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масса, г 

Дни наблюдений 

Динамика массы тела животных при перевивке АКЭ. 

а — 2-я группа, б — 1-я группа, в 3-я (контрольная) группа. 

Однако масса тела животных с АКЭ начинала 
интенсивно нарастать уже с первых дней после 
перевивки (см. рисунок) в сравнении с массой 
тела животных, которым не перевивали опухоле-
вые клетки. Следует отметить, что накануне ги-
бели животных с АКЭ (обычно на 11 — 13-й день 
со дня прививки) масса тела животных не увели-
чивалась или д а ж е снижалась . В случае одновре-
менного введения животным опухолевого материа-
ла и препарата гликопротеида отмечалась зна-
чительная задержка прироста массы тела живот-
ных в первые дни после прививки. 

Расчет средней скорости прироста массы тела 
животных (среднее значение прироста массы тела 
животных в пересчете на день за первые 6 дней 
после перевивки опухоли) показал, что скорость 
прироста массы тела животных 2-й группы почти 
в 2 раза выше естественного прироста массы 
тела контрольных животных, а введение препара-
та гликопротеида одновременно с клетками АКЭ 
достоверно снижало скорость прироста массы тела 
подопытных животных приблизительно на 34 % 
(см. таблицу) . 

Таким образом, обнаружено, что препарат гли-
копротеида обладает способностью тормозить раз-
витие АКЭ. Установленное действие гликопротеи-
да может быть связано с обнаруженной ранее его 
способностью увеличивать продукцию антител (он 
выступает, вероятно, в роли адъюванта [4]) и, 
следовательно, увеличивать количество антител в 
ответ на введение клеток АКЭ, что приводило к 
торможению развития опухоли. 

Действие гликопротеида может быть связано и 
с его ионофорными свойствами. Так, показано [3], 
что ингибитор N a + / H ' -обмена нигерицин, пони-
ж а я внутриклеточный рН, вызывает подавление 
синтеза Д Н К , т. е. нигерицин выступает как ци-
тостатик. Можно полагать, что цитостатичеекое 
действие оказывает и препарат гликопротеида, 

Средняя скорость прироста массы тела животных 

Группа Средняя скорость прироста Число 
ж и нотных массы тела, г/день животных 

3-я 0,41 ± 0 , 0 6 9 
2-я 0 , 9 6 ± 0 , 0 6 * 24 
1-я 0 ,634-0,11** 16 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка /?<(),05 относитель-
но контроля; две /?<С0,05 относительно 2-й группы. 

влияя на С а 2 + - и затем рН-регулирующие внутри-
клеточные системы. 

Наблюдение за продолжительностью жизни жи-
вотных 1-й и 2-й групп показало, что она остается 
в основном без изменений. Однако у отдельных 
особей 1-й группы животных продолжительность 
жизни была несколько выше и общее состояние 
было лучше, чем у животных 2-й группы. Так, у 
1 из 16 животных 1-й группы не развилась АКЭ, 
а у 4 мышей слабо развилась и произошла ее кон-
солидация. Животные продолжали жить до 37-го 
дня. Во 2-й группе животных только у 1 из 24 жи-
вотных произошла консолидация опухоли (уплот-
нение в области бедра) . 
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THE I N F L U E N C E OF M I T O C H O N D R I A L Ca° f - T R A N S P O R -

T I N G - C a 2 + - B I N D I N G GLYCOPROTEIN ON D E V E L O P M E N T 

OF EHRLICH ASCITES TUMOR 

Т. V. Sirota, Zh. A. Utesheva 

Institute of Biological Physics, Academy of Sciences of the 
U S S R , Pushchino. 

S ing le administration of Ca2 1 - t r a n s p o r t i n g - C a 2 + - b i n d i n g 
glycoprotein s imultaneous ly with intraperitoneal inoculation of 
Ehrlich ascites tumor cel ls into mice led to a decrease in the 
an imals weight growth by approximately 34 % as compared 
with the an imals which were not treated with the glycoprotein. 
The effect observed w a s clearly pronounced, especial ly within the 
first days after inoculation of Ehrlich ascites tumor. Lifetime 
of individual experimental an imals w a s increased whereas that 
of the whole group remained unchanged. 

g) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ , 1990 

УДК 615.273.55.015.4:612.1 12.91 | .074 

О. Д. Зинкевич, H. А. Сафина, А. Ф. Xappacoe, 
A. X. Мингазова 

В Л И Я Н И Е ПРЕПАРАТОВ Ф И Б Р О Н Е К Г И Н А 
НА Х Е М И Л Ю М И Н Е С Ц Е Н Т Н Ы Й ОТВЕТ НЕЙ-
ТРОФИМОВ 
Казанский НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава 
Р С Ф С Р 

В последние годы фибронектин плазмы стал 
предметом многочисленных экспериментальных и 
клинических исследований благодаря разнообра-
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зию своих биологических свойств. Центральное 
место в этом перечне занимает его опсоническая 
функция. И хотя в литературе за фибронектином 
укрепились названия «опсонический гликопроте-
ин», «неиммунный опсонин», «опсонический фиб-
ронектин», его роль в реакциях фагоцитоза до сих 
пор не установлена. В ряде работ показано, что 
фибронектин, связываясь с различными объектами 
фагоцитоза, усиливает стадии адгезии и поглоще-
ния [4, 5, 7] . Публикации о способности фибро-
нектина стимулировать «метаболический взрыв» 
фагоцитов противоречивы. По мнению Gudewicz и 
соавт., при фибронектин-опосредованном фагоци-
тозе зимозана и желатинизированных микроча-
стиц индукции «метаболического взрыва» не про-
исходит [6]. В работе Torok и соавт. приводятся 
данные о способности фибронектина дозозависимо 
снижать хемилюмииесценцию нейтрофилов, стиму-
лированных зимозаном [9]. В ряде других работ 
отмечено, что фибронектин, связываясь с различ-
ными объектами фагоцитоза, способен индуциро-
вать «метаболический взрыв» фагоцитов [8]. 

В настоящем исследовании мы решили изучить 
причины таких противоречивых результатов и по-
пытаться найти им объяснение. 

Рис. 1. Д о з о з а виси мое влияние нативного фибронектина на 
ХЛ нейтрофилов человека, стимулированных желатинизиро-
ванными микрочастицами. 

/ стимуляция нейтрофилов в отсутствие фибронектина; концентрация 
фибронектина; 2 12,,5 мкг/мл; 3 — 25 мкг/мл; 4 50 мкг/мл; 5 100 мкг/мл. 
Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс — время (в мин). 

М е т о д и к а 
Способность нейтрофилов к «метаболическому взрыву» 

оценивали по усилению люмииолзависимой хемилюминесцеи-
ции (ХЛ) с использованием счетчика ^-частиц СБС-2 в диф-
ференциальном режиме счета [3]. 

Нейтрофилы выделяли из свежеполученной крови здоровых 
доноров, стабилизированной гепарином. После осаждения 
эритроцитов на декстране Т-500 верхний слой клеток осаж-
дали центрифугированием при 1500 об /мин в течение 15 мин 
и дважды промывали раствором 1 % альбумина на забуфе-
ренном фосфатами 0,85 % NaCI рН 7,2 7,4. Конечная кон-
центрация равнялась 2• 107 кл/мл. Содержание нейтрофилов 
составляло 70—80 %, их жизнеспособность, оцененная в тесте 
с трипановым синим, 90 95 %. 

В качестве объекта фагоцитоза использовали желативизи-
рован ные микрочастицы, приготовленные по оригинальному 
методу [2]. 

Фибронектин получали из свежей нитратной плазмы здо-
ровых доноров аффинной сорбцией на желатин-целлюлозе. 
Элюцию фибронектина с сорбента вели 4 М мочевиной с 1 М 
NaCI. Непосредственно перед использованием элюат фибронек-
тина подвергали диализу против 10 объемов раствора Хенкса. 
Чистоту всех препаратов фибронектина определяли с помощью 
электрофореза в ПААГ с Д С Д - N a , в перекрестном иммуно-
электрофорезе. 

Определение желатинсвязывающей активности проводили 
по агрегации желатинизированных микрочастиц на лазерном 
нефелометре оригинальной конструкции. 

Концентрацию фибронектина определяли спектрофотомет-
ричееки при 280 нм в 1 см кювете с использованием коэф-
фициента 12,8. 

Свежевыделенный фибронектин подвергали различной сте-
пени тепловой денатурации, протеолитической деградации и 
восстановлению р-м ер ка птоэта иол о м. 

Протеолитическую деградацию проводили путем пропуска-
ния нативного фибронектина через колонку с трипсином, им-
мобилизованным на сферической целлюлозе. 

Сферическую целлюлозу получали по методу S tamberg в 
нашей модификации, переосаждая 3 % раствор целлюлозы в 
2 5 % аммиаке в растворе 10 и. НС1 [1] . После тщательного 
отмывания целлюлозу активировали 1 % К в течение 1 ч 
при комнатной температуре. Промытую целлюлозу смешивали 
с равным объемом 1 % трипсина («Спофа», ЧССР) в забуфе-
ренном фосфатами физиологическом растворе (ЗФР, рН 7,3) и 
инкубировали при 4 °С. Через 12- 14 ч добавляли трис-НС1 
рН 8,0, инкубировали 15—20 мин, затем промывали 1 М NaCI 
рН 8,0, водой, снова 1 М NaCI рН 5,5 под контролем оптической 
плотности при 280 им. Готовую трипсин-целлюлозу суспенди-
ровали в З Ф Р рН 7,3, переносили в колонку объемом 5 мл и мед-
ленным током пропускали раствор фибронектина до существен-
ного снижения его биоактивности (менее 5 % от исходной) 
в тесте агрегации желатинизированных микрочастиц. 

Моноцепочечный фибронектин получали инкубацией с (3-
меркаптоэтанолом в течение 1 ч при 37 °С. Затем препарат 
диализовали против раствора Хенкса. 

Тепловую денатурацию фибронектина проводили в двух 
режимах: при 58 °С 30 мин и в течение 1 ч, а также при 60 °С 
в течение 1 ч. 

При измерении ХЛ нейтрофилов в стандартные флаконы 
вносили 0,1 мл суспензии нейтрофилов (2-Ю 7 кл/мл) , 0,01 мл 
1 М раствора люминола в диметилформамиде, 0,1 мл суспензии 
желатинизированных микрочастиц. Одновременно добавляли 
препарат фибронектина в концентрации от 12 до 100 мкг/мл. 
Общий объем доводили до 5 мл раствором Хенкса с I % аль-
бумина. Регистрацию ХЛ проводили с интервалом I мин до 
достижения максимального уровня. 

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

Характер влияния фибронектина на люминолза-
висимую ХЛ нейтрофилов с использованием же-
латинизированных микрочастиц в качестве объек-
та фагоцитоза представлен на рис. 1. Контрольная 

имп/мин • 10 
40 ь 

30 

го 

ю 

Рис. 2. Влияние денатурированного теплом фибронектина 
на ХЛ нейтрофилов. 

/ без фибронектина; 2—нативный фибронектин; денатурированный фибро-
нектин: .7 58 °С, 0,5 ч; 4 — 58 °C, I ч; 5 — 60 °C, I ч. 
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кривая характеризует стимуляцию нейтрофилов 
микрочастицами в отсутствие опсонина. Добавле-
ние в суспензию фибронектина в концентрациях 
от 12 до 50 мкг/мл вызывает значительное усиле-
ние ХЛ (более чем в 4 раза ) по сравнению с конт-
ролем. Хотя абсолютные значения максимальной 
ХЛ и время его достижения варьировали из опыта 
в опыт (ответ нейтрофилов;"по-видимому, зависит 
от их состояния) , характер зависимости сохра-
нялся. 

Влияние препаратов фибронектина, денатури-
рованных теплом, на ХЛ нейтрофилов представ-
лено на рис. 2. Как видно, при тепловой дена-
турации происходит снижение степени активации 
нейтрофилов в тесте люминолзависимой ХЛ. Кро-
ме того, препараты фибронектина, прогретые при 
58 °С 30 и 60 мин, снижают способность агреги-
ровать желатинизированные микрочастицы до 30 и 
13 % по сравнению с нативным препаратом. Пре-
парат фибронектина, прогретый при 60 °С в тече-
ние 1 ч, проявляет желатинагрегирующую актив-
ность менее 3 % по сравнению с нативным препа-
ратом. В тесте люминолзависимой ХЛ этот препа-
рат оказывает незначительное влияние на стиму-
ляцию ХЛ, близкую к таковой в контроле. 

Препарат фибронектина, инкубированный с 
трипсин-целлюлозой, проявляет нулевую желати-
нагрегирующую активность и не влияет на люми-
нолзависимую ХЛ нейтрофилов. 

Препарат фибронектина, восстановленный (3-
меркаптоэтанолом, также не проявляет активности 
в тесте агрегации желатинизированных микро-
частиц и не влияет на люминолзависимую ХЛ. 

Таким образом, из полученных нами результатов 
следует, что влияние фибронектина на ХЛ нейтро-
филов зависит от сохранения нативности его мо-
лекулы, о чем свидетельствуют данные >о жела-
тинсвязывающей способности. 

Очевидно, как целая молекула фибронектина, 
так и ее фрагменты, содержащие неразрушен-
ные домены, способны связываться с одноимен-
ными рецепторами на клетках. Однако для акти-
вации клеток необходимо сохранение нативной 
структуры фибронектина. 
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EFFECT OF F I B R O N E C T I N ON C H E M I L I J M I N E S C E N C E 

OF N E U T R O P H I L S 

O. D. Zinkevich, N. A. Saphina, A. F. Kharrasov, A. Ch. Mynea-
zova 

Laboratory of Immunology and Biochemistry, Institute of Epide-
miology and Microbiology, Kazan. 

Effect of some fibronectin preparations on luminol-dependent 
cherniluminescence of neutrophils w a s studied. These fibronectin 
preparations were obtained after heat denaturatiori and tryptic 
digest ion. Nat ive fibronectin cause aggregat ion of gelat in-coated 
particles and dose-dependent promotion of cherniluminescence 
of neutrophils , while the rate of these reactions w a s distinctly 
decreased if the heat denaturated preparations of fibronectin 
were used. Structural integrity of fibronectin molecule appears 
to be responsible for promotion of the neutrophil chernilumi-
nescence. 

g) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ , 1990 

УДК 612.173.1.015.31:546.41 ] .014.49:613.863 

Ф. 3. Меерсон, Т. Г. Сазонтова, Ю. В. Архипенко 

АДАПТАЦИЯ К К Р А Т К О В Р Е М Е Н Н Ы М 
СТРЕССОРНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ УВЕЛИ-
ЧИВАЕТ АКТИВНОСТЬ К А Л Ь Ц И Е В О Г О НА-
СОСА САРКОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО РЕТИКУ-
ЛУМА И С Н И Ж А Е Т СКОРОСТЬ ЕГО ИНАКТИ-
ВАЦИИ ПРИ АВТОЛИЗЕ 
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Известно, что интенсивный и длительный стресс 
вызывает снижение порога фибрилляции сердца 
[12], постстрессорную ригидность миокарда [3] 
и увеличивает зависимость функции изолирован-
ного сердца от концентрации Са2-1" в перфузате 
[25]. Одновременно происходит снижение актив-
ности Са-АТФазы саркоплазматического ретику-
лума ( С П Р ) [11], а при цитологическом иссле-
довании выявляется избыток Са24" в саркоплазме 
кардиомиоцитов [22]. Этот комплекс сдвигов сви-
детельствует о нарушении кальциевого гомеоста-
за кардиомиоцитов при стрессорном повреждении 
и может быть предупрежден с помощью предвари-
тельной адаптации к повторным кратковремен-
ным стрессорным воздействиям [10]. В последние 
годы выяснилось, что такая адаптация предупреж-
дает т а к ж е снижение порога фибрилляции сердца, 
его э к т о п и ч е с к у ю а к т и в н о с т ь и д е п р е с с и ю с о к р а -
тительной функции при остром инфаркте миокарда 
114], постинфактном кардиосклерозе [13] и значи-
тельно ограничивает аритмии при острой ишемии и 
реперфузии сердца [10]. Существенно, что этот по-
следний антиаритмический эффект наблюдается не 
только в условиях целостного организма, но со-
храняется при воспроизведении ишемии и после-
дующей реперфузии на изолированном сердце 
адаптированных животных [17]. Установлено так-
же, что при определенных условиях адаптация 
к коротким стрессорным неповреждающим эф-
фектам ограничивает аритмогенное и контрактур-
ное действие избыточного содержания кальция на 
изолированное сердце |18] . 

Таким образом, в результате адаптации к крат-
ковременным стрессорным воздействиям наряду с 
активацией центральных стресс-лимитирующих 
систем [20, 44] , на уровне самого сердца форми-
руется какой-то защитный механизм, обладающий 
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