге 
ВАК-601 ( Г Д Р ) . 

Ядра получали после гомогенизации печени (объемное 
соотношение 1:8) в буферном растворе, содержащем 0,25 М 
сахарозу, 0,003 М К О , 0,005 М CaCI*, 0,01 М трис-HCI, 
рН 8,3. Затем гомогенат фильтровали через 3 - 4 слоя мар-
ли, наслаивали на 2,3 М раствор сахарозы с 5 мМ СаС1г и 
центрифугировали 10 мин при 2000 g, где ядра осаждались 
на подушке 2,3 М сахарозы. Надосадок удаляли с помощью 
водоструйного насоса, а осадок перемешивали с 2,3 М саха-
розой, доводя ее концентрацию с ядрами разведением до 
1,9 М с повторным наслоением этой суспензии на подушку, 
состоящую из 5 — 6 мл 2,3 М сахарозы с 5 мМ СаС1з. Оса-
док ядер получали после центрифугирования при 100 000 g 
в течение 60 мин (ротор SW-28, центрифуга «Beckman-52 М») , 

Для оценки параметров связывания рецепторных белков 
цитоплазмы гепатоцитов применяли [3Н] -дексаметазон (фир-
мы «Amersham* с удельной радиоактивностью 40 Ci / ммоль) 
в концентрации 0,1 100 нМ. После инкубации белка (0 ,9— 
26,0 мг/мл) с указанной концентрацией гормона при 0—4 °С 
в течение 3 ч несвязавшийся стероид удаляли добавлением 
в пробирки по 0,1 мл/4 мг суспензии угля, покрытого декстра-
ном. После 5 мин инкубации на холоду уголь осаждали 
центрифугированием. Уровень рецепторного связывания в 

цитоплазме гепатоцитов определяли по разнице общего 
связывания меченого гормона и связывания того же стероида 
с прогретым цитозолем в течение 30 мин при 37 °С [18]. 

Для изучения гормонрецеиторного взаимодействия с изо-
лированными ядрами гепатоцитов цитозольный белок в раз-
личных концентрациях помещали в инкубационную среду, 
содержащую разные объемы буферного раствора, доводя 
этот объем до 0,9 мл и вводя 100 нМ [ 3Н]-дексаметазона. 
После 3-часовой инкубации при 0 4 °С несвязавшийся 
стероид удаляли активированным углем. Затем часть су-
пернатанта (0,2 мл) помещали во флакон для определения 
радиоактивности, а остальное количество комплексов пере-
носили в предварительно охлажденные пробирки. К 0,4 мл 
цитозоля, содержащего различные концентрации белка и 
комплексов гормон - белок, прибавляли равное количество 
суспензии ядер гепатоцитов (4•10°) и инкубировали 1 ч при 
0 — 4 °С. Пробирки регулярно встряхивали, а затем центри-
фугировали. После осаждения ядер надосадочную жидкость 
в объеме 0,2 мл отбирали для измерения радиоактивности. 
По разнице содержания гормонрецепторных комплексов ( Г Р К ) 
в надосадочной жидкости до и после внесения ядер в среду 
инкубации судили о количестве комплексов, транслоцируе-
мых в ядро. Параллельно определяли связывание [ЛН|-декса-
метазона цитозолем, прогретым при 37 °С в течение 30 мин, 
с последующей инкубацией неспецифически образованных 
комплексов с ядрами гепатоцитов. Количество радиоактив-
ности, поглощенное ядрами из прогретого цитозоля, учиты-
вали как неспецифическое ядерное связывание, которое вы-
читали из общего. Наибольшее количество элиминирующих 
комплексов из цитозоля в ядра, достигнутое в результате 
разведения цитозоля в пробирках буферным раствором, 
рассматривали как результат активации Г Р К [19] , считая 
его функционально-рецепторным пулом. В последующем при 
данном разведении цитозольного белка, но в присутствии 
различных концентраций [3Н]-дексаметазона (0,1 — 100 нМ) 
в течение 3 ч инкубации при 0 4 °С получали заданные 
концентрации активированных ГРК, которые затем инкуби-
ровали с ядрами по методике, изложенной выше. 

Спрямление концентрационных значений связывания 
гормона в координатах Скетчарда [13] для анализа гормон-
рецепторного взаимодействия, а также ассоциацию Г Р К яд-
рами осуществляли математически с применением метода 
наименьших квадратов [6] . Концентрацию цитоплазмати-
ческого белка определяли методом Лоури [12] . 

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

Д л я количественной характеристики стероид-
связывающих свойств рецепторных белков цито-
плазмы клеток печени молодых и старых живот-
ных использовался [3Н| -дексаметазон, который 
не взаимодействует с нерецепторными белками 
цитоплазмы и в отличие от кортикостерона и кор-
тизола с большей аффинностью связывается ци-
топлазматическими рецепторными молекулами 
гепатоцитов [15 ] . Это дает возможность опреде-
лить не только' свободную фракцию рецептор-
ных связывающих участков цитоплазмы, но, ве-
роятно, и общий пул рецепторных молекул за 
счет вытеснения кортикостерона меченым декса-
метазоном. С учетом имеющихся в литературе 
данных о времени максимального насыщения 
цитоплазматических рецепторов [9] и времени 
замещения кортикостерона [16| проведено изуче-
ние связывания [ 3 Н|-дексаметазона цитозолем 
при длительности инкубации 3 и 20 ч (рис. 1). 
При этом было установлено, что при инкубации 
в течение 3 ч связывание [ 3Н] -дексаметазона 
рецепторными белками равно или выше, чем при 
инкубации в течение 20 ч, причем это было харак-
терно для цитоплазмы животных обеих возрастных 
групп при концентрациях белка от 0,9 до 26 мг/мл. 
Следовательно, инкубация [ 3Н] -дексаметазона 
с цитозолем в течение 3 ч была достаточной, что-
бы, по-видимому, вытеснить кортикостерон из его 
комплексов с рецепторами. 
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Рис. 1. Зависимость специфического связывании [,lH |-дексаметазона от концентрации цитоплазматического белка клеток 
печени крыс. 
/ гормонбелковое взаимодейстни^ в течение 3 ч ири 0 — 2 °С, 2 — то же через 20 ч. Концентрация вносимого ( 3Н| -дексаметазона 100 нМ. По оси ординат 
связанный (3Н|-дексаметазон-10 М; по оси абсцисс -- концентрация белка, мг/мл. Светлые кружки - 6 - 7-месячные крысы, темные 24 26-месячные. 

Рис. 2. Зависимость специфического связывания цитоплазматических [3Н] -дексаметазон-рецепторных комплексов ( Г Р К ) ядрами 
клеток печени от концентрации цитоплазматического белка гепатоцитов. 
/ 6—7-месячные крысы, 2 - 24 -26-месячные. По оси абсцисс: концентрации белка, мг/мл; по оси ординат ядерное связывание -10 9 М. 

Рис. 3. Специфическое связывание | *Н| -дексаметазона цитоплазматическими рецепторными белками клеток печени крыс. 
а концентрационное насыщение белков цитозоля | 3Н] -дексаметазоном; б анализ связывания гормона цитоплазматическими белками в координатах Скетчарда. 
B / V отношение связанного ( 3 Н |-дексаметазона к его свободной концентрации. / 6 7-месячные крысы (концентрация белка 2,5 мг/мл), 2 24 26-месячные 
(концентрация белка 2,73 мг/мл). По оси абсцисс: а концентрация (3Н)-дексаметазона - I 0 ' ~ 3 М ; 6 связанный |3Н|-дексаметазон • К) 1(1 М; по оси ординат: 
а связанный [3Н]-дексаметазон - К) 1(1 М. 

В последующих опытах выясняли влияние раз-
личных концентраций цитоплазматического бел-
ка, полученных путем разведения цитозоля бу-
ферным раствором, на величину гормонбелково-
го взаимодействия с ядрами гепатоцитов. Оцен-
ку связывания Г Р К ядрами определяли по элими-
нации этих комплексов из цитоплазмы клеток 
печени. Прямой анализ связывания Г Р К ядрами 
был бы менее точным из-за частичной потери 
связанных Г Р К во время промывки ядер буфером 
и из-за неполной экстракции стероида этанолом. 
В представленном подходе с целью выявления 
возрастных особенностей активированного функ-
ционального пула Г Р К применяли цитозоль, по-
лученный из печени молодых и старых животных, 
а чтобы исключить влияние возможных возраст-
ных изменений ядерных структур, использовали 
только ядра гепатоцитов молодых животных. 

На рис. 2 приведены кривые зависимости свя-
зывания ядрами цитоплазматических Г Р К моло-
дых и старых крыс от концентрации белка в про-
бах. Как видно, прямо пропорциональную зави-
симость связывания Г Р К ядрами наблюдали при 
концентрациях белка 1 ,8—3,6 мг/мл (разведение 
3 0 % цитозоля 1 : 1 0 — 1 : 2 0 ) . При меньших разве-
дениях цитоплазмы ядерное связывание стремит-
ся к насыщению, вероятно, из-за повышения от-

носительной концентрации в пробах компонентов 
цитоплазмы, ингибирующих активацию и транс-
локацию [17] . При этом ядерное связывание Г Р К 
старых крыс ниже, чем Г Р К молодых животных, 
что особенно заметно при меньших разведениях 
цитозоля. Это позволяет предположить, что в ци-
топлазме старых крыс может быть выше кон-
центрация ингибиторов как активации, так и 
транслокации. 

В последующих опытах установлено, что кри-
вые насыщения рецепторных участков связыва-
ния при возрастающих концентрациях меченого 
стероида, как уже было показано ранее другими 
авторами [18] , являются двухкомпонентными 
(рис. 3 ) . При анализе этих данных в координа-
тах Скетчарда выявлено 2 класса участков связы-
вания, существенно различающихся по их срод-
ству к | *Н]-дексаметазону. В табл. 1 суммирова-
ны параметры связывания дексаметазона высоко-
и низкоаффинными рецепторами цитоплазмы ге-
патоцитов молодых и старых крыс. Как следует 
из этих данных, с возрастом суммарное содержа-
ние высоко- и низкоаффинных рецепторов прак-
тически не изменяется, концентрация высоко-
аффинных рецепторных молекул достоверно выше 
у молодых животных, тогда как низкоаффинный 
пул этих белков на такое ж е количество мест свя-

Т а б л и ц а I 
Показатели специфического связывания |Н |-дексаметазона цитоплазматическими белками гепатоцитов с высокой и низкой 
степенью сродства у животных разного возраста 

Возраст 
животных, 

мес 

Степень сродства [3Н]-дексаметазона 

Возраст 
животных, 

мес 

высокая низкая Возраст 
животных, 

мес константа 
ассоциации•10н М 1 

количество мест 
связывания* 10" 13 моль 

на 1 мг белка 

константа 
ассоциации•107 М 1 

количество мест 
связывании-К) моль 

на 1 мг белка 

6- 7 ( / 2 = 6 ) 
24 26 (п=6) 

3 , 0 ± 0 , 6 
5,3 ± 0 , 4 * 

1 , 1 0 ± 0 , 0 7 
0,60 ± 0 , 0 7 * 

4,5 ± 0 , 3 
3 , 2 ± 0 , 2 * 

4 , 0 0 ± 0 , 1 8 
4 , 3 9 ± 0 , 2 5 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 и 3: звездочка р<С0,05 относительно 6—7-месячных животных. 
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в/и 

0,075 

0.05 

0,025 

к'аГ-3,0 108/И~' 
Ha1--3t0-108M'f 

Kqi^S'fOW 

К а г = 4 , 5 ' / 0 7 М Г 

к'а/ =5,3 

Kaj--5,3W8Mf 

K'a2--3,2-toW 

V / 0 7 М ' ; 

Т а б л и ц а 2 
Возрастные особенности связывании цитоплазматических вы-
сокоаффинных |3Н|-дексаметазон-рецепторных комплексов с 
ядрами клеток печени 

Содержание Г Р К в Содержание Г Р К 

Возраст, 
цитоплазме в цитоплазме У б ы л ь Г Р К 

Возраст, гепатоцитов до гепатоцитов за счет 
животных, инкубации их с после инкубации связывания 

мес ядрами-10 13 моль их с ядрами - К) 13 
ядрами-10 13 

на 1 мг белка моль на 1мг 
белка 

моль на 1 мг белка 

6—7 1,104:0,07 0 , 4 9 ± 0 , 0 3 0,61 ± 0 , 0 2 
(п=4) 

24 26 0 , 6 0 ± 0 , 0 7 * 0 , 2 6 ± 0 , 0 1 * 0,34 ± 0 , 0 1 * 
( / 2 = 4 ) 

Рис. 4. Возрастные особенности транслокации активированных 
[3Н]-дексаметазон-рецепторных комплексов в ядра гепатоци-

тов, анализируемые в координатах Скетчарда. 
/ концентрация активированных ГРК до внесения ядер в инкубационную 
среду, 2 остаточная концентрация Г Р К после их транслокации в ядро: а 
О 7 месячные крысы, 0 24 26-месячные. По оси абсцисс концентрация 
связанного [3Н|-дексаметазона • I0 10 М. 

зывания для синтетического лиганда выше в ци-
топлазме клеток печени старых самцов . О б р а щ а е т 
на себя внимание и тот факт, что с возрастом не-
сколько повышается сродство к дексаметазону 
высокоаффинной фракции рецепторных молекул, 
тогда как сродство низкоаффинных рецепторов 
с н и ж а е т с я . 

Более детальный анализ кинетических характе- , 
ристик гормонрецепторного взаимодействия про-
веден с участием ядер гепатоцитов (рис. 4 ) , ко-
торый показал, что пул высокоаффинных рецеп-
торов в цитоплазме как молодых, так и старых 
животных гомогенен. Об этом свидетельствует 
тот факт, что относящиеся к высокоаффинному 
с в я з ы в а н и ю отрезки прямых на координатах 
Скетчарда, характеризующие связывание [ 3 Н ] -
дексаметазона белками цитоплазмы до и после 
инкубации с ядрами, практически параллельны 
для молодых и для старых животных. Следова-
тельно, инкубация с ядрами привела к умень-
шению количества высокоаффинных рецепторов 
в цитоплазме, однако оставшиеся проявляют точ-
но такое же сродство к дексаметазону, какое от-
мечали до инкубации с ядрами. 

Иная ситуация наблюдается для низкоаффин-
ных рецепторов. У молодых животных инкубация 
с ядрами ведет к уменьшению концентрации этих 
рецепторов без изменения их сродства к декса-
метазону, а у старых отмечается как повышение 
концентрации остаточного пула низкоаффинных, 
рецепторов в объеме инкубации после о с а ж д е -
ния ядер, так и уменьшение их сродства к декса-
метазону. Этот результат можно объяснить, ве-
роятно, тем, что пул низкоаффинных рецепторов 
в цитоплазме печени старых крыс гетерогенен. 
Наряду с рецепторами, близкими по свойствам 
или идентичными низкоаффинным рецепторам ци-
топлазмы печени молодых крыс (К-, = 4 ,5 - 107 М ' ) , 
присутствуют молекулы, с в я з ы в а ю щ и е дексаме-
тазон с меньшим сродством (Ка=2,5-107 м 1 ) . Сле-
довательно, определенная к ;,=3,1 • К)7 м 1 является 
к а ж у щ е й с я константой ассоциации гетерогенно-
го пула низкоаффинных рецепторов. При этом 
наиболее низкоаффинные рецепторы, появляю-
щиеся при старении, в меньшей мере способны 
транслоцироваться в ядро, что подтверждается 
данными после инкубации цитозоля с ядрами. 

Т а б л и ц а 3 

Возрастные особенности связывания цитоплазматических низ-
коаффинных | *Н|-дексаметазон-рецепторных комплексов с 
ядрами клеток печени 

Возраст, 
животных, 

мес 

Содержание Г Р К в ци-
топлазме гепатоцитов 

до инкубации их с 
ядрами • 10" '3моль 

на 1 мг белка 

Содержание Г Р К в ци-
топлазме гепатоцитов 
после инкубации их с 
ядрами-К) 13 моль 

на 1 мг белка 

Убыль Г Р К за 
счет связыва-
нии идрамнХ 

X I 0 13 молк на 
1 мг белка 

6 7 
(/2=4) 
2 4 - 2 6 
( / 2 = 4 ) 

4 , 0 ± 0 , 2 

4 , 4 ± 0 , 3 

1 ,7±0,1 

2 , 6 ± 0 , 2 * 

2 , 3 ± 0 , 2 

1 , 8 ± 0 , 2 

Как видно из табл. 2 и 3, с возрастом существен-
но снижается транслокация в ядро высокоаффин-
ных Г Р К , что м о ж е т быть с в я з а н о с уменьшением 
их концентрации в цитоплазме. Транслокация 
низкоаффинных Г Р К составляет почти ту ж е ве-
личину, что и для молодых с а м ц о в . В а ж е н тот 
факт, что пул рецепторных белков у молодых жи-
вотных, относящийся к низкоаффинным Г Р К , до 
и после инкубации их с ядрами имеет одну и ту 
ж е константу сродства ( 4 , 5 - 1 0 7 М ') и коли-
чество с в я з ы в а ю щ и х мест 4 , 0 - 1 0 13 моль на 1 мг 
белка, тогда как в цитоплазме гепатоцитов ста-
рых крыс аналогичное сродство имеет только 
50 % с о д е р ж а щ и х с я Г Р К , которые транслоци-
руются в ядро ( N = 1 : 8 - 1 0 13 моль на 1 мг б е л к а ) . 
Вторая половина рецепторных молекул у старых 
животных в цитоплазме клеток печени имеет со-
вершенно иное сродство ( 2 , 5 - 1 0 7 М ') к декса-
метазону и, следовательно, не м о ж е т быть отне-
сена к общему пулу рецепторных белков. Эти дан-
ные могут свидетельствовать , что функциональ-
но активный пул низкоаффинных Г Р К т а к ж е сни-
ж а е т с я при старении более чем в 2 раза . 

Такие изменения с возрастом могут быть свя-
заны с рядом факторов. Так , пул высокоаффин-
ных Г Р К может с н и ж а т ь с я в результате уменьше-
ния рецепции глюкокортикоидов плазматически-
ми мембранами гепатоцитов при старении |1| 
или повышения в этом возрастном периоде сво-
бодных форм гормона в крови [2] вследствие 
появления отрицательной кооперативности меж-
ду гормонсвязывающими центрами траискорти-
на [3|. В этих условиях м о ж е т увеличиваться 
концентрация глюкокортикоидов в клетках пече-
ни, что может приводить к истощению или угне-
тению механизмов гормональной регуляции син-
теза рецепторных молекул [ 4 ] . 

Наряду с этим повышение кортикостероидов 
в клетке, как правило, приводит и к увеличению 
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поступления Г Р К из цитоплазмы в ядро. Осво-
бождающиеся при этом компоненты, препятствую-
щие процессам активации и транслокации, на-
капливаясь в цитоплазме, вероятно, еще в боль-
шей степени ингибируют переход остаточного 
количества рецепторных комплексов в ядро, 
являясь как бы своего рода регуляторами принци-
па обратной связи. Можно т а к ж е полагать, что 
переход основного объема комплексов в ядро 
сопровождается и истощением в цитоплазме мо-
дуляторов активации Г Р К , участвующих в про-
цессах рециклирования рецепторов до их функ-
ционального состояния. Предполагаемый ме-
ханизм возрастного изменения соотношения ука-
занных компонентов, ответственных за доставку 
Г Р К в геном клеток, по-видимому, способствует 
накоплению внутри клеток нефункциональных 
рецепторов, увеличивая их свободный пул при 
старении [9 11|, который по своим характе-
ристикам связывает |,}Н |-дексаметазон с мень-
шим сродством [9, 11|. Аналогичная зависи-
мость наблюдается и в наших экспериментах, 
где снижение сродства рецепторных белков к 
глюкокортикоиду обусловлено накоплением в ци-
топлазме клеток печени старых самцов связываю-
щих [ , } Н]-дексаметазон белков со «сверхнизким» 
сродством (2 ,5 -К) 7 М ' ) , не способных к транс-
локации. Поэтому эти белки в достоверно боль-
шей концентрации ( р < 0 , 0 5 ) и остаются в цито-
плазме (см. табл. 3) после связывания функцио-
нальных Г Р К ядрами клеток печени. 

Таким образом, ча основании полученных дан-
ных можно заключить, что функционально актив-
ный пул рецепторных молекул цитоплазмы кле-
ток печени для животных обеих возрастных 
групп состоит из белков, способных транслоци-
роваться в комплексе со стероидом в ядра гепа-
тоцитов, различающихся как по константам срод-
ства к дексаметазону, так и их количественному 
содержанию. Старение животных сопровождает-
ся более чем 2-кратным снижением обеих форм 
рецепторных молекул цитоплазмы гепатоцитов 
и появлением с возрастом «сверхнизкоаффин-
ного» их пула, не способного к транслокации. 
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ASSOCIATION OF 3 H-DEXAMETHASONE WITH CYTO-
PLASMIC RECEPTOR PROTEINS AND THEIR TRANSLO-
CATION INTO THE LIVER CELL NUCLEI DURING AGEING 

G. N. Fil'chenkov 

Institute of Radiology, Academy of Sciences of the Byelo-
russian S S R , Minsk 

Interaction of 3H-dexametasone with cytoplasmic proteins 
was studied in male rat liver cells. With ageing of the animals 
concentration of high affinity and low affinity glucocorticoid 
receptors was decreased 2-fold as well as the corresponding 
reduction of nuclear uptake in the steroid-receptor complexes 
was found. A protein species was found in cytoplasm of aged 
rat hepatocytes, which bound 3H-dexametasone with "extremely 
low" affinity and was not able to associate with the cell 
nuclei. 
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А Н Т И П Е П Т И Д Н Ы Е АНТИТЕЛА, С П Е Ц И Ф И Ч -
НЫЕ К N - K O H Ц Е В О М У РАЙОНУ Л Д Г М Ы Ш -
ЦЫ СВИНЬИ 

НИИ медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Л Д Г является диагностически ценным фермен-
том, интерес к нему возрос после того, как было 
обнаружено специфическое распределение по раз-
ным органам и тканям изоферментов Л Д Г 
( Л Д Г - 1 — Л Д Г - 5 ) . Изоферменты М 4 ( Л Д Г - 5 ) 
в основном содержатся в скелетной мышце, 
Н4 ( Л Д Г - 1 ) — в тканях сердечной мышцы [5 ] . 
Повышение количества Л Д Г - 1 и Л Д Г - 2 являет-
ся характеристикой инфаркта и гемолитической 
анемии, в то время как уровень Л Д Г - 5 возрастает 
при гепатитах и остром повреждении клеток пе-
чени [2] . 

В настоящее время широко распространено 
получение антител (AT) на определенные поверх-
ностные участки молекулы белка (антигенные де-
терминанты), для чего в основном используют 
небольшие синтетические пептиды [6, 8 — 1 0 ] . 
В большинстве случаев антипептидные AT реаги-
руют не только с самим пептидом, но и с тем 
районом целого белка или фермента, откуда этот 
пептид был изолирован. 

Ранее нами было показано, что N-концевой 
район Л Д Г мышцы свиньи, который несет на се-
бе большие структурные отличия в различных 
изоформах фермента, содержит в своем составе 
антигенную детерминанту [1|. 

С целью получения антипептидных AT Л Д Г - 5 
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мышцы свиньи, которые бы избирательно реаги-
ровали с различными изоферментами Л Д Г , и 
был выбран N-концевой фрагмент Л Д Г - 5 свиньи 
(1 32 аминокислоты, N-концевой пептид, выде-
ленный из BrCN-гидролизата карбоксиметилиро-
ванной Л Д Г - 5 свиньи). Получен его конъюгат 
с бычьим сывороточным альбумином ( Б С А ) , 
который был охарактеризован в отношении анти-
генности и эпитопной плотности [1 ] . Данная ра-
бота посвящена получению антипептидных анти-
сывороток (АС) к N-концевому участку Л Д Г - 5 
свиньи, конъюгированному с БСА, выделению и 
очистке специфических антипептидных AT, их ха-
рактеристикам. 

М е т о д и к а 

С целью получения АС к конъюгату (N-концевой пептид 
Л Д Г - 5 мышцы свиньи БСА, эпитопная плотность 4 : 1 ) им-
мунизировали кроликов-самок породы шиншилла (масса 
тела примерно 2,5 кг) конъюгатом (400 мкг) в физиологи-
ческом растворе с полным адъювантом Фрейнда (равные 
объемы) по следующей схеме: подкожная инъекция в бедро 
в 10 мест, затем подкожно в 10 мест вдоль позвоночника, 
внутримышечно, в лимфатические подколенные узлы, в 
конъюнктиву глаза , в подушечки лап кролика. Иммунизацию 
проводили в течение 2 мес с недельными перерывами между 
иммунизациями. Через 7, 10, 12 дней после последней имму-
низации брали кровь из ушной вены кролика, выдержива-
ли при 37 °С в течение 2 ч, центрифугировали при 3000 об/мин 
10 мин. Сыворотку лиофилизировали. Через 1 мес проводи-
ли реиммунизацию животных. 

Титр и специфичность АС определяли методом двойной 
иммунодиффузии по Оухтерлони [4] . 

Специфичность антипептидной АС и антипептидных AT 
в отношении N-концевого пептида и конъюгата определяли 
методом твердофазного иммуноферментного анализа ( И Ф А ) 
вариант конкурентного метода [1|. Тест Элиса ставили в 
96-луночных микроплатах (фирмы «Titerteck», Великобри-
тания; «Dynateck», С Ш А ) . Д л я оценки уровня AT использо-
вали диагностические AT против иммуноглобулинов кроли-
ка, меченные пероксидазой (Институт эпидемиологии и микро-
биологии им. Н. Ф. Г а м а л е и ) . В качестве субстрата исполь-
зовали о-фенилендиамин (фирма ВОН, С Ш А ) . Количество 
продукта реакции в каждой лунке определяли спектрофото-
мегрически при Х = 4 9 0 нм на спектрофотометре Unicam 
S P - 8 0 0 (Великобритания) . 

Д л я проверки специфичности антипептидных AT и АС 
в отношении Л Д Г - 5 свиньи использовали непрямой тест Эли-
са. Иммобилизацию антигена Л Д Г - 5 (10 мкМ) на твер-
дой фазе проводили в 0,01 М карбонатном буфере рН 9,4 в 
объеме 200 мкл при 4 °С в течение ночи. Несвязавшееся ко-
личество антигена удаляли промыванием дистиллирован-
ной водой, а затем 0,01 М фосфатным буфером рН 7,4 и 
0,1 М NaCI и 0 , 0 5 % тритоном Х-100 ( Т Ф Б ) . Антипептидную 
АС или AT вносили в лунки и инкубировали 3 ч при 37 °С, 
отмывали, как указано выше, и добавляли 200 мкл раствора 
(1 мкг/мл) диагностических AT. После инкубации ири 
37 °С в течение 3 ч иммобилизованный антиген отмывали 
от избытка AT и добавляли 200 мкл субстратной смеси 
(0,01 % спиртовой раствор о-фенилендиамииа, 0 ,06 % раствор 
Н2О2 в 0 ,05 М нитратном буфере рН 4 ,8 ) . Через 3 0 — 4 0 мин 

реакцию останавливали добавлением 50 % раствора H 2 S 0 4 . 
9 Иммуносорбенты для выделения специфических антипеп-

тидных AT к N-концевому пептиду Л Д Г - 5 получали на осно-
ве антигена — Л Д Г - 5 свиньи ковалентным связыванием мо-
лекул белка глутаровым альдегидом [3] . 750 мл Л Д Г - 5 
растворяли в 10 мл 0,1 М фосфатного буфера рН 7,0. По кап-
лям с перемешиванием добавляли 3 мл 2,5 % водного раство-
ра глутарового альдегида. Через 3 ч ири комнатной темпера-
туре образовывался гель. Его измельчали на гомогенизаторе 
при небольшой скорости вращения в 0 ,2 М фосфатном бу-
фере рН 7,3. Суспензию центрифугировали, осадок отмыва-
ли тем же буфером с повторными гомогенизациями до про-
зрачности надосадка (Е 28о<0 ,01 ) . Затем промывали 0,2 М 
глицин- И СI-буфером рН 2,8 и 0,01 М фосфатным буфе-
ром рН 7,0, содержащим 0 ,15 М NaCI. 

Д л я выделения специфических антипептидных AT на им-
муносорбент наносили 20 25 мл антипептидной кро-
личьей АС, перемешивали в течение 30 мин на механической 
мешалке, затем оставляли стоять на 1,5 ч при 20 °С. Центри-
фугировали при 1000 g 15 мин при 4 °С, промывали сорбент 
от несвязавшегося материала забуференным раствором со-
ли - 0,01 М фосфатным буфером рН 7,0 с 0 ,15 М NaCI 
3 — 4 раза до прозрачности надосадка при Х—280 нм. Элю-
цию AT с иммуносорбента проводили 0,2 М глицин-НС1-
буфером по 5 — 7 мл 4 раза, перемешивали 10 15 мин с про-
межуточным центрифугированием при 6 0 0 0 g в течение 15 мин 
при 4 °С. В полученных фракциях антипептидных AT опре-
деляли спектрофотометрически содержание белка при 
Х = 2 8 0 нм; доводили рН во фракциях до 7,0 добавлением 
0,1 М раствора трис-основного. Полученный материал лиофи-
лизировали и хранили при 0 °С. Перед использованием AT 
диализовали против соответствующего буфера. 

Активность Л Д Г определяли на анализаторе скоростей 
ферментативных реакций («Энзимат», «Advanced products», 
Италия) . В качестве субстрата использовали пируват натрия 
и Н А Д - И г в 0 ,05 М фосфатном буфере рН 7,5. Измерение 
проводили при А,= 390 нм в течение 30 с. 

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

Полученная АС образовывала полосу преци-
питации с конъюгатом пептида, титр антипептид-
ной АС при концентрации конъюгата 2 мг/мл 
был равен 1:128. Не обнаружено полосы преципи-
тации при реакции антипептидной АС с N-пепти-
дом Л Д Г - 5 и с нативной молекулой фермента. 
АС давала перекрестную реакцию с БСА. 

Д л я проверки специфичности антипептид-
ной АС в отношении N-концевого пептида и 
Л Д Г - 5 мы использовали метод твердофазного 
ИФА. При иммобилизации на планшеты пептида 
или конъюгата результаты ИФА были неудовлет-
ворительные (слабое окрашивание субстратной 
смеси и низкое поглощение при >,= 490 нм), что, 
по-видимому, обусловлено низкой связывающей 
способностью пептида с полистиролом. Сорбиро-
вание на планшеты АС также дало неудовлетво-
рительные результаты. С помощью непрямого 
теста Элиса было показано, что антипептид-
ная АС взаимодействует с нативной молеку-
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Рис. 1. Взаимодействие нативной Л Д Г - 5 
свиньи с антипептидной АС, полученной 
к N-концевому пептиду Л Д Г - 5 (метод 
ИФА, непрямой тест Э л и с а ) . 
По оси абсцисс - разведение антипептидной А С ; 
Л Д Г - 5 (10 мкг) иммобилизована на к а ж д у ю лун-
ку планшета, а антипептидная А С к N-концево-
му пептиду Л Д Г - 5 свиньи; б сыворотка кроли-
ков до иммунизации (контроль) . 

Рис. 2. Связывание Л Д Г - 5 мышцы свиньи с антипептидными AT к N-концевому фрагменту Л Д Г - 5 . 
П о оси абсцисс - разведение антипептидных AT. и антипептидиые A T к N-концевому пептиду Л Д Г - 5 свиньи (концентрация антител до разведения 0,6 мг/мл) ; 

ыноротка кроликов до иммунизации; в Б С А . 



лой Л Д Г (рис. 1), что в дальнейшем и было 
использовано при определении специфичности АС 
в отношении N-пептида. Отмечена зависимость 
реакции антигена ( Л Д Г - 5 ) с антипептидны-
ми AT от разбавления АС. Титр антипептид-
ной АС, установленный по реакции взаимодей-
ствия с нативной Л Д Г - 5 методом ИФА, был ра-
вен 1:2500. В качестве контроля использовали 
сыворотку, взятую у кроликов до иммунизации. 

Предварительная инкубация антипептидной АС 
с различными концентрациями (\0~2- 10 3 мкМ) 
N-концевого пептида и конъюгата приводила к 
снижению взаимодействия Л Д Г - 5 с антипептид-
ными AT. Было показано, что при исследуемых 
концентрациях конъюгат (N-пептид — БСА) тор-
мозил реакцию связывания антиген антитело 
на 45- 60 % , N-пептид - на 30 50 %., Л Д Г 
(10 3 — 1 0 4 мкМ) на 4 0 — 5 5 % . Следователь-
но, полученные результаты позволяют заключить, 
что антипептидная АС к конъюгату N-концевого 
пептида Л Д Г - 5 свиньи с БСА специфична в от-
ношении конъюгата, N-пептида и нативной моле-
кулы Л Д Г - 5 . 

В непрямом тесте Элиса было установлено, 
что антипептидные AT (рис. 2) взаимодействова-
ли с целой молекулой Л Д Г - 5 . AT были специфич-
ны в отношении конъюгата (N-пептид Б С А ) , 
N-концевого пептида Л Д Г - 5 , что, как и в случае 
с антипептидной АС, определяли по торможению 
конъюгатом и пептидом реакции взаимодействия 
Л Д Г - 5 с антипептидными AT. Были подобраны 
оптимальные концентрации антипептидных AT, ко-
торые использовались для проверки специфич-
ности AT. AT не давали перекрестную реакцию 
с БСА. 
4 Таким образом, антипептидные AT к N-конце-

вому участку Л Д Г - 5 свиньи специфичны в отно-
шении N-концевого пептида Л Д Г - 5 , конъюгата 
на основе этого пептида с БСА, а также целой 
молекулы Л Д Г - 5 . 

Из данных литературы [7] известно, что N-кон-
цевой район Л Д Г - 5 ( 1 — 2 0 аминокислоты) и 
С-концевой участок (259—331 аминокислоты) 
входят в состав каталитического домена моле-
кулы фермента. Интересным представлялось 
выяснение влияния полученных антипептид-
ных AT к N-концевому пептиду на активность 
фермента, что давало бы возможность установить 
роль N-концевого района Л Д Г - 5 в процессе ка-
тализа. Антипептидные AT, предварительно диа-
лизоваиные против 0 ,05 М фосфатного буфе-
ра рН 7,5, инкубировали при 20 °С с различными 
концентрациями Л Д Г - 5 свиньи в течение 30 мин. 
Параллельно в тех ж е условиях исследовали 
влияние AT к нативной Л Д Г - 5 свиньи на актив-
ность фермента. AT к нативной Л Д Г снижали 
активность фермента на 40 и 60 % при молярном 
соотношении Л Д Г : А Т 1:20 и 1:40 соответственно. 
Д л я антипептидных AT отмечено незначительное 
влияние на активность Л Д Г - 5 по сравнению с 
AT к нативной молекуле фермента. 

Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод, что антипептидные AT к N-концевому пепти-
ду Л Д Г - 5 мышцы свиньи не влияют на активность 
фермента, т. е. связывание AT с N-концевым 
участком Л Д Г не создает стерических препят-
ствий и не влияет на конформацию активного 

центра фермента. По-видимому, N-концевой уча-
сток Л Д Г - 5 не содержит в своем составе амино-
кислотные остатки, которые входили бы в актив-
ный центр фермента. Это подтверждает данные 
работы [7] о том, что N-концевой район молеку-
лы Л Д Г не принимает непосредственного участия 
в процессе катализа. 
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A N T I P E P T I D E ANTIBODIES , S P E C I F I C TO N-TERMINAL 
S I T E OF LACTATE DEHYDROGENASE FROM PIG M U S C L E 
T I S S U E 

A. E. Alexeeva, T. A. Potapkina, V. N. Prozorovsky 

Institute of Medical Enzymology, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

Antipeptide antisera were obtained after immunization 
of rabbits with N-terminal peptide of pig muscle lactate 
dehydrogenase-5 containing the enzyme antigen determinant. 
The N-terminal peptide (1-32 amino acids) was conjugated 
with bovine blood serum albumin. Specific antipeptide anti-
bodies were isolated and purified using immunosorbent involving 
the antigen lactate dehydrogenase-5. Immunodiffusion pro-
cedure and immunoenzymatic assay showed that the anti-
peptide antibodies obtained were specific towards conjugate, 
N-terminal peptide and the native pig muscle lactate dehydro-
genase^. The antipeptide antibodies towards N-terminal 
fragment of lactate dehydrogenase did not affect the enzymatic 
activity. 
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Иммунохимические методы анализа нашли ши-
рокое применение в медицинской практике для 
диагностики и контроля лекарственной терапии 
различных заболеваний [9] . Среди альтернатив-
ных методов — радиоиммунного, иммунофермент-
ного и иммунофлюоресцентного последний не 
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уступает двум другим по чувствительности, но 
является по сравнению с ними наиболее простым, 
быстрым и легко воспроизводимым. К преиму-
ществам флюоресцентной метки по сравнению с 
ферментативной и радиоизотопной следует от-
нести ее стабильность в течение длительного вре-
мени, а также отсутствие радиационного повреж-
дения лиганда и опасности облучения персона-
ла [9, 10]. 

Д л я повышения чувствительности флюоресцент-
ного иммуноанализа ранее было предложено 
использовать в качестве метки копропорфи-
рин 1 13J. Данная флюоресцентная метка при-
менима для определения белковых [4] и ви-
русных [2| антигенов, причем чувствительность 
разработанных методов практически не уступает 
иммуноферментному методу. 

Целью данной работы была разработка имму-
нофлюоресцентного метода определения низко-
молекулярного соединения — дигитоксина. 

Дигитоксин — кардиотоническое средство, один 
из наиболее активных гликозидов наперстянки 
пурпуровой. Терапевтическая доза препарата 
отличается от летальной всего в несколько раз. 
Препарат дозируют индивидуально. Необходи-
мость точного контроля содержания в крови 
усвоенного организмом человека дигитоксина 
делает его применение ограниченным [1] . 

Использование высокочувствительных методов 
определения данного кардиогликозида в крови 
пациентов позволило бы расширить сферу его 
применения и добиться лучшего терапевтическо-
го эффекта. 

М е т о д и к а 

Получение специфической сыворотки к дигитоксину и ее 
тестирование иммунопероксидазным методом проводили, 
как описано ранее |6]. Титр использованных в работе сыво-
роток был не менее 5000. 

Синтез конъюгатов дигитоксина с человеческим сыворо-
точным альбумином, овальбумином (ОВА) и соевым инги-
битором трипсина ( С И Т ) , а также определение соотноше-
ния белок дигитоксин в этих конъюгатах проводили по 
методу, предложенному для дигоксина [7] . 

Н а . I стадии получения конъюгата проводили окисление 
концевого гликозидного остатка дигитоксина перйодатом 
натрия. Диальдегид вводили далее в реакцию с аминогруп-
пами белка. Полученное нестабильное основание, Шиффа бы-
ло восстановлено при слабощелочном рН до амина боргид-
ридом натрия. Следует отметить, что окислительно-восста-
новительный потенциал боргидрида меньше потенциала лак-
тоновой группы, так что дигитоксигенин (фрагмент, ответ-
ственный за фармакологическое действие препарата) остает-
ся в реакции незатронутым. Полученный конъюгат отделя-
ли от непрореагировавшего дигитоксина диализом против 
воды. Число молекул дигитоксина, связанных с одной мо-
лекулой белка, составило 3 и 5 для СИТ и ОВА соответ-
ственно. Конъюгаты при хранении были стабильными и со-
храняли иммунологическую активность в реакции иммуно-
преципитации. 

В работе использовали фракции антител, полученные 
высаливанием специфической сыворотки сульфатом аммония 

•от 0 до 40 % насыщения, отдиализованные против 0,01 М 
натрий-фосфатного буфера рП 7,4, содержащего 0,15 М NaCI. 
Конъюгаты антител с копропорфирином 1 синтезировали по 
методу [3]. Полученный конъюгат антитело копропорфи-
рин 1 освобождали от избытка порфирина при помощи 
жидкостной хроматографии высокого давления. Хроматогра-
фию проводили на хроматографе фирмы «Waters» со спектро-
фотометрическим и флюоресцентным детекторами на колон-
ке T S K 3000, используя в качестве элюеита 50 мМ калий-
фосфатный буфер рН 7,4. 

В полученном после хроматографии растворе конъюга-
та определяли концентрацию белка и количество молекул 

порфирина, ковалентно связанных с молекулой белка, при-
нимая ез9з копропорфирина равным 1,65-105 М ' с м 
а поглощение 0,1 % раствора антител равным 1,4. Молекул 
копропорфирина в конъюгате с антителами было от 1 до 5 
в зависимости от препарата. Полученный раствор конъюга-
та непосредственно использовали в работе. 

Все измерения флуоресценции проводили на спектро-
флуориметре «Hitachi M P F - 4 » (Япония). 

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

Нами разработан твердофазный иммуиофлюо-
ресцентный метод определения концентрации 
дигитоксина с использованием новой флюо-
ресцентной метки копропорфирина 1. В качестве 
твердой фазы применяли стандартные 96-луноч-
ные полистирольные планшеты, получившие ши-
рокое распространение в научных и клинических 
исследованиях, выполняемых методом E L I S A . 

Так как дигитоксин является низкомолекуляр-
ным соединением, для его иммобилизации на по-
верхности полистирольного планшета необходи-
мо получение конъюгата данного кардиогликози-
да с белком-носителем. Анализ проводили с 
использованием конъюгатов СИТ дигитоксин 
и О В А — дигитоксин, полученных но методу [7] . 

Д л я определения содержания дигитоксина в 
сыворотке крови нами предложен метод, основан-
ный на конкурентной схеме. Дигитоксин в виде 
его конъюгатов с белком-носителем иммобилизо-
вали на поверхности планшета. Затем ячейки 
планшета заполняли раствором, содержащим 
свободный дигитоксин или образец и антитела, 
меченные порфирином. При этом дигитоксин, 
иммобилизованный на поверхности планшета, 
конкурировал со свободным дигитоксином в опре-
деляемом образце за центры связывания на мо-
лекуле специфического антитела, меченного 
флюоресцентной меткой. После прохождения 
иммунологической реакции раствор выливали, 
планшет промывали 0,01 М натрий-фосфатным 
буфером рН 7,4, содержащим 0,15 М NaCI и по-
верхностно-активные вещества, и десорбировали 
меченые антитела с поверхности в раствор сог-
ласно [3] . 

Нами была проведена оптимизация каждой из 

Рис. 1. Адсорбция на планшете конъюгата С И Т - дигитоксин 
в зависимости от его концентрации. 
/ контроль, адсорбция на планшете СИТ; 2 I адсорбция конъюгата 
С И Т — дигитоксин при концентрации 0,3, 3 и 30 мкг/мл соответственно. По оси 
ординат здесь и на рис. 2, 3 интенсивности флюоресценции; по оси абсцисс 
здесь и на рис. 2 разведения меченых антител. 
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стадий твердофазного анализа дигитоксина. Най-
дено, что на I стадии оптимальной является 
иммобилизация кардиогликозида на полистироль-
ных планшетах в виде его конъюгатов с С И Т или 
О В А из 0,01 М калий-фосфатного буфера рН 7,4 
с 0 ,15 М NaCI. Концентрация растворов конъюга-
тов д о л ж н а быть не ниже 30 мкг/мл (рис. 1) . 

На II стадии твердофазного анализа после 
промывки от раствора белкового конъюгата ди-
гитоксина на планшет наносили раствор антител, 
меченных порфирином. На взаимодействие анти-
ген — антитело о к а з ы в а ю т влияние длительность 
инкубации, рН, ионная сила, присутствие поверх-
ностно-активных веществ и других компонентов, 
с о д е р ж а щ и х с я в пробах. 

В качестве исходных выбраны стандартные 
условия проведения иммунологической реакции 
на полистирольных микропланшетах: 1 ч инку-
бации в 0,01 М натрий-фосфатном буфере рН 7,4 
с добавлением 0 , 1 5 М NaCI . Поверхностно-актив-
ные вещества д о б а в л я ю т в реакционные смеси 
для предотвращения неспецифической сорбции 
меченых антител на белке-носителе и самом план-
шете. 

При подборе оптимальной концентрации по-
верхностно-активного вещества проводили ад-
сорбцию конъюгата антитело копропорфирин 
на планшет с иммобилизованным белком-носи-
телем той ж е концентрации, что и в конъюгате 
белок - дигитоксин. При добавлении в раствор 
для инкубации тритона Х - 1 0 0 количество анти-
тел, с в я з а в ш и х с я на планшете, по абсолютной 
величине меньше, чем без него. Однако при срав-
нении отношения сигнал/фон (рис. 2) видно, что 
оно минимально для растворов с добавками три-
тона Х - 1 0 0 . Следовательно, влияние тритона 
Х - 1 0 0 на неспецифическую сорбцию конъюгата 
антитело копропорфирин на планшете сильнее, 

Рис. 2. Влияние тритона Х-100 на сорбцию и специфическое 
связывание конъюгата антитело копропорфирин на план-
шете. 
1 , 2 — неспсцифическая сорбция коиъюгата на планшете с иммобилизованным 
С И Т в отсутствие и в присутствии 0,01 % тритона Х-100 соответственно; 
3, 4 специфическое связывание на планшете с иммобилизованным СИТ-ди-
гй+оксином в отсутствие и в присутствии 0,01 % тритона Х-100 соответственно. 

чем на его специфическое с в я з ы в а н и е на планше-
те с иммобилизованным дигитоксином. Оптималь-
ной для данного антигена является 0,01 % кон-
центрация тритона Х - 1 0 0 . 

Было выяснено влияние природы белка-носи-
теля в конъюгате с дигитоксином на величину 
неспецифической сорбции антител, меченных 
копропорфирииом. Найдено, что при использо-
вании конъюгата О В А дигитоксин отношение 
сигнал/фон равно 10, т. е. в 1 ,5—2 раза выше, чем 
для конъюгата С И Т — дигитоксин. 

Изучали влияние рН смеси для инкубации на 
специфическое с в я з ы в а н и е конъюгата антитело 
копропорфирин с иммобилизованным дигитокси-
ном. При варьировании значений рН буферных 
растворов, в которых проводили иммунологиче-
скую реакцию, в пределах 6 , 0 — 7 , 8 существенных 
различий с в я з ы в а н и я конъюгата антитело — коп-
ропорфирин обнаружено не было. Т а к как ука-
занные пределы рН я в л я ю т с я о б л а с т ь ю протони-
рования карбоксильных групп копропорфирина 
( р К з = 6 , 5 ) [ 5 ] , очевидно, что степень ионизации 
флюоресцентной метки не влияет на иммуноло-
гическую активность антител, связанных с ней. 

Таким образом, проведенные исследования 
позволили выбрать оптимальные условия сорб-
ции конъюгатов дигитоксина на планшет и спе-
цифического с в я з ы в а н и я меченых антител с ди-
гитоксином. 

Д а л е е эмпирическим путем подбирали кон-
центрацию конъюгата антитело — порфирин для 
определения дигитоксина по конкурентной схе-
ме. Выбор концентрации меченых антител про-
водили по контрольным кривым, построенным по 
флюоресцентному сигналу десорбироваиного 
комплекса антитело копропорфирин в отсут-
ствие в смеси для инкубации свободного диги-
токсина. Выбирали концентрации конъюгата , 
при которых неспецифическое с в я з ы в а н и е было 
минимально, а флюоресцентный сигнал достигал 
90 % от максимально возможного . 

С использованием подобранной концентрации 
меченых антител определяли содержание свобод-
ного дигитоксина в контрольном образце. Была 
получена калибровочная кривая для определения 
концентрации дигитоксина в диапазоне от 6 - 1 0 10 

до 3 - 1 0 9 М (рис. 3 ) . В образце сыворотки кро-
ви человека необходимо определять концентрации 
дигитоксина в диапазоне от 1 • 10 8 до 3 - 1 0 м М [ 8 | . 
Таким образом, чувствительность метода позво-

Рис. 3. Калибровочная кривая для определения концентрации 
дигитоксина. 
По оси абсцисс — lg концентрации (в М ) дигитоксина. 
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ляет перед анализом разводить образец более 
чем в 10 раз, что приводит к снижению фонового 
сигнала, обусловленного неспецифической сорб-
цией. Кроме того, для проведения анализа необ-
ходимо иметь образец сыворотки крови объемом 
5 0 - 1 0 0 мкл, т. е. достаточно взятия крови из 
пальца. 
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Г Л И К О Л И П И Д Ы МОЗГА ПРИ ЕГО ЭКСПЕ-
РИМЕНТАЛЬНОМ ОТЕКЕ 

Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР, 
Ереван 

Известна функциональная значимость гликоли-
пидов в транспорте ионов через биологические 
мембраны, рецепции нейромедиаторов, вирусов, 
токсинов [1, 5, 11] . Являясь обязательными ком-
понентами плазматических мембран, они во мно-
гом определяют межклеточные взаимодействия, 
процессы дифференцировки нервных клеток, в чем 
определенная роль принадлежит электрической 
активности поверхностей раздела. Отрицательная 
заряженность наружной поверхности клеточных 
мембран в значительной мере обусловлена при-
сутствием в составе сиаловых кислот свободных 
карбоксильных групп, что, по-видимому, в значи-
тельной степени зависит от количественных изме-
нений мембранных гликолигждов, особенно при 
различных экстремальных и патологических со-
стояниях организма. 

Исходя из изложенного, мы провели изучение 
качественного и количественного состава глико-
липидов (ганглиозидов, цереброзидов, сульфа-
тидов) в норме и при экспериментальном отеке 
мозга. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на 90 беспородных белых кры-
сах обоего пола. Токсический отек мозга вызывали внутри-

брюшинным введением тетраэтилолова в дозе 10 мг на 1 кг 
массы животного. Критерием развития отека служило увели-
чение в мозговой ткани содержания общей воды, а гакже по-
казатели ее микроскопического исследования. О содержании 
воды судили по сухому остатку мозговой ткани. Одинаковые 
навески контрольного и опытного мозга (70 мг) тщательно 
высушивали при 110 °С до постоянной массы. Уменьшение 
массы сухого остатка мозга у крыс опытной группы по сравне-
нию с контролем (11 и 17 мг соответственно) свидетельствовало 
о наличии отека. Животных декагжтировали, из быстро изо-
лированного головного мозга готовили липидный экстракт 
по Фолчу |8]. После промывки верхний водно-метанольный 
слой экстракта использовали для определения ганглиозидов, 
а нижний хлороформенный для определения сульфатидов 
и цереброзидов. Смесь цереброзидов и цереброзид-сульфати-
дов выделяли из общего липидного экстракта, освобождали 
от фосфолипидов и хроматографировали в тонком слое сили-
кагеля в системе растворителей хлороформ метанол 
концентрированный аммиак (80:20 0,4) . Количество церебро-
зидов определяли по углеводному компоненту реакцией с ре-
зорцином [7], сульфатидов - по сульфатной группе в реакции 
с азуром I [2]. Раствор ганглиозидов после диализа, лиофи-
лизации и освобождения от фосфолипидов пропускали через 
колонку с ДЭАЭ сефадексом А-25, после чего содержимое 
хроматографировали описанным методом в системе раствори-
телей хлороформ — метанол - 2,5 М аммиак (60:35:8) . О со-
держании ганглиозидов судили по N-яцетил-нейраминовой 
кислоте [2]. 

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

При микроскопическом исследовании участков 
мозга интактного животного (кора и белое ве-
щество полушарий большого мозга, базальные 
ганглии, ствол, мозжечок) каких-либо нарушений 
структуры не выявлено. Компактность серого ве-
щества не нарушена, сдвиги со стороны церебро-
васкулярной системы отсутствуют. Белое вещество 
разрыхлению не подвергается. На препаратах, 
окрашенных тионином, отклонений от нормы ней-
ронов коры и подкорковых центров не выражено. 
Микроскопический анализ мозга опытных живот-
ных свидетельствует о поражении головного моз-
га в виде характерного диффузного разрыхления 
белого вещества, обычно распространяющегося 
на глубокие слои коры. 

Как показали результаты биохимических иссле-
дований, экспериментальный отек мозга характе-
ризуется статистически достоверным увеличением 
количества сульфоцереброзидов (сульфатид 1,2) 
по сравнению с контролем (табл. 1). Количество 
же цереброзида 2 уменьшается в отличие от це-
реброзида 1, содержание которого достоверно 
возрастает. Известно [6|, что цереброзиды 
преимущественно локализованы в миелине, тогда 
как сульфатиды определяются главным образом 
в немиелиновой части белого вещества. Донором 

Т а б л и ц а 1 

Количественное содержание сульфатидов (в мкг серы на 1 г 
ткани) и цереброзидов (в мкг галактозы на I г ткани) 
в мозговой ткани в норме и при экспериментальном отеке 
(п= 15) 

Гликолипиды Контроль Опыт 

Сульфатид 1 0,11 ± 0 , 0 0 5 0 ,16±0 ,01 
р< 0,001 

Сульфатид 2 0 , 1 7 ± 0 , 0 0 5 0,24 ± 0 , 0 0 5 Сульфатид 2 
р < 0 , 0 0 1 

Цереброзид 1 0,97 ± 0 , 1 1 ,32±0 ,09 
р< 0,02 

Цереброзид 2 1 ,04±0 ,04 0,66 ± 0 , 0 0 5 
р < 0,005 
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Т а б л и ц а 2 

Количественное содержание ганглиозидов (в мкг сиаловых кис-
лот на 1 г ткани) в мозговой ткани в норме и при ее 
экспериментальном отеке ( / г = 15) 

Га игл иозид Контрол 1» Опыт 

М о н ос и а л о г а н гл и оз и д 1 1 1 ,75±5 ,6 80,61 ± 8 , 3 
А><0,01 

Дисиалоганглиозид 305,49 ± 7 , 0 228,124-5,9 
/; <0 ,001 

Дисиалоганглиозид 1 19 ,40+6,8 75,33-ь 6,4 
р < 0 , 0 0 2 

Трисиалоганглиозид 2 8 5 , 6 5 ± 7 , 3 260,17 ч-6,5 
/><0,05 

Тет р а с и а л о г а нгл иозид 3 7 , 2 5 ± 5 , 3 40,18-1-7,2 
р< 0,5 

Сумма 859,54 684,41 

активированного сульфата является фосфоадено-
зинфосфосульфат. Перенос его на цереброзиды 
катализируется цереброзидсульфотрансферазой, 
действующей в микросомах, и не исключено, что 
при экспериментальном отеке мозга имеет место 
активирование указанной ферментной системы. 

При изучении ганглиозидного состава мозга 
были фракционированы и количественно охаракте-
ризованы 5 фракций ганглиозидов (табл. 2 ) . Уста-
новлено, что экспериментальный отек мозга ха-
рактеризуется уменьшением моно- и дисиало-
ганглиозидов без существенного изменения со-
держания три- и тетрасиалоганглиозидов. Следует 
отметить, что именно моно- и дисиалоганглиозиды 
характеризуются способностью к активному 
взаимопревращению [4] . Карбоксильные группы 
N-ацетил-нейраминовой кислоты создают на 
мембранной поверхности отрицательный заряд: 
фиксированные заряды важны в катионообменных 
процессах биологической мембраны. Ганглиозиды 
связывают N a + и К + , изменяя распределение 
ионов в мозговой ткани [12] . В транспорте этих 
ионов из водной фазы в липидную ганглиозиды 
действуют согласованно с активными центрами 
АТФазы [10] . В нейрональной мембране большое 
значение имеет взаимопревращение полисиало-
ганглиозидов в ди- и моносиалоганглиозиды, что 
приводит к увеличению или уменьшению ионо-
связывающей функции мембраны. Не менее важ-
на способность ганглиозидов обратимо связывать 
ионы С а 2 + , причем они осуществляют это более 
активно, чем фосфолипиды. Кроме того, в катион-
протонном обмене ганглиозидов С а 2 + участвует 
в 20 раз активнее, чем Na 1 и К 1 [3 ] . В покое 
ганглиозиды связаны с С а 2 + , а вытеснение его из 
анионных групп N a + или К 1 является началом 
структурной перестройки в мембране, приводящей 
к увеличению проницаемости для катионов [12] . 
Вода является связывающим звеном между анион-
ными группами ганглиозидов и одно- и двухва-
лентными катионами. Не исключено, что отмечен-
ные изменения моно- и дисиалоганглиозидов при 
экспериментальном отеке имеют прямое отношение 
к изменениям ионного обмена, что, по-видимому, 
играет существенную роль в локальном пере-
распределении зарядов и изменении процессов 
проницаемости мембранных структур. 
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BRAIN G L Y C O L I P I D S IN EXPERIMENTAL BRAIN EDEMA 

K. G. Karagezyan, Yu. N. Kvitnitsky-Ryzhov, L. M. Ovsepyan, 
L. M. Pogosyan, L. V. Stepanova 

Institute of Experimental Biology, Academy of Sciences of the 
Armenian S S R , Yerevan 

Quantitative and qualitative composition of gangliosides, 
sulfatides and cerebrosides were studied in normal state and in 
experimental brain edema by means of thin-layer chromato-
graphy. In the experimental edema content of mono- and 
disialogangliosides was decreased while tri- and tetrasialo-
gangliosides were unaltered. Statistically distinct increase in 
content of sulfocerebrosides (sulfatide 1,2) was also detected 
in brain edema as compared with controls. At the same time, 
amount of cerebroside 2 was decreased, whereas increase in 
cerebroside I concentration was detected. 
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РОЛЬ ВТОРИЧНОГО МЕТАБОЛИЗМА В ФОР-
М И Р О В А Н И И ПРОФИЛЯ Д И Г И Д Р О Д И О Л О В 
Б Е Н З ( А ) П И Р Е Н А В М Е М Б Р А Н А Х МИКРО-
СОМ 

Научный центр молекулярной диагностики Минздрава СССР, 
Москва 

Некоторые химические соединения в результате 
окисления монооксигеназной системой микросом 
( М О С ) приобретают цитотоксические, мутагенные 
и канцерогенные свойства. Наиболее изучены 
в этом отношении полициклические ароматические 
углеводороды и, в частности, бенз(а)пирен ( Б П ) , 
метаболизм которого достаточно сложен [3, 5, 16). 
Сначала благодаря присоединению атома кисло-
рода по одному из положений в молекуле БП 
образуются эпоксиды, которые спонтанно частич-
но превращаются в фенолы [11] . Ферментативный 
гидролиз эпоксидов эпоксидгидролазой приводит 
к образованию соответствующих дигидро-
диолов [10] . При ферментативном или иефермен-
тативиом окислении фенолов образуются, хино-

4* 51 



ны 119]. Эпоксиды, дигидродиолы, фенолы и хи-
ноны составляют группу первичных метаболи-
тов БП [ 5 ] . Некоторые из них способны окислять-
ся дальше с участием МОС. 

Ключевым ферментом МОС является семейство 
изоформ цитохрома Р-450 . Введение эксперимен-
тальным животным ряда химических веществ-
индукторов вызывает существенные изменения 
в изоферментном составе гемопротеина благодаря 
избирательной индукции отдельных его изоформ. 
Известны два основных типа индукторов, которые 
представлены фенобарбиталом ( Ф Б ) и 3-метил-
холантреном ( M X ) . В микросомах печени крыс, 
получавших MX (МХ-микросомы), свыше 80 % 
всего количества цитохрома Р-450 представлено 
изоформами Р-448, в интактных микросомах со-
держание изоформ Р-450 и Р-448 примерно оди-
наково, а в микросомах, полученных после вве-
дения Ф Б (ФБ-микросомы), около 60 % состав-
ляют изоформы Р-450 [4 ] . 

Изоферментный состав цитохрома Р-450 опреде-
ляет пути метаболизма БП [5, 6 ] . Принято счи-
тать, что изоформы Р - 4 4 8 ответственны за обра-
зование мутагенных и канцерогенных метаболи-
тов БП, а изоформы Р-450 выполняют детокси-
цирующую функцию [5] . Однако введение живот-
ным Ф Б иногда вызывает усиление мутагенного 
и канцерогенного эффекта полициклических угле-
водов, что объясняют индукцией специфических 
изоформ гемопротеина и эпоксидгидролазы [11|. 

Изоферменты цитохрома Р - 4 5 0 обладают раз-
личной региоселективностыо в окислении БП [5] , 
поэтому использование разных индукторов должно 
приводить к изменению соотношения образующих-
ся в микросомах дигидродиолов. Регистрируемый 
с помощью высокоэффективной жидкостной хро-
матографии набор метаболитов БП указывает на 
возрастание количества продуктов окисленной по 
L-области молекулы БП после введения живот-
ным MX и по К-области после введения Ф Б [2] . 
Так, в первом случае возрастает количество 7,8-
и 9,10-дигидродиолов, а во втором на порядок 
повышается содержание 4,5-диг идродиола. Одна-
ко необходимо учитывать, что в процессе инкуба-
ции происходит дальнейшее окисление (вторич-
ный метаболизм) образующихся дигидродиолов 
до диолэпоксидов и тетролов [5] . Поэтому содер-
жание в инкубационной смеси тех или иных ди-
гидродиолов БП будет зависеть от скорости не 
только их образования, но и их вторичного окисле-
ния. 

Д л я выяснения роли вторичного метаболизма 
в формировании профиля дигидродиолов в на-
стоящей работе проведен анализ ингибирующего 
влияния 4,5-, 7,8- и 9,10-дигидродиолов БП на 
БП-гидроксилазную активность микросом, выде-
ленных из печени крыс, индуцированных Ф Б и MX. 

М Е Т О Д И К А 

В работе использовали НАДФН и Ф Б « S e r v a » ( Ф Р Г ) , 
БП фирмы « S i g m a » ( С Ш А ) , остальные реактивы отечествен-
ного производства квалификации х.ч. 

Эксперименты проводили на крысах-самцах линий Фишер 
и Спрег Доули массой 150—200 г. Животным 1 раз в сутки 
в течение 3 дней вводили внутрибрюшинно раствор MX в масле 
в дозе 25 мг/кг или раствор Ф Б в изотоническом NaCI в дозе 
80 мг/кг. Микросомы из печени крыс после декапитации вы-
деляли по методу Левина [12] , содержание в них микросомаль-
ного гемопротеина определяли по методу Омура и Сато |15]. 

Д л я количественного получения 4,5-, 7,8- и 9,10-дигидро-
диолов БГ1 исходное соединение (1 мМ) окисляли в инкуба 
ционной среде (500 мл), содержащей в рабочем буфере 
(5 мМ MgCl 2 , 150 MMKCI, 50 мМ трис-HCI рН 7,4) 1 мг/мл 
микросомального белка, выделенного из печени крыс, полу-
чавших MX. Инкубацию проводили при температуре 37 °С при 
перемешивании после добавления 0,3 мМ НАДФН в течение 
20 мин. Реакцию останавливали добавлением 500 мл охлаж-
денного ацетона. Полученную смесь центрифугировали при 
8000 g в течение 20 мин. Из надосадочной жидкости мета-
болиты БП экстрагировали 500 мл этилацетата. Органический 
слой отделяли и высушивали над безводным MgSO,|. Раство-
ритель упаривали на роторном испарителе при комнатной 
температуре в токе азота. Метаболиты БП разделяли методом 
тонкослойной хроматографии в системе этилацетат: бензол 
(1 :1 ) на пластинках 1 0 Х 10 см (Kieselgel 60, фирма «Мегск», 
Ф Р Г ) . Силикагель с полос, обнаруженных с помощью УФ-ка-
меры, собирали и из него метаболиты БП экстрагировали 
этилацетатом. Полученные растворы упаривали, остаток 
растворяли в ацетоне, УФ и видимые спектры полученных 
образцов сравнивали с приведенными в литературе [18|. 

Скорость реакции гидроксилирования БП измеряли пря-
мым флюориметрическим методом [10] . Инкубационная среда 
содержала в рабочем буфере микросомальный белок 
(0 ,125 мг/мл) и разные концентрации БП и его 4,5-, 7,8- и 
9,10-дигидродиолов. Реакцию начинали добавлением 0,3 мМ 
НАДФН. Инкубацию проводили при 37 °С. Изменение 
флюоресценции регистрировали на спектрофлюориметре 
« J a s c o - 5 5 0 » (Япония) на длинах волн возбуждения 337 нм 
и эмиссии 407 нм. Величины скоростей гидроксилирования 
определяли в относительных единицах. 

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

На рис. 1 представлены результаты исследова-
ния скорости гидроксилирования БП в ФБ- и 
МХ-микросомах. Кинетика реакции гидроксилиро-
вания БП в ФБ-микросомах двухфазна, со значе-
ниями Км и Км> равными 0,6 и 3,9 мкМ соответ-
ственно. В МХ-микросомах реакция имеет одно-
фазный характер с К м = 0 , 5 мкМ, т. е. близкой 
к Км в ФБ-микросомах. Как показано на рекон-
струированной системе гидроксилирования дифе-
нила [9] , содержащей фосфолипид, НАДФН-ци-
тохром Р-450-редуктазу и цитохромы Р - 4 5 0 и 
Р-448 , эти изоформы гемопротеина конкурируют 
за электроны, поступающие с редуктазы, причем 
цитохром Р-450 обладает более высокой, чем цито-
хром Р-448, способностью акцептировать электро-
ны с флавопротеина. Этим можно объяснить пере-
лом на кривой Лайнуивера — Берка для 
ФБ-микросом, поскольку в этих микросомах обе 
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Рис. 1. Зависимость Лайнуивера Берка начальной скорости 
гидроксилирования БП в относительных единицах в ФБ-микро-
сомах. 
/ и 2 — продолжения участков кривой, характеризующихся низким и высоким 
значениями констант Михаэлиса соответственно. 
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Рис. 2. Зависимости Лайиуивсра Берна начальной скорости 
гидроксилирования БП в относительных единицах. 
/ и отсутствие и 2, 3, 4 в присутствии 7,8-. 4,5- и 9,IO-дигидродиолов В П 
соответственно в M X - (а) и ФБ- (6) микросомах. 

формы цитохрома представлены примерно в рав-
ных количествах. 

Линейный характер зависимости Лайнуивера 
Берка в диапазоне концентраций БП от 0,5 до 
4 мкМ независимо от препарата микросом (рис. 2 ) , 
а также близкие значения Км для. ФБ-микросом 
и К м для МХ-микросом указывают на то, что пер-
вичное окисление БП осуществляется либо одной 
изоформой гемопротеина, либо несколькими, обла-
дающими одинаковыми каталитическими характе-
ристиками. Следовательно, скорости образова-
ния и, как следствие этого, количественные соот-
ношения дигидродиолов в разных препаратах 
микросом должны быть одинаковыми. Однако, как 
видно из данных, представленных в таблице, ско-
рость образования и соотношение индивидуаль-
ных дигидродиолов в ФБ- и МХ-микросомах су-
щественно различаются. Это связано с их вторич-
ным окислением, как, например, окисление 7,8-ди-
гидродиола до 7,8-диол-9,Ю-эпоксида, которое 
протекает со скоростью, сравнимой со скоростью 
первичного окисления БП, и характеризуется до-
статочно низким значением К м [5] . 

На рис. 2 представлены зависимости Лайнуиве-
ра Берка скорости гидроксилирования Б ГI в 
ФБ- и МХ-микросомах в присутствии 4,5-, 7,8- и 
9,10-дигидродиолов. Как видно, все исследованные 
дигидродиолы конкурентно ингибируют эту реак-
цию. Из таблицы, в которой приведены значения 
констант ингибирования, видно, что наибольшим 
значением К, для МХ-микросом обладает 9,10-ди-
гидродиол, а значения К, 7,8- и 4,5-дигидродиолов 
соответственно в 2 и 3 раза ниже. В то же время 
для ФБ-микросом наибольшее значение Ks у 4,5-
дигидродиола, а наименьшее у 7,8-дигидродио-
ла. Следовательно, наибольшее сродство к изо-
формам цитохрома Р-448 (МХ-микросомы) имеет 
4,5-дигидродиол, а наименьшее - 9,10-дигидроди-
ол. Наибольшее сродство к изоформам цитохрома 
Р-450 (ФБ-микросомы) у 7,8-дигидродиола, а наи-
м е н ь ш е е — у 4,5-дигидродиола.* Если исходить из 
того, что накопление в инкубационной смеси того 
или иного дигидродиола зависит от сродства к 
изоформе цитохрома Р-450 , катализирующей его 
вторичное окисление, то в МХ-микросомах в про-
цессе окисления БП должен преобладать 9,10-
дигидродиол, а в ФБ-микросомах — 4,5-дигидро-
диол, что хорошо согласуется с приведенными 
данными. 

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют, во-первых, о конкурентных взаимоотно-
шениях реакций первичного и вторичного метабо-
лизма БП, которые определяют регистрируемый 
профиль дигидродиолов. Во-вторых, они под-
тверждают наше предположение о том, что при 
низких концентрациях БП его первичный метабо-
лизм осуществляется изоформами гемопротеина, 
обладающими одинаковыми каталитическими 
свойствами. 

Однако в литературе имеются сведения об уча-
стии в метаболизме БП большого числа изоформ 
цитохрома Р-450 [3] . Это кажущееся противо-
речие можно устранить, если принять, как нами 
было показано ранее [2] , что все изоформы гемо-
протеина можно разделить на две группы в за-
висимости от ориентации их активных центров 
относительно гидрофобной и водной фаз микро-
сомальной мембраны. Цитохромы одной группы 
(к ним относятся изоформы Р - 4 5 0 ) обращены ак-
тивными центрами в водную фазу, а цитохромы 
второй группы (включающие изоформы Р - 4 4 8 ) 
в фосфолипидный бислой мембраны. Следователь-
но, близкие каталитические характеристики изо-
форм гемопротеина, катализирующих первичное 
окисление БП, объясняются одинаковой ориента-
цией их активных центров, вероятно, в липидную 
фазу, с учетом высокой гидрофобности Б П . 

Нами исследована концентрационная зависи-
мость изменения флюоресценции БГ1 при раство-
рении его в микросомальной мембране, поскольку 

Скорости образования индивидуальных дигидродиолов БП в микросомах, выделенных из печени крыс, получавших ФБ 
и MX, и константы ингибирования ими реакции гидроксилирования БП (vW±m) 

Индук-
тор 

Скорость образования дигидродиола БП, 
пмоль/мг белка/мин |17| 

Константа ингибирования реакции 
гидроксилирования БП, мкМ Индук-

тор 

4,5-диол 7,8-диол 9,10-диол \ ,5-диол 7,8-диол 9,10-диол 

ФБ 
MX 

308 ± 1 7 
115 ± 23 

38ч- 17 
320 ± 3 6 

3 9 ± 13 
370 ± 7 0 

6,76 ± 0 , 6 5 
1 ,18±0,11 

0 , 8 2 ± 0 , 3 2 
1 ,56±0,21 

1 ,35±0 ,44 
3 , 6 5 ± 0 , 1 4 

• S 1 1,5 

!/1/(отн. ед.)' 

.5 1 1,5 2 
IБП] , /и и М 

53 



-2.5 -2 -15 -/ 
[БП]~!МКМ' 

Рис. 3. Зависимость в обратных координатах изменения интен-
сивности флюоресценции (Ф) от концентраций БП при его 
встраивании в липиды мембраны в ФБ-микросомах. 

растворение БП в липидах мембраны сопровож-
дается флюоресцентными изменениями, пропор-
циональными его концентрации в мембране [13] . 
Из рис. 3, на котором эта зависимость пред-
ставлена в обратных координатах, следует, что 
насыщающая концентрация БП равна примерно 
8 мкМ. Следовательно, при более низких концент-
рациях БП (ниже 4 мкМ) это гидрофобное сое-
динение (log Р = 6,92 в системе октанол: вода) 
преимущественно концентрируется в липидах мем-
бран, где может окисляться только цигохромами 
с активными центрами, обращенными внутрь ли-
пидного бислоя (в том числе изоформами цито-
хрома Р - 4 4 8 ) . При более высоких концентрациях 
БП (выше 4 мкМ) в его окислении могут прини-
мать участие и изоформы, активные центры ко-
торых обращены в водную фазу (в том числе 
изоформы цитохрома Р - 4 5 0 ) , что соответствует 
кинетике гидроксилирования БГ1 в ФБ-микросомах 
(см. рис. 1). Полученные данные хорошо согла-
суются с имеющимися в литературе о том, что 
субстратами цитохрома Р-448 являются главным 
образом гидрофобные соединения, тогда как цито-
хром Р-450 преимущественно катализирует окис-
ление более полярных соединений |7, 8, 14] . 

Таким образом, представленные результаты сви-
детельствуют о том, что профиль дигидродиолов, 
образующихся в процессе окисления БП в микро-
сомах, определяется конкурентными взаимоотно-
шениями реакций первичного и вторичного мета-
болизма БП. Образование дигидродиолов БП при 
низких концентрациях субстрата катализируется 
изоформами цитохрома Р-450, активные центры 
которых ориентированы в липидную фазу мем-
браны. 
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ROLE OF THE SECONDARY METABOLISM IN FORMATION 
O F BENZ (A) PYRENE DIHYDRODIOL P R O F I L E IN THE 
MICROSOMAL M E M B R A N E S 

M. V. Isotov, V. M. Scherbakov, Ja. M. Cohen, V. M. Devi-
chensky, S. M. Spiridonova, L. V. Lugov aja, S. A. Bene-
diktova 

Research Centre of Molecular Diagnosis, Ministry of Public 
Health of the U S S R , Moscow 

4,5-, 7,8- and 9,10-dihydrodiols of benz(a)pyrene ( B P ) were 
separated by thin-layer chromatography and their influence 
on BP-hydroxylase activity was studied in liver microsomes 
isolated from rats treated with phenobarbital (PB-microsomes) 
and 3-methylcholanthrene (MC-microsomes). All diols studied 
inhibited hydroxylation of BP by the competitive type. Accumula-
tion of BP-diols in the incubation media correlated with their 
affinity to cytochrome P-450 isoenzymes which catalyzed the 
secondary metabolism of these diols. This correspondence al-
lowed to formulate the kinetic and temperature dependence 
of BP oxidation suggesting that two main groups of hemop-
rotein isoforms were contained which were dissimilar in the 
active site orientation. Treatment with 3-methylcholanthrene 
induced specifically those hemoproteins which had the active 
site directed inside the membrane lipids; treatment with pheno-
barbital involved induction of two groups of hemoproteins 
active site of which was directed both to lipid and to water. 
The primary metabolism of the hydrophobic B P involved cy-
tochrome P-450 isoenzymes which had the active site directed 
inside the lipids; the secondary metabolism of more polar diols 
was realized using both groups of hemoprotein isoenzymes 
with active sites oriented into lipids and water. 
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АКТИВНОСТЬ Т И Р О З И Н Г И Д Р О К С И Л А З Ы и 
М О Н О А М И Н О К С И Д А З Ы В ТРОМБОЦИТАХ 
ЧЕЛОВЕКА ПРИ А Л К О Г О Л И З М Е 

Всесоюзный научный центр медико-биологических проблем 
наркологии Минздрава СССР, Москва 

Патогенез хронического алкоголизма тесно 
связан с изменением состояния катехоламиновых 
и в первую очередь дофаминовых систем орга-
низма [1 ] . Функциональное состояние катехола-
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миновых нейромедиагорных систем в значительной 
мере определяется уровнем активности ферментов 
метаболизма катехоламинов (КА). 

Основными энзимами кругооборота КА являют-
ся тирозингидроксилаза ТГ (КФ 1.14.16.2) 
лимитирующий фермент синтеза дофамина (ДА) 
и норадреналина (НА), активность которого в 
значительной мере определяет скорость их син-
теза [21] , и моноаминоксидаза (МАО) мито-
хондрий (КФ 1.4.3.4) —основной фермент ката-
болизма моноаминов. Активность МАО (преиму-
щественно тина Б) обнаруживается в тромбоцитах 
многих видов млекопитающих, в том числе и чело-
века [4] , и есть некоторые основания полагать, 
что активность этой формы МАО может отражать 
активность МАО центральных структур [5] . 

При алкоголизме активность МАО тромбоцитов 
исследовали многократно и весьма тщательно. 
Был твердо установлен факт более низкой актив-
ности этой формы МАО у больных алкоголизмом 
по сравнению с активностью у здоровых людей 
[9 12, 15]. Вместе с тем можно констатировать, 
что есть два мнения по поводу состояния актив-
ности МАО тромбоцитов при алкоголизме. Неко-
торые авторы полагают, что увеличение актив-
ности МАО в состоянии абстиненции (примерно 
через 3 — 5 дней после прекращения употребления 
алкоголя) является транзиторным феноменом 
(сохраняется примерно 3—4 нед), в то же время 
низкий уровень активности у больных алкого-
лизмом имеет стабильный характер и обусловлен 
генетически [10, 12, 15, 18, 22 ] . Данные других 
авторов свидетельствуют, что низкая активность 
тромбоцитарной МАО у больных имеет тенденцию 
к нормализации через определенный период после 
прекращения употребления алкоголя [9, 11, 
13, 2 0 ] , следовательно, основной причиной сни-
женного уровня активности МАО являются фак-
торы длительного постоянного приема больших 
доз этилового спирта. Мы не обнаружили в лите-
ратуре работ, посвященных исследованию уровня 
ТГ в крови человека при алкоголизме. 

Очевидно, что одной из причин изменения 
метаболизма КА при алкоголизме может являться 
изменение активности ферментов их кругооборота 
под влиянием этилового спирта. Противоре-
чивость результатов, касающихся динамики со-
стояния активности МАО тромбоцитов при алко-
голизме, и отсутствие сведений о состоянии 
ТГ у больных алкоголизмом заставили нас пред-
принять настоящее исследование. 

М е т о д и к а 

Обследовано 55 больных алкоголизмом в возрасте 2 8 — 
55 лет. У всех больных в клинической картине заболевания 
отмечается выраженный алкогольный абстинентный синдром. 
Больные находились в состоянии алкогольного опьянения, 
алкогольной абстиненции, острого алкогольного делирия, 
в трезвом состоянии без признаков опьянения или похмелья. 
В ряде случаев отмечалось сочетание симптомов алкогольного 
опьянения с проявлениями абстинентных расстройств. Часть 
больных находилась в состоянии длительной (0 ,5—2 года) 
ремиссии. Контрольную группу составили 32 здоровых 
мужчины в возрасте 19= 43 лет, у которых исключался 
эпизодический прием алкоголя в течение 2 нед перед исследо-
ванием. 

Активность МАО тромбоцитов определяли методом, раз-
работанным нами для регистрации активности МАО типа Б 
мозга и тромбоцитов с бензиламином в качестве суб-
страта [5, 6 ) . 

Кровь из локтевой вены для определения активности МАО 
собирали в пластиковые стаканчики, содержащие 0,27 М 
раствор ЭДТА рН 7,4 (0,6 мл на 20 мл крови). Форменные 
элементы осаждали центрифугированием при 300 g 5 мин. 
Обогащенную тромбоцитами плазму центрифугировали 20 мин 
при 2000 g. Осадок тромбоцитов промывали, суспендировали 
и гомогенизировали в 2 — 3 мл 0,01 М Na, К-фосфатного 
буфера рН 7,6. Гомогенат центрифугировали 20 мин при 
20 000 g, осадок мембранных структур тромбоцитов гомо-
генизировали в 1,5—2 мл 0,2 М Na, К-фосфатного буфера рН 
8,4. Все стадии выделения тромбоцитов проводили при 4 °С. 
Замораживали материал обычно после получения осадка 
мембранных структур. Препараты хранили до эксперимента 
при — 2 0 °С не более 2 мес. 

Реакционная смесь (общий объем 0,6 мл) состояла из 
0 ,1—0,2 мл суспензии мембран тромбоцитов (100—400 мкг 
белка в пробе), 0 ,3—0,4 мл 0,2 М Na, К-фосфатного буфера 
рН 8,4, 0,1 мл раствора бензиламина в этом же буфере в 
конечной концентрации 2 мМ. При превышении этой концент-
рации наблюдали субстратное ингибирование фермента. Км для 
бензиламина для этой формы МАО при данном рН составляла 
примерно 3 0 — 4 0 мкМ. 

Реакционную смесь в пластиковых стаканчиках инкубиро-
вали 10 мин при 37 °С при непрерывном встряхивании. 
Реакцию останавливали внесением 0,1 мл 20 % ТХУ в ледяной 
бане. Контрольные пробы инкубировали без бензиламина, 
который добавляли после внесения ТХУ. После остановки 
реакции в стаканчики вносили 1,5 мл «-гептана и пробирки 
интенсивно встряхивали в течение 3 мин в вортекс-миксере, 
после чего центрифугировали 10 мин при 2000 g. Далее 
20 мкл верхней (гептановой) фазы, содержащей экстрагиро-
ванный бензальдегид, вносили в хроматографическую систему 
высокого давления. Использовали насос «Constametric l i b 
и фотометрический детектор «Spectromonitor I I I» фирмы LDC 
(США) . Разделение проводили на колонке «S pherisorb 
ODS 10» фирмы «А! I tech» (США) при температуре 35 °С. 
В качестве элюента использовали систему этанол — Н2О (60 % 
к 40 % по объему), скорость протока 2 мл/мин. В этих условиях 
пик бензальдегида выходил из колонки через 1,9—2,2 мин. 
Данные регистрировали при длине волны 250 нм. Подвижную 
фазу готовили на дважды перегнанном этаноле и дистиллиро-
ванной деионизированиой воде, перед употреблением ее 
фильтровали и дегазировали. Минимальное количество 
регистрируемого бензальдегида, содержащегося в реакционной 
смеси после остановки ферментативной реакции, составляло 
около 0,1 нмоль (отношение пик/шум 3 :1 ) . При необходимости 
чувствительность может быть легко увеличена посредством 
введения в систему большего объема гептановой фазы 
(до 50 мкл). Калибровку проводили с использованием 
внешнего стандарта. Активность фермента выражали в нано-
молях образованного бензальдегида за i ч на 1 мг белка 
мембранной фракции тромбоцитов. 

Метод определения активности ТГ в тромбоцитах челове-
ка был разработан нами на основе используемой методики 
определения активности этого фермента в мозге крыс [5]. 
Кроме тромбоцитов, активность Т Г была обнаружена во фрак-
ции лимфоцитов человека. 

Кровь для определения активности ТГ собирали с антико-
агулянтом так же, как для определения активности МАО 
(0,6 мл 0,27 М ЭДТА рН 7,4 на 20 мл крови), центрифуги-
ровали при 500 g 10 мин. Обобщенную тромбоцитами плазму 
(3—4 мл) центрифугировали при 2000 g 20 мин. Стаканчик 
с плотным осадком тромбоцитов тщательно отмывали от сле-
дов белка плазмы крови (6—8-кратная промывка дистилли-
рованной водой), осадок гомогенизировали в 0 ,3—0,5 мл 50 мМ 
трис-ацетатного буфера рН 6,1, содержащего 0,2 % тритона 
Х-100. Реакционная смесь (0,5 мл) содержала суспензию 
тромбоцитов (0 ,2—0,8 мг белка в пробе), 0,1 мл 1 М аце-
татного буфера рН 6,1, меркаптоэтанол и тирозин в конеч-
ных концентрациях соответственно 50 и 0,4 мМ, 70—100 ед. 
каталазы и раствор 6-метил-5,6,7,9-тетрагидроптерина 
( 6 М Р Н 4 ) . Активность ф е Р м е н т а определяли при двух кон-
центрациях 6МРН4 — насыщающей (1 мМ) и субнасыщаю-
щей (0,1 мМ). Смесь инкубировали 15—20 мин при 37 °С в во-
дяной бане при постоянном встряхивании. Реакция имела ли-
нейный характер в пределах по крайней мере 25 мин. Конт-
рольные пробы инкубировали без 6МРН 4 , который вносили 
в смесь после остановки реакции. Далее продукт реакции 
диоксифенилаланин (ДОФА) экстрагировали, используя окись 
алюминия, окисляли по схеме [24] и определяли флуоро-
метрически. 

Реакцию останавливали добавлением 0,5 мл 0,5 М НСЮ4 , 
затем пробы центрифугировали 6000—8000 g 10 мин. Весь су-
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пернатант переносили в другую пробирку, куда последова-
тельно добавляли 0,1 мл 10 % раствора Э Д Т А и 0,4 мл I М 
раствора трис-НС1-буфера (рН полученного раствора должен 
быть в пределах 8,5 8 ,6 ) . Затем в пробы вносили 60 
90 мг активированной окиси алюминия и пробирки интенсив-
но встряхивали в вортекс-миксере в течение 1 мин. После 
осаждения окиси алюминия надосадок отсасывали и после-
довательно промывали осадок дистиллированной водой 2 раза 
по 3 мл. Адсорбированный на окиси Д О Ф А элюировали 1,6 мл 
0,1 М HCI интенсивным встряхиванием в вортекс-миксере 
в течение 3 0 — 4 0 с. После перенесения соляной кислоты в 
другую пробирку в пробы добавляли 0,5 мл 0,5 М К2НРО4, 
доводя рН раствора до 6,5. Д О Ф А окисляли 0,1 мл 0 , 2 5 % 
раствора К.» [ F e ( C N ) « j . Строго через 3 мин после добавле-
ния феррицианида в пробы вносили 1 мл щелочного ас-
корбата, состоящего из 9 частей 8,5 М NaOH, 1 части 2 % 
раствора аскорбиновой кислоты и 0,2 части этилендиамина. 
Шелочной аскорбат готовили непосредственно перед экспе-
риментом. После окисления пробы инкубировали 40 мин при 
комнатной температуре, затем измеряли флюоресценцию при 
волне возбуждения 360 нм и волне флюоресценции 490 нм. 
Флюоресценция стабильна в течение по крайней мере 2 ч. 
Измерения проводили на спектрофлюориметре «Хитачи» 
M P F - 4 . Активность фермента выражали в наномолях обра-
зованного Д О Ф А за I мин на 1 MI- белка тромбоцитов. 

К м для тирозина и 6 М Р Н 4 для Т Г тромбоцитов человека 
в наших условиях равняются соответственно примерно 1,2 
и 0,8 1 мМ. 

В работе использовали Na2 и Na4 ЭДТА, бензиламин• HCI, 
каталазу, трис-основание, меркаптоэтанол, 6 М Р Н 4 , L-тирозин, 
феррицианид калия, этилендиамин фирмы « S i g m a » ( С Ш А ) , 
L - Д О Ф А , окись алюминия фирмы « R e a n a b ( В Н Р ) . Осталь-
ные реактивы были отечественного производства квалифи-
кации х. ч. или о. с. ч. Статистическую обработку резуль-
татов проводили с использованием критерия / Стьюдента. 

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

Исследования свидетельствуют о корреляции 
активности МАО тромбоцитов с клиническим ста-
тусом пациентов (табл. 1). Так, в группе больных 
с выраженным абстинентным синдромом и алко-
гольным делирием активность МАО существенно 
снижена по сравнению с показателями у здоровых 
испытуемых. Активность этого энзима во время 
развернутой картины делирия находится на уров-
не, характерном для больных в состоянии абсти-
ненции, т. е. значительно более низком, чем в 
контрольной выборке. Однако начиная с раннего 
выхода больного из делириозного состояния по-
казатели активности МАО резко возрастают, а 
через 2 - 3 дня после белой горячки отмечается 
очень высокий уровень активности МАО, суще-
ственно превышающий контрольные значения. Ак-
тивность тромбоцитарной МАО достоверно не раз-
личается у больных в состоянии ремиссии и у здо-
ровых людей, хотя и наблюдается тенденция к 
снижению активности у больных алкоголизмом. 

Т а б л и ц а 1 

Активность МАО тромбоцитов (в нмоль/ч на 1 мг белка) 
у больных алкоголизмом 

Т а б л и ц а 2 

Активность ТГ тромбоцитов (в нмоль/мин на 1 мг белка) 
у больных алкоголизмом 

Клиническое 
состояние больных 

Число 
боль-
ных 

Активность 
МАО р 

Абстиненция (1) 9 5 6 , 9 ± 8 , 8 Р\ 6<0,( )1 
Делирий (2) 14 56 ,4=t8 ,9 Р\ 5 < 0 , 0 0 1 
Начало выхода из 

делирия (3) 9 93,8=t 14,9 Рч з < 0 , 0 5 
Полный выход из 

делирия, 1—2-е 
сутки (4) 11 188,3dt 12,1 Рч 4,3 4,4-6<0,001 

Ремиссия (5) 13 9 2 , 3 ± 8 , 9 
4,3 4,4-6<0,001 

Контрольная груп-
па (6) 18 1 0 3 , 5 + 8 , 3 

Клиническое Число 
боль-
ных 

Активность ТГ 
состояние больных 

Число 
боль-
ных 0,1 мМ 6МРН4 1 мМ 6MPH4 

Опьянение 4 5 , 6 ± 1 , 1 58,2=1=11,8 
Т я ж е л а я абстиненция и де-

лирий 8 16,5=ьЗ,0** 83,6=1=1 1,9* 
Трезвое состояние больных 

алкоголизмом 15 7 , 4 ± 1 , 3 59,1 ± 5 , 7 

Контрольная группа 14 6 , 2 ± 0 , 7 5 0 , 5 ± 3 , 6 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка 
р<С0,001 относительно контроля. 

р < 0 , 0 1 , две 

В настоящем исследовании активность Т Г в 
тромбоцитах определяли при двух концентрациях 
6 М Р Н 4 в реакционной смеси. Особенности меха-
низмов регуляции Т Г [14, 16] диктуют примене-
ние именно такого подхода к изучению этого эн-
зима, ибо активация Т Г , обусловленная увели-
чением сродства фермента к кофактору, может 
не выявляться при определении только максималь-
ной скорости реакции. Наиболее информативным 
методом оценки параметров изменения фермента-
тивной активности является построение кинети-
ческих кривых зависимости скорости реакции от 
концентрации субстрата или кофактора. Однако 
нехватка материала крови одного больного для 
определения Км и VMaKC и трудоемкость делают 
эти исследования в рамках настоящих экспери-
ментальных условий трудноосуществимыми. 
В связи с этим активность Т Г измеряли в присут-
ствии только двух концентраций кофактора (100 
и 1000 мкМ), что позволяет в принципе оценить 
и Км для 6 М Р Н 4 , и максимальную скорость ре-
акции. 

Результаты работы показали, что средняя ак-
тивность Т Г в контрольной группе и в группе 
больных алкоголизмом в трезвом состоянии досто-
верно не различается, хотя у больных и проявля-
ется тенденция к увеличению активности ( т а б л . 2 ) . 
У больных алкоголизмом в состоянии тяжелой 
абстиненции и делирия активность Т Г заметно 
увеличена по сравнению с контролем, причем ак-
тивность при малой концентрации 6 М Р Н 4 у паци-
ентов превышает активность у здоровых почти в 
3 раза. Обследование больных алкоголизмом в 
состоянии опьянения показало, что активность 
Т Г у них не отличается от активности в контроль-
ной группе. Интересно, что средний показатель 
активности Т Г у больных в состоянии опьянения 
не отличался от аналогичного показателя у них ж е 
после купирования всех проявлений острого со-
стояния, в то ж е время в группе находившихся 
в состоянии абстиненции активность этого фермен-
та значительно превышала среднюю активность 
Т Г у них же в трезвом состоянии. 

На основе полученных данных можно предста-
вить картину динамики активности исследованных 
ферментов при тяжелой абстиненции и делирии 
следующим образом. Активность Т Г начинает уве-
личиваться после прекращения употребления ал-
коголя параллельно с развитием симптомов от-
нятия и нормализуется через несколько дней после 
выхода пациента из острого состояния. Актив-
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ность МАО, будучи резко сниженной в период 
злоупотребления, начинает нарастать через не-
сколько дней (I 3) после начала абстинентных 
расстройств, т. е. с опозданием относительно нара-
стания активности ТГ , достигая высоких значений 
к моменту выхода больных из делириозного состо-
яния и оставаясь на этом уровне по крайней мере 
в течение нескольких дней. 

При сопоставлении динамики активности ТГ и 
МАО в тромбоцитах с хорошо известными пере-
стройками метаболизма КА при абстинентных 
состояниях [3] становится очевидным, что нару-
шения обмена КА в значительной мере обуслов-
лены сдвигами в активности фермента. В част-
ности, высокая концентрация ДА в организ-
ме [2, 7| может явиться следствием усиления син-
теза КА при недостаточности систем деза мини-
рования моноаминов. 

Увеличение активности Т Г в некоторых отделах 
мозга наблюдается у крыс после прекращения 
потребления алкоголя на фоне его длительного 
приема [5, 17]. Обнаружение схожих изменений 
активности Т Г в тромбоцитах свидетельствует о 
том, что подобный феномен имеет место и при 
хроническом алкоголизме у людей. Характер изме-
нения активности Т Г (увеличение скорости про-
цесса гидроксилирования прежде всего при малых 
концентрациях субстрата) позволяет говорить о 
направленной регуляции уровня активности этого 
фермента. Можно предположить, что в данном 
случае речь идет о центральных регуляторных 
влияниях. 

Как показывают данные настоящей работы, низ-
кая активность МАО тромбоцитов у больных алко-
голизмом является прежде всего следствием дли-
тельного постоянного приема больших доз алко-
голя, поскольку в состоянии ремиссии активность 
восстанавливается. Вместе с тем полученные нами 
результаты не позволяют полностью исключить 
присутствие тенденции к снижению активности 
МАО тромбоцитов у лиц, склонных к заболева-
нию алкоголизмом [5] . 

Очевидно, что активация МАО тромбоцитов 
у больных алкоголизмом в период тяжелых абсти-
нентных и делириозных расстройств является од-
ним из компенсаторных механизмов, нормализую-
щих патологическое функциональное состояние 
катехоламинергических медиаторных систем в ор-
ганизме. Подобный тип компенсации касается 
только периферической тромбоцитарной МАО, в то 
время как активность фермента мозга крыс не 
изменяется на разных стадиях эксперименталь-
ного алкоголизма [8, 19, 2 3 ] . Подобную компен-
сацию обеспечивают, по-видимому, возможности, 
связанные с резервами синтеза и депонирования 
тромбоцитов с более высокой активностью МАО. 
Кроме того, увеличение общей моноаминоксидаз-
ной активности крови обеспечивается сильным 
тромбоцитозом, наблюдаемым именно во время 
выхода пациентов из тяжелых абстинентных со-
стояний [5] . 

рушений обмена КА, типичных для острых состоя-
ний в клинике алкоголизма. 
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ACTIVITY OF TYROSINE HYDROXYLASE AND 
MONOAMINE OXIDASE IN THROMBOCYTES OF PATIENTS 
WITH ALCOHOLISM 

A. Z. Drozdov, /. P. Anokhina 

All-Union Research Centre for Medico-Biological Problems of 
Narcology, Moscow 

Activity of tyrosine hydroxylase (TH) was detected in human 
thrombocytes. The TH and monoamine oxidase (MAO) activi-
ties were estimated in thrombocytes of patients with alcoho-
lism of various clinical manifestations. Activity of TH was 
increased in patients with severe abstination disorders; after 
termination of the syndrome the enzymatic activity was norma-
lized. Activity of MAO, being at low level in the patients with 
abstination and delirious syndromes, was markedly increased 
after discontinuation of the delirium syndrome. Reasons and 
consequences of the enzymatic activity alterations are dis-
cussed. 

Непосредственные причины изменений функцио-
нального состояния исследованных ферментных 
систем в тромбоцитах неизвестны, хотя не вы-
зывает сомнений, что выявленные изменения ак-
тивности ферментов служат одной из причин на-
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АКТИВАЦИЯ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА 
У МЬ|ШЕЙ В НОРМЕ И ПРИ ОПУХОЛЕВОМ 
РОСТЕ ПОД Д Е Й С Т В И Е М Г Л Ю К О З А М И Н И Л -
М У Р А М И Л Д И ПЕПТИДА 

НИИ экспериментальной диагностики и терапии опухолей 
ВОНЦ АМН СССР, НИИ морфологии человека АМН СССР, 
Институт биоорганической химии им. М. М. Шемякина 
АН СССР, Москва 

Ранее описаны синтез, свойства и влияние оте-
чественного производного мурамилдипептида (N-
ацетилглюкозаминил (Р 1->4) N-ацетилмурамил-
L-аланил-О-изоглутамин ( Г М Д П ) на некоторые 
функции клеток иммунной системы in vitro [1—4, 
6 ) . В комплексе с липополисахаридом ( Л П С ) 
Г М Д П активировал опухольспецифические Т-кил-
леры у мышей с перевивными сингенными опухо-
лями, снижал активность Т-супрессоров и стиму-
лировал функции естественных киллеров и тумо-
роцидных макрофагов [11, 3 ] . Цель работы — 
выяснить, как Г М Д П влияет на некоторые суще-
ственные показатели противоопухолевого имму-
нитета in vitro и in vivo. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали мышей линий DBA/2 
(H-2 ( 1 ) , C57BL/6 (Н-2Ь) и A/Sn (H-2d) , полученных из питом-
ников АМН СССР «Столбовая» и «Светлые горы» и из раз-
ведения ВОНЦ АМН СССР. Способность ГМДП вызывать 
продукцию факторов некроза опухоли (ФНО) и интерлей-
кина-1 (ИЛ-1) in vitro оценивали следующим образом. Спле-
ноциты мышей DBA/2 культивировали в течение 24 ч при 
37 °С в присутствии 5 % СОг в концентрации 5-106/мл в 
среде RPM1-1640 с 1 0 % фетальной бычьей сыворотки 
(«Flow»), 20 мМ буфера HEPES,2 мМ L-глутамина и 50 мкг/мл 
гентамицина. Конечная концентрация ГМДП в культурах 
клеток селезенки была 13,48, 1,35 и 0,135 мкг/мл. Активность 
ФНО в надосадках определяли с помощью фотометриче-
ского теста с кристаллическим фиолетовым по степени лизиса 
опухолевых клеток-мишеней L-929 [8]. Об активности ИЛ-1 
судили по прямому митогенному действию супернатантов на 
тимоциты мышей C57BL/6 [12]. В части опытов продукцию 

ИЛ-1 индуцировали при культивировании перитонеальных 
макрофагов мышей C57BL/6, которым предварительно 3-крат-
но с интервалом 2 дня вводили внутривенно по 20 мкг 
ГМДП, в присутствии Л П С (50 мкг/мл). Тумороцидность 
перитонеальных макрофагов мышей C57BL/6 после введения 
3 доз ГМДП оценивали по токсическому действию на опухо-
левые клетки Р815, используя модификацию мембранотокси-
ческого теста с 3Н-уридином [5]. Спонтанную пролиферацию 
клеток селезенки мышей C57BL/6, получивших однократную 
инъекцию ГМДП, оценивали по включению 'Н-тимидина на 
3-й день культивирования. Метаболическую активность клеток 
костного мозга, связанную с действием на них эндогенного 
колоииестимулирующего фактора (КСФ), определяли по вклю-
чению аН-галактозы в клетки [13]. Для иммунотерапии мы-
шей C57BL/6 с подкожными узлами лимфомы EL-4, достиг-
шими размеров 1 см, мышам однократно внутрибрюшинно 
вводили циклофосфан .(«Sigma») и внутривенно с интерва-
лом 2 дня делали 6 инъекций ГМДП (20 мкг/мышь) и 
Л П С Escherichia coli 055 («Difco») по 10 мкг/мышь. В течение 
всего опыта мыши-опухолеиосители получали в питьевой воде 
индометацин («Sigma») из расчета 7 мкг/мл. Об эффекте 
иммунотерапии судили по увеличению продолжительности 
жизни леченых мышей и по количеству вылеченных живот-
ных. 

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

В I серии опытов исследовали влияние Г М Д П 
на продукцию спленоцитами мышей ФНО и ИЛ-1 
при 24-часовом культивировании. Ранее мы пока-
зали, что мурамилдипептид вызывает слабую 
продукцию ФНО клетками селезенки мышей в кон-
центрации 10 мкг/мл и ниже [7] . В эквимоляр-
ных количествах (13,48 мкг/мл и ниже) Г М Д П 
обладал существенно большей активностью 
(рис. 1). Иммуностимулирующий эффект Г М Д П 
имел дозозависимый характер. Г М Д П вызывал 
т а к ж е продукцию ИЛ-1 спленоцитами мышей, 
однако в этом случае наиболее эффективной 
была доза 1,35 мкг/мл. При внутрибрюшинном 
введении мышам A/'Sn с подкожными узлами 
саркомы SA-I Г М Д П не вызывал появление ФНО 
в сыворотке крови мышей, тогда как в сочетании 
с Л П С он давал выраженный синергичный эф-
фект (рис. 2 ) . Введение Г М Д П мышам C 5 7 B L / 6 
сенсибилизировало их перитонеальные макрофаги 
к дополнительной стимуляции Л П С in vitro, что 
проявлялось в более выраженной продукции ИЛ-1 
(рис. 3 ) . Введение Г М Д П восстанавливало сни-
женную тумороцидную активность перитонеаль-
ных макрофагов у мышей C 5 7 B L / 6 с подкожными 
узлами тимомы EL-4 . При введении Г М Д П мы-
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Рис. I. Продукция ФНО (а) и ИЛ-I (б) спленоцита-
ми мышей ДВА/2 при активации ГМДП in vitro. 
По оси ординат: а цитотоксический индекс (в % ) , показываю-
щий степень лизиса монослоя клеток 1.-929 в лунках с надосадками 
(разведение 1:2) по сравнению с лунками со средой; в индекс 
стимуляции пролиферации тимоцитов мышей C 5 7 B L / 6 в лунках 
с надосадками (разведение 1:4) по отношению к лункам со средой; 
по оси абсцисс конечная концентрация Г М Д П в лунках, мкг/мл. 
Средние данные 3 опытов. 

Рис. 2. Появление ФНО в сыворотке мышей A/Sn 
с сингенной саркомой SA-I после 3-кратного введения 
ГМДП и ЛПС. 
По оси ординат цитотоксический индекс (в % к контролю); 
по оси абсцисс разведения сывороток. / Г М Д П 
(20 мкг/мышь), 2 Л П С (10 мкг/мышь), .7 Г М Д П + Л П С , 4 
без введений. 
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Влияние ГМДГ1 и комбинации иммуномодулмторок, включаю-
щей ГМДП, на продолжительность жизни и количество выле-
ченных мышей C 5 7 B L / 6 с лимфомой EL-4 

Терапия Число мышей 
в группе 

Средияя 
продолжи-
тельность 
жизни, сут 

Число 
вылеченных 
животных 

Без лечения 10 3 1 , 7 ± 1,5 0 
ГМДП 13 31,7 i t 1,0 0 
Комбинация иммуно-

модуляторов 
(ГМДП, ЛПС, ин-
дом етацин, цикло-
фосфан) 25 58,1 =fc4,1 6 (24 % ) 

Рис. 3. Активация тумороцидных свойств перитонеальных 
макрофагов мышей C57BL/6 (б) и их способности вырабаты-
вать ИЛ-1 при стимуляции ЛПС (а) при введении ГМДП. 
Но оси ординат: а включение 3Н-тимидина в тимоцитах мышей C57BL/6, 
имп/мин, 6 цитотоксический индекс (в % ) , показывающий степень лизиса 
мишеней Р815 при добавлении макрофагов. Макрофаги получали от интактных 
мышей C57BI./6 (/) при 3-кратном введении Г М Д П (2), а также от оиухолс-
носителей C57BL/6 с лейкозом EL-4: без лечения (3) и после 3-кратного введе-
ния Г М Д П (4). Пунктирная линия контроль. 

шам C 5 7 B L / 6 отмечена умеренная стимуляция 
спонтанной пролиферации спленоцитов и некото-
рое усиление их пролиферагивного ответа на И Л - 2 
(рис. 4 ) . Г М Д П т а к ж £ достоверно стимулировал 
включение 5 Н-галактозы в клетки костного мозга 
у интактных мышей A/Sn (рис. 4 ) . 

Из таблицы следует, что введение только Г М Д П 
мышам C 5 7 B L / 6 с подкожными узлами опухоли 
E L - 4 не влияло на темп роста опухоли и продол-
жительность жизни мышей. В комбинации с Л П С , 
циклофосфаном и индометацином Г М Д П значи-
тельно увеличивал продолжительность жизни мы-
шей. В 24 % случаев наблюдали полное излечение. 

Интересно отметить, что Г М Д П стимулировал 
продукцию Ф И О спленоцитами in vitro, но при 
введении in vivo не в ы з ы в а л появления Ф Н О в 
крови. В первом случае в супернатанте, по-види-
мому, с о д е р ж а л и с ь как Ф Н О , продуцируемый 
макрофагами, так и лимфотоксин, продуцируемый 
активированными лимфоцитами и вызывающий 
лизис мишеней L-929 . Поскольку in vitro и in vivo 
использовали сравнимые дозы Г М Д П , можно 
предположить т а к ж е , что особенности фармако-
динамики Г М Д П in vivo не позволяют добиться 
стимулирующего эффекта, получаемого в культу-
ре ткани. В пользу этого свидетельствуют дан-
ные о быстром выведении мурамилдипептида из 

организма после внутривенного введения [ 1 4 ] . 
В а ж н ы м свойством Г М Д П является его способ-
ность к синергичному действию с Л П С на про-
дукцию Ф Н О и И Л - 1 . В последнем случае внутри-
венное введение Г М Д П сенсибилизировало пери-
тонеальные макрофаги к стимуляции Л П С . В а ж н о 
т а к ж е , что Г М Д П в о с с т а н а в л и в а л тумороцидную 
активность перитонеальных макрофагов, суирес-
сированных опухолевым ростом. Перечисленные 
выше факты позволяют предложить препарат для 
иммунотерапии опухолей. Действительно, комби-
нация Г М Д П с Л П С , циклофосфаном и индо-
метацином была эффективна в иммунотерапии 
мышей C 5 7 B L / 6 с лимфомой E L - 4 . По-видимому, 
более активными должны быть липофильные про-
изводные Г М Д П . Так , мурамилдипептид-фосфа-
тидилэтаноламин в липосомах существенно тормо-
зил метастазирование опухоли В 1 6 в легкие 
мыши, что было с в я з а н о со значительно более 
медленным выведением липофильного препарата 
из ткани легких [9 ] . 

Полученные данные свидетельствуют о макро-
фаге как одной из основных мишеней для 
Г М Д П in vitro и in vivo. Усиление пролиферации 
лимфоцитов селезенки под действием Г М Д П так-
ж е может быть следствием первичной активации 
макрофагов и синтеза ими И Л - 1 . Этот ж е меха-
низм может приводить к стимуляции продукции 
К С Ф , хотя нельзя исключить прямого действия 
Г М Д П на лимфоциты. Таким образом, становит-
ся вдвойне актуальным создание липофильных 
аналогов Г М Д П : в этом случае препарат значи-
тельно в большей степени интернализуется макро-
фагами и соответственно сильнее их активирует, 
чем находясь в водном-растворе [ 1 0 ] . 
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Рис. 4. Стимуляция пролиферативной активности клеток селе-
зенки (а) и клеток костного мозга (б) мышей под действием 
ГМДП. 
По оси ординат: а включение ;,Н-тимидина в клетки селезенки, б включение 
'Н-галактозы и клетки костного мозга, и-мп/мин. / интактные мыши, I I 
мыши с однократным введением Г М Д П . / спонтанная пролиферация, 2 -
пролиферация при стимуляции 2 ЕД/мл рекомбииантного ИЛ-2 человека 
(«Sandoz», Австрия). 
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ACTIVATION OF CELLULAR IMMUNITY BY MEANS OF 
GLUCOSAMINYL MLJRAMYL D I P E P T I D E IN MICE WITH 
TUMORAL GROWTH AND IN NORMAL STATE 

A. A. Pimenov, A. L. Rakhmiievich, V. V. Deev, I. V. Kirillova, 
T. L. Migdal, Т. M. Andronova, В. B. Fax 

Institute of Experimental Diagnosis and Therapy of Tumors, 
All-Union Oncological Research Centre, Institute of Human 
Morphology, Academy of Medical Sciences of the U S S R , 
Institute of Bioorganic Chemistry, Academy of Sciences of the 
U S S R , Moscow 

In vitro stimulation of mice spleen cells by means of 
glucosaminyl muramyl dipcptide (GMDP) was accompanied 
by development of tumor necrosis factor and of interleukine-I. 
The factor was detected in blood serum only after adminis-
tration of GMDP simultaneously with lipopolysaccharide. 
GMDP activated peritoneal macrophages; the phenomenon 
was evaluated by means of the macrophages ability to kill 
tumoral cells P815 as well as by interleukine-I production 
after additional stimulation with lipopolysaccharide. At the same 
time, an increase in proliferating activity of spleen and bone 
marrow cells was observed. An increase of middle lifetime 
and recovery of 24 % mice of C57BL/6 strain with leukosis 
EL-4 were observed after complex treatment of the animals 
with GMDP, lipopolysaccharide, cyclophosphane and indo-
metacin. 

© К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1990 

УД к «15.275.4.015.4: | 616-008.939.15-39-02:616-008.922.11 -076.9 

Б. И. Галкин, В. А. Баринов, «77. А. Тиунов, 
Т. О. Филиппова, В. А. Иванова, И. Я- Головенко, 
Л. А. Литвинова 

В Л И Я Н И Е ТИЛОРОНА НА С И С Т Е М Ы ПЕРЕ-
ПИСНОГО О К И С Л Е Н И Я И АНТИПЕРЕКИС-
НОЙ ЗАШИТЫ В НОРМЕ И ПРИ ГИПОКСИИ 

Одесский университет им. И. И. Мечникова 

При гипоксических состояниях активируется 
перекисное окисление липидов ( П О Л ) [3, 7 ] . 
Это связано с тем, что в этих условиях при 
функционировании митохондриальных цепей пере-
носа электронов накапливаются продукты П О Л 
[6] . Монооксид углерода, вызывая оксиуглерод-
ную интоксикацию, приводит к гипоксии и по-
этому часто используется в качестве гипоксиче-
ского агента. Он т а к ж е стимулирует П О Л . Многие 
химические соединения, которые используются для 
устранения гипоксических и аноксических состоя-
ний, являются антиоксидантами [7, 11). 

Довольно часто при гипоксиях наблюдается 
иммунодепрессия и снижается неспецифическая 
резистентность организма [7] . Д л я восстановле-
ния этой важной системы используются иммуно-
стимуляторы как природного, так и синтетического 

происхождения [4 ] . К последним относится ти-
лорон производное флуореион-9-она. Он явля-
ется индуктором интерферона, иммуностимулято-
ром и противовирусным агентом |17], а т а к ж е 
эффективным ингибитором цитохрома Р-450 |1|, 
участвующим в регуляции процессов П О Л в био-
мембранах. Цель работы - изучение влияния ти-
лорона на активность ПОЛ в разных клетках, 
а т а к ж е на показатели антирадикальной и анти-
перекисной защиты. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на мышах-самцах линии СВА массой 
18 20 г и беспородных крысах-самцах массой 180 220 г. Ти-
лорон вводили внутрибрюшинно 2-кратно с интервалом в 
1 сут по 50 мг на 1 кг массы тела в день. Через 1 сут 
после вторичной инъекции препарата часть подопытных жи-
вотных подвергали воздействию СО. Подострое воздействие 
окиси углерода осуществляли в металлических камерах 
объемом 0,5 м3. Затравки проводили динамическим спо-
собом. Концентрацию окиси углерода в воздухе поддер-
живали на уровне 1000 мг/м и контролировали аналити-
чески. Экспозиция составляла 24 ч. Контролем служили 
интактные животные. 

У мышей выделяли тимоциты, спленоциты, макрофаги, 
гепатоциты [2, 5] . Интенсивность ПОЛ определяли по коли-
честву образовавшегося МДА [10]. В качестве среды инку-
бации использовали 0,025 М трис-HCI-буфер рН 7,4, содер-
жащий 0,175 М КС1. В пробу объемом I мл вносили 
5-Ю 6 клеток и инкубировали при постоянном встряхивании 
на водяной бане при 37 °С в течение 40 мин. Кроме спон-
танного ПОЛ, во всех клетках определяли НАДФ-Н-зави-
симое и аскорбат-зависимое ПОЛ. Для этого в среду инку-
бации в первом случае вносили 5 -10 4 М НАДФ-Н, 
2 - 1 0 4 М АДФ, 12-10 6 М F e S 0 4 , а во втором случае 
8 . 1 0 4 М аскорбата, 2 -10 4 М АДФ и 12-10 6 М FeSO<. 

У крыс определяли следующие показатели: содержание 
глутатиона в печени, почках, сердечной мышце и сульфгид-
рильиых групп в крови [8], аскорбиновой кислоты в над-
почечниках [9], уровень диеновых конъюгатов (ДК) в крови 
и печени |3], активность супероксиддисмутазы (СОД) в 
крови и печени |13|, активность глюкозо-6-фосфатдегидро-
геназы (Г -6 -ФДГ) в крови и печени [14]. Эксперимен-
тальные результаты обрабатывали статистически. 

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, введение животным 
тилорона усиливает П О Л в клетках тимуса. Ин-

Т а б л и ц а I 

Интенсивность ПОЛ (в нмоль МДА/мин • 1()(' клеток) в био-
мембранах иммуноцитов и гепатоцитов ири введении мышам 
тилорона ( М ± м , п = 4 — 8 ) 

Условия 
опыта 

Спонтанное 
пол 

H А Д Ф • Н-за-
висимое 

П О Л 
(11311) 

Аскорбат-
завис и мое 

П О Л 
(A3 П) 

H 3 I I 
A311 

Тимоциты 

КоптролЬ I 0 , 6 ± 0 , 1 1 , 8 ± 0 , 2 I l , 9 ± 0 , 2 I I 1,06 
Тилорон 0,7 1 0,1 1 , 6 ± 0 , 2 2 , 7 ± 0 , 3 * 1,69 

Спленоциты 

Контроль I 1 ,0±0,1 | 5 , 0 ± 0 , 5 I I 7 , 5 ± 0 , 9 I 1,50 
Тилорон 0,9 ± 0 , 1 2,0=1=0,2* l,6=j=0,3* 0,80 

Макрофаги 

Коптрол ь I 25 ± 3 I 37d=4 I 80 ± 5 I 2,16 
Тилорон 26 ± 3 17zt4* ГИ 1 1 ; 3,18 

Гепатоциты 

Контроль I 40 ± 8 I 3 3 0 ± 6 0 I 1 410 =t 60 I 1 , 2 4 
Тилорон 3 9 ± 5 1 5 0 ± 1 2 * 300=t30 | 2,00 

* /;<0,05 относительно контроля. 
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тенсивность НАДФ -Н-зависимого П О Л увеличи-
вается в 1,4 раза. В спленоцитах аскорбат-
зависимое и НАДФ-Н-зависимое П О Л ингиби-
руется соответственно на 60 80 % . В макрофагах 
отмечено снижение интенсивности ПОЛ в случае 
ферментного процесса на 34 % , а в случае 
неферментного— на 54 % . После введения тило-
рона в гепатоцитах также отмечается умень-
шение интенсивности П О Л . Расчет соотношения 
между НАДФ-Н-зависимым и аскорбатзависи-
мым ПОЛ позволяет определить вклад фермент-
ного и неферментного путей ПОЛ. Показано, 
что введение тилорона приводит к еще большему 
смещению ПОЛ в тимоцитах, макрофагах и ге-
патоцитах в сторону энзиматического процесса, 
в то время как в спленоцитах преобладает не-
ферментное окисление. Полученные эксперимен-
тальные результаты позволяют предположить, что 
система ПОЛ играет важную роль в регуляции 
иммунного статуса и неспецифической резистент-
ности организма. Более того, известно, что про-
станоиды и гидроперекиси жирных кислот явля-
ются эндогенными регуляторами иммунных реак-
ций и могут образовываться в результате 
НАДФ-Н-зависимого ПОЛ. Кроме того, П О Л 
может изменять проницаемость клеточных мем-
бран, в частности для лизосомальных фермен-
тов макрофагов, различных медиаторов и эффек-
торных молекул иммунных реакций. Таким обра-
зом, иммуностимулятор тилорон нельзя назвать 
прямым антиоксидантом, так как в зависимости 
от типа клеток он может выступать и как анти-
оксидант, и как прооксидант. 

Как видно из табл. 2, после введения тило-
рона на 30 % снижается уровень Д К ненасы-
щенных жирных кислот в плазме крови. Затрав-
ка животных СО в течение 24 ч в 1,2 раза 
повышает содержание Д К . Подобное увеличение 
уровня Д К было отмечено и в печени (в 1,6 р а з а ) , 
т. е. СО ведет себя как типичный гипоксиче-
ский агент, что было детально исследовано ра-
нее [12] . У животных, не подвергавшихся воз-
действию СО, тилорон снижает уровень Д К в 
плазме на 16 % , а его предварительное введение 

уменьшает этот показатель после затравки на 
30 % . Подобная направленность действия иммуно-
стимулятора отмечена и в печени, только из-
менения выражены не так ярко. Одним из 
показателей, который характеризует состояние 
антиперекисной защиты организмов, является со-
держание восстановленного глутатиона в органах 
и тканях. Тилорон почти в 2 раза повышал 
концентрацию глутатиона в печени, но не влиял на 
его содержание в почках и почти в 2 раза сни-
жал уровень глутатиона в сердечной мышце. 
Обработка животных СО показала, что гипокси-
ческий агент в зависимости от типов исследуемых 
тканей т а к ж е оказывает разное влияние на кон-
центрацию глутатиона. Если его содержание в 
печени не изменялось, то в почках и сердечной 
мышце оно снижалось на 2 4 — 3 0 % . Предвари-
тельное введение тилорона повышало количество 
глутатиона в печени на 50 % и практически не 
влияло на его концентрацию в почках. Что каса-
ется направленности действия тилорона на уро-
вень глутатиона в сердечной мышце, то следует 
отметить следующее: если обработка интактных 
животных иммуностимулятором приводит к сни-
жению содержания исследованного соединения, 
то на фоне отравления СО он повышал кон-
центрацию глутатиона в 1,4 раза. Изменение 
содержания глутатиона может свидетельствовать 
об изменениях активности глутатионзависимых 
ферментов глутатионредуктазы,глутатионперо-
ксидазы. 

Тилорон т а к ж е снижает активность каталазы 
в печени на 30 % как у интактных животных, 
так и у животных, которых подвергали действию 
СО. Но одновременное увеличение в этом органе 
количества восстановленного глутатиона позво-
ляет предположить, что возможный избыток 
эндогенного Н2О2 будет разлагаться глутатион-
пероксидазой, поэтому блокирование им каталазы 
не будет д а в а т ь токсический эффект в отноше-
нии клеток печени за счет действия перекиси 
водорода. Следует отметить, что интоксикация 
СО приводит к тому, что в основном снижается 
содержание глутатиона в сердечной мышце, 

Т а б л и ц а 2 

Состояние антиперекисной и антирадикальной систем клеток белых крыс при действии тилорона и СО ( М ± г а , п—6—8) 

Показатель Контроль Через 24 ч после 
введения тилорона 

Воздействие СО, Животные, получавшие 
Показатель Контроль Через 24 ч после 

введения тилорона 1000 мг/м3, 24 ч тилорон перед 
воздействием С О 

Д К в крови, А Е 233 мм на 1 мл плазмы 0,457=1=0,019 0,3 18 ± 0 , 0 6 4 а 0 , 5 0 2 ± 0 , 0 5 1 а 0 , 3 8 5 ± 0 , 0 2 1 а ' 6 

Д К в печени, А Е 233 нм на 1 г ткани 0 , 3 6 7 ± 0 , 0 4 2 — 0,592 ± 0 , 0 2 1 а 0 , 5 2 5 ± 0 , 0 3 8 а 

Глутатион в печени, мг на 100 г ткани 8 7 , 0 0 ± 4 , 3 1 1 5 6 , 0 0 ± 8 , 1 0 а 8 5 , 2 0 ± 7 , 3 0 1 3 1 , 3 0 ± 9 , 2 0 а ' 6 

Глутатион в почках, мг на 100 г ткани 6 3 , 6 0 ± 2 , 1 4 5 0 , 4 0 ± 4 , 2 2 4 4 , 4 0 ± 2 , 6 0 а 4 8 , 0 0 ± 1,70а 

Глутатион в сердечной мышце, мг на 100 г 
ткани 4 1 , 2 0 ± 3 , 3 4 1 8 , 7 0 ± 1,70а 3 1 , 5 0 ± 3 , 0 0 а 4 4 , 2 0 ± 1 , 1 0 б 

С О Д в крови, ед. на 1 мг белка 9 0 , 7 0 ± 3 , 2 1 8 8 , 5 0 4 - 2 , 6 0 9 1 , 2 0 4 - 4 , 2 0 9 8 , 3 0 - М , 10 
С О Д в печени, ед. на 1 мг белка 98,69=1=2,80 101,00 ± 3 , 2 4 8 7 , 3 0 ± 1 , 3 5 а 8 6 , 5 0 ± 2 , 8 0 а 

Каталаза в печени, вОП/мин на 1 мг бел-
ка 6 , 7 6 ± 0 , 4 0 4 , 7 8 ± 0 , 4 0 а 7 , 0 6 ± 0 , 3 0 4 , 7 2 ± 0 , 4 0 а * 6 

SH-группы в крови, мг % 1650=1-96 1 4 9 2 ± 115 3 8 2 5 ± 3 6 5 а 2 1 0 0 ± 5 6 8 б 

Аскорбат в надпочечниках, мг % 2 3 5 , 0 ± 11,2 1 8 2 , 0 ± 7 , 6 а 2 1 0 , 5 ± 3 , 2 а 1 6 1 , 3 ± 7 , 1 а - 6 

Г - 6 - Ф Д Г в крови, нмоль НАДФ-Н/мин 
на I мг белка 2,65 =j=0,12 2,61 ± 0 , 1 9 2 , 1 2 ± 0 , 0 2 а 1 9 , 5 ± 0 , 0 6 а 

Г - 6 - Ф Д Г в печени, нмоль НАДФ-Н/мин 
на 1 мг белка 5,30 ± 0 , 3 5 4 , 0 3 ± 0 , 3 4 а 3 , 4 8 ± 0 , 4 6 а 4 , 4 6 ± 0 , 5 1 а 

П р и м е ч а н и е . а - достоверные различия по отношению к контролю, 6 — достоверные различия по отношению к воз-
действию СО. 
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тогда как тилорон вызывает нормализацию его 
уровня. Это может свидетельствовать, что усиле-
ние активности глутатионсодержащих ферментов 
будет способствовать защите клеток сердечной 
мышцы от воздействий эндогенных перекисей. 

Одним из показателей, который характеризует 
состояние антиперекисной и антирадикальной 
защиты, служит количество сульфгидрильных 
групп. При действии свободных радикалов проис-
ходит их окисление [16|. Тилорон не изменяет 
содержания SH-групп в крови у интактных жи-
вотных. Вместе с тем подострое отравление СО 
почти в 2,3 раза увеличивает концентрацию 
SH-групп. Причиной подобного явления может 
быть снижение содержания кислорода в крови, 
так как окисление сульфгидрильных групп крови 
связано с молекулярным кислородом. Предвари-
тельное введение иммуностимулятора приводит 
к тому, что содержание SH-групп незначительно 
повышалось по сравнению с фоновым уровнем и 
снижалось на 45 % по сравнению с уровнем 
сульфгидрильных групп у животных, которых 
подвергали интоксикации СО. Вероятно, при дей-
ствии тилорона происходит частичное обогаще-
ние крови кислородом. Одним из показателей 
неферментной перекисной защиты служит кон-
центрация аскорбиновой кислоты. Аскорбат явля-
ется водорастворимым ангиоксидантом. Тилорон 
уменьшает в среднем на 3 0 — 4 0 % содержание 
аскорбиновой кислоты как у интактных живот-
ных, так и у животных, отравленных СО. Аскор-
бат, кроме того, играет определенную роль в 
биосинтезе гема. Так, было отмечено [18] , что 
при ингибировании цитохрома Р - 4 5 0 снижается 
содержание аскорбиновой кислоты и, наоборот, 
ири индукции цитохрома Р-450 количество аскор-
бата возрастает. Поэтому уменьшение уровня 
аскорбиновой кислоты может свидетельствовать 
об ингибирующем действии тилорона на систему 
цитохрома Р-450. Нами было показано [9 ] , что 
тилорон является эффективным ингибитором фер-
ментов, содержащих цитохром Р-450 . 

Д л я более полной оценки защитных систем 
организма от воздействий токсических агентов 
довольно часто используется уровень активности 
Г - 6 - Ф Д Г . Это один из ключевых ферментов глю-
козомонофосфатного шунта, который приводит к 
образованию эндогенного Н А Д Ф - Н . Эндогенный 
Н А Д Ф - Н , с одной стороны, необходим для функ-
ционирования монооксигеназной системы, зави-
симой от цитохрома Р-450 , а с другой — для 
глутатионредуктазы [4] . Введение тилорона ин-
тактным животным не изменяет активность 
Г - 6 - Ф Д Г в крови, но почти на 30 % снижается 
ее уровень в печени. Обработка животных СО 
ингибирует Г - 6 - Ф Д Г в крови и печени в среднем 
на 20 40 % от уровня контроля. Предваритель-
ное введение животным иммуностимулятора прак-
тически не изменяло активность этого фермента 
в крови и несколько усиливало действие Г - 6 - Ф Д Г 
в печени по сравнению с его уровнем, который 
сложился при обработке животных монооксидом 
углерода. Так как для нормального функцио-
нирования монооксигеназ необходим Н А Д Ф - Н , 
то ингибирующее действие тилорона на эту си-
стему может быть связано с блокированием 
Г - 6 - Ф Д Г . 

Таким образом, представленные эксперимен-
тальные результаты свидетельствуют о множест-
венности эффектов тилорона на системы анти-
радикальной и антиперекисной защиты. Не исклю-
чено, что подобная картина складывается при 
повышении неспецифической резистентности ор-
ганизма, активатором которой является тилорон. 
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E F F E C T OF TYLORONE ON LIPID PEROXIDATION AND 
ANTIOXIDATION S Y S T E M UNDER CONDITIONS OF NOR-
MAL STATE AND HYPOXIA 

B. N. Galkin, B. A. Barinov, L. A. Tiunov, Т. O. Filippova, 
V. A. Ivanova, N. Ya. Golovenko, L. A. Litvinova 

I. I. Mechnikov State University, Odessa. 

Modifying effects of widely used immunomodulator tylo-
rone on lipid peroxidation and the state of antioxidant system 
were studied under conditions of normal state as well as 
in subacute poisoning with carbon rnonooxide. Multiple effects 
of tylorone on these reactions were found in various tissues. 
The drug increased content of reduced glutathione in liver 
tissue, while amount of the substance was decreased in kidney 
and heart muscle. Content of diene conjugates and of SH-groups 
in blood, content of ascorbate in adrenal glands and activity 
of glucose-6-phosphate dehydrogenase in liver tissue were 
found to decrease. After administration of tylorone alterations 
of the most patterns studied under hypoxic conditions wpre 
similar to those of normal state. At the same time, the opposi-
tely directed alterations were detected in content of reduced 
glutathione in heart muscle and in activity of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase in liver tissue under conditions of carbon mono-
oxide poisoning. 
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В К Л Ю Ч Е Н И Е | |4С| -АД ЕН И НА В Н Е Й Р О Н Ы 
И ГЛИЮ КОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
ПОСЛЕ ГИПОКСИИ И ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
Э М Б Р И О Н А Л Ь Н О Й НЕРВНОЙ ТКАНИ 

Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова АН С С С Р , 
Москва 

В последние годы успешно развивается новое 
направление экспериментальной нейробиологии 
и медицины трансплантация эмбриональной 
нервной ткани |6, 10, 12, 16] . Установлено, что 
в клетках нервной ткани при трансплантации 
происходит нарушение обмена макромолекул [14, 
18] . Наблюдаемые явления обусловлены эффек-
том локального повреждения при операции транс-
плантации и эффектом присутствия эмбриональ-
ной ткани трансплантата, развивающейся внутри 
мозга взрослого животного [1, 12, 15, 17]. Пока-
зано, что при трансплантации нарушается син-
тез Д Н К и белка в ткани мозга [1, 7 — 9 , 16] . 
Изменения более выражены, если операция транс-
плантации производится животным, предвари-
тельно подвергнутым гипоксии, которая в приме-
няемой нами модификации вызывает диффуз-
ное повреждение и необратимую дистрофию до 
36 % нейронов [7, 8 ] . 

Повреждение при гипоксии может служить мо-
делью патологических изменений, наблюдаемых 
при детском церебральном параличе, болезни 
Альцгеймера, старческом слабоумии и других 
патологических процессах [6] Изменения синтеза 
РНК, изучаемые на такой модели, должны 
иметь ряд особенностей. РНК, как наиболее 
лабильные из всех классов макромолекул, долж-
ны гораздо сильнее повреждаться при исследуе-
мых воздействиях. В то ж е время известно, 
что нейроны и глиальные клетки синтезируют 
различное количество РНК, которые сильно раз-
личаются качественно, прежде всего по стабиль-
ности. Следовательно, определенные повреждаю-
щие воздействия могут специфически влиять на 
набор РНК и интенсивность ее биосинтеза в 
нейронах и глии, что, несомненно, по-разному 
отразится на компенсаторно-восстановительных 
процессах в этих клетках. 

Настоящее исследование предпринято с целью 
изучения влияния локального и общего диффуз-
ного повреждения коры мозга, а т а к ж е транс-
плантации эмбриональной нервной ткани на со-
стояние нейронов и глиальных клеток и синтез 
в них РНК. 

вергнутым гипоксии и локальному повреждению ткани мозга, 
животным, подвергнутым гипоксии и операции трансплан-
тации, внутрибрюшинно вводили [ и С]-аденин удельной радио-
активности 39 мКи на 1 г массы. Использование меченого 
аденина для изучения синтеза РНК в ткани мозга связано, 
во-первых, с тем, что, согласно данным Н. Д. Грачевой |3|, 
включение уридина в Р Н К мозга в условиях, близких к 
условиям нашего опыта, очень мало, тогда как аденин вклю 
чается значительно активнее. С другой стороны, в наших 
предыдущих работах |1] показано, что локальное повреж-
дение ткани коры мозга крыс, перенесших гипоксию, и про-
цедура трансплантации на 4-й день после операции не 
изменяют синтеза Д Н К в удаленных от участка травмы или 
трансплантата структурах мозга, что позволяет трактовать 
любые изменения включения аденина, если они будут обна-
ружены, как изменения, связанные с процессом синтеза РНК. 
Для количественной оценки интенсивности синтеза РНК и 
Д Н К использовали метод последовательного гидролиза РНК 
и Д Н К на нитроцеллюлозных фильтрах и определения остав-
шейся метки после отмывания от продуктов гидролиза [12] . 

Через 1 сут после введения метки крыс декапитиро-
вали, выделяли кору мозга и из нее кусочки серого вещества 
размером 2 X 2 X 2 мм, достаточно удаленные от трансплан-
тата, либо из коры нсоперированного полушария. 

Полученные кусочки промывали в физиологическом рас-
творе и гомогенизировали в 0,5 мл 0,1 М цитратного буфера 
рН 5,6, доводили до 1 мл тем же буфером, добавляли 3 мл 
этанола и охлаждали до 18 °С. Образовавшиеся осадки 
дважды промывали смесью нитратный буфер — этанол (1 :3) 
с последующим центрифугированием при 5000 об/мин в тече-
ние 10 мин, суспендировали в 1,8 мл дистиллированной 
воды, добавляли к суспензии 0,2 мл 10 % додецилсуль-
фата натрия и прогревали 1 ч при 90 °С в закрытых про-
бирках. Аликвоты по 0,2 мл каждого препарата отбирали 
для определения концентрации белка и нуклеиновых кислот, 
а оставшуюся часть (1,8 мл) растворяли в сцинтилляторе 
(«Unisolve-100», Великобритания). В полученных препаратах 
подсчитывали радиоактивность на жидкостном сцинтилля-
ционном счетчике «Магк-1» ( С Ш А ) . 

Фракции, обогащенные клетками нейронов и глии, полу-
чали по модифицированному методу Фрейза и соавт. |11]. 
Полученные осадки нейронов и глиальных клеток суспенди-
ровали в воде и из них готовили препараты для определе-
ния концентрации белка и нуклеиновых кислот и для под-
счета радиоактивности, как описано выше. 

Во фракциях, обогащенных нейронами и глией, опреде-
ляли количество белка и рассчитывали отношение содер-
жания белка во фракции нейронов или глиальных клеток 
к суммарному содержанию белка в обеих фракциях (про-
цент нейронов и глиальных клеток в препаратах коры). 

Концентрацию белка (С) в пробах определяли по формуле: 

^ , / V £'235 £280 С (мг/мл) = — — . 

При расчете количества РНК учитывали наши предыду-
щие определения |2], согласно которым раствор дезоксирибо-
нуклеопротеиновых частиц при концентрации 1 мг/мл имеет 
величину £26о, равную 10. Содержание Д Н К в коре голов-
ного мозга взрослых крыс составляет 0,84 мкг на 1 мг ткани, 
содержание РНК 1,94 мкг на I мг ткани. На основании 
этих данных доля РНК в общем поглощении нуклеиновых 

РНК 1,94 - = — — . Учитывая, что макси-кислот составит: 
Р Н К + Д Н К ~ 2,78 

мум поглощения РНК находится приблизительно в области 
260 им, а суммарный белок, экстрагируемый из ткани мозга 
при 260 и 300 им, поглощает примерно одинаково, расчет 
концентрации РНК можно произвести по формуле: 

n u l / , , ч (£26О—£зоо) -1,94 
РНК (мг/мл) = 2 7 8 - 1 0 

М е т о д и к а 

Крыс-самок линии Вистар массой 180—240 г подвергали 
гипоксической гипоксии по методу Е. И. Домонтович [4|. 
Через 20 дней одной группе животных производили опе-
рацию трансплантации эмбриональной нервной ткани в парен-
химу коры мозга по методу, разработанному в нашей лабо-
ратории (6, 16], другой такое же повреждение ткани моз-
га без введения трансплантата. Через 3 сут после операции 
нормальным взрослым животным контрольной группы, живот-
ным, подвергнутым процедуре гипоксии, животным, под-

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

Из представленных в таблице данных видно, 
что гипоксия, локальное повреждение и присут-
ствие эмбриональной нервной ткани по-разному 
влияют на скорость синтеза РНК в коре головного 
мозга взрослых животных. 

Гипоксическая гипоксия уменьшает интенсив-
ность включения [ , 4 С]-аденина в РНК клеток 
коры головного мозга по сравнению с уровнем, 
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Включение [ м С]-аденина (в ими/мин на 1 мг РНК) в цельную 
ткань коры мозга, нейроны и глиальные клетки крыс ( A f ± m ) 

Объем 
исследовании 

Группа животных 
Объем 

исследовании норма гипоксии 
гииоксия-f 

-j-локальнан 
травма 

ГИПОКСИЯ-f-
+транс-
плантат 

Кора мозга 
Количество ней-

ронов, % 
Нейроны 
Глиальные 

клетки 

3411 ± 3 3 0 

25,7=1= 1,5 
29134=312 

2965=h297 

2830=fc 183 

I7,9=t 1,4 
30624=430 

3910=1=616 

3893=+= 429 

20,1 ± 1,5 
49324=422 

4619=1=528 

1447=+= 149 

26,0=1=3,3 
33444=290 

28604=232 

наблюдаемым у контрольных животных. При этом 
происходит уменьшение количества нейронов, вы-
деляемых из коры, до 18 % по сравнению с 26 % 
у интактных крыс, т. е. приблизительно на 30 % , 
что соответствует результатам, полученным ранее 
в подобных же опытах методом подсчета коли-
чества нативных нейронов на гистологических 
препаратах |7, 8 ] . Оставшиеся нервные клетки 
синтезируют Р Н К со скоростью, которая досто-
верно не отличается от скорости синтеза РНК в 
нейронах нормальных животных. Можно пред-
положить, что используемая нами методика вы-
деления фракций, обогащенных нейронами, дает 
возможность избавляться от поврежденных и под-
вергшихся дистрофии клеток на какой-то стадии 
выделения. Одновременно с потерей части нейро-
нов приблизительно на 30 % возрастает интенсив-
ность синтеза РНК в глиальных клетках. Эти 
два противоположных эффекта в сумме дают 
некоторое снижение общей интенсивности син-
теза РНК. По-видимому, в гомогенатах цельной 
коры в суммарную активность синтеза РНК вно-
сят вклад РНК не только интактных клеток, 
но и поврежденных, которые теряются при выде-
лении нейронов и глиальных клеток. Вследствие 
этого интенсивность синтеза РНК в препаратах 
цельной коры будет ниже, чем удельная актив-
ность в выделенных фракциях нейронов и глии. 

Локальная травма коры головного мозга на 
4-й день после повреждения резко усиливает 
включение метки в РНК клеток коры. Это уве-
личение наблюдается на участках коры, значи-
тельно удаленных от области травмы и располо-
женных в другом, неоперированном полушарии. 
При этом увеличивается и соотношение нейрон/ 
глия. Синтетические процессы при локальной трав-
ме стимулируются не только в суммарных препа-
ратах, но и во фракциях нейронов и глиальных 
клеток. Эффект стимулирования синтетических 
процессов при повреждении ткани мозга мы на-
блюдали ранее при изучении синтеза белка и Д Н К 
[1 ] . В данном исследовании обнаружено некото-
рое увеличение количества выделенных из коры 
мозга нейронов по отношению к общему количе-
ству выделенных клеток. Этот эффект можно 
объяснить действием нейротрофических факторов 
( Н Т Ф ) , которые синтезируются поврежденными 
клетками и активируют синтетические процессы 
на соседних участках мозга. По-видимому, НТФ 
определенным образом стабилизируют и обратимо 
дистрофированные нейроны, усиливая процессы 
внутриклеточной репарации. 

Трансплантация эмбриональной нервной ткани 
в головной мозг взрослых крыс, перенесших гипок-

сию на 4-й день после операции, не вызывает уве-
личения скорости синтеза РНК, подобно наблю-
давшемуся при локальной травме головного моз-
га. Трансплантат нормализует соотношение ней-
рон/глия. Во фракциях, обогащенных нейронами, 
включение метки в РНК несколько выше, чем у ин-
тактных животных, хотя различие недостоверно. 
Синтез РНК в глиальных клетках, который был по-
вышен у животных, подвергающихся воздействию 
гипоксии, снижается до уровня, наблюдаемого у 
к о и т р о л ь н о й группы. 

Под влиянием трансплантации эмбриональной 
нервной ткани в мозг взрослых животных проис-
ходит более значительное увеличение соотношения 
нейрон/глия, чем при простом локальном повреж-
дении, которое неизбежно при трансплантации. 
В данном случае важно то, что можно дифферен-
цировать эффекты, вызываемые локальным по-
вреждением нервной ткани и присутствием транс-
плантата. Количество нейронов у животных, под-
вергшихся гипоксии, составляет 18 % , локальная 
травма увеличивает их число до 20 % . Присутст-
вие трансплантата вызывает увеличение количест-
ва нейронов до 26 % . Эти результаты подтверж-
дают выдвинутую нами ранее гипотезу [1 ) , соглас-
но которой присутствие эмбриональной ткани 
трансплантата в мозге взрослого животного свя-
зано с выделением и действием на окружающие 
ткани другой, отличающейся от НТФ группы регу-
лирующих веществ стадиеспецифических фак-
торов, которые изменяют биосинтетические про-
цессы в клетках соседних с трансплантатом участ-
ков мозга и способствуют репликативному синтезу 
в них Д Н К . Действие операции трансплантации на 
ткань мозга нормальных животных включает два 
разных компонента. Прежде всего это поврежде-
ние клеток мозга реципиента, что приводит к вос-
палению и усилению быстро протекающих репа-
ративных процессов, связанных с усиленным син-
тезом главным образом РНК и белка. Считается, 
что эти процессы стимулируются выработкой по-
врежденными клетками активаторов биосинте-
за — НТФ. Наличие же эмбриональной нервной 
ткани с ее специфическим метаболизмом приводит 
к усилению процессов, для развития которых тре-
буется более фундаментальная перестройка мета-
болизма нервной ткани реципиента, что уже нель-
зя объяснить влиянием только НТФ. В отличие от 
повреждения, которое стимулирует синтез белка и 
через достаточно длительный период времени в 
общем не влияет на синтез Д Н К и пролифератив-
ные процессы, эмбриональная ткань транспланта-
та резко и на протяжении длительного времени 
стимулирует синтез Д Н К в окружающей ткани 
мозга. Усиление пролиферации, как принято счи-
тать в настоящее время [5] , связано с частичной 
дедифференцировкой и выходом клеток из состоя-
ния активного синтеза РНК. 

Д л я объяснения резкого снижения суммарной 
интенсивности включения меченых предшествен-
ников синтеза РНК после трансплантации необ-
ходимо т а к ж е учитывать, что основной вклад в 
суммарное значение скорости синтеза Р Н К вносит 
величина, присущая клеткам глии. В результате 
трансплантации показатель включения метки в 
клетки глии по сравнению с клетками глии, акти-
вированными гипоксичсским воздействием, значи-



тельно снижен, что и приводит к дополнительному 
уменьшению суммарного уровня биосинтеза РНК 
в нервной ткани. 

Таким образом, диффузное повреждение нерв-
ной ткани, которое мы наблюдали при гипоксии в 
условиях нашего опыта, приводит к дистрофии, 
разрушению и элиминированию некоторого коли-
чества нейронов. У оставшихся нейронов меха-
низм биосинтеза РНК не нарушается. При этом 
глиальные" клетки, по-видимому, компенсаторно 
активируются. Локальное повреждение ткани моз-
га, которое сопровождает любую операцию транс-
плантации, вероятно, приводит к продуцированию 
поврежденными клетками НТФ, вследствие чего 
повышается скорость синтеза РНК и в нейронах, и 
в глиальных клетках. Присутствие трансплантата 
дополнительно и в еще большей степени увели-
чивает репарацию подвергшихся дистрофии ней-
ронов таким образом, что их отношение к глие при-
ближается к норме, а интенсивность синтеза РНК 
нормализуется. Синтез РНК в глиальных клетках, 
который резко активировался при локальном и 
диффузном повреждении нервной ткани, в резуль-
тате присутствия трансплантата возвращается к 
уровню, характерному для нормальных животных. 
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INCORPORATION OF 14C-ADENINE INTO NEURONES AND 
G U A OF C E R E B R A L CORTEX OF RATS WITH HYPOXIA 
AND WITH TRANSPLANTED EMBRYONAL NERVOUS TIS-
S U E 

V. N. Vitvitsky, A. V. Timonin 

N. I. Vavilov Institute of General Genetics, Academy of Sciences 
of the U S S R , Moscow 

5 В-сы мед. химии № 1 

Incorporation of MC-adenine (imp/min per mg) into RNA of 
brain tissue and into fractions of neurones and glial cells of 
cerebral cortex was studied rats with diffuse damage (hypoxia), 
with local injury of brain tissue and after transplantation of 
embryonal nervous tissue. The diffuse damage decreased a num-
ber of cells in the fraction enriched with neurones and, therefore, 
diminished incorporation of the marker into the whole prepara-
tion. No significant changes was found in a number of glial cells. 
Uptake of adenosine per mass unit of glial RNA was increased, 
while it remained unchanged in neurones. Local injury of cerebral 
cortex simultaneously with hypoxia resulted in an increase of 
cells amount in the fraction of neurones. At the same time, incor-
poration of the marker into RNA of both neurones and glial cells 
was increased. Transplantation of embryonal nervous tissue into 
cortex of adult rats with hypoxia normalized the ratio neurone/glia 
as well as the rate of the marker incorporation into glial 
cells and neurones. 
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В Л И Я Н И Е MOHOBAJ1ЕНТН Ы X КАТИОНОВ 
НА АКТИВНОСТЬ С А Й Т - С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Й 
Э Н Д О Н У К Л Е А З Ы РАЕН 

НИИ медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Одним из критериев классификации рестриктаз 
(КФ 3 .1 .23 .Х) на три типа является потребность 
этих ферментов в кофакторах [8] . Что касается 
сайт-специфических эндонуклеаз II класса, широ-
ко используемых в молекулярно-генетических и 
биотехнологических исследованиях, то для прояв-
ления их активности требуются лишь ионы двух-
валентных металлов, в частности M g 2 + , и немоди-
фицированная Д Н К . В этом отношении рестрикта-
зы II класса существенно отличаются от эндонук-
леаз рестрикции двух других классов, представ-
ляющих собой мульгифункциональные белковые 
комплексы и нуждающиеся в ионах Mg 2 +, ATP, 
S-аденозил- L-метионине (I класс) или Mg 2 + и 
ATP ( I I I класс) f 16] . Ранее мы сообщали [4] о не-
обычной для рестриктаз II класса абсолютной за-
висимости рестриктазы P a e l l из Pseudomonas 
aeruginosa от моновалентных катионов. В настоя-
щей работе исследована роль одновалентных 
металлов в катализируемой рестриктазой Рае 11 
реакции гидролиза фосфодиэфирных связей Д Н К . 

М е т о д и к а 

Рестриктазу Paell выделяли из клеток штамма Pseudo-
monas aeruginosa по разработанному нами способу |4|. Субст-
ратом для определения рестриктазной активности служила 
ДНК фага \ с 1857, выделенная, как описано ранее [3]. 

Инкубационная смесь для определения активности рестрик-
тазы Paell содержала 0,01 М трис-HCI буфер рН 7,4, 0,01 М 
дитиотреитол, 1 мкг ДНК фага А,, фермент (0,5 -2 ед.), а также 
MgCI-2 и одновалентные катионы, концентрация которых зави-
села от конкретных целей эксперимента. Конечный объем пробы 
варьировал от 30 до 80 мкл. Инкубацию проводили при 37 °С в 
течение 30—-60 мии. Реакцию останавливали добавлением ра-
створа глицерина с бромфеноловым синим, № 2 - Э Д Т А и до-
децилсульфатом натрия до конечной концентрации соответст-
венно 5 % (объем/объем), 0,02 %, 20 мМ и 0,1 %. 

Фрагменты ДНК фага X разделяли методом электрофореза 
в вертикальных пластинах 0,8 % геля агарозы, используя 
40 мМ грис-ацетат рН 8, 3, 20 мАА ацетат натрия и 2 мМ 
Na2-ЭДTA при 2 3 В/см ширины геля. ДНК выявляли по 
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов расщепления ДНК фага 
\ рестриктазой Рае11 в присутствии одновалентных катионов. 
В пробы /-- 7, 8—14. 15—21 и 27—28 добавлены соответственно N H 4 C I , C sC I , 
Rbl и KCI . В каждой серии проб концентрации солей составляли 0,5, 1,0, 2,5, 
10, 50, 75 и 100 мМ. Инкубационная проба объемом 60 мкл содержала 30 мкл 
фермента, I мкг Д Н К фага к, 10 мМ M g C I 2 и 10 мМ трис-НС1-буфера рН 7,4. 

флюоресценции в ультрафиолете при 254 нм после окрашива-
ния геля в растворе бромистого этидия (1 мг/л). Гель фотогра-
фировали через красный светофильтр при ультрафиолетовом 
освещении. 

Удаление из препарата фермента примеси низкомолекуляр-
ных соединений проводили с помощью гель-фильтрации на 
колонке с сефадексом G-50. 

За единицу активности рестриктазы Paell принимали то 
минимальное количество фермента (в мкл), которое необходи-
мо для полного гидролиза 1 мкг ДНК фага \ при 37 °С за 60 мин 
инкубации в стандартных условиях инкубации. 

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

При исследовании потребности в кофакторах ре-
стриктазы P a e l l было установлено, что одно-
валентные катионы К + , C s + , R b + и N H t в отличие 
от N a + и L i + стимулируют активность фермента. 
Изучение влияния возрастающих концентраций 
ионов К + , C s + , R b + И.1МН4" на активность рестрик-
тазы Pae l l , проведенное в присутствии катионов 
Mg 2 +, показало, что различные моновалентные 
катионы отличаются по свойству активировать 
фермент (рис. 1). Концентрация катионов, необ-
ходимая для обеспечения полного расщепления 
Д Н К фага А,, составляла для К1 и R b + 2,5 10 мМ; 
для N H t 2 , 5 — 5 0 мМ; для C s f 10—50 мМ. При 
концентрации более 50 мМ одновалентные катио-
ны ингибировали активность рестриктазы P a e l l . 

То обстоятельство, что фермент был неактивен 
при одновременном добавлении в инкубационную 
пробу Mg 2 + и Na+ или Li+, навело нас на мысль 
проверить, будет ли происходить гидролиз Д Н К 
рестриктазой P a e l l в присутствии только одно-
валентных катионов. 

Было показано, что фермент расщепляет Д Н К 
фага А, и в отсутствие ионов Mg 2 +, когда в среду 
для инкубации добавлены лишь моновалентные 
катионы К+, Cs+, Rb+ или NH4 . В том случае, 
если инкубационные пробы не содержали одно-
валентных катионов и ионов Mg 2 +, рестриктаза 
P a e l l не гидролизовала Д Н К . Такой результат 
явился неожиданным, поскольку характерной чер-
той рестриктаз II класса является использование в 
качестве кофактора ионов двухвалентных метал-
лов. 

Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов гидролиза 
ДНК фага к рестриктазой Paell в присутствии KCI (/—4) или 
MgCl2 и КС1 (5—8). 
Инкубационная смесь объемом 60 мкл содержала рестриктазу Pael l (10 мкл), 
Д Н К фага к ( I мкг), 10 мМ трис-HCI-буфера рН 7,4. В пробы / - # добавлен 
M g C U (5 мМ) и KC I в концентрации соответственно 3, 4, 5, 10, 0,5, 1,0 2,5 
и 3 мМ. 

Представляло интерес изучение зависимости 
активности рестриктазы P a e l l от одновалентных 
катионов и ионов Мg 2 +. С этой целью фермент ин-
кубировали с Д Н К фага X в отсутствие экзогенно-
го M g 2 + при возрастающих концентрациях в про-
бах KCI. Оказалось,что при концентрации КС1 вы-
ше 4 мМ происходит неполный гидролиз Д Н К 
(рис. 2 ) . В то же время lia фоне фиксированной 
концентрации MgCI 2 (5 мМ) полное расщепление 
Д Н К наблюдается уже при концентрации ионов 
К"1", равной 2,5 мМ. Таким образом, катионы M g 2 + 

оказывают выраженное активирующее действие 
на активность эндонуклеазы рестрикции P a e l l . 

В ряде других экспериментов установлено, что 
при фиксированной концентрации ионов К1" 
(5 мМ) повышение концентрации ионов Mg 2 + от 
0,05 до 5 мМ т а к ж е стимулирует активность фер-
мента. В этом случае полный гидролиз Д Н К от-
мечается при концентрации Mg 2 +, равной 1 мМ. 

То, что рестриктаза P a e l l активна в отсутствие 
экзогенного MgCU, указывает на возможное при-
сутствие в препарате фермента следовых коли-
честв ионов двухвалентных металлов. Об этом, в 
частности, может свидетельствовать полное инги-
бирование активности рестриктазы P a e l l под дей-
ствием ЭДТА (1 м М ) , при этом в инкубационной 
смеси присутствовали ионы К1" (20 мМ) и не со-
держался MgCl 2 . 

Среди всех известных на сегодняшний день 
эндонуклеаз рестрикции только рестриктаза S m a l 
(истинный изошизомер фермента P a e l l ) требует 
для активности ионы одновалентного металла 
( К + ) . Интересно, что этим свойством не обладают 
ложные изошизомеры рестриктаз P a e l l и S m a l 
Xmal [ 9 | , X c y I [10] и Cfr 91 [6 ] , «узнающие» по-
следовательность нуклеотидов 5 ' — С — С — С G 
G — G 3', но «разрешающие» ее в отличие от 
ферментов P a e l l и S m a l между первыми и вторы-
ми нуклеотидами с б'-конца. 

Описаны ферменты, каталитическое действие 
которых зависит от одновалентных катионов. В ка-
честве примера можно привести а, (^-элиминирую-
щие лиазы, триптофаназу [15] и тирозин-фенол-
лиазу [11] , глицеролдегидратазу из Aerobacter 
aerogenes [1 ] . Влияние изученных одновалентных 
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катионов на активность эндонуклеазы рестрикции 
P a e l l подчиняется общей закономерности, харак-
терной для абсолютно зависимых от этих ионов 
ферментов [5|. Как известно, активируемые К+ 
ферменты стимулируются т а к ж е ионами NHU1, Cs+ 

и Pb + , но не Li+ или Na+. Необходимая 
для максимального стимулирующего эффекта 
концентрация К + и других одновалентных 
катионов ( 5 - 100 мМ) значительно превыша-
ет концентрацию субстратов и кофакторов. Эф-
фективность моновалентных катионов как кофак-
торов и селективность действия тесно коррелируют 
с величиной их ионного радиуса. 

Можно предположить ряд возможных путей 
участия одновалентных катионов в реакции эндо-
нуклеолиза Д Н К под действием рестриктаз. Во-
первых, ионы этих металлов, стабилизирующие 
вторичную структуру Д Н К [2] , могут способст-
вовать образованию комплекса фермент — суб-
страт. Во-вторых, роль ионов К + и других одно-
валентных катионов может заключаться в измене-
нии конформационного состояния фермента (или 
его активного центра) в результате воздействия на 
электростатическое окружение [1, 12]. В-третьих, 
ионы одновалентных металлов могут оказывать 
влияние на третичную и четвертичную структуру 
Молекулы рестриктаз, ассоциацию и диссоциацию 
субъединиц [7, 13, 14]. 

Наиболее вероятным нам представляется уча-
стие одновалентных катионов в формировании 
структуры рестриктазы P a e l l , адекватной для ка-
талитического действия и устойчивой к инактива-
ции. На это указывают защитный эффект ионов К + 

(но не Na + ) в отношении ингибирующего воз-
действия тиолспецифичных реагентов [например, 
дитиобис-2(нитробензойной) кислоты] и тепловой 
инактивации рестриктазы P a e l l , повышение ста-
бильности эндонуклеазы рестрикции P a e l l при 
длительном (в течение года) хранении фермента 
в присутствии КС1 (50 м М ) . 
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E F F E C T OF MONOVALENT CATIONS ON ACTIVITY OF 
S I T E - S P E C I F I C ENDONUCLEASE РАЕ II 

N. N. Sokolov, A. B. Fitzner, О. T. Samko, E. B. Khoroshutina, 
А. А. К at и gin 

Institute of Medical Ensymology, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

Activity of restrictase Рае II, contrary to known restriction 
enzymes of the II class (except of true isoshizomere S m a ) , 
depended absolutely on monovalent cations. This pattern is 
untypical for restrictases of the II class. At the same time, restri-
ctase Рае II was able to hydrolyze DNA as a substrate in absence 
of exogenous Mg2 *~, in the incubation mixture contained cations 

K + . Rb+, Cs+ and NH ~̂ but not Na + or Li+. M g 2 + was 
found to activate the en/.yme in presence of monovalent cations. 
Basing on the protective effect on К 1 against inactivation of 
restrictase Рае II by means of thiol-affecting reagents and 
high temperature as well as on stabilization of the enzyme by 
KCI during storage, monovalent cations appear to participate in 
formation of protein molecule structure, which is optimal for 
catalytic effect and resistant to inactivation. 
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АМН СССР, Обнинск 

В организме человека и животных фибронектин 
присутствует в растворимой и нерастворимой фор-
мах [16] . Нерастворимый фибронектин содержит-
ся на поверхности различных типов клеток и явля-
ется одним из основных компонентов экстрацел-
люлярного матрикса соединительной ткани. Раст-
воримый фибронектин обнаружен в различных 
биологических жидкостях, включая плазму, мочу, 
слюну, амниотическую, суставную, асцитическую, 
спинномозговую и внутриглазную жидкость, а так-
же бронхотрахеальный смыв [3—7, 12, 13] . При 
различных патологических процессах содержание 
растворимого фибронектина может изменяться. 
При этом могут происходить изменения в содер-
жании как циркулирующего фибронектина, так и 
фибронектина в отдельном органе, причем в по-
следнем случае изменения часто значительно вы-
ражены [3, 13]. Перспективным методом оценки 
состояния органа или системы органов может 
явиться измерение концентрации фибронектина в 
оттекающей от них лимфе. Учитывая такую воз-
можность, в настоящей работе проведено опреде-
ление содержания фибронектина в лимфе здоро-
вых людей. 

М е т о д и к а 

Использовали агарозу, перекись водорода ("Merck", Ф Р Г ) , 
CNBr-акгивированную сефарозу 4В ("Pharmacia" , , Швеция), 
желатин ( "Serva" , Ф Р Г ) , нитроцеллюлозу ("Bio-Rad" , США), 
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антитела к мышиным иммуноглобулинам, конъюгированные 
с пероксидазой (ЧССР) , субстрат пероксидазной реакции 
4-хлоро-1-нафтол ( "S igma" , США). Моноклональные антите-
ла к фибронектину были любезно предоставлены М. А. Чер-
ноусовым (ВКНЦ АМН СССР) . 

Периферическую лимфу и кровь брали у 25 мужчин 23 
57 лет. Катетеризацию подкожных лимфатических сосудов 
производили в нижней трети голени путем предварительного 
их окрашивания и пункции иглой, вставленной в катетер, 
с последующей фиксацией лигатурами. Использовали также 
специально разработанные приспособления, позволяющие 
одномоментно получить до 10 20 мкл лимфы [1, 2 ] . Плаз-
му крови получали после смешивания крови с 3,4 % цитра-
том натрия в соотношении 1:10. Лимфу и плазму хранили 
при 20 °С в течение не более 2 мес. 

Фибронектин из плазмы крови здоровых людей выделяли 
методом аффинной хроматографии на колонке с желатин-
сефарозой 4В, как описано ранее |17]. Желатин присоеди-
няли к ссфарозе 4В, активированной цианогенбромидом 
("Pharmacia" , , Швеция). 

Для получения антисыворотки кроликов иммунизирова-
ли внутрикожно в 15—20 точек трижды с недельным интер-
валом, вводя 200 мкг фибронектина при каждой инъекции. 
При первом введении I мл фибронектина смешивали с рав-
ным объемом полного адъюванта Фрейнда, а в дальнейшем 
использовали неполный адъювант. Для поддержания высокого 
уровня антител кроликам ежемесячно вводили подкожно 
200 мкг фибронектина в неполном адъюванте. С целью полу-
чения моноспецифических антител приготовленную антисыво-
ротку дополнительно истощали белками плазмы человека, 
из которой предварительно удаляли фибронектин. Для пере-
вода белков в нерастворимую форму использовали глутаровый 
альдегид. 

Белки лимфы и плазмы крови разделяли электрофорезом 
в присутствии додецилсульфата натрия (ДСП) [8|, используя 
4 % концентрирующий гель и градиентный разделяющий 
гель 5 15 %. Процедуру иммуноблоттиига осуществляли 
по методу [15]. 

Содержание фибронектина в лимфе и плазме крови опре-
деляли методом ракетного иммуноэлектрофореза в 1 % ага-
розе в натрий-барбиталовом буфере рН 8,6 (ионная сила 
0,02) , содержащим 2,5 % кроличью антисыворотку к фибро-
нектину. Электрофорез осуществляли в течение 20 ч при на-
пряжении 7 В/см. Используя препарат очищенного фибро-
нектина, установили концентрацию его в объединенном об-
разце плазмы крови здоровых лиц. Этот образец затем исполь-
зовали для построения калибровочной кривой при определе-
нии фибронектина. Концентрацию фибронектина в образцах 
плазмы и лимфы определяли, сравнивая площади пиков, об-
разуемых стандартными и исследуемыми образцами. 

Коэффициент корреляции определяли по формуле: 

Г =-
2 (xi—x) (yi—у) 

i= 1 

~Д/2 (xi-xyZ (yi-y)2 
v i= I t= I 

Рис. 1. Иммуноблот с моноклональными анти-
телами к фибронектину (мол. масса 220 кило-
дальтон). 
/ плазма крови; 2 лимфа. 

Содержание фибронектина, глобулинов, альбумина и общего 
белка в лимфе и крови 

Показатель Лимфа Пла зма крови 

Фибринектин, мкг/мл 4 4 , 2 ± 2 1 , 7 354 ± 8 8 Фибринектин, мкг/мл 
(25) (25) 

Общий белок, мг/мл 24,4=1=5,1 8 0 , 8 ± 6 , 0 
(22) (19) 

Глобулины, мг/мл 13 ,0±3 ,9 43,5 ± 6 , 1 
(16) (15) 

Альбумин, мг/мл 12,1 ± 3 , 1 3 8 , 0 ± 4 , 8 Альбумин, мг/мл 
(16) (15) 

П р и м е ч а н и е. В скобках: число обследованных лиц. 

можно, объясняется широким возрастным диапа-
зоном доноров. Распределение уровня фибронек-
тина в лимфе близко к нормальному (рис. 2 ) . 

Данные о содержании фибронектина в лимфе 
и плазме крови здоровых людей свидетельствуют 
об отсутствии взаимосвязи уровня фибронектина 
в этих биологических жидкостях. Не найдено взаи-
мосвязи содержания общего белка в лимфе и 
плазме крови людей, а т а к ж е содержания альбу-
миновых и глобулиновых фракций лимфы и плаз-
мы крови. 

Таким образом, проведенное исследование пока-

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

При сравнительном анализе лимфы и плазмы 
крови одного и того же лица с помощью иммуно-
блоттиига установлено, что в лимфе содержится 
фибронектин, находящийся преимущественно в не-
расщепленном виде (рис. 1). Однако в лимфе в от-
личие от плазмы крови могут присутствовать и 
фрагменты фибронектина. Так как в данном случае 
были применены моноклональные антитела, реаги-
рующие только с одним из фрагментов молекулы, 
общее содержание фрагментов фибронектина в 
лимфе может быть больше, чем это представляется 
из приведенного рисунка. 

Д л я количественного определения фибронекти-
на в лимфе был использован метод ракетного 
иммуноэлектрофореза. Средние значения содер-
жания фибронектина в лимфе и плазме крови 
представлены в таблице. Большой разброс значе-
ний концентрации фибронектина в лимфе, воз-

10 20 30 40 50 60 70 80 30 ЮОмиг/мл 

Рис. 2. Распределение концентраций фибронектина в лимфе. 
П о оси абсцисс — концентрации фибронектина (в мкг/мл) в лимфе; по оси ор-
динат — число реализаций. 
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зало, что в лимфе здоровых людей, как и в дру-
гих биологических жидкостях, содержится фибро-
нектин, являющийся многофункциональным бел-
ком [ 1 0 ] . В лимфе, по-видимому, фибронектин 
выполняет основные биологические функции, свой-
ственные его растворимой форме: участвует в про-
цессах коагуляции, заживления ран, защиты орга-
низма от инфекций. 

Концентрация фибронектина в лимфе ниже, чем 
в плазме крови. Известно, что белки лимфы имеют 
плазменное и тканевое происхождение. Фибро-
нектин синтезируют различные клетки организма, 
однако плазменный фибронектин, вероятно, синте-
зируется главным образом клетками печени [ 1 4 ] . 
В о з м о ж н о , что часть фибронектина лимфы имеет 
тканевое происхождение. М о ж н о ожидать , что па-
тологически измененные ткани будут продуциро-
вать или поглощать иные количества фибронекти-
на, чем здоровые ткани. Так, хрящ при дегенера-
тивных процессах поглощает примерно в 10 раз 
больше фибронектина, чем в норме. В то ж е время 
суставной хрящ больных остеоартритом продуци-
рует гораздо больше фибронектина, чем хрящ 
здорового организма [9 ] . М о ж н о предположить, 
что определение фибронектина в лимфе окажется 
полезным тестом при некоторых патологических 
процессах. Не исключено также , что определенное 
клиническое значение может иметь и появление 
продуктов расщепления фибронектина в лимфе 
людей. Показано [ 1 1 ] , что в плазме крови боль-
ных при злокачественных новообразованиях опре-
деляются продукты деградации фибронектина. 
В о з м о ж н о , что эти продукты представляют собой 
фрагменты фибронектина опухоли. М о ж н о ожи-
дать, что в лимфе таких продуктов окажется 
больше или их появление может быть зарегистри-
ровано раньше, чем в плазме крови. 

Авторы благодарят А. М. Поверенного за по-
стоянный интерес к работе и полезные замечания, 
высказанные при обсуждении рукописи. 
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FIBRONECTIN FROM LYMPH OF HEALTHY P E R S O N S 

A. F. Tsyb, /. /. Vaschenkova, A. E. Kabakov, V. V. Vapnyar, 
I. Kh. Mukhamedzhanov, V. K. Podgorodnichenko 

Institute of Medical Radiology, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Obninsk 

Content of fibronectin was studied in lymph and blood 
plasma of 24 healthy 23-57 years old men. Concentration of 
fibronectin in lymph and blood plasma was 44.2=t2l .7 mg/ml 
and 354=h88 mg/ml, respectively. Interrelations were not found 
between content of fibronectin in lymph and blood plasma as 
well as between the total content of protein and fibronectin in 
lymph. Fibronectin in lymph was shown tooccur in its intact form 
using immunoblotting procedure involving monoclonal antibo-
dies to fibronectin. Simultaneously with whole molecules of 
fibronectin its fragments appear to be present in lymph. 
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ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ Д И БУТИ РИЛ П РО-
ИЗВОДНЫХ Ц И К Л И Ч Е С К И Х НУКЛЕОТИДОВ 
НА П Р О Д У К Ц И Ю АЛЬБУМИНА В ПЕРВИЧ-
НЫХ КУЛЬТУРАХ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ КРЫС 

Институт экспериментальной эндокринологии и химии гормо-
нов АМН СССР, Москва 

В настоящее время не вызывает сомнения в а ж -
ная роль циклических аденозин- и гуанозин-З '^ ' -
монофосфатов ( ц А М Ф и ц Г М Ф ) в регуляции раз-
нообразных функций паренхиматозных клеток пе-
чени. Показано участие цАМФ и в меньшей сте-
пени ц Г М Ф в качестве вторичных посредников в 
реализации гормонального действия на многие по-
казатели углеводно-липидного обмена |12, 17] , 
активность различных ферментов 123, 24|, био-
синтез суммарного белка [ 1 9 ] , пролиферативную 
активность [5] и другие процессы. Тем не менее 
значение этих циклических нуклеотидов в регуля-
ции продукции клетками печени альбумина од-
ного из доминирующих белков сыворотки крови 
изучено совершенно недостаточно. Нам удалось 
найти лишь несколько работ, посвященных изуче-
нию эффектов аналогов цАМФ на продукцию сы-
вороточного альбумина (СА) клетками гепатом 
[7, 15|. Однако в опухолевых клетках, включая 

линии гепатом, метаболизм циклических нуклеоти-
дов и их вклад в регуляторные внутриклеточные 
механизмы могут существенно отличаться от тако-
вых в нетрансформированных клетках [4, 14, 2 5 ] . 

Подобная ситуация обусловливает необходи-
мость проведения исследований роли цАМФ и 
ц Г М Ф в регуляции продукции СА нетрансформи-
рованными клетками печени. В связи с вышеизло-
женным целью данной работы явилось изучение 
эффектов N6, 0 2 / -дибутирил-цАМФ (В1 2ЦАМФ) 
и N2, 0 2 / -дибутирил-цГМФ ( В 1 2 ц Г М Ф ) на про-
дукцию СА с использованием первичных культур 
клеток печени, причем нас интересовала способ-



Влияние дибутилпроизводных циклических нуклеотидов на продукцию альбумина ( A f ± m ) в первичных культурах клеток печени 
плодов крыс в условных кратковременного и длительного воздействия 

Группа 
Концентрация альбумина в среде,нг на 1 мг белка 

Группа 
за 4 ч р за 20 ч р 

Контроль 
1 М 2 Ц А М Ф 

10 Г'М 
10 4 М 
10 : }м 

1 3 9 6 ± 1 3 2 (4) 

2 1 5 5 ± 137 (4) 
2 3 2 0 ± 1 9 5 (4) 
2600=1= 180 (4) 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 1 
< 0 , 0 1 

15 3 9 7 ± 7 3 5 (4) 

Не иссл. 
17 6 0 4 ± 3 2 9 (3) 
1 1 3 5 7 ± 2 1 7 (3) 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 

Контроль 1 6 1 2 ± 9 7 , 5 (4) 5 5 9 6 ± 2 2 3 (3 ) 
В ^ ц Г М Ф 

10 Г)М 1755=1=67,3 (4 ) > 0 , 0 5 4 7 0 2 ± 108,5 (4) < 0 , 0 2 
10 4М 2171 ± 9 1 , 4 (4 ) < 0 , 0 1 3 4 2 2 ± 2 5 5 , 4 (4 ) < 0 , 0 1 
10 1 8 8 7 ± 4 3 , 4 * (4) < 0 , 0 5 2 9 2 9 ± 7 6 , 2 (4) < 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число наблюдений; звездочка р < 0 , 0 5 по сравнению с 10 4 М Bt 2 ц Г М Ф . 

ность аналогов циклических нуклеотидов модули-
ровать не только базальную, но и стимулирован-
ную кортизолом продукцию СА. Такая постановка 
задачи исследования была обусловлена ведущей 
ролью глюкокортикоидов в поддержании продук-
ции СА и других функций гепатоцитов [10] . Ос-
новная часть экспериментов была проведена на 
культурах клеток печени плодов крыс, взятых в 
конце беременности. Учитывая то, что чувстви-
тельность гепатоцитов к цАМФ (по крайней мере 
по биосинтезу суммарного белка) может сущест-
венно изменяться в раннем постнатальном перио-
де [19|, дополнительно были т а к ж е исследованы, 
эффекты ЕНгцАМФ и ЕИ2цГМФ на продукцию СА 
гепатоцитами 3-недельных крысят. 

М Е Т О Д И К А 
В работе использованы первичные культуры клеток печени 

плодов крыс на 21—22-м дне беременности, а также культуры 
гепатоцитов крыс-самцов линии Вистар 3-недельного возраста, 
которые получали с помощью модифицированных методов 
[26| и |1| соответственно. Клеточные культуры выращивали 
в 24-луночных платах (фирма "F low L a b " , Великобритания) 
на коллагеновой подложке, в среде 199 с 5 % эмбриональной 
телячьей сыворотки, 2 мМ L-глутамина и 10 мМ H E P E S в атмо-
сфере 5 % СО2 и 95 % воздуха. Первую смену среды проводи-
ли через 24 ч после посева клеток. За 1 сут до начала экспе-
римента содержание сыворотки в среде снижали до I % . Опы-
ты проводили на 4—6-дневных культурах. Продукцию СА 
оценивали по его накоплению в среде инкубации, измеряемому 
м о д и ф и ц и р о в а н н ы м г о м о л о г и ч н ы м р а д и о и м м у н о л о г и ч е с к и м м е -
тодом [2] . После окончания инкубации клетки промывали 
средой 199 и лизировали в 0,5 М NaOH, белок в пробах лизата 
клеток определяли методом [13] . Статистическую обработку 
результатов выполняли с использованием критерия Стьюдента. 

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

В условиях 4-часовой инкубации В12цАМФ 
(10 5 — 1 0 3 М) дозозависимо повышал продук-
цию СА культивируемыми гепатоцитами плодов 
крыс на 5 4 — 8 6 % . Достоверный стимулирующий 
эффект В12ЦГМФ наблюдался лишь в концентра-
циях 10 4 и 10 3 М, причем воздействие дозы 
10 3 М было менее выраженным (см. таблицу) . 
В то же время ни В12цАМФ, ни В1 2 цГМФ в кон-
центрации 10 3 М не вызывали дальнейшего уве-
личения продукции СА на фоне стимулирующего 
влияния кортизола в условиях 4-часовой инкуба-
ции (рис. 1). Напротив, В1 2 цГМФ д а ж е подавлял 
эффект кортизола. 

Как следует из результатов, представленных в 
таблице, при 20-часовой инкубации культивируе-
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Рис. 1. Влияние B t 2 цАМФ и Bt 2 цГМФ (10 М) на стимули-
рованную кортизолом (10 (| М) продукцию альбумина (/Vf±m) 
культивируемыми клетками печени плодов крыс в условиях 
4-часовой (а) и 20-часовой (б) инкубации. 
Г1о осям ординат: концентрация альбумина в среде, мкг на I мг белка; 1а 
и 2а контроль; 16 и 26 стимуляция кортизолом; lb В Ь ц А М Ф | 
-+- кортизол; 2а Bta ц.ГМФ + кортизол. Одна звездочка /?<0,0Г), 
две р<0 ,01 но сравнению с контролем; крестик /><0,01 по сравнению с 16 
и 26. Здесь и на рис. 2 внутри столбиков указано число наблюдений. 

мых клеток печени плодов В Ь ц А М Ф в дозе 10 4 М 
повышал продукцию СА на 14 % , а в концентрации 
10 3 М подавлял ее на 26 % . В тех ж е условиях 
В1 2 цГМФ в концентрациях 10 5, 10 4 и 10 3 М 
дозозависимо ингибировал продукцию СА на 16, 
39 и 48 % соответственно. Кроме того, в условиях 
длительной инкубации В12цАМФ в дозе 10 М 
полностью блокировал стимулирующее влияние 
кортизола, а В1 2 цГМФ в той ж е дозе снижал про-
дукцию СА д а ж е ниже контрольного уровня (см. 
рис. 1). 

В опытах на культивируемых гепатоцитах 3-не-
дельных крысят были получены сходные резуль-
таты в отношении двухфазного характера дейст-
вия аналогов циклических нуклеотидов. Как видно 
из рис. 2, при 20-часовой инкубации В ^ ц А М Ф в 
концентрации 10 4 М повышал продукцию СА 
гепатоцитами почти вдвое, а в концентрации 
10 3 М имел тенденцию к ее подавлению. Кроме 
того, В Ь ц А М Ф в дозе 10 4 М не изменял про-
дукцию СА, стимулированную кортизолом, а в дозе 
1 0 " 3 М снижал ее почти до контрольного уровня. 
В другом эксперименте В1 2 цГМФ в концентрации 
10 4 М не изменял базальную и стимулирован-
ную кортизолом продукцию СА гепатоцитами кры-
сят, а в концентрации 10 "3 М подавлял ее более 
чем в 2 раза. 
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Рис. 2. Влияние Bt 2 цАМФ ( А ) и Bt 2 цГМФ {Б) на базальную 
и стимулированную кортизолом (10 6 М) продукцию альбуми-
на (М±т) в культурах гепатоцитов 3-недельных крысят при 
20-часовой инкубации. 
По оси ординат: концентрация альбумина в среде, мкг на 1 мг белка, а — конт-
роль; б и в — аналог циклического нуклеотида в концентрации 10" 4 и Ю - 3 М 
соответственно; г — стимуляции кортизолом, д и с - кортизол в сочетании с 
аналогом циклического нуклеотида в концентрации 10 4 и 10 Л М соответст-
венно. Звездочка - р < 0 , 0 1 по сравнению с контролем; один крестик — /?<0,05, 
два — р < 0 , 0 1 по сравнению с г. 

Таким образом, изучение временной зависимо-
сти эффектов дибутирилпроизводных цАМФ и 
цГМФ в опытах на первичных культурах клеток 
печени плодов крыс отчетливо показывает двух-
фазность действия этих соединений: при кратко-
временной инкубации они повышают базальную 
продукцию СА, а в условиях длительной экспо-
зиции высокие концентрации этих аналогов цикли-
ческих нуклеотидов вызывают резкое подавление 
базальной и стимулированной кортизолом продук-
ции СА. Сопоставление результатов, полученных 
на культурах клеток печени плодов и крысят, 
показывает, что в процессе постнатального раз-
вития гепатоциты приобретают более выражен-
ную способность поддерживать продукцию СА, 
стимулированную низкой концентрацией 
ЕИ2ЦАМФ (10 4 М ) , в течение длительного интер-
вала времени. И в то ж е время процесс созрева-
ния гепатоцитов не сопровождается заметными 
изменениями ответа со стороны продукции СА 
на сочетанное воздействие кортизола и В ^ ц А М Ф , 
по крайней мере в условиях 20-часовой инку-
бации. 

Анализ данных литературы показывает, что 
двухфазность временной и дозовой зависимости 
эффектов производных цАМФ не является уни-
кальной характеристикой механизмов, контроли-
рующих продукцию СА гепатоцитами [21, 2 2 ] . 
Причины такой двухфазности действия аналогов 
цАМФ остаются неизвестными. Возможно, опре-
деленную роль в двухфазном характере кривой 
доза — эффект играет наличие двух типов цАМФ-
зависимых протеинкиназ, активируемых при раз-
личных концентрациях добавленного к гепагоци-
там В12ЦАМФ (0,1 5 и 10 мкМ) [8] . Однако 
в отличие от авторов последней работы мы ис-
пользовали более высокие концентрации 
В Ь ц А М Ф , которые широко применяются в иссле-
дованиях на культивируемых гепатоцитах [6] . 
Хотя в нормальных клетках печени базальная 
внутриклеточная концентрация цАМФ составляет 
около 1 мкМ и увеличивается до 30 мкМ под 
влиянием 10 8 глюкагона [6] , дозы аналогов ни-
ж е 10 Г)М в наших исследованиях и работах дру-
гих авторов часто не вызывают достоверных из-

менений различных функциональных показателей 
гепатоцитов, что связано, по-видимому, с пони-
женным поглощением клетками дибутирилпроиз-
водных циклических нуклеотидов [18] , их дегра-
дацией [11, 2 0 ] , а т а к ж е компартментализацией 
их действия [16|. 

Исследования, проведенные на перфузируемой 
печени крыс, а т а к ж е на цитозольной фракции 
гомогената печени [11, 2 0 ] , показали, что при 
добавлении В12цАМФ происходит достаточно 
быстрое отщепление бутирильной группы в О 2 ' -
положении под действием неспецифической эсте-
разной активности. С регуляторной субъединицей 
цАМФ-за виси мой протеи нкиназы связывается 
1Ч6-монобутирил-цАМФ ( № В 1 ц А М Ф ) . Параллель-
но происходит более медленное превращение по-
следнего соединения в Ыь-монобутирил-аденозин-
5'-монофосфат под влиянием фосфодиэстеразы 
( Ф Д Э ) цАМФ. Результаты, полученные на гепато-
цитах [9] , свидетельствуют о двукратном сниже-
нии уровня эндогенного цАМФ под действием 
аналогов цАМФ. Причем авторы, показавшие это 
снижение, подчеркивают, что оно происходит па-
раллельно активации гликогенфосфорилазы. Сле-
довательно, биологическое действие В Ь ц А М Ф 
(в частности, стимуляция гликогенолиза) связа -
но не с изменением уровня эндогенного цАМФ, а 
с поддержанием в клетках достаточно высокого 
уровня Ы ( )-В1цАМФ, который активирует цАМФ 
зависимую протеинкиназу и в некоторой степени 
подавляет Ф Д Э цАМФ [18] . 

В свете вышеизложенного двухфазный харак-
тер дозовой и временной зависимости эффектов 
производных цАМФ может быть связан с нали-
чием в клетках специальных механизмов отрица-
тельной обратной связи, ограничивающих реак-
цию на метаболиты аналогов (например, 
Ы 6 -В1цАМФ) в условиях потенциально избыточ 
ной дозировки и/или длительности их воздей-
ствия [9] . 

Что же касается В ^ ц Г М Ф , то нам не удалось 
обнаружить в литературе сведений о его мета-
болизме в клетках. Одним из механизмов действия 
В Ь ц Г М Ф может быть подавление Ф Д Э 
цАМФ [20] , приводящее, по-видимому, к измене-
нию уровня эндогенного цАМФ. Наши исследо-
вания демонстрируют отчетливую разницу во 
влиянии дибутирилпроизводных цАМФ и ц Г М Ф 
на продукцию СА. В условиях кратковременной 
инкубации воздействие В ^ ц Г М Ф на гепатоциты 
плодов крыс слабее и характеризуется двухфаз-
ной дозовой зависимостью (доза 10~3М менее 
эффективна, чем 10 а при длительной экс-
позиции, напротив, эффект В ^ ц Г М Ф более выра-
жен и в отличие от В Ь ц А М Ф не демонстрирует 
двухфазного характера зависимости от дозы. Чем 
объясняются такие различия действия аналогов 
циклических нуклеотидов, пока неясно. Несомнен-
но лишь, что необходимо учитывать регулятор-
ные взаимодействия цАМФ и цГМФ между со-
бой и с другими вторичными посредниками гор-
мональных эффектов, включая ионы С а 2 + [3, 4|. 
В настоящее время описано как одно-, так и 
разнонаправленное действие аналогов цАМФ и 
цГМФ на гепатоциты [17, 2 3 ] . На продукцию 
СА, как видно из проведенных нами исследова-
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ний, эти циклические иуклеотиды действуют одно-
направленно, и, следовательно, не могут считать-
ся антагонистами. 

Различия в эффектах аналогов циклических 
нуклеотидов отчетливо выявляются и при взаимо-
действии с кортизолом. Так, в опытах на культи-
вируемых клетках печени плодов В12ЦГМФ в от-
личие от Bt2nAMO подавляет воздействие кортизо-
ла па продукцию СА при кратковременной инку-
бации, а в условиях длительной экспозиции его 
ингибирующее действие по крайней мере более 
выражено, чем влияние В12ЦАМФ. 

Сои ост а в л е н и е р езу л ьт а то в, п о л у ч е н н ы х на 
культурах клеток печени плодов и крысят в ус-
ловиях длительной инкубации, позволяет выявить 
ослабление чувствительности гепатоцитов к ииги-
бирующему влиянию низкой концентрации 
В1 2 цГМФ (10 4 М ) на продукцию СА в процессе 
постнатального развития. И в то ж е время ответ 
гепатоцитов на ингибирующее воздействие высо-
кой дозы В Ь ц Г М Ф (10 3 М) ири этом сохраняет-
ся. Конкретные причины различий эффектов 
В ^ ц А М Ф и В1 2 цГМФ, а т а к ж е изменений влия-
ния В ^ ц Г М Ф на гепатоциты в постнатальном 
развитии остаются неизвестными, для их выясне-
ния необходимы дополнительные исследования. 

В заключение следует отметить, что первичные 
культуры клеток печени плодов крыс и 3-недель-
ных крысят оказались полезными модельными 
объектами для изучения механизмов, контроли-
рующих продукцию СА. Данные культуры явно 
предпочтительнее культивируемых клеток гепатом, 
которые, хотя и характеризуются гомогенностью 
клеточной популяции, тем не менее могут резко 
отличаться от нетрансформированных клеток пе-
чени по регуляторным механизмам [14, 2 5 ] . Ре-
зультаты, полученные нами на первичных куль-
турах, свидетельствуют, что продукцию СА гепато-
цитами плодов крыс и 3-недельных крысят конт-
ролируют внутриклеточные механизмы, зависимые 
от обоих циклических нуклеотидов, однако в ре-
гуляторном вкладе этих вторичных посредников 
имеются заметные различия, проявляющиеся как 
в особенностях дозовой и временной зависимо-
сти, так и при сочетанном с кортизолом воздей-
ствии. Кроме того, сопоставление эффектов ана-
логов цАМФ и цГМФ на клетки печени животных 
разных стадий развития позволяет выявить каче-
ственное сходство внутриклеточной регуляции 
продукции СА при одновременном количественном 
изменении ее параметров в постнатальном онто-
генезе. 
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INFLUENCE OF D IB UTYRYL-DERIVATIVES OF CYCLIC 
N U C L E O T I D E S ON ALBUMIN PRODUCTION IN PRIMARY 
C U L T U R E S OF RAT LIVER C E L L S 

V. P. Fedotov, /. N. Baranova, V. /. Gudoshnikov 

Institute of Experimental Endocrinology and Hormone Che-
mistry, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Dibutyryl-derivative of cyclic AMP (Bt2cAMP, 10 ; }M) af-
fected the basal and cortisol-induced production of imnuino-
reactive serum albumin (SA) in primary cultures of fetal 
rat liver cells by the type of two-phase time dependency. 
The same two-phase character exhibited dose-dependent effect 
of Bt2cAMP (10 5 — 1 0 3 M ) on SA production in cultured 
liver cells obtained from fetal and 3 weeks old rats. Similar 
two-phase dose- and time-dependent effects demonstrated 
Bt 2 cGMP (10 Г)- 10 = 3 M), although certain differences were 
detected when either action of Bt2cAMP and Bt 2 cGMP or 
response of cultured liver cells from fetal and early postnatal 
rats to these drugs were studied. The data obtained suggest 
that normal I iver cells are provided with feed-back mechanism 
which limited the cellular reaction to cyclic nukleotides under 
experimental conditions involving, potentially excessive doses 
and/or time of action of these agents. 
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ИЗБИРАТЕЛЬНОЕ В З А И М О Д Е Й С Т В И Е АН-
ТИП Е П Т И Д Н Ы Х АНТИТЕЛ К N - К О Н Ц Е В О М У 
РАЙОНУ Л АКТАТД ЕГИД РОГЕН АЗЫ -5 МЫ-
Ш Е Ч Н О Й ТКАНИ С В И Н Ь И С Р А З Л И Ч Н Ы М И 
И З О Ф О Р М А М И Л А К Т А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы 
ЧЕЛОВЕКА 

НИИ медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Лактатдегидрогеназа ( Л Д Г , КФ 1.1.127) гли-
колитический фермент, обратимо катализирую-
щий окисление L-лактата в пировиноградную ки-
слоту. В качестве промежуточного акцептора во-
дорода требуется кофермент никотинамидадении-
динуклеотид ( Н А Д ) . Л Д Г является тетрамером с 
молекулярной массой 144 000 [11| и представлен 
двумя типами субъединиц М и Н. Большинство 
органов и тканей млекопитающих содержат пять 
изоферментов Л Д Г (ЛДГ-1 Л Д Г - 5 ) , которые 
представляют собой комбинации субъединиц М и 
Н [5] . Изоферменты М4 ( Л Д Г - 5 ) в основном со-
держатся в скелетной мышце, Н4 ( Л Д Г - 1 ) в 
тканях сердечной мышцы [7|. В последние годы 
обнаружение различных изоферментов приобрело 
особое значение. Это связано с открывающимися 
диагностическими возможностями, обусловленны-
ми тем, что «изоферментный профиль», как ока-
залось, является специфической характеристи-
кой различных органов и тканей. Повышение 
уровня Л Д Г - 1 и Л Д Г - 2 в сыворотке крови харак-
терно для инфаркта миокарда и гемолитической 
анемии, а Л Д Г - 5 для гепатитов и острого по-
вреждения печени [3] . 

При сравнении первичной структуры М4 и Н4 

изоферментов Л Д Г свиньи отмечено 75 % иден-
тичных аминокислотных последовательностей, ос-
новные различия в структуре приходятся на N - K O H -

цевой ( 1 - 2 0 аминокислоты) 60 % и С-конце-
вой участок (260—332) 47 % [12, 16]. 

В настоящее время широко используется воз-
можность получения антител к определенным уча-
сткам молекулы белка (антигенные детерминанты) 
[10, 13, 17]. В большинстве случаев антипептид-
ные антитела реагируют не только с самим пепти-
дом, но и с тем участком целого белка, из которого 
он выделен. 

Ранее мы показали [1] , что N-концевой район 
Л Д Г - 5 свиньи, который обнаруживает большие 
структурные отличия в различных изоформах 
фермента, содержит антигенную детерминанту. 
С целью получения антипептидных антител к 
Л Д Г - 5 мышечной ткани свиньи, которые бы изби-
рательно реагировали с отдельными изоформами 
Л Д Г , и был выбран N-концевой участок (1 -32 
аминокислоты) Л Д Г - 5 мышцы свиньи [2] . Были 
получены антипептидные антисыворотки при им-
мунизации кроликов N-концевым фрагментом 
Л Д Г - 5 свиньи, конъюгированным с бычьим сыво-
роточным альбумином [2] , выделены и очищены 
антипептидные антитела, которые были специфич-

ны как в отношении N-концевого пептида Л Д Г - 5 
свиньи, так и целой молекулы фермента. 

Представляло интерес выяснить возможность 
взаимодействия полученных антипептидных анти-
тел к N-концевому участку Л Д Г - 5 свиньи с раз-
личными изоформами Л Д Г ( Л Д Г - 1 — Л Д Г - 5 ) че-
ловека, т. е. выяснить специфичность антипептид-
ных антител к различным субъединицам Л Д Г , что 
и явилось задачей данной работы. 

М е т о д и к а 

Антипептидные антитела к N-концевому району (1 - 3 2 ами-
нокислоты) Л Д Г - 5 мышечной ткани свиньи выделены из 
соответствующих кроличьих антипептидных антисывороток 
с помощью иммуносорбента на основе антигена Л Д Г - 5 
свиньи [2] . Специфичность антипептидных антител в отноше-
нии N-концевого пептида Л Д Г - 5 свиньи и целой молекулы 
фермента определяли методом иммуноферментного анализа 
[ 2 ] . 

Иммуносорбент на основе антипептидных антител к 
N-концевому району Л Д Г - 5 мышцы свиньи получали, ис-
пользуя в качестве сорбента золотистый стафилококк (ста-
филококковый реагент, сухой, НИИЭМ им. Пастера, 1 0 % 
суспензия в 2 мл буфера). Предварительно стафилококк от-
мывали 3 4 раза 20-кратным объемом 0,05 М фосфатного 
буфера рН 7,5, содержавшего 0,1 М NaCI, центрифугируя 
при 3000 g. Антииептидные антитела к N-концевому району 
Л Д Г - 5 свиньи диализовали против 0,05 М фосфатного буфе-
ра рН 7,5, содержавшего 0,1 М NaCI, в течение 2 ч при 4 °С 
и добавляли к осадку К) % суспензии стафилококка, инку-
бировали при постоянном перемешивании при 20 °С в течение 
2 ч. За связыванием антител с сорбентом следили по сниже-
нию содержания иммуноглобулинов в надосадочной жидко-
сти после центрифугирования измерением на спектрофотомет-
ре СФ-46 (СССР) при \ 280 нм. Инкубацию проводили 
до полного насыщения сорбента а нти пептидны ми антителами. 
Несвязавшийся с сорбентом материал отмывали 0,05 М фос-
фатным буфером рН 7,5, содержавшим 0,1 М NaCI, дву-
кратным центрифугированием при 3000 g. Суспензию полу-
ченного иммуносорбента на основе антипептидных антител 
к N-концевому району Л Д Г - 5 свиньи в 0,05 М фосфатном 
буфере рН 7,5, содержавшем 0,1 М NaCI, переносили в пла-
стиковые конические пробирки и центрифугировали при 3000 g. 

Связывание и осаждение изоферментов Л Д Г с помощью 
иммуносорбента на основе антипептидных антител проводили 
на сыворотках крови больных инфарктом миокарда и эк-
страктах из ткани сердца и скелетной мышцы человека. 
Экстракты из ткани сердца и скелетной мышцы человека 
получали экстрагированием измельченной на гомогенизаторе 
ткани 0,05 М фосфатным буфером рН 7,5. Использовали 
экстракты в разведении 1:20 или 1:30. К осадку иммуносор-
бента добавляли 3 0 — 4 0 мкл исследуемой сыворотки или эк-
стракта из скелетной мышцы или ткани сердца человека, 
инкубировали при постоянном перемешивании (20 мин, 20 °С) 
и центрифугировали (3000 g, 10 мин). 

В сыворотках и экстрактах до и после обработки имму-
носорбентом измеряли активность Л Д Г при 340 нм на анали-
заторе скоростей ферментативных реакций (Энзимат, "Advan-
ced products", Италия), в качестве субстрата использовали 
пируват натрия и НАД-Н 2 в 0 ,05 М фосфатном буфере рН 7,5 
[2] . Эизимофорез проводили на пластинах ( 1 4 X 8 см) с 1 % 
агарозой в вероналовом буфере рН 8,55 [4] . Толщина слоя 
агарозы 1,5 см, сила тока 30 мА на пластину. Для выявления 
изоферментов Л Д Г использовали метод тетразольного окраши-
вания |9]. 

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

Известно [8] , что антитела к различным изо-
формам Л Д Г свиньи дают перекрестные иммуно-
логические реакции с соответствующими изофер-
ментами Л Д Г человека. Полная идентичность пре-
паратов, полученных от свиньи и человека, на-
блюдалась для Н-изозимов Л Д Г . Все остальные 
гомологичные ферменты обнаруживали частичную 
идентичность. Показано, что антитела против 
Л Д Г - 1 человека или макака-резуса не дают пере-
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крестной реакции с Л Д Г - 5 ; гибридные тетрамеры 
Л Д Г - 2 , Л Д Г - 3 и Л Д Г - 4 реагируют с антителами 
обоих типов [6, 14, 15]. 

Проверку избирательного связывания различ-
ных изоферментов Л Д Г антипептидными антите-
лами, полученными к N-концевому району Л Д Г - 5 
свиньи, проводили на экстрактах из ткани сердца 
и скелетной мышцы человека и сыворотках крови 
человека. Антипептидные антитела для осаждения 
изоферментов Л Д Г из экстрактов и сывороток 
крови человека использовали в виде иммуносор-
бента (т. е. предварительно связывали с сорбен-
том, в качестве которого использовали золотистый 
стафилококк); антитела при этом сохраняли свою 
иммунореактивность. 

Для стафилококка характерен белок А, способ-
ный вступать в соединение с иммуноглобулинами 
IgG сыворотки крови. Белок А можно иммобили-
зовать на матрице, создав тем самым иммуносор-
бент для антител и иммунных комплексов, но 
можно использовать в качестве сорбента белок А 
прямо в составе бактериальной клетки, как и было 
сделано в данной работе. 

Для получения иммуносорбента на основе анти-
пептидных антител к N-концевому участку Л Д Г - 5 
свиньи антипептидные антитела, диализованные 
против 0,05 М фосфатного буфера рН 7,5, содер-
жавшего 0,1 М NaCI, связывали с предварительно 
отмытым стафилококком до полного насыщения 
сорбента антителами. Полученный иммуносорбент 

на основе антипептидных антител осаждал М4-изо-
форму Л Д Г из растворов Л Д Г - 5 из мышечной 
ткани свиньи. К осадку иммуносорбента в пласти-
ковых конических пробирках добавляли растворы 
Л Д Г - 5 свиньи (различные концентрации в 0,05 М 
фосфатном буфере рН 7,5, с 0,1 М NaCI) , инкуби-
ровали 20 мин при 20 °С и центрифугировали 
(3000 g, 10 мин). За связыванием Л Д Г с иммуно-
сорбентом следили по остаточной активности фер-
мента в растворах после обработки сорбентом. 
Было показано, что иммуносорбент на основе 
антипептидных антител к N-концевому участку 
Л Д Г - 5 свиньи связывал от 3 — 5 мкг М4-изоформы 
Л Д Г из мышечной ткани свиньи. 

С целью проверки избирательного связывания и 
осаждения различных изоформ Л Д Г человека ан-
типептидными антителами к N-концевому участку 
Л Д Г - 5 свиньи мы использовали сыворотки крови 
больных инфарктом миокарда (с повышенным со-
держанием лактатдегидрогеназной активности) и 
экстракты из ткани сердца и скелетной мышцы 
человека, где представлены все изоформы Л Д Г 
( Л Д Г - 1 — Л Д Г - 5 ; см. рисунок). К, иммуносорбенту 
на основе антипептидных антител добавляли 3 0 — 
50 мкл тестируемой сыворотки крови или смеси 
экстракта из сердечной ткани и скелетной мышцы 
человека (в разведении 1:20, 1 :30) , инкубировали 
(20 мин, 20 °С) и центрифугировали (3000 g, 
10 мин). 

Определение активности Л Д Г и выявление изо-
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Электрофоретическое разделение в 1 % агарозе 
изоферментов Л Д Г , содержащихся в образцах 
экстрактов из ткани сердца, скелетной мышцы че-
ловека и сыворотки крови больных инфарктом 
миокарда до и после обработки иммуносорбентом 
на основе антипептидных антител к N-концевому 
участку Л Д Г - 5 мышечной ткани свиньи. 
/ — с м е с ь экстракта из сердечной ткани и скелетной мышцы 
человека (разведение 1:30) до обработки сорбентом; 2 смесь 
экстракта из сердечной ткани и скелетной мышцы человека 
(разведение 1:30) после обработки иммуносорбентом; 4, 5, 7 — 
сыворотки больных инфарктом миокарда после обработки им-
муносорбентом; 3, 6 сыворотки крови больных инфарктом 
миокарда до обработки иммуносорбентом. 
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форм фермента при электрофорезе в 1 % агарозе 
в сыворотках и экстрактах до и после обработки 
иммуносорбентом показало, что иммуносорбент на 
основе антипептидных антител с в я з ы в а л и о с а ж -
дал изоформы Л Д Г - 2 — Л Д Г - 5 , но не о с а ж д а л 
Л Д Г - 1 ( Н 4 ) . Активность Л Д Г , о с т а в ш а я с я в сы-
воротке крови и экстрактах после обработки сор-
бентом, с о о т в е т с т в о в а л а активности Н 4 -изоформы 
фермента, что коррелировало с данными электро-
форетического анализа . При добавлении к иммуно-
сорбенту несколько больших объемов сыворотки 
или экстракта сердечной ткани и скелетной мышцы 
человека, помимо Н 4 -изоформы, частично остается 
Л Д Г - 2 , т. е. сродство к этой изоформе менее вы-
ражено. 

Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что иммуносорбент на основе антипептид-
ных антител к N-концевому участку Л Д Г - 5 мы-
шечной ткани свиньи с в я з ы в а е т и о с а ж д а е т из 
сыворотки крови и экстрактов сердечной ткани и 
скелетной мышцы человека все изоформы, содер-
ж а щ и е хотя бы одну М-субъединицу Л Д Г чело-
века ( Л Д Г - 2 — Л Д Г - 5 ) , но не о с а ж д а е т Н 4 -изо-
форму ( Л Д Г - 1 ) фермента. Таким образом, можно 
с д е л а т ь вывод, что антипептидные антитела к N-
концевому району Л Д Г - 5 мышцы свиньи избира-
тельно реагируют только с М-субъединицами Л Д Г 
человека и не взаимодействуют с Н4-изоформой 
фермента. Следовательно, различие в первичной 
структуре N-концевых районов изоферментов М 4 -
и Н 4 - Л Д Г и обусловливает избирательность вза-
имодействия антипептидных антител к этому уча-
стку Л Д Г - 5 свиньи только с М-субъединицами 
фермента, но не с Н4-изоформой, т. е. образующие-
ся антипептидные антитела взаимодействуют 
именно с N-концевым районом в молекуле целого 
фермента. Перекрестные иммунологические реак-
ции антипептидных антител, полученных к N-кон-
цевому участку Л Д Г - 5 мышечной ткани свиньи, с 
соответствующими изоферментами Л Д Г человека 
у к а з ы в а ю т на структурное сходство N-концевых 
районов этих изоформ человека и свиньи. 
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S E L E C T I V E INTERACTION OF A N T I P E P T I D E ANTIBODIES 
AGAINST N-TERMINAL S I T E O F LACTATE DEHYDROGE-
NASE-5 FROM PIG M U S C L E WITH VARIOUS I S O F O R M S 
OF HUMAN LACTATE DEHYDROGENASE 

A. E. Alexeeva, T. A. Potapkina, V. N. Prohorovsky 

Institute of Medical Enzymology, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

Antipeptide antibodies produced towards N-terminal site of 
lactate dehydrogenase-5 (LDHr,) from pig muscular tissue exhi-
bited specific reactions with N-terminal site of pig LDH6 and 
the whole enzyme molecule. An immunosorbent containing the 
antipeptide antibodies produced bound and precipitated all the 
LDH isoforms involving even a single M-subunit of the enzyme 
(LDH2 , LDHr,) but did not precipitate H4-isoform (LDH,) in 
extracts of human heart and sceletal muscle tissues and in 
blood serum of patients with myocardium infarction. The data 
obtained suggest that antipeptide antibodies against N-terminal 
site of pig muscular tissue LDH reacted selectively only with 
M-subunits of human LDH and did not interact with H4 isoform, 
which occurred due to dissimilarities in primary structure of 
N-terminal sites of M4 and H4 LDH isoenzymes. 
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В. Т. Долгих 

П Р Е Д О Т В Р А Щ Е Н И Е ИНДЕРАЛОМ ПОСТ-
Р Е А Н И М А Ц И О Н Н Ы Х Н А Р У Ш Е Н И Й МЕТАБО-
Л И З М А В ТКАНЯХ С Е Р Д Ц А И МОЗГА 

Омский медицинский институт 

Реанимационное вмешательство приводит к ра-
звитию новых патологических процессов, которые 
могут о к а з а т ь с я причиной неблагоприятного ис-
хода оживления. Одним из факторов, способ-
ствующих постреанимационному повреждению ор-
ганизма, является длительная активация симпа-
тико-адреналовой системы в восстановительном 
периоде [6] и неблагоприятное влияние на орга-
низм повышенных концентраций катехоламинов 
( К Х А ) , реализующих свое патогенное дей-
ствие посредством избыточной стимуляции р-адре-
норецепторов [ 8 ] . В итоге значительно по-
вышается уровень цАМФ, что закономерно 
активирует липазы, фосфолипазы, усиливает про-
цессы перекисного окисления липидов ( П О Л ) 
и нарушает функционирование липидзависимых 
ферментов, рецепторов и каналов ионной прони-
цаемости [ 1 3 ] . В настоящей работе предпри-
нята попытка огранйчить избыточную стиму-
ляцию p-адренорецеиторов КХА и предупредить 
п о в р е ж д а ю щ е е действие КХА на организм с 
помощью неселективного p-адреноблокатора инде-
рала, о б л а д а ю щ е г о способностью конкурентно 
с в я з ы в а т ь с я с p-адренорецепторами и инактивиро-
вать систему аденилатциклазы [11, 12, 16 ] . 
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М е т о д и к а Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Опыты выполнены на 217 беспородных крысах-самцах 
массой 180 210 г под нембуталовым наркозом (25 мг/кг). 
Клиническую смерть продолжительностью 4 мин вызывали 
острой кровопотерей через сонную артерию, а оживление осу-
ществляли центрипетальным нагнетанием выпущенной крови и 
искусственной вентиляцией легких. Эксперименты проводили в 
два этапа. На первом этапе изучали влияние острой 
смертельной кровопотери на выживаемость животных и мета-
болические нарушения в головном мозге и сердце. С этой 
целью через 1,5 ч после оживления забирали головной 
мозг после погружения головы в жидкий азот, а сердца 
извлекали металлическими щипцами, охлажденными в жидком 
азоте, и определяли в них содержание АТФ, АДФ и АМФ с 
помощью наборов. «Test - Combination» («Boehringer Man-
nheim», Ф Р Г ) , а гликогена, неорганического фосфора, лакта-
та, пирувата, адреналина, норадреналина, гидроперекисей ли-
пидов, оснований, Шиффа, свободных жирных кислот ( С Ж К ) 
и антиокислительную активность липидов (АОА) ранее 
применявшимися методами [2—4] . Рассчитывали энергети-
ческий потенциал и потенциал фосфорилирования [10] . В сер-
дечной мышце определяли активность супероксиддисмутазы 
(СО/1), каталазы ранее применявшимися методами [3], а так-
же общее содержание фосфолипидов и их фракций [1,7|. 
Разделение фосфолипидов на фракции проводили методом 
тонкослойной хроматографии на пластинках Silufol («Kavali-
ег», Ч С С Р ) . Содержание общих фосфолипидов и их фракций 
выражали количеством миллимолей неорганического фосфора, 
содержавшегося в 1 кг влажной ткани. На втором этапе 
оценивали эффективность использования неселективного 0-бло-
катора индерала (1 мг/кг за 30 мин до кровопускания) для пре-
дотвращения постреанимационных повреждений головного 
мозга и сердца. В первые 30 мин после оживления осуще-
ствляли непрерывную запись Э К Г со скоростью 10 мм/с 
(ритмограмма) и подсчитывали количество экстрасистол за 
это время. Ранее применявшимися методами [4] в сыворотке 
крови определяли содержание СЖК, лактата, а также 
исследовали активность ряда ферментов: лактатдегидрогеназы 
( Л Д Г ) , аспартаттрансаминазы (ACT) , малатдегидрогеназы 
( М Д Г ) и РНКазы как показателя генерализованного пов-
реждения клеточных мембран [5] . Результаты обработаны 
статистически с использованием критерия Стьюдента. 

Предварительная блокада p-адренорецепторов 
индералом способствовала более раннему вос-
становлению сердечных сокращений (через 7 5 + 5 
с от начала реанимации; без препарата - через 
1084=6 с ) , дыхания (через 5 , 3 + 0 , 4 мин; без 

препарата - через 7 , 2 ± 0 , 5 мин) и роговичных 
рефлексов (через 12,94=0,6 мин; без препарата 
через 22,3=1=1,8 мин). У животных, не защищен-
ных индералом, довольно часто выявлялись 
нарушения ритма, которые в 37 % случаев закан-
чивались фибрилляцией желудочков. Как показа-
ли наши исследования (табл. 1 и 2 ) , постреани-
мационная электрическая нестабильность сердца 
находится в прямой зависимости от содержания в 
сердечной мышце адреналина (/-=0,869; /?<0,01) 
и С Ж К (/-=0,796; р<0,01), а также уровня С Ж К в 
сыворотке крови (/-=0,725; р<0,01) (рис. 1). Это 
положение подтверждается опытами с предва-
рительным введением индерала, обладающего 
способностью ограничивать избыточную стимуля-
цию адренорецепторов катехоламинами и липо-

Рис. 1. Влияние индерала на частоту 
экстрасистолии и постреанимацион-
ную летальность. 
/ количество экстрасистол в первые 30 мин 
после оживления у животных с благоприятным 
(а) и неблагоприятным (б) течением пост-
реанимационного иериода, а также оживлен-
ных на фоне предварительно введенного инде-
рала (в); I I летальность (в % ) животных 
на протяжении 1,5 ч после реанимации (а 
интактные; б предварительно защищенные 
индералом). 

Т а б л и ц а 1 

Влияние предварительного введения индерала на постреанимационные нарушения энергетического обмена и уровень катехол-
л ми нон в сердце и головном мозге ( М ± т ) 

1 1оказатель Орган 

Серия экспериментов 

1 1оказатель Орган контроль 
(1) 

реанимация индерал 
(III) 

индерал+ 
- f реанимация 

( IV) 

1 1оказатель Орган контроль 
(1) Па Пб 

индерал 
(III) 

индерал+ 
- f реанимация 

( IV) 

\ 
Креатиифосфат Сердце 6 , 7 2 ± 0 , 4 1 3,05 ± 0 , 3 6 * 1,79 ± 0 , 3 2 * 4 , 0 ± 0 , 2 2 4 , 8 3 ± 0 , 2 6 * -Креатиифосфат 

Мозг- 3,80-1-0,44 3,72 ± 0 , 3 3 1,71 ± 0 , 2 0 * 3 ,304-0 ,40 3 ,134-0 ,3 Г 
АТФ ммоль/кг Сердце 2 , 1 9 ± 0 , 1 0 1,68 ± 0 , 0 8 * 0,85 ± 0 , 1 0 * 2 , 3 5 ± 0 , 1 8 2 , 1 7 ± 0 , 1 8 * ' 

> Мозг 2 , 0 8 ± 0 , 12 1,51 ± 0 , 1 1* 1,224-0,13* 2 , 3 9 ± 0 , 1 1 2 , 7 3 ± 0 , 1 3 * ' 
АДФ Сердце 0 , 4 8 ± 0 , 0 3 1,17 ± 0 , 0 9 * 1 , 1 2 ± 0 , 0 9 * 1,02 ± 0 , 0 9 1,34 ± 0 , 1 6 

Мозг 1 , 0 7 ± 0 , 1 0 1,4 1 ± 0 , 0 7 * 1,64 ± 0 , 1 7 * 1,14 ± 0 , 0 9 1,54 ± 0 , 1 0 
АМФ Сердце 0,15=1=0,01 0 , 6 8 ± 0 , 0 4 * 0,94 ± 0 , 1 0 * 0 , 5 6 ± 0 , 0 7 0,644-0,1 Г 

У Мозг 0 ,364-0 ,03 0,54 ± 0 , 0 4 * 0 , 9 6 ± 0 , 0 9 * 0 , 5 6 ± 0 , 0 4 0 , 7 3 ± 0 , 0 8 * 
Энергетический потенциал Сердце 0 ,864-0 ,023 0,64 ± 0 , 0 4 2 * (),!<) 1 0,031* 0 , 7 2 ± 0 , 0 2 6 0 , 6 9 ± 0 , 0 2 8 -

Мозг 0,74 ± 0 , 0 6 9 0,64 ± 0 , 0 6 3 0 ,534-0 ,055* 0,72 1 0,040 0 , 7 0 ± 0 , 0 4 4 -
Неорганический фосфор, ммоль/кг Сердце 5,52 ± 0 , 2 8 7 ,084-0 ,80 12,28 4- 1,32* 5,1 1 ± 0 , 4 5 5,544-0,37-

Мозг 5,94 ± 0 , 4 2 8 ,524-0 ,77* 7 , 7 0 ± 0 , 5 2 * 5,51 ± 0 , 4 7 8,1 1 ± 0 , 8 1 
11отенциал фосфорилирования Сердце 1,2 ± 0 , 0 5 4 , 9 ± 0 , 2 9 * 1 7 , 7 ± 1 , 6 3 * 2,4 =1=0,24 3,4 ± 0 , 3 3 * ' 

Мозг 3 , 0 ± 0 , 3 3 7 ,94-0 ,51* 10,4 1 0,67* 2,6 ± 0 , 3 6 4 ,64-0,58*-
Гликоген \ Сердце 2 9 , 7 ± 1,55 17,74-3,00* 9 ,24 -0 ,61* 2 4 , 4 ± 1,67 2 2 , 0 ± 1,52-

Мозг 9 , 9 ± 0 , 6 8 1 3,5 ± 1,13* 8,9 1 1.04 15 ,0±2 ,1 1 1 1 , 5 ± 1,81 
Лактат 1 ммоль/кг Сердце 2,26ч-0,14 о :>2 1 о,4з • 6 ,134-0 ,45* 1 , 7 0 ± 0 , 1 3 2 ,774-0,23*-1 ммоль/кг 

Мозг 2 , 8 3 ± 0 , 2 1 5,30 ± 0 , 7 1 * 8,91 + 0 , 2 8 * 2,34 ± 0 , 2 1 3 , 6 3 ± 0 , 2 6 -
11ируват Сердце 0 ,334-0 ,03 1,004-0,14* 1,224-0,31* 0,40 ± 0 , 0 4 0 , 5 5 ± 0 , 0 5 * -11ируват 

Мозг 0,44 ± 0 , 0 5 0,76 ± 0 , 1 1* 0 ,654-0 ,15 0 , 4 2 ± 0 , 0 3 0,55 ± 0 , 0 4 
11орадреиалии 1 1 г /г Сердце 1 3 2 2 ± 9 2 9 3 0 4 - 6 5 * 805 ± 7 3 * 1 3 9 5 ± 1 6 3 1 1784-96' 
Адреналин 1 нг/г Мозг 56 ± 6 70 ± 9 84 ± 1 0 * 6 0 ± 1 0 5 3 ± 11 • 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 Па и Мб подгруппы животных с благоприятным и неблагоприятным течением 
постреанимационного периода. Звездочками отмечены достоверные различия между показателями в I и Па, 1 и Пб, Па и IV, а точ-
ками между показателями Пб и IV в подгруппах животных. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние предварительного введения индерала на постреанимационные нарушения процессов ПОЛ в сердце и головном мозге 
( М ± т ) 

Показатель Орган 

Серия экспериментов 

Показатель Орган 
контроль 

(1) 
реанимация индерал 

(III) 
индерал-f 

- f реанимация 
( I V ) 

Показатель Орган 
контроль 

(1) 
Па Пб 

индерал 
(III) 

индерал-f 
- f реанимация 

( I V ) 

Гидроперекиси липидов, ммоль/кг Сердце 1,56 ± 0 , 0 6 2 , 5 7 ± 0 , 1 9 * 3 , 6 9 ± 0 , 2 4 * 1,29 ± 0 , 0 6 1,44 ± 0 , 0 8 * 
Мозг 1,11 1 0,08 2 ,004-0 ,18* 3 ,444-0 ,21* 1 , 2 4 ± 0 , 1 3 1 , 3 9 + 0 , 1 4 ' 

Основания Шиффа, 10° ед/кг Сердце 3,43-М), 18 5 , 2 5 ± 0 , 6 1 * 1 1 , 1 3 ± 1,15* 2 ,454-0 ,25 2 , 7 3 + 0 , 4 1 * ' 
Мозг 2 , 8 3 ± 0 , 2 2 4 , 1 9 ± 0 , 4 1 * 6,67 ± 0 , 2 6 * 1,804-0,15 2 , 3 6 ± 0 , 1 8 * ' 

АОА липидов Л Сердце 1,11 ± 0 , 6 6 2 ,34-0 ,14* 1,14-0,05* 14,64-0,88 9,8 ± 0 , 6 5 * 1 Мозг 13,8 ± 0 , 9 1 5 , 2 ± 0 , 3 3 * 3,1 ± 0 , 1 7 * 1 6 , 7 ± 0 , 6 5 Ю , 9 ± 1,12*' 
J ммоль/кг Сердце 360 ± 2 3 4 4 0 ± 4 7 1050 ± 179* 2 5 8 ± 2 1 389 ± 3 2 ' 

Мозг 5 4 0 ± 5 1 690 ± 7 8 Ю 8 0 ± 194* 400 ± 2 9 4 8 0 ± 3 2 * ' 
СОД, 103 ед/ (ч • кг) Сердце 205 ± 12 157 ± 1 1 * 1 2 6 ± 11* 1 9 8 ± 13 1 7 4 + 1 1 
Каталаза, 104 ед/(ч-кг) » 5 1 6 ± 3 6 3304-29* 265 ± 1 9 * 7444-81 6 5 1 + 7 5 * ' 
Общие фосфолипиды » 3 1 , 6 ± 1 , 1 3 2 5 , 8 ± 1,35* 2 3 , 4 + 1 , 5 5 * 3 2 , 5 ± 2 , 0 0 3 0 , 2 + 1 , 3 4 * ' 
JI изофосфатидил хол и и » 1 , 2 6 ± 0 , 0 8 2,19 ± 0 , 1 4* 2 , 4 5 ± 0 , 1 6 * 1 , 3 5 ± 0 , 1 0 1 ,57+0 ,1 1*' 
Сфингомиелин » 1,52 ± 0 , 0 9 1 , 4 5 ± 0 , 1 0 1 ,39±0 ,11 1,44 ± 0 , 0 7 1 , 4 9 ± 0 , 1 2 
Фосфатидил хол и и » 1 1 , 2 5 ± 1 , 0 2 9,35 ± 0 , 6 4 9 , 0 6 ± 0 , 6 6 1 1,45 ± 1,36 1 0 , 2 9 ± 0 , 7 8 
Фосфатидилсерин » 2,164-0 ,14 1,81 4-0 ,09* 1,674-0,09* 2,25 ± 0 , 1 3 2 , 0 3 ± 0 , 1 0 ' 
Ф осф а т и д ил эта н ол амин » 9,194=0,54 6,64 ± 0 , 5 0 * 6 , 2 2 ± 0 , 5 3 * 9,06 ± 0 , 3 4 8 , 7 7 ± 0 , 4 5 * ' 
К а р д иол и 11 и 11 + фосф а т и д н ые к и с -

лоты » 4,05 ± 0 , 2 7 2,60 ± 0 , 1 9 * 2 , 1 6 ± 0 , 1 5 * 4,21 ± 0 , 2 2 3,74 ± 0 , 3 0 * ' 

П р и м е ч а н и е . Содержание фосфолипидов (и их фракций) выражено в миллимолях неорганического фосфора на 1 кг 
влажной ткани миокарда. 

лиз. Относительная нормализация содержания 
адреналина и С Ж К в миокарде, а т а к ж е С Ж К 
в сыворотке крови (см. табл. 1 и 2, рис. 1) 
уменьшала более чем в 10 раз количество экстра-
систол в первые 30 мин после оживления (рис. 2 ) ; 
у половины животных они отсутствовали. Оказы-
вая антифибриллярное действие [14, 15] , индерал 
полностью предупредил фибрилляцию желудочков, 
возникающую обычно во время клинической смер-
ти или при проведении реанимационных мероприя-
тий, что в конечном итоге в несколько раз 
уменьшило раннюю постреанимационную леталь-
ность (с 55,1 до 7,7 % ) . 

Очевидно, снижение иостреанимационной ле-
тальности на фоне индераловой защиты организма 
в известной степени связано с меньшими мета-
болическими нарушениями в таких жизненно важ-
ных органах, как сердце и головной мозг. 

• 600 -

МДГ 

Рис. 2. Влияние острой смертельной кровопотери и предвари-
тельного введения индерала на биохимические изменения сы-
воротки крови. 
По оси абсцисс время (в мин) после оживления; но оси ординат актив-
ность М Д Г , ACT, Л Д Г (в ммоль/(ч • л ) ) , Р Н К а з ы (в ед. акт/л); уровень 
лактата (в ммоль/л) и С Ж К (в мкмоль/л). Темные кружки подгруппа жи-
вотных с неблагоприятным течением постреанимационного периода; светлые 
кружки подгруппа животных с благоприятным течением иостреанимациои-
ного периода; треугольники животные, защищенные индералом. 

Это прежде всего касается уменьшения интен-
сивности процессов ПОЛ. Сам по себе индерал, 
как известно, не является ингибитором свободно-
радикальных реакций. Он предотвращает лишь 
избыточную активацию адренорецепторов кате-
холаминами и ограничивает их аутоокисление, 
сопровождающееся генерацией супероксидных ра-
дикалов [5 ] , способных инициировать реакции 
ПОЛ [9] . В результате этого в миокарде в 2-
3 раза снижается содержание гидроперекисей ли-
пидов и оснований , Шиффа за счет повышения 
АОА липидов и мощности системы антирадикаль-
ной и антиперекисной защиты (см. табл. 2 ) . 

Ограничивая (опосредованно через блокаду 
(3-адренорецепторов) чрезмерную активацию Г10Л 
и накопление токсичных перекисных соединений, 
дающих мембранодеструктивный эффект, индерал 
предупреждал характерное для постреанимацион-
ного периода снижение содержания фосфолипидов 
в биомембранах, особенно в подгруппе животных 
с неблагоприятным тяжелым течением постреани-
мационного периода (подгруппа Пб, см. табл. 2 ) . 
Уменьшалось содержание лизофосфатидилхолина, 
оказывающего аритмогенное действие, а концент-
р а ц ия фосфатидилхолина, ф о с ф а т и д и л э т а и о л а м и -
на, фосфатидилсерина и кардиолипина в сердечной 
мышце крыс, получавших препарат до клиниче-
ской смерти, достоверно превышала уровень этих 
фракций фосфолипидов у не защищенных инде-
ралом животных. 

Индерал блокировал вызываемую избытком 
КХА стимуляцию катаболизма адениловых ну-
клеотидов в раннем периоде после оживления. 
Из табл. 1 видно, что содержание АТФ в сердце 
животных, получавших индерал, через 1,5 ч после 
оживления на 29 % превышало уровень АТФ в 
сердечной мышце животных, не защищенных ин-
дералом (если течение восстановительного перио-
да было благоприятным подгруппа П а ) , и на 
155 % при неблагоприятном течении постреани-
мационного периода (подгруппа Пб) . В сердце 
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сохранялась высокая концентрация креатинфос-
фата, а содержание неорганического фосфора как 
конечного продукта распада нуклеотидов умень-
шалось в 1 ,5—5 раз в зависимости от характера 
течения постреанимационного периода. В конеч-
ном итоге отмечалось увеличение энергетического 
потенциала и снижение потенциала фосфорили-
рования. 

Индерал сохранял гликогенный резерв миокар-
да, ограничивая анаэробный гликолиз и накопле-
ние лактата и пирувата в сердечной мышце: содер-
жание этих метаболитов уменьшилось более чем 
в 2 раза. Подавляя усиленный липолиз, вызывае-
мый избытком КХА, индерал уменьшал содержа-
ние С Ж К в периферической крови и сердце, что 
закономерно повышало потребление миокардом 
углеводов, в том числе лактата . 

Все изложенное выше свидетельствует о том, что 
предварительно введенный индерал защищает 
сердце от повреждений, возникающих при терми-
нальных состояниях. Однако вряд ли можно толь-
ко кардиопротективным действием индерала объ-
яснить столь высокую выживаемость крыс в ран-
нем периоде после оживления. Вполне очевидно, 
что индерал в не меньшей, а возможно, и в боль-
шей степени защищает от повреждений головной 
мозг, сохранность которого, как известно, в первую 
очередь определяет исход реанимации [6|. С этих 
позиций можно анализировать данные табл. 1 и 2. 
Видно, что в мозге животных, получавших индерал 
до клинической смерти, в большей мере, чем в серд-
це, снижено содержание токсичных перекисных 
соединений за счет сохранения более высокого 
уровня АОА липидов. Нарушения энергетического 
обмена в мозге, судя по высокому содержанию 
АТФ, креатинфосфата и гликогена, на фоне ин-
дерала были минимальными, а продукция энергии 
осуществлялась в основном за счет усиления 
окислительного фосфорилирования. В конечном 
итоге увеличивался энергетический потенциал моз-
га, приближаясь к уровню, характерному для 
интактных животных. 

Кроме того, индерал, введенный до острой смер-
тельной кровопотери, уменьшал в раннем периоде 
реанимации интенсивность анаэробного гликолиза 
и накопление в крови лактата , предупреждая раз-
витие некомпенсированного метаболического аци-
доза, липолиза и выделение ферментов в кровь, 
т. е. гиперферментемию — показателя, отражаю-
щего генерализованное повреждение клеточных 
мембран (см. рис. 1). 

Анализ полученных результатов свидетельству-
ет о том, что предварительно вводимый индерал, 
ограничивая липолиз, значительно снижает интен-
сивность процессов ПОЛ в жизненно важных орга-
нах, сохраняя активность антиоксидантных фер-
ментов и АОА липидов, что закономерно умень-
шает содержание токсичных продуктов П О Л в 
мозге и сердце. В результате, надо полагать, 
уменьшается деструкция клеточных мембран, свя-
занная с гидролизом фосфолипидных фракций 
и повышенным образованием лизофосфолипидов, 
нарушающих микролипидное окружение мембра-
нолокализованных ферментов, в частности фер-
ментов цикла Кребса, что обеспечивает рост энер-
гетического потенциала нейронов головного мозга 
и кардиомиоцигов. Индерал, сохраняя постоянство 
фосфолипидного состава мембран кардиомиоци-

тов, уменьшает электрическую нестабильность 
сердца и полностью предупреждает фибрилляцию 
желудочков, возникающую обычно во время кли-
нической смерти или при оживлении организма, 
тем самым значительно снижая летальность жи-
вотных на протяжении 1,5 ч после оживления. 
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PROTECTION BY MEANS OF INDERAL AGAINST POST-
RESUSCITATION AL IMPAIRMENTS OF M E T A B O L I S M IN 
HEART AND BRAIN T I S S U E S 

V. T. Dolgikh 

Medical School, Omsk 

Restriction of lipolysis as well as a decrease in the rate of 
lipid peroxidation due to prevention of inhibition of antioxidant 
enzymes and to maintaining of bioantioxidants in heart and 
brain tissues were observed during the postresuscitation period 
in rats preadministered with inderal and reanimated after acute 
lethal hemorrhage. Inderal, which maintained homeostasis of 
phospholipid fractions in cardiomyocyte membranes, decreased 
the electric unstability of heart and prevented the ventricles 
fibrillation within the early period after resuscitation. The drug 
decreased distinctly catabolism of adenylic nucleotides in heart 
and brain tissues. 
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ОБ ОСОБЕННОСТЯХ И З М Е Н Е Н И Й АКТИВ-
НОСТИ А М И Н О К С И Д А З ПРИ ИНТОКСИКА-
ЦИЯХ П Е С Т И Ц И Д А М И 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, 
Москва 

Аминоксидазы (АО) — ферменты, катализи-
рующие реакции окислительного дезаминирова-
ния аминов, играют важную роль в биохимиче-
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ских превращениях как биогенных аминов [1] , 
так и многих ксенобиотиков [14] . 

Различают две основные группы АО: моноами-
ноксидазы ( М А О ) , флавиновые ферменты, связан-
ные со структурами биомембран, и растворимые 
медьзависимые АО. Идентифицировано два основ-
ных типа МАО А и Б. МАО типа А, высо-
кочувствительные к тормозящему действию хлор-
гилина, специфически катализируют дезаминиро-
вание серотонина и норадреналина. Активность 
МАО типа Б тормозят низкие концентрации 
депренила, а специфическими субстратами явля-
ются 2-фенилэтиламин (ФЭА) и бензиламин. Мно-
гие биогенные амины подвергаются окислитель-
ному дезаминированию при участии обоих типов 
МАО [1] . 

Нарушения активности АО л е ж а т в основе 
патогенеза многих заболеваний человека. В на-
стоящее время интенсивно разрабатываются но-
вые методы диагностики различных заболева-
ний человека, основанные на исследованиях откло-
нений от нормы каталитических функций АО в 
доступных биологических жидкостях организ-
м а 11 ] . 

Исследования активности МАО тромбоцитов 
крови человека, которая по современным пред-
ставлениям соответствует МАО типа Б, дают 
важную косвенную информацию об изменениях 
активности МАО типа Б в организме челове-
ка и, в частности, в тканях мозга. Низкая 
активность МАО тромбоцитов обнаружены при 
алкоголизме, циклических психозах, токсемии бе-
ременности, тиреотоксикозах; повышенная — при 
депрессиях, сенильной деменции, хорее Хантингто-
на [10] . Нарушения активности АО сыворотки 
крови наблюдали в клинике при злокачествен-
ных новообразованиях, ожогах |1]. 

При воздействии различных факторов окружаю-
щей среды (например, ионизирующей радиа-
ции) могут происходить разнонаправленные сдви-
ги активности аминоксидаз [1 ] . Нами ранее было 
обнаружено, что инсектицид байгон (изопропокси-
фенилметилкарбамат), относящийся к ядохимика-
там класса карбаматов, широко используемым 
в сельском хозяйстве, избирательно стимулирует 
активность МАО типа Б из различных био-
логических объектов [2, 3 ] . Фунгицид цинеб 
(этиленбисдитиокарбамат) тормозит активность 
МАО типа А из печени крыс |2, 3 ] . Имеются 
т а к ж е данные о торможении моноаминоксидаз-
ной активности фосфороргаиическими [13] и дру-
гими пестицидами [9, 11, 12]. 

В условиях стимуляции перекисного окисления 
липидов ( П О Л ) торможение моноаминоксидаз-
ной активности может быть обусловлено каче-
ственной модификацией каталитических свойств 
МАО типа А [1] . Такая модификация МАО 
обычно обратима, что особенно важно для раз-
работки новых средств профилактики интоксика-
ций пестицидами. Особенностью химического 
строения инсектицидов является их высокая раст-
воримость в жирах, что необходимо для проник-
новения через липофильную кутикулу насекомых. 
Интоксикации пестицидами сопровождаются сти-
муляцией ПОЛ биомембран [1] . 

Если отравления пестицидами действительно 
влияют на функционирование АО in vivo, есть 

основание предполагать, что попадание пестици-
дов в организм человека будет сопровождать-
ся нарушением активности МАО тромбоцитов и 
АО сыворотки крови. Д л я проверки этого пред-
положения нами было проведено обследование 
лиц, проживающих в районе длительного и интен-
сивного применения ядохимикатов. 

М е т о д и к а 

Выделение тромбоцитов. Кровь, взятую из всиы в коли-
честве 10 мл в пластмассовую посуду с 0,3 мл гепарина 
для предотвращения коагуляции, центрифугировали 10 мин 
при 250—300 g для осаждения эритроцитов. Надосадочную 
жидкость (плазму, обогащенную тромбоцитами) отбирали при 
помощи автоматической пипетки с пластмассовым наконеч-
ником и центрифугировали 15 мин при 2500 g. Надосадоч-
ную жидкость использовали для определения активности 
АО крови, а осадок тромбоцитов суспендировали в 1 мл 
0,3 М сахарозы и еще раз центрифугировали 15 мин при 
2500 g. Промытые тромбоциты суспендировали в 0,5 мл 
0,08 М калий-натрий-фосфатного буфера рН 7,4 и замора-
живали при —70 °С. 

Определение активности МАО тромбоцитов проводили 
радиометрическим методом [16], используя в качестве суб-
страта [С|4| бензиламин (1,26 мкКи/нмоль). Пробы содержа-
ли: 0,04 мл суспензии тромбоцитов (содержание белка 
3,5 мг/мл), 0,02 мл раствора бензиламина (конечная 
концентрация 0,1 мМ) в фосфатном буфере и 0,04 мл 0,08 М 
калий-натрий-фосфатного буфера рН 7,4. Пробы инкубирова-
ли 40 мин при 37 °С. Реакцию останавливали добавле-
нием к пробам 0,05 мл 1 п. НС1. Затем в каждую 
пробу добавляли 2 мл сцинтилляционной жидкости ЖС-106 и 
экстрагировали образовавшийся в ходе реакции бензальде-
гид в течение 5 мин на механическом шейкере при интен-
сивном встряхивании. Количество распадов (импульсов) опре-
деляли на сцинтилляционном счетчике «Mark-II» («Nuclear-
Chicago», США). 

Определение активности АО сыворотки (плазмы) крови 
человека с бензиламином в качестве субстрата [4]. 
К 0,5 мл плазмы крови добавляли 0,85 мл 0,04 М калий-
натрий-фосфатного буфера рН 7,4 и 0,15 мл 10 мМ раство-
ра бензиламина. В контрольные пробы плазму добавляли 
после остановки реакции. Пробы (конечный объем 1,5 мл) 
инкубировали 180 мин при 3 7 ° С . Реакцию останавливали 
добавлением 0,2 мл 1 М НС1. Для экстракции бснзаль-
дегида (БА) , образовавшегося в ходе реакции дезамини-
рования бензиламина, в пробы добавляли 3 мл гексана и 
проводили интенсивное встряхивание в течение 5 мин, 
используя механический шейкер. Содержание бензальдегида 
в органической фазе (эффективность экстракции 94 % ) опре-
деляли спектрофотометрически по оптической плотности, из-
меренной при 241 нм против чистого гексана. 

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

Было проведено измерение активности МАО 
тромбоцитов и АО сыворотки крови 20 женщин-
дезинфекторов и 24 (10 женщин и 14 мужчин) сель-
скохозяйственных рабочих, имеющих постоянный 
контакт с ядохимикатами по роду своей профессио-
нальной деятельности и проживающих в Агдам-
ском районе Азербайджанской С С Р сельско-
хозяйственном районе с длительным и интен-
сивным применением пестицидов. В качестве 
контроля были обследованы 10 доноров (2 жен-
щины и 8 мужчин) из Баку и 40 доноров 
(20 женщин и 20 мужчин) из Москвы. 

Наиболее высокая активность МАО тромбоци-
тов у обследованных женщин-дезинфекторов со-
ставляла 0,5 нмоля БА на 1 мг белка за 
1 мин; наименьшая — 0,16 нмоль БА на 1 мг 
белка за 1 мин. Среднее значение активности 
МАО тромбоцитов составило 0,334=0,02 нмоля БА 
на 1 мг белка за 1 мин (рис. 1). 

Среднее значение активности МАО тромбоци-
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Рис. I. Активность М А О тромбоцитов крови человека при воз-
действии пестицидов. 
/ предпатология; 2 норма. / дезинфекторы-женщины (Агдам): I I 
рабочие совхоза № 7 Лгдамского района (а женщины, б женщины и муж-
чины, в- мужчины); III доноры (мужчины и женщины) из Баку; IV до-
норы из Москвы (а женщины, 6 женщины и мужчины, в- мужчины). 
По оси ординат активность М А О тромбоцитов циркулирующей крови 
(в нмолях образовавшегося бензальдегида на I мг белка за I мин). 

тов у сельскохозяйственных рабочих (п=24, 
средний возраст 30,5 лет, средний стаж работы 
8 лет) составило 0 , 3 ± 0 , 0 4 нмоля БА на 1 мг 
белка за 1 мин. Среднее значение активно-
сти МАО тромбоцитов крови обследованных жен-
щин этой группы ( / 2 = 1 0 , средний возраст 
26,8 лет) составило 0,42 нмоля БА на 1 мг белка 
за 1 мин; у мужчин (п= 14, средний возраст 
36 лет) 0,24 нмоля Б А на 1 мг белка за 
1 мин. В группе доноров из Баку были обсле-
дованы 2 женщины и 8 мужчин (п= 10, 
средний возраст 32 года). Среднее значение 
активности МАО тромбоцитов составило 0,15=Ь 
± 0 , 0 5 нмоля БА на 1 мг белка за 1 мин. 
В группе доноров из Москвы у мужчин (п — 
= 20, средний возраст 46 лет) активность МАО 
тромбоцитов составляла 0,11 ± 0 , 0 2 нмоль БА на 
1 мг белка за 1 мин, а у женщин (я = 20, 
средний возраст 35 лет) 0 , 1 4 ± 0 , 0 1 нмоль 
Б А на 1 мг белка за 1 мин. 

Таким образом, на основании проведенных об-
следований было обнаружено, что у практиче-
ски здоровых людей, постоянно подвергавшихся 
воздействию пестицидов, активность МАО тромбо-
цитов статистически достоверно выше (почти в 
2 раза) , чем у доноров-горожан. Эти данные 
соответствовали тому, что можно было ожидать 
на основании результатов экспериментальных ис-
следований [3] , в которых было охарактеризова-
но свойство инсектицидов стимулировать актив-
ность МАО типа Б. Активность МАО тромбоцитов 
у женщин была выше, чем у мужчин. Повышен-
ная активность МАО тромбоцитов свидетельству-
ет о возможном увеличении активности МАО ти-
па Б в организме обследованных лиц, в част-
ности в тканях мозга. 

За последние годы появились данные о важ-
ной роли МАО типа Б в ироцессинге ксенобио-
тиков, имеющих, возможно, отношение к разви-
тию болезни Паркинсона [15] . К числу таких 
ксенобиотиков относятся некоторые производные 
пиридина, которые встречаются в окружающей 
среде. В частности, установлено, что вызываю-
щий у человека и приматов явления паркинсо-
низма нейротоксин 1 -метил-4-фенил-тетрагидро-

пиридии ( М Ф Т П ) становится ядовитым после 
взаимодействия с МАО типа Б [14|. М Ф П + 

(1-метил-4-фенилпиридиний) активный метабо-
лит МФТП, непосредственно ответственный за раз-
рушение дофаминергических нейронов, подверга-
ли полевым испытаниям в качестве гербицида 
под названием циперкват. 

Хорошо известный гербицид паракват химиче-
ски сходен с МФП 1 : 

МФП* паракват 

МФТП 

Следует отметить, что острые интоксикации 
пестицидами (в частности, инсектицидом бай-
гоном) сопровождаются характерными «старче-
скими синдромами», например депрессией или 
симптомом дрожательного паралича, напоминаю-
щего паркинсонизм [9, 11, 12]. Можно пред-
полагать, что эти явления обусловлены сни-
жением концентрации экстранейронального дофа-
мина за счет стимуляции активности МАО ти-
па Б в тканях мозга. С возрастом актив-
ность МАО типа Б в мозге нарастает за счет 
разрушения нейронов (содержащих преимущест-
венно МАО типа А) и заменой их клетка-
ми нейроглии, содержащей МАО типа Б. 
У пожилых и старых людей депрессивные со-
стояния встречаются чаще, чем у молодых и лиц 
среднего возраста [15] . 

В последние годы все большее внимание ис-
следователей привлекают маскированные формы 
депрессий [7] , проявляющиеся нарушениями со-
матических и вегетативных функций. При комп-
лексном обследовании, проведенном в ряде стран, 
было установлено, что примерно у 10 % боль-
ных, обращавшихся за общей медицинской по-
мощью с жалобами на бессонницу, мигрень, 
кардиалгии, желудочно-кишечные расстройства, 
нарушения менструального цикла, указанные со-
матовегетативные дисфункции были обусловле-
ны различными формами депрессий [6|. Обращае-
мость за медицинской помощью с жалобами имен-
но на вышеуказанные заболевания наиболее ха-
рактерна для жителей сельскохозяйственных райо-
нов с интенсивным применением ядохимика-
тов [5] . 

Повышенная активность МАО тромбоцитов в 
крови жителей Агдама указывает на возмож-
ность увеличения у них активности МАО типа 
Б в различных отделах головного мозга и раз-
вития у них (в результате снижения концентра-
ции ФЭА) маскированных форм депрессий, 
проявляющихся различными соматовегетативиы-
ми нарушениями. О важной роли ФЭА в пато-
генезе депрессий свидетельствуют следующие 
факты [6] : 1) ФЭА является биогенным ами-
ном, обнаруживающим активирующее (фенамино-
подобное) действие на поведение, тогда как кате-
хол амины вызывают депрессивные эффекты; 
2) выделение с мочой ФЭА снижено у боль-
ных с эндогенной депрессией, острой психиче-
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Рис. 2. Активность АО плазмы крови человека при воздействии 
пестицидов. 
По оси ординат активность АС) (в нмолях образовавшегося бензальдегида 
на I мл плазмы крови за I мин). Остальные обозначения, как и на рис. I. 

ской депрессией и при хронических депрессиях; 
при вторичной депрессии (шизофрения и ситуа-
ционные депрессии) экскреция ФЭА не измене-
на или повышена: у маниакальных больных 
кругооборот ФЭА увеличен; 3) предшественник 
ФЭА фенилаланин в ы з ы в а е т отчетливое анти-
депрессивное действие (хотя неизвестно декар-
боксилируется ли он при этом до Ф Э А ) ; 
антидепрессивный эффект Д О Ф А и серотонина 
относительно слабо в ы р а ж е н ; 4 ) выделение ФЭА с 
мочой у человека, так ж е как содержание и 
кругооборот ФЭА в мозге животных, с н и ж а ю т с я 
при введении фенамина, имипрамина, ингибито-
ров МАО. Под влиянием имипраминоподобных 
соединений концентрация ФЭА в мозге у экспе-
риментальных животных увеличивается в значи-
тельно большей степени (в 4 р а з а ) , чем других 
нейротрансмиттеров. 

Таким образом, исследования активности М А О 
типа Б тромбоцитов могут быть использованы 
для выявления групп повышенного риска в отно-
шении нервно-психических заболеваний среди лиц, 
проживающих в сельскохозяйственных районах 
с интенсивным применением ядохимикатов. 

По-видимому, при интоксикациях пестицидами 
в тканях организма т а к ж е происходят разно-
направленные сдвиги активности АО [ 3 ] . 

В условиях наших исследований (рис. 2 ) актив-
ность АО плазмы (сыворотки) крови у женщин-
дезинфекторов составила в среднем 0 ,94=0,01 нмо-
ля БА на I мл плазмы за I мин. В группе 
рабочих совхоза № 7 Агдамского района актив-
ность АО была 0 , 2 4 ± 0 , 0 1 нмоль БА на 1 мл 
плазмы з а 1 мин (у мужчин 0 ,254=0,01 нмоль, 
у женщин 0 ,23=ь0 ,02 нмоль) . У доноров 
Баку среднее значение активности АО было 
0 ,4=ь0 ,3 нмоля БА на 1 мл плазмы, а в группе 
доноров Москвы активность АО с о с т а в л я л а у муж-
чин 0,42=1=0,02 и у женщин 0 , 4 5 4 = 0 , 0 6 нмоля 
БА на 1 мл плазмы за 1 мин. 

Таким образом, активность АО плазмы крови 
женщин-дезинфекторов, имеющих постоянный 
контакт в процессе работы с рядом ядохими-
катов (кумафосом, метафосом, зоокумарином) , 
была почти в 5 раз ниже по сравнению с тем 
ж е показателем у доноров Москвы и Баку. 

Исходя из данных литературы о возникнове-

нии опухолей (преимущественно лимфом и сар-
ком) у людей, подвергавшихся в условиях произ-
водства воздействию пестицидов [ 5 ] , можно пред-
полагать , что обнаруженный нами значительно 
более низкий уровень активности АО сыворот-
ки ( п л а з м ы ) крови у людей, контактирующих с 
ядохимикатами, характеризует фактор риска раз-
вития злокачественных новообразований. Следует 
отметить, что наши данные по исследованию 
АО плазмы (сыворотки) крови сопоставимы с ре-
зультатами обследования больных злокачествен-
ными новообразованиями в клинике [8|. Сниже-
ние активности АО плазмы (сыворотки) крови 
с о п р о в о ж д а е т т а к ж е развитие токсических гепа-
титов и спонтанное прерывание беременности 
[1, 5] — патологий, характерных для жителей 

сельскохозяйственных районов с интенсивным при-
менением ядохимикатов. 

Полученные результаты свидетельствуют о воз-
можности использования исследований М А О 
тромбоцитов и АО плазмы (сыворотки) крови 
в качестве биохимических критериев, о т р а ж а ю -
щих понятия норма — предпатология при оценке 
токсического действия ядохимикатов. 
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ON P E C U L I A R I T I E S OP ALTERATIONS OF AMINE 
OXIDASE ACTIVITY IN INTOXICATION WITH P E S T I C I D E S 

T. A. Zeinalov, V. Z. Gorkin 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of 
Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

In persons professionally contacting with pesticides for a 
long time activity of membrane-bound monoamine oxidases 
(MAO) was statistically distinctly higher (about 2-fold) 
in blood thrombocytes, while activity of soluble amine oxidase 
(AO) was considerably lower (about 5-fold) in blood 
serum and plasma as compared with persons who did not 
have prolonged contact with pesticides. These data suggest 
that estimation of MAO activity in thrombocytes and of 
AO activity in blood serum may be used for hygienic 
evaluation of criteria involved in the conception "normal 
state prepathology". 
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Несмотря иа многочисленность эксперименталь-
ных и клинических исследований, посвященных 
изучению процесса заживления ран, поиск препа-
ратов, улучшающих заживление, и исследова-
ние механизмов их действия являются весьма 
актуальными. С 60-х годов в клинической прак-
тике в качестве стимулятора анаболических про-
цессов стал применяться 4-метилурацил. Будучи 
структурным аналогом тимииа, этот препарат 
не только не нарушает синтеза Д Н К , но и сти-
мулирует эритро- и лейкопоэз, оказывает противо-
воспалительное действие, ускоряет процессы реге-
нерации. Описано применение 4-метилурацила для 
лечения ран, ожогов, переломов костей, язвен-
ной болезни желудка и двенадцатиперстной киш-
ки, хронического гастрита и ряда других за-
болеваний [1, 4, 11, 12]. Однако молекуляр-
ные механизмы действия этого препарата изуче-
ны недостаточно. 

В настоящей работе исследовано влияние 4-ме-
тилурацила на динамику синтеза нуклеиновых кис-
лот и морфологические показатели грануляцион-
ной ткани, образующейся при заживлении пол-
послойных кожных ран у крыс. 

М Е Т О Д И К А 

Работа проведена на белых крысах-самцах массой 180— 
200 г. В экспериментах использовали грануляционную 
ткань, образующуюся при заживлении полнослойных кожных 
ран внутри тефлоновых колец диаметром 2 см [9]. 
Раны наносили путем вырезания кожи в области спины. 
Экспериментальные животные были разделены на 3 группы в 
зависимости от условий, в которых шло заживление ран: 
в 1-й группе грануляционная ткань образовывалась под 
струпом в условиях открытой раны, во 2-й — под двуслой-
ными марлевыми салфетками, на которые наносили 40 мг 
ланолин-вазелиновой мази с соотношением компонентов 1:1, 
в 3-й - под салфетками с ланолин-вазелиновой мазью, 
содержащей 5 % 4-метилурацила. 

Грануляционную ткань собирали с площади, ограничен-
ной кольцом, со 2-х по 7-е сутки после нанесения раны. 
За 1,5 ч до декапитации животным вводили внутрибрюшин-
но :,Н-тимидин и |4С-оротат из расчета 100 и 50 мкКи на 
100 г массы животного соответственно. Из гомогенатов 
ткани выделяли ядра и митохондрии по методикам, опи-
санным ранее |8|, их использовали для определения со-
держания ДНК и РНК по модифицированному методу 
[10] и изучения синтеза макромолекул. Интенсивность син-

теза Д Н К оценивали по включению 3Н-тимидина в ДНК, 
интенсивность синтеза РНК по включению мС-оротата. 
Радиоактивность и количественное содержание нуклеино-
вых кислот определяли в одних и тех же пробах. 

Грануляционную ткань подвергали морфометрическому 
исследованию. На гистологических препаратах, окрашенных 
гематоксилином и эозином, пикрофукси^ном по Ван-Гизону 
на коллагеновые волокна, толуидиновым синим на кислые 
гликозаминогликаны и реакцией Браше на РНК, проводили 
подсчет клеточной плотности (содержание клеток на едини-
цу площади) и вычисляли процентное содержание фибро-
бластов макрофагов и полиморфноядерных лейкоцитов. Для 
исследования использовали морфометрическую сетку С. Б. Сте-

фанова. Цифровые данные обрабатывали, оценивая достовер-
ность результатов по критерию Стьюдента [2] . 

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

На рис. 1 представлены изменения содержа-
ния суммарной Д Н К , выделенной из гомогенатов, 
в расчете на 1 г грануляционной ткани. В иссле-
дуемый период содержание Д Н К в ткани откры-
той раны постоянно было выше, чем в тканях, 
формировавшихся под мазевыми покрытиями. 
Наиболее значительные различия в характере 
кривых наблюдались со 2-х по 5-е сутки. В этом 
интервале на кривой 1 отмечен пик с максиму-
мом на 3-й сутки. На кривых 2 и 3 этот 
пик сдвинут к более ранним срокам и содержа-
ние Д Н К в первой точке измерения в 1,5 раза 
меньше у животных 2-й группы и более чем в 
2 раза у животных 3-й группы, чем в обла-
сти максимума в контрольной группе. Более 
того, у животных 3-й группы, раны которых 
лечили 4-метилурацилом, на кривой содержания 
Д Н К наблюдался дополнительный максимум, при-
ходившийся на 4 е сутки заживления ран. 

Полученные результаты становятся понятными 
при рассмотрении их в сочетании с результата-
ми морфологического исследования клеточного со-
става грануляционной ткани у животных 1-й и 
3-й групп. Как видно на рис. 2, в первые 
4 сут воспалительная фаза раневого процесса 
наиболее выражена. В область повреждения миг-
рируют лейкоциты и макрофаги, распадающиеся 
затем в ране. Быстрое увеличение клеточной 
плотности фибробластов в открытой ране проис-
ходит после 3-х суток. На 2-е сутки наблюда-
ется интенсивное накопление полиморфноядерных 
лейкоцитов, а на 3-й сутки их содержание 
снижается приблизительно на 40 % . Изменение 
содержания Д Н К в грануляционной ткани откры-
той раны (см. рис. 1), очевидно, отражает два 
процесса: накопление и последующий распад кле-
ток воспалительного экссудата первый пик 
Д Н К , наблюдающийся на 3-й сутки, и увеличе-
ние количества фибробластов в ткани — макси-
мум, приходящийся на 6-е сутки. Поскольку 
в течение воспалительной фазы содержание Д Н К 
в гомогенате ткани является максимальным на 
3-й сутки, можно думать, что в интервале 
между 2-ми и 3-ми сутками поступление лейко-
цитов в область раны продолжается. Исполь-
зованный метод определения Д Н К учитывает 
ДНК-содержащий материал как целых, так и 
распадающихся клеток, поэтому профиль кривых, 
характеризующих содержание клеток на гисто-
логических препаратах и содержание Д Н К , 
различается. 

Уже на 2-е сутки под покрытием, содержа-
щим 4-метилурацил, накопление полиморфноядер-
ных лейкоцитов в ткани раны снижается почти 
в 2 раза (см. рис. 2) по сравнению с конт-
ролем. Раньше наблюдается рост фибробластов. 
Благодаря уменьшению продолжительности вос-
палительной фазы первый пик содержания Д Н К , 
обусловленный лейкоцитами, в этом случае сме-
щен ко 2-м суткам. На 4-е сутки на кривой 
содержания Д Н К в ткани, полученной при ле-
чении раны 4-метилурацилом, появляется допол-
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нительныи максимум, который, судя по данным 
рис. 2, суммирует три процесса: увеличение со-
держания фибробластов, с одной стороны, и 
уменьшение количества макрофагов и лейкоци-
тов — с другой. В открытой ране значительный 
распад лейкоцитов и макрофагов наблюдается и 
в более поздние сроки формирования грануля-
ционной ткани. Этим объясняется большее содер-
жание Д Н К при втором пике на 6-е сутки (см. 
рис. I ) по сравнению с соответствующими мак-
симумами на кривых, отражающих формирова-
ние ткани под мазевыми покрытиями. Следует 
отметить, что только покрытие раны мазью за 
счет уменьшения доступа воздуха и предотвра-
щения высыхания раны уже способствует умень-
шению воспаления, о чем свидетельствует сниже-

7сут 

Рис. I. Содержание сум-
марной ДНК грануляцион-
ной ткани в процессе за-
живления ран. 
Здесь и на рис. 2 4: по оси 
абсцисс сутки после нанесения 
раны; по оси ординат содержа-
ние Д Н К (в мг на I г ткани). 
Здесь и на рис. 3 и 4: кривые / 
данные для ткани, образующейся 
в открытой ране; 2 — для ткани, 
образующейся под ланолин-вазе-
линовым покрытием; 3 — для тка-
ни, образующейся под ланолин-
вазелиновым покрытием, содер-
жащим 5 % 4-метилурацила. 

Рис. 2. Плотность поли-
морфноядерных лейкоци-
тов (/, /'), фибробластов 
(2, 2') и макрофагов 
(3, 3 ' ) в грануляционной 
ткани в процессе заживле-
ния ран. 
По оси ординат число клеток 
на I ед. площади; /, 2, 3 дан-
ные для ткани раны, леченной 
4-метилурацилом; Г,2',3' дан-
ные для ткани открытой раны. 

2 3 4 5 8 7сут 

Рис. 3. Интенсивность включения }Н-тимидина (в имп/мин 
на I мг ДНК) в ядерную ДИК грануляционной ткани в про-
цессе заживления ран. 

ние содержания лейкоцитарной Д Н К (см. рис. I ) 
по сравнению с контролем. 

В интервале со 2-х по 7-е сутки изучали дина-
мику синтеза ядерной Д Н К ( я Д Н К ) в расчете на 
I мг по включению 3Н-тимидина. На рис. 3 видно, 
что для ядер грануляционной ткани из открытой 
раны и раны, покрытой ланолин-вазелиновой 
мазью, наблюдаются два максимума синтеза 
я Д Н К с 3-суточной периодичностью. В то ж е вре-
мя в ядрах клеток ткани, формирующейся под 
покрытием с 4-метилурацилом, отмечаются 3 мак-
симума, приходящиеся на 2, 4, 6-е сутки. Таким 
образом, у группы животных, леченных 4-метил-
урацилом, волны синтеза Д Н К учащаются и имеют 
2-суточную периодичность. Это указывает на бо-
лее интенсивную по сравнению с контролем про-
лиферацию фибробластов, что подтверждают мор-
фологические исследования. Как видно на рис. 2, 
уже на 2-е сутки содержание фибробластов в 
ранах, леченных 4-метилурацилом, в 2 раза боль-
ше, чем в контроле. На 3-й сутки эта разница 
становится 3-кратной. Данные о включении 3Н-
тимидина в я Д Н К тканей, образующихся у жи-
вотных всех групп, указывают на то, что в про-
цессе заживления раны происходит определенная 
синхронизация деления фибробластов и синтеза 
Д Н К , что согласуется с результатами исследова-
ний других авторов [3, 5 ] . Ранее в работах [6, 7 ] , 
проведенных на гепатоцитах интактной и регене-
рирующей печени, было отмечено, что 4-метил-
урацил является синхронизатором клеточной по-
пуляции, обеспечивающим более мощное по срав-
нению с физиологической регуляцией вступление 
клеток печени в биосинтез Д Н К . В наших экс-
периментах (см. рис. 3 ) лечение 4-метилураци-
лом несущественно по сравнению с контролем 
увеличивало число клеток, участвующих в синтезе 
Д Н К . Однако у части делящихся фибробластов 
оно вызывало уменьшение продолжительности 

имп/О3 

4f 

3 -

2 -

1.5 -

/ -

0.5 -
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грануляционной ткани в процессе заживления ран (в имп/мин 
на I мг РНК). 

прохождения цикла клеточного развития и спо-
собствовало их синхронизации в новом ритме син-
теза Д Н К . 

Кривые, представленные на рис. 4, отражают 
изменения интенсивности включения 1 4С-оротата 
в ядерную РНК. В условиях покрытия ран ма-
зями скорость синтеза Р Н К возрастает в 1,5— 
2 раза, указывая на повышение биосинтетиче-
ской активности клеток, особенно в присутствии 
4-метилурацила. Гистохимически это подтвержда-
ется при реакции Браше более выраженной ин-
тенсивностью пироиинофилии цитоплазмы и ядры-
шек фибробластов (что свидетельствует о повы-
шенном содержании Р Н К ) в грануляционной тка-
ни животных 3-й группы по сравнению с 1-й 
(контрольной). В межклеточном веществе вблизи 
фибробластов увеличивается содержание кислых 
гликозаминогликанов и коллагена, что т а к ж е сви-
детельствует об усилении биосинтеза этих веществ 
фибробластами. 

Таким образом, по результатам исследования 
раневое покрытие с 4-метилурацилом оказывает 
противовоспалительное действие и снижает накоп-
ление лейкоцитов в ране, способствует протека-
нию репликативных процессов в более ранние 
сроки. В этих условиях усиливается транскрип-
ционная активность генома фибробластов, что 
ведет к более активной пролиферации клеток, 
а в последующем и к усилению их биосинтети-
ческой активности. 
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Effect of 4-mcthyl uracil on dynamics of morphological 
patterns and the rate of nucleic acids synthesis was studied 
in granulation tissue developed during healing of full-layer 
skin wounds. Application of ointment containing 4-methyl ura-
cil onto the wounds exhibited an antiinflammatory efficiency 
and decreased accumulation of leukocytes in the wound. The 
drug shortened the mitotic cycle in dividing fibroblasts, as a 
result of which periods of DNA synthesis became more fre-
quent exhibiting two days duration. The rate of RNA synthesis 
was increased 1.5-2-fold. Content of acid glycosaminoglycans 
and collagen was increased in intercellular space surroun-
ding fibroblasts. 
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СВОЙСТВА А Д Е Н И Л А Т Ц И К Л А З Н О Й СИСТЕ-
М Ы МЬ|ШЦ СЕРДЦА И АОРТЫ У КРЫС С 
Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Й ПОЧЕЧНОЙ ГИПЕР-
ТОНИЕЙ 

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Се-
ченова АН СССР, Ленинград 

Гормоночувствительная аденилатциклазная си-
стема ( А Ц С ) является одним из биохимических 
механизмов, регулирующих функции сердечной 
мышцы и гладких мышц сосудов. По современным 
представлениям, АЦС локализована в плазмати-
ческой мембране клетки-мишени и состоит по край-
ней мере из 3 самостоятельных функциональ-
ных блоков. Это рецептор, фермент аденилатцик-
л а з а (АЦ) и регуляторный компонент, представ-
ленный гуанилнуклеотидсвязывающими белками 
(N-белками) . При этом Ng-белки реализуют сти-
мулирующее действие гормонов, а N-белки ин-
гибиторные влияния на АЦ [1] . 

Анализ литературы, посвященной изучению 
функционального состояния АЦС в мембранах 
клеток органов кровообращения крыс при гипер-
теизивиых состояниях различного происхождения, 
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свидетельствует о нарушении функции этой си-
стемы. Различия имеются лишь по степени пораже-
ния функций отдельных ее компонентов. 

У спонтанно-гипертензивных крыс, у крыс с по-
чечной и дезоксикортизолсолевой гипертонией 
уменьшается число (З-адренорецепторов в мембра-
нах сердца [12, 16, 19] и в гладких мышцах со-
судов [13, 20] без изменения их сродства к ли-
гандам. Уменьшение числа связывающих мест 
объясняют увеличением уровня катехоламинов в 
плазме крови при данной патологии, т. е. феноме-
ном даун-регуляции. Вместе с тем есть работа, 
в которой показано, что у спонтанно-гипертен-
зивных крыс нет отличий в количестве рецепто-
ров при определении их с помощью меченого 
антагониста [3Н] — Д Г А [8] . 

Уменьшение изопротеренолстимулируемой аде-
нилатциклазной активности показано для фракции 
мембран сердца крыс со спонтанной гипертонией 
|7, 8, 15, 17], дезоксикортизол-солевой и почечной 
гипертонией (ренин-ангиотензиновой) |17|. При 
этом стимулирующее действие на АЦ гуаииновых 
нуклеотидов в NaF, которое опосредуется через 
N-белки, не отличалось от такового у контрольных 
животных. Однако другие авторы нашли пониже-
ние чувствительности фермента как к изопротере-
нолу, так и к N a F у спонтанно-гипертензивных 
крыс [9 ] . С этим согласуются результаты иссле-
дования, проведенного на крысах с почечной ги-
пертонией (ренин-ангиотензиновая модель с нало-
жением лигатуры на аорте между почечными арте-
риями) [6|. Были установлены снижение чувстви-
тельности фермента к катехоламинам, отсутствие 
чувствительности к дофамину и снижение стимули-
рующих эффектов NaF и форсколина, что свиде-
тельствует о множестве дефектов АЦС при данной 
патологии. 

В мышцах сосудов у спонтанно-гипертензивных 
крыс и стресс-гипертензивных крыс чувствитель-
ность АЦ к изопротеренолу уменьшена [18| или 
отсутствует [5 ] . При этом, по данным одних авто-
ров, эффект на NaF отсутствует [5 ] , другие же 
исследователи установили его увеличение у спон-
танно-гипертензивных животных [18] . Исследова-
ний, выполненных на тканях крыс с другими фор-
мами гипертонии, мы в литературе не нашли. 

Задача настоящей работы состояла в том, чтобы 
изучить функциональное состояние АЦС одновре-
менно в мышцах сердца и аорты у крыс с реновас-
кулярной гипертонией, являющейся следствием 
билатеральной конструкции почечных артерий. 
Эта модель лабораторный аналог реноваску-
лярной гипертонии, которой по оценкам специали-
стов страдает до 5 % гипертонических больных. 

М е т о д и к а 

Работу проводили на трехмесячных самцах крыс линии 
Вистар. Экспериментальную гипертонию вызывали методом 
Гольдблата 110|. В возрасте 2 мес крысам на обе почечные ар-
терии накладывали зажимы диаметром 0,2 мм, что соответству-
ет пережатию артерий на 40 60 % по сравнению с нормой. 
Такое сужение даст максимальное повышение артериального 
давления [14|. Давление в хвостовой артерии контролиро-
вали с помощью реоплетизмографа и манжетки. Чтобы из-
бежать стрессорного изменения давления, крыс некоторое вре-
мя до начала эксперимента приучали к манжетке и измери-
тельной камере, ограничивающей их движения. В эксперимент 
брали крыс, у которых давление через 1 мес после операции 
было стабильно и превышало 160 мм рт. ст., что на 60—70 % 

J i I I I i I i i i I 
0 3 6 9 12 15 18 21 27 30 

Изменение артериального давления у крыс после билатераль-
ной ишемии почечных артерий. 
По оси абсцисс время после операции, дни; по оси ординат артериаль-
ное давление в хвостовой артерии, мм рт. ст. I гипертензивные крысы; 2 
нормотензивные контрольные крысы. 

больше, чем до операции. В качестве контроля использовали 
крыс линии Вистар того же пола и возраста, что и подопытные. 
Животных декапитировали. Исследовано было 3 группы крыс 
с экспериментальной почечной гипертензией. В каждой группе 
было 5- 6 оперированных крыс и столько же контрольных. 

Сарколемму сердца выделяли по известному методу |11| 
с некоторыми изменениями. Желудочки сердца от 5 — 6 крыс 
промывали, измельчали и гомогенизировали при помощи гомо-
генизатора типа «Политрон» в буфере, содержащем 10 мМ ими-
дазола рН 7,5, 1 мМ ЭДТА, I мМ MgCI-2 и 0,25 М сахарозы. 
Гомогенат фильтровали, наслаивали на 0,8 М сахарозу и цент-
рифугировали 60 мин при 100000 g. Слой сарколеммы, 
снятый на границе 0,25 и 0,8 М сахарозы, разводили буфе-
ром без сахарозы и осаждали повторным центрифугирова-
нием при указанном режиме. Осадок суспендировали в трис-
HCI рН 7,5, и фракцию использовали в день получения. 

Сосуды (аорта) замораживали в жидком азоте и измельча-
ли в фарфоровой ступке при постоянном добавлении азота. 
Полученный порошок быстро переносили в стеклянный гомо-
генизатор и гомогенизировали в 10 мМ трис-HCI с 1 мМ ЭДТА 
и 1 мМ дитиотреитола рН 7,5. Гомогенат фильтровали и 
добавляли в пробу в количестве 8 0 — 1 0 0 мкг белка. 

Активность АЦ определяли по методу Ткачука и Балденко-
ва [3], используя в качестве меченого субстрата [ 3 Н]-АТФ 
[2|, и выражали в пикомолях цАМФ в 1 мин на I мг белка 
фракции сердца или гомогената аорты. Все определения ак-
тивности АЦ проводили в 4 параллельных пробах. 

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

На рисунке показана динамика роста давления 
у крыс с ишемизированными почечными артерия-
ми. Давление в 1-ю неделю повышалось, а затем 
стабилизировалось в течение 1 мес, что согласует-
ся с результатами других исследователей [10| и 
свидетельствует об адекватности модели. 

Результаты определения базальной активности 
АЦ сердечной мышцы и аорты гипертонических 
и контрольных крыс представлены в табл. 1. В про-
веденных 3 сериях опытов активность фермента 
в сердце гипертонических крыс в 2 случаях была 
ниже по сравнению с контролем, а в 1 серии это 
уменьшение было слабо выражено. Активность АЦ 
в аорте больных крыс была ниже по сравнению 
с контролем только в 1 серии, а в 2 последующих 

Т а б л и ц а 1 

Базальная активность аденилатциклазы в сердце и аорте 
крыс, нмоль цАМФ/мин на 1 мг белка 

Серия Сердце Аорта 

опытов коитроль опыт контроль опыт 

I 
II 

III 

27,1 
8,7 

28,6 

14,5 
7,1 
9,5 

18,9 
5,5 

33,3 

10.5 
4,3 

33.6 
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Т а б л и ц а 2 
Влияние NaF (10 мМ) на активность аденилатциклазы сердца 
и аорты крыс, % к базальной активности 

Серия Сердце Аорта 
опытов 

контроль опыт контроль опыт 

I 
II 

HI 

183 
1406 
1126 

76 
703 
993 

144 
295 

1061 

72 
170 
855 

разницы не было. Таким образом, изменения 
в функциональной активности каталитической 
субъединицы АЦС в нашем исследовании не были 
устойчивыми и касались в большей степени ткани 
сердца. 

Д л я оценки состояния регуляторного компонен-
та АЦС (N-белка) в качестве функционального 
зонда мы использовали активирующее действие 
на фермент фтористого натрия. Полученные ре-
зультаты (табл. 2) показывают, что как в сердце, 
так и в аорте имеют место идентичные изменения 
в функциональном состоянии N-белков тканей 
крыс с гипертонией, которые приводят к уменьше-
нию чувствительности фермента к NaF. Это согла-
суется с результатами, полученными на сердце [9] 
и аорте [5] спонтанно-гипертензивных крыс и на 
сердце крыс с почечной ренин-ангиотензиновой ги-
пертонией [6] . Таким образом, нарушение функ-
ции N-белков является, вероятно, общей чертой 
в патогенезе гипертонии. 

Д л я характеристики функционального состоя-
ния всей АЦС, Т. е. для оценки способности 
каталитического компонента сопрягаться с адре-
нергическими рецепторами мы использовали соче-
танное действие изопротеренола и гуанозинтри-
фосфата ( Г Т Ф ) . Напомним, что для а-рецепторов 
характерен следующий ряд эффективности гормо-
нов: норадреналин>адреналин>>изопротеренол, 
а для (З-рецепторов: изопротеренол;>адреналин;> 
Ж о р а д р е н а л и н . Катехоламины стимулируют АЦ 
через p-адренергические рецепторы, а через «-ре-
цепторы ингибируют фермент. 

Из результатов, представленных в табл. 3, вид-
но, что в контрольных группах крыс изопротере-
нол в сочетании с Г Т Ф во всех случаях оказы-
вает стимулирующее влияние на АЦ сердечных 
мембран. Этот стимулирующий эффект в мембра-
нах сердца гипертензивных крыс исчезает (1 и 
II серии опытов) или изменяется на ингибирую-
щий (II I серия). 

При определении гормонстимулируемой актив-
ности АЦ аорты мы не получали воспроизводимых 
результатов в контрольной группе животных (см. 

Т а б л и ц а 3 

Сочетанное действие изопротеренола ( 1 0 — 5 М) и гуанозин-
трифосфата (10 5 М) на активность аденилатциклазы сердца 
и аорты крыс, % активирования ( + ) или ингибирования ( — ) 
относительно базальной активности 

Сердце Аорта 

Серия 
конт-
рол ь 

омытой конт-
рол ь опыт контроль опыт 

I 
11 

III 

+ 2 6 
+ 106 

+ 6 6 

Нет эффекта » » 

28 

+ 120 
Нет эффекта 
+ 3 1 

37 
Нет эффекта 
+ 12 
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табл. 3 ) . С этим столкнулись и другие авторы [20] 
при определении изопротеренол-стимулируемой 
АЦ в гладких мышцах сосудов спонтанно-гипер-
тензивных крыс и у крыс контрольной линии. 
В связи с этим при обсуждении результатов по 
влиянию гормона на активность фермента ограни-
чимся исследованиями, выполненными на ткани 
сердца. 

Отсутствие активирующего влияния изопротере-
нола в сочетании с гуаниловым нуклеотидом на 
активность АЦ в мембранах сердца крыс с гипер-
тонией подтверждает наше предположение о де-
фекте на уровне, представленном N-белками, и 
позволяет т а к ж е думать о возможных изменениях 
в функциональном состоянии рецепторов. Потерю 
чувствительности системы к гормонам наблюдали 
и другие исследователи при ренин-ангиотензино-
вой гипертонии [6 ] , у спонтанно-гипертензивных 
и стресс-гипертензивных крыс [5] . 

Появление ингибирующего действия изопроте-
ренола на активность АЦ (инверсия гормональ-
ного эффекта в сердце гипертензивных крыс (I I I 
серия) можно объяснить тем, что в связи с воз-
можным уменьшением числа p-адренорецепторов 
может преобладать а-адренергический компонент 
в реакции ткани на катехоламины. Ранее для 
сердца крыс методом радиолигандного связыва-
ния показаны реципрокные отношения между эти-
ми типами рецепторов [2 ] . Гипотеза о преоблада-
нии а-адренергического эффекта в условиях изу-
чаемой нами сердечно-сосудистой патологии тре-
бует дальнейшего экспериментального подтверж-
дения. Однако не исключено, что ингибирующий 
эффект изопротеренола осуществляется в тканях 
гипертензивных животных через p-рецепторы за 
счет их взаимодействия с Nj-белком. Принципиаль-
ная возможность такого взаимодействия показа-
на [17] . 

Таким образом, при реноваскулярной почечной 
гипертонии нарушаются молекулярные взаимо-
действия между адренорецепторами, N-белками 
и каталитической субъединицей АЦС в миокарде 
и нарушаются функции регуляторного компонента 
(N-белка) в АЦС гладких мышц аорты. 
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P R O P E R T I E S OF THE ADENYLATE CYCLASE S Y S T E M IN 
HEART M U S C L E AND AORTA OF RATS WITH EXPERI-
MENTAL KIDNEY HYPERTENSION 

L. P. Soltitskaya, N. V. Balashov, V. V. Soltitsky 

I. M. Sechenov Institute of Evolutional Physiology and Bio-
chemistry, Academy of Sciences of the U S S R , Leningrad 

Properties of the adenylate cyclase system were simultaneous-
ly studied in heart and aorta of rats with renovascular hyperten-
sion. Under conditions of the pathology molecular interactions 
between adrenoreceptors, regulating proteins (N-proteins) and 
catalytic subunit of the adenylate cyclase system were deterio-
rated in rat myocardium as well as functions of the regulating 
component were impaired in the adenylate cyclase system of 
aorta smooth muscles. 
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Нарушение пуринового обмена в пострадиаци-
онном периоде является одним из ранних и ха-
рактерных процессов в лимфоидной ткани. Фе-
номен повышенного образования гипоксантина 
за счет ступенчатой деградации АТФ по схеме 
А Т Ф - ^ А Д Ф - ^ А М Ф ^ а д е н о з и н - ^ г и п о к с а н т и н по 
времени соответствует началу максимального на-
копления полидезоксирибонуклеотидов ( П Д Н ) 
в тимоцитах [8 ] . Показано , что инкубация 
необлученных тимоцитов в среде с гипоксан-
тином с о п р о в о ж д а е т с я образованием П Д Н и 
интерфазной гибелью клеток, т. е. механизм 
межнуклеосомной фрагментации хроматина в слу-
чае избытка в среде гипоксантина сопоставим 
с механизмом фрагментации его при рентгенов-
ском облучении. Причем среди группы исследо-
ванных пуриновых соединений лимфоцитолитичес-
кое действие специфически проявлял только ги-
поксантин [7 ] . В случае рентгеновского облу-
чения и в случае избытка в среде гипоксан-
тина фрагментация хроматина существенно тор-
мозилась при использовании ингибиторов синтеза 
белка [ 7 ] . Протекторное действие на хроматин 
ингибиторов синтеза белка свидетельствует о фер-
ментативном характере этих процессов. Учиты-
вая , что гипоксантин является высокоспецифи-
ческим субстратом ксантиноксидазы ( К Ф 1 .2 .3 .2 ) , 

в а ж н о установить содержание биохимических со-
бытий, объединяющих лимфоцитолитические эф-
фекты гипоксантина и радиации. 

Целью настоящей работы явилось изучение 
ксантиноксидазной активности тимоцитов при 
их интерфазной гибели под влиянием гипоксан-
тина и выяснение того, насколько процесс 
деградации хроматина может быть с в я з а н с реак-
циями, катализируемыми данной ферментной 
системой. Это тем более важно, поскольку 
ксантиноксидаза — ведущий прооксидантный 
фермент, активность которого при утилизации 
клеткой молекулярного кислорода с о п р о в о ж д а е т с я 
наработкой супероксидного радикала и повышени-
ем интенсивности процессов перекисного окисле-
ния липидов ( П О Л ) . Данные о роли активных 
форм кислорода в повреждении Д Н К представ-
лены в литературе [1, 9, 14] , однако гораздо 
менее конкретны сведения о роли прооксидант-
ных ферментных систем в механизмах интерфаз-
ной гибели клеток. 

М е т о д и ка 

В работе использовали белых беспородных крыс-самцов 
массой 160—180 г. Животных умерщвляли декапитацией. 
Тимоциты получали выдавливанием их на холоде из тимуса в 
слабо притертом гомогенизаторе в среду 199. Концентрация 
клеток в суспензии составляла (2—5) -107 в 1 мл. Суспензию 
тимоцитов инкубировали при 37 °С в течение 7,5 ч, контроли-
руя количество жизнеспособных клеток прокрашиванием эози-
ном. После инкубации клетки собирали центрифугирова-
нием (800 g, 10 мин), трижды отмывали о.т инкубационной 
среды 0,25 М раствором сахарозы на 0,05 М грис-HCl-буфере 
рН 7,4, содержащем 3 мМ CaCU, разрушали гомогениза-
цией и в гомогенатах или в очищенной ядерной фрак-
ции определяли активность ксантиноксидазы и уровень про-
дуктов ПОЛ. Ядра получали дифференциальным центрифуги 
рованием, чистоту фракций контролировали под микроско-
пом. Активность ксантиноксидазы определяли спектрофотомет-
рически по образованию формазана при восстановлении ни 
тросинего тетразолия в присутствии ксантина в качестве суб 
страта [11] и электрофоретически [15]. 

Интенсивность ПОЛ оценивали по уровню накопления 
диеновых конъюгатов (ДК) и малонового диальдегида 
(МДА) [6, 7] . При определении Д К концентрация белка 
в пробах составляла 10—15 мг, гептановую фазу для спектро-
фотометрирования разбавляли этанолом в соотношении 1:1. 

Деградацию хроматина оценивали по выходу ПДН, кото-
рые получали из ядер инкубированных тимоцитов экстрак-
цией 0,7 мМ раствором ЭДТА рН 7,4 [3]. Электрофорез 
ПДН проводили в 1,7 % агарозе. Гели окрашивали бро-
мистым этидием и после возбуждения флюоресценции УФ-лу-
чами фотографировали1. 

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

Д л я выяснения роли ксантиноксидазы в 
механизмах интерфазной гибели тимоцитов в 
случае избытка гипоксантина исходную сус-
пензию тимоцитов делили на 3 равные части. 
Одну часть тимоцитов инкубировали в среде 
199 с добавлением гипоксантина (конечная 
концентрация 5 - 1 0 л М ) , другую — с добав-
лением гипоксантина совместно с аллопуринолом 
(конечная концентрация последнего 1 - 1 0 3 М ) . 
Контролем служили тимоциты, инкубированные 
только в среде 199. Спустя 7 ,5 ч инкубации в 
каждой серии оценивали гибель клеток. Резуль-
таты этих опытов представлены на рис. 1. Инкуба-

1 Авторы выражают благодарность А. С. Белохвостову 
за окраску и фотографию этих гелей. 
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Рис. 1. Влияние гипоксантина и аллопуринола 
на жизнеспособность тимоцитов. 
По оси ординат количество погибших клеток (в % ) . 
/ контроль; 2 гипоксантин (5• 10 М ) и аллопуринол 
(1-10 3 М ) ; 3 — гипоксантин (5-10 : } М ) . 

Т а б л и ц а 2 
Активность ксантиноксидазы и показатели интенсивности про-
цессов ПОЛ в гомогенатах тимоцитов при инкубации с ги-
поксантипом и аллонуринолом 

ция тимоцитов в среде гипоксантина увеличи-
вала гибель клеток но сравнению с контролем 
в среднем на 34 % , что с о в п а д а е т с ранее полу-
ченными результатами [7 ] . Однако гибель клеток 
при инкубации в присутствии аллопуринола до-
стоверно с н и ж а л а с ь и с о с т а в л я л а 12 % по срав-
нению с контролем. При этом эффект гибели за-
висел от времени добавления аллопуринола. Так , 
если аллопуринол вносили в среду через 30 мин 
после инкубации клеток с гипоксантином и про-
д о л ж а л и инкубацию еще в течение 3 ,5 ч, гибель 
тимоцитов с о с т а в л я л а всего 7 % и не отличалась 
от контроля. Если ж е аллопуринол вносили спу-
стя 2 ч иреинкубации с гипоксантином, гибель 
клеток в о з р а с т а л а и с о с т а в л я л а 27 % (табл. 1). 

Таким образом, гибель клеток в среде с гипо-
ксантином существенно с н и ж а л а с ь добавлением 
аллопуринола (4-гидроксипиразоло-3,4-(1-пирими-
дин) соединения, известного как структурный 
аналог гипоксантина и я в л я ю щ е г о с я эффективным 
и селективным ингибитором ксантиноксидазы 
110. 12] . 

Дальнейшим этапом работы явилось исследова-
ние активности ксантиноксидазы в тимоцитах при 
инкубации с гипоксантином и аллопуринолом. 

Как следует из полученных результатов, актив-
ность ксантиноксидазы резко в о з р а с т а л а в тимо-
цитах при добавлении гипоксантина без аллопури-
нола. При наличии в среде аллопуринола актив-
ность фермента существенно с н и ж а л а с ь , хотя и 
о с т а в а л а с ь несколько выше контрольных значений 
(табл. 2 ) . 

Наличие ксантиноксидазной активности в гомо-

Активность 
ксантино- Содержание Содержание 

Условия инкубации ксидазы, Д К . нмоль М Д А . нмоль на 
мкмоль на I г на 1 мг белка 1 мг белка 

белка 

Контроль 2 , 1 7 ± 0 , 4 I 0 , 7 9 ± 0 , 0 9 9 , 2 2 ± 0 , 1 8 

Гипоксантин 4,31 ± 0 , 8 5 2 , 6 6 ± 0 , 1 7 1 8 , 7 0 ± 0 , 2 3 
Гипоксантин-f алло-

пуринол 2 , 4 3 ± 0 , 6 7 1 , 1 9 ± 0 , 3 7 13,90 ± 0 , 2 0 

П р и м е ч а н и е. Время инкубации 7,5 ч. 

генатах тимоцитов, а т а к ж е аналогичная на-
правленность изменений ее активности в разных 
сериях опытов были подтверждены электрофо-
ретическими исследованиями. Электрофорез бел-
ков тимоцитов в 5 % П А А Г с последующим спе-
цифическим окрашиванием ксантиноксидазы вы-
явил белковую полосу, о б л а д а ю щ у ю ксантино-
ксидазной активностью, интенсивность которой 
была максимальна в клетках, инкубированных 
с гипоксантином, и значительно снижена в случае 
добавления аллопуринола. Электрофореграммы 
опытов представлены на рис. 2. Ксантиноксидаз-
иая активность о б н а р у ж и в а л а с ь т а к ж е на электро-
фореграммах белков, полученных из очищенных 
ядер тимоцитов, причем направленность измене-
ний ее активности в ядрах полностью соответ-
с т в о в а л а таковой в гомогенатах. Ф а к т наличия 
ксантиноксидазной активности в ядрах клеток 
отмечен в литературе [ 1 8 ] . Известно, что в хро-
матиновом комплексе содержится ионизированное 
железо , поэтому л ю б а я активация прооксидантно-
го фермента может з а п у с к а т ь мощный механизм 
генерации гидроксильного радикала и существен-
но усиливать токсическое действие продуктов 
избыточной пероксидации на хроматин и белки 
ядерного матрикса. 

Косвенным д о к а з а т е л ь с т в о м изменений актив-
ности ксантиноксидазы может быть и изменение 
уровня свободнорадикального окисления. Как вид-
но, содержание Д К и М Д А хорошо коррели-

1 г з 

Т а б л и ц а I 

Жизнеспособность тимоцитов при инкубации с гипоксантином 
и последующем добавлении аллопуринола 

Время 

Условия 
инкубации 

Общее 
в рем я 
инку-

бации, 

Врем я 
преинку-

бации 
с гипок-

сантином , 

инку-
бации 
гипок-

сантина 
и аллопу-
ринола, 

ч 

Количество 
погибших 
клеток, % 

Ко н т рол Ь 4 0 0 7 , 0 ± 0 , 8 

Гипоксантин 4 4 0 33,1 ± 2 , 8 
Гипоксантин-|-
-j- аллопуринол 4 0,5 3,5 7 , 2 ± 1,3 
То же 4 1,0 3,0 1 1 , 5 ± 1 , 6 
» » 4 2,0 2,0 27,1 ± 1 , 9 

П р и м е ч а н и е: Концентрации те же, что на рис. I. 

Рис. 2. Электрофоретическая ха-
рактеристика активности ксанти-
ноксидазы в гомогенатах тимо-
цитов, инкубированных в разных 
средах. 
/, 2 и 3 — то же, что на рис. I 
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Рис. 3. Электрофоретиче-
ское разделение ПДН, 
экстрагированных из ядер 
тимоцитов мри инкубации 
тимоцитов в разных сре-
дах. 
/ — гипоксантин и аллонуринол; 
2 — гипоксантин; 3 — контроль. 

рует с обнаруженными изменениями активности 
ксантиноксидазы (см. табл. 2 ) . 

Д л я выяснения связи активности ксантинокси-
дазы с процессами деградации хроматина было 
проведено исследование ПДН, экстрагируемых из 
ядер клеток в каждой серии опытов, парал-
лельно с изучением динамики этого фермента. 
Полученные электрофореграммы ПДН представ-
лены на рис. 3. Видно, что степень деградации 
хроматина, определяемая по электрофорезу ПДН, 
экстрагированных 0,7 мМ раствором ЭДТА, резко 
увеличенная в клетках, инкубированных с гипок-
сантином, значительно снижается в среде гипок-
сантина и аллопуринола. Таким образом, наблю-
дается негативная кооперативная зависимость 
между эффектом селективного ингибирования 
ксантиноксидазы и степенью деградации хромати-
на. Полученные данные свидетельствуют о том, что 
процесс фрагментации хроматина в случае из-
бытка гипоксантина в среде может быть связан с 
модификацией активности ксантиноксидазы: ини-
циация фермента избытком субстрата усиливает 
процессы деградации хроматина, в то время как 
специфическое ингибирование фермента значи-
тельно ослабляет этот процесс. 

Ксантиноксидаза in vivo в тканях млекопитаю-
щих существует предпочтительно в виде Н А Д + - з а -
висимой дегидрогеназы (D-форма) , которая при 
определенных условиях может быть переведена в 
кислородзависимую оксидазу (О-форма) . Именно 
появление этой формы ксантиноксидазы приводит 
к увеличению продукции супероксидных радика-
лов с последующим появлением в среде более 
сильных прооксидантных факторов — гидроксиль-
ных радикалов, обуеловливающих формирование 
избыточной интенсивности реакций ПОЛ [13, 16]. 

В целом представленные результаты дают осно-
вание связать возможность модификации хрома-
тина продуктами ПОЛ с нарушением регуляции 
трансформационных переходов прооксидантной и 
дегидрогеназной форм ферментного комплекса 
ксантиноксидазы. В свою очередь именно гипок-
сантин, вероятно, стимулирует возможность пре-

имущественной активации О-формы ксантинокси-
дазы, что, возможно, и является одним из общих 
механизмов формирования интерфазной гибели 
тимоцитов в условиях экстремальных воздействий 
и избыточной концентрации ключевого метаболи-
та пуринового обмена. 

Кроме того, упорядоченная фрагментация хро-
матина с образованием ПДН это фермента-
тивный процесс, протекающий с участием фер-
ментов группы нуклеаз |2, 5 ] . Тот факт, что про-
цесс фрагментации хроматина может быть усилен 
или ослаблен изменением активности ксантинокси-
дазы, позволяет высказать предположение о связи 
этого фермента с ферментами метаболизма ге-
нома, которые обеспечивают реализацию про-
граммы клеточной гибели (или перестройку си-
стем, определяющих стабильность генома). Это 
предположение кажется еще более вероятным, ес-
ли учесть сложную систему регуляции этих 
ферментов в клетке, в частности эндонуклеаз, 
лабильными эндогенными белковыми ингибитора-
ми, чрезвычайно чувствительными к активным 
формам кислорода и продуктам свободноради-
кального окисления [4|. 
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THE XANTHINE OXIDASE ACTIVITY OF THYMOCYTES 
AND LYMPHOCYTOLYTIC E F F E C T OF HYPOXANTHINE 

L. A. Kozhemyakin, E. P. Shelepina, V. G. Antonov 

S. M. Kirov Military-Medical Academy, Leningrad 

Destruction of thymocytes, caused by incubation with hypo-
xanthine, was decreased distinctly after addition of allopurinol 
as shown by eosin stining. Lymphocytolytic effect of hypoxan-
thine was accompanied by considerable activation in thymocy-
tes of endogenous xanthine oxidase, which was measured by 

89 



superoxide anion production; allopurinol decreased the enzyme 
activity. Enzymatic activity of nucleases participating in degra-
dation of chromatin appears to be a component of prooxidant 
enzymatic systems of cell. 
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Синдром Элерса — Данло ( С Э Д ) — группа на-
следственных заболеваний соединительной ткани, 
характеризующаяся гиперподвижностью суставов 
с частыми вывихами, повышенной растяжимостью 
кожи с развитием атрофичных рубцов, повышен-
ной ломкостью кровеносных сосудов, склонностью 
к кровотечениям; диафрагмальными, паховыми и 
пупочными грыжами, деформациями грудной р е т -
ки [1, 2 ] . Выделяют 11 типов СЭД, разли-
чающихся по клинико-генетическим характеристи-
кам [1, 2 ] . При некоторых формах С Э Д выявлен 
первичный биохимический дефект. С Э Д IV типа 
связан со снижением содержания в тканях кол-
лагена III типа, обусловленным нарушением син-
теза, секреции или стабильности коллагена III ти-
па [4, 13, 16]. При С Э Д VII типа описано нару-
шение отщепления N-пропептида в молекулах про-
коллагена I типа, которое является результатом 
либо снижения активности N-протеиназы [11] , 
либо мутаций в участке отщепления N-пропепти-
дов [7, 8, 15] . При С Э Д VI типа выявлен де-
фицит лизилгидроксилазы [12 ] , при С Э Д IX типа 
дефицит лизилоксидазы [5] , при С Э Д X типа — 
дефицит фибронектина [3] . Для наиболее распро-
страненных форм СЭД, а именно: С Э Д I, II, III ти-
пов, первичный биохимический дефект неизвестен. 
Однако аутосомно-доминантный тип наследования 
и преимущественное поражение тканей с преобла-
данием коллагенов I и III типов позволяют 
предполагать, что клинические проявления дан-
ных типов С Э Д обусловлены аномалиями струк-
туры или метаболизма коллагенов I или III ти-
пов. Одним из частых клинических проявлений 
С Э Д II типа являются врожденные воронкооб-
разные деформации грудной клетки ( В Д Г К ) , что 
указывает на возможные нарушения в колла-
гене II типа реберного хряща при данной пато-
логии. В настоящей работе проведено изучение 
коллагенов I и III типов кожи 6 больных с 
С Э Д II типа, а также анализ коллагенов II типа 
реберного хряща 4 больных с С Э Д II типа, имею-
щих воронкообразные деформации грудной клет-
ки. Целью работы было выявление первичных 
или вторичных структурных и метаболических из-
менений коллагенов при указанных заболеваниях. 

М е т о д и к а 
Образцы кожи больных получали при биопсии, образцы ре-

берного хряща — при хирургической коррекции деформации 

грудной клетки. В качестве контроля использовали кожу и 
хрящ 10 детей, погибших от несчастного случая и не имевших 
признаков поражения соединительной ткани. Больные и дети 
из контрольной группы принадлежали к одной возрастной 
группе. Образцы тканей хранили при - 20 °С. Все операции по 
выделению коллагенов проводили при 4 °С. 

Коллагены кожи выделяли по методу В. Sykes и соавт. [17] . 
Образцы кожи очищали от жира, мелко измельчали, инку-
бировали в 100 объемах 0,5 М уксусной кислоты в течение 
суток, гомогенизировали в гомогенизаторе "Virt is" , добавляли 
еще 100 объемов 0,5 М уксусной кислоты и экстрагировали 
в течение суток. К экстракту добавляли пепсин до конечной 
концентрации 100 мкг/мл, инкубировали в течение 16 ч и цен-
трифугировали в течение 1 ч при 5000 об/мин. Для осажде-
ния коллагенов к супернатанту добавляли NaCI до конечной 
концентрации 2 М, осадок отделяли центрифугированием 
(30 000 g, 1 ч), растворяли в небольшом объеме 0,5 М ук-
сусной кислоты и диализовали против 0,5 М уксусной кисло-
ты до полного удаления NaCI, после чего лиофилизовали. 

Выделение коллагена II типа из реберного хряща проводили 
по методу R. Burgeson и соавт. [6] с небольшими измене-
ниями. Хрящ очищали от надхрящницы, гомогенизировали и 
промывали 4 М гуанидинхлоридом. Гомогенат хряща экстра-
гировали раствором пепсина (100 мкг/мл) в 0,5 М уксусной 
кислоте в течение суток. Экстракт центрифугировали 
(5000 об/мин, 30 мин), к супернатанту добавляли NaCI до 
конечной концентрации 2 М для осаждения коллагенов с по-
следующим центрифугированием (30 000 g, 30 мин). Осадок 
растворяли в небольшом количестве 0,5 М уксусной кислоты 
и диализовали против 0,5 М уксусной кислоты до полного уда-
ления NaCI, после чего лиофилизовали. 

Электрофорез коллагеновых белков проводили в градиент-
ном (5—10 % ) полиакриламидном геле (Г1ААГ) в системе бу-
феров Laemmli [10] . После электрофореза гели окрашивали 
Кумасси R-250. 

Пептидное картирование коллагенов проводили по методу 
Н. S a g e [14] с небольшими изменениями. Препараты кол-
лагеновых белков (1 мг) растворяли в 200 мкл раствора бром-
циана (0,1 мг/мл) в 70 % муравьиной кислоте, выдерживали 
3 ч при 37 °С, высушивали и подвергали электрофорезу в 
ПААГ (10—25 % ) . 

Сканирование гелей проводили при длине волны 570 нм, со-
отношение площадей пиков на электрофореграммах определяли 
при помощи системы анализа изображений " I B A S - I " ( "Opton" , 
Ф Р Г ) . 

Тотальное соотношение коллагенов III и I ТИПОЕ В экстрак-
тах кожи определяли по формуле, аналогичной предложенной в 
работе A. Hanson [9] . 

% коллагена III типа = 

A [al ( I I I ) C B 5 ] • 100 % 
~ A [ a l ( I ) C B 8 ] • 1 , 5 - 0 , 8 4 8 + A [al ( I I I ) СВ5) 

где А — площадь пика соответствующего пептида на денси-
тограмме. 

Соотношение интактных молекул коллагенов III и I типов, 
не имеющих сшивок определяли по формуле: 

% коллагена III типа — v . , X 100 % , л +1 

v А [a 1 ( I ) -f-a 1 ( I I I ) ] 
где X = — - — , ' .ч , восстанавливающие условия 

A [ a 2 ( I ) ] 

v A [al ( I ) ] 

электрофореза, Y= д j 2 ( i ) | " н е в о с с т а н а в , л и в а Ю 1 ^ и е усло-

вия электрофореза, А — площадь пика на денситограмме. 
Для определения чувствительности к пепсину образцы 

коллагенов (100 мкг) растворяли на холоду в 100 мкл 0,5 М 
уксусной кислоты, добавляли 5 мкл раствора пепсина (5 мг/мл, 
«Serva») и помещали на водяную баню с соответствующей 
температурой. Через 1 ч после начала инкубации пробирки 
с образцами помещали в жидкий азот и после замораживания 
лиофилизовали. Лиофилизованные образцы подвергали элект-
рофорезу в ПААГ. 

Общую чувствительность коллагена II типа к пепсину при 
37 °С оценивали по соотношению площадей пиков цепи al ( I I ) 
до и после обработки препаратов коллагенов пепсином. 

Содержание фракций молекул коллагенов I и II типов, спо-
собных к протеолитическому отщеплению N-концевых участков, 
оценивали по отношению площадей пиков полноразмерных 
цепей a l ( I ) , a 2 ( I ) , ct 1 ( I I ) и соответствующих цепей a l (1)р , 
a 1,2 ( I ) p p , a l ( I I ) P , не содержащих N-концевых участков. 

90 



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

Коллагены, экстрагированные из кожи 6 боль-
ных с СЭД I I типа и контрольной группы детей, 
анализировали с помощью электрофореза в гради-
ентном ПААГ ( 5 — 1 0 % ) в восстанавливающих 
и в невосстанавливающих условиях. На рис. 1 

(см. вклейку)приведены результаты электрофореза 
для некоторых больных в невосстанавливающих 
условиях. На электрофореграммах представлены 
цени al ( I ) и a2 ( I ) , димеры (Зц, Р12, у-компонен-
ты коллагена I типа, а также полипептиды 
a l (1)р и a 1,2 (1)р, представляющие собой укоро-
ченные цепи a l ( I ) и a2 ( I ) , не содержащие N-KOH-
цевых участков |18]. Цепи коллагена I I I типа в 
составе молекул связаны дисульфидными мости-
ками и мигрируют в невосстанавливающих усло-
виях в виде тримера [al ( I I I ) ] 3 вместе с у-ком-
понентом коллагена I типа. В восстанавливаю-
щих условиях цепи a l ( I I I ) мигрируют в виде 
одной полосы с цепями a l ( I ) . Ни у одного из боль-
ных отличий электрофоретических подвижностей 
коллагеновых полипептидов по сравнению с нор-
мой не обнаруживается. На рис. 2 (см. вклейку) 
приведены результаты электрофореза коллагенов, 
экстрагированных из реберного хряща больных с 
С Э Д I I типа, сочетающимся с В Д Г К , и здоровых 
лиц. Видны полосы, соответствующие цепи a l ( I I ) , 
укороченной цепи a l ( I I ) P , (3- и у-компонентам. 
Изменений электрофоретических подвижностей 
цепей коллагенов II типа у обследованных больных 
не выявляется. Для более тонкого анализа колла-
геновых белков было проведено пептидное карти-
рование с использованием расщепления бромциа-
ном. С этой целью пепсиновые экстракты коллаге-
нов кожи обрабатывали бромцианом и полученные 
пептиды анализировали электрофорезом в гра-
диентном ( 1 0 — 2 5 % ) ПААГ. На электрофоре-
граммах (рис. 3, см. вклейку) видны все высоко-
молекулярные пептиды коллагенов I и I I I типов: 
a l ( I ) СВ 7, a l ( I ) СВ 8, a l ( I ) СВ 6, a l ( I ) СВ 3, 
которые составляют 87 % последовательности це-
пи al ( I ) ; a2 ( I ) СВ 3,5 и a2 ( I ) СВ 4, которые со-
ставляют 97 % цепи a2 ( I ) , a l ( I I I ) С В 9 , a l ( I I I ) 
С В 5, a l ( I I I ) CB 4, a l ( I I I ) C B 8 , a l ( I I I ) CB 3, со-
ставляющие около 75 % цепи a l ( I I I ) . Ни у одного 
из обследованных больных изменений в наборе 
пептидов, полученных фрагментацией коллагенов I 
и I I I типов бромцианом, и изменений электрофоре-
тических подвижностей пептидов не выявлено. 
На рис. 4 (см. вклейку) приведены результаты 

пептидного анализа коллагенов реберного хряща 
6 больных с СЭД I I типа, имеющих В Д Г К , и колла-
генов ребенка из контрольной группы. На электро-
фореграммах и у больных, и в контроле представ-
лены только продукты гидролиза коллагена I I ти-
па, а именно: пептиды al ( I I ) СВ 10,5, a l ( I I ) СВ 
I 1, a l ( I I) СВ 8, a l (II) С В 9,7, a l (II) СВ 12, со-
ставляющие 92 % последовательности цепи a l ( I I ) 
коллагена I I типа. Ни у одного из больных измене-
ний в наборе пептидов или скорости их миграции не 
обнаружено. Не выявлено также наличия пептидов 
коллагенов I и I I I типов в пепсиновых гидро-
лизатах экстрактов реберного хряща. Таким обра-
зом, результаты электрофоретического анализа 
коллагенов кожи и хряща, а также результаты 
пептидного картирования свидетельствуют об от 
сутствии у больных крупных структурных пере-
строек в молекулах коллагенов I, I I и I I I типов, 
либо значительных нарушений их внутриклеточ-
ного процессинга, что согласуется с относитель-
но мягкими проявлениями заболевания при СЭД 
I I типа. Тем не менее, нельзя исключить локаль-
ных, непротяженных структурных изменений в кол-
лагенах или в регуляторных участках кодирую-
щих их генов, которые могли бы приводить к 
нарушению координации синтеза коллагенов, их 
стабильности, образования внутри- и межмоле-
кулярных сшивок и, в конечном счете, к патоло-
гическим отклонениям в соединительной ткани. 

Учитывая вышеизложенное, мы провели оценку 
ряда количественных параметров, характеризую-
щих состав коллагенов кожи и хряща больных 
в сравнении с нормой. Соотношение коллагенов 
I I I и I типов определяли двумя методами: по 
соотношению цепей al ( I I I ) и a l ( I) на электрофо-
реграммах препаратов коллагенов и по соотноше-
нию маркерных пептидов a l ( I I I ) СВ 5 и a l ( I) 
С В 8 на электрофореграммах коллагенов, обрабо-
танных бромцианом. Первый метод позволяет оп-
ределить соотношение только интактных молекул 
коллагенов I I I и I типов, не имеющих сшивок. 
Второй метод позволяет определить тотальное со-
отношение типов коллагенов, включая интактные 
молекулы, не имеющие межцепочечных сшивок, 
молекулы со сшивками и частично деградиро-
вавшие молекулы, у которых не повреждена 
область маркерных пептидов. 

Как видно из табл. 1, в коже детей контроль-
ной группы относительное содержание коллагена 
I I I типа, определенное по маркерным CNBr-nen-

Т а б л и ц а 1 

Основные количественные характеристики коллагенов, экстрагированных из кожи больных с СЭД II типа 

Относительное содержание (в % ) коллагена 

Бол »>ные 
III типа, определенное по соотношение цепей и коллагене 

маркерным CNBr-иеитидам интактным а-цеп ям Р/а а 1(1)/«2( I ) 

1.Э.41 26 47 0,14 2,0 
2.Э.П 26 42 0,14 1,7 
з . э . н 29 27 0,25 2,2 
4.3.11 27 14 0,22 1,8 
5.Э.П. 21 17 0,48 2,2 
6.Э.И. 31 0,52 1,8 

Среднее значение для больных 27 ± 3 , 4 2 9 ± 14,7 
Среднее значение для контрольной группы 22=fc4,3 1 2 ± 6 , 5 0,45 ± 0 , 1 5 2 , 3 ± 0 , 2 1 
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Т а б л и ц а 2 

Основные количественные характеристики коллагенов, экстра-
гированных из реберных хрящей больных с СЭД II типа, 
имеющих ВДГК 

Больные 

Относительное содер-
жание (и % ) цени 

«1 (11)р в экстракте 
коллareноо 

хряща 

% цепей и1 
деградировав-
т и х ири обра-
ботке пепси-

ном ири 37 °С 
в течение 1 ч 

Соотношение 
цепей р/а 

в коллагене 
II типа 

Больные 
не обрабо-

танном 
дополни-

тельно пеп-
сином 

обработан-
ном пенен-

ном при 
30 С и те-
чение 1 ч 

% цепей и1 
деградировав-
т и х ири обра-
ботке пепси-

ном ири 37 °С 
в течение 1 ч 

Соотношение 
цепей р/а 

в коллагене 
II типа 

13.11. 
б.Э.П. 
7.Э.Н. 
8.Э.И. 

22 
29 
39 
26 

23 
38 
42 
28 

41 
52 
95 
71 

0,11 
0,23 
0,04 
0,17 

Среднее значе-
ние для конт-
рольной груп-
пы 1 6 ± 1 , 5 1 7 ± 1 , 6 144=4 0,11 ± 0 , 0 3 

тидам, с о с т а в л я е т 2 2 ± 4 , 3 % . Среднее содержание 
коллагена III типа в группе больных с С Э Д II ти-
па существенно повышено (27=ьЗ,4 % ; р=0,95), 
хотя у одного из больных (5.Э. 11) оно соответству-
ет среднему значению нормы. 

Соотношение интактных молекул коллагенов III 
и I типов, не имеющих сшивок, которое опре-
деляли по соотношению al (III)/cxl ( I ) , у больных 
существенно различается . В норме доля коллаге-
на III типа среди интактных молекул колла-
генов кожи, не имеющих сшивок, с о с т а в л я е т 
1 2 4 = 6 , 5 % . У больных 1.Э.П., 2 .Э .И. и 3 3 . 1 1 . , 
эта величина с о с т а в л я е т 47, 42 и 27 % соответст-
венно, у больных 4 .Э .П. и 5 .Э .П. 14 и 17 % 
соответственно. Среднее значение по группе боль-
ных достоверно (р=0,95) превышает среднее зна-
чение в контрольной группе и с о с т а в л я е т 2 9 ± 
± 1 4 , 7 % . 

Была проведена т а к ж е оценка количества мо-
лекул коллагена I типа с пониженной стабиль-
ностью, у которых при обработке пепсином при 
температуре ниже 33 °С отщепляются N-концевые 
участки трехспиральной области с образованием 
полипептидов a l (1)р и a l , 2 (1)р [ 1 8 ] . С о д е р ж а -
ние таких молекул в коже больных с С Э Д II типа 
не отличалось от нормы (данные не приведены). 

В табл. 2 приведены некоторые характеристики 
коллагена II типа, выделенного из реберного хря-
ща 4 больных с С Э Д II типа, имеющих В Д Г К , и 
детей контрольной группы. Как видно, соотноше-
ние Р/a в коллагене II типа, экстрагированном 
из реберного хряща детей контрольной группы, 
с о с т а в л я е т 0 , 1 1 + 0 , 0 3 . У больного 6 .Э .11 . соотно-
шение р/a значительно выше и с о с т а в л я е т 0 ,23 
(превышение над контролем > 3 а ) , что позволяет 
предполагать увеличение уровня сшивок в колла-
гене II типа. У больных 1.Э.П. и 8 .Э .П. со-
держание р-компонента не отличается от нормы 
(0,11 и 0 ,17 соответственно) . У больного 7 .Э .П. ди-
меры на электрофореграмме коллагенов II типа 
практически не выявляются , что у к а з ы в а е т на на-
рушения образования сшивок в коллагене II типа 
данного больного. 

Б ы л а проведена т а к ж е оценка общей чувстви-
тельности молекул коллагена II типа к пепсину и 
содержания фракции молекул, у которых при об-

работке пепсином при температурах до 30 °С на-
блюдается гидролиз концевых участков с образо-
ванием полипептида a l ( I I ) P . О б щ у ю чувствитель-
ность определяли по соотношению площадей пиков 
цепи a l ( I I ) до и после обработки пепсином при 
37 °С в течение 1 ч. С о д е р ж а н и е фракции мо-
лекул, способных к отщеплению концевых участ-
ков, оценивали по соотношению: a l ( Н ) р / 
[ a l ( I I ) p + a l ( I I ) ] . Поскольку в процессе полу-

чения препаратов коллагенов экстракцией раство-
ром пепсина может происходить неполный пе-
реход молекул со сниженной стабильностью в ча-
стично расщепленную форму, данное соотношение 
определяли как в исходных пепсиновых экстрак-
тах коллагенов (экстракция проводилась при 
4 ° С ) , так и после дополнительной обработки 
пепсином при 30 °С в течение 1 ч. 

В норме( доля полипептида a l ( I I ) P с о с т а в л я е т 
I в ± 1,5 %. и после дополнительной обработки пеп-
сином существенно не увеличивается. У больных 
6 . Э Л ., 8 .Э. II и 7.Э. П . содержание полипептида 
a l ( П ) р резко повышено и с о с т а в л я е т 2 6 — 4 2 % . 
У больного 1.Э.И . содержание данного полипепти-
да составляет 2 2 — 2 3 % . 

Результаты обработки пепсином при 37 °С по-
казали, что через 1 ч после начала обработки 
количество цепей a l ( I I ) в препаратах коллагенов 
детей контрольной группы с н и ж а е т с я в среднем 
на 1 4 + 4 % , т. е. около 14 % молекул коллагена 
II типа расщепляется пепсином. В этих ж е усло-
виях обработки коллаген II типа больного 7 .Э .П. 
гидролизуется практически полностью, у больных 
1.Э.П., 6 .Э.Н. , 8 . Э . П . разрушается 41, 52, 71 % 
молекул коллагена II типа. 

Повышенное содержание фракции молекул кол-
лагена II типа, способных к отщеплению конце-
вых участков при низких температурах, а т а к ж е , в 
целом, повышенная чувствительность коллагена 
II типа к гидролизу пепсином свидетельствуют, 
что коллаген II типа обследованных больных с 
С Э Д II типа, имеющих В Д Г К , характеризуется 
сниженной стабильностью и, вероятно, более актив-
но метаболизируется в реберном хряще больных 
по сравнению с нормой. 

Проведенный нами анализ коллагенов кожи 
6 больных с С Э Д II типа выявил достоверное 
(pz= 0 , 9 5 ) снижение среднего соотношения как об-
щего количества коллагенов I и III типов, опре-
деленного по C N B r - п е п т и д а м , так и соотношения 
интактных молекул коллагенов I и III типов, не 
имеющих сшивок, которое было определено по 
соотношению цепей a l ( I ) и a l ( I I I ) . Следует от-
метить, что хотя среднее содержание коллаге-
на I типа по группе больных достоверно ниже, 
чем в контрольной группе, имеются вариации это-
го параметра у разных больных. Особенно это 
заметно при определении соотношения коллагенов 
I и III типов по соотношению цепей a l ( I ) / 
a l ( H I ) , которое зависит от 3 параметров : 
тотального соотношения коллагенов I и III ти-
пов, уровня сшивок в них, и от того, какая часть 
молекул имеет полностью неповрежденные трех-
спиральиые области. У больных 1.Э.П., 2 .Э .П. и 
З .Э.П, снижение содержания коллагена I типа при 
определении по соотношению цепей a l (I)/сх 1 (111] 
в ы р а ж е н о в гораздо большей степени, чем при оп-
ределении по C N B r - п е п т и д а м . С учетом этого пред-
с т а в л я е т с я более вероятным, что общее сниже-
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ние содержания коллагена I типа обусловлено не 
снижением синтеза или секреции коллагена I типа, 
а снижением стабильности молекул. М о ж н о пред-
положить, что снижение стабильности носит в ос-
новном локальный характер. В результате дейст-
вия протеаз первоначально образуются молекулы 
с единичными разрывами а-цепей. Единичные 
разрывы существенно с к а з ы в а ю т с я на результа-
тах определения соотношения коллагенов по 
а-цепям, и лишь незначительно на результатах 
определения по CNBr-пептидам. Поэтому сниже-
ние относительного содержания коллагена I ти-
па, определенного по а-цепям, в ы р а ж е н о сильнее, 
чем определенного по C N B r - п е п т и д а м . Молекулы 
с единичными разрывами подвергаются далее бо-
лее полной деградации, что проявляется в сниже-
нии тотального содержания коллагена I типа, оп-
ределяемого по C N B r - п е п т и д а м . 

Анализ соотношения а-цепей и ^-компонентов 
у к а з ы в а е т на то, что у больных 1.Э.П., 2 . Э . П . 
и, в меньшей степени, у больного З.Э. 11. имеет 
место нарушение образования сшивок, в колла-
гене I типа. 

Поскольку коллаген I типа является основным 
структурным элементом тканей, п о р а ж а е м ы х при 
С Э Д II типа, выявленные у изученных нами боль-
ных изменения свидетельствуют о том, что этио-
логия и патогенез С Э Д II типа связаны с на-
рушениями в коллагене I типа, снижающими 
его стабильность и, в некоторых случаях, образо-
вание сшивок. Различия в характеристиках кол-
лагенов кожи разных больных у к а з ы в а ю т на 
в о з м о ж н у ю биохимическую гетерогенность С Э Д 
II типа. 

Изучение коллагенов II типа, выделенных из ре-
берного хряща больных с С Э Д II типа, имею-
щих В Д Г К , показало, что они имеют более высо-
кую чувствительность к обработке пепсином при 
37 °С, чем коллагены хряща контрольной группы 
детей. Обнаружено т а к ж е повышенное содержание 
фракции молекул коллагена II типа, предрасполо-
женных к протеолитическому отщеплению конце-
вых участков при низких температурах. Эти из-
менения у к а з ы в а ю т на сниженную стабильность 
и повышенный метаболизм коллагена II типа у 
больных с В Д Г К . Выявленные различия имеют, 
возможно, вторичный характер и являются , по-ви-
димому, следствием В Д Г К , а не ее первопри-
чиной, поскольку основные и наиболее типич-
ные проявления С Э Д II типа касаются преиму-
щественно кожи и других тканей, в которых пре-
о б л а д а ю т коллагены I и III типов. 

Кроме того, у одного из больных с С Э Д II ти-
па, имеющих В Д Г К ; выявлено резкое снижение 
содержания димеров коллагена II типа, у другого 
больного, наоборот, существенное повышение. 
С в я з ь этих изменений с В Д Г К остается неясной, 
поскольку у двух других обследованных больных 
содержание димеров не отличается от нормы. 
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S T R U C T U R A L CHARACTERISTICS OF COLLAGENS FROM 
SKIN AND RIB CARTILAGE OF PATIENTS WITH EHLERS-
DUNLOS S Y N D R O M E OF THE II TYPE 

B. P. Sokolov, В. M. Sher, E. A.Kozlov, T. A. Tsvetkova, 
S. S. Rudakov, A. A. Del'vig, V. N. Kalinin 

Institute of Medical Genetics, Institute of Medical Enzymology, 
Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Collagens were analyzed in skin and rib cartilage of 9 patients 
with Ehlers-Dunlos syndrome of the II type. Electrophoresis and 
CNBr-pepttide mapping showed that extended inserts and dele-
tions as well as rough impairments of posttranslation pro-
cessing were not detected in collagens of the I, II and III types 
from these patients. In the patients with Ehlers-Dunlos syndrome 
of the II type distinct increase was observed both in the total 
ratio of collagens 11 I/I ( P = 0 . 9 5 ) and in the ratio of intact colla-
gens 11 I/I free of cross-links. A decrease in content of dimers 
Pn and Pi2 was found in two patients. The data obtained 
suggest that the Ehlers-Dunlos syndrome of the II type involved 
deteriorations in the structure of collagens I responsible for 
decrease in stability and sometimes for impairments in cross-link 
formation. Increase in content of collagen II fraction, predispo-
sed to proteolytic hydrolysis of terminal sites, as well as 
elevated sensitivity of collagen II to pepsin hydrolysis were 
found in collagens of rib cartilage from patients with the syndro-
me and with funnel chest deformation. This suggests the lowe-
red stability of collagen II from rib cartilage in funnel chest de-
formation. 
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