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GLYCOSYLATED L I P O P R O T E I N S AS AN A T H E R O G E N O U S 

FACTOR IN D I A B E T E S 

Т. V. Denisenko 

Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical 
Sc iences of the U S S R , Leningrad 

Data on the role of g lycosylated lipoproteins in at-
herogenes i s are reviewed. Post trans lat ional modification of 
proteins involv ing nonenzymatic g lycosylat ion occurred under 
condit ions of normal s tate but the highest rate of 
these reactions w a s found in hyperglycemia (d iabetes ) . 
Glycosy lat ion , after blocking of the «-amino group in 
lysyl residue in protein moiety of lipoproteins, transformed 
distinctly the physico-chemical and metabolic properties of 
apoproteins, a s a result of which normal catabolis in of 
l ipoproteins w a s impaired. Reactions of g lycosylat ion are mainly 
rt sponsible for pathogenetic interrelationship between diabetes 
and atherosclerosis . Glycosylat ion of l ipoproteins may contribu-
te to development of atherosclerosis via autoimmunity 
mechanisms . 

(g) К О Л Л Е К Т И В АВТ01ЮВ. 1990 
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К. Г. Карагезян, Jl. M. Овсепян, К. Г. Адонц 

О К И С Л И Т Е Л Ь Н Ы Е ПРОЦЕССЫ И ОБМЕН 
Ф О С Ф О Л И П И Д О В В М Е М Б Р А Н Н Ы Х СТРУК-
ТУРАХ ГЕПАТОЦИТОВ ПРИ АЛЛОКСАНО-
ВОМ Д И А Б Е Т Е 
Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР, 
Ереван 

В настоящее время сахарный диабет стал 
одним из наиболее распространенных заболева-
ний, чем объясняется возросший интерес к проб-
леме исследования механизмов его возникновения 
и развития. С этой точки зрения представляют 
интерес результаты изучения некоторых звеньев 
углеводно-липидного метаболизма, в частности 
свободных жирных кислот, триглицеридов, холе-
стерина, фосфолипидов [2, 5] . Учитывая важ-
ную роль окислительных процессов в обеспечении 
нормальной жизнедеятельности клетки, в настоя-
щей работе исследовали процессы дыхания и 

окислительного фосфорилирования, перекисного 
окисления липидов, реакции гидроксилирования, 
а т а к ж е качественные и количественные изме-
нения в составе фосфолипидов как в нормально 
функционирующей, так и в патологической ткани 
печени крыс с аллоксановым диабетом. 

М е т о д и к а 
Эксперименты выполнены на 100 белых беспородных 

крысах обоего пола, содержавшихся на общевиварном ра-
ционе. Д и а б е т вызывали внутрибрюшинным введением алло-
ксана (15 мг на 100 г массы тела) . Показателями развития 
заболевания служили высокий уровень гипергликемии и 
глюкозурии. Количественное определение глюкозы в крови 
проводили ортотолуидиновым методом, в моче — по реакции 
Феллинга. В опыт брали животных на 20-й день после введе-
ния аллоксана и с уровнем сахара в крови не менее 
11 ммоль/л. Животных забивали под легким эфирным 
наркозом. 

При изучении окислительного фосфорилирования в зависи-
мости от уровня сахара в крови животные были разделены 
на следующие группы: Д1 диабет средней тяжести ( 1 7 , 5 ± 
± 2 , 7 ммоль/л) ; Д П — т я ж е л ы й диабет ( 3 0 , 2 5 ± 4 , 4 ммоль/л) . 

Гомогенизирование печеночной ткани проводили в среде, 
содержавшей 0,25 М сахарозу и 0,01 М трис-HCl -буфер 
(рН 7 ,4) . 

Субклеточные органеллы отделяли методом дифферен-
циального центрифугирования. После 3-кратной промывки 
митохондрий их подвергали осмотическому шоку и центрифуги-
ровали в градиенте плотности сахарозы [10] . 

Фракционирование индивидуальных фосфолипидов прово-
дили методом одномерной восходящей ТСХ в системе раство-
рителя: хлороформ — метанол — аммиак ( 6 5 : 3 5 : 5 ) . Содер-
жание неорганического фосфора определяли по методу 
Бартлета [7). 

Измерение дыхания и окислительного фосфорилирования 
митохондрий гепатоцитов проводили полярографическим ме-
тодом, как описано в работе [3] . 

Показателем активности процесса свободнорадикального 
окисления липидов служил уровень накопления малонового 
диальдегида [1] . 

О б интенсивности течения процесса п-гидроксилирования 
анилина судили по реакции образования п-аминофенола | 4 ] , 
спектрофотометрическое определение количественного содер-
жания цитохромов bs и Р-450 проводили по методу [9] . 

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

Используя модель аллоксанового диабета, мы 
учитывали сведения о токсическом действии ал-
локсана на биологические системы и механизмы 
регуляции клеточной активности. Многолетний 
опыт работы с моделями изученной патологии 
показал, что на протяжении первых 7—10 дней 
имеет место отчетливое проявление эффектов 
самого аллоксана. В последующем с развитием 
истинной картины сахарного диабета, связанной 
с гибелью р-клеток, происходит исчезновение 
токсического действия аллоксана при наличии 
достаточно выраженной гипергликемии. Поэтому 
приведенные в статье фактические данные 
являются отражением метаболических отклоне-
ний в липидном метаболизме, характерных для 
сахарного диабета и развивающихся приблизи-
тельно спустя 3 нед после введения аллоксана. 

Как видно из табл. 1, в условиях аллоксанового 
диабета происходит статистически достоверное 
увеличение суммарного количества фосфолипидов 
во внутренней мембране митохондрий с соответ-
ствующими сдвигами в уровне их индивидуаль-
ных представителей. Среди последних наиболее 
отчетливы возрастание во внутренней мембране 
содержания фосфатидил сери нов, лизофосфати-
дилхолинов, сфингомиелинов, кардиолипинов и, 
наоборот, уменьшение суммарного количества 
фосфолипидов в наружной мембране, обусловлен-

5 10 



Т а б л и ц а 1 Таблица 2 

С о д е р ж а н и е суммарных и индивидуальных фосфолипидов в микросомах и митохондриях печени у крыс с аллоксановым 
диабетом (в мкг линидного ф о с ф о р а на 1 мг сухой фракции) 

Митохондриальная Наружная мембрана Внутренняя мембрана Микросомальная 
Фосфолипиды фракция митохондрий митохондрий фракция 

контроль диабет контроль диабет контроль диабет контроль диабет 

Монофосфоинозитиды 1,334=0,09 2 , 1 8 ± 0 , 0 8 * 1,264=0,06 0,71 ± 0 , 0 2 * 1,084=0,06 1,92=1=0,20* 1,474=0,07 1,194=0,02* 
Л и з о ф о с ф а т и д и л х о -

лины 1,234=0,03 2 , 4 3 ± 0 , 0 4 * l,43=t=0,09 2 ,104=0,09* 0,69-1-0,02 1,354=0,13* 1,65=1=0,13 2 ,074=0,08* 
Сфингомиелины 2,21 1 0 ,08 3 ,064 -0 ,07* 2,074=0,01 0 ,964=0,09* 1,194=0,05 2 ,124=0,21* 2 ,674=0,09 3 ,224=0,12* 
Фосфатидилхолины 3 , 6 8 ± 0 , 1 1 4 ,534=0,12* 3,51 ± 0 , 1 5 1,434=0,08* 2,82=1=0,08 3 ,454=0,14* 4 ,944=0,17 6 ,814=0,22* 
Фосфатидилсерины 1,83=1=0,12 3 , 7 8 ± 0 , 0 9 * 1,744=0,06 1,134=0,05* 1,38 ± 0,04 3 , 3 8 ± 0 , 1 5 * 2 ,64=t0 ,25 4 ,484=0,37* 
Фосфатидилэтанола-

мины 2,024=0,06 3,234=0,12* 1,294=0,08 1,05=1=0,04* 2 ,424=0,13 3 ,804=0,19* 3 ,004=0,17 4 ,994=0,11* 
Кардиолипины 2 ,954=0,13 3 ,974=0,12* 1,734=0,10 1 , 2 7 ± 0 , 0 9 * 2,56=1=0,13 4,344=0,25* — — 

В с е г о . . . . 15,25 23,18 13,03 8 ,75 12,14 20 ,36 16,37 22 ,65 

П р и м е ч а н и е . Представлены средние ( М 4 = т ) данные 8 9 опытов. Звездочка — р < 0 , 0 5 — 0 , 0 0 1 . 

ное преимущественно убылью содержания фосфа-
тидилсеринов, сфингомиелинов, монофосфоино-
зитидов. 

Как известно, кардиолипинам придается важ-
ное значение в структурной организации мембран 
митохондрий. Если фосфатидилхолины и фосфа-
тидилэтаноламины удаляются из митохондрий 
сравнительно легко, то этого нельзя сказать 
о кардиолипинах, которые оказываются прочно 
связанными и не удаляются д а ж е под воздейст-
вием органических растворителей [6]. В мито-
хондриях указанным липидам отводится важное 
место как факторам, участвующим в регуляции 
активности ферментных систем дыхательной 
цепи. Обнаруженное нами при аллоксаиовом 
диабете заметное увеличение содержания кар-
диолипинов, очевидно, направлено на поддержа-
ние работы митохондрий при изученной пато-
логии. 

Существенный интерес представляет т а к ж е 
изучение при диабете природы и особенностей 
изменения фосфолипидного спектра микросомаль-
ной фракции клеток печени. Согласно результа-
там некоторых исследований [11], меченые 
фосфолипиды митохондрий и микросом прояв-
ляют способность к взаимному обмену без нару-

W /Ос 

- I 

ДПФ 

АДФ 
ЛДФI 

Li 

ЯДФ 

\ 

ДНФ 

т - т е Г U 

Изменение энергообмена (субстраты: / янтарная кислота, 
2 янтарная -f- глутаминовая кислоты) митохондрий печени 
у интактных животных (а), крыс с аллоксановым диабетом 
средней (б) и тяжелой формы (в) . 

По оси ординат — скорость дыхания (в нгам Oj/с на I мг белка). 

шения целости собственных мембран. По нашим 
наблюдениям, в микросомальмой фракции пече-
ночной ткани белых крыс с аллоксановым диабе-
том имеет место достоверное увеличение общего 
количества фосфолипидов, главным образом за 
счет возрастания содержания фосфатидилсери-
нов, фосфатидилэтаноламинов, фосфатидилхоли-
нов. Описанные отклонения мы не склонны 
объяснять активированием в микросомах процес-
сов фосфатидогенеза с последующим переносом 
фосфолипидов с помощью соответствующих 
липидтранспортирующих белков в митохондрии, 
где они накапливаются в их внутренней мембране 
и, вероятно, активно вовлекаются в тканевые 
окислительные процессы в качестве потенциаль-
ных источников энергии. 

В условиях острого нарушения процессов ути-
лизации глюкозы, характерного для сахарного 
диабета, происходят серьезные нарушения в нор-
мальном функционировании дыхательной цепи 
митохондрий, которая была изучена на таких 
субстратах окисления, как янтарная кислота и 
комплекс янтарная + глутаминовая кислоты. 

Проведенные наблюдения свидетельствуют о за-
метном снижении скоростей дыхания: V2, V3 и 
Vp при одновременном повышении скорости V4 

и вследствие этого о заметном снижении дыха-
тельного коэффициента с удлинением времени 
фосфорилирования, что указывает на торможение 
АТФ-синтезирующей функции митохондрий (см. 
рисунок). По мере усиления патологического 
процесса происходит углубление указанных нару-
шений. Как отмечалось выше, при диабете фосфо-
липиды вовлекаются в тканевые окислительные 
процессы в качестве субстратов окисления. Одна-
ко в результате усиленного расщепления жирных 
кислот в клетке накапливаются недоокисленные 
продукты, которые могут стать своеобразными 
центрами инициации реакций свободнорадикаль-
ного окисления липидов. Эти процессы были 
изучены нами в аскорбат- и НАДФ• Н-зависимой 
системах переокисления липидов в цельных мито-
хондриях, их наружных и внутренних мембранах, 
а т а к ж е в микросомах (табл. 2) . В отмеченных 
мембранных структурах происходит активизация 
процессов переокисления липидов, особенно в на-
ружной мембране митохондрий. 

В настоящее время существует мнение о необ-
ходимости рассматривать роль перекисного окис-
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Т а б л и ц а 1 Таблица 2 

С о д е р ж а н и е малонового д и а л ь д е г и д а в микросомах и митохондриях печеии крыс с аллоксановым д и а б е т о м ( в нмоль 

на I mi б е л к а ) 

Перекисное окисление 

Митохондриальнаи 
фракция 

Наружная мембрана 
митохондрий 

Внутренняя мембрана 
митохондрий 

Микросомальная 
фракция 

Перекисное окисление 
контроль 
(п= 10) 

диабет 
(п= 10) 

контроль 
(«= 10) 

диабет 
(п=9) 

контроль 
(л -10) 

диабет 
(л=8) 

контроль 
(п= 10) 

диабет 
(п= 10) 

Аскорбатзависимое 

Р 
Н А Д Ф • Н-за вис и мое 

Р 

10,81 ± 1,12 
< 0 , 

9 , 0 8 ± 1 , 0 2 | 
< 0 , 

19,35=1=1,03 
001 
| 14,06=Ь 1,30 
02 

7 , 5 6 ± 0 , 9 8 
< 0 , 

5,52=1=0,82 | 
< 0 , 

16,68=Ь 1,13 
001 
| 8,96dhO,76 
001 

5,02=Ь0,98 
< 0 , 

5,09=Ь 1,30 | 
< 0 , 

8 ,35=Ь0,75 
05 
| 7 , 9 5 ± 0 , 9 8 
25 

16,25=t 1,50 
< 0 , 

15,41 ± 2 , 3 0 | 
< 0 , 

2 5 , 5 5 ± 2 , 0 0 
001 
| 23 ,70=t 1,80 
001 

Т а б л и ц а 3 

С о д е р ж а н и е цитохромов ЬГ) и Р - 4 5 0 и интенсивность гидро-
ксилирования анилина в микросомах печени крыс с аллокса-
новым д и а б е т о м (в нмоль на I мг б е л к а ) 

Показатель Контроль (/i = 9) Диабет (/г=9) 

П а р а - а м и н о ф е н о л 4,12=1=0,33 2,48=1=0,22 

Р < 0 , 1 )1 
Ц и то хром Ьг, 0,56=1=0,05 0,42=1=0,04 

Р < 0 , 0 2 
Цитохром Р - 4 5 0 0,81 ± 0 , 0 6 0,44 ± 0 , 0 4 

Р < 0 , 0 0 1 

лен и я липидов в развитии патологического состо-
яния в неразрывной связи с изучением другого 
класса реакций микросомального окисления 
реакций гидроксилирования. Этот процесс был 
изучен нами на примере окисления субстрата 
II типа анилина — при одновременном контро-
ле за количественным содержанием цитохромов 
Ьг» и Р-450. Проведенные наблюдения показали, 
что у крыс с аллоксановым диабетом реакция 
гидроксилирования протекает намного медленнее, 
чем у интактных животных. Эти сдвиги сопро-
вождаются т а к ж е заметным снижением содержа-
ния цитохромов Ьб и Р-450 (табл. 3) . 

Интенсификация процессов перекисного окисле-
ния липидов при диабете, приводящая к зна-
чительному выходу продуктов свободнорадикаль-
ного окисления липидов, оказывает повреждаю-
щее действие на мембраны эндоплазматического 
ретикулума и главным образом на активность 
цитохромов Ьг, и Р-450, являющихся мембран не-
связанными липидзависимыми компонентами 
окислительной цепи. 

Таким образом, комплекс патогенетических 
изменений, происходящих при диабете в печени, 
обусловлен существенными нарушениями в окис-
лительных процессах, что позволяет правильно 
понять молекулярный механизм возникновения 
диабета и, следовательно, изыскать пути оптими-
зации лечебно-профилактических мероприятий, 
среди которых немаловажное значение будет 
иметь применение средств антирадикальной 
защиты биологических систем клетки. 
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C O N D I T I O N S O F A L L O X A N E D I A B E T E S 

K. G. Karagezyan, L. M. Ovsepyan, K. G. Adontz 

Inst i tute of Exper imenta l B io logy , A c a d e m y of S c i e n c e s of 
the A r m e n i a n S S R , Yerevan 

Total content of phosphol ip ids and their indiv idual com-
p o n e n t s w e r e d is t inct ly increased in m i c r o s o m a l , mi tochondr ia l 
f r a c t i o n s and in inner mitochondria l m e m b r a n e of rat hepato-
c y t e s under cond i t ions of a l l o x a n e d iabetes . The concentra -
t ions of these s u b s t a n c e s w e r e decreased in outer mito-
chondr ia l m e m b r a n e . Act ivat ion of lipid free-radica l ox idat ion 
w a s found in all the m e m b r a n e s t r u c t u r e s s tud ied . In micro-
s o m a l fraction of hepatocy tes the rate of hydroxy la t ion reac-
tion w a s d e c r e a s e d , a c c o m p a n i e d by a decrease in content 
of c y t o c h r o m e s br, and P-450 . 
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Использование протеиназ змеиных ядов для 
целей медицинской коагулологии неоднократно 
обсуждалось в литературе [5, 6] . В качестве 
препаратов таких протеиназ применялись цельные 
яды змей, описаны методические приемы исполь-
зования их для диагностики некоторых нарушений 
свертывания крови |1 ] . При детальном анализе 
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