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УДК 616-092.12:612.6

Некоторые показатели метаболизма печени беременных самок белых крыс и их плодов при нарушении в-клеточного иммунитета матери во время беременности

Р.Е. Лис, Л.Е. Виноградова

Гродненский государственный медицинский университет, ЦНИЛ.

Важнейшее значение печени в обмене веществ в первую очередь определяется тем, что она является как бы промежуточной станцией между портальным и общим кругом кровообращения. Печень, прежде всего, функционирует как первичный регулятор содержания в крови веществ, поступающих в организм с пищей. Также она выполняет крайне важную экскреторную функцию, теснейшим образом связанную с ее детоксикационной функцией. В целом можно сказать, что в организме нет путей обмена веществ, которые прямо или косвенно не контролировались бы печенью [1]. Поэтому, нарушение метаболизма печени, несомненно, приведет к изменению гомеостаза организма. Особенно это касается печени плода, так как ее метаболизм прямым образом скажется на становлении гомеостаза у потомства в постнатальном периоде развития. Известно большое количество факторов внешней среды, вызывающих нарушения метаболизма печени: алкоголь, различные лекарственные и химические вещества, радиация [1]. Однако в литературе практически не встречается данных о воздействии на метаболизм печени плода нарушений иммунной системы матери, хотя известно, что иммунная система матери играет одну из ведущих ролей в нормальном протекании физиологической беременности и нормальном развитии плода [5]. Но при этом неизвестно, какое из звеньев иммунитета играет здесь ведущую роль.

В связи с вышеизложенным, нами была поставлена цель: изучить характер метаболизма печени беременных самок белых крыс и их плодов в условиях нарушения В-клеточного иммунитета матери во время беременности. 

В работе было использовано 32 беременные самки белых крыс и плоды от них. Животные содержались в стандартных условиях вивария. Для моделирования нарушений В‑клетчного иммунитета во время беременности самкам белых крыс вводился в одном случае бактериальный ЛПС продигиозан, который является В-митогеном [4], в дозе 50 мкг на 1кг массы и в другом случае, сочетанно, продигиозан в вышеуказанной дозе и циклофосфан в дозе 10 мг на 1 кг по схеме, предложенной Кондратьевой и соавт. [4], т.е. через двое суток, что приводит к В‑кле​точному иммунодефициту. Доза ЦФ была подобрана опытным путем с таким расчетом, чтобы ЦФ не вызывал эмбриотоксического и тератогенного эффекта. Правильность расчета дозы нашла подтверждение в литературе [7].

Моделирование нарушений В-клеточного иммунитета матери проводилось в 1 половину беременности (введение продигиозана на 3-й день беременности (ДБ) и сочетанное введе​ние продигиозана на 3-й ДБ и ЦФ – на 5-й ДБ), и во 2 половину беременности (введение про​дигиозана на 13-й ДБ и сочетанное введение продигиозана на 13-й ДБ и ЦФ – на 15-й ДБ).

В качестве контрольных использовались животные, которым вводился ЦФ в одном случае на 5-й ДБ и в другом – на 15-й ДБ. Также была группа интактных животных. Всего было 7 групп животных. Самки белых крыс забивались на 20-й ДБ способом декапитации под эфирным наркозом. После вскрытия маток подсчитывали количество мест имплантации и количество живых плодов. В яичниках определяли количество желтых тел. 

Эмбриотоксическое действие нарушения В-клеточного иммунитета матери оценивали по показателям пре- и постимплантационной гибели. Кусочки печени самки и 1 плода из помета брали для гистохимических исследований, замораживая в жидком азоте. Из замороженных кусочков печени готовили криостатные срезы на микротоме-криостате МК-25 толщиной 15 мкм. 

На криостатных срезах проводили гистохимические тетразолиевые реакции по выявлению лактатдегидрогеназы (ЛДГ), НАДН‑дегидро​геназы (НАДН-ДГ), НАДФ-Н – дегидрогеназы (НАДФН-ДГ). Актив​ность дегидрогеназ выявлялась по методу Лойда и соавт. [6]. Уро​вень активности ферментов определялся в цитоплазме гепатоцитов с помощью абсорбциометра – флюориметра МФТХ-2М (ЛОМО) по коэффициенту пропускания окрашенного среза, в единицах оптической плотности. Фотометрирование осуществлялось при длине волны 580 нм. Статистическая обработка осуществлялась с использованием критерия Стьюдента.

Проведенные исследования показали, что нарушение В-клеточного иммунитета матери во время беременности оказывает неблагоприятное воздействие на печень матери и плода. Это выражается в нарушении морфологии и метаболизма гепатоцитов.

При воздействии в 1 половину беременности (1 группа) у матерей происходит вакуолизация цитоплазмы гепатоцитов, кариолизис, гиперхроматоз ядер; у плодов – расширение синусоидных капилляров печени, невыраженный лимфоцитоз, гемостаз. Активность ЛДГ у матерей и их плодов достоверно снижена на 32% и 16% соответственно, по сравнению с интактными. Активность НАДН-ДГ у матерей и плодов повышена на 19% и 15%, но недостоверно; уровень активности НАДФН-ДГ практически от интактных показателей не отличается.

У животных, которым вводили продигиозан в первую половину беременности, изменения морфологии печени у матерей и плодов незначительны. Уровень активности ЛДГ у самок достоверно от интактных показателей не отличается, хотя и снижен на 15%; у плодов уровень активности ЛДГ достоверно снижен на 10%. При введении ЦФ на 5-й ДБ достоверных различий с интактными животными не наблюдалось.

Уровень активности НАДН-ДГ у самок при раздельном введении продигиозана и ЦФ в первую половину беременности практически от интактных показателей не отличался. У плодов от самок этих групп уровень активности НАДН-ДГ несколько снижен, хотя и недостоверно.

Активность НАДФН-ДГ изменяется недостоверно, как у матерей, так и их плодов в группах при раздельном введении продигиозана и ЦФ в первую половину беременности.

При сочетанном воздействии продигиозана и ЦФ во вторую половину беременности у матерей наблюдается вакуолизация цитоплазмы гепатоцитов, обнаруживаются эритроциты в синусоидном пространстве, лимфоцитоз в перипортальной зоне. У плодов из этой группы наблюдается гемостаз, расширение синусоиных капилляров. Уровень активности ЛДГ у самок и их плодов несколько снижен, но недостоверно. Уровень активности НАДН-ДГ у подопытных животных практически от интактных показателей не отличается.

Динамика изменения уровня активности НАДФН-ДГ у матерей и их плодов прямо противоположна: у матерей происходит увеличение на 18%, а у плодов – снижение на 25%.

У животных, которым вводился продигиозан во вторую половину беременности, в печени самок наблюдается обильная вакуолизация цитоплазмы гепатоцитов; у плодов происходит выраженный гемолиз эритроцитов, гемостаз. При введении ЦФ во вторую половину беременности заметных изменений в печени самок и их плодов не наблюдается. 

Метаболические изменения в печени у животных, которым во вторую половину беременности препараты вводились раздельно, распределились следующим образом: уровень активности ЛДГ при введении продигиозана снижен: у матерей на 12%, у плодов – на 24% (достоверно); введение ЦФ во вторую половину беременности не приводит к видимым изменениям уровня активности ЛДГ. Уровень активности НАДН-ДГ у животных в группах по продигиозану и ЦФ изменяется незначительно и недостоверно. В отношении НАДФН-ДГ картина несколько иная: при введении продигиозана происходит недостоверное снижение уровня активности у матерей на 19% и незначительное увели​чение уровня активности у плодов на 7%. ЦФ, напротив, приводит к значительному достоверному снижению уровня активности НАДФН‑ДГ у плодов – на 49% и недостоверному повышению на 12% у их матерей.

Таким образом, проведенные исследования показывают, что нарушения В-клеточного иммунитета матери во время беременности приводит к нарушениям метаболизма печени плодов, заключающихся в снижении уровня активности ЛДГ и НАДФН-ДГ, что в свою очередь должно сказаться на детоксикационных свойствах в монооксигеназной цепи окисления. Выявленные нарушения метаболизма печени плодов могут повлиять на адаптационные свойства потомства в постнатальный период развития.
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Роль фосфатидилэтанола в процессе липолиза фосфатидилхолина в присутствии этанола

Н.М. Литвинко, С.В. Кучуро, М.А. Кисель

Институт биоорганической химии 

Национальной Академии наук Беларуси

Эффективность липолиза фосфоглицеридов под действием фосфолипазы А2 (ФЛА2, К.Ф. 3.1.1.4), которая гидролизует сложноэфирную связь во втором положении, зависит от химического состава и структуры бислойной липидной мембраны. В опытах in vitro показано, что этиловый спирт нарушает упорядоченность и, как следствие, чувствительность липидного бислоя к гидролизу ФЛА2 [1]. Сведения о влиянии этилового спирта на активность ФЛА2 неоднозначны: выявлено как ингибирующеe [1] и активирующее его влияние [2], так и отсутствие какого-либо действия [3]. В клеточных мембранах в ответ на введение этанола образуется фосфатидилэтанол (ФЭТ) [4], который является антагонистом этилового спирта при проявлении последним мембранотропных свойств [5]. По нашему мнению, противоречивость результатов может объясняться различиями в содержании ФЭТ в исследуемых мембранах, накопление которого, как показано [4], зависит от концентрации вводимого этилового спирта и продолжительности его воздействия. В связи с изложенным выше, в данной работе проведено исследование влияния этилового спирта на катализируемый ФЛА2 ферментативный гидролиз ДОФХ в присутствии ДОФЭТ в составе липосом и смешанных с детергентами мицелл с целью выяснения возможной роли ФЭТ в модуляции мембранных эффектов этанола. 

К инкубируемым при 37(С липосомам (2,5 мкмоль ДОФХ или 2,7 мкмоль ДОФЭТ, либо смесь 2,0 мкмоль ДОФХ и 0,7 мкмоль ДОФЭТ) добавляли 0,4 мл 0,01 М СаСl2 и ФЛА2 (0,1 ед./мл), после чего отбирали аликвоты среды инкубации через 2, 5 и 10 мин, останавливая реакцию добавлением 0,1 М ЭДТА. Из рисунка следует, что введение 1,5; 3,0; 4,5 или 9,0% (по объему) этилового спирта в среду инкубации не вызывает изменений в скорости гидролиза ФЛА2 липосом из ДОФХ. В присутствии этанола скорость гидролиза ДОФХ в двухкомпонентных липосомах по сравнению со скоростью его гидролиза в однокомпонентных липосомах в отсутствие спирта возрастает в 2-3,5 раза в зависимости от концентрации этанола. В то же время обнаружено, что скорость гидролиза ДОФЭТ в двухкомпонентных липосомах в присутствии максимально добавленного количества спирта (9%) увеличивается только в 1,3 раза. 

Сравнение скоростей гидролиза каждого в отдельности липида в двухкомпонентных липосомах в присутствии и в отсутствие этанола показывает, что по мере увеличения концентрации спирта скорость гидролиза обоих липидов возрастает практически одинаково: ДОФХ – почти в 1,5 раза и ДОФЭТ – 1,4 раза. По мере увеличения концентрации этанола степень гидролиза ДОФХ в двухкомпонентных липосомах повышается на 13%, а ДОФЭТ на 17%. 

Отношение скоростей гидролиза ДОФХ в одно- и двухкомпонентных липосомах при одной и той же концентрации этанола показывает, что ДОФЭТ вносит больший вклад в увеличение скорости гидролиза ДОФХ в двухкомпонентных липосомах по сравнению с этанолом. 

На рис. 1 представлена зависимость скорости гидролиза ДОФХ в однокомпонентных (кривые 5-8) и двухкомпонентных с ДОФЭТ липосомах (кривые 1-4) от времени реакции в присутствии 1,5% (1 и 5); 3,0% (2 и 6); 4,5% (3 и 7); 9% (4 и 8) этилового спирта по отношению к скорости гидролиза ДОФХ в однокомпонентных липосомах в отсутствие спирта.
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Рис. 1.

Индукция гидролиза цвиттерионного ДОФХ в двухкомпонентных липосомах может быть обусловлена несколькими причинами. Важная роль заряда липидной поверхности в этом процессе подтверждается данными экспериментов по гидролизу в липосомах обоих фосфолипидов как по отдельности, так и в эквимолярной смеси, а также в виде мицелл с детергентами, имеющими различный заряд. Скорость и степень гидролиза ФЛА2 индивидуальных липидов в мицеллах (1,0 мкмоль ДОФХ или ДОФЭТ), содержащих ДОХ, увеличивается по сравнению в мицеллами с ТХ-100: ДОФХ – более чем в 6 раз, а ДОФЭТ – в 1,1 раза. В мицеллах с ТХ-100 скорость и степень гидролиза ФЛА2 индивидуального ДОФЭТ в 15 раз больше гидролиза ДОФХ, а в мицеллах с ДОХ – немного меньше, чем в три раза. Скорость гидролиза ФЛА2 ДОФХ в эквимолярной смеси с ДОФЭТ (0,5 мкмоль ДОФХ и 0,5 мкмоль ДОФЭТ) в мицеллах с ТХ-100 увеличивается почти в 10 раз по сравнению с индивидуальным ДОФХ, а в мицеллах с ДОХ – только в 1,1 раза. Скорость ферментативного гидролиза ДОФЭТ в смеси с ДОФХ по сравнению с гидролизом индивидуального ДОФЭТ немного уменьшается: в мицеллах с ТХ-100 – в 1,1 раза, в мицеллах с ДОХ – в 1,3 раза.

Для ФЛА2 доступен лишь внешний слой липосом, о чем свидетельствует практически полная остановка реакции при гидролизе 2/3 субстрата. Более высокая степень гидролиза ДОФХ в присутствии ДОФЭТ может свидетельствовать о появлении на внешней поверхности мембраны дополнительных порций ДОФХ в результате быстрого флип-флопа, который ранее наблюдали в липосомах, содержащих ФЭТ, с помощью 13C ЯМР [6].
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Рис. 2.

Значительное увеличение скорости гидролиза липосом из ДОФЭТ может быть также связано с разделением фаз или с образованием небислойных, в частности, гексагональных структур, при добавлении к липосомам кофактора ферментативной реакции – Са2+, что сопряжено с образованием «дефектов» на поверхности липосомы и, как следствие, к большей доступности субстрата. Ранее было показано [7], что включение в состав липосом из фосфатидилхолина, диглицерида, кардиолипина или моногалактозилглицерида, образующих в мембране гексагональные структуры (НII), сопровождается увеличением активности панкреатической ФЛА2. Исследование нами термотропных свойств однокомпонентных липосом из ДОФЭТ методом дифференциальной сканирующей калориметрии, показал, что при сканировании липосом в отсутствие СаСl2 даже при больших концентрациях ДОФЭТ не наблюдалось каких-либо тепловых переходов в диапазоне от 5 до 80(С.

Однако добавление 0,01М СаСl2 приводило к появлению низкоэнергетического (1,8 кДж/моль) эндотермического фазового перехо​да в интервале 41-45(С (рис.2). Исходя из этого, разбавление ДОФЭТ в липосомах ДОФХ должно сопровождаться снижением энтальпии и температуры фазового перехода. Вполне вероятно, что в условиях ферментативной реакции в липосомах присутствуют две фазы – ламеллярная и гексагональная. 

Таким образом, в результате проведенного исследования показано, что ДОФЭТ гидролизуется ФЛА2 с большими скоростями, чем ДОФХ. Присутствие ДОФЭТ в смеси инициирует и усиливает гидролиз цвиттерионного ДОФХ. Учитывая вышеизложенное, можно выдвинуть три ос​новные причины увеличения скорости ферментативного гидролиза в присутствии ДОФЭТ: а) наличие отрицательного заряда на границе раз​дела фаз липид–вода; б) индукция ДОФЭТ быстрого флип-флопа; в) образование кластеров ДОФЭТ небислойной структуры в присутствии Са2+. 

При остром панкреатите, часто развивающемся на фоне потребления алкоголя, активность ФЛА2 играет существенную роль и служит показателем степени тяжести этой болезни [8]. Поскольку при этом нарастает содержание ФЭT, потенцирующего действие спирта на гидролиз фосфатидилхолина ФЛА2, можно предположить, что образование ФЭT играет важную роль в патогенезе острого панкреатита.

Работа выполнена при поддержке БРФФИ (грант Б97-320).
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Гиповитаминозы и состояние предболезни

Н.К. Лукашик 

Гродненский государственный медицинский университет

Отечественными и зарубежными учеными проведено значительное количество исследований, показавших высокую частоту дефицита водорастворимых витаминов в организме человека и животных. Установлено, что уменьшение витаминов в пищевых продуктах в зимне-весенний период приводит к развитию гиповитаминозных состояний. Большинству заболеваний с хроническим течением сопутствует недостаточность одного или нескольких витаминов. К возникновению гиповитаминозов приводит использование ряда химиотерапевтических средств, особенно антибиотикотерапии. Следует подчеркнуть частое развитие недостаточности витаминов в детском возрасте при заболеваниях желудочно-кишечного тракта (Чернес Л.А., 1945, 1948; Мясников А.Н., 1947; Островский Ю.М., 1959; Нузберт Л.Н., 1960; Модорина В.В., 1962 и др.(. Некоторые профессиональные вредности (СО, NH3, NO2) способствуют развитию дефицита витаминов (Нижегородов В.М., 1967, 1969(. Увеличение доли рафинированных и консервированных продуктов в питании населения, является также одним из факторов недостаточного поступления витаминов в организм человека. Следует иметь в виду, что дефицит одного витамина может оказывать влияние на утилизацию других витаминов и тем самым усугублять состояние метаболизма в организме.

Оценка обменных нарушений при гиповитаминозных состояниях основывается на данных, полученных на авитаминозных животных или птицах, и трактуется с учетом угнетения соответствующих витаминзависимых ферментов. Однако, принимая во внимание данные о взаимоотношениях витаминов в организме, а также наличие у некоторых производных витаминов некоферментных функций (Титаев А.А., 1960; Розанов А.Я., 1960; Разумович А.Н., 1969; Виноградов В.В., 1980-1981(, такое объяснение не может считаться достаточно полным. Можно предположить, что недостаточность одного или нескольких витаминов приведет к изменению метаболизма, не полностью идентичному изменениям при классических авитаминозах. Правомерно считать, что недостаточность витамина в первую очередь и наиболее отчетливо будет сказываться в местах его главного биохимического участия. Однако не исключено, что частичный дефицит витамина приведет в первую очередь к замедлению или прекращению неспецифических влияний этого соединения, сохраняя важные коферментные функции витамина. Отсутствие неспецифических, некоферментных функций одного или нескольких витаминов может быть менее заметным в общем метаболизме живой системы, чем уменьшение или прекращение коферментного действия конкретного витамина, но также оказывать определенное, ощутимое влияние на биохимические показатели в органах или организме. Поэтому можно ожидать, что частичный дефицит витаминов в организме будет приводить к своеобразному, не характерному классическим авитаминозам, состоянию метаболизма. В витаминологической литературе имеется небольшое количество работ, в которых бы на животных моделировалась витаминная недостаточность по своей глубине близкая к гиповитаминозным состояниям, встречающимся у людей, и при которой изучался бы широкий круг биохимических показателей, прямо не связанных с известными коферментными функциями витаминов.

Нами в опытах на белых мышах и крысах воспроизводилась частичная недостаточность тиамина, никотиновой кислоты, а также поли​гиповитаминоз водорастворимых витаминов. Дефицит витаминов достигался использованием антиметаболитов (окситиамин, пиритиамин, 3-ацетилпиридин), а также пищевых рационов, 30% которых составили очищенные пищевые вещества (казеин, крахмал, сахароза). Степень витаминной недостаточности контролировалась содержанием витаминов в тканях и активностью витаминзависимых ферментов (транскетолаза, НАД и НАДФ-дегидрогеназы). В опытные группы отбирались животные, у которых активность витаминзависимых ферментов снижалась на 15-20% по сравнению с интактными.

В тканях гиповитаминозных животных исследовали широкий круг биохимических показателей углеводного и липидного обменов, часть из которых не связана с известными биологическими функциями витаминов. У этих же животных в динамике изучали утилизацию меченых субстратов (С14-глюкоза, С14-пируват, С14-ацетат) и витаминов (S35-тиамин, С14-никотиновая кислота).

Полученные результаты показали наличие в организме животных значительных изменений как в интегральных, так и конкретных биохимических показателях. После введения гл-1-6-С14 крысам с В1- или РР‑гиповитаминозами в органах накопление радиоактивной метки достоверно отличается от интактных животных. Эта закономерность сохра​няется и при введении меченого пирувата. Менее выражены сдвиги в утилизации меченого ацетата у опытных животных по сравнению с интактными. В некоторых жизненно важных органах степень этих изменений достигает значительных величин (сердце). В различных органах накопление метаболитов может иметь свои специфические особенности (поджелудочная железа, надпочечники) и различную направлен​ность. Есть основание полагать, что такое изменение отразится на фун​к​циональной способности, выработке гормональных факторов, что, несомненно, приведет к изменению гормонального равновесия. Существенно изменяются некоторые биохимические показатели, прямо не связанные с известными коферментными и некоферментными функция​ми ти​амина и никотиновой кислоты. Удельная активность гликогена пе​че​ни после введения опытным животным гл-1-6-С14 меняется весьма зна​чительно. Особенность метаболизма этого полисахарида состоит в сложной и многочисленной его регуляции, которая подвергается изменению при дефиците витаминов (работы З.В. Горбача по цАМФ). Общее состояние метаболизма углеводов при гиповитаминозах снижается, о чем свидетельствует удельная активность выдыхаемого СО2 после введения радиоактивных глюкозы и ПК. Об этом свидетельствует снижение активности ряда гликолитических ферментов, изменение количества субстратов. Показатели липидного об​мена при гиповитаминозных состояниях менее подвержены изменениям в фракции нейтральных липи​дов и более выражено уменьшение фосфолипидных фракций в печени. У животных с недостаточностью витаминов увеличено накопление вводимых меченых тиамина и никотиновой кислоты. Суммируя основные изменения метаболизма в организме витаминдефицитных животных, можно высказать следующие положения.

Использование меченых субстратов (глюкозо-1-6-С14, ПК-С14, ацетат-С14) у животных с дефицитом витаминов в организме показало принципиальное различие в их метаболизме в тканях по сравнению с интактными животными. Замедляется использование субстратов тканями, медленнее наблюдается включение метки в выдыхаемый СО2. Происходит неравномерное изменение в скорости утилизации субстратов различными тканями, особенно, эндокринными железами. Дефицит отдельных витаминов (В1, РР) и, особенно, полигиповитаминоз приводит к замедлению включения метки из глюкозы, пирувата и ацетата в липидные компоненты.

Гипо- и полигиповитаминозные состояния у животных харак​теризуются изменением ферментативной активности не только на уровне витаминзависимых энзимов. Наблюдаются адаптивные сдвиги в ряде ферментных превращений. В динамике развития и формирования витаминдефицитного состояния ферментная активность в тканях изменяется следующим образом: в короткие сроки отсутствуют закономерные сдвиги, затем наступают адаптивные изменения и компенсация метаболизма и в терминальном состоянии наблюдается декомпенсация и угнетение активности.

Показатели липидного обмена в организме витаминдефицитных животных изменяются менее четко. Наблюдается угнетение липолиза, уменьшается уровень фосфолипидных фракций.

Различные стадии гиповитаминозных состояний характеризуются особенностями утилизации витаминов. Так, в терминальных стадиях В1- и РР-недостаточности замедляется включение тиамина и никотиновой кислоты в ткани.

В организме гипо- и полигиповитаминозных животных в зависимости от длительности дефицита витаминов создается особое состояние метаболизма, которое характеризуется не только дефицитом коферментов и ингибированием витаминзависимых энзимов, но и изменениями во многих метаболитных звеньях, сдвигами в продукции нейро-гуморальных факторов. Все это обуславливает деятельность организма на новом функциональном уровне, который уже нельзя отнести к норме, а, по-видимому, следует считать пограничным состоянием с патологией или, как теперь принято называть, состоянием предболезни.
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Индукция морфологической дифференцировки и модуляция транспорта ионов натрия рекомбинантным интерфероном-(2b (лафероном) в клетках нейробластомы человека

И.С. Магура, Г.Х. Мацука*, О.М. Рожманова, Е.В. Долгая, Л.Н. Стельмах, Н.Х. Погорелая, В.В. Кучер
Институт физиологии им. А.А. Богомольца НАН Украины, 
* Институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины

Интерфероны (ИФНы) – это растворимые индуцибельные белки, которые наряду с другими цитокинами, передают регуляторный сигнал между клетками различных систем организма. Они обладают специфическим для каждого типа клеток регулирующим эффектом. Это достигается за счет стимуляции одних и подавления других ключевых систем внутриклеточных посредников. Наряду с антивирусной и иммуностимулирующей активностью, ИФН-( осуществляет контроль роста и дифференцировки различных типов клеток, в том числе и нервных [1, 2]. В настоящее время рекомбинантный ИФН-( широко используют при лечении ряда вирусных и онкологических заболеваний, в частности при лечении нейробластом [3, 4]. Молекулярные механизмы, посредством которых осуществляется внутриклеточное действие ИФНов, остаются недостаточно выясненными. 

В настоящей работе исследовали влияние первого отечественного рекомбинантного ИФН-(2b (лаферона) на пролиферативную активность и транспорт ионов натрия в культивируемых in vitro клетках нейробластомы человека линии IMR 32. Технология получения лаферона разработана в Институте молекулярной биологии и генетики НАН Украины. Принципиально лаферон является аналогом интрона А (США), роферона А (Швейцария), реальдирона (Литва) и других генноинженерных рекомбинантных ИФНов-(2. Однако технология суперсинтеза лаферона, в отличие от всех перечисленных аналогов, позволяет получать его в максимально приближенном к природному ИФН виде, тогда как в аналогах имеется примесь олигомерных форм, отсутствующих в природном ИФН. 

Морфологическая дифференцировка клеток IMR 32. Противо​опухолевые эффекты ИФНов связаны с их способностью тормозить рост трансформированных клеток и индуцировать процесс их дифференцировки. В качестве критерия морфологической дифференцировки использовали следующие общепринятые для нервных клеток параметры: снижение пролиферативной активности клеток, увеличение общей длины нейритов и изменение проективной площади сомы. Результаты наших экспериментов [2, 5] продемонстрировали, что ИФН-(2b (600 МЕ/мл) к концу первых суток своего воздействия тормозил пролиферацию и индуцировал дифференцировку примерно 50% культивируе​мых клеток IMR 32, при этом средняя проективная площадь сомы дифферен​цированных клеток была на 56% больше, чем у контрольных клеток; а средняя суммарная длина отростков достоверно не отличалась от анало​гичного параметра в контрольной группе. Достоверное отличие длины отростков наблюдали через 48 часов от начала воздействия ИФН-(2b. 

Наряду с изменением морфологических параметров наблюдалось усиление синтеза белка в клетках IMR 32. К концу первых суток культивирования клеток с ИФН-(2b как общая концентрация белка в клетке, так и концентрация белка в мембранной фракции была в среднем в 2,3 раза выше, чем в контроле [5]. 

Влияние ИФН-(2b на входящий поток ионов 22Na+. Результаты наших исследований убедительно продемонстрировали, что ИФН-(2b модулирует как входящий, так и выходящий потоки ионов Na+ в клетках IMR 32 [5]. Для разделения входящего и выходящего потоков использовали оуабаин (10-5 М), блокирующий активный перенос ионов Na+ из клетки во внеклеточную среду. В первые минуты воздействия ИФН-(2b (600 МЕ/мл) уменьшал входящий поток ионов 22Na+ в недифференцированных клетках примерно на 20% по сравнению с контролем. К концу первых суток воздействия ИФН-(2b, когда у 50% культивируемых клеток наблюдали признаки морфологической дифференцировки, поток 22Na+ увеличивался. В дифференцированных ИФН-(2b клетках IMR 32 он был на 65% больше, чем в контрольных. 

Вератрин в присутствии токсина скорпиона Leiurus quinquestriatus вызывал деполяризацию плазматической мембраны клеток нейро​бластомы [6]. В наших экспериментах в деполяризованных нейротоксинами дифференцированных клетках IMR 32 входящий поток ионов натрия через 22 часа от начала воздействия ИФН-(2b был в 3,2 раза больше, чем в недифференцированных клетках. Блокатор потенциал-управляе​мых натриевых каналов – тетродотоксин (ТТХ) в концентрации (4(10‑7 М) полностью подавлял этот поток в недифференцированных клетках. В дифференцированных ИФН-(2b клетках указанный поток под влиянием ТТХ уменьшался на 50%. Вероятно, это свидетельствует о том, что в процессе дифференцировки, индуцированной ИФН-(2b, в плазматической мембране клеток IMR 32 появляются потенциал-управляемые ТТХ – нечувствительные натриевые каналы.

Влияние ИФН-(2b на активность Na+, K+-АТФазы. Выходящий из клетки поток ионов натрия, ингибируемый оуабаином, относится к транспорту через Na+, K+-АТФазную систему. Как показали наши исследования [5], ИФН-(2b уменьшал активность Na+, К+-АТФазы в пролиферирующих клетках IMR 32 уже в первые минуты после связывания со специфическими рецепторами на поверхности плазматической мембраны. Через 5 мин от начала воздействия ИФН-( активность фермента была в 2 раза меньше, чем в контроле. К концу первых суток культивирования клеток IMR 32 в среде, содержащей ИФН-(2b, активность Na+, К+-АТФ-азы восстанавливалась до 80% от контрольного уровня. Поскольку активация Na+, K+-АТФазной системы в G1 фазе является важным условием для полного цикла размножения клетки [7], можно предположить, что обнаруженное первоначальное уменьшение активности Na+, K+-АТФ-азы является одним из факторов, обуславливающих переход пролиферирующих клеток в G0 фазу. 

Полученные в настоящей работе данные позволяют сделать вывод о том, что медиатор иммунной системы – ИФН-(2b модулирует транспорт ионов Na+ на ранних этапах дифференцировки клеток нейробластомы человека IMR 32. Эти результаты подтверждают наличие тесной взаимосвязи между иммунной и нервной системами и важны для понимания механизмов нейротропного действия ИФН-(2b. Работа имеет важное практическое значение, поскольку лаферон широко применяется в клинике. Данные, полученные нами in vitro, можно использовать для оценки антипролиферативной активности лаферона in vivо.

Работа поддержана Государственным Фондом Фундаментальных Исследований Украины (грант 5.4/321).
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Распределение растворимой тиаминтрифосфатазы в органах быка

А.Ф. Макарчиков, И.Э. Гуляй, И.М. Русина, Т.А. Лучко

Институт биохимии НАН Беларуси

Способность катализировать гидролиз тиаминтрифосфата (ТТФ) при щелочных значениях рН характерна для экстрактов из различных органов и тканей животных. ТТФазная активность обнаружена в нервной ткани, сердце, печени, почках, селезенке, легких, скелетной мышце и кишечнике [1-3]. Из головного мозга и почек быка очищена цитозольная ТТФаза (ТТФаза, КФ 3.6.1.28) – Mg2+-зависимый белок с молекулярной массой 29,1-33,9 кДа, рН-оптимумом 8,7-8,9, обладающий абсолютной специфичностью и высоким сродством к субстрату (Км = 43‑46 мкМ) [4,5]. Penttinen & Uotila [2] показали, что ТТФаза с молекулярной массой 30 кДа присутствует в цитозоле клеток печени крысы, однако в кишечнике, в экстрактах которого наблюдалась наиболее высокая ТТФазная активность, подобный фермент не был обнаружен, а реакция катализировалась щелочной фосфатазой [2]. Поскольку ТТФазную активность проявляют и другие ферменты с широкой субстратной специфичностью – апираза, нуклеозидтрифосфатаза, АТФаза миозина ( неизвестно, присутствует ли специфичная ТТФаза во всех тканях, обладающих ТТФазной активностью.

Цель настоящей работы заключалась в исследовании распределения в различных органах быка фермента со свойствами, характерными для ТТФазы из мозга и почек.

Матариалы и методы. В работе использованы сефакрил S-200 «Pharmacia»; тиаминдифосфат (ТДФ), овальбумин, миоглобин «Serva»; НАДН, алкогольдегидрогеназа, лактатдегидрогеназа, пируваткиназа, альбумин из сыворотки человека (ЧСА), (-химотрипсиноген, «Reanal», цитохром с «Sigma»; остальные реагенты производства «Реахим». ТТФ синтезировали по описанному ранее методу [6].

Для получения экстрактов образцы органов быка гомогенизировали в 50 мМ трис-НСl буфере, рН 7,5, содержащем 0,15 М КСl, 0,2 мМ ЭДТА и центрифугировали 60 мин при 105000g. По 3 мл каждого экстракта хроматографировали на колонке с сефакрилом S-200, уравновешенной 20 мМ трис-НСl буфером, содержащим 0,1 М NaCl, и откалиброванной белками-стандартами. Молекулярную массу, соответствующую ТТФазным пикам, рассчитывали по графику в координатах lg Mr(lg Ve/Vo.

Стандартная реакционная смесь для определения активности содержала 50 мМ трис-HCl буфер, рН 8,9, 10 мМ МgСl2, 50 мкМ ТТФ, 50 мкг ЧСА и исследуемый образец в объеме 0,5 мл. Реакцию осуществляли в течение 20 мин при 37(С и останавливали добавлением 2 мл 0,5 М Na-фосфатного буфера, рН 6,7. Количество образующегося в реакции ТДФ определяли ферментативным методом [7]. За единицу активности ТТФазы принимали количество фермента, катализирующее образование 1 нмоль ТДФ за 1 мин в стандартных условиях испытания.

Концентрацию белка определяли спектрофотометрически при 280 нм и по методу Брэдфорда [8].

Результаты и обсуждение. Исследования начальной скорости гидролиза ТТФ экстрактами органов быка показали, что содержание растворимой ТТФазной активности в пересчете на 1 г ткани убывает в следующем порядке: головной мозг, почки, селезенка, печень, легкие, сердце, скелетная мышца (m. trapezius), тонкий кишечник (duodenum). Полученные нами результаты несколько отличаются от известных в литературе. Так, по данным Barchi & Braun [1] наиболее высокая ТТФазная активность (126,7 нмоль(мин-1(мг-1 белка) наблюдалась в экстракте тонкого кишечника, а самая низкая – в мышечной ткани (11,7 нмоль(мин-1(мг-1). Столь значительная ТТФазная активность кишечника, по-видимому, была обусловлена использованием высокой концентрации субстрата (5 мМ), что создавало благоприятные условия для проявления активности неспецифичных фосфатаз, обладающих низким сродством к ТТФ. Действительно, Penttinen & Uotila [2], используя метод гель-хроматографии на колонке с сефадексом G-100 для фракционирования белков экстракта, пришли к заключению, что гидролиз ТТФ в кишечнике катализируется щелочной фосфатазой.

Для частичной очистки и определения молекулярной массы ферментов, проявляющих ТТФазную активность, мы хроматографировали экстракты органов быка, за исключением мозга и почек, на колонке с сефакрилом S-200. 

Как показано на рис. 1, во всех случаях ТТФазная активность элюировалась в виде единственного симметричного пика. Значения молекулярных масс, полученные исходя из объемов элюции, составляли 29; 28,4; 27,2; 29,1; 27,6 и 31,7 кДа для ферментов селезенки, печени, легкого, сердца, скелетной мышцы и кишечника, соответственно. Подобно ферменту из мозга и почек [4, 5] частично очищенные ТТФазы обладали максимальной активностью при рН 8,9, подчинялись кинетике Михаэлиса-Ментен в исследованном диапазоне концентраций ТТФ 0,02–0,2 мМ и характеризовались высоким сродством к субстрату. Кажущиеся Км для ТТФ, рассчитанные в координатах Хейнса, были равны соответственно 33,8(1,6; 21,1(1,2; 38,8(1,8; 40,6(0,3; 35,9(1,0 и 44,6(1,8 мкM для ТТФаз из селезенки, печени, легкого, сердца, скелетной мышцы и кишечника.
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Рис. 1. Хроматография экстрактов органов быка на колонке с сефакрилом S-200: A – печень; Б – селезенка; В – сердце; Г – легкое; Д – кишечник; Е – скелетная мышца. 1 – белок, 2 – ТТФазная активность

Таким образом, полученные в настоящей работе результаты свидетельствуют о том, что специфичная ТТФаза присутствует в различных органах быка.
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Факторы риска атеросклероза и зависимая от оксида азота вазоактивная дисфункция эндотелия при пограничных состояниях регуляции сосудистого тонуса у детей

Н.А. Максимович

Гродненский государственный медицинский университет

В течение последнего десятилетия кардинальным образом пересматриваются представления о биологической роли эндотелия в организме. 

Эндотелий – это уже не просто структурное обрамление сосудов, а функционально незаменимый и стратегически важный орган с набором разнообразных функций. Особенно существенные, революционные изменения претерпели представления о вазоактивной роли эндотелия. Получают дальнейшую расшифровку эффекты эндотелинов, детализируются и уточняются эффекты простагландинов.

Семимильными шагами в экспериментальную и клиническую медицину внедряются представления о вазоактивных эффектах оксида азота. На сегодняшний день уже не вызывает сомнений значимость этой молекулы в реализации сосудодвигательных реакций организма, как в норме, так и в патологии. Самые прогрессивные ученые уже строят новые схемы патогенеза, профилактики и коррекции NO-зависимых нарушений сосудодвигательных реакций при многих заболеваниях. 

В клиническую практику прочно внедряется новый термин – дисфункция эндотелия. Дисфункция эндотелия в широком смысле – это комплекс разнообразных нарушений функционирования эндотелия без явных признаков его морфологического повреждения. Однако наиболее часто термин используется в узком смысле слова для описания NO-синтазной недостаточности эндотелия сосудов, что клинически проявляется симптомами вазоконстрикции. Такой вариант дисфункции эндотелия получил название NO-зависимой дисфункции эндотелия (NO‑ЗДЭ) или просто – дисфункция эндотелия. 

Наше внимание привлекли описанные многими исследователями факторы, способствующие развитию дисфункции эндотелия у взрослых. Установлено, что дисфункция эндотелия развивается при активном (Celemajer D.S. et al., 1993( и пассивном курении (Celemajer D.S. et al., 1996(, при малоподвижном образе жизни и избыточном использовании в пищу жиров животного происхождения (Moncada S., Palmer R.M., Higgs E.A., 1991; Casino P.R. et al., 1992(, при воздействии на организм острых и хронических стрессовых ситуаций, а также при неблагоприятной, с точки зрения развития атеросклероза, родословной (Затейщикова А.А., Затейщиков Д.А., 1998; Casino P.R. et al., 1992(. 

Есть отдельные работы, указывающие на развитие NO-ЗДЭ у детей (Celemajer D.S. et al., 1992 и др.(, так как изложенные выше факторы могут присутствовать и среди детской популяции, формируя так называемые пограничные состояния, проявляющиеся нарушениями регуляции сосудистого тонуса. В связи с этим, целью нашего исследования явилась оценка значимости факторов риска атеросклероза в развитии NO-ЗДЭ при нарушениях регуляции сосудистого тонуса у детей с вегетососудистой дистонией (ВСД). 

Материал и методы исследования. Нами обследовано 88 детей обоего пола в возрасте с 8 до 15 лет, находившихся на стационарном лечении в детской областной клинической больнице г. Гродно с диагнозом ВСД. Для диагностики NO-ЗДЭ нами использовалась оценка прироста кровотока предплечья в условиях проведения окклюзионной пробы (ОП). У всех детей реографически изучался пульсовой кровоток (ПК) предплечья до ОП и на первой-пятнадцатой минутах после ОП. После наложения реографических, реовазографических и ЭКГ электродов и 20 минутной адаптации в лежачем положении у детей регистрировали исходные показатели периферической гемодинамики. После этого производили 4-7 минутную окклюзию кровотока плеча при давлении в манжете 200-250 мм рт. ст. и в дальнейшем осуществляли 15‑минутный мониторинг ПК в предплечье. Через 15 минут после ОП больной получал нитроглицерин под язык в дозе 0,1мг/кг с 15‑минут​ным изучением показателей ПК в предплечье. Проба с нитроглицерином использовалась в качестве контроля с целью диагностики нарушений эндотелийнезависимых механизмов вазодилатации. Кроме этого дети подвергались анкетированию с целью выявления факторов риска атеросклероза. Полученные данные обработаны статистически. 

Результаты и их обсуждение. Величина прироста ПК в предплечье в общей группе детей с ВСД (88 больных) на 2 минуте после окклюзии составила 0,42(0,055мл и на 10% и более превышала исходный уровень (p<0,001). Однако у 40 детей с ВСД, входивших в общую группу, прирост ПК в предплечье на 2 минуте после окклюзии был несущественным и составил менее 10% от исходного уровня (p>0,05), что нами трактовалось как признак NO-ЗДЭ (I группа). Установлено, что у остальных 48 детей (II группа), входивших в общую группу больных с ВСД, кровоток в предплечье на 2 минуте после окклюзии увеличился на 10% и более, по сравнению с исходным, что объяснялось нами как физиологически адекватная реакция сосудов на краткосрочную окклюзию. 

У всех обследованных детей ПК в предплечье на 3-6 минутах после приёма нитроглицерина увеличился и был существенно выше исходного уровня (p<0,001), что свидетельствует о сохранённости эндотелийнезависимого гуанилатциклазного механизма вазодилатации у данной группы детей. 

Более тщательный анализ общей группы детей с ВСД, осуществленный путем анкетирования, выявил неоднородность данной группы по преобладанию у отдельных детей факторов риска атеросклероза. Однако при формировании и анализе двух групп детей по признаку наличия или отсутствия у них NO-ЗДЭ получены следующие результаты. Так, дети I группы с выявленной NO-ЗДЭ имели повышенную склонность к гиподинамии (на 22%), чаще подвергались воздействию пассивного курения (на 18%), чаще испытывали дискомфорт от конфликтных ситуаций в школе и в семье (на 17%) и чаще имели избыточную массу тела (на 14%), по сравнению со II группой. Установлено, что в пищевом рационе детей I группы, по сравнению со II группой, реже присутствовали жиры растительного происхождения (на 22%), и дети из данной группы на 29% чаще имели неблагоприятную по развитию атеросклероза родословную. 

Таким образом, установлено, что в обследованной группе детей с пограничными нарушениями сосудистого тонуса NO-ЗДЭ выявлялась чаще среди детей, имеющих большее количество факторов риска атеросклероза. 

Предполагается, что формирование здорового образа жизни в раннем возрасте снизит вероятность возникновения у детей системной NO-ЗДЭ, а, следовательно, уменьшит риск развития ранних форм атеросклероза во взрослом состоянии.
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Биохимическая характеристика острого экспериментального холестаза у крыс
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Одним из тяжелых осложнений заболеваний печени и желчных путей является механическая желтуха, которая приводит к повышению в сыворотке крови и тканях компонентов желчи, что в конечном итоге ведет к нарушению метаболизма. Установлена тесная связь между печенью и почками, как основными «фильтрами» организма, не только в физиологических условиях, но и при многих заболеваниях [1]. Поэтому повреждение одного органа неминуемо вовлекает в патологический процесс и другой [2], что может привести к грозному осложнению под названием гепаторенальный синдром [3]. При механической желтухе в плазме крови и практически во всех внутренних органах происходит увеличение содержания желчных кислот и билирубина и, как следствие, почки берут на себя нагрузку по обезвреживанию и удалению этих веществ из организма [4]. В этой ситуации паренхима печени патологически изменяется [5]. Исходя из того, что при механической желтухе нарушается энтерогепатическая циркуляция желчных кислот и других компонентов желчи, а в физиологических условиях процесс восстановления происходит, в основном, в подвздошной кишке, мы попытались оценить состояние активности некоторых ферментов гликолиза и цикла Кребса в этих органах при данной экспериментальной патологии.

Опыты проводили на 14 белых беспородных крысах-самцах массой 250±50 граммов. У семи животных холестаз вызывали путем перевязки общего желчного протока в области впадения в 12- перстную кишку с полным пересечением его между двумя шелковыми лигатурами. Контрольным крысам осуществляли те же манипуляции, кроме перевязки протока. Животные находились на общем рационе вивария со свободным доступом к воде и еде. Спустя трое суток под эфирным наркозом извлекали часть доли печени (всегда одну и ту же), участок подвздошной кишки, правую почку и погружали в жидкий азот, где они хранились до момента определения активности ферментов.

Из взятых тканей готовили гомогенаты на 0,15 М KCl 1:10.

Скорость окисления янтарной кислоты фиксировали спектрофотометрически, по восстановлению 2,6-дихлорфенолиндофенолята, лактатдегидрогеназу – по уменьшению оптической плотности NADH+H+, изоцитратдегидрогеназу – по восстановлению NADP+. 

Ферментативную активность выражали на мг белка, который определяли биуретовым методом [6].

Полученные данные подвергали статобработке с нахождением коэффициента Стьюдента [7]. Достоверными считали различия между опытной и контрольной группами при значениях р<0,05.

Как видно из табл. 1, трёхдневный холестаз привел к активации СДГ в печени и почке в 2,13 и 1,89 раза соответственно и угнетению в подвздошной кишке в 2,48 раза. Аналогичная направленность сдвига наблюдалась и в скорости восстановления пирувата в лактат (табл.2). Активность изоцитратдегидрогеназы достоверно возросла в печени (в 2 раза), но снизилась в почке и подвздошной кишке в 1,3 и 1,5 раза соответственно (табл.3).

Согласно концепции, развиваемой М.Н. Кондрашовой и сотр. [8, 9], очень важной частью механизма патогенеза любого заболевания явля​ется взаимоотношение повреждающих и компенсаторных реакций ор​ганизма, а из возможных «общих корней» патологии в первую очередь следует думать о нарушениях энергетики [8]. Энергетический обмен, за который у взрослых теплокровных животных и человека, в основном, отвечают митохондрии, служит одной из главных составляющих осу​ществления ответной реакции на внешние и внутренние воздействия.

Прекращение оттока желчи в результате перевязки общего желчного протока приводит к застою ее в желчных капиллярах. При этом вначале патологии интенсивность биосинтеза компонентов желчи не снижается и, вдобавок, возрастает энергетическая нагрузка на орган по их утилизации.

Таблица 1. Активность сукцинатдегидрогеназы (нмоль як ∙ мин-1 ∙ мг-1 белка) в тканях крыс, подвергнутых острому трехдневному экспериментальному холестазу
	Ткани
	Контроль, М±m
	Опыт, М±m
	Р

	Печень
	12,70 ± 0,33
	27,04 ± 0,72
	< 0,001

	Почка
	29,11 ± 3,74
	55,01 ± 8,54
	< 0,001

	Тонкая кишка
	15,00 ± 0,57
	6,04 ± 0,31
	< 0,001


Таблица 2. Активность лактатдегидрогеназы (мкмоль пирувата ∙ мин-1 ∙ мг-1 белка) в тканях крыс, подвергнутых острому трехдневному экспериментальному холестазу

	Ткани
	Контроль, М±m
	Опыт, М±m
	Р

	Печень
	59,86 ± 2,04
	123,09 ± 4,67
	< 0,001

	Почка
	38,32 ± 0,68
	54,85 ± 0,77
	< 0,001

	Тонкая кишка
	77,90 ± 0,91
	57,57 ± 0,80
	< 0,001


Таблица 3. Активность изоцитратдегидрогеназы (мкмоль изоцитрата·мин-1 мг-1 белка) в тканях крыс подвергнутых, острому трехдневному экспериментальному холестазу

	Ткани
	Контроль, М±m
	Опыт, М±m
	Р

	Печень
	24,39 ± 1,03
	49,25 ± 1,27
	< 0,001

	Почка
	63,44 ± 1,54
	48,24 ± 2,94
	< 0,001

	Тонкая кишка
	41,66 ± 2,61
	27,50 ± 1,75
	< 0,001


Наблюдаемое нами увеличение скорости сукцинат-, изоцитрат- и лактатдегидрогеназы в печени и почках – органах, непосредственно вовлеченных в экспериментальный холестаз, свидетельствует, по-видимому, об усилении мобилизации углеводов и липидов в энергопродукцию. На активацию функции органа в начале повреждения указывает М.Н. Кондрашова [8]. Однако реализующееся при этом ускорение энергопродукции отнюдь не является благополучным. Оно проскакивает верхнюю границу нормы и выходит в область экстремальных состояний, граничащих с жизнью. Сильные воздействия приводят к срыву нормального контроля (регуляции) в генерирующих энергию системах, т.е. для митохондрий в условиях действия интенсивных раздражителей становится насущной проблема тормозов. Она может реализовываться через включение более жестких систем регуляции, ингибирующих транспорт электронов путем неэнергетического блокирования или подавления активности окислительных ферментов. В этой связи наблюдаемое нами снижение скорости катализа всеми тремя изучаемыми дегидрогеназами в тонком кишечнике указывает, по-видимому, на включение данного механизма регуляции.
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A lot of research has been conducted recently to find more and more objective markers of alcohol abuse. The research is also being carried out to find characteristic metabolic changes in alcoholic patients. Most of the routine evaluate the function of liver. Serum (-glutamyltranspeptidase (GGTP), aspartate aminotransferase (GOT), alanine aminotransferase (GPT) as well as mean corpuscular volume (MCV) and high density lipoproteins (HDL-cholesterol) have low sensitivity and specificity as markers of alcohol abuse because they change in many different diseases and after using different drugs [2].

Recent research has shown a lot of new substances which are much more sensitive and specific as markers of alcohol abuse. These are: N-acetyl-(-hexosaminidase (HEX) in serum and urine, carbohydrate deficient transferrin (CDT), protein-acetaldehyde adducts (protein-AAs), phosphatidylethanol and (-carbolines in serum. The changes in the activity of HEX in serum and urine are closely related to alcohol abuse. It is worth mentioning that the activity of HEX can be analysed by using a simple and cheap method – spectrophotometry [1, 2, 3, 4, 5].

HEX is the most active exoglycosidase. It releases N-acetylglucosamine and N-acetylgalactosamine from the non-reducing end of oligosaccharide chains of glycoproteins, glycolipids and glycosaminoglycans. HEX in the electric field forms some isoenzymes referred to as: B, I1, I2, P, A, S, C. The isoenzymes A and S are thermolabile while the isoenzymes B and P are thermostabile. High activity of the thermostabile isoenzyme in serum and the thermolabile one in urine turned out to be a very sensitive marker of alcohol abuse [6].

Our study revealed that the average thermostabile activity of HEX in serum in the group of alcoholics in the first day of abstinence after a period of heavy drinking was 2,5 times higher than in the control group (Ctrl) – social drinkers [* – p<0,05]. Than it was gradually decreasing during the abstinence period. The most dynamic fall in the activity of thermostabile HEX took place between the first and fourth day of abstinence – it was about 35%. Starting with the 10th day of abstinence, the thermostabile activity of HEX in the group of alcoholics was very similar to that in the control group (fig. 1).
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Figure 1





Figure 2

The average activity of thermolabile HEX in urine in the group of alcoholics in the first day of abstinence after a period of heavy drinking was 3,5 times higher than in the control group (Ctrl) – social drinkers [* – p<0,05]. Then it was gradually decreasing during the abstinence period. The most dynamic fall in the activity of thermolabile HEX took place between the 4th and 7th day of abstinence – it was 30%. Starting with the 14th day of abstinence, the thermolabile activity of HEX in the group of alcoholics was very similar to that in the control group (fig. 2).

The articles available reveal that the sensitivity of the method in which HEX was used as a marker of alcohol abuse was 86% whereas in the case of GGTP it was only 48%. The specificity of the HEX method was 98%. A positive correlation between the activity of HEX and the GOT and GPT in serum has been observed. It has been shown that the high level of HEX reflects early damage of liver cells caused by ethanol [3].
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Роль антиоксидантной системы при экспериментальной ишемии головного мозга в условиях внутрисосудистого лазерного облучения крови

Г.Т. Маслова, Н.И. Нечипуренко

Белгосуниверситет, НИИ неврологии, нейрохирургии и физиотерапии МЗ РБ, Минск

В патогенезе ишемического поражения головного мозга (ГМ) большую роль играет кальциевая перегрузка митохондрий, что сопровождается блокадой энергетического метаболизма с последующей инициацией гиперпродукции свободных радикалов. Это, наряду с высвобождением высоких концентраций глутамата и аспартата в синаптическую щель, оказывает нейротоксическое действие с нарушением мембранной проницаемости [7,8]. В многочисленных исследованиях установлен антигипоксический и антиишемический эффект низкоинтенсивного гелий-неонового лазерного излучения (НИЛИ) [4]. Установлено, что НИЛИ способно оказывать протекторное и корригирующее действие в отношении различных фосфолипидов, адениннуклеотидов и возбуждающих аминокислот при ишемии и реперфузии ГМ [3]. При этом отмечается уменьшение зоны ишемии, улучшение микроциркуляции и повышение утилизации кислорода тканями. Этот эффект определяется способностью НИЛИ увеличивать связывание кальция с мембранными структурами, приводя к их стабилизации, и угнетать интенсивность процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) с активацией ферментов антиоксидантной защиты – супероксиддисмутазы и каталазы [9]. В меньшей степени исследована тиолдисульфидная система и ферменты, регулирующие окислительно-восстановительный гомеостаз: глутатион-редуктаза, глутатионпероксидаза, глюкозо-6-фосфатдегидро​геназа. Особое внимание этой системе уделено в силу того, что она несет на себе значительную нагрузку по защите организма от продуктов пероксидации и в сохранении определенного уровня восстановленности сульфгидрильных групп белков: ферментов, рецепторов, гормонов [1]. Являясь, таким образом, одним из ведущих не только антиоксидантных, но и регуляторных механизмов тиолдисульфидная система в значительной степени обусловливает и неспецифическую резистентность организма к воздействию различных факторов [6].

Внутривенное лазерное облучение крови (ВЛОК) гелий-неоновым лазером обладает более выраженным в отличие от чрескожной лазерной терапии системным действием на организм, что и обусловило выбор этого лечебного нефармакологического фактора при моделировании локальной ишемии ГМ у экспериментальных животных.

Целью работы явилось изучение влияния ВЛОК излучением гелий-неонового лазера на состояние ПОЛ и гидроионного баланса в организме при ишемии ГМ.

Локальную ишемию ГМ (ЛИГМ) создавали в остром эксперименте путем билатеральной окклюзии общих сонных артерий под внутривенным тиопенталовым наркозом (50-70 мг/кг) продолжительностью 3 ч. Исследования выполнены на 37 кроликах обоего пола массой 2,5-3,2 кг. Проведены следующие серии экспериментов: 1)ВЛОК излучением гелий-неонового лазера у интактных животных (10 кроликов); 2) после моделирования ЛИГМ без лечения (10); 3) ЛИГМ, курсовое воздействие ВЛОК (2). Нормальные показатели изучены у 10 интактных кроликов. Лазерное облучение крови проводили с помощью световода типа кварц-полимер, вводимого в краевую вену уха через иглу для внутривенных инъекций. Использовали гелий-неоновый лазер ЛГ-52-3 с длиной волны 0,63 мкм. Мощность излучения на конце световода составляла 2,5 мВт. Интактным кроликам и кроликам после моделирования ЛИГМ проводили 10 процедур по 10 мин. Показатели ПОЛ оценивали в крови, взятой из краевой вены уха, в динамике после 1-й, 5-й и 10-й процедур ВЛОК у интактных и оперированных животных; состояние гидроионного баланса изучали у всех кроликов после окончания курса ВЛОК. В контрольной группе животных с ЛИГМ исследования проводили в эти же сроки постишемического периода.

Содержание К+ и Nа+ в плазме крови, взятой из наружной яремной вены, и различных отделах ГМ (коре лобно-теменных долей – ЛТД и затылочной доли – ЗД больших полушарий, стволе на уровне варолиевого моста – ВМ и полушарии мозжечка) исследовали методом пламенной фотометрии. Содержание общей воды в структурах мозга определяли гравиметрически при высушивании образцов ГМ при температуре 105-110(C в течение 2-х ч.

Состояние процессов ПОЛ оценивали по содержанию продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК), церулоплазмина (ЦП), восстановленного глутатиона (ГSH), активности глутатионпероксидазы (ГП) по методам, описанным нами ранее [5].

Статистическая обработка полученных результатов выполнена с помощью методов биологической статистики.

После проведения курса ВЛОК интактным кроликам наблюдалось уменьшение содержания калия в плазме крови, снижение уровня воды во всех исследованных отделах ГМ, наиболее существенное в коре ЛТД. Выраженная дегидратация мозговых структур сопровождалась одновременной потерей ими ионов калия и натрия, преобладающей в коре больших полушарий. Тем не менее отношение К+/Na+ в различных отделах ГМ сохранялось на уровне нормальных значений. Так, в ЛТД интактных кроликов этот коэффициент составил 1,39, после курса ВЛОК – 1,40; в ЗД – 1,38 и 1,32; в ВМ – 1,20 и 1,29 и в мозжечке – 1,37 и 1,30 соответственно. Полученные данные свидетельствуют о сохранении нормального ионного баланса в церебральных структурах после проведения курса ВЛОК интактным животным даже в условиях развития дегидратации. Противоотечное действие можно отнести к одному из важнейших эффектов гелий-неонового лазерного излучения наряду с его влиянием на микрогемоциркуляцию, иммунный статус и процессы ПОЛ. 

Оценка показателей антиокислительной системы (АОС) у интактных кроликов на фоне проведенного курса ВЛОК выявила увеличение содержания ГSH и повышение активности ГП после пяти сеансов воздействия НИЛИ. После 10-го сеанса уровень ГSH и активность ГП практически не отличались от показателей в норме. Содержание ЦП и ТБК-активных продуктов в крови на фоне курсового воздействия ВЛОК также существенно не отличалось от таковых у интактных животных.

Спустя 10-12 сут после моделирования ЛИГМ у кроликов без лечения наблюдались гипокалиемия, увеличение содержания воды в ишемизированной области – ЛТД и перифокальной зоне, уменьшение концентрации К+ в ЛТД. Коэффициент К+/Na+ в области ишемизации снижался до 1,16 при значении этого коэффициента 1,39 у интактных животных, что свидетельствует о сохранении ионного дисбаланса на фоне отека церебральных структур через 10-12 сут после моделирования 3-хчасо​вой ЛИГМ.

Применение курса ВЛОК после моделирования ЛИГМ способствовало полной нормализации содержания воды во всех церебральных структурах, однако в плазме крови и отделах ГМ сохранялась сниженная концентрация калия, что поддерживает состояние относительного ионного дисбаланса в постишемическом периоде.

После моделирования ЛИГМ на 2-ые сутки отмечалось снижение активности ГП, увеличение уровня ГSH и стрессового белка ЦП, рост ТБК-активных продуктов, т.е. возникали определенные изменения АОС на фоне активации свободнорадикальных процессов. Повышенный уровень ТБК-продуктов и ЦП сохранялся и на 10-е сутки постишемического периода. Уже после 1-го сеанса ВЛОК у оперированных кроликов происходила нормализация параметров АОС и снижение уровня ТБК-продуктов. После 5-го сеанса наблюдалась выраженная реактивация ГП, снижение до нормальных величин продуктов ПОЛ и содержания ЦП. Такие же положительные сдвиги показателей отмечались и по окончании курса ВЛОК в условиях ишемии ГМ по сравнению с кроликами, не получавшими ВЛОК. Однако следует отметить, что активность ГП после 5 сеансов ВЛОК была выше, чем после 10 процедур. 

Следовательно, полученные результаты подтверждают известное положение о стимуляции НИЛИ антиокислительных механизмов клетки. Причем, наряду с уже известными литературными данными об увеличении активности каталазы и супероксиддисмутазы, показана чувствительность тиолдисульфидной системы на воздействие ВЛОК, что проявлялось в увеличении активности ГП, отсутствии снижения содержания ГSH в условиях ишемии ГМ и стимуляции этих показателей у интактных животных под воздействием НИЛИ. Положительным моментом ВЛОК является и нормализация уровня вторичных продуктов ПОЛ.

Таким образом, ВЛОК излучением гелий-неонового лазера при моделировании локальной церебральной ишемии вызывает выраженное дегидратирующее действие в постишемическом периоде и стимулирует антиокислительные механизмы крови, что подтверждает концепцию о влиянии НИЛИ слабой или средней силы на адаптивные механизмы.
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Активность глюкозо-6-фосфатазы в печени крыс при энтеральном поступлении радионуклидов и нитратов в условиях различной витаминной обеспеченности организма

А.А. Масловская 

Гродненский государственный медицинский университет

Проблема загрязнения окружающей среды остается в центре внимания экологов, гигиенистов, медиков, биохимиков, поскольку экологическая обстановка неизбежно отражается на состоянии здоровья населения. Распространение радионуклидов на значительной территории после аварии на Чернобыльской АЭС привело к их включению в природные биологические комплексы и попаданию радиоактивных элементов в составе пищи в организм человека. Избыточное нитратное загрязнение природных вод и почвы сопровождается накоплением нитратов в продуктах питания, что в сочетании с нитратами, содержащимися в питьевой воде, оказывает неблагоприятное воздействие на организм. В настоящее время достаточно актуальной является также проблема гиповитаминозов. Установлено, что несмотря на нечетко выраженную специфическую симптоматику недостаточности того или иного витамина, гиповитаминозам могут сопутствовать многочисленные нарушения метаболизма (1, 2(. Дефицит витаминов наслаивается на очень многие заболевания и присутствует в среднем у 50% терапевтических больных (3(. Неправильное, несбалансированное, неполноценное питание, употребление в пищу очищенных, консервированных продуктов способствует формированию в организме гиповитаминозного фона (4(, который отягощает течение основного заболевания, снижает эффективность лечебных мероприятий и ослабляет устойчивость организма к действию повреждающих факторов. В связи с этим изучение метаболических последствий комплексного влияния на организм различных неблагоприятных воздействий необходимо для последующей адекватной коррекции наблюдаемых биохимических нарушений.

Фермент глюкозо-6-фосфатаза (Г6Фаза; КФ 3.1.3.9) участвует в образовании свободной глюкозы из глюкозо-6-фосфата, являющегося конечным продуктом как гликогенолиза, так и глюконеогенеза. Наибольшая активность этих процессов, как и активность указанного фермента, наблюдается в печени. Поступающая в кровь из печени глюкоза обеспечивает поддержание уровня гликемии в промежутках между приемами пищи (гликогенолиз) или во время более длительного голодания (глюконеогенез), что особенно важно для тканей, в клетки которых глюкоза как главный энергетический субстрат проникает по градиенту концентрации (головной мозг, эритроциты и некоторые другие).

Представляло интерес изучить активность Г6Фазы в печени крыс при энтеральном поступлении нитратов или радионуклидов на фоне различной обеспеченности организма витаминами в разные сроки эксперимента и проанализировать полученные данные для оценки влияния витаминдефицитного состояния на активность фермента при указанных экспериментальных воздействиях.

Опыты проведены на белых крысах-самцах массой около 200 г, находившихся на стандартном рационе вивария (контрольная группа). Часть животных получала с питьевой водой окситиамин в дозе 4 мг/кг массы тела в течение 2, 3 или 6 недель для развития тиаминдефицитного состояния различной степени выраженности (1,5(. В отдельной группе крыс вызывали полигиповитаминоз путем кормления их автоклавированным зерном в течение 4 или 6 недель. Как в контрольной, так и в витаминдефицитных группах часть животных получала в течение 3, 4 или 6 недель радионуклиды 90Sr и 137Cs с зерном, удельная радиоактивность которого в 10 раз превышала контрольные значения, либо с питьевой водой нитрат натрия (5 мг/кг) в течение 2, 4 или 6 недель. В печени определяли активность Г6Фазы (6( и выражали в нмоль/мг белка (мин; белок определяли по методу Лоури (7(.

Активность Г6Фазы в печени у крыс с различной степенью витаминной недостаточности не отличалась от уровня контроля (см. табл.).

Таблица. Активность глюкозо-6-фосфатазы в печени у крыс при окситиаминовом гиповитаминозе и полигиповитаминозе в различные сроки эксперимента (нмоль/мг белка · мин) 

	Контроль
	Витаминдефицитные состояния

	
	Окситиаминовый гиповитаминоз

	M ( m
	n
	Сроки эксперимента
	M ( m
	n
	P

	8,79 ( 0,40
	7
	2 недели
	7,89 ( 0,37
	7
	( 0,1

	7,49 ( 0,56
	8
	3 недели
	8,94 ( 0,61
	8
	( 0,1

	8,34 ( 0,77
	10
	6 недель
	9,39 ( 0,86
	9
	( 0,3

	
	
	Полигиповитаминоз

	15,73 ( 1,44
	8
	4 недели
	13,89 ( 0,67
	8
	( 0,2

	30,52 ( 2,58
	8
	6 недель
	32,62 ( 3,03
	8
	( 0,5


Разнонаправленное влияние радионуклидов или нитратов на активность фермента в зависимости от обеспеченности организма витаминами анализировалось при графическом изображении результатов, выраженных в % к исходному уровню в контрольной группе или при витаминдефицитных состояниях (см. рис. 1).

Представленные на рисунке данные показывают, что поступление с пищей радионуклидов сопровождалось изменением активности Г6Фазы в печени крыс. Причем на характер изменения активности фермента оказывали влияние как длительность экспериментального воздействия, так и состояние витаминной обеспеченности. У животных с нормальным поступлением в организм витаминов при кормлении радиоактивным зерном наблюдалось повышение активности Г6Фазы через 3 недели и снижение ( через 6 недель от начала эксперимента. У крыс с окситиаминовым гиповитаминозом 3-недельное воздействие радиации сопровождалось уменьшением активности фермента и ее нормализацией к 6-недельному сроку. У животных с полигиповитаминозом, как и у крыс с нормальной витаминной обеспеченностью, 4-недельное поступление радионуклидов не изменяло активность Г6Фазы, однако в группе с дефицитом витаминов приводило к повышению активности фермента через 6 недель. 
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РАДИАЦИЯ
НИТРАТЫ

Рис. 1. Активность глюкозо-6-фосфатазы в печени при действии радиации или нитратов у крыс с различной обеспеченностью витаминами в% к исходному уровню, принятому за 100%

Условные обозначения: К – контроль, ОТ – окситиаминовый гиповитаминоз, ПГ – полигиповитаминоз; * ( достоверные различия по отношению к исходному уровню (Р ( 0,05); ** ( Р ( 0,01.

Полученные данные свидетельствуют о том, что под влиянием радиации может происходить как активация, так и угнетение наработки свободной глюкозы в печени из глюкозо-6-фосфата у крыс в зависимости от уровня обеспеченности организма витаминами и длительности эксперимента. 

При поступлении в организм нитратов установлено, что наиболее чувствительными к данному экспериментальному воздействию оказались животные с полигиповитаминозом: через 4 недели наблюдалось повышение активности Г6Фазы, через 6 недель ( угнетение активности фермента. 

Разнообразие биохимических изменений, возникающих в тканях при окситиаминовом гиповитаминозе или поливитаминной недостаточности, не позволяет однозначно оценить и объяснить полученные результаты и требует дополнительных исследований. Несомненным является тот факт, что метаболические последствия как активации процесса глюкозообразования, так и его торможения могут отразиться на протекании сопряженных биохимических процессов в других тканях.
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Наркотические вещества, поступающие в организм в токсических дозах, приводят к значительным метаболическим нарушениям не только в головном мозге, но и в других органах (1(. Морфин примерно одинаково распределяется в различных тканях. Уже через 10 минут после внутрибрюшинного введения наркотика он обнаруживается в печени, миокарде, селезенке, поджелудочной железе, тонком кишечнике и других органах (2(. В тканях, где это соединение активно метаболизирует (печень, почки), концентрация связанных форм морфина на 1-2 порядка превышает уровень его свободной формы (3(. Образованные в гепатоцитах глюкурониды и сульфаты морфина экскретируются с мочой (4(. Существенное значение имеет реакция окисления морфина до морфинона, катализируемая морфин-6-дегидрогеназой (5(. Полагают, что токсичность морфина связана именно с продуктом этой реакции ( морфиноном, который обладает способностью реагировать с SH-группами белков, ферментов и вызывает снижение внутриклеточной концентрации восстановленного глутатиона (6( ( важного компонента системы антиоксидантной защиты клетки. Гепатотоксичность морфина проявляется также в активации ПОЛ в печени крыс, подвергнутых хроническому воздействию данного наркотического соединения (7(. Наступающее при этом истощение внутриклеточных антиоксидантов сопровождается повышением проницаемости мембран, нарушением их барьерных функций и в конечном итоге гибелью клетки. 

В процессе формирования наркотической зависимости при хроническом введении морфина установлены существенные биохимические сдвиги в углеводном обмене (8(, свидетельствующие об угнетении гликолиза и окислительных процессов в печени крыс. Вместе с тем недостаточно исследовано состояние других путей метаболизма углеводов при хронической наркотизации организма и развитии абстинентного синдрома вследствие прекращения приема морфина. Обнаруживаемые метаболические изменения следует учитывать при поиске и применении в наркологической практике соединений, оказывающих корригирующее действие на биохимические нарушения в тканях. Известно, что некоторые аминокислоты обладают способностью активировать репара​тивные процессы в органах, подвергнутых повреждающему воздействию этанола (9(. Представляло интерес изучить активность глюкозо-6-фосфатазы (участвующей в образовании свободной глюкозы из глюкозо-6-фосфата) и ферментов пентозофосфатного пути (одной из функций которого является наработка восстановленного НАДФ, необходимого для регенерации глутатиона) у крыс при хроническом введении морфина, развитии абстинентного синдрома и применении смеси аминокислот.

Материалы и методы. Опыты проведены на белых беспородных крысах-самцах массой 180-200 г, находившихся на стандартном рационе вивария. Контрольная группа получала инъекции физиологического раствора NaCl. Подопытным животным вводили морфин внутрибрюшинно с интервалом в 12 часов в возрастающих дозах от 20 до 40 мг/кг массы тела в течение 7 или 14 суток. Забой животных осуществляли через 1 час от последней инъекции. Метаболизм при морфиновой абстиненции изучали в группе с 14-дневным введением наркотика, забивая животных через 1 или 7 суток после прекращения инъекций. В период отмены морфина после 14-суточной наркотизации часть крыс получала смесь аминокислот (таурин, валин, лейцин, изолейцин; внутрибрюшинно, 2 раза в сутки по 250 мг/кг массы) в течение 7 дней, затем животных декапитировали через 1 сутки.

В ткани печени определяли активность глюкозо-6-фосфатазы (Г6Фазы; КФ 3.1.3.9) (10(, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ; КФ 1.1.1.49) (11( и транскетолазы (ТК; КФ 2.2.1.1) (12(.

Результаты и обсуждение. Активность Г6Фазы не отличалась от уровня контроля ни в одной из опытных групп (см. таблицу), что может свидетельствовать об адаптации фермента к данным воздействиям в условиях хронического эксперимента. Несмотря на то, что ни 7-суточное, ни 14-суточное введение морфина не сопровождалось изменениями активности Г6Фазы, достоверные различия между указанными группами говорят о понижении активности фермента при удлинении сроков наркотизации. 

Если состояние крыс через 1 час после 14-суточного введения морфина можно рассматривать как относительно «комфортное», то с прекращением инъекций наркотика через 1 сутки уже наблюдается острая абстиненция. Поскольку развитие абстинентного синдрома происходит по механизму стресс-реакции, то увеличение активности Г6Фазы в состоянии «абстиненции» по сравнению с состоянием «комфорта» может быть обусловлено индукцией фермента под действием гормонов стресса (12(. Соответствующую уровню контроля активность Г6Фазы через 7 суток после отмены морфина можно также рассматривать как повышенную (Р(0,02) по отношению к группе крыс в состоянии наркотического «комфорта», в котором животные были не способны реагировать на внешние раздражители. Поскольку Г6Фаза весьма чувствительна к стимулирующему влиянию гормонов стресса (12(, возможно, уровень активности фермента в контрольной группе опосредовался некоторым стрессогенным воздействием окружающей обстановки на ненаркотизированных крыс. В таком случае можно думать как о нормализации активности Г6Фазы, так и о продолжении влияния абстиненции на активность фермента через 7 суток после отмены морфина. Введение аминокислотной смеси на протяжении 7 суток после отмены наркотика приводило к снижению активности Г6Фазы до уровня, наблюдаемого у крыс в состоянии «комфорта».

Таблица. Активность Г6Фазы, ТК (нмоль/мг белка(мин) и Г6ФДГ (мкмоль/мг белка(мин) в печени у крыс при введении морфина и смеси аминокислот (М ( m)

	Показатель
	Группы животных

	
	Контроль
	Морфин 7 сут, забой ч/з 1 час
	Морфин 14 сут, забой ч/з 1 час
	Морфин 14 сут, забой ч/з 1 сут
	Морфин 14 сут, забой ч/з 7 сут
	Морфин 14 сут ( АК 7 сут, забой ч/з 1 сут

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Г6Фаза
	n ( 7

14,13(1,08
	n ( 8

15,59(0,82
	n ( 7

11,43(0,87

Р2-3( 0,005
	n ( 8

13,81(0,76

Р3-4( 0,05
	n ( 8

14,55(0,69

Р3-5( 0,02
	n ( 6

11,29(1,05

Р5-6( 0,05

	Г6ФДГ
	n ( 8

19,90(2,76
	n ( 8

20,40(2,01
	n ( 8

20,00(1,05
	n ( 8

17,20(0,95
	n ( 8

36,30(3,23

Р1-5( 0,002

Р2-5( 0,001

Р3-5( 0,001

Р4-5( 0,001
	n ( 7

23,30(2,56

Р5-6( 0,01

	ТК
	n ( 8

32,10(1,51
	n ( 8

34,10(1,77
	n ( 8

35,60(1,69
	n (8

35,10(1,56
	n ( 8

33,10(1,23
	n ( 7

31,60(0,78


Условные обозначения: n – количество животных в группах; Р – досто​верные различия в сравниваемых группах; АК – смесь аминокислот.

Активность ТК не изменялась ни в одной из групп опытных животных. Это может быть связано с тем, что активность данного ТДФ-содержащего фермента в большей степени зависит от уровня обеспеченности организма витамином В1, дефицит которого не успевает развиться при 7- или 14-суточном введении морфина. 

Активность Г6ФДГ значительно возрастала только у крыс, подвергнутых 14-суточному воздействию морфина, через 7 суток после его отмены. Возможно, активация фермента, приводящая к увеличению наработки восстановленного НАДФ, является компенсаторной реакцией организма и позволяет преодолеть в клетке дефицит антиоксидантов, имеющий место при введении наркотиков (1(. Использование смеси аминокислот в течение 7 суток после отмены морфина сопровождалось нормализацией активности Г6ФДГ. 

Учитывая многообразие биохимических нарушений при введении морфина, для объяснения описанных изменений требуется более глубокое изучение перестроек метаболизма в динамике развития абстинентного синдрома, однако, несомненно, применение смеси аминокислот сопровождается определенным корригирующим эффектом на исследуемые показатели углеводного обмена.
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На загрязненных от аварии на ЧАЭС территориях наибольшую опасность для человечества представляет Cs137 и Sr90, а критическими группами среди проживающих являются дети (3(. У последних весьма чувствительными к ионизирующему излучению являются репродуктивные органы, что приводит у девочек-подростков к их дисфункции и заболеваемости (1, 5, 8(. Романова Л.К. с соавт. (1994) установили, что эмбрионы и плоды наиболее чувствительны к ионизирующему излучению, особенно в период пролиферативной активности и дифференциации клеток. Является доказанным, что переход радионуклидов через плаценту к плоду выше в ранние сроки беременности, а коэффициент их резорбции из желудочно-кишечного тракта тем больше, чем моложе организм (2, 4, 6(.

Вопрос развития женской репродуктивной системы у потомства при воздействии инкорпорируемых радионуклидов на организм матери в период беременности изучен недостаточно. Исходя из теоретической и практической значимости данного вопроса, это и составило цель настоящего исследования.

В эксперименте использовались 54 беременных самки и их потомство. Опытные самки, по сравнению с контрольными, на протяжении беременности получали с рационом радиоактивное зерно (уд. активность зерна по Cs137 – 428,7 Бк/кг, Sr90 – 97,7 Бк/кг). Контрольные самки находились на обычном рационе с включением комбикорма, содержащего Cs137 и Sr90 с удельной активностью, не превышающей ПДУ-93 на сельхозпродукцию. За самками и полученным от них потомством велось тщательное наблюдение. По достижении 15,45 и 90 суточного возраста крысята подвергались эвтаназии при помощи паров эфира. Яичники извлекались, взвешивались с последующим забором материала для гистологических (фиксатор Карнуа), гистохимических (жидкий азот, холодный ацетон) и электронно-микроскопических (раствор ОsO4) исследований. Изготовленные парафиновые срезы использовались для изучения структурных изменений в развивающихся яичниках, содержания в них гликопротеидов и глюкозоаминогликанов, РНК. На криостатных срезах определялась активность СДГ, ЛДГ, Г-6-ф ДГ, НАДН-ДГ и кислой фосфатазы (Пирс Э.). После тщательного изучения препараты подвергались морфометрическому и цитофотометрическому анализу. Обработанные для электронно-микроскопических исследований ультратонкие срезы просматривались под электронным микроскопом ПЭМ‑100. На гамма-радиометре РУГ-92 определялось в тушках потомства накопление Cs137. Полученный цифровой материал подвергался статистической обработке с использованием компьютерных программ. 

Результаты исследований показали, что самки опытной группы отличались сниженным аппетитом, сниженной прибавкой в весе при беременности, более тусклой окраской шерсти, меньшей подвижностью во все сроки наблюдения (Р<0,01). Индекс беременности составлял 53% при 83,7% в контроле. Крысята, родившиеся от опытных самок, отличались сниженным весом, незначительно отставали в физическом развитии. Их гибель к 25 суткам составляла 16,7% при 8,6% в контроле. Накопление Cs137 в тушках крысят, особенно у 45-суточных, было достоверно выше, чем в контроле (Р<0,001). Яичники у опытных 15-суточных крысят сформированы. Однако окружающий их зародышевый эпителий, в отличие от контроля, сохранил кубическую форму с выраженными базофильными свойствами цитоплазмы его клеток. Мозговое вещество яичников отечное. Кровеносные сосуды расширены, переполнены кровью. Корковое вещество отличалось обилием примордиальных фолликулов (31,55(5,44 при 10,0(1,44 в контроле, Р<0,001). Последние, как правило, имели групповое расположение. Ядра многих ооцитов пикнотизированы. Количество растущих фолликулов не отличалось от такового в контроле. Однако треть их структурно изменена. Их ооциты уменьшены в размерах, а цитоплазма подвержена микровакуолизации. Ядра крупные, с наличием крупноглыбчатого хроматина. Число вторичных фолликулов имело тенденцию к увеличению, 32,8% структурно изменены. Уменьшен диаметр ооцитов, ядра многих из них подвержены пикнозу. Наблюдается сморщивание цитоплазмы, сопровождаясь при этом явлением микровакуолизации и снижением тинкториальных свойств. Зернистый слой фолликулов отличается расширенными межклеточными пространствами, что способствовало отторжению фолликулярных клеток в полость фолликула. Нередко встречаются структурно измененные и делящиеся формы среди фолликулярных клеток. Появлялись единичные фолликулярные клетки, имеющие большие размеры. Последние отличались развитой гранулярной цитоплазматической сетью, обилием связанных и свободных рибосом, митохондрий. Ядерная оболочка образовывала глубокие инвагинации с отчетливыми порами. Тека у многих фолликулов истончена, образует инвагинации вовнутрь фолликула, а в ее капиллярах наблюдались явления стаза.

На 45-е сутки в яичнике опытных крысят, в отличие от контрольных, количество примордиальных фолликулов резко уменьшалось, а растущих и вторичных, наоборот, возрастало (Р<0,05). Соответственно, 33,2% и 30,2% среди них составляли структурно-измененные формы, проявляющиеся в уменьшении размеров ооцитов, числа фолликулярных клеток, диаметра ядер с их подверженностью пикнозу и т.д. Последние располагались в фолликуле неравномерно, имели разные размеры. Цистерны их цитоплазматической сети очагово расширены. Наблюдается обилие мелких, отличающихся полиморфизмом и просветленным матриксом митохондрий. Ядерная оболочка образовывала глубокие инваги​нации. Поры неотчетливы. Хроматин крупноглыбчатый с периферическим расположением. Ядрышки компактные. Межклеточные пространства между фолликулярными клетками расширены. Встречались единичные зрелые фолликулы. Тека в них истончена. В три раза возрастало число атретических фолликулов, наблюдались единичные белые тела.

На 90-е сутки в яичнике опытных крысят, по сравнению с контрольными, число примордиальных фолликулов продолжает уменьшаться. Количество растущих и вторичных фолликулов незначительно увеличено. Однако у последних ооциты не уменьшены в размерах. Среди фолликулярных клеток встречаются митотически делящиеся формы, клетки, имеющие различные размеры. Наблюдается много фолликулярных клеток с микровакуолизированной цитоплазмой и пикнотическими ядрами. Такие клетки встречаются и в самом лучистом венце, окружающем ооцит. Зрелых фолликулов незначительно больше, чем в контроле. Последние располагаются рядом с желтыми телами, находящимися в стадии расцвета. Количество атретических фолликулов больше, чем в контроле. Мозговое вещество, как и на 45 сутки отечное, отличается расширенными кровеносными сосудами, переполненными кровью. 

Изменяются и цитохимические свойства. Последние наиболее отчетливы в фолликулярных клетках растущих и вторичных фолликулов. На 15 сутки у опытных животных активность в данных структурах СДГ, ЛДГ, НАДН-ДГ снижена, вероятно, из-за замедленной дифференцировки клеток, а Г-6-ф ДГ и кислой фосфатазы, наоборот, увеличена. Причем, это увеличение не одинаково не только в разных фолликулах, а даже у рядом расположенных фолликулярных клеток. Чаще, чем в контроле, во вторичных фолликулах в блестящей оболочке появляются гликопротеиды, а в расширенных пространствах между фолликулярными клетками сиало- и сульфомуцины. 

На 45-й день постнатального развития в фолликулярных клетках опытных крысят активность вышеуказанных ферментов возрастает, но с некоторым отставанием от такового в контроле. Изменения активности ферментов также далеко не однозначны даже у соседних однотипных клеток, что, вероятно, обусловлено степенью развития деструктивных процессов. Исключение составляют ЛДГ, активность которой, наоборот, снижается, и кислая фосфатаза, активность которой увеличивается выше контрольного уровня. В блестящей оболочке лучистого венца возрастает содержание гликопротеидов, а в межклеточных пространствах зернистого слоя фолликулов сиало- и сульфомуцинов. 

На 90-е сутки в фолликулярных клетках растущих и вторичных фолликулов контрольных крысят активность СДГ, ЛДГ, кислой фосфатазы еще больше возрастает, а Г-6-ф ДГ, НАДН-ДГ незначительно снижается. У опытных животных изменения активности ферментов были одинаковой направленности, но меньшей выраженности. В блестящей оболочке лучистых венцов, также как и на 45 сутки, еще больше возрастало содержание гликопротеидов, а в расширенных межклеточных пространствах зернистого слоя фолликулов гликопротеидов и сиаломуцинов, в фоллликулярной полости появляются сульфомуцины.

Таким образом, установлено, что инкорпорируемые на протяжении беременности в материнский организм радионуклиды, оказывают некоторое стимулирующее воздействие на фолликулогенез в яичнике развивающегося в постнатальный период потомства, сопровождаясь при этом развитием особенно в фолликулярных клетках растущих и вторичных фолликулов структурных и цитохимических изменений, приводящих к увеличению числа их атретических форм.

Список литературы

1. Волобуев А.И., Долженко И.С. // Пути развития современной гинекологии: Пленум межвед. науч. советов и Всерос. научно-практ. конф. – М., 1995. – С.12.

2. Калистратова В.С., Нисимов П.Г., Зайкина Т.П. // Тез. докл. радиобиол. съезда.– Пущино, 1993. – С.480. 

3. Москалев Ю.И., Стрельцова В.Н. // Медицинская радиология. – 1987. – №3. – С.72-75.

4. Morgan A., Haines S.W., Harrison S.D. // Int. d. Radiat. Biol. – 1991. – V.59.– N.6. – P.1395-1413.

5. Ogilvy-Stuart A.L., El-Abiary W., Crark D. // J. Endocrinol. – 1993. – V.137. – Suppl. P.141.

6. Романова Л.К., Жарова Е.С. // Онтогенез. – 1994. – Т.25. – №3. – С.55-65.

7. Романова Л.К., Покровская М.С., Младковская Т.В. и др. // Архив патол. – 1998.– № 5. – С.32-36.

8. Савельева И.С., Буянова С.Н. // Пути развития современной гинекологии: Пленум межвед. науч. советов и Всерос. научно-практ. конф. – М., 1995. – С.37.

9. Стожаров А.А. // Здравоохранение Беларуси. – 1996. – №5 – С.8-10.

УДК 616.61-091-001.28

Структурные особенности почек потомства белых крыс, находившегося в антенатальном периоде развития под воздействием инкорпорированных радионуклидов

Е.Ч. Михальчук, Я.Р. Мацюк 

Гродненский государственный медицинский университет

Значительный рост нефропатий в детском возрасте в последние годы обуславливает повышенный интерес к этой проблеме (1(. Сведения о причинах роста заболеваний почек у детей разноречивы. Однако большинство авторов указывают на прямую связь роста почечной патологии у детей с ухудшающейся экологической обстановкой, в частности, с воздействием внешних радиационных факторов (2, 3(. На загрязненных от аварии на ЧАЭС территориях наибольшую опасность представляют Cs 137 и Sr 90 (4(. Почки являются одним из органов депонирования радионуклидов, которые, выделяясь с мочой, повреждают прежде всего их канальцевую систему и интерстиций. Поэтому, не случайно, в районах, загрязненных радионуклидами, наблюдается рост заболеваний почек у детей.

Вопрос о развитии почечной ткани у потомства при воздействии на организм матери в период беременности инкорпорированных радионуклидов, представляющих в настоящее время наибольшую опасность в виду их поступления в живой организм с водой, продуктами питания в весьма малых дозах, изучен недостаточно. Учитывая теоретическую и практическую значимость данного вопроса, последнее и составило цель нашего исследования.

В эксперименте использовались 54 беременные самки и их потомство. Опытные самки, по сравнению с контрольными, на протяжении беременности получали с рационом радиоактивное зерно (уд. акт. по Cs137 составляла 428,7 Бк/кг, по Sr90 – 97,7 Бк/кг). Контрольные самки находились на обычном рационе вивария. На 15-е, 45-е и 90-е сутки постнатального развития крысята подвергались эвтаназии при помощи паров эфира. Быстро извлекались почки и после взвешивания забирался материал для гистологических и гистохимических (фиксатор Карнуа) исследований. Парафиновые срезы окрашивались гематоксилин-эозином, а также обрабатывались для выявления содержания в структурах нефрона гликопротеидов и гликозаминогликанов (Пирс Э., 1961). Гистологические препараты подвергались тщательной морфометрической обработке с применением компьютерной системы анализа изображений «BIOSCAN-AT». Полученный цифровой материал обрабатывался статистически с использованием ЭВМ. 

Результаты исследований показали, что самки опытной группы в течение беременности отличались сниженной прибавкой в весе (Р<0,01) и меньшей подвижностью. Индекс беременности составлял 53% при 83,7% в контроле. Родившиеся от опытных самок крысята отличались более низким весом, некоторым отставанием в физическом развитии и сниженной жизнеспособностью. Их гибель к 25-м суткам составила 16,7% при 8,6% в контроле.

На 15 день постнатального развития почки у опытных животных сформированы. Весьма выраженных структурных изменений в почках не наблюдалось, однако, как установлено морфометрически, проявлялась тенденция к уменьшению ширины коркового вещества, а в нем к снижению количества почечных телец на поле зрения под микроскопом. Процент патологически измененных их форм был на 26% выше, нежели в контрольной группе (Р<0,005). Отмечалась фрагментация сосудистых клубочков, сопровождаемая уменьшением просвета их кровеносных капилляров, снижение объема почечных телец, который измерялся по внутреннему листку капсулы. Наблюдалась тенденция к уменьшению диаметров проксимального и дистального отделов канальцев нефрона, хотя выраженных изменений высоты выстилающих их эпителиоцитов не отмечалось. Содержание нейтральных гликопротеидов во всех струк​турах почки этих животных уменьшено по сравнению с контролем. В первую очередь это заметно в проксимальных отделах нефронов – как в области щеточной каемки выстилающих их эпителиоцитов, так и в подлежащей базальной мембране. Снижено содержание гликопроте​идов и в базальных мембранах капилляров сосудистых телец. В эпителиоцитах дистальных канальцах гликопротеиды выявляются в виде сле​дов лишь в области апикального отдела цитоплазмы. В структурах мозгового вещества гликопротеиды практически не выявлялись. Выраженных изменений в содержании сиало- и сульфомуцинов в структурах почки по сравнению с контролем не наблюдалось. Исключения составляли почечные тельца, в которых имело место незначительное уменьшение в базальной мембране эндотелиоцитов содержания сульфомуцинов.

На 45-е сутки после рождения достоверных изменений массы и соматического коэффициента почек между животными контрольной и опытной групп не обнаружено. Ширина коркового вещества незначительно уменьшена, сохранялась тенденция к уменьшению в нем числа почечных телец. Процент же структурно измененных их форм был в 2 раза выше, чем в контроле (Р<0,001). Площадь среза извитой части проксимального отдела нефрона была снижена (Р<0,001) и прежде всего за счет уменьшения высоты выстилающих его каемчатых эпителиоцитов. В цитоплазме последних имело место снижение оксифильных свойств, ее микровакуолизация; ядра, зачастую, были подвержены пикнозу и рексису. Аналогичные изменения имели место и в эпителиоцитах дистальных канальцев. Выраженных структурных изменений в канальцах мозгового вещества не наблюдалось. В почечных структурах крысят этой группы наблюдалось более резкое снижение содержания нейтральных гликопротеидов, в первую очередь в главных отделах нефронов, в базальных мембранах гемокапилляров сосудистых клубочков корковых и околомозговых почечных телец. Во многих дистальных канальцах, а также в канальцах петли Генле гликопротеиды практически не выявлялись. Существенных изменений в содержании гликозаминогликанов в эпителиоцитах проксимального и дистального отделов нефронов, в почечных тельцах, как правило, не обнаружено. Наблюдалось лишь незначительное увеличение содержания сиаломуцинов в базальном полюсе цитоплазмы эпителиоцитов проксимального отдела нефрона. В интерстиции обнаруживались одиночные клетки неустановленного происхождения с умеренным содержанием сиаломуцинов.

На 90-й день постнатального развития достоверных изменений между соматическими коэффициентами почек контрольных и опытных животных также не было выявлено. Отмечалось лишь незначительное уменьшение толщины коркового вещества. Количество почечных телец в последнем на поле зрения было достоверно снижено (Р<0,005). На 28%, по сравнению с контролем, было увеличено число их структурно измененных форм. Наблюдались склерозированные, фрагментированные, запустевающие почечные тельца, с резким снижением их диаметра и объема. Со стороны проксимальных и дистальных отделов нефрона изменения были аналогичны тем, которые наблюдались на 45-е сутки постнатального развития, но более выражены. В каемчатых эпителиоцитах проксимального отдела корковых нефронов помимо этого наблюдалось снижение базальной исчерченности цитоплазмы, местами до полного ее исчезновения, снижение оксифильных свойств цитоплазмы. Ядра многих эпителиоцитов подвергались пикнозу и рексису. Изменения со стороны эпителиоцитов дистального отдела имели ту же направленность, однако, менее отчетливы. Содержание нейтральных гликопротеидов во всех структурах нефрона продолжало быть сниженным. Просветы главных отделов становились расширенными, особенно у корковых нефронов. Содержание мукополисахаридов в базальных мембранах этих канальцев уменьшено. В виде следов выявлялись гликопротеиды в апикальном отделе дистальных канальцев, а также в базальных мембранах гемокапилляров почечных телец. Существенных изменений в содержании кислых мукополисахаридов в структурах нефрона у опытных животных, по сравнению с контрольными, не выявлено. Однако у большинства опытных крысят имело место более отчетливое прокрашивание основного вещества интерстиция почек.

Все вышеизложенное свидетельствует об отрицательном воздействии инкорпорированных с пищей радионуклидов в организм матери в период беременности на структурные свойства разных отделов нефрона развивающейся почки. Выраженность этих изменений находится в прямой зависимости от длительности радиационного воздействия. 
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Изучение структурных и метаболических особенностей микроциркулярного русла поджелудочной железы при нарушении желчевыделения

Л.А. Можейко 

Гродненский государственный медицинский университет

Литературные данные и результаты наших предыдущих работ показали, что желчь и желчные кислоты играют важную роль в поддержании структурного и функционального гомеостаза многих органов и систем организма [Я.В. Ганиткевич, 1984]. Прекращение печеночно-кишечной циркуляции компонентов желчи в результате ее наружного отведения через фистулу общего желчного протока приводит к развитию в паренхиматозных органах ряда морфофункциональных изменений. Между тем реакция сосудов микроциркуляторного русла на ахолию и доля участия капиллярной сети в развитии этой патологии остается совершенно неизученной. Учитывая, что именно микрососудистое русло является местом, где в конечном итоге обеспечивается транскапиллярный обмен веществ, создающий необходимый для жизни тканевой гомеостаз, в настоящей работе нами была поставлена цель – изучить реактивные изменения гемомикроциркуляторного русла поджелудочной железы в условиях полного наружного отведения желчи в течении одних, трех и семи суток.

Опыты проведены на крысах-самцах массой 240-270 г., разделённых на четыре серии по 20 животных в каждой. 1-ая серия – интактные крысы. Во 2-ой серии опытов у крыс отводили желчь в течении 24 часов через постоянную фистулу общего желчного протока по методу Л.С. Василевской (1965) и собирали её в стеклянный желчеприёмник, укреплённый на боку животного. В 3-й серии желчь отводилась в течении 72 часов, в 4-й серии – в течении 7 суток. Контролем во 2, 3 и 4-й сериях служили ложнооперированные крысы. Опытным и контрольным (ложнооперированным) крысам питьевую воду заменяли 2% раствором NaCl. После эвтаназии пробы ткани селезёночного отдела поджелудочной железы фиксировали в охлаждённом ацетоне и в жидкости Карнуа, в последующем заливали в парафин. Срезы окрашивали гематоксилином и эритрозином, по методу Гомори для выявления щелочной фосфотазы, по Падикулу-Герману для выявления АТФ-азы [Э. Пирс, 1962]. Для исключения погрешностей в оценке результатов исследуемый материал для парафиновых срезов опытных и контрольных животных монтировали одним блоком, что позволило делать срезы одинаковой толщины и унифицировать условия течения реакций. Проводили визуальную количественную оценку активности ферментов и морфометрию сосудов. Цифровые данные обрабатывали статистически. В данной работе определялись: 

1) величина просвета капилляров (его диаметр); 

2) количество капилляров на 1 мм2 площади; плотность капилляров – относительная величина, характеризующая густоту распределения капилляров в органе и равная отношению числа капилляров к площади поверхности органа, на котором произведён подсчёт капилляров, т.е. число капилляров, отнесённое к единице площади [В.И. Козлов и др., 1982]; 

3) площадь поперечного сечения просвета капилляра и суммарного поперечного сечения капиллярного русла на площади 1 мм2.

Распределение сосудов в поджелудочной железе соответствует доль​кам органа. Наличие в каждой из них артериол, прекапиллярных артериол, капилляров, посткапиллярных венул позволяет рассматривать их как функциональный комплекс сосудов или структурно-функциональную единицу микроциркуляторного русла поджелудочной железы. Особый инте​рес среди сосудов микроциркуляторного русла представляют капилляры, поскольку именно здесь осуществляются процессы, обеспечивающие гемодинамический и метаболический гомеостаз. В экзокринной части поджелудочной железы определяется довольно обильная сеть капилляров, окружающая ацинусы. Она обладает умеренной активностью щелочной фосфатазы и аденозинтрифосфатазы. Диаметр капилляров у интактных крыс 5,56(0,14 мкм. Плотность сосудистой сети 397,80(16,76 на 1 мм2. В эндокринных островках артериолы переходят в капилляры, которые становятся шире и превышают диаметр капилляров экзокринной паренхимы (7,1(0,17 мкм). Такая структура, несомненно, обусловлена фи​зиологическими свойствами железы. Здесь замедляется ток крови и создаются условия для более длительного контакта между эндокринными клетками и кровеносным руслом. Островки так хорошо васкуляризованы, что масса капилляров часто описывается как гломерулоподобная.

При микроскопическом исследовании органа уже через сутки от на​чала потери желчи обнаруживаются циркуляторные расстройства: мелкие и крупные кровеносные сосуды расширены, переполнены кровью, особенно вены. Активность щелочной фосфатазы и АТФ-азы в меж​ацинарных капиллярах снижена. Уменьшается количество ферментпозитинных капилля​ров. Однако, поскольку диаметр их несколько увеличен (до 6,47(0,13 мкм), площадь поперечного сечения капилляров достоверно не изменяет​ся. Кровеносные капилляры островков также расширены (с 7,10(0,17 мкм до 7,72(0,09). Количество их практически не изменяется. Суммарная площадь поперечного сечения не возрастает.

При 3-хсуточном дефиците желчи активности ЩФ и АТФ-азы, участ​вующих в трансмембранном переносе веществ во внутридольковых крове​носных капиллярах, по-прежнему остается сниженной. В эндотелиальных клетках капилляров островков и других элементах обменного звена ко​личество продукта энзиматических реакций несколько больше. Наблюда​ется дилатация капиллярной сети как экзокринной, так и эндокринной паренхимы. Статистически достоверно уменьшено количество фермент-позитивных межацинарных кровеносных капилляров. Суммарная площадь поперечного сечения их не претерпевает существенных изменений, а капилляров островков увеличивается.

Наиболее выраженным и постоянным изменениям подвержено сосудистое русло органа при семисуточном наружном отведении желчи. Обнаруживаются резкие колеба​ния в содержании сульфидов кобальта в разных участках железы. Особенно хорошо видны эти колебания в капиллярах, питающих её экзокринную часть. В подавляющем большинстве капиллярных петель активность фосфомоноэстераз снижается вплоть до полного исчезновения. В других зонах наблюдается ее усиление. Однако это не может повлиять на общую картину значительного падения ферментной активности по сравнению с интактными животными. Происходят не только гистохимические, но и морфологические изменения в стенке капилляров. Так, в некоторых участках железы мы наблюдали набухание и слущивание клеток эпителия. Средний диаметр капилляров статистически достоверно не изменялся. Количество капилляров на единицу площади уменьшилось на 18,9%, суммарная площадь поперечного сечения капилляров снизилась на 16,9%.

Таким образом, морфологическая и гистохимическая картины свидетельствуют о том, что уже в ранние сроки после наружного отведения желчи в поджелудочной железе отмечаются гемомикроциркуляторные расстройства. По мере увеличения срока эксперимента они нарастали, становясь наиболее выраженными и постоянными при семисуточной ахолии. Падение активности фосфомоноэстераз, уменьшение плотности расположения капилляров и суммарной площади поперечного сечения капиллярного русла, подчиняющейся той же закономерности, свидетельствует о низком уровне обменных процессов в поджелудочной железе, находящейся в условиях дефицита желчи. Как известно, изменение функциональной ёмкости капиллярного русла и площади капиллярной фильтрации происходит в результате гемодинамических факторов, через которые осуществляется гумо​ральная и нервная регуляция числа открытых капилляров [А.М. Чернух и др., 1984]. Требуются дальнейшие исследования для того, чтобы выявить механизм участия желчных кислот в этой регуляции.
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Межвитаминные взаимоотношения – 
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в медицинской науке
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Проблема изучения межвитаминных взаимоотношений (в более узком смысле – взаимодействие витаминов) восходит к ранним витаминологическим исследованиям. Еще К. Функ обратил внимание на возрастание потребности в витаминах группы В при А-витаминном дефиците [1], а Ф. Гопкинс экспериментально показал значимость межвитаминного баланса в рационе [2]. В обобщенном виде проблема предстала перед витаминологами в 1945 г. после обзорной статьи Т. Мура [3] и некоторых других обзорных статей, но только в монографической работе Т. Терруан [4, 5] она приобрела важнейшее звучание в разработке рациональных основ лечебного и профилактического применения витаминов.

В конце первой половины 60-х годов на кафедре биохимии Гродненского мединститута проф. Ю.М. Островским были инициированы исследования биохимических механизмов взаимоотношений тиамина и других В-витаминных факторов. По всей вероятности, первой публикацией результатов этого направления работ явились тезисы доклада А.Г. Мажуль о взаимодействии производных тиамина с пиридоксалевыми ферментами [6]. В последующем в исследованиях межвитаминных взаимосвязей приняли участие представители «второй волны» формирующейся Гродненской биохимической школы: А.Г. Мойсеенок (пантотеновая кислота), Г.Н. Михальцевич (никотиновая кислота), Н.П. Боброва (рибофлавин). Совершенно очевидно, что в направлении этих исследований просматривался функциональный подход, прежде всего в отношении витаминных факторов, интегрированных мультиферментными комплексами дегидрогеназ 2-оксокислот. Тем самым осуществлялась стратегическая оценка роли тиаминового компонента и иных В-витаминных факторов в регуляции обмена пировиноградной и 2-оксоглутаровой кислот, возможности их использования в оценке витаминного статуса организма.

В 1970 – 1973 гг. сотрудниками Ю.М. Островского были защищены 3 кандидатские диссертации по изучению механизмов межвитаминных взаимоотношений [7-9], а по их результатам опубликована коллективная монография [10]. В этот период происходило становление и развитие молодого научного академического учреждения на Гродненщине – Отдела регуляции обмена веществ АН БССР. Ядром этого Отдела стали сотрудники проблемной витаминологической лаборатории (в структуре кафедры биохимии и ЦНИЛ) Гродненского мединститута, привнесшие в тематику ОРОВ тематику изучения межвитаминных (А.Г. Мойсеенок, Г.Н. Михальцевич) и витаминогормональных (В.В. Виноградов) взаимоотношений. Согласно постановлению Президиума АН СССР от 25 июля 1969 г. № 741 были одобрены основные научные направления создаваемого учреждения:

– изучение молекулярных механизмов каталитического действия тиаминдифосфата и роли витаминов в регуляции обмена веществ, включая биохимические основы межвитаминных взаимоотношений;

– разработка научных основ применения синтетически получаемых антиметаболитов витаминов и естественных антивитаминных факторов в медицине и ветеринарии.

В соответствии с перспективным планом развертывания ОРОВ в 70-е годы, утвержденным Бюро отделения биологических наук АН БССР 18 ноября 1970 г., предполагалось создание лаборатории межвитаминных взаимоотношений во второй половине 70-х годов.

Ю.М. Островским были определены основная задача исследований как раскрытие тонких биохимических механизмов изучаемого явления межвитаминных взаимодействий и главные направления [10] исследований.

1. Взаимодействие витаминов друг с другом при всасывании, транспорте и выделении из организма.

2. Взаимодействие витаминов на этапах фиксирования в тканях путем превращения их в соответствующие производные, способные к активной специфической протеидизации.

3. Участие витаминов или их производных в процессах, замыкающихся на общих субстратах или кофакторах.

4. Участие одного из витаминов в собственном метаболизме другого или образование из витаминов антивитаминных факторов.

После начала деятельности ОРОВ в 1970 г. [11] выполнялось тематическое задание «Молекулярные механизмы каталитического действия тиаминдифосфата», но уже в 1971 г. начаты исследования по теме «Разработать рекомендации для сочетанного применения различных витаминов и новых витаминных (коферментных) препаратов в медицине». С 1974 г. тематической группой изучения межвитаминных взаимоотношений (рук. А.Г. Мойсеенок) работа продолжалась в рамках темы: «Изучение механизмов межвитаминных взаимоотношений (тиамин, пантотеновая, липоевая кислота, витамин В12)». Итоги этих исследований были подведены на состоявшемся в 1975 г. Всесоюзном (3-м Гродненском) симпозиуме по межвитаминным взаимоотношениям, явившемся важной вехой в консолидации витаминологических исследований в СССР. Ю.М. Островским был сделан доклад об общих подходах к изучению межвитаминных взаимоотношений, определены наиболее характерные механизмы межвитаминных взаимодействий на биохимическом уровне, предложены оригинальные методологические подходы для раскрытия механизмов изучаемого явления [12]. В резолюции симпозиума указывалось, что «учет межвитаминных взаимоотношений необходим для правильного использования витаминов в лечебных и профилактических целях, в частности, для выработки оптимальных соотношений и доз витаминов, поливитаминных и комбинированных препаратов» [13].

Результаты деятельности научной группы изучения межвитаминных взаимоотношений и других сотрудников ОРОВ, привлеченных к тематическим исследованиям, оказались чрезвычайно плодотворными: защищены 3 кандидатские диссертации [14-15], издана монография «Метаболические эффекты недостаточности функционально связанных В-витаминов» (1987 г.). Однако важнейшим итогом исследований Ю.М. Островского и его учеников в этой области является осознание и апробирование комплексного подхода к витаминологической проблеме, раскрытие функциональных связей витамин-зависимых ферментных систем, определяющих состояние межуточного метаболизма и возможность его целенаправленной коррекции.

С превращением ОРОВ в Институт биохимии АН БССР (1985 г.) и дальнейшей специализацией его научных подразделений исследования межвитаминных взаимоотношений не проводились, несмотря на нарастающую актуальность проблематики антиоксидантных витаминов и их баланса в поддержании антиоксидантного гомеостаза. Во многом это определялось доминированием работ по проблеме биохимии алкогольной интоксикации и наркотической зависимости. Однако в последние годы, когда метаболические следствия дисбаланса фолиевой кислоты, кобаламина и пиридоксина, равно как поливитаминной недостаточности, стали критическими факторами отягощения ряда заболеваний и синдромов, их хронизации, внимание к проблеме взаимоотношения витаминов, возникновению витаминного дисбаланса вновь резко возрастает. Речь идет об оптимизации применения антиоксидантных и поливитаминных комплексов и все еще мало реализованной идеи использования функционально связанных витаминов. Последнее кажется особенно важным, с учетом выделения Ю.М. Островским значимости взаимозаменяемости витаминов в осуществлении некоторых общих и сходных функций, а также взаимодействия витаминзависимых ферментов в реакциях, протекающих с участием одних и тех же субстратов [10,12]. Понимание и реализация этих представлений в предупреждении метаболических состояний, приводящих к инициации и осложнениям атеросклеротического процесса, эндогенных и алкогольной интоксикаций, врожденных пороков развития плода, вредоносного действия антропогенных факторов внешней среды и других патологических состояний должны стать важнейшим инструментом медицинской науки и практики, эффективным способом решения актуальных проблем здравоохранения.
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Метаболическая реабилитация 
больных раком желудка 
новым антиоксидантным комплексом «АК(»

Н.В. Морозкина, В.К. Кухта, Т.С. Морозкина

Минский государственный медицинский институт

Современные достижения клинической онкологии связаны с совер​шенствованием комбинированного лечения больных раком на основе методов лучевого, лекарственного и хирургического лечения. Однако даже радикальная операция не может гарантировать полного выздоровления из-за возможного наличия субклинических метастазов. При облучении страдают расположенные рядом здоровые ткани, а химиотерапевтические препараты повреждают и нормальные клетки, поскольку они не обладают избирательным противоопухолевым действием. Отсюда вытекает необходимость метаболической терапии, цель которой – повысить иммунологическую реактивность организма и устранить последствия влияния системного действия злокачественной опухоли на организм. Кроме того, проведение метаболической терапии при лучевом и химиотерапевтическом лечении онкологического больного должно быть направлено на избирательную защиту именно нормальных, но не опухолевых клеток.

Ключевым моментом в достижении поставленной цели, по нашему мнению, является усиление антиоксидантного (АО)-статуса тканей организма больного, но не самой опухоли. Известно, что развитие злокачественных опухолей сопровождаются интенсификацией процессов свободнорадикального окисления (ПОЛ в частности) в тканях опухоленосителя. Свободнорадикальная деструкция тканей усугубляется при проведении больным операции, химиотерапевтического и лучевого лечения, Интенсификация процесса ПОЛ сопровождается накоплением токсических метаболитов, что приводит к ослаблению барьерной функции биомембран и нарушению нормальной жизнедеятельности клетки, а также организма в целом, снижая эффективность проводимого лечения.

Действительно, нами при исследовании крови 110 больных раком желудка (РЖ 1А-ЗБ стадий) было установлено увеличение содержания продуктов ПОЛ, значительное снижение содержания неферментативных АО и уменьшение активности каталазы по сравнению со здоровыми лицами

Так, уровень токоферола – главного «защитника» биомембран от свободнорадикальной деструкции – в крови у большинства больных РЖ был в пределах нижней границы нормы, а у 1/3 из них при поступлении в стационар отмечался гиповитаминоз. Содержание витамина А у подавляющего большинства больных находилось в пределах нижней границы нормы. Значительно снижено было содержание (3-каротинов: 0,15±0,013 мкг/мл (у обследованных здоровых лиц – 0,25±0,04 мкг/мл). У 1/3 больных при поступлении в стационар отмечен выраженный гиповитаминоз С.

Уменьшение мощности систем АО защиты крови проявляется увеличением уровня первичных и конечных продуктов ПОЛ. По нашим данным, содержание МДА в плазме крови больных РЖ более чем в 2 раза превышало таковое в плазме крови здоровых лиц (в норме – 1,25±0,13 нмоль/мл, n=15; у больных РЖ – 2,75±0,17 нмоль/мл, n=50; р<0,001).

Состояние «пероксидного стресса», свойственного организму больного раком, способствует прогрессированию атеросклероза у этих лиц. По нашим данным, у больных РЖ общее количество ЛПНП и ЛПОНП значительно превышало норму – 138,9±8,4 усл. ед. (в плазме крови контрольных лиц – 88,8±7,8 усл. ед., р < 0,001). При определении процентного соотношения липопротеиновых фракций крови оказалось, что у больных РЖ оно существенно сдвинуто в сторону преобладания атерогенных липопротеинов, причём у половины больных содержание ЛПВП составляло менее 30% по отношению к остальным фракциям.

При развитии состояния «пероксидного стресса» применение препаратов, обладающих АО действием, является патогенетически обоснованным. Коррекция систем АО-защиты организма больных РЖ проводилась препаратом «АК», широко применяемым онкологии, а также впервые применённым с целью метаболической реабилитации операбельных больных РЖ новым АО комплексом,, включающим витамины А, Е, С и (-каротины – «АК(».

Необходимость включения каротинов в состав «АК» обосновывалась следующим: 1) в крови больных РЖ в наибольшей степени, по сравнению с другими неферментативными АО, снижено содержание каротинов; 2) каротины не токсичны в дозировках, многократно превышающих физиологические (при длительном применении высоких дозировок витамина А возможно развитие гипервитаминоза).

Снижение входящей в состав «АК» высокой дозы ретинола в случае введения в «АК» адекватных количеств каротинов не должно существенно уменьшить АО эффекта последнего, поскольку при пероральном введении Р-каротины способны частично превращаться в витамин А. Однако полная замена витамина А (-каротинами не оправданна, так как витамин А и каротины в организме во многом выполняют самостоятельные функции

АО-комплексы «АК», «АК(10» или «АК(20» назначались больным за 7 дней до операции ежедневно, приём которого они продолжили после выписки из стационара постоянно 2 раза в неделю в течение 2-х лет.

Назначение всех АО комплексов витаминов в целом привело к увеличению активности ферментативных и содержания неферментативных АО в крови больных РЖ, что коррелировало со снижением первичных и конечных продуктов ПОЛ, а также нормализацией липопротеинового спектра крови этих больных. Нами рассчитан коэффициент корреляции между уровнем основного показателя тяжести синдрома пероксидации – МДА и значениями показателей АО системы крови на разных этапах лечения больных РЖ, получавших АО терапию.

Сравнивая действие АО комплексов витаминов между собой, мы получили следующие результаты:

После применения «АК» снижение содержания МДА в крови больных РЖ наиболее высоко коррелировало: 1) с увеличением содержания витамина С через 3 недели после операции (k = 0,63) и в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,73); 2) с увеличением содержания витамина Е в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,49); 3) с увеличением содержания витамина А через 3 недели после операции (k = 0,53); 4) с возрастанием активности каталазы в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,53).

После применения «АК(10» снижение содержания МДА в крови больных РЖ наиболее высоко коррелировало: 1) с увеличением содержания витамина С через неделю приема, т.е. перед операцией (k = 0,74) и в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,97); 2) с увеличением содержания (-каротинов в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,35); 3) с возрастанием активности каталазы (k = 0,55) и ГР (k = 0,61) в отдаленные сроки наблюдения; 4) снижением содержания атерогенных липопротеинов через 3 недели приема АО (k > 0,48).

После применения «АК(20» снижение содержания МДА в крови больных РЖ наиболее высоко коррелировало: 1) с увеличением содержания витамина С через неделю приема, т.е. накануне операции (k = 0,49), через 3 недели после операции (k = 0,62) и в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,42); 2) с увеличением содержания (-каротинов (k = 0,82) и увеличением содержания витамина Е (k = 0,84) в отдален​ные сроки наблюдения; 3) с возрастанием активности каталазы в отда​ленные сроки наблюдения (k == 0,44); 4) с увеличением активности глутатитионредуктазы через 3 недели после операции (k = 0,43) и увеличением активности глутатиопероксидазы в отдаленные сроки наблюдения (k = 0,56); 5) с повышением уровня глутатиона-SH через неделю приема (k = 0,51) и через 3 недели после операции (k = 0,88).

АО терапия (особенно «АК(20») оказалась весьма эффективным средством нормализации липопротеинового спектра плазмы крови больных РЖ. Применение АО комплекса витаминов «АК» после стационарного лечения приводило к увеличению доли ЛПВП в составе липопротеинов крови и уменьшению – ЛПНП, что является важным фактором в снижении степени риска развития и прогрессирования ате​росклероза у этих больных.

Следует подчеркнуть, что не только известный комплекс «АК», но и новый – «АК(» обладают выраженным АО действием. Метаболическая АО терапия на фоне хирургического лечения укрепляет ферментативную и неферментативную АО системы защиты крови больных РЖ, а также способствует коррекции липопротеинового спектра крови. По многим параметрам «АК(20» эффективнее «АК»: в восстановлении уровня (‑каротинов, снижении количества атерогенных липопротеинов, коррекции содержания витаминов А и Е, увеличении активности СОД, каталазы и глутатионредуктазы, увеличении содержания глутатиона-SH в крови больных РЖ в отдаленные сроки терапии; и как следствие этого – снижении содержания первичных и конечных продуктов ПОЛ.

Таким образом, новый АО, комплекс витаминов «АК(» можно рекомендовать как средство метаболической реабилитации больных РЖ, способствующее нормализации АО статуса организма, ликвидирующее состояние «пероксидного стресса», устраняющее развитие полигиповитаминоза, нормализующее липопротеиновый спектр крови, что, безусловно, является необходимым условием укреплением собственных защитных сил организма и увеличения продолжительности жизни больных РЖ.

УДК 612.117:616.24

Функциональная активность лимфоцитов при различных схемах введения препарата, содержащего L-глутамин, и циклофосфана

Ж.В. Мотылевич, М.В. Горецкая, М.А. Ельчанинова 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Основными причинами хронизации различных заболеваний, частых рецидивов и резистентности к терапии являются нарушения в системе иммунореактивности с формированием вторичного иммунодефицита [5, 8, 13]. Так как основные клеточные популяции иммунной системы находятся постоянно в делении, то она является особенно чувствительной к воздействию различных факторов. Этим и обусловлен рост заболеваемости [4]. Оценка реактивности иммунной системы рутинными методами не дает однозначного ответа о выраженности иммунодефицита, что приводит к не всегда корректному назначению иммунотропных средств [5, 8, 1]. В последние годы появилось другое направление, позволяющее оценить состояние иммунореактивности – исследование метаболических параметров лимфоцитов [6, 9]. Можно считать доказанным, что функциональные проявления лимфоцитов происходят только при соответствующем изменении их метаболизма [8, 6, 10]. Важным моментом в оценке состояния системы иммунитета является определение функциональной активности лимфоцитов. К наиболее распространенным в настоящее время методам тестирования активности лимфоцитов относится определение степени стимуляции метаболических процессов в этих клетках с помощью поликлональных активаторов клеток лимфоидной системы, среди которых наиболее широко используется лектин фитогемагглютинин (ФГА). Степень стимуляции лимфоцитов, наиболее доступным источником которых является кровь, может быть определена по усилению синтеза в клетках белка, РНК, ДНК.

Целью исследования было сравнительное изучение информативности реакции бласттрансформации лимфоцитов (РБТЛ) и активности метаболических ферментов лимфоцитов у белых беспородных мышей-самцов при различных схемах введения препарата – производного L‑глутамина (ДГ) и цитостатика циклофосфана. В качестве метаболических ферментов лимфоцитов использованы глюкозо-6-Ф-дегидрогеназа, щелочная фосфатаза.

Методика исследования. В эксперименте использовали белых беспородных мышей-самцов массой 20-23 г. Первой группе животных (n=7) в течение 5 дней внутрибрюшинно вводили препарат, содержащий производное глутамина (ДГ) в дозе 25 мг/кг, смотрели на 6 сутки. Второй группе (n=7) также вводили ДГ в равной дозе в течение 5 дней, смотрели на 11 сутки. Третьей группе (n=7) вводили ДГ в течение 5 дней, на 6 день вводили внутрибрюшинно однократно цитостатик циклофосфан в дозе 200 мг/кг, смотрели на 11 сутки. Четвертой группе (n=7) однократно ввели ЦФ в дозе 200 мг/кг, смотрели на 6 сутки. Пятой группе (n=7) после однократного введения ЦФ (200мг/кг) в течение 5 дней вводили ДГ (25мг/кг), смотрели на 6 сутки. Лимфоциты мышей получали в стерильных условиях. Клеточную суспензию доводили до концентрации 2·106 клеток на 1 мл среды и помещали в 96-луночные планшеты для культивирования (завод биополимеров, С.-Петербург) в общем объеме 0,2 мл (5·104 клеток на лунку) в среде RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 10 мМ HEPES 4·10-5М 2-меркаптоэтанола, 2 мМ L-глутамина, 80 мкг/мл гентамицина. Оптимальная доза ФГА, оттитрованная в предварительных опытах, составила 10 мкг/мл среды для митогениндуцированной пролиферации клеток. Планшеты с культурами инкубировали при 37°С в увлажненной атмосфере 5% СО2 в течение 72 ч. За 16 ч до окончания срока инкубации в планшеты вносили радиоактивную метку 3Н-тимидин (0,04 Мбк на лунку). По окончании инкубации клетки собирали на фильтры, которые помещали во флаконы, содержащие сцинтилляционную жидкость. Радиоактивность оценивали в синтилляционном счетчике «MARK II». Результаты выражали в импульсах включенного тимидина в минуту на 5·104 клеток. Оценка данных проводилась также с помощью индекса стимуляции (ИС) по формуле: опыт (имп/мин) / контроль (имп/мин). В качестве контроля использовали клеточную культуру, инкубированную без ФГА.

Выделяли тимоциты и спленоциты мышей [11]. Определение 
активности Г-6-Ф-ДГ, щелочной и кислой фосфатаз определяли по Колбу [2].

Результаты и обсуждение. При введении в течение 5 дней ДГ (25 мг/кг) на 6 сутки наблюдали увеличение активности щелочной фосфатазы (ЩФ) в лимфоцитах крови на 20%, на 11 сутки активность не снизилась, а поддерживалась на том же уровне. Это говорит о стойком эффекте. У животных, получавших однократно цитостатик циклофосфан (ЦФ-200мг/кг), активность фермента снизилась на 60% по сравнению с контролем. В пятой группе животных, получавших после однократной инъекции ЦФ в течение 5 дней внутрибрюшинно ДГ (25мг/кг), наблюдали увеличение активности ЩФ на 100% по сравнению с животными четвертой группы, которые получали только ЦФ. У мышей третьей группы, получавших ДГ в течение 5 дней до инъекции ЦФ, наблюдали увеличение активности ЩФ на 150%. Следовательно, обе схемы введения препарата (до цитостатика и после) дали положительный результат, т.е. ДГ в одном и в другом случае компенсировал депрессивное действие циклофосфана и практически выровнял активность ЩФ в контрольной и опытных группах. Подтверждением данных результатов явилась сходная картина изменения активности ЩФ в иммунокомпетентных органах – тимусе и селезенке.

В спленоцитах мышей четвертой группы доза ЦФ (200 мг/кг) вызвала торможение активности ЩФ на 59% по сравнению с контролем. У животных третьей группы, получавших ДГ до введения цитостатика, уровень ЩФ увеличился на 143% по сравнению с четвертой группой. В данном случае введение препарата ДГ подняло уровень ЩФ до контрольных показателей. Активность фермента в пятой группе мышей, получавших ДГ (25 мг/кг – 5 дней) после однократного введения ЦФ, была снижена на 6% по сравнению с контролем, но по сравнению с четвертой группой, получавшей только ЦФ, активность возросла на 129%.

При введении ДГ внутрибрюшинно в течение 5 дней в спленоцитах мышей первой группы активность ЩФ увеличилась на 6 сутки на 12%, а на 11 сутки у животных 2 группы – на 6% по сравнению с контролем.

Изменение активности ЩФ в тимоцитах имело сходный характер. Следует отметить, что уровень фермента в первой группе был значительно выше, чем в спленоцитах этой же группы, и составил 88% по сравнению с контролем. На 11 день у второй группы активность энзима превышала контроль на 23%. За 5 дней произошло понижение активности на 65%. Следовательно, тимоциты оказались более чувствительными на введение препарата. А так как в тимусе присутствуют в основном Т-лимфоциты, а в селезенке преобладают В-лимфоциты [12], можно предположить, что препарат ДГ оказывает большее влияние на Т‑лимфоциты. Подтверждением этому могут служить результаты, полученные в реакции бласттрансформации лимфоцитов (табл. 1), в которой использовали лектин ФГА, который стимулирует к пролиферации в основном только Т-лимфоциты, не влияя на В-лимфоциты [12]. Однако у спленоцитов третьей и пятой групп более выражена компенсация депрессивного влияния цитостатика ЦФ препаратом ДГ. В четвертой группе наблюдали понижение уровня фермента на 33% в тимоцитах мышей после введения ЦФ по сравнению с контролем. А в третьей и пятой группах при различных схемах введения ДГ и ЦФ получили одинаковую степень активации ЩФ – на 17% по сравнению с 4 группой.

Изменение активности глюкозо-6-Ф-дегидрогеназы подтверждает влияние препарата ДГ на метаболическую активность лимфоцитов. Следует отметить значительную разницу в активности Г-6-Ф-ДГ на 6 и 11 сутки. В первом случае уровень активности фермента в спленоцитах мышей превышает контроль на 251%, а на 11 сутки – только на 3%. Активация Г-6-Ф-ДГ позволяет предположить относительное увеличение уровня пластических процессов в иммунокомпетентных клетках[13], который понижается к пятому дню, после отмены внутрибрюшинного введения препарата ДГ. Схожая картина наблюдается в тимусе. На шестые сутки у первой группы активность Г-6-Ф-ДГ возрастает на 252%, а на 11 сутки становится равной контролю. В лейкоцитах крови – на 6 сутки – увеличивается на 46%, на 11 сутки – равной контролю. Что же касается ЦФ, то он понижает активность фермента на 50% в спленоцитах, на 24% в тимусе и на 8% в лейкоцитах крови. При этом известно, что без активации ферментов пентозофосфатного пути скорость реакции бласттрансформации снижается [7,13]. Это отражено в табл. 1, где импульс стимуляции лимфоцитов в 4 группе на 55% ниже контроля. В 3 и 5 группах уровень активности Г-6-Ф-ДГ в селезенке, тимусе и в крови увеличивается. В селезенке в 3 группе активность фермента возрастает на 68%, а в 5 группе – на 93% по сравнению с 4 группой. В тимусе в 3 группе – на 71%, а в 5 группе на 22%, а в крови в 3 группе – на 6% и в 5 группе – на 3%. Отсутствие идентичного увеличения уровня фермента в крови объяснимо с учетом разведения их большим объемом циркулирующей крови[3].

Функциональная активность лимфоцитов в РБТЛ в значительной степени зависит от активности ферментов.

Таблица 1. Влияние препарата ДГ и цитостатика ЦФ на изменение импульса стимуляции в РБТЛ

	Группы
	Контроль
	ДГ-5
	ДГ-11
	ДГ+ЦФ
	ЦФ
	ЦФ+ДГ

	ИС
	10
	72,3
	64,5
	37,1
	4,5
	38,0


В 1 группе импульс стимуляции (ИС) в 7 раз превышает контроль, на 11 сутки ИС незначительно уменьшается. При введении цитостатика ИС уменьшается в 2 раза, а при совместном введении ЦФ и ДГ в 3 группе ИС возрастает 3,7 раз, а в 5 группе – в 3,8 раз по сравнению с контролем.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что препарат ДГ обладает иммуномодулирующим действием и может быть использован в комплексной терапии. Обе схемы введения дали хороший эффект, что говорит о перспективности проведения дальнейших исследований в этом направлении.
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Органные культуры стероидсинтезирующих эндокринных желёз новорождённых поросят (получение, функциональная и морфологическая характеристика, трансплантация)

Л.И. Надольник, В.А. Басинский, Д.И. Мартынчик, Т.В. Вилькевич, Д.П. Клименко, А.С. Гривачевский

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Трансплантация клеток и тканей является новым направлением метаболической терапии (8(. Пересадки специализированных соматических клеток применяются с целью генной терапии или заместительной клеточной терапии в случае иммунодефицитов, наследственных дефектов клеточного метаболизма, а также острой функциональной недостаточности органов (5, 13(. В клинической эндокринологии наиболее широко используется пересадка изолированных культивированных островков Лангерганса пациентам с инсулинозависимым сахарным диабетом (1, 11(, обнадеживающие данные получены в клинической практике (3( и эксперименте на животных (13(, по трансплантации клеток щитовидной железы. Данные же о трансплантации клеток стероидсинтезирующих эндокринных желёз (надпочечников, яичников, гонад) единичны (19,2(. Наибольший опыт в этом направлении накоплен в Киевском институте эндокринологии и обмена веществ (7(, где культура клеток надпочечников используется для лечения надпочечниковой недостаточности, ревматоидного артрита, хронического гипокортицизма. Обычно эффективность трансплантации и длительность ремиссии зависят от степени иммунотолерантности, которую удается достичь в отношении имплантированной ткани или клеток. Здесь важным фактором являются условия культивирования клеток и тканей(10, 12(, а также возможность использования фетальных клеток, имеющих слабо экспрессированные комплексы главных антигенов гистосовместимости (МНС-( и МНС-(() (6(.

Целью нашей работы было получение функциональноактивной органной культуры надпочечников, семенников, яичников новорождённых поросят.

Материалы и методы. В качестве источника органной культуры нами были использованы эндокринные железы новорождённых поросят (не более 12 часов с момента рождения). Органные культуры были получены с использованием общепринятого метода (3(, адаптированного к нашим условиям. В культуральной среде определяли кортизол, тестостерон, эстрадиол и прогестерон радиоиммунологическим методом с применением наборов Стерон – К – 125( – М, РИА – тестостерон – ПР, РИА – прогестерон – ПР, РИА – эстрадиол – ПР. Для гистологического исследования культивированную ткань фиксировали в 10% формалине. Среды окрашивали гематоксилином и эозином.

Результаты и их обсуждение. Полученные нами органные культуры были функционально активны в течение всего эксперимента (7‑12 суток). В среде определялся кортизол, тестостерон, эстрадиол и прогестерон (рис. 1). Как видно из представленных данных, содержание гормонов в культурной среде поддерживалось на уровне нормальных значений, характерных для плазмы крови здорового человека, несмотря на очень низкий уровень эмбриональной телячьей сыворотки (1%). Необходимо отметить, что концентрация кортизола снижается в течение первых суток в 5,7 раза и в дальнейшем в течение 12 суток поддерживается практически постоянной с небольшими колебаниями. 

[image: image17.wmf]Кортизол

0

50

100

150

200

250

300

350

1с

2с

5с

8с

12с

нМ/л

[image: image18.wmf] 

Тестостерон

0

5

10

15

20

25

1с

2с

3с

5с

7с

нМ/л


[image: image19.wmf] 

Прогестерон

0

2

4

6

8

10

12

1с

2с

3с

5с

7с

нМ/л

[image: image20.wmf] 

Эстрадиол

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

1с

2с

3с

5с

7с

нМ/л


Рис. 1. Концентрация в нМ/л кортизола, тестостерона, прогестерона, эстрадиола в культуральной среде при культивировании надпочечников, семенников, яичников новорождённых поросят. По оси абсцисс – сутки культивирования.

Эстрадиол и прогестерон при культивировании ткани яичника новорождённых поросят вырастает соответственно в 1,5-3 раза и 1,77-2,38 раза, несмотря на неоднократную постоянную смену среды, что, вероятно, может свидетельствовать о повышении активности процесса гормоногенеза в клетках или об увеличении количества гормонально активных клеток. В культуре семенников в течение трех суток наблюдается рост уровня тестостерона в культуральной среде и снижение его при более длительном культивировании.

Анализ полученных гистологических препаратов свидетельствует (рис. 2), что органные культуры вышеназванных стероидсинтезирующих эндокринных желёз представлены клетками паренхимы и стромы с хорошо сохраненными ядрами и цитоплазмой с признаками функциональной активности.
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Рис. 2. Культура ткани семенников (А), яичников (Б), надпочечников (В) новорождённых поросят. Окраска гематоксилин-эозин Х 120.

Таблица 1. Результаты трансплантации культуры коры надпочечников новорождённых поросят

	Группа
	Общее количество
	% выживших
	% погибших

	Контроль
	6
	100
	0

	АЭ животные
	6
	0
	100

	АЭ животные с трансплантацией
	8
	75
	25


Полученная культура ткани надпочечников тестировалась, как трансплантат для коррекции адренокортикальной недостаточности у крыс. Адреналэктомированным животным подсаживали полученную культуру в жировую ткань. Предварительные результаты представлены в табл. 1. Все АЭ животные погибли в течение 5-7 суток после операции. Из 8 животных, которым была трансплантирована органная культура коры надпочечников новорождённых поросят, погибло 2 животных в течение первых двух недель, что на наш взгляд, может быть обусловлено неудачной подсадкой трансплантата. Оставшиеся 6 животных на протяжении 25 недель нормально набирали вес.

Таким образом, представленные данные свидетельствуют, что полученная нами органная культура надпочечников и семенников обладает высокой функциональной активностью, способна длительно функционировать как трансплантат при ксеногенной подсадке у крыс.
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Эндокринная регуляция репродуктивной функции при действии радиации
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Витебский филиал НИКИ радиационной медицины и эндокринологии

Известно, что при действии малых доз ионизирующей радиации нарушения, возникающие в функциональном состоянии организма, являются результатом как прямого, так и опосредованного через нейроэндокринную систему влияния облучения. Это выражается, в том числе, и в нарушениях репродуктивной функции. Причем стойкие изменения данной системы могут наблюдаться при сравнительно низких дозах облучения (0,5 Гр). 

При оценке влияния ионизирующего излучения на отдельные звенья эндокринной регуляции необходимо учитывать, что в основе реализации биологического эффекта стероидных гормонов лежит общий механизм, который включает взаимодействие гормона с рецепторными белками цитозоля, активацию и транслокацию образовавшегося гормон-рецепторного (ГРК) комплекса в клеточное ядро с последующим взаимодействием с хроматином, реализующимся в инициации транскрипционных процессов и, наконец, в синтезе функциональных белков (1, 2(.

В русле крови основная часть стероидов находится в связанном с белками состоянии. Считают, что связывающие глобулины выполняют в организме регуляторную функцию, ограничивая поступление гормонов в ткани-мишени [3, 4]. Однако, наряду с экспериментальным подтверждением биологической инертности гормон-белковых комплексов, имеются сведения, указывающие на активную роль связывающих глобулинов крови. 

Нарушения обеспечения организма половыми стероидами ведет к развитию широко известных патологических состояний [5, 6]. При достаточной выраженности клинических симптомов, с которыми обычно связано нарушение биосинтеза и секреции половых стероидов, диагноз этих заболеваний не вызывает затруднений и находит подтверждение в изменении циркулирующих концентраций гормонов. Учитывая тот факт, что концентрация гормонов в крови не всегда является достаточным критерием физиологической нормы [3, 7, 8], необходимо изучать особенности гормон-белковых взаимодействий в организме в процессе формирования репродуктивной функции, так как даже очень тонкие нарушения, индуцированные ионизирующей радиацией в различных звеньях нейроэндокринной системы: нарушение механизмов поступления гормонов в кровь, изменение их транспорта могут повлечь за собой глубокие изменения в ее функционировании. Однако диагностика небольших сдвигов гормонального баланса в организме при незначительном отклонении содержания половых стероидов от нормы, остается сложной проблемой. В этой связи особенно актуальной становится задача разработки чувствительных способов ранней диагностики нарушений в системе эндокринной регуляции репродуктивной функции.

Было обследовано 60 человек подвергшихся воздействию ионизирующей радиации различной интенсивности (группы: I – контроль; II- от 10 до 50 сГр на щитовидную железу; III – свыше 50 сГр на щитовидную железу). Клинические исследования у пострадавшего населения показали высокую гинекологическую заболеваемость, с преобладанием гормон-зависимой патологии, выраженной в нарушениях менструаль​ной функции.

Следует отметить, что у основной части обследованных содержание гормонов находилось в границах общепринятой нормы, однако результаты изучения стероид-транспортной способности крови свидетельствуют об её изменении (Р<0,05) у женщин с дозой облучения щитовидной железы свыше 50 сГр, постоянно проживающих в районах с радионуклидным загрязнением местности. 

Таким образом, у женского населения, проживающего в условиях хронического лучевого воздействия, наибольшему изменению подвержены гормон-транспортные системы сыворотки крови.

В эксперименте на лабораторных животных установлено, что внешнее острое гамма-облучение в дозах 0,5 и 1,0 Гр вызывает в цитоплазме клеток гормонокомпетентных органов (матка и печень) самок крыс количественные и качественные дозозависимые изменения эстроген- и прогестин-рецепторного взаимодействия, проявляющиеся в увеличении сродства рецептора к гормону (Ка), уменьшении мест специфического связывания и снижении акцепции ЭРК и ПРК ядрами гепатоцитов.

Таблица. Взаимодействие эстрадиола и прогестерона с транспортными белками крови (M(m)

	Группа
	Содержание стероида в крови (%)

	
	Эстрадиол
	Прогестерон

	
	связанное
	свободное
	связанное
	свободное

	I
	94,1(2,1
	5,1(0,6
	93,0(1,6
	6,5(1,0

	II
	92,1(3,0
	7,3(0,9
	89,8(2,2
	7,1(1,3

	III
	86,1(3,1(
	11,3(2,4(
	85,0(4,1(
	9,7(1,9(


Примечание: ( – статистически значимые различия по сравнению с группой I (Р(0,05).

Следует подчеркнуть, что степень изменений гормон-рецепторного взаимодействия в матке и печени при действии малых доз внешнего острого и хронического облучения более выражена у неполовозрелых животных, чем у взрослых, что свидетельствует о большей их радиочувствительности.

Учитывая, что щитовидная железа получила наибольшую дозу облучения, и то, что половые гормоны принимают в определенной мере участие в регуляции синтеза тиреотропного гормона, можно предполагать возможность и в будущем значительного вклада в развитие нарушений репродуктивной функции прогрессирующей патологии щитовидной железы.

Таким образом, полученные экспериментальные данные свидетельствуют о существенном влиянии малых доз облучения на образование половых гормонов, их транспорт в крови и рецепцию в гормонзависимых и гормонрезистентных органах и тканях. В равной степени эти изменения выявляются и при нахождении экспериментальных животных на радиоактивно загрязненной территории. 

Обследование девочек-подростков, проживающих в регионах, подвергшихся радиоактивному загрязнению после аварии на ЧАЭС, также подтверждает возникновение различного характера нарушений репродуктивной функции и гормонального баланса, что свидетельствует о высокой чувствительности репродуктивной системы к облучению и развитию в ней различного характера нарушений, прежде всего связанных с нарушением гормональных регуляторных процессов, что необходимо учитывать в прогнозируемых оценках и на последующие годы.

Если экстраполировать данные, полученные в эксперименте на лабораторных животных при их хроническом облучении, на жительниц регионов, пострадавших в результате Чернобыльской катастрофы, то можно прогнозировать ряд системных изменений, к которым могут привести изменения уровня половых гормонов и их клеточной рецепции: антропометрические и анатомоморфологические изменение (высокорослость, узкий таз, гипоплазия матки) – отсюда проблема фертильности, бесплодия, выкидыши в ранние сроки; раннее старение, а также другие проблемы, которые в настоящее время требуют углубленных исследований. Причем, эти проблемы касаются не только женщин фертильного возраста, но и детей и подростков, проживающих в районах с повышенным радиационным фоном, а также I поколение от облученных родителей.
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Неспецифические адаптационные реакции 
у девочек-подростков, пострадавших в результате катастрофы на чаэс

Г.И. Наумова

Витебский филиал НИКИ радиационной медицины и эндокринологии

В результате катастрофы на ЧАЭС повысился радиационный фон и население оказалось в условиях хронического действия ионизирующей радиации в малых дозах, что привело к нарушению адаптационных процессов [4, 5].

Объектом настоящего исследования послужили 263 девочки 15‑18 лет, которые были разделены на 2 группы: основная – 198 человек, проживающих в районах, загрязненных радионуклидами в результате аварии на ЧАЭС, и контрольная – 65 подростков из условно «чистых» районов Белоруссии. Всем пациентам по данным прямого измерения произведена реконструкция индивидуализированных доз внутреннего облучения щитовидной железы (ЩЖ). Их уровень у обследованных девочек из загрязненных радионуклидами территорий находился в пределах от 0,002 до 3,0 Гр (среднее значение 0,97±0,06 Гр). В этой группе с учетом индивидуализированных доз облучения ЩЖ все подростки были распределены на 3 подгруппы: до 0,5 Гр – 69 человек, где средняя доза внутреннего облучения ЩЖ 0,16±0,02 Гр; 0,5 – 1,0 Гр – 62 девочки при средней дозе 0,75±0,03 Гр и более 1,0 Гр – 67 пациентов со средним значением дозы 1,92±0,05 Гр. В контрольной группе уровень индивидуализированных поглощенных доз внутреннего облучения ЩЖ находился в пределах от 0 до 0,02 Гр и в среднем составил 0,01±0,002 Гр. Среди обследуемых основной группы уровень накопления радионуклидов цезия-137 в организме на момент поступления определялся в пределах от 3,84 до 315 Бк/кг и в среднем составил 28,51±3,67 Бк/кг. Пациентов с уровнем активности цезия-137 более 100 Бк/кг было 17 человек, и они составили отдельную подгруппу с инкорпорацией радионуклидов, со средним значением 252,34±50,31 Бк/кг. В контрольной группе уровень удельной активности цезия-137 колебался от 3,84 до 19,20 Бк/кг и в среднем составил 10,56±0,60 Бк/кг. Пациентки основной группы в подавляющем большинстве – 183 человека (92,42%) проживали в районах Могилевской области с плотностью контаминации по цезию-137 до 185 кБк/м2. Отдельно рассматривалась подгруппа из 15 (7,58%) девочек, проживающих на территории с плотностью радиоактивного загрязнения от 185 до 555 кБк/м2. Согласно приказу № 122 от 13 апреля 1999 года «О совершенствовании диспансеризации населения, пострадавшего от катастрофы на ЧАЭС» все обследованные нами пациенты подразделялись на лиц, эвакуированных или самостоятельно покинувших зону эвакуации в 1986 году (группа 2) – 12 (6,06%) девочек-подростков; лиц, проживавших в зонах первоочередного и последующего отселения, а также отселенные или самостоятельно выехавшие из этих зон после катастрофы (группа 3) – 60 (30,30%) человек и лиц, проживающих в зонах с правом на отселение и периодическим радиационным контролем, и жители других населенных пунктов, где эквивалентная доза облучения превышает 1 мЗв в год (группа 5) – 90 (45,45%) девочек. Дополнительно выделены: лица, постоянно проживающие в г. Могилеве, но выезжающие на лето в контаминированные районы, – 36 (18,19%) подростков (условно нулевая группа, так как в приказ не входят) и лица, проживающие в условно «чистой» Витебской области, – 65 пациентов (условно восьмая группа, так как в приказ не входят).

Известно, что устойчивость организма к экзогенным и эндогенным влияниям в значительной степени зависит от функционального состояния гипоталамо-гипофизарно-адреналовой системы, а в конечном итоге – от степени активации коры надпочечников [2]. Наблюдающаяся при этом повышенная продукция кортикоидов считается защитной и восстановительной реакцией, которая позволяет поддерживать резистентность организма к стрессу [3]. В связи с этим, нами была изучена базальная концентрация кортизола у лиц основной и контрольной групп с целью определения уровня напряженности регуляторных и адаптационных систем организма под влиянием ионизирующей радиации в совокупности с психогенным влиянием. В результате исследований определена базальная концентрации кортизола у лиц основной – 304,95±19,28 и контрольной – 265,97±12,23 групп. Достоверных различий в содержании кортизола между ними не выявлено, а концентрация гормона находилась в рамках общепринятой нормы (Р>0,05). Так как каждый действующий на организм человека фактор обладает качеством, определяющим специфику его действия, и количеством, определяющим неспецифическую сторону его действия, и, следовательно, характер развивающейся неспецифической реакции. Специфические изменения накладываются на общий неспецифический фон [1, 5]. Учитывая механизм, определяющий адаптационное функционирование организма в экстремальных условиях [1], нами были изучены общие неспецифические адаптационные реакции: стресс (С), тренировка (Т), спокойная (СА) и повышенная (ПА) активация и переактивация (ПА). Сложные нейроэндокринные изменения, характеризующие каждую из неспецифических адаптационных реакций, имеют определенное отражение в морфологическом составе белой крови. В связи с этим (Л.Х. Гаркави и др., 1990 г.) предложили определять типы реакции по процентному содержанию лимфоцитов в лейкоцитарной формуле. Основное соотношение для характеристики реакций – между числом лимфоцитов и сегментоядерных нейтрофилов (Лф/Сн) – имеет наибольшую величину при переактивации – >0,90 и ПА – 0,71 – 0,90, далее в убывающем порядке СА – 0,51 – 0,70, Т – 0,31 – 0,50, С – <0,30, а также между числом лимфоцитов и нейтрофилов (Лф/Нф). Данные характеризуют тип реакции лишь при отсутствии признаков перенапряжения реакции. Признак напряженности реакции – процентное содержание лимфоцитов. Согласно литературным данным [1], повышение числа моноцитов для каждой реакции свидетельствует о достижении ее верхней границы. 

Таблица 1. Данные гематологических адаптационных реакций у девочек-подростков в зависимости от дозы внутреннего облучения щитовидной железы I131
	Доза внутреннего облучения щитовидной железы (Гр)
	Лф/Сн
	Лф/Нф
	Дисгармоничные реакции (%)

	0-0,002
	0,37±0,02
	0,36±0,02
	24,62

	0,002-0,50
	0,60±0,04*
	0,59±0,04*
	11,94

	0,50-1,0
	1,08±0,37*
	0,98±0,30*
	16,13

	>1,0
	0,86±0,29*
	1,53±0,77*
	13,04


Примечание: * – достоверные различия с группой 0 – 0,002 Гр (Р<0,05).

Анализируя полученные данные, мы пришли к выводу, что соотношения Лф/Сн, Лф/Нф в основной группе были соответственно 0,81±0,14 (ПА), 1,03±0,30 (П) и контрольной – 0,37±0,02 (Т), 0,36±0,02 (Т). Дисгармоничные реакции в основной группе наблюдались в 13,64% и в контрольной – 24,62% случаев. Следовательно, в контрольной группе РТ у ¼ части пациенток идет по дисгармоничному типу. Данные гематологических адаптационных реакций в зависимости от радиационного анамнеза представлены в табл. 1–4. 

Таблица 2. Данные гематологических адаптационных реакций у девочек в зависимости от удельной активности инкорпорирован​ного Cs137
	Уровень накопления радионуклидов 
цезия-137 (Бк/кг)
	Лф/Сн
	Лф/Нф
	Дисгармоничные реакции (%)

	<19,20
	0,37±0,02
	0,36±0,02
	24,62

	19,20 – 100,0
	0,82±0,15*
	1,06±0,32*
	14,37

	>100,0
	0,62±0,07*
	0,61±0,07*
	5,88



Примечание: * – достоверные различия с группой <19,20 Бк/кг (Р<0,05).

Таблица 3. Данные гематологических адаптационных реакций у обследованных в зависимости от группы учета

	Группа учета
	Лф/Сн
	Лф/Нф
	Дисгармоничные реакции (%)

	0
	0,70±0,06*
	0,66±0,06*
	30,43

	2
	0,83±0,25*
	0,78±0,20*
	66,67

	3
	0,90±0,29*
	0,81±0,23*
	16,67

	5
	0,60±0,06*
	0,59±0,05*
	2,22

	8
	0,37±0,02
	0,36±0,02
	24,62


Примечание: * – достоверные различия с 8 группой (Р<0,05).

Таблица 4. Данные гематологических адаптационных реакций у пациенток в зависимости от плотности контаминации районов проживания по Cs137
	Плотность загрязнения (кБк/м2)
	Лф/Сн
	Лф/Нф
	Дисгармоничные реакции (%)

	<37,0
	0,37±0,02
	0,36±0,02
	24,62

	37,0 – 185,0
	0,70±0,09*
	0,67±0,07*
	14,21

	185,0 – 555,0
	0,64±0,10*
	0,61±0,10*
	6,67


Примечание: * – достоверные различия с группой <37,0 кБк/м2 (Р<0,05).

Из представленных данных следует что, изменения неспецифических гематологических адаптационных реакций чаще всего наблюдались у девочек-подростков 3 группы наблюдения, что требует проведения корригирующей терапии.
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Свободные аминокислоты в регуляции метаболизма

Л. И. Нефёдов

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Аминокислоты являются важнейшими соединениями, участвующими в метаболизме азота, и представлены в жидкостях и тканях человека и животных широким спектром родственных по химической структуре веществ. Транспорт, промежуточный обмен, синтез и утилизация соединений этого класса унифицированы по основным метаболическим реакциям. Непосредственно из аминокислот синтезируются структурные белки, ферменты, некоторые гормоны, пурины и пиримидины, порфирины, ряд низкомолекулярных компонентов, входящих в состав липидов, являющихся предшественниками биогенных аминов и других биологически активных соединений. Аминокислотам принадлежит связующая роль в интеграции основных метаболических потоков промежуточного обмена веществ (гликолиз, глюконеогенез, липолиз, липогенез, цикл трикарбоновых кислот). Часть аминокислот катаболизируется, участвуя в процессах энергообеспечения [1]. 

Известно, что в организме млекопитающих 75% внутриклеточного фонда свободных L-аминокислот формируется в процессе эндогенного протеолиза и лишь 25% – за счёт экзогенного поступления с продуктами питания. Кроме того, доказано, что практически все L‑аминокисло​ты могут образовываться из соответствующих (-кетокислот [2]. Поэтому биологическая значимость L-аминокислот далеко не исчерпывается свойствами абсолютно или относительно незаменимых нутриентов и должна рассматриваться также с позиций модифицирующего действия этих соединений на метаболические процессы [3]. 

Так, доказано, что уровни свободных L-аминокислот и их дериватов являются важнейшими регулирующими факторами процессов биосинтеза белка, концентраций высокоактивных биологических субстанций (медиаторы, гормоны), активностей ключевых реакций обмена веществ и функционального состояния органов и систем [4]. Продемонстрировано, что эндогенная концентрация свободных аминокислот в жидкостях и тканях (аминокислотный пул или фонд соответственно) организма является информативным показателем при патологических состояниях, сопровождающихся развитием метаболического дисбаланса (как клинических, так и воспроизведенных в эксперименте), и существует более чем достаточно доказательств в пользу того, что аминокислоты относятся к соединениям, на основе которых могут быть разработаны новые эффективные лекарственные препараты направленного метаболического действия [5]. 

Однако на практике многочисленные биологические свойства L‑аминокислот эксплуатируются главным образом с позиций восполнения нутриентного и функционального дефицита или для реализации неспецифических фармакологических эффектов в качестве средств метаболитной терапии [6]. При этом практически не учитывается регуляторное действие этих соединений на метаболические процессы и ключевые реакции обмена веществ в качестве средств целенаправленной метаболической (патогенетической) терапии, целью которой является устранение метаболического дисбаланса или адаптация обмена веществ к конкретной патологической ситуации [7]. 

Под регуляторным действием понимают действие аминокислот на метаболические процессы и жизненно важные функции, которое проявляется при эндогенных или близких к ним концентрациях этих соединений в физиологических жидкостях и тканях. Получить регуляторный эффект от введения L-аминокислот можно, применяя либо отдельные L‑аминокислоты, либо их композиции в химически чистом виде [8]. 

Именно такой подход позволяет в полной мере реализовать свойства аминокислот в качестве средств метаболической терапии и разработать на их основе новые эффективные лекарственные препараты, которым свойственны практически полное отсутствие побочных эффектов, возможность длительного приёма, усиления полезных эффектов других лекарственных препаратов и препятствие проявлению их побочного действия, а также адаптогенные эффекты в отношении вредных факторов окружающей среды), т.е. реализовать основные принципы и способы метаболической терапии [9].

Приоритетные разработки в этой области основаны на результатах многолетних фундаментальных исследований и прикладных разработок Института биохимии НАН Беларуси. Нами теоретически обосновано и экспериментально доказано, что уровни свободных аминокислот физиологических жидкостей и тканей являются важнейшим интегральным показателем метаболизма, что позволило разработать собственную стратегию применения отдельных L-аминокислот или их композиций для целенаправленной коррекции обмена веществ при конкретных заболеваниях, а также расширить область практического использования этих соединений в качестве новых лекарственных препаратов. В состав таких композиций в определённых соотношениях могут входить практически любые L-аминокислоты, их структурные аналоги или производные с известным механизмом действия [10].

Указанная стратегия уже нашла подтверждение своей правильности в результатах фундаментальных исследований, позволивших обосновать доклинические и клинические испытания новых способов метаболической терапии и зарегистрировать новые отечественные лекарственные препараты гепато- и радиопротекторного («таурин»), иммуномодуляторного и иммунокорректорного («лейцин»), противоопухолевого («деглутам»), нейроэффекторного, антиоксидантного и радиопротекторного («тавамин»), антинаркотического и снотворного («триптофан») действия [11]. 

Синтез и технология получения высокоочищенных L-аминокислот ИФОХ НАН Беларуси, наличие перспективной базы по их производству на строящемся Гродненском (г. Скидель) заводе медпрепаратов позволяют реализовать результаты фундаментальных исследований и разработки ИБХ НАН Беларуси в области создания на основе аминокислот новых эффективных лекарственных препаратов для терапии злокачественных новообразований и иммунодефицита, печёночной и почечной недостаточности, адаптационного синдрома, стрессовых и астенических состояний, заболеваний сердечно-сосудистой системы, интоксикаций, поражений центральной нервной системы, психоневрологических расстройств, расстройств сна, депрессий, алкоголизма и наркоманий, задержки физического и умственного развития, нарушений интеллекта и при старческом слабоумии, в периоде реконвалесценции после нарушений мозгового кровообращения, лучевых поражений [9-11].

Список литературы
1. Amino Acids / Ed. Lubec C., Rosental J.A. – N.Y.: Escom, 1990.– 1196 p. 

2. Bender D.A. Amino Acid Metabolism. – N.Y.: J. Willey & Sons, 1975.– 234 p. 

3. Нефёдов Л.И. // Автореф. дис. ... д-ра мед. наук.– Минск, 1993.– 34 с.

4. Erderman R., Meririon J. The Amino Revolution.– N.Y., 1989.– 234 p.

5. Amino Acids And Their Derivatives / Ed. V.Soldatov, L.Nefyodov. – Proc. Internat. Symp. – 1996, Grodno.– 125 p.

6. Курбат Н.М., Станкевич П.Б. Рецептурный справочник врача.– Минск, 1999.– 397 с.

7. Нефёдов Л.И. и др. // Весцi НАН Беларуси. – Сер. биол. наук.– 1998.– №4.– С.62-70.

8. Biological activity and transport of drugs / Ed. L.Nefyоdov.– Proc. Internat. Symp.– 1999.– Grodno.– 189 p.

9. Нефёдов Л.И. // Сб. науч. тр. «Биохимические аспекты жизнедеятельности биологических систем» / Под общ. ред. Л.И. Нефёдова. – Гродно: ГрГУ, 2000. – С.212‑219.

10. Нефёдов Л.И. Таурин.– Гродно, 1999.– 140 с.

11. Нефёдов Л.И. Состояние готовности передачи результатов научно-исследовательских разработок для промышленного производства лекарственных препаратов на основе аминокислот для Гродненского (г.Скидель) завода медпрепаратов // Доклад на заседании Комиссии Парламентского Собрания Союза Беларуси и России, Минск, 13 июля 1999 г.

УДК 591.444:613.648

Тиреоидный статус у крыс после однократного внешнего радиационного облучения

З.В. Нецецкая 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Длительное время щитовидная железа (ЩЖ) считалась радиорезистентным органом [1,2], что основывалось на отсутствии эффекта со стороны ее секреторной функции, а также быстрой регенерацией ее эпителия [11,12], однако значительное увеличение случаев патологии ЩЖ в послечернобыльский период – аутоиммунный тиреоидит, рак ЩЖ [3,10] – вызывает необходимость пересмотреть данное положение. Причем наибольший интерес представляет внешнее облучение, поскольку показано, что ЩЖ в 5 раз [9] более чувствительна к внешнему, чем к внутреннему облучению. Работы, посвященные изучению чувствительности процессов гормоногенеза к ионизирующему облучению, весьма разноречивы и немногочисленны. Показано, что однократное внешнее облучение в дозе 1 Гр крыс на 35-й день их жизни вызывает стабильные структурные и функциональные нарушения в щитовидной железе [5], что проявляется через полгода–год снижением концентрации тироксина (Т4) в крови и развитием гипотиреоза [6]. Данные, полученные Мизиной Т.Ю. [4], свидетельствуют о гиперфункции ЩЖ и повышении уровня Т3 и Т4 через 1 сутки, а также 3-6 месяцев после облучения в дозах 0,1-1 Гр и снижении функциональной активности ЩЖ лишь к 12 месяцам после однократного внешнего облучения. С другой стороны, определение уровня тиреоидных гормонов в плазме крови крыс в течение 28 суток после внешнего облучения в дозе 1, 3 и 6 Гр позволяет авторам [7] заключить, что ЩЖ обладает высокой устойчивостью к радиационному воздействию.

Целью нашего эксперимента явилось изучение тиреоидного статуса у крыс в острую фазу после внешнего ионизирующего облучения в малых и больших дозах.

Материалы и методы. Эксперименты были проведены на белых крысах-самках «Wistar» массой 120-150 г. Внешнему облучению крыс подвергали на установке Агат-РМ (60Со). Поглощенные дозы составили 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 Гр при постоянной мощности 0,64 Гр/мин. Животных декапитировали через 24 часа после облучения. В сыворотке крови определяли содержание тироксина (Т4) и трийодтиронина (Т3) с помощью радиоиммунологических наборов РИО-Т4-ИПР и РИО-Т3-ИПР (ХОП ИБОХ НАНБ). Об активности свободнорадикального окисления судили по уровню соединений, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК РС) в плазме крови и печени. Определялись как базальный уровень ТБК РС, так и в условиях спонтанной активации ПОЛ (инкубация 60 минут при 37°С).

Результаты и обсуждение. Как видно из представленных данных (рис. 1), через сутки после облучения сохраняется значительная активация процессов свободнорадикального окисления в тканях крыс. Базальный уровень стабильных альдегидных продуктов ПОЛ, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, повышен в 1,45-3,12 раза в печени облучен​ных крыс по сравнению с ложнооблученным контролем. Спонтанная активация ПОЛ характеризуется значительной наработкой продуктов перекисного окисления липидов, как у экспериментальных, так и у контрольных животных. Уровень ТБК РС в плазме крови всех групп животных не отличается от контроля (1,46+0,88 мкМ/мл плазмы). В условиях выраженной активации окислительного стресса нами обнаружено значительное изменение тиреоидного статуса у облученных животных. 
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Рис. 1. А – Концентрация ТБКРС (мкМ/г белка) в печени крыс; светлые столбики – базальный уровень, тёмные столбики – спонтанная активация ПОЛ; Б – концентрация ТБКРС (мкМ/мл плазмы) в плазме крови крыс. По оси абсцисс поглощённая доза в Гр.; К – ложнооблучённый контроль.

Содержание биологически активного Т3 в плазме крови не изменяется (рис. 2), независимо от дозы облучения. 
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Рис. 2. Концентрация тироксина (нМ/л), трийодтиронина (нМ/л) и соотноше​ние Т3/Т4 в плазме крови облучённых животных. По оси абсцисс – доза в Гр.

Однако концентрация тироксина достоверно снижается у всех экспериментальных животных в 1,21–1,93 раза по сравнению с контролем как при облучении малыми, так и большими дозами, причем наиболее выражено при дозе 0,25 Гр и 5,0 Гр.

Поскольку уровень Т4 в плазме является интегральным показателем, характеризующим как биосинтез тиреоидных гормонов в ЩЖ, так и их катаболизм в тканях-мишенях, однозначно нельзя исключить, что снижение содержания Т4 может быть обусловлено повышением периферического деиодирования тироксина [8] и увеличением внутриклеточного содержания Т3. Правда, в этом случае смущает отсутствие дозозависимости. Если исходить из положения, что основным синтезируемым в тироцитах гормоном является Т4, то выраженное снижение его в плазме может быть обусловлено снижением биосинтетических процессов в ЩЖ. Однако данных, однозначно характеризующих влияние малых доз внешнего облучения на процессы поглощения и органификации иода в клетках ЩЖ, мы не встречали. Соотношение Т3/Т4 не изменяется у животных, получавших малые дозы радиационного облучения (0,25‑1,0 Гр), что свидетельствует о состоятельности тиреоидного статуса у этих животных. Однако Т3/Т4 повышается в 1,97–3,3 раза у животных, получавших 2 и 5 Гр, правда, это повышение не достоверно из-за большого разброса данных в группе.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что общее облучение организма как в малых, так и в больших дозах сопровождается значительным изменением тиреоидного статуса у крыс, что однозначно свидетельствует о выраженной чувствительности метаболизма тиреоидных гормонов к внешнему облучению. Однако является ли это следствием активации катаболизма тиреоидных гормонов или нарушением гормоногенеза в ЩЖ, нам предстоит еще ответить.
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Влияние доноров оксида азота и 
блокаторов NO-ергической системы 
на кислородзависимые процессы 
при моделировании циркуляторной гипоксии головного мозга

Н.И. Нечипуренко, А.Р. Гаврилова, Н.Ю. Щербина, Э.П. Титовец 
НИИ неврологии, нейрохирургии и физиотерапии МЗ РБ
Цереброваскулярные заболевания ишемического генеза имеют тенденцию к росту, омоложению, сопряжены с тяжелым клиническим течением, высокими показателями инвалидности и смертности, что позволяет отнести их к одной из наиболее актуальных проблем патофизиологии и неврологии.

В настоящее время в патогенезе ишемии головного мозга (ГМ) и в раннем постишемическом периоде рассматриваются механизмы повреждения нервных клеток, связанные с нейротоксичностью глутамата, опосредованной монооксидом азота (NO) [6]. Повышенная продукция NO во время ишемии может иметь как отрицательное за счет возрастания образования свободнорадикальных продуктов, в частности пероксинитрита, так и положительное влияние на течение и исход ишемии [4]. Последнее связано с тем, что NO оказывает вазодилататорный эффект на мозговые сосуды и может вызывать ретроградную блокаду NMDA-рецепторов [7].

Использование доноров NO и ингибиторов NO-синтазы (NOS) при моделировании фокальной ишемии и инфаркта ГМ приводит к неоднозначным, порой несопоставимым результатам [3, 8, 9]. Не изучен также вопрос об адекватном вкладе NO в поддержание прооксидантно-антиоксидантного равновесия организма при церебральной ишемии. Все вышеизложенное и определило цель нашей работы, которая заключалась в изучении параметров дыхания и транспорта кислорода в корковых отделах ГМ и некоторых показателей перекисного окисления липидов (ПОЛ) в крови при моделировании на кроликах локальной ишемии ГМ (ЛИГМ) в остром эксперименте в условиях модуляции NO‑ергической системы.

Локальную ишемию ГМ создавали путем билатеральной окклюзии сонных артерий на 3 ч под внутривенным тиопенталовым наркозом (50-70 мг/кг). Выполнены следующие экспериментальные серии: 1) ЛИГМ, контроль (8 кроликов); 2) ЛИГМ, введение ингибитора NOS – N-нитро-L-аргинин-метил-эстера (L-NAME) в дозе 5 мг/кг (6); 3) ЛИГМ, инфузия L-NAME в дозе 10 мг/кг (5); 4) ЛИГМ, введение донора оксида азота L-аргинина в дозе 20 мг/кг (6); 5) ЛИГМ, инфузия L-аргинина в дозе 50 мг/кг (6). L-NAME и L-аргинин разводили физиологическим раствором и вводили внутривенно за 15 мин до окклюзии сонных артерий.

Фрезевое отверстие диаметром 9 мм (соответственно диаметру измерительного электрода) накладывали на левую теменную область латеральнее сагиттального синуса. Измерения проводили на поверхности мозга в исходном состоянии, в момент окончания трехчасовой ЛИГМ и через 2 ч после восстановления кровотока по сонным артериям. 

Параметры дыхания и транспорта кислорода исследовали по методу [5]. В качестве измерительного использовали стандартный кларковский электрод с диаметром платинового катода 20 мкм. Регистрировали полную кинетическую кривую поглощения кислорода (в каждом состоянии измерения повторяли 3-5 раз). Калибровку электрода выполняли в начале эксперимента по 2 точкам: максимальное значение определяли по атмосферному воздуху, в котором парциальное давление кислорода рассчитывали в зависимости от общего барометрического давления и температуры, нулевое парциальное давление кислорода получали в азоте. В блок-схему для изучения массопереноса кислорода входили полярограф, аналогоцифровой преобразователь и персональный компьютер. Изучали следующие показатели: V150 – максимальная скорость тканевого дыхания при парциальном давлении кислорода 150 мм рт. ст., V50 – скорость тканевого дыхания при давлении кислорода 50 мм рт.ст., К – эффективная константа транспорта кислорода в тканях. Данные обрабатывали на персональном компьютере с использованием программ Exсel и T-Curve.

В крови, взятой из яремной вены, определяли некоторые показатели ПОЛ: содержание первичных продуктов ПОЛ – диеновых конъюгатов (ДК) в плазме крови [1] и активность антиоксидантного фермента глутатионпероксидазы (ГП) в гемолизатах эритроцитов, исходя из расчета на мл крови [2].

К моменту окончания трехчасовой ЛИГМ на фоне окклюзированных сонных артерий наблюдалось статистически достоверное снижение эффективной константы транспорта кислорода К и скорости тканевого дыхания V, что свидетельствует о существенном снижении энергетического обмена в коре ГМ при данной патологии. Через 2 ч после восстановления кровотока по сонным артериям отмечалось увеличение изученных параметров массопереноса кислорода. При предварительном введении ингибитора NOS L-NAME в дозе 5 мг/кг эффективная константа скорости К в ишемическом периоде уменьшалась в такой же степени, как в предыдущей серии, однако в постишемическом периоде сохранялись низкие значения показателей массопереноса кислорода. Инфузия L-NAME в дозе 10 мг/кг не меняла динамики транспорта кислорода и дыхательной активности ГМ во время церебральной ишемии, но спустя 2 ч после восстановления кровотока V150, V50 и К приближались к исходным значениям. Введение L-аргинина в дозе 20 мг/кг не приводило к каким-либо позитивным сдвигам динамики транспорта кислорода и дыхательной активности коры ГМ во время ишемии и в раннем постишемическом периоде. В то же время инфузия L-аргинина в дозе 50 мг/кг кардинально меняла состояние показателей массопереноса кислорода, не приводя к снижению эффективной константы скорости К, то есть не снижая интенсивности тканевого дыхания во время ишемии. В постишемическом периоде К и V не достигали исходных значений.

При моделировании трехчасовой церебральной ишемии и в раннем постишемическом периоде выявлена тенденция к повышению содержания первичных продуктов ПОЛ – ДК и активности ГП. Введение L‑NAME в дозе 5 мг/кг приводило к снижению уровня ДК при сохранившейся тенденции к возрастанию активности ГП на момент окончания трехчасовой ишемии. Через 2 ч после восстановления кровотока по сонным артериям изученные показатели практически не отличались от исходных значений. Инфузия L-NAME в дозе 10 мг/кг при церебральной ишемии привела к незначительному повышению содержания ДК и уменьшению активности ГП; в постишемическом периоде уровень ДК был значительно ниже, чем в контрольной группе. Введение донора оксида азота L-аргинина в дозах 20 и 50 мг/кг предотвращало повышение содержания ДК во время ЛИГМ, установленное в контрольной группе. При этом отмечалась тенденция к снижению активности ГП. В то же время в постишемическом периоде наблюдалось существенное падение уровня ДК в плазме крови на фоне нормализации активности антиоксидантного фермента.

Таким образом, локальная церебральная ишемия приводит к значительному ухудшению параметров массопереноса кислорода в коре ГМ с относительным восстановлением скорости тканевого дыхания и константы транспорта кислорода в раннем постишемическом периоде. Выявлена тенденция к активации прооксидантных и антиоксидантных реакций ПОЛ во время ишемии и реперфузии. Предварительное введение до ишемии ГМ ингибитора NOS L-NAME в разных дозах не оказывало позитивного влияния на параметры транспорта кислорода в корковых отделах во время ишемии, ухудшая динамику массопереноса кислорода при реперфузии. Увеличение дозы L-NAME приводило к дисбалансу про- и антиоксидантных реакций ПОЛ во время ишемии. Использование донора NO – аминокислоты L-аргинина в дозе 50 мг/кг оказывает благоприятный эффект на состояние реакций ПОЛ, интенсивность тканевого дыхания и скорость транспорта кислорода во время ишемии, что может свидетельствовать о возможном влиянии NO не только на мозговое кровообращение, но и на процесс церебральной оксигенации. 
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Роль бифидобактерий в механизме противоопухолевой резистентности макроорганизма

Г.И. Новик, Н.И. Астапович 

Институт микробиологии НАНБ, Минск

Злокачественные новообразования остаются глобальной проблемой человечества. Актуальность проблемы возрастает в связи с прогрессивным увеличением в течение ХХ столетия заболеваемости и смертности от рака в большинстве регионов мира. По данным ВОЗ к 2020 году в мире будет регистрироваться 20 миллионов новых раковых больных в год. Одним из приоритетных направлений онкологии является развитие исследований в области химиотерапии, выявление механизмов лекарственной устойчивости опухолей, изыскание новых противоопухолевых средств синтетического и природного происхождения, способных специфически взаимодействовать с белками, контролирующими пролиферацию и метастазирование, а также выяснение клеточных, молекулярных и системных механизмов противоопухолевой резистентности организма, разработка и внедрение в практику здравоохранения новых противоопухолевых вакцин, рекомбинантных препаратов цитокинов и других методов биотерапии рака (из Резолюции 2-го съезда онкологов стран СНГ, г. Киев, 2000 г.).

Известно, что состояние микробной экологии организма человека и животных играет важную роль в возникновении определённых форм спонтанных и индуцированных злокачественных новообразований. При дисбалансе микробной экологии снимается иммуностимулирующий эффект представителей нормальной микрофлоры и, как следствие, снижаются возможности иммунологического контроля за возникновением и диссеминацией опухолевых клеток [1]. Бифидобактерии, как доминантные представители микробиоценоза кишечника, играют важную роль в механизме противоопухолевой резистентности макроорганизма.

В настоящее время доказано, что бифидобактерии являются активными модификаторами иммунного ответа при парентеральном и оральном путях введения. Бифидумпрепараты широко используются в качестве иммуномодуляторов, иммунопотенциирующих средств, а также для стимуляции местного и системного иммунитета пациентов [1-3]. Отмечен выраженный положительный эффект бифидумпрепаратов при различных иммунодефицитных состояниях, включая СПИД, бактериальных и вирусных инфекциях, злокачественных новообразованиях и лейкемии [1]. В качестве иммуностимуляторов и противоопухолевых препаратов используют живые или убитые нагреванием клетки бифидобактерий, клеточные фрагменты, структурные компоненты клеток, например, пептидогликан [4]. Показана достоверная регрессия опухолевого роста при введении бифидобактерий мышам с индуцированным химическими соединениями раком толстой кишки, а также с трансплантированными клетками рака желудка или меланомы [1, 5, 6]. Отмечено ингибирующее воздействие бифидобактерий на гепатому [1]. Предполагается, что механизм противоопухолевого эффекта бифидобактерий при раке желудка и печени заключается в снижении уровня диметилнитрозамина [1]. У мышей при введении бифидобактерий наблюдалась регрессия роста саркомы 180, Lewis лёгочной карциномы и Meth A фиброкарциномы [4].

В литературе приводятся данные о противоопухолевом и иммуностимулирующем действии биологически активных веществ (БАВ), продуцируемых бифидобактериями, в частности, экзополисахаридов [7-12]. Экспериментально доказано, что препараты клеточных компонентов бифидобактерий, в которых количественно преобладают полисахариды, достоверно снижают риск возникновения рака, ингибируют рост опухолей и опухолевых клеток [7-9]. Полисахариды, изолированные из клеток бифидобактерий – нейтральные полимеры, содержащие гексозы и/или диоксигексозы [10-12].

На протяжении ряда лет в нашей лаборатории совместно с Институтом иммунологии и экспериментальной терапии ПАН проводятся исследования, направленные на выделение и идентификацию экзополисахаридов бифидобактерий.

В результате экспериментов с использованием методов ультразвуковой дезинтеграции клеток, дифференциального центрифугирования, фракционирования клеток с применением ряда ионных и неионных детергентов, диализа, обработки нуклеазами и др., изолированы и очищены фракции полисахаридов, ассоциированных с поверхностью клеточной стенки B. adolescentis 94-БИМ [13]. По компонентному составу, химической структуре и иммунохимическим свойствам [14, 15] выделенные полимерные фракции отличались от полисахаридов, изолированных ранее у штаммов B. adolescentis YIT 4011 [16] и B. adolescentis M 101-4 [17]. Изолированные с поверхности клеточных стенок 
B. adolescentis 94-БИМ комплексы полисахаридов и гликопротеинов обладали ростстимулирующими и адаптогенными свойствами [18, 19].

Таким образом, анализ литературных данных и результаты собственных исследований свидетельствуют о перспективности более детального изучения роли бифидобактерий в механизме противоопухолевой резистентности макроорганизма, поиска штаммов бифидо​бактерий – продуцентов биологически активных веществ, изоляции БАВ, исследования компонентного состава и химической структуры, а также создания на их основе высокоэффективных эубиотиков нового поколения, обладающих иммуностимулирующим и противоопухолевым действием.
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Фотопротекторные свойства меланинов 
из винограда (vitis vinifera) и чёрного чая (thea sinensis) при УФ-индуцированном перекисном окислении липидов

Д.А. Новиков, В.П. Курченко, И.И. Азарко*, В.Б. Оджаев*

Кафедра биохимии, Белорусский Государственный Университет, Минск,
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УФ-излучение принято делить на три диапазона: УФ-А (320‑400 нм), УФ-В (280-320 нм), УФ-С (<280 нм). Полезные эффекты УФ и видимого света широко используются в медицине при фототерапии рахита, УФ-терапии псориаза, фотодинамической терапии опухолей. Однако УФ-излучение может выступать и в качестве патогенетического фактора, приводящего к увеличению фотоповреждений глаз и кожи (фотокератиты, эритема, старение и рак кожи, ПОЛ клеток кожи), к подавлению клеточного иммунитета [1]. Для защиты открытых участков тела человека от УФ-излучения используются кремы и мази с экранирующим и отражающим действием. Такие кремы содержат УФ‑абсор​бенты. Особое место среди них занимают меланиновые пигменты – нерегулярные биополимеры полиароматической природы. Меланины обладают свойствами стабильных свободных радикалов, выступая в роли антиоксиданта, генопротектора [2]. Целью нашей работы являлось характеристика и сравнительное изучение фотопротекторных свойств высокополимерных пигментов из винограда (Vitis vinifera) сорта «Альфа» и чёрного чая (Thea sinensis) при УФ-индуцированных процессах ПОЛ и повреждениях ДНК.

Материалы и методы. В настоящей работе были исследованы меланины, выделенные из винограда, выращенного в Республике Беларусь (сорт «Альфа») и черного чая. Экстракцию пигментов проводили 1М NaOH с последующим троекратным переосаждением HClк. Очистку пигментов вели методом гель-хроматографии на колонке 1,5х72 см с сорбентом Toyoperl HW-65 (Япония, Tojo Soda) в 0,01 н NаОН. Очищенные меланины диализовали и лиофильно высушивали. Молекулярную массу определяли методом гель-хроматографии на сорбенте Toyopearl HW-65 (1,5х72 см) в 0,01 н NaOH. В качестве стандартов масс использовали белки: БСА (64 кДа), цитохром С (12,38 кДа), пероксидазу хрена (40 кДа). Определение содержания карбоксильных групп проводили титрометрическим методом Заниса. Содержание карбонильных групп в образцах меланинов определяли методом Иордана и Витча [3]. Измерения спектров поглощения проводили на «Specord M-40». Исследование электронного парамагнетизма осуществляли на ЭПР-спектрометре «Varian E-112» (США). Определение плотности потока УФ-излучения в диапазонах: УФ-С (λ=200-280 нм), УФ-В (λ=280‑320 нм) и УФ-А (λ=320-400 нм) проводили с использованием спектрорадиометра полосового СРП-86.

Изучение фотопротекторного действия меланинов из винограда и черного чая проводили на моделях экранирования растворами пигментов различной концентрации фотоиндуцированного процесса перекисного окисления липидов и фотоповреждений плазмидной ДНК pBR-322 (НПО «Фермент», Вильнюс). 

Результаты и обсуждение. Спектры поглощения растворов меланинов из винограда и черного чая в диапазоне 400-600нм имеют форму кривой без явных максимумов и минимумов поглощения с плавным снижением оптической плотности. Коэффициенты экстинции 0,001% растворов меланинов в 0,01 н NaOH при 240, 300 и 360 нм приведены в табл. 1. Высокая интенсивность светопоглощения меланинов обусловлена наличием кислородсодержащих групп, аминогрупп, большого количества ненасыщенных двойных связей в сопряженной полиароматической структуре меланинов. 

При исследовании электронного парамагнетизма был зарегистрирован характерный для меланинов немного ассиметричный сигнал с g‑фактором, близким к g-фактору свободного электрона (2,0044 для меланина из винограда и 2,0036 для меланина из чая). Линия спектра имела слегка ассиметричную форму, среднюю между лоренцовой и гаусовой. Регистрация такого сигнала ЭПР может расцениваться как идентификационная характеристика черных и коричневых меланинов [4]. При этом не наблюдалось расщепление ЭПР-сигналов на тонкие и сверхтонкие структуры. Для меланина винограда ∆Н составила 4,0 Гс, концентрация парамагнитных центров (ПЦ) была равна 1,4x1019 спин на грамм сухого вещества, а для меланина чая эти показатели составили 6,1 Гс и 6,3х1019 спин/г соответственно, что соответствует порядку величин, приводимых другими авторами для меланинов из различных источников [5]. 

Изучение влияния длительности УФ-воздействия на меланины показало, что увеличение продолжительности УФ-облучения пигментов до 25 минут приводит к резкому росту количества ПЦ (для виноградного меланина до 6,78х1018 спин/г, а для меланина из чая до 20,11х1019 спин/г). Облучение же свыше 60 мин не ведет к дальнейшему росту числа ПЦ. Было установлено так же, что рост количества парамагнитных центров в исследуемых меланинах носит обратимый характер. 

Предполагают, что поглощенная меланинами энергия УФ и видимого излучения может рассеиваться в виде тепла или частично использоваться в обратимых окислительно-восстановительных реакциях хинон-гидрохиноновых структур, при этом наблюдается рост количества парамагнитных центров в молекулах полимера [6].

Пигменты, выделенные из винограда и черного чая значительно снижают интенсивность потока УФ-излучения во всех трех диапазонах (табл. 2). Причем наибольший экранирующий эффект наблюдается в УФС и УФВ диапазонах УФ-излучения. При сравнении фотоэкранирующей активности меланинов из винограда и черного чая и препаратов, используемых в косметической индустрии в качестве фотоэкранов (3,3,5-триметилцикло-гексилсалицелат и 2-гидрокси-4-метокси-бензо​фенон) [7] можно сказать, что важным достоинством меланинов, как фотоэкранов, является их способность поглощать УФ-излучение во всех диапазонах (табл. 1).

Таблица 1. Физико-химические свойства меланинов и винограда (Vitis vinifera) сорта «Альфа» и черного чая (Thea sinensis)

	Меланин
	ММ, кДа
	Е 0,001%
	ПЦ, спин/г х1019
	Содержание групп, %

	
	
	240 нм
	300 нм
	360 нм
	
	

	
	
	
	
	
	
	СООН
	СО

	Из чая
	50
	0,387
	0,192
	0,112
	6,3
	3,14
	1,58

	Из винограда 
	50
	0,203
	0,150
	0,074
	1,4
	2,39
	1,34

	3,3,5-триметил-циклогексилсалицелат
	0,261
	0,161
	0,167
	0,004
	
	
	

	2-гидрокси-4-метокси-бензофенон
	0,228
	0,036
	1,221
	0,008
	
	
	


УФ-излучение является активным повреждающим агентом. Оно приводит к образованию и накоплению в клетках свободных радикалов, которые включаются в метаболизм и активно воздействуют на клетку в целом, приводя к мутациям и нарушению обменных процессов [1]. Присутствие же в экранируемом растворе даже небольших концентраций меланинов приводит к значительному снижению образования малонового диальдегида при УФ-индуцированном перекисном окислении ненасыщенных жирных кислот. Ингибирование данного процесса изучаемыми меланинами на 50% достигается при концентрации последних в экранирующем растворе 0,01% (для винограда) и 0,002% (для чая) и толщине экранирующего слоя 27 мкм. Экранирование ДНК pBR-322 растворами меланинов ведет к снижению повреждающего действия УФ-излучения и приближению поведения молекул ДНК в электрическом поле к таковому у нативной молекулы. Для меланинов из чая и винограда 50% экранирования УФ-индуцировонного повреждения ДНК достигается при их концентрации в экранируемом растворе 0,002 и 0,01% соответственно и толщине экранирующего слоя 27 мкм.

Таблица 2. Снижение интенсивности потока УФ-излучения при использовании меланиновых пигментов* (в%)

	Источник меланина
	Диапазон УФ-излучения

	
	УФС
	УФВ
	УФА

	Виноград
	76,0
	58,0
	40,0

	Черный чай
	89,4
	98,6
	51,1


* – использовались 1,0% растворы меланинов в 0,05 н NaOH, толщина слоя – 27 мкм, расстояние до источника УФ-излучения (лампа ДРК 125) – 9 см.

Таким образом установлено, что УФ-облучение изучаемых меланинов из винограда и чая в ведет к возрастанию количества ПЦ в меланине из чая в 3 раза, а в меланине из винограда в 4 раза. При этом показано, что данный процесс носит обратимый характер, и в течение 24 часов количество ПЦ приходит к норме. Оба исследуемых пигмента интенсивно поглощают излучение во всех диапазонах УФ и видимой области спектра. Активно поглощая УФ-излучение, данные пигменты значительно снижают количество повреждений молекул пазмидной ДНК pBR-322, вызываемых УФ-излучением, и препятствуют образованию малонового диальдегида при экранировании УФ-индуцированного перекисного окисления ненасыщенных жирных кислот. Несмотря на всю схожесть данных полимеров по биологическим активностям, их фотоэкранирующая способность определяется различием в физико-химических свойствах.

Список литературы

1. Сапежинский И.И., Лозовская Е.Л.// Радиац. биол. Радиоэкол.–1993.–Т.33.–C.591.

2. Кукулянская Т.А., Курченко В.П. Антиоксидантные свойства меланиновых пигментов из Aspergilus niger. // Вестник БГУ. – 1997.– Сер. 2.– № 1. – C.49-52.

3. Занис Г.Ф. Функциональный анализ лигнинов и их производных. – Рига.: Зинатне, 1987. – С.87-89.

4. Agodi S., Stefani S., Corsaro C., Campanile F. // Res. Microbiol. – 1996. – V.147. – №3. –Р.167.

5. Панина Л.К., Бадалян А.Г. // Микол. и фитопатол.– 1997.– Т.31.– Вып.1. – С.46‑51.

6. Stepien K. // Acta Polon. Pharm. –1988.– V. 45. – N5. – P.435-440.

7. Каталог «Merck» (ФРГ): Реактивы, диагностика, химикаты.– 1992/1993.– C.1438.

УДК 613.816:616-053.31-007

Зависимость постнатального развития потомства, внутриутробно алкоголизированного малыми дозами этанола, от толерантности материнского организма к алкоголю

М.С. Омельянчик, Е.Н. Орлова

Гродненский государственный медицинский университет

Напряженная экологическая обстановка, значительно усугубившаяся радиоактивным загрязнением обширных территорий нашей страны, повсеместное снижение рождаемости с сокращением естественного прироста населения выдвигают вопросы изучения влияния факторов окружающей среды на женский организм, его репродуктивную функцию и потомство в число приоритетных. Кроме того, работа во вредных условиях предопределяет возможность воздействия на организм с учетом непосредственных и отдаленных последствий специфических и неспецифических факторов производства, при этом ответные реакции, характер и степень их выраженности зависят не только от интенсивности, дозы или силы раздражителя, но и от состояния организма (толерантность, иммунная защита, переутомление, беременность и др.). 

Увеличение в последнее 10-летие производства спиртных напитков, отмена запретов и ограничений на их употребление, социально-экономические изменения в обществе и реклама в значительной мере способствуют алкоголизации населения. Расширение производства сопровождается увеличением числа работающих, в том числе и женщин репродуктивного возраста. Собственными исследованиями [4] установлено, что в воздухе рабочей зоны производственных помещений спиртовых заводов содержится значительное количество паров этанола, в ряде случаев превышающее предельно допустимую концентрацию (1000 мг/м3 воздуха). При этом показано [3], что ингаляционное периодическое поступление этанола в организм при беременности даже в небольших концентрациях сопровождается нарушением антенатального развития плодов крыс, проявляющимся задержкой физического развития (по массе тела и кранио-каудальным размерам) и замедлением процесса оссификации костей скелета (по длине закладок окостенения). 

На основании вышеизложенного целью одного из этапов проводимых экспериментальных исследований являлось изучение ингаляционного воздействия этанола при беременности на постнатальное развитие потомства с выявлением зависимости изучаемых показателей от толерантности материнского организма к алкоголю.

Материалы и методы. Исследования выполнены на половозрелых белых крысах, предварительно распределенных на высокотолерантную, промежуточную и низкотолерантную к этанолу группы по продолжительности наркотического сна после внутрибрюшинного введения 25%-ного раствора этилового спирта [1]. Самки спаривались с самцами одноименных по толерантности групп и после наступления беременности, определяемой по наличию сперматозоидов во влагалищном мазке, по 4 часа в день 5 дней в неделю в затравочной камере подвергались ингаляционному воздействию этанола на уровне принятой в настоящее время предельно допустимой концентрации для воздуха производственных помещений. Контрольные животные содержались в аналогичных условиях без затравки. После рождения потомства за ним велось динамическое наблюдение, определялось содержание эндогенного этанола в крови в разные сроки развития, в половозрелом возрасте оценивалась репродуктивная функция и толерантность организма к этанолу. 

Результаты обрабатывались методом вариационной статистистики на ЭВМ с использованием пакета прикладных программ ВМDР. 

Результаты и обсуждение. Проведенные исследования свидетельствуют, что потомство опытных крыс, подвергавшихся в течение беременности периодическому ингаляционному воздействию этанола в концентрации 1000 мг/м3 воздуха, в постнатальном периоде отличались от контрольного замедлением темпов физического развития, особенно в первые месяцы после рождения. В 2-3-месячном возрасте у большинства крысят от низкотолерантных животных наблюдались трофические расстройства со стороны кожных покровов вплоть до облысения отдельных участков, преимущественно в области спины. У антенатально алкоголизированного потомства выявлялись случаи пупочных грыж, грыж белой линии живота, патологии со стороны внутренних органов (парафимоз – у самцов и выпадение матки, прогрессирующее с возрастом, – у самок) и уродств со стороны черепа: по типу «волчьей пасти», со стороны конечностей: по типу олигодактилии, в то время как у потомства контрольных крыс указанные виды патологии и уродства отсутствовали. 

В целом у антенатально алкоголизированного потомства удельный вес обнаруживаемой в постнатальном развитии довольно грубой патологии составлял 23,8%, отмечалось укорочение жизни, а гибель в 5-месячном возрасте достигла 12,7%. При этом наиболее поражаемым оказалось потомство низко- и высокотолерантных к этанолу крыс по сравнению с промежуточными. 

У потомства крыс, подвергавшихся при беременности периодическому ингаляционному воздействию малых доз этанола, в постнатальном периоде повышается толерантность организма к алкоголю. Содержание эндогенного этанола в крови в динамике постнатального развития опытного потомства существенно отличалось от контроля [2], а возрастная динамика идентична таковой у детей с отягощенной алкоголизмом наследственностью [5]. Особенно следует подчеркнуть, что антенатально алкоголизированное потомство в половозрелом возрасте при свободном выборе предпочитает пить раствор этанола, а не воду. Это в перспективе создает чрезвычайную опасность ингаляционного воздействия этанола при беременности в отношении формирования потомства потенциальных алкоголиков. 

Антенатальная алкоголизация оказывала негативное влияние на репродуктивную функцию взрослого потомства: у 34,7% самок беременность наступила лишь в возрасте 6-8 месяцев после многократных подсадок к самцам, а 20,4% вообще не забеременели. К концу беременности у самок отмечались признаки нарушения материнского поведения, а плоды антенатально алкоголизированного потомства к окончанию внутриутробного периода имели очень низкий уровень физического развития (по массе тела и кранио-каудальным размерам) и низкую степень оссификации (по длине закладок окостенения костей скелета и отсутствии закладок окостенения костей дистальных отделов конечностей), с высокой степенью достоверности (р< 0,01 – 0,0001) отличающиеся от контроля.

Заключение. Результаты выполненных экспериментальных исследований показывают, что ингаляционное воздействие на организм малых доз этанола при беременности сопровождается значительными изменениями у потомства в постнатальном периоде, которые проявляются трофическими нарушениями, пороками развития и уродствами, повышением толерантности к алкоголю, изменением возрастной динамики содержания эндогенного этанола крови, повышением предпочтения к этанолу и ухудшением репродуктивной функции. 

Следовательно, наряду с обоснованным снижением предельно допустимой концентрации паров этанола для воздуха производственных помещений, встает вопрос о законодательном ограничении труда женщин в производствах, где в воздухе рабочей зоны содержится спирт.
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Защитный эффект препарата «Панкар» при хронической интоксикации кадмием

С.Н. Омельянчик, Т.И. Хомич, А.Г. Мойсеенок

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Среди разнообразных антропогенных воздействий, оказывающих негативное влияние на здоровье человека, существенное место занимают различные техногенные факторы (соли тяжелых металлов: свинец, кадмий, ртуть и др.) [1]. Актуальность изучения кадмиевой интоксикации определяется ростом промышленного получения и использования кадмия: антикоррозийная защита поверхности изделий из стали, производство щелочных аккумуляторов и люминофоров, сварочные технологии, производство красок для стекла, фарфора, пластмасс и т.д. Считают, что все соединения кадмия токсичны (по данным ВОЗ ПДК его равен 7,0 мкг/кг в сутки на человека), а, учитывая выраженные кумулятивные свойства кадмия (период полувыведения его из организма – 25-40 лет), можно ожидать проявления неблагоприятного воздействия даже в отдаленные сроки [2]. Известно, что избыток кадмия нарушает обмен фосфора, кальция, железа, меди [3], разобщает окислительное фосфорилирование и изменяет соотношение АДФ/АТФ в клетках [4], снижает антиоксидантную защиту организма [5,6]. Все это послужило основанием для исследования влияния хронической интоксикации кадмием на содержание кофермента А, характеризующего состояние дезинтоксикационных и окислительных процессов в клетке, в митохондриях и ткани печени, с учетом избирательности (тканевой токсичности) поражения почек и печени [3]. В качестве коррегирующего препарата избран «панкар», содержащий комплекс Д-пантенола и L-карнитина – субстанций с высокой степенью метаболической активности. Имелись ввиду также протективные свойства препарата в условиях оксидантного стресса [7, 8].

В опыте использовались крысы-самцы массой 120-140 г. Животные находились на обычном рационе вивария, в качестве питья использовали воду, содержащую кадмий (50 мг/л) в течение 3-х месяцев и, в последующем, 150 мг/л – 2-х месяцев. Через 22 недели от начала эксперимента крысам, на фоне добавки кадмия в питье, вводили внутрибрюшинно в течение 5 дней пантенол в дозе 100 мг/кг массы или препарат «панкар», содержащий по 100 мг каждого компонента на кг массы подопытного животного. Контрольная и одна опытная группы животных получали физраствор в/бр. После последней инъекции, за 24 ч перед декапитацией, животных лишали пищи, оставляя свободный доступ к воде. О состоянии процессов ПОЛ у животных судили по уровню диеновых конъюгатов в плазме крови [9], содержание общего кофермента А определяли с помощью фермента фосфотрансацетилазы [10], митохондрии печени выделяли по общепринятой методике. В результате эксперимента обнаружено (табл. 1) достоверное, по сравнению с контрольной группой, увеличение уровня диеновых конъюгатов в плазме крови животных, получавших кадмий, что свидетельствует об активации процессов пероксидации и соответствует данным литературы [5,6].

Таблица 1. Влияние пантенола и препарата «панкар» на уровень диеновых конъюгатов (у.е.) в плазме крови, содержание общего кофермента А в митохондриях (нмоль/мг белка) и гомогенате (нмоль/г ткани) печени крыс при хронической интоксикации кадмием

	
	Контроль
	Опытная
	+ пантенол
	+ панкар

	Диеновые коньюгаты
	1,78(0,19
	2,66(0,21*
	2,13(0,26
	1,63(0,15**

	Общий кофермент А
	
	
	

	митохондрии
	2,32(0,23
	1,48(0,09*
	2,34(0,20*
	3,18(0,28* **

	гомогенат
	319(30
	281(29
	324(23
	332(19


Примечание: * – р<0,05 по сравнению с контрольной группой; 

** – р<0,05 по сравнению с группой с кадмиевой интоксикацией;

Содержание общего кофермента А в митохондриях печени опытных крыс существенно снизилось, по сравнению с интактными животны​ми, вероятно за счет способности кадмия инактивировать сульфгидрильные группы [6] и, таким образом, либо секвестировать сам кофермент, либо ингибировать КоА-зависимые ферменты. Отсутствие достоверных изменений в концентрации кофермента А в целом гомогенате печени, по сравнению с митохондриальной фракцией, можно объяснить избирательностью действия кадмия на митохондриальные мембраны [4]. При назначении пантенола на фоне кадмиевой интоксикации наблюдалась тенденция к снижению уровня диеновых конъюгатов, незначительное увеличение (на 15%) содержания общего кофермента А в гомогенате и достоверное возрастание его в митохондриях печени. Введение протективного комплекса «панкар» способствовало возвращению до нормальных значений уровня диеновых конъюгатов в плазме крови, некоторому увеличению (на 18%) содержания кофермента А в гомогенате и значительному возрастанию концентрации кофермента А в митохондриях печени, по сравнению с опытной, контрольной равно как и, получавших один пантенол, группами животных. Можно полагать, что кадмиевая интоксикация сопровождается нарушением системы кофермента А, однако способность к биотрансформации витаминного предшественника кофермента (биосинтеза его) сохраняется.

Таким образом, применение препарата «панкар» оказало нормализующее действие как на процессы ПОЛ, так и на содержание кофермента А в печени, что позволяет рекомендовать его в качестве профилактического средства и для лечения хронической интоксикации кадмием.
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«ДЕглутам»: влияние на материнский организм при беременности и его репродуктивную функцию в эксперименте

Е.Н. Орлова, М.С. Омельянчик 

Гродненский государственный медицинский университет

Одним из основных и необходимых компонентов питания являются аминокислоты. Сложный аминокислотный состав различных пищевых продуктов, их многообразие, учет физиологических норм потребления обусловливают гомеостаз в организме человека. Аминокислотные комплексы и отдельные аминокислоты широко используются при лечении многих заболеваний. При патологиях различного вида идеальным являлось бы введение аминокислот в таких соотношениях, в которых они находятся в нормальном организме. Но при этом не исключается изменение метаболических процессов, вызываемое как их передозировкой, так и дисбалансом между другими аминокислотами. 

Целью исследования являлось изучение влияния различных доз нового лекарственного препарата «деглутам», созданного на основе L-глутамина, при внутрибрюшинном введении на животный организм, его репродуктивную функцию, антенатальное и постнатальное развитие потомства.

Материалы и методы. Изучение эмбриотоксических свойств «де–глутама» проводилось на самках беспородных белых крыс во время беременности, которая устанавливалась микроскопически, по наличию сперматозоидов во влагалищном мазке. Препарат вводился внутрибрюшинно в следующих дозах: 

1,4 г/кг массы тела: 1-я опытная группа – с 1 по 6 сутки; 2-я опытная группа – с 7 по 15 сутки; 3-я опытная группа – с 16 по 20 сутки; 4-я опытная группа – с 1 по 20 сутки.

0,28 г/кг массы тела: 5-я опытная группа – с 1 по 6 сутки; 6-я опытная группа – с 7 по 15 сутки; 7-я опытная группа – с 16 по 20 сутки; 8-я опытная группа – с 1 по 20 сутки.

Крысам контрольной группы внутрибрюшинно вводился физраствор.

Во время эксперимента проводился контроль за массой тела животных в разные сроки беременности, после забоя изучалось состояние внутренних органов, оценивалось наличие и локализация спаечного процесса, интенсивность отложения жира в сальнике и забрюшинном пространстве. Извлеченные органы осматривались под бинокулярной лупой для выявления патологических процессов. Определялась их масса и рассчитывались коэффициенты.

Эмбриотоксическое и тератогенное действие изучалось в соответствии с общепринятыми методами [1]. После извлечения матки и вскрытия рогов подсчитывалось количество живых, мертвых и резорбированных плодов, мест имплантации, в яичниках – число желтых тел беременности. Плоды осматривались под лупой для выявления кровоизлияний в кожу и подкожную клетчатку и аномалий развития. Физическое состояние плодов определялось по массе тела и кранио-каудальным размерам, определялась масса плацент и рассчитывался плодно-плацентарный коэффициент. Вычислялась пред-, постимплантационная и общая антенатальная гибель. 

Результаты исследований обрабатывались методом вариационной статистики с расчетом критерия достоверности Р. 

Результаты и обсуждение. В эксперименте средняя масса тела контрольных и опытных животных всех групп была примерно одинаковой при отсутствии достоверных различий в начале и к 20-му дню беременности. Нашими собственными исследованиями [2] установлено, что при воздействии на организм неблагоприятных факторов у животных наблюдается интенсивное отложение жира в сальнике и в забрюшинном пространстве, которое можно рассматривать как защитную реакцию. При вскрытии после декапитации на 20-й день беременности опытных и контрольных животных обнаружено избыточное отложение жира во второй и четвертой опытных группах достоверное (р<0,05-0,03) по сравнению с контролем. Между опытными группами достоверные различия отсутствуют.

При выделении внутренних органов опытных крыс довольно серьезным затруднением являлись спайки. Если у контрольных самок они обнаруживались в единичных случаях, то у опытных крыс, особенно во второй группе, выявлялись достаточно часто. Основное количество спаек обнаруживалось в брюшной полости. 

Для оценки влияния на организм различных неблагоприятных факторов применяется определение массы внутренних органов. Наличие спаечного процесса дает основание предполагать изменение и этого показателя. Исследования выявили различия в массе внутренних органов между контрольной группой и второй опытной, а так же межгрупповые различия у опытных животных [3]. Изменения массы селезенки во второй опытной группе можно объяснить как разрастание лимфоидной ткани в ответ на внутрибрюшинное поступление «деглутама» и его накопление в пульпе селезенки [4], так как при внутрижелудочном введении такой картины не наблюдалось. Идентичные данные были получены и при изучении воздействия других биологических факторов.

Выявленные изменения действия на организм беременных самок внутрибрюшинного введения «деглутама» не исключали влияния этого фактора на репродуктивную функцию. Результаты исследований подтвердили данное предположение (таблица). 

Таблица. Показатели репродуктивной функции контрольных и опытных крыс
	Показатели репродуктивной функции (на одну самку)
	Группы крыс

	
	Контроль

(n=48)
	1,4 г/кг массы тела
	0,28 г/кг массы тела

	
	
	Опыт 1

(n =54)
	Опыт 2

(n=39)
	Опыт 3

(n=35)
	Опыт 4

(n=54)
	Опыт 5

(n=46)
	Опыт 6

(n=54)
	Опыт 7

(n=41)
	Опыт 8

(n=56)

	Количество плодов

Всего
	10,38 ±

0,37
	9,78 ±

0,48
	8,81 ±

0,29* **
	10,18 ±

0,31
	10,24 ±

0,31
	9,81 ±

0,31
	9,92 ±

0,05
	10,28 ±

0,27
	10,32 ±

0,29

	В том числе – живых
	10,38 ±

0,37
	9,40 ±

0,45
	8,00 ±

0,38* **
	10,18 ±

0,31
	10,24 ±

0,31
	9,81 ±

0,31
	9,01 ±

0,21
	10,28 ±

0,27
	10,32 ±

0,29

	Резорбированных
	0
	0,02 ±

0,03
	0,69 ±

0,22*
	0
	0
	0
	0,69 ±

0,22
	0
	0

	Количество плацент
	10,38 ±

0,37
	9,78 ±

0,48
	8,00 ±

0,38* **
	10,18 ±

0,31
	10,24 ±

0,31
	9,81 ±

0,31
	10,00 ±

0,50
	10,28 ±

0,27
	10,32 ±

0,29

	Число желтых тел
	10,50 ±

0,37
	10,88 ±

0,48
	9,44 ±

0,38* **
	10,48 ±

0,36
	10,31 ±

0,34
	9,81 ±

0,31
	10,14 ±

0,48
	10,30 ±

0,27
	10,34 ±

0,34

	Число мест имплант.
	10,38 ±

0,37
	10,62 ±

0,48
	10,00 ±

0,29* **
	10,38 ±

0,37
	10,34 ±

0,31
	9,81 ±

0,31
	10,16 ±

0,48
	10,30 ±

0,27
	10,34 ±

0,34

	Предимплантц. гибель, %
	1,11 ±

0,53
	2,75 ±

0,93*
	3,54 ±

1,15* **
	1,09 ±

0,49
	1,03 ±

0,09
	0
	2,88

0,89
	1,04 ±

0,11
	1,09 ±

0,31

	Постимплантац. гибель, %
	0
	2,50 ±

0,28
	4,29 ±

2,05* **
	0
	0
	0
	1,32

1,17
	0
	0

	Общая антенатальная гибель, %
	1,11 ±

0,53
	2,11 ±

0,48
	8,57 ±

1,63* **
	1,09 ±

0,49
	1,03 ±

0,09
	0
	3,20

3,05
	1,04 ±

0,11
	1,39 ±

0,31


Примечание: * – различия достоверны (p < 0,05 – 0,01) по сравнению с контролем; ** – различия достоверны (p < 0,05 – 0,01) при сравнении опытных групп. 

У опытных животных во второй группе достоверно ниже по сравнению с контролем и другими экспериментальными группами количество живых плодов и увеличивалось число погибших. Пред-, постимплантационная и общая антенатальная гибель была достоверно выше в сравнении как с контролем, так и с другими опытными группами.

Отрицательное воздействие внутрибрюшинного введения «деглу​тама» в дозе 1,4 г/кг массы с 7 по 15 сутки влияло и на внутриутробное развитие плодов. Масса тела и кранио-каудальные размеры плодов второй опытной группы были достоверно ниже контроля и других опытных групп. При неизменности массы плацент снижался и плодно-плацентарный коэффициент. 

Анализируя результаты проведенных исследований, можно сделать заключение о негативном воздействии внутрибрюшинного введения «деглутама» в дозе 1,4 г/кг массы тела в период с 7 по 15 дней беременности, хотя его введение в такой же дозе с 1 по 20 дней беременности достоверных различий не вызывало, как не было негативных проявлений и при введении с 1 по 6 день.
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Участие новых метаболитов бактерий в окислительном стрессе и взаимодействии 
со ртутью

Д.Н. Островский, Г.Р. Демина, Е.И. Лысак 

Институт биохимии им. Баха РАН, Москва

Несколько лет назад ученые, занятые исследованием фосфорного метаболизма и транформации энергии у бактерий, заметили на спектрах Р-31-ЯМР клеточных экстрактов необычные сигналы с химическим сдвигом около -15 м.д. Предположив, что эти сигналы происходят от каких-то уже известных нуклеотидных предшественников в биосинтезе углеводов, их оставили в покое, пока мы ни обнаружили эти фосфорные соединения в огромных количествах при росте бактерий в условиях окислительного стресса и пока ни возникло подозрение, что они могут участвовать в процессе как антистрессоры-антиоксиданты.

Вещество было выделено и идентифицировано как 2-С-метил-D-эритритол-2,4-циклопирофосфат (МЭЦ), способное в щелочной среде переходить в форму с укороченным монофосфорным циклом [1,2]. МЭЦ или его производные при взаимодействии с ионами ртути, кадмия и магния претерпевали конформационные перестройки, выявляемые по изменению химических сдвигов сигналов 31-Р-ЯМР, а при добавке МЭЦ к раствору ДНК с последующей обработкой реактивом Фентона (перекись водорода + ионы железа Fe++ или меди Cu+) МЭЦ предохранял ДНК от окислительной деградации.

Хотя впервые МЭЦ был выделен из Corynebacterium ammoniagenes, вскоре он был также изолирован из Micrococcus luteus и Mycobacterium smegmatis у нас и из Desulfovibrio desulfuricans в Западной Европе [3]. Важно отметить, что список накопителей МЭЦ включает известных растительных патогенов Xanthomonas campestris и близких родственников человеческих патогенов. Таким образом, стало ясно, что МЭЦ является компонентом основного метаболизма. Накопление МЭЦ сопровождалось резким уменьшением в содержании каротиноидов, убихинонов и менахинонов, что указывало на его связь с биосинтезом изопреноидов [4], и прорыв в понимании роли МЭЦ наметился после работ Ремера М. во Франции и Арригони (Швейцария) и их сотрудников, изучавших безмевалонатный путь биосинтеза изопреноидов [5]. Напомним, что в дрожжах и печени животных изопреноиды образуются из ацетил-КоА через мевалоновую кислоту и изопентенипирофофсфат (ИППФ), а альтернативный путь начинается с конденсации пировиноградной кислоты и 3-Ф-глицеринового альдегида через деоксиксилулозо-Ф и фосфат метилэритрита (МЭФ). Этот путь обнаружен у бактерий и в хлоропластах растений. Второй прорыв был сделан японскими коллегами [6], выделившими ген и фермент синтеза МЭФ и, наконец, немецкие химики выделили цитидил-дифосфо-производное МЭФ и показали прямую вовлеченность МЭЦ в метаболизм растительных хромопластов [7]. В соответствии со схемой безмевалонатного пути в нем постулируется наличие еще 2-3 Ф-метаболитов как предшественников ИППФ. Точная химическая структура этих предшественников пока неизвестна, но мы можем продемонстрировать как бы «тень» от этих соединений – сигналы ЯМР от протонов из их метильных групп, расположенных в специфическом участке спектра в диапазоне химсдвигов 1,35-1,45 м.д. для экстрактов из бесцветных мутантов C.ammoniagenes, среди которых (3 из 60) оказались клоны с повреждениями, повидимому, синтеза изопреноидов в районе ИППФ [8]. 

Однако возвратимся к вопросу о предназначении МЭЦ. Является ли его накопление симптомом тяжкого повреждения или средством противодействия стрессу? Важно иметь ввиду два обстоятельства : активные формы кислорода являются главным орудием борьбы животных и растений с бактериальными паразитами, то есть окислительный стресс как фактор, провоцирующий накопление МЭЦ, часто встречается в природе, а, во-вторых, недавно установлено, что возбудитель туберкулеза M. tuberculosis и другие микобактерии выделяют в среду культивирования низкомолекулярные фосфаты, вызывающие олигоклональную активация гамма-дельта-Т-клеток человека. По нашей просьбе д-р. Б. Шоель в ФРГ и д-р. К. Фегединг в США протестировали наши препараты МЭЦ на этот предмет, но МЭЦ оказывал только токсическое действие на Т‑лимфоциты. МЭЦ был также токсичен для В-клеток крови, хотя и стимулировал продукцию антител оставшимися в живых В-клетками [9]. Наконец, д-р. В. Потапов на модельной инфекции (туляремия и тиф у мышей) и культуре макрофагов показал [8] отрицательное действие МЭЦ на элементы иммунной системы. Таким образом, на сегодняшний день мы полагаем, что МЭЦ модулирует активность ионов металлов в бактериальной клетке и тем ослабляет действие окислительного стресса на нее, а выделяясь в организм хозяина МЭЦ, мешает эффективному функционированию иммунной системы.

Своеобразное взаимодействие МЭЦ с ионами тяжелых металлов, а также известные корреляции уровня накопления металлов микробами и содержания в них фосфатов побудили нас провести исследование взаимодействия ртути с бактериями – накопителями МЭЦ. И здесь мы натолкнулись на весьма необычное явление. При культивировании бактерий на твердой питательной среде (пептон [Chemapol], дрожжевой экстракт [Sigma], NaCl, агар-агар, 10:3:5:15 г/л) при определенном режиме стерилизации, добавка сулемы (HgCl2) в интервале 0,3-3мкг/мл вызывала многократное увеличение скорости роста и числа колоний [10]. Эффект стимуляции наблюдался также при добавке органических ртутных соединений парахлормеркурибензоата и меркурохрома, крупные высокополярные молекулы которых, очевидно, действовали на поверхность клеток либо реагировали с неизвестным токсическим компонентом среды (Т), появляющимся как следствие ее термической обработки. Обработка среды анионообменником или пропускание ее через колонку с p‑Cl-Hg-бензоат-агарозой (Sigma) устраняли и токсичность среды и позитивное действие ртути, а добавка к среде SH-содержащих меркаптоэтанола или глютатиона активировала рост, как и ртуть. Описанный феномен наблюдался на C. ammoniagenes, M. luteus, Myc. smegmatis, X.maltophilia, но не замечен нами для E. coli., P. putida.

Рабочая гипотеза для объяснения этого явления предполагает, что Т-это окислитель, взаимодействующий с SH-группами на поверхности клетки, а ртуть и тиольные соединения перехватывают Т и удерживают целевой белок на поверхности клетки в активной конформации. При любом объяснении этот феномен представляется чрезвычайно важным как иллюстрация возможности сложных взаимодействий трех компонентов системы : бактериальный паразит – хозяин – окружающая среда и заставляет по иному взглянуть на роль ртути в инфекционной патологии и биологии почвы.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (грант 99-04-48438) и INTAS (N 97-30723).
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Участие тиамина в регуляции синтеза ацетилхолина из пирувата

Ю.М. Пархоменко, З.С. Протасова, С.Ю. Пилипчук 

Институт биохимии НАН Украины

Одна из первых гипотез относительно нейротропного действия тиамина [1] объясняет патологические изменения в нервной ткани при недостаточности тиамина нарушением синтеза ацетил-КоА, предшественника ацетилхолина (АХ), что обусловлено снижением активности пируватдегидрогеназного комплекса (ПДК) вследствие дефицита его кофермента – тиаминдифосфата (ТДФ). Дальнейшие исследования, показавшие, что далеко не всегда нарушение функции нервной ткани, связанные с дефицитом тиамина, сопровождаются снижением активности ПДК [2], на некоторое время охладили интерес к этому вопросу. Тем не менее целый ряд экспериментальных данных, полученных исследователями позже, побуждают возвратиться к рассмотрению вопроса о возможности реализации специфической нейротропной функции тиамина на уровне регуляции синтеза или обмена АХ. В аспекте рассматриваемой проблемы из этих данных наибольшее значение имеют следующие: 1) открытие механизма регуляции ПДК фосфорилированием-дефосфо​рилированием [3]; 2) экспериментальные доказательства предпочтительного использования пирувата для синтеза АХ в нервных клетках [4, 5], 3) доказательства четкой сопряженности регуляции ПДК по механизму фосфорилирования-дефосфорилирования с функционированием возбудимой мембраны [6, 7]. Данные об участии тиаминфосфатов в регуляции ПДК [8] с учетом вышеприведенных фактов позволяет возвратиться к гипотезе, высказанной Peters, но с позиции иного, некоферментного, механизма действия тиамина. 

На основании результатов собственных экспериментальных исследований и данных литературы нами сформулирована рабочая гипотеза относительно молекулярных механизмов реализации нейротропной функции тиамина [9]. Центральным положением этой гипотезы является представление о регуляторном воздействии подвижного пула тиаминфосфатов на функционирование ПДК и, как следствие, на синтез АХ. Проведенные ранее нами исследования показали, что возрастание концентрации тиамина в инкубационной среде от 1 до 50 мкМ приводит к временному нелинейному ингибированию включения меченного углерода из [2-14C]пирувата в АХ, которое коррелирует с изменением активности ПДК [10]. 

Соответственно нашему предположению, тиамин, захваченный синаптосомами, может оказывать временное ингибирующее действие на активность ПДК за счет кратковременного повышения в клетке концентрации тиаминтрифосфата, который оказывает ингибирующее действие на оба регуляторных фермента ПДК [8]. Для того, чтобы проверить это предположение, мы использовали в эксперименте, аналогичном вышеупомянутому, различные производные тиамина, отличающиеся по способности проникать в клетку и фосфорилироваться цитозольной тиаминкиназой.

Прежде всего, была проверена способность оказывать влияние на синтез АХ из пирувата антагониста тиамина – окситиамина (ОТ). Известно, что это соединение, также как и тиамин, фосфорилируется в клетке до моно-, ди- и трифосфатов, но окситиаминдифосфат является биохимическим антагонистом тиаминдифосфата. Мы предположили, что если тиамин влияет на синтез АХ по коферментному механизму за счет изменения синтеза ацетил-КоА, действие ОТ на синтез АХ будет противоположным действию тиамина, если же имеет место некоферментное действие фосфатов тиамина и окситиамина – ОТ будет влиять на изучаемые показатели аналогично тиамину. 
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Рис. 1. Влияние диамина (Т) и ОТ на включение радиометки из [2-14C]пирувата в АХ в синаптосомах, изолированных из мозга нормальных и В1 дефицитных крыс : 1 – авитаминоз + тиамин, 2 – авитаминоз + ОТ, 3 – норма + тиамин, 4 – норма + ОТ

Вышеуказанное предположения проверялись в опытах in vitro с синаптосомами, изолированными из мозга нормальных и тиамин недостаточных крыс. Данные литературы и наши собственные наблюдения свидетельствуют, что при В1-авитаминозе, даже когда содержание общего тиамина в мозгу значительно снижается на последней стадии развития авитаминоза, активность ПДК (активная + неактивная формы) остается почти неизмененной. Как и в описанных выше опытах, синаптосомы инкубировали в Кребс-Рингеровском бикарбонатном буфере с [2‑14C]пируватом и с добавлением диамина и ОТ в возрастающих концентрациях. Включение метки в АХ определяли после осаждения последнего из инкубационной среды. Данные, приведенные на рис.1 свидетельствуют, что тиамин и его антагонист влияют практически одинаково на синтез АХ из пирувата синаптосомами как нормальных так и тиамин недостаточных животных. 

Действие тиамина и ОТ на активность ПДК синаптосом нормальных и дефицитных по тиамину крыс имело такую же направленность, как и в случае синтеза АХ (данные не приводятся), что подтверждает наше предположение. Наблюдаемое активирующее действие ОТ на активность ПДК В1‑недоста​точных крыс можно объяснить только исходя из предположения о регуляторном некоферментном действии его производных на этот ферментный комплекс.
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Рис. 2. Включение радиометки из [2-14C]пирувата в Ах при добавлении в среду инкубации производных тиамина: 1 – тиамин, 2 – 3-децилоксикарболилметил-4-метил-5- (гидроксиэтилтиазолийхлорид), 3 – аналог тиамина без ГЭР, 4 – вышеуказанная тиазолиевая соль, но без ГЭР, 5 – аналог пиритиамина без ГЭР

В аналогичных экспериментах мы проверяли действие на синтез АХ нескольких других производных тиамина, характеризующихся наличием или отсутствием в их молекуле гидроксиэтильного радикала (ГЭР). Данные, приведенные на рис. 2, свидетельствуют что ингибирование синтеза АХ из пирувата наблюдается только с производными, которые содержат гидроксиэтильный радикал. Из новосинтезированных производных тиамина наибольший эффект на синтез АХ оказывало производное, которое представляет собой соль тиазолия с гидрофобним заместителем в положении 5, а именно – 3‑децилоксикарбонил-4 метил-5-(-гидрокси​этилтиазолий хлорид. Это соединение в определенных концентрациях ингибировало синтез АХ аналогично тиамину, в то время как его аналог без гидроксиэтильного радикала – нет, и даже оказывал противоположное действие – активировал синтез АХ. 

Данные, полученные нами с различными производными тиамина, его аналогами и антагонистами, свидетельствуют, что подобно самому тиамину на синтез АХ действуют соединения, содержащие свойственный тиамину тиазолиевый цикл с незамещенным гидроксиэтильным радикалом, которые способны проникать через плазматическую мембрану и, возможно, фосфорилироваться тиаминкиназой или взаимодействовать с ней.

Сравнительное исследование взаимодействия тиамина и вышеуказанных его производных с тиаминкиназой мозга крыс подтверждает предположение о ключевой роли этого фермента в действии тиамина на синтез АХ, и, возможно, на функционирование нервной клетки в целом.
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Влияние противоопухолевого препарата MDL на содержание днк и структуру популяции анапластической карциномы щитовидной железы человека
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На модели клеточной культуры анапластической карциномы щитовидной железы человека показана высокая противоопухолевая активность недавно синтезированного препарата MDL, обладающего апоптоз-стимулирующим действием (3(. В доступной литературе отсутствуют сведения о влиянии MDL на распределение опухолевых клеток по фазам клеточного цикла, селективной чувствительности субпопуляций опухоли и изменений ее структуры после гибели апоптотических клеток. Цитометрия клеточных ядер с помощью системы анализа 
изображений позволяет регистрировать совокупность параметров, отражающих степень морфологической и функциональной атипии опухолевых клеток (размер ядра, содержание ДНК, нарушение структуры хроматина и др.), а также оценить изменения в субпопуляционном составе опухоли (1, 4, 7(. 

Цель работы – охарактеризовать изменения содержания ДНК и структуры популяции клеточной линии анапластического рака щитовидной железы человека при действии противоопухолевого препарата MDL – ингибитора рибонуклеотидредуктазы.

Материалы и методы исследования. Клеточную линию анапластической карциномы щитовидной железы (8505с) культивировали по стандартной методике без MDL и с добавлением MDL в концентрации 25 нМ, вызывающей 50% ингибирование синтеза ДНК. Препараты фиксированы метанолом на третьи сутки культивирования в экспоненциальной фазе роста и окрашены по Паппенгейму и Фельгену (5(. В качестве контроля диплоидности использованы лимфоциты периферической крови здорового донора.

Цифровые фотографии окрашенных по Фельгену клеток культуры анапластического рака щитовидной железы человека получены на экспериментальной системе анализа изображений «Морфолог». Обработка изображений проведена с помощью программы «Nucleus» (автор И.А. Мельников), позволяющей регистрировать морфоденситометрические (площадь, интегральная (ИОП) и средняя (СОП) оптические плотности ядер) и топологические параметры хроматина. Расчет топологических параметров, отражающих степень связности компонентов гетеро- и эухроматина, проведен по методике С.В. Глушена и И.А. Мельникова (2(. Статистическая обработка данных выполнена программой «Stadia 6.0».

Результаты исследования. Для исходной популяции клеточной линии анапластической карциномы щитовидной железы человека характерна высокая гетерогенность по морфоденситометрическим и топологическим параметрам клеточных ядер. По содержанию ДНК опухоль является анэуплоидной, модальный класс представлен околотриплоидными клетками (47%).

Ядра клеток анапластической карциномы щитовидной железы имеют два типа распределения гетерохроматина (рис. 1): диффузное мелкогранулярное (64% клеток) и мелкоглыбчатое с тяжами (36% клеток).
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Рис. 1. Цифровые фотографии клеточных ядер анапластической карциномы щитовидной железы с мелкогранулярным (А) и глыбчатым распределением (Б) гетерохроматина

Для субпопуляции клеток с грубой структурой хроматина характерно уменьшение площади ядер, содержания ДНК, гиперхромия ядер, изменение соотношения относительных фрактальных площадей компонентов гетеро- и эухроматина.

Культивирование клеток анапластической карциномы щитовидной железы в присутствии MDL не сопровождалось изменением размера ядер опухолевых клеток, достоверные различия обнаружены по ИОП и СОП (табл. 1). Под воздействием MDL в популяции анапластической карциномы возрастало число клеток с содержанием ДНК (3С (с 47,3 до 55,1%) и (6С (с 10,1 до 18,1%), одновременно уменьшалась доля клеток с содержанием ДНК (3С (с 17,5 до 9,7%) и (6С (с 12,1 до 10,9%). Основываясь на данных литературы (1, 6(, можно предположить, что под влиянием MDL в популяции опухолевых клеток уменьшается процент гипотриплоидных и S-клеток, увеличивается доля клеток в G0/G1-фазах клеточного цикла и число полиплоидных вариантов.

Направленность изменений топологических параметров хроматина опухолевых клеток под воздействием MDL аналогична характеристикам, зарегистрированным у клеток с глыбчатым распределением гетерохроматина: по мере огрубления структуры хроматина уменьшается ОФП гранул гетерохроматина (S 1) и протяженных компонентов эухроматина (S 3), увеличивается ОФП связок гетерохроматина (S 2) и светлых зон эухроматина (S 4) (табл. 1).

В исходной популяции клетки с мелкогранулярным распределением хроматина составляли 63,5%, а с глыбчатым хроматином – 36,5%. Под влиянием MDL количество клеток с плотноконденсированными глыбками хроматина увеличилось до 71%.

Таким образом, новый противоопухолевый препарат MDL, кроме апоптоз-стимулирующей активности, в концентрации, ингибирующей синтез ДНК на 50%, ведет к накоплению клеток в G0/G1-фазах клеточного цикла и увеличению доли клеток с повышенным содержанием ДНК ((6С), что сопровождается конденсацией гетерохроматина.

Результаты исследования по оценке изменений структуры популяции клеток анапластической карциномы щитовидной железы человека под влиянием ингибитора рибонуклеотидредуктазы могут быть использованы для разработки экспресс-методов оценки противоопухолевого действия и оптимальных схем химиотерапии рака.

Таблица 1. Изменения морфоденситометрических и топологических параметров клеток анапластической карциномы щитовидной железы после культивирования с MDL

	Параметр
	Анапластическая карцинома (контроль), N=800
	Анапластическая карцинома (под влиянием MDL), N=800

	
	ср±ошибка
	дисперс.
	ст. откл.
	ср±ошибка
	дисперс.
	ст. откл.

	Площадь
	5470±57,6
	2,65(106
	1630
	5340±53
	2,24(106
	1500

	ИОП
	50000±593
	2,81(108
	1,68(104
	52900±640**
	3,28(108
	1,81(104

	СОП
	9,820±0,075
	4,54
	2,13
	10,5±0,075**
	4,46
	2,11

	S1
	0,234± 0,003
	0,008
	0,088
	0,228±0,004*
	0,01
	0,1

	S2
	0,312±0,003
	0,009
	0,096
	0,330±0,004**
	0,012
	0,111

	S3
	0,366±0,002
	0,002
	0,049
	0,346±0,002**
	0,002
	0,045

	S4
	0,088±0,002
	0,002
	0,047
	0,095±0,002*
	0,002
	0,045


* – p ( 0,05; ** – p ( 0,001 по критерию Колмогорова-Смирнова.
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Некоторые биохимические и морфо-функциональные показатели при свинцово-аммонийной энцефалопатии у крыс

Г.П. Петрусенко, О.И. Володкович, О.Н. Жук, М.К. Тумилович 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Результаты экспериментальных, клинических и эпидемиологических исследований [1, 2], осуществляющихся после катастрофы на ЧАЭС, свидетельствуют о наличии метаболических, иммунологических нарушений, приводящих к снижению общей устойчивости организма, возникновению серьезных заболеваний нервной системы, в том числе и химических энцефалопатий. 

Отличительной чертой современных форм заболеваний ЦНС являются признаки поражения всей цереброспинальной оси с наличием большого количества переходных форм (от амбулаторных до параличей). Второй отличительной чертой является медленное, затяжное, стадийное течение. Этиология этих заболеваний чрезвычайно разнообразна, начиная от генетических аномалий и кончая травмой, но в конечном итоге сводится к нарушению метаболических процессов, разрегулированию гомеостатической сети организма.

Свинцовая интоксикация занимает одно из ведущих мест в структуре профессиональной заболеваемости химической этиологии, а свинец – приоритетное положение среди химических загрязнителей биосферы [4,5]. Для них характерны: большая распространенность, высокая токсичность, политропность действия, выраженные кумулятивные свойства и устойчивость во внешней среде. Давняя научно-практическая проблема медицины – сатурнизм до сих пор сохраняет свою значимость и актуальность в современных экологических условиях труда и быта человека.

Будучи политропным, в том числе и нейротропным ядом, свинец действует непосредственно на все ткани, на центральную и периферическую нервную систему [6-8]. Поражения нервной системы при сатурнизме довольно разнообразны и характеризуются полиморфностью симптоматики. Изменения со стороны периферической нервной системы протекают в виде генерализованной смешанной периваскулярной и стволовой невралгии, отдельных стволовых невралгий и невритов, полирадикулоневралгии и полирадикулоневритов, вегетативных стволовых невритов. Двигательные расстройства характеризуются появлением статического тремора, снижения мышечной силы, изменения сухожильных рефлексов. Расстройства чувствительности включают фазные изменения обонятельного, вкусового, кохлеовестибулярного и зрительного анализаторов, анализатора кожной чувствительности. Изменения со стороны ЦНС протекают в виде астеновегетативного синдрома, диэнцефального синдрома, недостаточности мозгового кровообращения, свинцовой энцефалопатии [9-11].

Интенсивное развитие промышленного и аграрного комплекса, широкое применение химических средств в сельском хозяйстве привело к значительному загрязнению биосферы другими химическими веществами, в частности, солями аммония.

Так, концентрация аммиака в тканях животных зависит от сбалансированности процессов его образования, утилизации и выделения. Нарушение равновесия между указанными процессами, имеющее место при различных патологиях, а также пищевых и кормовых отравлениях, как правило, приводит к изменению уровня аммиака в крови и тканях. Это, в свою очередь, вызывает нарушение различных сторон обмена веществ, проявляющихся в изменении структуры и функции тканевых белков, нарушении ионного обмена, угнетении тканевого дыхания, нарушении синтеза пуринов и пиримидинов.

В настоящем сообщении приводятся результаты экспериментальных исследований раздельного и сочетанного воздействия солей свинца и аммония на некоторые функциональные, биохимические, морфологические показатели в ЦНС, иммуннокомпетентных органах и органах клиренса – печени, почках, и на поведенческие реакции крыс.

Курсовая обработка половозрелых крыс ацетатом свинца (30 мг/кг в 1 мл, внутрижелудочно, 18-кратно в течение 25 дней) или сульфатом аммония (17,5 мг/г в 1 мл, внутримышечно, 15-кратно в рамках 35 суток) порознь либо в их сочетании (15-кратно в интервале 21 сут – 60 мг/кг Pb2+ 35 мг/кг NH4+ приводит к развитию выраженного функционального дефицита со стороны ЦНС. Он проявляется в достоверном нарастании порога ноцицептивных моторно-вокальных реакций на электрораздражение стоп конечностей, снижении общей двигательной активности в 5-секционном лабиринте, включая ее познавательные компоненты (в виде поисковых перемещений и вертикальных поз), а также утрате ранее закрепленных в Т-образном лабиринте условных рефлексов на добывание воды по мере насыщения токсикогенами и невозможностью их выработки у экспериментальных животных в ходе месячной тренировки, тогда как у контрольных особей на это затрачивалось 10-12 ежедневных сеансов.

Приведенные отклонения со стороны высшей нервной деятельности накладываются на канву морфологических и биохимических альтераций, наблюдаемых в мозге. Они находят свое отражение в: а) примерно 8-кратном увеличении количества неправильной конфигурации микрососудов, как проявлений ангиотоксического эффекта; б) развитии периваскулярного отека (эдемы), со скоплением жидкости в периваскулярном пространстве; в) появлении нервных клеток, находящихся на различных стадиях хроматолиза и дегенерации, а также патологических форм глиальных элементов; г) однонаправленном подъеме (Р ( 0,05) кислых и щелочных нуклеаз, способном провоцировать необратимые модификации в надмолекулярном комплексе ДНК, нарушение процессов транскрипции, трансляции, возникновение аномальных нуклеаз с катастрофическими последствиями для судьбы клеток.

Подобные описанным патологические отклонения прослеживаются в спинном мозге и межпозвоночных ганглиях.

В своей совокупности рассмотренные материалы констатируют развитие у подопытных животных токсических энцефалопатий, которые правомочно рассматривать как стрессорную реакцию организма на повреждающие воздействия. Не остаются ареактивными и клеточные элементы аппарата иммунного гомеостаза. Из 6 возможных вариантов РНКазы I, II – в 4 и 3 вилочковой железе и селезенке продемонстрировали явное увеличение своей активности. Более пестрой выглядит картина сдвигов лактат- и сукцинатдегидрогеназы (ЛДГ, СДГ) в тимо- и спленоцитах. На фоне применения аммония имела место укладывающаяся в ранг статистической значимости редукция обоих энзимов, тогда как при использовании свинца происходило нарастание ЛДГ в клетках и селезенки, и вилочковой железы при неизменности СДГ. Однако именно она отвечала на одновременное введение препаратов в спленоцитах, которое синхронно сокращало специфическое свечение катехоламинов в премедуллярных и внутрифолликулярных клетках тимуса и селезенки, равно как и окончаниях адренергических волокон, обслуживающих эти органы, документируя существенное угнетение синтеза нейротрансмиттера в симпатических нейронах и развертывание в них дисадаптивных процессов. Не исключено, что пестрота, мозаичность ответов со стороны ЛДГ и СДГ отражает селективность действия Pb2+ и NH4+, реактивность самих энзимов и особенности клеточных типов, в которых они заключаются.

Регистрация отклонений от контрольных величин активности ДНКаз и РНКаз в печени и почках документирует распространение влияния токсикогенов на органы висцеральной сферы. В этом плане примечательны 2 факта. Во-первых, в поддержку вышеупомянутого тезиса о клеточной избирательности и особенностях действия токсикогенов в печени свинец, судя по этому показателю, оказался абсолютно неэффективным, в то время как аммоний инициировал достоверное увеличение кислой РНКазы и ДНКазы I, II, а в совокупности со свинцом – всех видов нуклеаз, причем, в более четкой форме. Напротив, в почечной ткани роль «первой скрипки» сыграл ацетат свинца, вызвавший статистически фиксируемое нарастание активности и РНКаз, и ДНКаз, при отсутствии сдвигов с их стороны на аммоний. И в данном случае их сочетанное применение повлекло за собой более ощутимое нарастание ферментативной активности.
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Действие сальсолинола на состояние опиоидных, дофаминовых рецепторов и ферменты метаболизма дофамина в мозге крыс

М.В. Пивоварчик

Институт биохимии НАНБ

Обнаружение тетрагидроизохинолинов (ТГИХ) в плазме (1( и моче больных алкоголизмом (2( привело к представлению о возможном учас​тии этих соединений в механизмах развития зависимости от этанола. Сотрудниками нашей лаборатории in vitro было показано, что сальсолинол (1-метил-6,7-дигидрокси-1,2,3,4-ТГИХ, САЛ) обладает сродством к опиоидным (ОР) и дофаминовым рецепторам мозга [3(. Данные литературы о снижении уровня дофамина (ДА) в мозге после в/бр введения САЛ крысам указывают на возможность проникновения его через ГЭБ, а также доказывают его вовлечение в метаболизм нейромедиатора (4(.

Целью данного исследования явилось изучение параметров связывания опиоидных рецепторов (ОР) среднего мозга и активность ферментов метаболизма ДА (МАО, КФ 1.4.3.4 и КОМТ, 2.1.1.6) в коре головного мозга через 2 часа после в/бр введения САЛ, а также процессов связывания высокоаффинных к ДА D3–рецепторов стриатума (сроки экспозиции САЛ 30 минут и 2 часа).

Исследования выполнены на беспородных белых крысах–самцах массой 180-250 г. САЛ вводили в/бр в дозе 20 мг/кг, контрольным животным вводили 0,9% NaCl. Радиорецепторный анализ осуществляли по методу Simantov (5( для ОР и Bacopoulos (6( для D3-рецепторов. Активность КОМТ определяли по разработанному в нашей лаборатории методу (7(, активность МАО по методу Jain (8(. При статистической обработке данных использовали t-критерий Стьюдента. В качестве специфических лигандов применяли 3Н-DHМ (3Н-Dihydromorphine, (N-Metyl3H(), 85,7 Ки/ммоль, «NEN Du Pont Company», США для ОР и 3Н‑DА-(2,5,6-3Н-Dopamine(, 18 Ки/ммоль,«Amersham», Англия для D3 рецепторов. 3Н-SАM (S-adenosyl-L-metionin), 0,5 Ки/ммоль, «Amersham», Англия использовали в качестве субстрата для определения активности КОМТ.

Введение крысам САЛ вызвало снижение сродства и увеличение плотности ОР (-типа в среднем мозге (табл.1), что согласуется с данными литературы о повышенной их чувствительности к действию ТГИХ [9(. В нашей лаборатории также было показано, что снижение сродства (-ОР in vitro происходит пропорционально увеличению концентрации САЛ (3(. Полученные данные и известное из литературы снижение уровня ДА в мозге после однократного в/бр введения САЛ крысам (5( позволило предположить, что увеличение ТГИХ у алкоголизированных животных, возможно, снижает функциональную активность (-ОР, что и приводит к изменению чувствительности дофаминовой системы к модулирующему действию опиоидных пептидов. Изучение процессов связывания D3-рецепторов с 3Н-ДА мозга после в/бр введения САЛ подтвердило наше предположение. Было обнаружено трехкратное уменьшение связывания D3-рецепторов стриатума через 30 мин после введения САЛ. Этот показатель остался у опытных животных в 1,5 раза ниже (р< 0,001), чем в контроле, и через 2 часа после воздействия препаратом. Полученные данные согласуются с представлениями о значимости (-ОР среднего мозга в процессах регуляции дофаминовой системы стриатума.

Достоверных изменений в активности МАО и КОМТ в коре головного мозга под действием САЛ обнаружено не было, что согласуется с данными литературы [10(. Это дает основание предположить, что САЛ вовлекается в процессы взаимодействия опиоидной и дофаминовой систем мозга не затрагивая процессы распада нейромедиатора. Возможно, регуляция уровня ДА сальсолинолом осуществляется либо за счет снижения процессов обратного захвата нейромедиатора, либо в результате увеличения его синтеза, который регулируется высокоаффинными D3-рецепторами, чувствительными к действию САЛ. Уменьшение плотности дофаминовых рецепторов стриатума после введения САЛ, обнаруженное в наших экспериментах, и данные литературы, указывающие на антагонизм в действии САЛ и ингибитора обратного захвата ДА-резерпина (11(, подтверждают высказанные предположения о путях действия этого соединения на нейромедиаторные системы мозга. 

Таблица 1. Влияние в/бр введения САЛ (20 мг/кг на 2 ч) на характеристики связывания ОР среднего мозга крыс с 3H-DHМ (M±m)

	Экспериментальная группа
	Вmax, фмоль/мг белка
	Кd, нМ

	
	ВА
	ВА + НА
	ВА
	НА

	1. Контроль
	72 ± 19
	205 ± 42
	0,27 ± 0,06
	2,56 ± 0,91

	2. Опыт
	170 ± 13*
	324 ± 60
	0,55 ± 0,04*
	3,13 ± 0,50


* р < 0,01 достоверно по отношению к контрольной группе, ВА – высокоафинные центры ((-ОР), НА – низкоафинные центры ((-ОР)

Хотя уровень эндогенного САЛ в тканях недостаточен для конкурентоспособности этого соединения с естественными лигандами, полученные нами результаты, а также данные об уменьшении сродства ОР мозга крыс к метэнкефалину после длительного введения САЛ [12( дают основание предположить, что потребление этанола, возможно, усиливает модулирующее влияние ТГИХ на опиоидную и дофаминовую системы мозга.
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Нейрохимические и метаболические основы терапии эпилепсии

В.К. Поздеев 

Городской эпилептологический центр, ТМОП №2, Санкт-Петербург

Концепция гетерогенности патохимии эпилепсии нами была сформулирована и подтверждена клинико-биохимическими исследованиями в 1978-1983 годы [1-7]. Суть ее состоит в том, что относительно одинаковые клинические проявления эпилепсии развиваются на фоне разных биохимических нарушений медиаторных процессов в центральной нервной системе. 

По уровням биологически активных аминокислот, моноаминов, продуктов их инактивации и предшественников в цереброспинальной жидкости установлено, что в межпароксизмальный период возможно как повышение, так и снижение активности определенных медиаторных систем головного мозга. Снижение активности ГАМК-ергической системы отмечается у 21% больных, серотонинергической – у 9%, дофаминергической – у 23%, дефицит таурина – у 16% больных. Повышение активности ГАМК-ергической системы отмечается у 48% больных, серотонинергической – у 40%, дофаминергической – у 41%, глутаматергической – у 50%, глицинергической – у 24%, повышенное высвобождение из нейронов таурина – у 31% больных.

Во время пароксизмов уровни активности медиаторных систем подвержены быстрым и существенным изменениям. Это можно наблюдать при осуществлении забора цереброспинальной жидкости порциями перед припадком, во время и после припадка [2-5].

Развитие припадка начинается с преимущественного повышения активности возбуждающих медиаторных систем (глутаматергической в 2,8-8 раз, аспартатергической в 4-14 раз) и снижения активности тормозных – ГАМК-ергической системы, высвобождения таурина. Этот дисбаланс (патогенный механизм) лежит в основе запуска эпилептиформных состояний.

Прекращается припадок вследствие резкого повышения активности тормозных систем: прежде всего ГАМК-ергической (в 4-5раз), глицинергической (в 1-2 раза) и подъема высвобождения таурина (в 1,5-2 раза). Этот механизм (компенсаторный) купирует припадок, гасит пароксизмальную активность нейронов.

Нейрохимические вариации дисбаланса между тормозными и возбуждающими медиаторными системами многообразны и индивидуальны, в частности, в ряде случаев наблюдается угнетение инактивации глутамата и аспартата путем амидирования (содержание глутамина и аспарагина остается низким в ЦСЖ при очень высоких уровнях Глу и Асп).

Выявлена нейрохимическая особенность простых абсансов, они часто возникают вследствие преимущественного повышения активности аспартатергической системы и ГАМК-ергической системы. Судорожные генерализованные припадки возникают при повышении активности глутаматергической и ГАМК-ергической систем.

Такое многообразие нейрохимических нарушений при эпилепсии диктует необходимость постановки нейрохимического диагноза (наряду с клиническим) и на его основе индивидуализацию фармакотерапии. Это положение нами было опубликовано в 1987 году [6], однако в практическое здравоохранение оно пока не вошло. Нейрохимический диагноз больным эпилепсией устанавливался нами в 1974-1988 годы в Эпилептологическом Центре Ленинграда. На основе его, больным, в зависимости от характера нейрохимической поломки, назначался таурин, ГАМК-миметики, антагонисты возбуждающих медиаторов, всем больным – комплексы витаминов. В ряде случаев нейрохимическая индивидуализация фармакотерапии давала прекрасный терапевтический эффект [5].

Основа прицельного применения фармакотерапии существует. В настоящее время механизмы действия многих противосудорожных препаратов довольно хорошо изучены. Среди них выделяются ГАМК-миметики (вальпроаты), антагонисты глутаматной (ламиктал), аспартатной (этосуксимид) медиации. 

Вальпроаты (конвулекс, ацедипрол, депакин, конвульсофин) ингибируют ГАМК-трансаминазу (фермент расщепляющий ГАМК), повышают активность глутаматдекарбоксилазы (фермента, отвечающего за синтез ГАМК), увеличивают вызванное ГАМК-постсинаптическое ингибирование.

Ламиктал (ламотриджин) препятствует избыточному высвобождению возбуждающих аминокислот (в основном, глутамата), не снижая его выделение в пределах физиологической нормы. Это, с одной стороны, обеспечивает сохранность функции нейронов, с другой стороны, подавление эпилептической активности [8].

Этосуксимид (суксилеп) – антагонист аспартата (вероятно, поэтому он эффективен при абсансах), повышает активность K+, Na+-AТФазы, моноаминоксидазы, глутаматдекарбоксилазы [9].

К сожалению, практически не используется для лечения эпилепсии таурин. У части больных (в 16% случаев), при нарушении его синтеза и высвобождения, таурин ликвидирует судороги или уменьшает их число [5,7]. Таурин оказывает сильное тормозное действие на нейроны. Обсуждается три аспекта механизма его действия: активация K+,Na+-насоса, перераспределение ионов Ca2+ относительно мембран, активация синтеза глутамина и ГАМК. Таурин стимулирует в синаптосомах синтез глутамина из глутамата [10], благодаря чему сдерживается мощный возбуждающий эффект глутаминовой кислоты. 

В качестве дополнительного средства при нормальном и, особенно, повышенном артериальном давлении необходимо шире использовать блокаторы кальциевых каналов (прежде всего, флунаризин, а также циннаризин, нифедипин). Их противоэпилептическое действие, вероятно, связано со способностью уменьшать поступление ионов кальция в эпилептизированные нейроны и снижать тем самым активность последних [11]. Кроме того, благодаря спазмолитической активности они усиливают кровоснабжение мозга и, следовательно, его метаболические процессы. Следует отметить, что среди противоэпилептических препаратов антикальциевой активностью обладают этосуксимид [12] и слегка вальпроаты [13]. 

Совершенно необходимо больным эпилепсией повышенное потребление витаминов, естественных антиоксидантов с целью нормализации перекисного окисления липидов и активации ферментов, отвечающих за синтез тормозных медиаторов и нейромодуляторов.

Длительный прием противосудорожных препаратов, как правило, приводит к нарушениям функции печени и желудочно-кишечного тракта, секреторной и моторной деятельности кишечника, всасывания жиров, жирорастворимых витаминов, ускоренному выведению водорастворимых витаминов, медикаментозным интоксикациям, поэтому необходима постоянная коррекция дефектов метаболизма. Редкие непродолжительные курсы парентерального введения двух-трех витаминов не могут обеспечить надежный долговременный лечебный эффект. Больному эпилепсией необходимо постоянно пополнять комплекс витаминов, включающий виамины Е, А, В6, С, никотинамид, фолиевую кислоту, биологически активные вещества, нормализующие функцию печени и желудочно-кишечного тракта. Это возможно выполнить с помощью регулярного потребления поливитаминных препаратов, облепихового масла, постоянной фитотерапии и соответствующей диеты [7].

В подтверждение вышесказанного говорят следующие факты. Появление судорог у детей часто связано со снижением содержания витамина В6 в диете и организме. У отдельных пациентов ряд ферментов (например, цистатионинсинтетаза) имеет пониженное сродство к пиридоксальфосфату. Известно более 20 пиридоксальзависимых ферментов, катализирующих ключевые реакции азотистого обмена. Среди них декарбоксилазы, отвечающие за синтез таурина, биогенных моноаминов, ГАМК – основного тормозного медиатора, гасящего судорожную готовность мозга [14]. 

Витамин Е – универсальный стабилизатор мембран, один из самых сильных природных антиоксидантов, защищающих липидные мембраны от деструктивного действия свободных радикалов [15]. С ним в комплексе действуют витамины А и С. Применение природных антиоксидантов позволяет преодолевать резистентность к противосудорожной терапии [16].

В течение более 10 лет для лечения эпилепсии нами используется облепиховое масло [7], так как в нем содержится уникальный набор веществ: каротиноиды (провитамины А), токоферолы (витамин Е), витамины К, В1, С, В6, F, фолиевая кислота, стеролы, ненасыщенные жирные кислоты (олеиновая, линолевая, линоленовая) и другие. Этим объясняется его мощное противосудорожное действие [17]. 

Весьма благотворно на состоянии больных эпилепсией сказывается фитотерапия, поставляющая водорастворимые витамины, микроэлементы, биологически активные вещества, нормализующие функцию внутренних органов [7]. Для приготовления фиточая нами используются травы с противосудорожным (корень валерианы, ромашка аптечная, пустырник, душица обыкновенная, дягиль лекарственный, мелисса лекарственная, цветки липы, лист мать-и-мачехи), мочегонным и общеоздоравливающим (лист брусники, смородины черной, зверобоя продырявленного, толокнянки, ежевики сизой, плоды шиповника коричного, рябины обыкновенной, боярышника) действием.

Таким образом, данные о гетерогенности патохимии эпилепсии и механизмах действия противосудорожных препаратов позволяют индивидуализировать фармакотерапию. Витамино-, дието-, фитотерапия мягко коррегирует все виды обмена (метаболическая терапия), нормализует функцию внутренних органов и на этой основе функцию центральной нервной системы. Этот алгоритм лечения эпилепсии позволяет достичь максимального терапевтического эффекта и избежать медикаментозных интоксикаций. 
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Определение дансильных производных свободных аминокислот сыворотки крови методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии

В.К. Поздеев, Н.В. Поздеев

Санкт-Петербургский городской эпилептологический центр, 
Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург

Целью настоящей работы являлась разработка метода определения содержания свободных аминокислот в сыворотке крови, пригодного для применения в клинической практике.

Метод предколоночного дансилирования аминокислот имеет ряд достоинств. 

1. Дансил-хлоридные аддукты аминокислот весьма стабильны, имеют линейную зависимость между концентрацией аминокислот их аддуктов и интенсивностью люминесценции. Воспроизводимость дансилхлоридного метода находится в пределах 1,5-4,1% для всех аминокислот, кроме гистидина (его воспроизводимость 6,4%), что объясняется низкой люминесценцией его дериватов [1, 2]. 

2. Дансилхлоридный метод в отличие от орто-фталевого позволяет определять содержание цистеина, цистина, гомоцистина, пролина, гидроксипролина, цистеиновой кислоты, что необходимо для диагностирования ряда часто встречающихся энзимопатий. 

3. Хорошая воспроизводимость метода позволяет работать без внутреннего стандарта.

Недостатками метода являются: во-первых, присутствие на хроматограмме мощного пика самого дансилхлорида и его производных; во-вторых, невозможность разделения некоторых аминокислотных пар, например, Тре-Гли. В настоящем методе (рисунок), прежде всего создавались условия для полного разделения гидроксипролина, пролина, цистина, гомоцистина. Это оказалось возможным благодаря ступенчатому градиенту рН (от 5,5 до 6,5) и ацетонитрила (от 10% до 50%) в фос​фатно-ацетатном буфере. В этих условиях, к сожалению, совмещенными пиками выходят Глу-Гис, Три-nЛей и Орн-Лиз. Для разделения этих пар требуется более нейтральная среда (рН 6,0) на первых этапах хроматографии, но в этих условиях совмещаются гидроксипролин и Асн. 

Получение сыворотки крови и ее хранение. Забор крови из локтевой вены осуществляется утром, натощак (чтобы избежать неконтролируемого изменения состава и концентрации свободных аминокислот в плазме), сухой иглой (чтобы избежать гемолиза эритроцитов). Сразу после взятия кровь помещается в холодильник на 1-2 часа при температуре 0–+4оС. Как только сформируется сгусток, кровь центрифугируется при 2000g 10 мин, чтобы в осадок выпали эритроциты. 

После центрифугирования из верхнего слоя супернатанта берется 200 мкл сыворотки, которая без промедления депротеинизируется. 

Депротеинизация сыворотки крови. К 200 мкл сыворотки приливается 25 мкл депротеинизирующего раствора сульфосалициловой кислоты (5 г кристаллов кислоты растворяется в воде, конечный объем 7,5 мл). Смесь тщательно перемешивается полиэтиленовым шпателем, после чего центрифугируется при 11000 g 10 мин. Затем надосадочная жидкость переливается в чистую пробирку, а к осадку приливается 200 мкл отмывающего раствора сульфосалициловой кислоты (этот раствор кислоты получен 11 кратным разбавлением, депротеинизирующий раствор : вода – 1:10), полиэтиленовым шпателем смесь тщательно перемешивается и вновь центрифугируется при 11000 g 10 мин, после чего супернатанты объединяются. Этот депротеинизат, в случае необходимости, может храниться при -20оС – -40оС в течение недели в плотно закрытой полиэтиленовой микропробирке при минимальном объеме в ней воздуха (последнее условие позволяет предупредить разрушение цистина, гомоцистина, цистеина). При этом, в течение 72 часов существенных изменений концентраций аминокислот не происходит. Спустя неделю цистин почти полностью исчезает. Через 3 месяца содержание Глн, Асн, и Тир снижается, а Глу и Асп повышается. Хранение депротеинизата при -60оС предупреждает изменение состава аминокислот в течение нескольких месяцев [3].

В реальных условиях лаборатории следует по возможности быстро осуществлять депротеинизацию плазмы (сыворотки) и затем хранить депротеинизат при -20 – -40оС, лучше при -60оС, в полиэтиленовых плотно закрытых пробирках с минимальным содержанием воздуха в них. 

Дансилирование. К 100мкл депротеинизата приливается 14 мкл 2Н NaOH (рН доводится приблизительно до 5,0) и 100 мкл боратного буфера (насыщенный раствор буры), pH смеси должен быть 9–9,5. Затем добавляется 100 мкл дансилирующего раствора (27 мг дансилхлорида растворяется в 10 мл ацетонитрила или ацетона в сосуде с плотно прилегающей крышкой). Далее, смесь встряхивается и при комнатной температуре в темноте выдерживается в течение часа, после чего целесообразно осуществить хроматографию (в случае крайней необходимости возможно хранение при -20оС в течение суток и более).

Среди различных реакционных буферов боратный дает наиболее стабильные результаты. Для дансилирования оптимальным является рН 9,0 (при рН 9,5 начинается щелочной гидролиз дансилхлорида). В условиях, описанных выше, дансилируются как первичные, так и вторичные аминогруппы, гидроксильные группы не дансилируются. При комнатной температуре полное дансилирование происходит в течение 20-40 мин. Чтобы избежать случайностей рекомендуется экспозиция 1 час [4].

Для продления жизни колонки и более четкого формирования пиков на первых двух этапах ступенчатого градиента непосредственно перед введением пробы в инжектор ее следует подкислять ледяной уксусной кислотой до рН 5,0 (2 мкл кислоты на 50 мкл пробы). Хранение дансильных производных аминокислот при рН 5,0 недопустимо, так как они в кислой среде нестабильны. Хроматографическая система состояла из насоса высокого давления LCP 4000 (Ecom, Чехословакия, скорость потока 500 мкл/мин), инжектора проб с объемом петли 5 мкл, колонки аналитической Supelсosil LC18DB, 5 (m, 2,1х250 мм, колоночного термостата (хроматография осуществлялась при 45оС), флюриметрического детектора «Флюорат-02» (возбуждение – интерференционный фильтр с максимумом пропускания 350 нм; эмиссия – абсорбционный фильтр с максимумом пропускания 530 нм). Оптимальными являются длины волн 340 и 510 нм [5].

Элюирование. Ступенчатые градиенты рН и концентрации ацетонитрила создавались при помощи одного насоса высокого давления посредством ручного перемещения капилляра с входным фильтром в колбу содержащую соответствующую подвижную фазу. Процесс перенесения капилляра происходит в течение 1-1,5 сек. За это время с поверхности фильтра всасывается всего лишь 8-10 мкл подвижной фазы (при подачи подвижной фазы на колонку 500 мкл/мин). На поверхности фильтра в это время находится около 100мкл подвижной фазы (вследствие смачивания), поэтому всасывания воздуха не происходит.

Добавление уксусной кислоты в подвижную фазу ускоряет элюцию дансильных аддуктов аминокислот, но снижает высоту пиков [1]. Присутствие додецилсульфата натрия в подвижной фазе повышает высоту пиков и, при высоких концентрациях, ускоряет их элюцию.

Таблица.

	Подвижная фаза
	Первая
	Вторая
	Третья
	Четвер​​тая
	Пятая
	Шестая

	Градиенты
	ацетонитрила
	10%
	15%
	25%
	30%
	40%
	50%

	
	рН
	5,5
	5,5
	6,5
	6,5
	6,5
	6,0

	Длительность ступени хроматографии, мин
	10
	10
	12
	10
	7
	11

	Время от начала хроматографии, мин
	0
	10
	20
	32
	42
	49
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Рис. 1. Хроматограмма депротеинизата сыворотки крови после добавления стандартных растворов цистеиновой кислоты, аспарагина, гидроксипролина, таурина, цистина и гомоцистина. Условия хроматографии в тексте.

Матричный раствор подвижной фазы содержит 30 мM Na2HPO4 и 0,25 мM додецилсульфата. Из него готовится 6 растворов с разным рН и концентрацией ацетонитрила. рН доводится ледяной уксусной кислотой. Элюция производится в соответствии со схемой, представленной в таблице. 

По завершении хроматографии заборный фильтр опускается на 0,5‑1 сек в бидистиллированную воду (без выключения насоса), а затем на 15 мин в подвижную фазу, содержащую 10% ацетонитрила и рН 5,5 (таким образом осуществляется регенерация колонки).
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Влияние свинца и аммония на диссоциированную культуру краниального шейного ганглия (КШГ) новорожденной крысы

Е.Ф. Полукошко

Институт физиологии НАНБ, г. Минск

В последние годы значительно увеличился поток исследований по изучению воздействий окружающей среды на живой организм. Сложная экологическая обстановка последних лет, большое количество химических и физических факторов антропогенной природы требует пристального наблюдения и осмысления. 

Первичная диссоциированная культура с ее определенной структурно-функциональной организацией, с одной стороны, является упрощенной биологической моделью для различных исследований, а с другой – позволяет с большой долей точности изучить реакцию конкретной клетки на то или иное воздействие.

Как и все тяжелые металлы, свинец изменяет энергетические процессы в органах и тканях, обладая сродством к мембранам митохондрий и способностью накапливаться в них. Он изменяет проницаемость клеточных мембран, блокирует насосы, увеличивает жесткость мембран и снижает их устойчивость к осмотическому шоку. Другими местами акку​муляции свинца в клетках являются полирибосомы, ядро, цитоплазма, лизосомы и др. Внутри клеток свинец распределяется неравномерно [1].

Исследования на культурах ткани по проблеме нейротоксического действия свинца и аммония показали большое разнообразие его эффектов. В зависимости от типов клеток и их микроокружения, концентрации и времени экспозиции токсикогена описаны противоречивые по направленности и силе ответы, характеризующие опоптическую гибель, изменение структуры и проницаемости мембран, выхода медиаторов, роста отростков нервных клеток и т.д. [2, 3]. Среди возможных механизмов токсического действия обращает на себя внимание способность свинца как 2-хвалентного металла блокировать белковые функциональные SH-группы [4]. Значительно меньше сведений встречается в литературе о патологическом влиянии соединений аммония на культуры клеток. Среди процессов его негативного воздействия описывается резкое смещение внутриклеточного и внутрилизосомального pH, повышение содержания Ca++ за счет своих внутриклеточных источников, что приводит к катастрофическим последствиям для всей культуральной системы [5, 6].

Материалы и методы. Диссоциация симпатических нейронов КШГ осуществлялась по принятой в лаборатории технологии [7]. Суспензию клеток помещали на покровные стекла 18(18 мм, покрытые коллагеном, которые переносили в маленькие чашки Петри и культивировали в DMEM с 10% плацентарной сыворотки человека и 5% телячьей эмбриональной сыворотки, антибиотиками и ФРН (100 нг/мл). Для опытов использовались 7-8 суточные культуры. За это время нейробласты проходят стадию адаптации к новым условиям существования и вступают в активный процесс развития, дифференцировки, нейритогенеза на фоне пролиферации глиальных элементов культуры. В экспериментах применялись растворы Pb(CH3COO) ( 3H2O в концентрациях 25, 100 и 250 мкг/мл и NH4Cl – 0,1, 1 и 10 мМ. Время экспозиции с токсическими факторами составляло 1 и 4 сут при отсутствии ФРН. Все куль​туры выращивались в CO2 инкубаторе (5% CO2, 95% воздуха) при 37°С.

Поврежденные клетки выявлялись методом 3-хминутного окрашивания в 0,4% растворе трипанового синего на растворе Хэнкса. Активность АХЭ определяли по методу Карновского-Рутс [8]. Достоверность экспериментальных данных определяли по t-критерию Стьюдента. 

При действии 25 мкг/мл Pb2+ спустя 1 сут состояние нейронов и глиальных элементов культуры в большинстве случаев не отличалось от контроля. Лишь на 4 сут воздействия свинцом у некоторых нейронов отмечалась зернистость по ходу отростков, смещение ядра на периферию и начало его кариолиза. Гибель нервных клеток спустя 1 сут составляла 8%, а через 4 сут – 17%. В обоих случаях изменения между контролем и опытом достоверны (Р<0,01). Увеличение концентрации свинца до 100 мкг/мл в первую очередь нарушало целостность глиальных элементов культуры, вызывая их частичную или полную гибель спустя 3-8 сут после культивирования в среде с Pb2+. В результате этого нейроны, оставшиеся без полноценной поддержки клеток фибробластов, постепенно под действием вышеобозначенной дозы свинца дегенерировали. Наблюдение за культурами велось в течение 7-10 сут со дня воздействия химическими факторами. Гибель нейронов спустя 1 сут составляла 40% и 47,5% через 4 сут культивирования со свинцом (Р<0,01).

При действии 250 мкг/мл ацетата свинца уже в первые сутки отмечается значительное разрушение отростков и повреждение сомы нейронов. Гибель нервных клеток при этом количестве свинца спустя 1 сут составляла 57%, а через 4 сут – 70% (Р<0,01). Особо следует отметить, что резкое разрушение всех элементов в культуре при дозах Pb2+ 100 и 250 мкг/мл начинается после 4 сут воздействия свинцом и в последующие 5-8 сут наблюдается почти полный некроз нейронов, отростков и клеток глии. По-видимому, накопление свинца в клетках превышает допустимые границы и механизмы адаптации не срабатывают.
При влиянии на диссоциированные клетки КШГ 0,1 мМ раствором NH4Cl состояние всех культивируемых клеток оценивалось как близкое к норме. Через 4 сут погибало 9% клеток, ядра отдельных нейронов теряли четкое очертание, по ходу отростков появлялись вздутия. В фибробластях отмечалось увеличение числа вакуолей и различных включений. Гибель нейронов при дозе хлористого аммония 1мМ составляла 39% через 1 сут и 48% спустя 4 сут от начала внесения в среду NH4Cl. При культивировании клеток в среде, содержащей 10 мМ NH4Cl, гибель нейронов увеличивалась до 78% спустя 1 сут и 86,5% спустя 4 сут. Во всех случаях все изменения были достоверны при Р<0,01.

Таким образом, анализ влияния ионов свинца и аммония на культуры симпатического узла выявили более быстрое и обширное повреждение клеток при культивировании в среде с хлористым аммонием, чем с ацетатом свинца. Если ионы NH4+ разрушали всю клеточную систему в целом, то ионы Pb2+ действовали в первую очередь на отростки нервных клеток и фибробласты и лишь затем на сому нейронов.

Ферментативная активность нейронов в культуре является одним из важнейших показателей метаболических процессов, происходящих в исследуемых клетках. Изучение изменения уровня АХЭ в культуре диссоциированных симпатических нейронов позволит проследить внутриклеточные изменения при экстремальных условиях внешней среды. Во всех случаях изменения уровня этого фермента были незначительными и колебались в пределах 4-14%. Но тенденция к снижению уровня АХЭ спустя 1 сут после воздействия химическими факторами и увеличению его величины через 4 сут сохранялась во всех экспериментах. Вероятно, здесь работают адаптационно-приспособительные механизмы. 

Полученные нами результаты позволяют предположить возможность для нейронов выживать и стабилизироваться при умеренных воздействиях неблагоприятных факторов окружающей среды.
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Влияние внешнего гамма-облучения на рецепцию различных стероидных гормонов в печени крыс

Е.Г. Попов, Л.К. Сечко, Е.И. Ладутько, А.В. Чантурия 

Институт радиобиологии НАН Беларуси, Минск

Как известно, действие радиационного фактора на организм вызывает функциональные сдвиги в системах регуляции различного уровня организации, включая внутриклеточные механизмы [1, 2], так что уже при относительно малых дозах могут возникать нарушения в рецепторном цикле стероидов и гормональный дисбаланс [3, 4], однако временная динамика данных процессов выяснена недостаточно. В связи с этим основное внимание в данной работе сосредоточено на оценке зависимостей изменений рецепции андрогенов, эстрогенов и глюкокортикоидов в печени крыс от сроков после окончания внешнего гамма-облучения. Выбор объекта обусловливается как важной ролью стероидных гормонов, которую они играют в организме, являясь регуляторами функций гепатоцитов (процессов роста и обмена веществ), так и высокой радиочувствительностью данного органа к действию ионизирующих излу​чений [5, 6, 7, 8]. В то же время печень, как эндокринная железа, представляется удобным органом, позволяющим по своим функциональным показателям в определенной степени отражать состояние системы детоксикации и оценку общих сдвигов метаболизма в организме [9, 10]. Изучение параметров рецепции стероидных гормонов при действии радиации позволит более глубоко понять механизмы развития радиационно-обусловленной патологии для последующего принятия мер при развитии нарушений в эндокринной системе, возникающих под влиянием неблагоприятной радиоэкологической обстановки, сформировавшейся после Чернобыльской аварии на территории республики [11, 12, 13, 15].

Материалы и методы. В экспериментах были использованы белые крысы линии Вистар начиная с 6-мес. возраста, острое и пролонгированное (хроническое) внешнее (-облучение которых осуществляли на установках «Игур-001» и «Гаммарид-192/120» радиоисточниками 137Cs (мощностью 9,230(10-4 и 3,507(10-7 Гр/с). Животных декапитировали в 8:30 и для определений использовали цитозоль из гомогенатов печени, полученный центрифугированием при 105000 g в течение 60 минут (L8‑50M/E «Beckman», ротор «Ti-50», СШA). В исследовании использовали буферный раствор следующего состава: 20 мМ Трис-НСl, 10%-глицерин, рН 7,4. Состояние рецепции оценивали по определению цитозольной концентрации сайтов специфического связывания меченых тритием стероидов: эстрогенов (17-(-/2,4,6,7-3Н4/-эстрадиол), глюкокортикоидов (/1,2,4-3Н3/-дексаметазон) и андрогенов (5-(-дигидро-/1,2,6,7-3Н4/-тестостерона), с удельной активностью соответственно 4290, 902 и 2760 ТБк/моль («Изотоп», Санкт-Петербург), как подробно описано ранее [8, 11, 14, 16]. 

Результаты и их обсуждение. Полученные данные (табл. 1,2,3) указывают на то, что андроген- и глюкокортикоид-рецепторные системы более чувствительны к действию внешней радиации, чем эстрогеновая. Они реагируют на острое облучение как при 0,5 Гр, так и 1,0 Гр 1,6–2,3-кратными увеличениями содержания мест связывания гормонов в течение 1-3 сут, а в последующем постепенно (к 90-180 дню) эти отклонения нивелируются, причем зависимость имеет «синусоидальный» характер. Изменения в рецепции эстрогенов как бы «колеблются» в противофазе. Параллельно, электронно-микроскопически прослеживается динамика репараций радиационных повреждений органоидов гепатоцитов на морфологическом уровне [6]. 

Таблица 1. Содержание сайтов рецепции андрогенов в цитозоле клеток печени крыс, фмоль/мг белка

	Сроки после воздействия, сутки
	Вид и доза радиационного воздействия
	Контроль

	
	Острое (-облучение
	Пролонгированное (‑облучение
	

	
	0,5 Гр
	1,0 Гр
	0,5 Гр
	1,0 Гр
	

	3
	78(4*
	106(7*
	32(5*
	75(4*
	48 ( 3

	30
	110(10*
	112±6*
	46±3
	97±6*
	49 ± 4

	90
	52±2*
	61±4*
	46±8
	73±5*
	43 ± 4


Таблица 2. Содержание сайтов рецепции эстрогенов в цитозоле клеток печени крыс, фмоль/мг белка

	
	Острое (-облучение

	Дозы
	0,5 Гр
	1,0 Гр

	Сроки, сут
	3
	10
	30
	3
	10
	30
	60

	Контроль
	63 ± 6
	61 ± 6

	Опыт
	52 ± 15
	64 ± 14
	80 ± 9*
	32 ± 6*
	58 ± 7
	103±17*
	31 ± 14*

	
	Пролонгированное (‑облучение

	Дозы
	0,5 Гр
	1,0 Гр

	Сроки, сут
	3
	10
	30
	30
	180

	Контроль
	62 ± 5
	70±7
	64±4
	55±7

	Опыт
	116±7*
	55±3
	67±4
	63±2
	56±3


Таблица 3. Содержание сайтов рецепции глюкокортикоидов в цитозоле клеток печени крыс, фмоль/мг белка

	
	Острое (-облучение

	Доза
	0,5 Гр

	Сроки, сут
	1
	10
	30
	90
	180

	Контроль
	301 ± 26
	330 ± 47
	334 ± 32
	335 ± 10
	333 ± 25

	Опыт
	570(67*
	114(12*
	563(58*
	252(11*
	282(17*

	Доза
	1,0 Гр

	Сроки, сут
	1
	10
	30
	90

	Контроль
	
	
	280 ± 41
	303 ± 10

	Опыт
	228(16*
	173(39*
	360(52
	338(32

	
	Пролонгированное (-облучение

	Доза
	1,0 Гр

	Сроки, сут
	10
	30
	180
	365

	Контроль
	565 ± 65
	526 ± 39
	586(41
	601(29

	Опыт
	695(45*
	625(42*
	385(31*
	574(63


* – различия статистически значимы по отношению к контролю, р<0,05.
Пролонгированное низкоинтенсивное облучение при дозе 0,5 Гр су​щественно (на 24%) снижает концентрацию сайтов рецепции андрогенов, однако в отношении эстрогеновых рецепторов эффект противоположен и проявляется транзиторным 90%-ным подъемом их уровней в цитозоле. Увеличение накопленной дозы в 2 раза (до 1,0 Гр) сопровождается в различной степени повышением (в 1,2–1,6 раза) содержания мест специфического связывания как половых, так и глюкокортикоидных гормонов в разные сроки после окончания радиационных воздействий, однако в последующем этот эффект затухает также в колебательном ритме.

Таким образом, относительно малые радиационные воздействия могут рассматриваться, как дестабилизирующие факторы, которые расшатывают систему динамического гомеостаза (энантиостаз), что заметно проявляется в дисбалансе системы рецепторов стероидных гормонов даже в таком, традиционно считавшемся радиоустойчивым органе, как печень.
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Влияние ионов металлов на биологическую активность природных флавоноидов

А.И. Потапович, Е.Н. Владыковская, В.А. Костюк 

Белорусский государственный университет, Минск

В предыдущих исследованиях нами показано, что рутин и кверцетин – широко распространенные природные полифенолы, обладающие Р витаминной активностью, являются эффективными антиоксидантами [1-4]. Кроме того, эти соединения, а также дигидрокверцетин и катехины зеленого чая обладают выраженным цитопротекторным действием при асбест-индуцированном повреждении фагоцитирующих и нефагоцитирующих клеток, и этот эффект обусловлен способностью флавоноидов перехватывать активные формы кислорода (АФК) [5-8]. В отличие от фенольных антиоксидантов, в частности токоферолов, флавоноиды, кроме прямого антирадикального действия, способны связывать ионы металлов с переменной валентностью, образуя стабильные неактивные в отношении реакции Фентона комплексы [3]. Мы исследовали хелатирующие свойства группы близких по химической структуре флавоноидов: флавонолов кверцетина и рутина, флаванонола дигидрокверцетина и катехинов эпикатехин галлата (ЭКГ) и эпигаллокатехин галлата (ЭГКГ). Используя дифференциальную спектроскопию и метод конкурентного замещения, нами установлено, что способность к комплексообразованию у флавоноидов изменятся следующим образом:

	Металл
	лиганд

	Fe2+
	Кверцетин > рутин >> ЭКГ=ЭГКГ > дигидрокверцетин

	Fe3+
	Кверцетин > ЭГКГ = ЭКГ > рутин > > дигидрокверцетин

	Cu2+
	рутин > ЭГКГ = ЭКГ = дигидрокверцетин


Известно, что образование неактивных в отношении реакции Фентона комплексов флавоноидов с переходными металлами приводит к ингибированию свободнорадикальных процессов. Однако это не единственный результат связывания металлов флавоноидами. Комплексы ионов переходных металлов с некоторыми флавоноидами оказались очень эффективными антирадикальными агентами. В частности, методом конкурентной кинетики были определены константы скорости реакции флавоноидов и их металлокомплексов с анион-радикалом кислорода. Установлено, что комплексы рутина и дигидрокверцетина с металлами являются значительно более эффективными ловушками АФК, чем исходные лиганды. В то же время антирадикальная активность катехинов и их металлокомплексов практически не различалась (табл. 1). Наиболее эффективными ловушками анион-радикалом кислорода были железокомплексы флавоноидов. Например, комплекс рутина с Fe2+ был почти в пять, а с Fe3+ в три раза активнее самого рутина. Менее выраженный эффект был выявлен у комплексов флавоноидов с медью, но эти комплексы обладали значительно более высокой, чем исходные лиганды, антиоксидантной активностью в условиях НАДФН-зависимого ПОЛ в микросомах печени. Можно предположить, что высокая антирадикальная активность комплексов рутина и дигидрокверцетина с металлами обусловлена наличием в их структуре дополнительного супероксиддисмутирующего центра, которым является собственно ион металла, способный принимать и передавать электроны на анион-радикал кислорода. 

Таблица 1. Значения констант скорости реакции некоторых флавоноидов и их металлокомплексов с анион-радикалом кислорода (k, 105 М-1с-1, рН 10)

	Флавоноид
	Металл в комплексе

	
	Нет
	Fe2+
	Cu2+
	Fe3+

	Рутин
	0,6
	2,8
	0,8
	1,7

	Дигидрокверцетин
	2,0
	2,8
	2,6
	4,0

	Эпикатехин галлат
	3,5
	3,6
	3,5
	н/о

	Эпигаллокатехин галлат
	5,4
	5,0
	5,7
	н/о


В последующих экспериментах был изучен защитный эффект металлокомплексов флавоноидов при окислительном повреждении фагоцитирующих и нефагоцитирующих клеток in vitro. Установлено, что металлокомплексы флавоноидов значительно лучше, чем свободные лиганды, защищают от повреждения хризотил-асбестом перитонеальные макрофаги и, особенно, эритроциты (табл. 2). Установлено, что высокая эффективность цитопротекторного действия металлокомплексов флавоноидов в условиях экспериментального окислительного стресса обусловлена не только их антирадикальными свойствами, но и значительно лучшей способностью сорбироваться на поверхности волокон асбеста. При этом за счет металл-металл взаимодействия, полученные нами комплексы связываются с поверхностью волокон асбеста непосредственно в центрах генерации кислородных радикалов, т.е. обладают «сайт-специфичными» свойствами. Найдено, что связывание металлокомплексов с хризотил-асбестом приводит к полной потере его цитотоксичности. Восстановить цитотоксичность модифицированного асбеста можно с помощью ЭДТА, который вытесняет флавоноиды из металлокомплексов и с поверхности асбеста.

Таблица 2. Концентрации (мкМ) некоторых флавоноидов и их металлокомплексов, снижающие асбест-индуцированное повреждение перитонеальных макрофагов и эритроцитов на 50% (значения I50)
	
	I50

	
	макрофаги
	эритроциты

	Рутин
	280
	> 100

	Рутин–Fe2+
	55
	2,2

	Рутин–Cu2+
	35
	2,0

	Рутин–Fe3+
	60
	5,8

	Дигидрокверцетин
	160
	не защищал

	Дигидрокверцетин–Fe2+
	35
	7,0

	Дигидрокверцетин–Cu2+
	25
	8,0

	Дигидрокверцетин–Fe3+
	НО
	22,0


Полученные результаты, свидетельствующие о высокой эффективности защитного действия металлокомплексов флавоноидов в условиях асбест- индуцированного повреждения клеток in vitro, послужили основанием для исследования их действия при развитии экспериментального фиброза in vivo. В этих экспериментах использовались крысы линии вистар, разделенные на 4 группы. каждая включала 6 животных. Животным первой (контрольной) группы интратрахеально вводилось по 1 мл 0,9% раствора NaCl. Животным второй группы интратрахеально вводилось по 20 мг хризотил асбеста в 1 мл 0,9% раствора NaCl. Животным третьей группы интратрахеально вводилось по 20 мг модифици​рованного комплексом медь-рутин (0,33 10-4 М) хризотил-асбеста в 1 мл 0,9% раствора NaCl. Животным четвертой группы интратрахеально вводилось по 20 мг обычного хризотил-асбеста, однако, начиная с первого дня введения и в течение месяца, они получали питьевую воду, содержащую комплекс медь-рутин (10-4 М). Через 30 дней у животных контрольной и опытных групп определяли ряд морфометрических и биохимических параметров, некоторые из которых приведены в таблице 3. Как следует из приведенных данных, комплекс медь-рутин оказывает определенное защитное действие при экспериментальном «запылении» животных, нормализуя морфометрические показатели и досто​верно снижая содержание ТБК-активных продуктов (ТБКАП) в легких.

Таблица 3. Влияние комплекса медь-рутин на изменение некоторых морфометрических и биохимических параметров у белых крыс через 30 дней после интратрахеального введения асбеста (20 мг)
	Экспериментальные группы
	Исследуемые параметры

	
	Увеличение массы тела, г
	Отношение тимус/масса тела
	ТБКАП в легких

усл. ед./г ткани

	1 (n=6)
	17,5(6,8
	1,98(0,52
	5,2(1,57

	2 (n=6)
	11,7(8,9
	1,54(0,22
	7,6(2,17*

	3 (n=6)
	23,3(6,1
	1,72(0,43
	4,8(1,19**

	4 (n=6)
	23,3(5,9
	1,85(0,31
	6,0(2,10


* – p<0,05 по отношение к значению группы 1;

** – p<0,05 по отношение к значению группы 2.

Выводы.

– Металлокомплексы флавоноидов являются перспективными соединениями для создания новых средств профилактики и терапии «свободнорадикальных патологий».

– Потребление флавоноидов в составе натуральных продуктов (фруктов, соков и вин), где они могут находится в виде комплексов с металлами, может быть более эффективным, чем использование очищенных витаминных препаратов.

– Металлокомплексы флавоноидов могут образовываться непосред​ственно в крови и тканях, и в этом случае между двумя механизмами, обуславливающими их антиоксидантное действие, антирадикальным и хелатирующим, будет иметь место положительная обратная связь.
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Роль ацетальдегида в развитии алкогольной патологии
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Злоупотребление алкоголем и алкоголизм порождают многочисленные отрицательные медицинские, социальные и экономические последствия для общества. В связи с этим раскрытие механизмов действия этанола на организм и патогенеза алкоголизма являются актуальной научной проблемой. Наряду с прямым токсическим действием этанола и его метаболита ацетальдегида обсуждаются и метаболические эффекты, связанные с окислением этанола, которые проявляются патологическими изменениями в углеводном, липидном, белковом, водно-солевом обмене, активизацией свободнорадикальных процессов в тканях и приводят к нарушению функции и поражению органов и систем [1, 2].

Метаболизм этанола осуществляется преимущественно в печени. На первой стадии этанол окисляется до ацетальдегида главным образом по алкогольдегидрогеназному (АДГ) пути, окисление этанола при участии каталазы и микросомальной этанолокисляющей системы (МЭОС) считают минорными путями. На второй стадии ацетальдегид окисляется до ацетата альдегиддегидрогеназой (АльДГ). До недавнего времени считалось, что в желудочно-кишечном тракте осуществляется только всасывание алкоголя, но в последнее десятилетие установлено, что и окисление этанола может происходить в желудочно-кишечном тракте. Вклад желудка и кишечника в метаболизм этанола не превышает 10-20%, но возможность локального образования ацетальдегида в слизистой оболочке этих органов ставит вопрос о роли этого соединения в механизмах локальной органотоксичности этанола [3].

Возможность окисления этанола и образования ацетальдегида в ткани мозга была доказана в последние годы. В мозге крыс этот процесс протекает в сотни раз менее интенсивно, чем в печени, и, в отличие от нее, катализируется преимущественно каталазой. Существует предположение об опосредовании ацетальдегидом многих нейрофармакологических, нейрохимических и поведенческих эффектов этанола. В связи с тем, что, по имеющимся представлениям ацетальдегид не проникает из крови в мозг при алкогольной интоксикации, особую важность в опосредовании центральных эффектов этанола приобретает ацетальдегид, образующийся из этанола непосредственно в ткани мозга [4]. 

Всё вышесказанное объясняет, почему выяснение факторов, которые контролируют метаболизм этанола в организме, имеет большое фундаментальное значение для понимания тонких биохимических механизмов, лежащих в основе токсичности этанола, развития толерантности к его фармакологическим эффектам и физической зависимости. 

Ранее было показано [5], что отличия в изначальной чувствительности животных к наркотическому действию этанола могут быть связаны с различной чувствительностью ЦНС к его депрессивным эффектам. Нами найдено, что при отборе по длительности этанолового наркоза менее чувствительные к наркотическому действию (короткоспящие) крысы отличаются большей скоростью выведения этанола из организма по сравнению с более чувствительными (долгоспящими) животными [6]. Активность АДГ печени низкочувствительных к снотворному действию алкоголя крыс выше, чем у высокочувствительных крыс. Короткоспящие и долгоспящие крысы отличаются не только по исходным параметрам обмена спиртов и альдегидов, но и по особенностям адаптации к хроническому введению этанола. Оказалось, что при хронической алкоголизации у крыс с коротким временем этанолового наркоза происходит активация МЭОС и АльДГ с низкой Км к ацетальдегиду. У долгоспящих животных такие изменения не отмечались [7]. Адаптация систем окисления этанола и ацетальдегида у крыс с изначально высокой устойчивостью к гипнотическому действию этанола может лежать в основе развития метаболической толерантности к алкоголю и создает предпосылки для более быстрого формирования у них патологической зависимости от алкоголя при хронической алкогольной интоксикации.

Учитывая, что первый метаболит этанола ​– ацетальдегид является более токсичным и реакционноспособным соединением, чем сам этанол, большое внимание уделено изучению роли этого соединения и систем его метаболизма. Нами была разработана модификация метода определения ацетальдегида, которая позволила преодолеть методические трудности, связанные с неферментативным окислением этанола в ацетальдегид [8]. Показано, что при острой алкогольной интоксикации максимальная концентрация ацетальдегида обнаруживается в печеночной вене, минимальная – в нижней полой вене. Концентрация ацетальдегида в крови, полученной из аорты, была достоверно выше, чем в нижней полой вене. Наличие артерио-венозной разницы в уровнях ацетальдегида указывает на существование внепеченочного метаболизма этого соединения. С помощью ингибитора АльДГ цианамида доказано, что внепеченочный метаболизм ацетальдегида имеет преимущественно альдегиддегидрогеназную природу. Поскольку концентрация ацетальдегида в плазме крови была в 2-2,5 раза ниже, чем в эритроцитах, во всех исследуемых сосудах можно полагать, что ведущую роль в транспорте ацетальдегида с кровью выполняют эритроциты [9].

По данным гистохимических методов исследования активность АльДГ закономерно распределена в нейрональных и барьерных структурах мозга и является составной частью гемато-энцефалического барьера для ацетальдегида. Как показали наши исследования, ацетальдегид не проникает в мозг при острой алкогольной интоксикации, однако после введения ингибиторов АльДГ ацетальдегид обнаруживается в ткани мозга, при этом наблюдаются повреждения и гибель нейронов. Результаты свидетельствуют о важной роли АльДГ в защите мозга от альдегидных повреждений, вызванных введением алкоголя [10].

Изучена роль ацетальдегида в активации перекисного окисления липидов, вызванного этанолом [11]. Хотя после введения ингибитора АльДГ цианамида и этанола концентрация ацетальдегида возросла многократно, это не вызвало дополнительную активацию перекисного окисления липидов по сравнению с животными, получавшими один этанол. Более того, другой ингибитор АльДГ дисульфирам препятствовал стимуляции перекисного окисления липидов на фоне действия этанола. Поскольку введенный in vitro ацетальдегид активирует перекисное окисление липидов в печени, наши данные, полученные с ингибиторами АльДГ, указывают на то, что не сам ацетальдегид, а его метаболизм в клетках отвечает за индуцированное этанолом в тканях перекисное окисление липидов. Можно предположить, что дисульфирам предупреждает активацию перекисного окисления липидов в печени, вызванную этанолом, благодаря его способности ингибировать микросомальные оксидазы и, в частности, цитохром Р450 2Е1, окисляющий этанол in vivo с образованием свободных радикалов. 

Недавно установлено, что острая алкогольная интоксикация вызывает снижение уровня гликогена в печени, механизмы этого эффекта пока не ясны. Существует мнение, что ацетальдегид является активным симпатомиметическим агентом. В связи с этим представлялось интересным изучить роль ацетальдегида в эффектах этанола на обмен гликогена и других субстратов углеводного обмена в условиях, когда окисление ацетальдегида заблокировано ингибитором АльДГ цианамидом и происходит его накопление в крови и тканях. Ингибирование АльДГ цианамидом сопровождалось более существенным снижением содержания гликогена в печени (в 6,7 раз), чем после введения одного этанола (3,5 раза). В то же время, цианамид предупреждал снижение глюкозы и пирувата. В условиях нашего эксперимента активная (I-форма) гликогенсинтетазы достоверно не снижается при сочетанном введении цианамида и этанола, а содержание гликогена падает, что указывает на ведущую роль фосфорилазы в этом эффекте. Не исключено, что ацетальдегид усиливает активацию симпато-адреналовой системы, вызванную этанолом, и фосфоролиз гликогена. Низкий уровень глюкозо-6-фосфата в печени также может стимулировать активность фосфорилазы. Таким образом, хотя основные изменения в углеводном обмене при алкогольной интоксикации связаны с этанолом и его метаболизмом, наши данные позволяют предположить, что ацетальдегид усиливает отдельные эффекты этанола [12]. 

Нами было изучено влияние хронической алкогольной интоксикации на системы метаболизма спиртов и альдегидов в желудочно-кишечном тракте крыс, на локальные концентрации ацетальдегида в желудке, различных отделах кишечника и оттекающей от них крови при введении этанола. Показано, что после хронической алкогольной интоксикации усиливается дисбаланс между активностью ферментов наработки и окисления ацетальдегида в толстом кишечнике и, особенно, прямой кишке. Активация МЭОС и каталазы в этом отделе кишечника сопровождается снижением активности АльДГ [13]. Это создает предпосылки для накопления токсичного ацетальдегида и может объяснить механизмы локальной органотоксичности этанола в желудочно-кишечном тракте при хронической алкогольной интоксикации.

Список литературы

1. Островский Ю.М., Сатановская В.И., Островский С.Ю. и др. Метаболические предпосылки и последствия потребления алкоголя.– Мн.: Наука и техника, 1988.

2. Lieber C.S. // Clin. Chim. Acta.– 1997.– V.257.– N.1.– P.59-84.

3. Bode C., Bode J.C. // Gastrointestinal Tract Disoders.– 1997.– V.21.– N.1.– P.76-83.

4. Zimatkin S.M., Deitrich R.A. // Addiction Biology.– 1997.– V.2.– P.387-399.

5. Deitrich R.A., Draski L.J., Baker R.C. // Pharmacol. Biochem. Behavior.– 1994.– V.47.– N.3.– P.721-725.

6. Пранько П.С., Ліопа А.В., Быкаў I.Л., Шэйбак В.М. // Весцi АН БССР. – Серыя бiял. навук.– 1990.– № 5.– С.95-98.

7. Бардина Л.Р., Сатановская В.И., Пронько П.С. // Проблемы современной наркологии: Респ. сб. научных тр. / Ред. Т.В. Чернобровкина.– М., 1991.– С.105-107.

8. Пронько П.С., Кузьмич А.Б., Зиматкин С.М. // Вопр. наркологии.– 1993.– №4.– С.40-42.

9. Кузьмич А.Б., Пронько П.С. // Весцi АН Беларусi. Серыя бiял. навук.– 1999.– № 4.–С.17–21.

10. Zimatkin S.M., Pronko P.S. // Advances in forensic sciences. D. Jacob, W. Bonte, Eds. – V. 4. – Forensic criminalistics 2.– Berlin: Koster, 1995.– P.1–4.

11. Пронько П.С., Кузьмич А.Б., Абакумов Г.З. // Укр. биохимический журнал.– 1999.– Т.71.– № 4.– С.79–83.

12. Пронько П.С. Кузьмич А.Б., Бородинский А.Н. и др.// Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии: Сб. статей 2-й Респ. конф.–Витебск, 1999.– С.223‑227.

13. Пронько П.С., Бардина Л.Р., Сатановская В.И. и др. // Биохимические аспекты жизнедеятельности биологических систем: Сб. научных трудов / Ред. Л.И. Нефедов.– Гродно: ГрГУ, 2000.– С.237–241.

УДК 577.1+577.3 52

Влияние пептида (-Glu-Trp на перераспределение ионов кальция в лимфоцитах периферической крови крыс

И.В. Пухтеева, Е.И. Демчук, С.Г. Прищеп, Н.В. Герасимович

Международный экологический университет им. А.Д. Сахарова, Минск

В последнее время отмечается повышенное внимание ряда ученых различных областей (биохимиков, фармакологов, клиницистов) к различного рода физиологически активным пептидам. Это связано, в первую очередь, с высокой активностью вышеуказанных соединений, быстрой реакцией организма на их введение, «нечужеродностью» организму и практически полным отсутствием токсичности в дозах, которые вызывают явные биологические эффекты, что позволяет рассматривать пептиды и их производные как потенциальные высокоактивные корректоры нарушений иммунных, нейроээдокринных и других функций организма [Чипенс и др., 1990]. Не вызывает сомнения тот факт, что пептиды имеют значительные клинические перспективы в качестве потенциальных лекарственных средств. В этой связи совершенно очевидно, что исследования, направленные на установление спектра биоло​гических эффектов и механизма действия пептидов важны и актуальны.

Целью настоящей работы явилось изучение влияния дипептида (‑Glu-Trp на регуляцию гомеостаза ионов кальция в лимфоцитах периферической крови крыс.

Материалы и методы. В экспериментах использовали крыс-самцов массой 180-200 г, которые содержались в стандартных условиях вивария.

Выделение лимфоцитов периферической крови крыс проводили по методу [Bouym, 1968].

Для изучения влияния пептида (-Glu-Trp (Ин-т особо чистых препаратов, Санкт-Петербург, Россия) на лимфоциты периферической крови препарат (2,5 мкмоль/л) добавляли к суспензии клеток (106 клеток/мл), находящихся в фосфатном буфере (рН 7,4). Прединкубацию проводили в течение 30 минут при постоянном встряхивании (37°С). Для оценки структурного состояния мембран использовали флуоресцентный зонд пирен. Внедрение зонда осуществляли как описано в работе [Самойленко, Окунь, Аксенцев, Конев, 1992], путем прединкубации его спиртового раствора с суспензией клеток. Конечная концентрация зонда в среде инкубации составляла 4-5 мкмоль/л.

Состояние гомеостаза внутриклеточного цитоплазматического кальция исследовали с помощью флуоресцентного зонда Fura-2/AM (Molecular Probes, SIGMA) [Grynkiewicz, 1985], конечная концентрация зонда в среде инкубации "оставляла 5мкмоль/л. В данном случае исследуемый пептид (2,5 мкмоль/л) добавляли непосредственно в среду инкубации.

Мобилизацию ионов кальция из внутриклеточных структур под действием пептида регистрировали по изменению флуоресценции клеток, окрашенных хлортетрациклином (ХТЦ) [Gukovskaya, Zinchenko, 1990].

Спектры флуоресценции регистрировали на спектрофлуориметре SFL-1211 («Solar», Беларусь).

Результаты и обсуждение. На сегодняшний день в литературе имеются лишь отдельные немногочисленные данные, указывающие, что на первом этапе взаимодействия пептида с плазматическими мембранами иммунокомпетентных клеток основную роль играют электростатические силы, которые обусловлены наличием объемного заряда липидного матрикса плазматической мембраны и присутствием заряженных аминокислотных остатков в молекуле пептида [Могилевич, 1995]. Предполагается, что следующий этап взаимодействия пептида с плазматической мембраной клетки заключается в имплантации пептидных молекул в липидную фазу мембраны и приобретение ими устойчивой конформации. Это, по-видимому, обеспечивает большую вероятность его связывания с рецептором и реализацию влияния пептида на цепь трансдукции сигнала [Максина, 1996].

Исходя из вышесказанного, нами с помощью флуоресцентного зонда пирена был проведен анализ влияния дипептида (-Glu-Trp на физико-химическое состояние мембран лимфоцитов периферической крови крыс. Установлено, что после инкубации суспензии клеток с пептидом происходит снижение полярности аннулярного липида в среднем на 10‑12% по сравнению с контрольными значениями. Кроме этого отмечается повышение микровязкости аннулярного липида в 2 раза по сравнению с контролем, а также увеличение степени тушения пиреном белковой флуоресценции примерно на 40% относительно контрольных значений.

Таким образом, полученные данные позволяют предположить, что при взаимодействии пептида с липидным матриксом плазматической мембраны имеет место обмен информацией и передача поступившего сигнала внутрь клетки.

Согласно современным представлениям, ионы кальция могут рассматриваться в качестве одного из универсальных внутриклеточных посредников во множестве биохимических процессов. Молекулярные механизмы, обеспечивающие изменение гомеостаза внутриклеточного каль​ция в ряде случаев связаны с активацией фосфолипазы С через рецепторы плазмаллеммы и накоплением инозитол-1,4,5-трифосфата с последующим выходом кальция из его внутриклеточных депо [Ткачук, 1996]. В наших экспериментах добавление к суспензии лимфоцитов периферической крови крыс дипептида (-Glu-Trp приводило к увеличению концентрации свободного цитоплазматического кальция почти в 3 раза по сравнению с контрольной величиной (рис. 1).

Можно предположить, что наблюдаемое в данном случае увеличение цитозольного кальция может быть обусловлено как поступлением катиона из внеклеточного пространства, так и его высвобождением из внутриклеточных кальциевых депо. Это, в свою очередь, по-видимому, является результатом показанного нами ранее взаимодействия пептида с мембранами лимфоцитов периферической крови крыс.

Для оценки влияния пептида на перераспределения ионов кальция в лимфоцитах нами был выбран кальций-хелатирующий зонд хлортетрациклин (ХТЦ). При этом было показано, что прединкубация клеток с пептидом приводит почти к уменьшению интенсивности флуоресценции ХТЦ в 1,5 раза по сравнению с контролем, что, по-видимому, обусловлено выходом данного катиона из его внутриклеточных депо.
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Рис.1. Кинетика изменения концентрации внутриклеточного цитоплазматического кальция в лимфоцитах периферической крови крыс в присутствии пептида (2,5 мкмоль/л)

Таким образом, анализ полученных данных позволяет предположить, что пептид (‑Glu-Trp при внесении в среду инкубации вызывает модификацию структурного состояния плазматических мембран лимфоцитов периферической крови крыс. Это, в свою очередь, по-видимому, запускает внутриклеточные механизмы изменения гомеостаза кальция, направленные на увеличение концентрации данного иона в цитоплазме, связанное с выходом ионов кальция из внутриклеточных кальциевых депо.
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Изменение параметров функционирования пентозофосфатного пути в жировой ткани под влиянием окситиамина

Т.Н. Пыжик 

Гродненский государственный медицинский университет

Окситиамин как антиметаболит тиамина успешно применяется в экспериментальных исследованиях с целью угнетения тиаминзависимых ферментов (6(. Проявляя антикоферментное действие в отношении транскетолазы (7(, антивитамин способен вызывать существенные сдвиги в активности дегидрогеназ (4( и содержании ряда субстратов ПФП (1, 3( в тканях крыс.

Изучение влияния различных доз окситиамина на активность ключевых ферментов пентозофосфатного пути в эпидидимальной жировой ткани крыс явилось целью данной работы.

Методика. Опыты проводились на белых крысах-самцах массой 160-180 г, содержащихся на обычном рационе вивария. Водные растворы окситиамина в дозах 200 мг/кг на одну инъекцию (двукратно с интервалом 12 ч), 12,5 мг/кг в сутки (в течение 30 и 45 дней) вводили подкожно, 2 мг/кг в сутки (в течение 15 дней) – орально. Животным контрольной группы инъецировали в том же объеме изотонический раствор NaCl. За 12 ч до забоя крыс лишали пищи, не ограничивая потребления воды. Жировую ткань извлекали, удаляли крупные кровеносные сосуды, гомогенизировали. Среда для гомогенизации содержала 0,15 М КСl, 5мМ MgCl2, 5 мМ ЭДТА, 0,1 мМ дитиотреитола и доводилась до рН 7,6. Гомогенаты центрифугировали при 18000 g в течение 60 мин при 4(С, снимали верхний уплотненный слой (жировую лепешку). Прозрачный супернатант использовали для определения ферментов и белка. Содержание общих пентоз определяли в ТХУ-экстрактах жировой ткани. Определение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г‑6‑ФДГ), 6-фосфоглюконатдегидрогеназы (6-ФГДГ) (10(, транскетолазы (ТК) (9(, концентрацию пентоз (12( и белка (13( проводили известными методами. Полученные результаты подвергали статистической обработке (8( и корреляционному анализу (5(.

Результаты и обсуждение. Окситиамин в дозе 200 мг/кг к 72 ч подавлял активность ТК и не оказывал заметного влияния на активность дегидрогеназ ПФП в эпидидимальной жировой ткани крыс (табл. 1). Обнаруженный факт является иллюстрацией установленного в ряде органов и тканей антикоферментного механизма действия окситиамина как специфического ингибитора ТК (7(. Увеличение содержания общих пентоз, отмеченное в опыте, является по-видимому, результатом их замедленной утилизации в неокислительных реакциях ПФП и в нуклеиновом обмене (2(.

Характер метаболических перестроек ключевых ферментов ПФП в значительной степени изменяется при длительном применении небольших доз антивитамина. Так, оральное потребление окситиамина в дозе 2 мг/кг в течение 15 дней угнетало активность всех исследуемых ферментов. Несмотря на то, что суммарная доза антивитамина оказалась незначительной (30 мг/кг), активность ТК снизилась на 38%. Активность Г-6-ФДГ и 6-ФГДГ была угнетена на 23 и 33% соответственно.

Таблица 1. Активность Г-6-ФДГ, 6-ФГДГ (нмоль НАДФН·мг белка·мин), ТК (нмоль седогептулозо-7-фосфата·мг белка·мин) и содержание общих пентоз (ммоль·г ткани) в эпидидимальной жировой ткани крыс после введения окситиамина

	Показатель
	Контроль
	Окситиамин 200 мг/кг
	Окситиамин 2 мг/кг

	Г-6-ФДГ
	70,8 ( 6,1
	78,8 ( 6,8
	54,6 ( 5,1

	Р
	
	( 0,4
	( 0,1

	6-ФГДГ
	44,2 ( 3,2
	34,5 ( 4,4
	29,4 ( 4,1

	Р
	
	( 0,1
	( 0,02

	ТК
	14,1 ( 1,4
	9,8 ( 0,9
	8,7 ( 0,9

	Р
	
	( 0,05
	( 0,01

	Пентозы
	1,26 ( 0,15
	2,09 ( 0,21
	1,29 ( 0,13

	Р
	
	( 0,01
	( 0,5


Если исходить из посылки, что обнаруженная согласованность изменения активности ключевых ферментов ПФП может свидетельствовать о его цикличности (14(, то близкий к контрольному уровень пентоз следует, по-видимому, рассматривать как результат замедления их продукции и неокислительных превращений одновременно. 

Поступление окситиамина в дозе 12,5 мг/кг массы в течение 30 и 45 суток приводило к прогрессивному снижению активности ТК в 2,2 и 7,6 раз соответственно (табл. 2).

Таблица 2. Активность Г-6-ФДГ, 6-ФГДГ (нмоль НАДФН·мг белка·мин), ТК (нмоль седогептулозо-7-фосфата·мг белка·мин) и содержание общих пентоз (ммоль·г ткани) в эпидидимальной жировой ткани крыс при длительном введении окситиамина в дозе 12,5 мг на кг массы тела

	Показатель 
	Контроль
	Окситиамин 30 дней
	Окситиамин 45 дней

	Г-6-ФДГ
	46,2 ( 5,8
	64,2 ( 6,0
	49,8 ( 6,8

	Р
	
	( 0,05
	( 0,5

	Р1
	
	
	( 0,2

	6-ФГДГ
	28,4 ( 4,0
	43,0 ( 3,8
	49,7 ( 9,2

	Р
	
	= 0,01
	( 0,05

	Р1
	
	
	( 0,2

	ТК
	10,6 ( 2,8
	4,6 ( 0,6
	1,4 ( 0,2

	Р
	
	( 0,05
	( 0,005

	Р1
	
	
	( 0,001

	Пентозы
	0,9 ( 0,06
	1,7 ( 0,10
	1,7 ( 0,10

	Р
	
	( 0,01
	( 0,001


Примечание: Р – уровень значимости между контрольной и опытными группами; Р1 – уровень значимости между опытными группами.

В то же время изменение активности дегидрогеназ характеризовалось отсутствием четкой направленности и координированности. 

Исследование корреляционных взаимоотношений, обнаружившие положительную корреляционную взаимосвязь между активностью Г‑6‑ФДГ и ТК (R= +0,755, Р(0,02), Г-6-ФДГ и уровнем пентоз (R= +0,580, Р(0,05), отрицательную зависимость между уровнем пентоз и активностью ТК (R= –0,647, Р(0,1) в жировой ткани интактных крыс, подтверждает мнение (14( о циклическом характере ПФП. В наших опытах окситиамин, независимо от дозы, нарушал корреляционную взаимосвязь между активностью Г-6-ФДГ и ТК. Однако характер фермент-субстрактных взаимодействий в значительной степени зависел от количества поступившего окситиамина. Введенный в дозе 200 мг/кг антивитамин приводил к появлению отрицательной корреляции между активностью Г-6-ФДГ и уровнем пентоз (R= –0,656, Р(0,05). Появление отрицательной корреляционной зависимости между активностью ТК и содержанием пентоз (R= –0,660, Р(0,05) в опытах с длительным применением окситиамина в дозе 12,5 мг/кг свидетельствует, очевидно, о наступившей десинхронизации окислительного и неокислительного этапов ПФП.

Таким образом, направленность и глубина метаболических перестроек ключевых ферментов ПФП в эпидидимальной жировой ткани крыс в значительной мере зависит от степени тиаминовой недостаточности, контролируемой дозированным введением окситиамина.
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Биохимические и эпидемиологические аспекты воздействия на организм свинца в связи с интенсивным загрязнением окружающей среды

В.Э. Рогачевский, М.С. Омельянчик, Н.В. Пац 
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Нормальное функционирование любой живой системы и тем более сохранение гомеостаза возможно только в определенной среде. Организм из окружающей среды получает необходимые для существования эссенциальные нутриенты. Однако в процессе жизнедеятельности в организм могут поступать и токсические элементы и соединения. Научно-технический прогресс, получение новых химических веществ, их широкое использование в различных отраслях промышленности, сельского хозяйства и в быту приводят к значительному накоплению токсикантов в объектах окружающей среды – почве, воде и воздухе. Кроме того, увеличивающиеся объемы добычи минерального сырья с поднятием его из недр земли на поверхность усугубляют экологическую ситуацию. Токсические элементы и соединения непосредственно или опосредованно поступают в организм человека и могут вызывать различные нарушения с ухудшением здоровья, причем эта проблема не только в Беларуси, но и в мировом масштабе приобретает приоритетную направленность.

В последние годы все большее внимание как отечественными, так и зарубежными исследователями уделяется вопросам влияния на здоровье тяжелых металлов, причем в отдельных случаях научная трактовка полученных результатов не вполне корректна, в связи с чем на основании анализа литературы и данных собственных исследований уместно изложить некоторые аспекты видения проблемы.

Действительно, загрязнение окружающей среды тяжелыми металлами и соответствующими соединениями приобрело глобальный характер, а степень накопления некоторых из них в организме приближается к уровню хронической интоксикации, что, согласно современной терминологии, можно назвать эпидемическим распространением неинфекционных заболеваний или предболезненных (донозологических) состояний. Особенно наглядно это можно проиллюстрировать на примере свинца – одного из представителей группы тяжелых металлов, который по токсичности относится к первому классу (чрезвычайно опасные химические вещества).

Свинец известен с глубокой древности, в настоящее время применяется в производстве аккумуляторов, кабелей, сплавов, хрусталя, в химическом машиностроении, для защиты от гамма-излучений, для получения тетраэтилсвинца и свинцовых пигментов [5]. Наряду с этим используются неорганические соединения в виде окислов, хлоридов, иодидов, карбонатов, нитратов, сульфатов, сульфидов, арсенатов, ацетатов в книгопечатании, пиротехнике и в качестве инсектицидов для борьбы с вредителями сельского хозяйства. Легкоплавкость свинца, столь широкое применение его многочисленных соединений обусловливают загрязнение не только воздуха, но и почвы и воды с последующим накоплением в растениях и поступлением в организм животных и человека. 

Результаты исследований, выполненных белорусскими учеными [4], свидетельствуют, что в растительных (хлеб, картофель, свекла, капуста, морковь) и животных (говядина, свинина, яйца, молоко) продуктах содержание свинца довольно значительное, а в некоторых (творог) превышает допустимый уровень. Столь высокие концентрации в основных продуктах питания населения обеспечивают его пероральное поступление в организм с последующим накоплением вследствие способности к кумуляции. Кроме того, немаловажно значение ингаляционного пути поступления при вдыхании воздуха, загрязненного выхлопными газами автотранспорта, использующего бензин со свинцовыми добавками. Вполне закономерно, что атмосферный воздух крупных городов интенсивно загрязнен примесями свинца [6], а в растениях, произрастающих в придорожной полосе автомагистралей, его содержание в десятки раз превышает таковое у произрастающих вдали. Нельзя игнорировать поступление в организм свинца и с питьевой водой, особенно из открытых водоемов. 

Распространенность свинца и его соединений, их широкое использование, высокая степень загрязнения окружающей среды, многообразие путей поступления и способность кумуляции могут привести к значительному накоплению токсиканта в организме человека. Подтверждением этого являются результаты исследований, в том числе и наших собственных, проведенных в последние годы [3, 10, 7, 11]. В крови детей обнаруживалось довольно высокое содержание свинца, в ряде случаев превышающее норму. Аналогичные данные получены при обследовании женщин во время беременности [12]. При этом, несмотря на некоторые различия, обращает внимание распространенность: у проживающих в Беларуси и Польше, в крупных городах и в сельской местности, то есть явление носит эпидемический характер. 

Что касается влияния на организм, то свинец токсичен в любой известной химической форме. Обладая общетоксическим действием, свинец может нарушать функционирование всех органов и систем как у взрослых, так и особенно у детей. Кэтрис Мур [6] указывает в числе первоочередных – поражение центральной нервной системы, другие исследователи [8, 10] – сердечно-сосудистой или эндокринной систем. Несомненно, вероятность их поражения высока, однако патогенез развития свинцовой интоксикации несколько иной. Как тяжелый металл свинец блокирует свободно реагирующие активные сульфгидрильные, карбоксильные и аминные группы ферментов [1, 5], вызывая снижение их активности вплоть до инактивации, поэтому в первую очередь поражаются быстро регенерирующие ткани. К ним относятся эпителиальная (особенно эпителий пищеварительного тракта) и кроветворная, в связи с чем довольно ранними симптомами являются свинцовая колика, ретикулоцитоз и свинцовая анемия. Исходя из этого, в многократном росте числа анемий в последние 10-летия у детей и беременных женщин Беларуси [9] и стран Восточной и Центральной Европы [8], возможно, среди многих факторов свинцу принадлежит не последняя роль. Весьма характерно при интоксикации появление на деснах налета темно-серого цвета в виде так называемой свинцовой каймы: выделяемый слюнными железами свинец в полости рта с сероводородом образует нерастворимое соединение – сульфид свинца. С угнетением ферментативных процессов связаны и нарушения эндокринной, половой системы и генетического аппарата клетки. Нервная система, не обладающая высокой степенью регенерации, у взрослых поражается на поздних стадиях свинцовой интоксикации (свинцовый полиневрит, энцефалопатии).

Растущий организм более чувствителен к любым воздействиям, включая и свинец, однако общие закономерности изменений сохраняются. Следствием замедления обменных процессов из-за ингибирования ферментов является задержка физического развития детей с последующим отставанием формирования умственных способностей. Идентично проявление эмбриотоксического и тератогенного действия свинца у женщин при беременности. 

В заключение следует подчеркнуть, что клинические симптомы, особенно в начальном периоде свинцовой интоксикации, могут быть различной степени выраженности. Это связано с одновременным воздействием на организм и других химических веществ и факторов физической и биологической природы. В частности, экспериментально доказано, что малые дозы радиации повышают чувствительность организма к пестициду эйму, когда его подпороговые концентрации становятся пороговыми [2]. Не исключено, что ионизирующее излучение как довольно мощный физический фактор окружающей среды, обладая аналогичным механизмом влияния на метаболические процессы в организме, способно усугублять негативные эффекты свинца, в связи с чем знание патогенеза, последовательности проявления симптоматики представляет не только теоретический интерес, но и практическую значимость при раннем выявлении свинцовой интоксикации с целью своевременного проведения оздоровительных мероприятий.
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Элиситорное действие убихинона 50 на формирование и реализацию системной антивирусной устойчивости у растений семейства solanaceae juss
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Введение. Известно, что развитие вирусного патогенеза у растений сопровождается образованием перекисных радикалов, вызывающих деструктивные процессы в структуре мембран клетки [1]. В этой связи особое значение приобретает идея терапевтического использования антиоксидантов для подавления реакций пероксидации липидов и защиты растений за счет улучшения сопротивляемости заболеванию. Таким образом, антиоксиданты потенциально способны выступать в роли антивирусных агентов и индукторов системной устойчивости растений. Достаточно давно (-токоферол и убихиноны (коэнзимы Q7 и Q9) запатентованы как регуляторы роста и развития растений [2-4], но возможность элиситорное действие убихинонов против фитовирусов не изучено. В связи с этим целью данной работы явилось изучение убихинона 50 в качестве индуктора локальной и системной антифитовирусной устойчивости у пасленовых с различными типами генетической резистентности.

Материалы и методы. В работе использовали растения табака (Nicotiana tabacum L.) сорта Самсун NN в возрасте 6-8 недель, обладающие сверхчувствительным ответом на внедрение ВТМ (N-локус), и 2-х недельные пробирочные растения картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Невский, относительно устойчивого ко многим фитовирусам (R-локус).

Для инфицирования растений табака и картофеля in vitro использовали обыкновенные штаммы ВТМ и ХВК, МВК и УВК. 

В качестве исследуемого индуктора устойчивости к вирусам был применен убихинон 50 (синтетический коэнзим Q10), «Sigma» (США).

Скрининг препаратов на антивирусную активность проводили, как описано в работе [5].

ИФА накопления фитовирусов в растительных образцах проводили с помощью моно- и поливалентных наборов. Подсчет некрозов вели на каждом листе инфицированного растения табака на 7 и 14 сутки от начала вирусной инокуляции [6-8].

Статистическую обработку проводили с использованием статистических программ SuperCalc 5. Достоверность различий между двумя средними значениями оценивали по t-критерию Стьюдента на 5%-ном уровне значимости [9].

Результаты и обсуждения. Использование иммуностимуляторов устойчивости к комплексу болезней, в том числе и к вирусным патогенам, является одним из важнейших направлений в современной защите растений. В предварительных экспериментах на листьях табака и пробирочных растениях картофеля было установлено, что наиболее высокую устойчивость наблюдали при индуцирующем действии убихинона 50 в концентрационных пределах 10-7-10-9 М (табл. 1). Наивысшая активность выявлена только при концентрации препарата на уровне 10‑8 М. 

Таблица 1. Влияние разных концентраций убихинона 50 на эффективность индуцированной у растений устойчивости к фитовирусам, % от контроля 

	Концентрация препаратов, М
	Табак
	Картофель

	
	ВТМ
	ХВК
	МВК
	УВК
	ВТМ
	ХВК
	МВК
	УВК

	10-5
	86
	106
	84
	112
	124
	111
	108
	120

	10-6
	122
	108
	84
	114
	110
	103
	103
	114

	107
	15*
	28*
	34*
	9*
	93
	90
	91
	106

	10-8
	9*
	11*
	9*
	3*
	41*
	34*
	43*
	39*

	10-9
	21*
	30*
	41*
	10*
	102
	93
	94
	105

	10-10
	91
	100
	81
	106
	106
	113
	111
	109

	10-11
	96
	108
	80
	125
	119
	118
	115
	111

	10-12
	116
	123
	92
	130
	124
	123
	116
	124

	10-13
	100
	115
	79
	105
	131
	136
	118
	130


Известно, что функционирование убихинонов, являющихся частью дыхательной цепи, связано, главным образом, с защитой клеточных мембран от окислительного стресса. Существенным моментом в действии антиоксидантов являются низкие концентрационные дозы, что указывает на их гормоноподобный эффект [10, 11]. Было также показано, что окислители индуцируют экспрессию генов, вовлеченных в иммунные реакции [12].

Таблица 2. Накопление ВТМ и количество некрозов в листьях табака Самсун NN при прединфекционной обработке индукторами устойчивости

	Варианты
	Содержание ВТМ, % от контроля
	Некрозы в листьях, шт.

	
	7 суток
	14 суток
	7 суток
	14 суток

	Контроль (ВТМ-инфицирование)

	Нижние листья
	100
	100
	89 ± 7
	117 ± 8

	Верхние листья
	100
	100
	27 ± 5
	39 ± 3

	Убихинон 50 + ВТМ-инфицирование

	Нижние листья
	64
	42
	47 + 3
	43 + 3

	Верхние листья
	
	
	0
	0


Примечание: * – достоверно с р < 0,05.

Таблица 3. Влияние Убихинона 50 к фитовирусам на динамику накопления ХВК при прединфекционной обработке (нг/г)
	Варианты
	Содержание ХВК, нг/г веса

	
	1 сутки
	3 суток
	7 суток
	14 суток
	21 суток

	Вода + ХВК
	12,4 ± 0,7
	56,7 ± 3,9
	84,1 ± 3,0
	82,9 ± 4,6
	97,2 ± 6,1

	Q10+ХВК
	14,6 ± 1,2
	35,8 ± 2,8
	53,5 ± 4,2
	73,3 ± 5,2
	58,8 ± 4,2

	t-критерий
	1,58
	4,35
	5,93
	1,38
	5,18


Примечание: достоверно при р=0,05 (критическая величина t=2,45 n=6).

О формировании защитных реакций у растений со сверхчувствительным ответом можно судить по эффективности накопления некрозов. Для оценки системной индуцированной устойчивости у сверхчувствительных растений табака подсчитывали число некрозов в нижних и верхних листьях после инокуляции вирусами нижних листьев. Из данных, приведенных в табл.2, можно видеть, что на нижних листьях растений, обработанных убихиноном 50, количество регистрируемых некрозов было значительно меньше в сравнении с контролем, причем защитный эффект препаратов проявлялся не только на 7-ой день после обработки, но и на 14-й. В то же время верхние неинфицированные листья вообще не имели некрозов, что может свидетельствовать о формировании в них системной индуцированной устойчивости. На нижних листьях растений, обработанных индукторами устойчивости, количество регистрируемых некрозов было значительно меньше в сравнении с контролем, причем защитный эффект препаратов проявлялся не только на 7-ой день после обработки, но и на 14-й. Уже давно высказывалась мысль о высокой причастности хинонов к некротизации клеток, происходящей при сверхчувствительной реакции растений на вирусную инфекцию, и о воздействии этих веществ на вирусы. Известны результаты по испытанию действия на растительные вирусы тетерахлоро-о-бензохинона, являющегося аналогом природного убихинона [13, 14]. Таким образом, результаты проведенного нами исследования подтвердили сохранение иммуномодулирующей активности убихинона 50 как активатора защитных реакций на срок до 14 суток. 

У пробирочных неиммунизированных растений картофеля, зараженных ХВК, содержание вируса возрастало в течение недели после инокуляции и далее практически не изменялось (табл.3). Этот показатель был ниже у обработанных растений, что свидетельствует об антивирусной активности препаратов. Инфицирование ХВК пробирочных растений картофеля уже спустя 3 суток достоверно увеличивало общее содержание вирусов. В интервале 7-21 дней наблюдений эти показатели выходили на плато, т.е. дальнейшего увеличения вирусных частиц не отмечалось. В вариантах же с убихиноном отмечено более низкое содержание ХВК спустя 3 суток после инокуляции и усиление эндогенного элиминирования ХВК на фоне этих препаратов – на 21-е сутки. 

Таким образом, проведенные нами эксперименты подтверждают, что убихинон 50 способен выступать в роли элиситора, инициирующего развитие системной антифитовирусной устойчивости у растений. Однако молекулярно-генетические механизмы реализации защитных реакций растений, инициируемые убихиноном 50, еще предстоит установить.

Список литературы

1. Лахматова И.Т. // Сельскохоз. биология.– 1992.– № 3.– C.13-21.

2. Ямасита Седзи. // Реферативный журнал. Химия.– 1973.– Т.18.– № 11.–С.91.

3. Kunio H., Kingo Y., Yoshio T., Shoji Y. // Реферативный журнал. Химия.– 1973.– Т.24.– № 11.– С.129.

4. S. Tadao, I. Naoya, K. Fusayo, U. Toshiyuki, Y. Takani, Y. Naoki, N. Hideki. Dainippon Ink and Chemicals, Ins.- Заявл. 24.03.92; Опубл. 18 01.94; Приор. 26.03.91, N.3–61764 (Япония); НКИ 536/4.1.

5. Рожнова Н.А., Геращенков Г.А., Янина М.М., Гилязетдинов Ш.Я. // Аграрная Россия.– 1999.– № 1.– C.35-38.

6. Мушегян А.Р., Каплан И.Б., Шакулова Э.Р., Тальянский М.Э. // Сельскохоз. биология.– 1990.– № 1.– С.190-192.

7. Каплан И.Б., Малышенко С.И., Шакулова Э.Р., Дубинина Е.Н., Тальянский М.Э. // Физиол. растений.– 1988.– Т.35.– С.849-856.

8. Огарков В.И., Атабеков И.Г., Каплан И.Б., Тальянский М.Э., Малышенко С.И. // Известия АН СССР. – Серия биол.– 1987.– № 3.– C.341-345.

9. Плохинский Н.А. Биометрия. – М.: МГУ, 1970.– 367 с.

10. Горбатенко И.Ю., Сушкова З.В. // Докл. РАСХН.– 1993.– № 2.– C.9-17.

11. Зоз Н.Н., Серова Р.Я., Горбатенко И.Ю. и др. Третья междунар. конференция «Регуляторы роста и развития растений»: Тезисы докладов.– М., 1995.– С.224.

12. The J. // Biol. Chem.– 1996.– V.271.– N.23.– P.13422.

13. Mink G.I., Saksena K.N. // Virology.– 1971.– V.45.– N.3.– P.755-763.

14. Mink G.I., Diener T.O. // Virology.– 1971.– V.45.– N.3.– P.764-766.

УДК 616-001.28-06:616.89-008.441.13 

Метаболические нарушения после радиационно-кадмиевого воздействия на фоне гипофункции щитовидной железы и пути их коррекции

И.В. Ролевич, О.И. Синило, С.А. Малыхина 

Институт радиоэкологических проблем НАН Беларуси, Минск

Проблема комбинированного длительного воздействия на организм малых доз ионизирующей радиации на фоне интоксикации организма субтоксическими количествами кадмия и разработка методов коррекции выявленных при этом нарушений является важной и актуальной. Данная проблема особенно современна для районов, пострадавших в результате аварии на ЧАЭС, где население испытывает не только влияние малых доз ионизирующей радиации, но и действие на организм вредных химических агентов, поступающих в окружающую среду с промышленными выбросами. Высокий процент пострадавшего от аварии на ЧАЭС населения имеет гипофункцию щитовидной железы [1]. В связи с этим важным является определение модифицирующего действия последней на проявление метаболических нарушений после комбинированного воздействия антропогенных факторов. Малоизученными остаются также вопросы коррекции действия на организм комбинированного радиационно-химического воздействия. В этом отношении перспективным является использование поливитаминных комплексных препаратов, благоприятно влияющих на метаболические процессы и облегчающих, таким образом, адаптацию организма к экстремальным факторам различной, в том числе и лучевой, этиологии.

В соответствии с поставленными задачами были выполнены исследования на 126 белых половозрелых крысах-самцах линии Вистар стадного содержания массой тела 200±21 г. В течение первого месяца опытов животных подвергали длительному гамма-облучению (20 раз) в суммарной дозе 1 Гр и токсическому воздействию хлорида кадмия 
(4 мкг по кадмию /кг, 20 раз). Гипофункцию щитовидной железы вызывали введением мерказолила в течение 2-х недель до начала опытов из расчета 10 мкг/кг 6 раз в неделю. Затем в течение последующего месяца, снизив его дозу в 2 раза, проводили поддерживающую терапию. Введение поливитаминных комплексов осуществляли в течение первого месяца опытов в желудок 10 раз через 2 дня по 1 табл. на прием. Забой животных производили на 1, 2 и 3 месяц с забором тканей для исследования. В работе был использован анализ 37 метаболических параметров организма [2-9].

Проведенные опыты показали, что длительное гамма-облучение в дозе 1 Гр подопытных животных с гипофункцией щитовидной железы приводит к статистически значимому, по сравнению с нормой, угнетению в 1,3 раза образования сиаловых кислот, росту в 1,1 раза ширины пика НАД-Н коферментного спектра и в 1,3 раза – ширины на уровне 3/4 спектра ФАД-кофермента в течение первого месяца опытов. В эти же сроки проявляется угнетающий эффект на образование гормонов щитовидной железы (наклонность к снижению в 1,1-1,5 раза), особенно трийодтиронина, что способствует повышению в 1,2 раза соотношения тироксин/трийодтиронин. Развивается также тенденция к увеличению в 1,2 раза количества малонового диальдегида и снижению в 1,2 раза концентрации гексуроновых кислот. 

Через 2 месяца содержание тироксина увеличивается в 1,5 раза, количество диеновых конъюгатов и гексуроновых кислот – в 1,2–1,4 раза, а ширина пика ФАД-коферментов на уровне 3/4 – в 1,1 раза. В то же время ширина пика НАД-Н коферментов и интенсивность ФАД-коферментов снижаются в 1,1-1,2 раза. Происходит некоторый рост (статистически неподтвержденный) в 1,2-1,3 раза количество трийодтиронина и соотношения тироксин/трийодтиронин. В отдаленные сроки 
(3 месяца) концентрация в крови диеновых конъюгатов остается высоким и превышает норму в 1,2 раза.

Существенный вклад в данные изменения вносит лучевая компонента. Показано, что длительное гамма-облучение животных в дозе 1 Гр и с нормальной, и с пониженной функцией щитовидной железы оказывает в большинстве случаев сходное (однонаправленное) действие. Характерным для действия ионизирующей радиации на интактных животных становится статистически значимое снижение в 1,4 раза в крови количества сиаловых кислот и рост в 1,2 раза церулоплазмина в течение первого и второго месяца опытов, понижение в 1,1 раза ширины пика на уровне 1/2 флуоресценции НАД-Н коферментов во второй месяц и увеличение в 1,2 раза активности каталазы через 3 месяца. Отмечается тенденция к росту количества тироксина и его соотношения к трийодтиронину, содержания малонового диальдегида в течение первого месяца, трийодтиронина – спустя 2 месяца, наклонность к снижению гексуроновых кислот (первый и второй месяц), соотношения тироксин/трийодтиронин, количества малонового диальдегида (второй и третий месяц) и сиаловых кислот (третий месяц).

Сравнение гамма-облученных интактных животных с группой облученных крыс с гипофункцией щитовидной железы дает возможность определить, что в последнем случае происходит выраженное угнетение образования гормонов щитовидной железы, особенно трийодтиронина, нормализация концентрации церулоплазмина в первый месяц наблюдения, активизация образования тироксина и тенденция к росту отношения тироксин/трийодтиронин, количества малонового диальдегида и диеновых конъюгатов. Количество сиаловых кислот и церулоплазмина нормализуется во второй месяц опытов, а содержание сиаловых кислот, малонового диальдегида и активность каталазы – в конце наблюдений. Можно предположить, что в данном случае проявляется нормализующее влияние гипофункции щитовидной железы. 

Экспериментальная гипофункция щитовидной железы, сохранявшаяся, как и в вышеописанной серии опытов у облучаемых животных с гипофункцией в течение 1 месяца путем введения мерказолила, сопровождается сходным влиянием на отношение тироксин/трийодтиронин, сиаловые кислоты, продукты перекисного окисления липидов (действие сохраняется длительное время), либо на содержание гормонов щитовидной железы, гексуроновых кислот, ФАД-коферменты (изменения кратковременные). Если в первый месяц опытов сходным является вли​яние на образование трийодтиронина, то во второй месяц – воздействие на тироксин и ФАД-коферменты. Спустя 3 месяца сохраняется влияние на образование малонового диальдегида и диеновых конъюгатов.

Среди описанных изменений наиболее значимыми следует признать у крыс с гипофункцией щитовидной железы тенденцию к снижению в крови количества трийодтиронина (уменьшение в 1,5-1,7 раза) и почти 1,5-кратный статистически значимый рост содержания тироксина. Соотношение тироксин/трийодтиронин увеличивается при этом в 2,3 раза, а ширина пика флуоресценции НАД-Н-коферментов – в 1,1 раза.

Спустя 2 и 3 месяца наступает нормализация описанных показателей. Исключение составляет лишь НАД-Н-коферментный спектр, ширина пика флуоресценции которого на уровне 1/2 снижается в 1,1 раза на 2-ой месяц. Активность крови каталазы возрастает в 1,3 раза лишь через 3 месяца. 

Введение поливитаминного комплекса «Витус» не вызывает, по сравнению с исходными данными, в течение первого месяца опытов статистически значимых изменений изучаемых показателей, что свидетельствует о нормализующем действии вводимого поливитаминного комплекса. Наблюдается лишь тенденция к росту в 1,2-1,3 раза в крови количества трийодтиронина и снижению в 1,1-1,3 раза содержания малонового диальдегида, гексуроновых кислот и отношения тироксин/триодтиронин.

Аналогичное заключение можно сделать и в отношении результатов, полученных после сравнения опытных данных с контролем – КРКВ (комбинированное радиационно-кадмиевое воздействие). Однако в данном случае преобладает склонность к угнетению в среднем в 1,2 раза накопления тироксина, церулоплазмина и гексуроновых кислот, а также к снижению отношения тироксин/трийодтиронин. Спустя 2 месяца со дня начала опытов указанный эффект проявляется также и по отношению к малоновому диальдегиду и суммарным белкам.

Введение комплекса «Крепыш» оказывает сходное с «Витус» действие на трийодтиронин и малоновый диальдегид. Новым в данном случае эффектом является тенденция с росту в 1,1-1,3 раза количества гексуроновых кислот и активности каталазы, а также к снижению в 1,1 раза концентрации сиаловых кислот. В сравнении с контрольной группой животных с КРКВ отмечается тенденция к снижению в 1,1 раза содержания сиаловых кислот и к увеличению в 1,1-1,2 раза концентрации малонового диальдегида и гексуроновых кислот. Через 2 месяца наступает наклонность к увеличению в 1,1 раза количества белков и церулоплазмина (в сравнении с нормой и контролем КРКВ), а также к снижению в 1,2 раза содержания малонового диальдегида и диеновых конъюгатов крови (в сравнении с контролем – КРКВ).

Введение комплекса «Гравитус» крысам с гипофункцей и КРКВ вызывает в сравнении с нормой увеличение в 1,2 раза активности каталазы и тенденцию к снижению в 1,1-1,4 раза количества диеновых конъюгатов и малонового диальдегида. Влияние поливитаминного комплекса на содержание трийодтиронина и его соотношения с тироксином сходное с влиянием ранее изученных комплексов. По сравнению с КРКВ наблюдается тенденция к росту в 1,1 раза содержания сиаловых кислот и малонового диальдегида, а также к аналогичному снижению концентрации церулоплазмина и тироксина. Через 2 месяца наряду с церулоплазмином сходная наклонность распространяется на малоновый диальдегид и диеновые конъюгаты (снижение в 1,2 раза).

Таким образом, отмечается синергизм действия малых доз ионизирующей радиации и соединений кадмия, а также нормализующее влияние на выявленные нарушения у крыс с гипофункцией щитовидной железы введения поливитаминных комплексов.
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Влияние АТФ, АДФ и АМФ на афферентную активность в преганглионарных нервах ганглиев каудального брыжеечного сплетения

В.М. Рубахова

Институт физиологии Национальной Академии наук Беларуси

Ранее было показано, что вызываемые цианистым, фтористым натрием и динитрофенолом нарушения метаболизма в тканях ганглиев каудального брыжеечного сплетения улавливаются ганглионарными рецепторами, приводя к усилению афферентной импульсации в предузловых нервных стволах, тем более выраженному, чем в большей степени нарушаются определенные звенья обмена [1]. Исходя из этого, можно было полагать, что хемочувствительные окончания узла в условиях естественного функционирования несут в ЦНС информацию об общем уровне протекания окислительных и гликолитических процессов в его ткани. Все рассмотренные выше формы воздействия на метаболизм, несмотря на различия в начальных звеньях, в конечном итоге приводят к уменьшению количества АТФ. Поэтому можно предположить, что ганглионарные рецепторы сигнализируют об отрицательном энергетическом балансе, когда распад АТФ превалирует над ее ресинтезом [2]. Однако, с точки зрения экономики целостного организма, необходима информация не только об отрицательном, но и о положительном балансе энергии. В противном случае наши представления о регуляции как процессе, устанавливающем некий оптимальный уровень без резких отклонений его в отрицательную или положительную сторону, были бы поколеблены [3]. Вот почему логично было обратиться к выяснению вопроса – способны ли ганглионарные рецепторы давать реакцию в подобной ситуации, то есть отвечать на введение АТФ.

Ответ на поставленный вопрос имеет важное значение, так как в зависимости от него мы можем признать или отрицать за АТФ роль адекватного раздражителя. Это тем более вероятно, если учесть, что данное соединение оказывает влияние на процессы синаптического проведения в вегетативных ганглиях [1].

С целью решения поставленного вопроса по общепринятой в лаборатории методике [4] на изолированных из организма кошки ганглиях каудального брыжеечного сплетения была проведена серия экспериментов с использованием АТФ.

Было показано, что небольшое усиление афферентной импульсации в поясничных чревных нервах возникало в ответ на пропускание 1 мл раствора АТФ в разведении 10‑10-10-9 г/мл. Эти эффекты не были достоверны, но учитывая, что более высокое разведение препарата (10-11г/мл) ни в одном случае его использования не вызывало подобных реакций, указанные концентрации можно считать пороговыми. С возрастанием концентраций количество эффективных проб увеличивалось и достигало максимума на разведение 10-4 г/мл. Происходило сокращение латентных периодов реакций и нарастала частота импульсного потока на их высоте (см. таблицу).

Таблица. Влияние растворов АТФ, АДФ и АМФ на афферентную импульсацию в поясничных чревных нервах ганглиев каудального брыжеечного сплетения

	Тестируемое вещество
	Концентрация, г/мл
	Число проб
	Латентный период
	Средняя частота, Гц
	Р

	
	
	
	
	фон
	реакция
	

	
	10-11
	8
	
	
	
	

	
	10-9-10-10
	18
	31,8 ( 2,8
	4,3 ( 1,34
	7,55 ( 2,1
	( 0,1

	АТФ
	10-8-10-7
	51
	24,2 ( 4,6
	4,6 ( 0,66
	10,4 ( 1,23
	(0,001

	
	10-6-10-5
	45
	20,8 ( 1,7
	4,3 ( 0,63
	16,1 ( 1,67
	(0,001

	
	10-4
	35
	17,3 ( 2,2
	4,9 ( 0,65
	20,0 ( 2,8
	(0,001

	
	10-7
	14
	
	4,8 ( 2,11
	5,36 ( 1,8
	( 0,1

	АДФ
	10-6
	14
	
	4,5 ( 1,01
	5,6 ( 1,6
	( 0,1

	
	10-5
	14
	
	5,3 ( 1,0
	6,07 ( 1,07
	( 0,1

	
	10-7
	14
	
	3,1 ( 0,85
	3,64 ( 0,95
	( 0,1

	АМФ
	10-6
	14
	
	4,52 ( 1,5
	5,42 ( 1,2
	( 0,1

	
	10-5
	14
	
	4,77 ( 0,8
	4,39 ( 0,74
	( 0,1


Результаты наших наблюдений согласуются с таковыми других авторов, полученными в основном на хеморецепторах каротидного клубочка. Так, внутрикаротидное введение АТФ приводит к резкому усилению афферентных разрядов в синусном нерве [5].

Следовательно, реактивные системы ганглионарных рецепторов, по-видимому, способны улавливать не только отрицательные, но и положительные сдвиги в энергетическом потенциале узла, поскольку внесение АТФ также стимулирует их активность. Что же касается ее предшественников – АДФ и АМФ, то они в разведении 10-7-10-5 г/мл не оказывают существенного влияния на фоновую импульсацию. Akasu с соавт. [6] также отмечает неэффективность АДФ и АМФ в отношении ганглионарной передачи в паравертебральных симпатических узлах лягушки-быка. 

Вопрос о механизме активирующего влияния экзогенной АТФ на внутриганглионарные рецепторы ганглиев каудального брыжеечного сплетения подлежит специальному выяснению.
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Электрическая активностъ в каудальном брыжеечном ганглии в условиях выработанной толерантности к действию эндотоксина

В.М. Рубахова

Институт физиологии Национальной Академии наук Беларуси

Воздействие на организм высокой температуры приводит к быстрому развитию изменений активности симпатической нервной системы. Скорость возникновения этих изменений и их выраженность тем выше, чем интенсивнее действие тепла и чем быстрее развивается гипертермия [1]. Существует обширная литература о свойствах центров терморегуляции [2], функции, локализации, свойствах терморецепторов наружных покровов [3]. Гораздо меньше изучена температурная чувствительность внутренних органов. Рядом исследований показано, что в общей реакции терморегуляции важное значение имеют и висцеральные терморецепторы, которые во взаимодействии с термочувствительными структурами гипоталамуса способны принимать участие в регуляции температурного гомеостаза [4].

Не вызывает сомнения, что симпатические ганглии как составная часть вегетативной нервной системы принимают участие в процессах терморегуляции. На участие вегетативных ганглиев в регуляции глубинных процессов жизнедеятельности при высокой внешней температуре и лихорадке бактериального происхождения указывает [5]. Показано, что при пропускании как холодного, так и подогретого физиологического раствора через изолированные ганглии каудального брыжеечного сплетения кошки, существенно активируется афферентная активность в поясничных чревных нервах [6]. 

Изложенное свидетельствует об изменении функциональной активности вегетативных ганглиев при изменении температурного режима.

Известно, что общим свойством бактериальных пирогенов является развитие толерантности, которая проявляется в постепенном ослаблении лихорадочной реакции вплоть до полного исчезновения при повторных введениях препарата. Поэтому представляло несомненный интерес выяснить, как поведет себя электрическая активность в каудальном брыжеечном ганглии (КБГ) в условиях выработанной толерантности к действию эндотоксина при повышении температуры окружающей среды.

Работа выполнена на беспородных собаках обоего пола массой 8‑15 кг. Использовали методику вживления электродов в ганглий [7], модифицированную применительно к условиям наших экспериментов. Известно, что наркотизированные собаки оказываются менее устойчивыми к перегреванию, так как развитие гипоксии носит более острый и отягощающий характер [8]. Выбранная нами методика проведения экспериментов на ненаркотизированных животных обладает значительным преимуществом – она дает возможность оценки электрических явлений в КБГ бодрствующих собак без учета дополнительного влияния наркотических веществ.

Через три недели после вживления электродов у животных вырабатывали толерантность к эндотоксину. С этой целью ежедневно внутривенно вводили препарат в дозе 20 МПД/кг в течение 6 дней. Глубокую температуру тела измеряли электротермометром. Во время эксперимента собак помещали в камеру с температурой 39°С, где они могли свободно перемещаться. В течение 4-х часов в различные интервалы времени проводили измерение глубокой температуры тела и запись электрической активности в КБГ. Всего поставлено 29 опытов, использовано 11 собак.

Таблица. Глубокая температура тела и электрическая активность в КБГ в различные сроки наблюдения у контрольных собак и у животных с выработанной толерантностью к действию эндотоксина при окружающей температуре 39°С

	Количество измерений, n
	Время регистрации, час
	Глубокая температура тела, °С
	Средняя частота импульсации, Гц
	Р

	Контроль

	36
	10,00
	38,1 ( 0,07
	59,33 ( 1,37
	

	31
	10,30
	38,2 ( 0,2
	60,32 ( 1,54
	

	31
	12,00
	39,9 ( 0,2
	121,06 ( 3,18
	( 0,001

	31
	14,00
	39,1 ( 0,1
	101,8 ( 2,17
	( 0,001

	31
	17,00
	38,3 (0,09
	68,96 ( 1,53
	

	Собаки с выработанной толерантностью

	17
	10,00
	38,0 ( 0,09
	59,02 ( 1,40
	

	17
	10,30
	38,2 ( 0,09
	59,64 ( 2,0
	

	17
	12,00
	38,9 ( 0,3
	104,6 ( 4,9
	( 0,01

	17
	14,00
	38,4 ( 0,2
	78,04 ( 2,03
	( 0,05

	17
	17,00
	38,0 (0,1
	60,02 ( 2,1
	


Из таблицы можно видеть, что в контроле через 2 часа наблюдения температурные показатели достигали максимальных значений. При выраженной гипертермии существенно изменяется вид нейрограммы – происходит значительное нарастание частоты импульсов как за счет быстрых, так и медленных потенциалов действия, увеличивается их амплитуда. Через 2-3 часа после прекращения теплового воздействия указанные показатели возвращаются к исходным.

Экспериментальная лихорадка, вызываемая эндотоксином (20 МПД/кг), сопровождается у собак повышением глубокой температуры тела на 2о С, слюнотечением, увеличением частоты дыхания и сердечных сокращений. 

После выработки толерантности к указанному препарату отмечается постепенное ослабление лихорадочной реакции. Уже на третьи сутки температура практически не поднимается, а все проявления лихорадки: дрожь, учащенное сердцебиение, одышка – становятся менее выраженными, а затем исчезают совсем. Таким образом, хотя у исследуемых животных эндотоксин находится в организме, последующие звенья лихорадочной реакции не развиваются.

В группе толерантных животных через 2 часа пребывания в камере глубокая температура составила 38,9 ( 0,2°С (см.таблицу). Отмечалась также интенсификация электрической активности в КБГ, однако она была значительно менее выражена, чем в контроле. Увеличение частоты импульсов происходило в основном за счет медленных потенциалов действия. Через 1 час после окончания теплового воздействия глубокая температура тела у собак и электрическая активность в КБГ возвращались к исходным значениям.

Таким образом, при нагревании собак с выработанной толерантностью к действию эндотоксина наблюдается ослабление температурной реакции и менее выраженная, чем в контроле, интенсификация электрической активности в КБГ. Кроме того, отмечается более быстрое восстановление исходного уровня указанных показателей.
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Исследование спектра ферментативной активности Bifidobacterium adolescentis 94‑БИМ

Н.Е. Рябая, Г.И. Новик, Н.И. Астапович 

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск

Бифидобактерии играют существенную роль в нормализации белкового, липидного и минерального обмена макроорганизма за счет продукции большого количества ферментов.

Известно, что резидентная или транзиторная микрофлора, метаболизируя эндо- и экзогенные субстраты, способствует образованию канцерогенов, промоторов развития опухолей или их предшественников. Эти соединения при последующей миграции в различные ткани способны индуцировать или ускорять развитие первичных раковых новообразований [1]. Напротив, основной функцией бифидобактерий является создание колонизационной резистентности слизистой кишечника к условно патогенной и патогенной микрофлоре, непосредственное участие в ферментации субстратов в макроорганизме, а также детоксикация потенциальных канцерогенов [2-5].

Исходя из вышеизложенного, нами исследована ферментативная активность штамма B. adolescentis 94-БИМ, являющегося основой диетического продукта «Бифибак», обладающего иммунокорригирующим действием [6].

Для исследования ферментативной активности белков, синтезируемых B. adolescentis 94-БИМ, использовали культуральную жидкость без предварительного отделения бактериальных клеток. Нами установлено, что бифидобактерии при культивировании на кукурузно-лактозной среде и на среде с глюкозой продуцируют ферменты, вызывающие гидролиз белков и нуклеиновых кислот, а также образуют комплекс внеклеточных ферментов, вызывающих гидролиз (-(1(4), (-(1(6), (-(1(4), (-(1(6) гликозидных связей полисахаридов. Сравнение уровня ферментативной активности в культуральной жидкости до и после отделения клеток бифидобактерий показало, что 35% ферментативной активности гликогидролаз связано непосредственно с бактериальной клеткой. Методами хроматографии и электрофореза показано, что спектр внеклеточных белков в процессе развития культуры существенно не меняется.

Таким образом, в результате выполненных исследований установлено, что штамм B. adolescentis 94-БИМ является продуцентом широкого спектра внеклеточных гидролаз. Полученные данные представляют теоретический интерес в плане исследования активности ферментов бифидобактерий как одного из факторов снижения риска заболеваемости раком, а также для более детального исследования лечебно-профилактических свойств диетического продукта «Бифибак».
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Универсальные лечебно-профилактические свойства бифидумпрепаратов обусловлены высокой биологической активностью бифидобактерий. Бифидумпрепараты повышают резистентность слизистых к патогенным бактериям и вирусам, оказывают позитивное регулирующее воздействие на иммунологический статус макроорганизма, обладают радиопротекторным и противоопухолевым действием. Установлена митогенная активность препаратов на основе бифидобактерий. Известна также способность бифидобактерий к адсорбции и детоксикации потенциальных канцерогенов, конвертации ароматических нитро- и азосоединений и аминоглюкуронидов в свободные амины, ингибированию ряда бактериальных энзимов ((-глюкуронидазы, азоредуктазы, нитроредуктазы), активирующих канцерогены [1]. В настоящее время существует достаточно широкий ассортимент лечебно-профилактических препаратов и диетических продуктов на основе бифидобактерий, которые успешно используются для лечения и профилактики различных патологических состояний, в т.ч. при онкологических заболеваниях [2].

Нами на основе штаммов бифидобактерий – продуцентов биологически активных веществ – разработаны технологии диетического продукта «Бифибак» и лечебно-профилактического препарата «Энтеробифидин». Утверждена постоянно действующая нормативная документация на препараты. Для получения диетического продукта «Бифибак» используют молоко коровье сухое обезжиренное по ГОСТ 10970-87, воду питьевую по ГОСТ 2874-82 и закваску лабораторную для кисломолочного продукта «Бифибак» на основе чистой культуры Bifidobacterium adolescentis 94-БИМ. Штамм бифидобактерий B. adolescentis 94-БИМ образует в процессе роста внеклеточные протеиназы, активные в широком диапазоне рН и способные к гидролизу таких белковых субстратов, как (-глобулин, бычий сывороточный альбумин, альбумин куриного яйца, лошадиный и бычий гемоглобины, казеин молока. Суммарная активность протеиназ к 24 ч роста культуры ~1400 усл. ед/мл. Протеиназы B. adolescentis 94-БИМ стабильны при субкультивировании в условиях умеренной гипотермии и нейтрализации органических кислот. Продукция протеиназ является важным биологическим свойством штамма, поскольку известна роль данных ферментов в усвоении животных белков в организме. Штамм B. adolescentis 94-БИМ отличается высокой активностью роста и кислотообразования, антагонистической активностью к энтеропатогенным серотипам E. coli, Staph. aureus, Pr. vulgaris, а также множественной антибиотикорезистентностью. Установлено, что диетический продукт «Бифибак» обладает иммунокорригирующим действием, проявляет митогенный эффект в интервале доз 10-6-10-7, способствует восстановлению синтеза (спонтанного и индуцибельного) важнейших модуляторов иммунного ответа и воспаления – ИЛ-1 и ФНО-( [3].

Препарат «Энтеробифидин» создан на основе бифидобактерий, адаптированных к организму животных. Лечебно-профилактическая эффективность от энтерального применения препарата при желудочно-кишечных заболеваниях составила ( 75-90%. На фоне применения препарата у животных не наблюдалось признаков гиповитаминозов группы В и С. В крови животных достоверно увеличивалось количество лимфоцитов за счёт Т- и В-клеток, усиливалась фагоцитарная активность макрофагов, возрастало содержание общего белка и иммуноглобулинов, особенно Ig G. Показано иммуностимулирующее и детоксикационное действие препарата [4].

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о высокой биологической активности диетического продукта «Бифибак» и препарата «Энтеробифидин». Перспективным представляется изучение эффективности данных препаратов для восстановления естественной микрофлоры человека и животных при радиационном воздействии, антибиотико-, химио- и лучевой терапии.
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Новое в лабораторно-диагностических технологиях скрининговой оценки общей антиокислительной активности биологических жидкостей

Д.О. Свиридов, Е.С. Пышко*, А.Н.Еремин*, В.С. Камышников
Белорусский государственный институт усовершенствования врачей МЗ РБ, 
* Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

В настоящее время считается общепризнанным, что в генезе многих заболеваний существенное значение имеет активация свободнорадикального окисления липидов, обычно вызываемая снижением антиоксидантного статуса организма. Этому во многом способствует окислительный стресс, инициируемый избытком кислородсодержащих свободных радикалов. Дефект в метаболической системе «свободнорадикальное окисление липидов (СРО) – антиоксидантная защита организма (АОЗ)» способен существенно снизить резистентность организма к воздействию на него неблагоприятных факторов внешней и внутренней среды, а также создать предпосылки к формированию и усугублению тяжести течения различных заболеваний жизненно важных органов: легких, сердца, печени, почек и др.

Об антиоксидантном статусе организма человека и животных можно судить по уровню содержания в плазме крови отдельных компонентов антиоксидантной системы. Наиболее распространенными из них являются альфа-токоферол, ретинол, аскорбиновая кислота, некоторые ферменты, например супероксиддисмутаза (СОД), церулоплазмин, глютатионпероксидаза и др. Существующие методики их определения весьма трудоемки и мало пригодны для массового лабораторного скрининга. Кроме того, в клинической практике очень часто возникают ситуации, когда знание индивидуальных уровней конкретных антиоксидантов менее важно, чем информация об общем антиокислительном потенциале сыворотки крови.

Нами создана новая тест-система для определения общей антиоксидантной активности сыворотки крови относительно антиоксидантной активности стандартного «поглотителя» свободных радикалов (водорастворимый аналог витамина Е – тролокс), который будет использован в качестве калибратора. Принцип метода, реализуемого с использованием разработанной тест-системы, основан на ингибировании анализируемой пробой процесса образования свободных радикалов в гемсодержащей гидроперекисной системе с фотометрическим измерением образующихся при этом окрашенных продуктов [1]. Реакция проводится в лунках стандартного микропланшета для постановки твердофазного иммуноферментного анализа. В каждую из них предварительно вносятся обладающий пероксидазной активностью гемопротеин, хромоген (ABTS) и сыворотка крови. После внесения в лунки раствора перекиси водорода протекает процесс образования кислородсодержащих свободных радикалов, которые, взаимодействуя с хромогеном, превращают его в катион-радикал ABTS.+, придающий реакционной смеси зеленовато-голубую окраску. Накоплению его препятствуют содержащиеся в сыворотке крови и других биологических жидкостях ферментативные и неферментативные антиоксиданты. Чем выше антиокислительная активность сыворотки, тем меньше накапливается в реакционной смеси катион-радикалов ABTS.+ и менее выражена интенсивность окраски раствора. После инкубирования смеси в течение фиксированного времени измеряется оптическая плотность содержимого лунок микропланшета при монохроматическом световом потоке с длиной волны 600 нм.

Рис. 1. Зависимости начальной скорости окисления ABTS пероксидом водорода (75 мкМ) от начальной концентрации субстрата в обратных координатах и периодов индукции (( от [ABTS]o с участием 5 мкМ метмиоглобина (1, 3, 5) и 5 мкМ метгемоглобина (2, 4, 6) без ингибитора (1, 2) и в присутствии 4,38 мкМ тролокса (3, 4, 5, 6) в 10 мМ ФБ, рН 7,4 при 20оС

Рис. 2. Зависимости начальной скорости окисления ABTS (250 мкМ) от начальной концентрации пероксида водорода в обратных координатах и периода индукции (( от [H2O2]o с участием метмиоглобина (1, 3,5) иметгемоглобин (2, 4, 6) без ингибитора (1, 2) и в присутствии 4,38 мкМ тролокса (3. 4, 5, 6) в 10 мМ ФБ, рН 7,4 при 20оС
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Рис. 3. Зависимости начальной скорости окисления ABTS (150 мкМ) пероксидом водорода (75 мкМ) и периодов индукции (( от начальных концентраций метмиоглобина (1, 3, 5) и метгемоглобина (2, 4, 6) без ингибитора (1, 2) и в присутствии 4,38 мкМ тролокса (3, 4, 5, 6) в 10 мМ ФБ, рН 7,4 при 20оС
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Рис. 4. Зависимости обратной начальной скорости окисления ABTS (250 мкМ) пероксидом водорода (150 мкМ) и периодов индукции (( от концентрации тролокса при участии метмиоглобина (1, 3) и метгемоглобина (2, 4): 5 мкМ катализаторов в 10 мМ ФБ, рН 7,4 при 20оС
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Нами изучены кинетические закономерности окисления ABTS в системах Н2О2 – метмиоглобин (метгемоглобин) [2]. На рис. 3 представлены зависимости начальной скорости окисления ABTS от начальных концентраций биокатализаторов (1, 2). В присутствии тролокса окисление ABTS характеризуется наличием периодов индукции на кинетических кривых накопления продукта реакции, которые сильно сокращаются с увеличением концентрации обоих биокатализаторов (5 и 6). Важно отметить, что после полного расходования тролокса начальная скорость окисления ABTS ниже, чем в его отсутствие: при концентрации метмиоглобина 5 мкМ vo уменьшается в 1,1 раза, а в случае метгемоглобина – в 1,5 раза, т.е. гемопротеины в ходе каталитического процесса частично дезактивируются радикалами, образующимися при разложении Н2О2. В сравнимых условиях гемопротеины значительно различаются по своей каталитической активности: метмиоглобин в 2,7 раза активнее, чем метгемоглобин в отсутствие тролокса и в 3,5 раза – в его присутствии. 

На рис. 1 показаны зависимости начальной скорости окисления ABTS от его концентрации в реакциях с метмиоглобином (1, 3) и метгемоглобином (2, 4) в присутствии тролокса (3, 4) и без него (1, 2). Величины (( сильно снижаются с ростом концентрации ABTS (5, 6). На зависимостях в двойных обратных координатах наблюдается излом, а сам характер этих зависимостей свидетельствует о наличии двух центров связывания ABTS как с метмиоглобином (1, 3), так и с метгемоглобином (2, 4). По данным рис. 2 определены пары величин Vмакс и Km для обоих биокатализаторов: при [ABTS]o > 90 мкМ оба кинетических параметра значительно возрастают. Присутствие тролокса (4,38 мкМ) не меняет характера зависимостей 1/vo от 1/[ABTS]o, но увеличивает Km и снижает Vмакс, т.е. тролокс действует в процессе окисления ABTS с участием обоих гемопротеинов по смешанному типу. Такой характер ингибирования объясняется конкуренцией ингибиторов и субстрата за активные радикалы и взаимодействием ингибиторов с самими биокатализаторами, которое сказывается на их активности. На рис. 2 показаны зависимости 1/vo от 1/[Н2О2]o в реакциях окисления ABTS (250 мкМ) с участием метмиоглобина (1, 3) и метгемоглобина (2, 4) в присутствии тролокса (3, 4) и без него (1, 2). Во всех случаях зависимости описываются уравнением Михаэлиса-Ментен. По данным рисунка вычислены значения Vмакс и Km. С увеличением концентрации Н2О2 величины (( монотонно снижаются (рис. 3, 5 и 6). 

Таким образом, в сопоставимых условиях метмиоглобин и метгемоглобин четко проявляют псевдопероксидазную активность в окислении ABTS пероксидом водорода. Процесс формально описывается уравнением Михаэлиса-Ментен: сопоставление величин Vмакс в двух сериях экспериментов показывает, что каталитическая активность метмиоглобина в 1,5 – 2,0 раза выше ее уровня для метгемоглобина. Используя полученные и литературные данные, можно построить следующий ряд биокатализаторов по каталитической активности в пероксидном окислении аминов: пероксидазы >> ферритин > метмиоглобин >метгемоглобин ( метгемальбумин > гемин.

В настоящее время с использованием новой тест-системы проводятся исследования общей антиоксидантной активности сыворотки кро​ви при различных патологиях легких и сердечно-сосудистой системы. Планируется скрининговое исследование антиоксидантного статуса детей, проживающих на территориях с повышенным радиационным фоном, у людей с черепно-мозговой травмой и при некоторых других заболеваниях.
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Глутатион S-трансферазы (ГТ) катализируют реакции конъюгации ксенобиотиков и их реакционноспособных метаболитов с глутатионом, восстанавливают органические гидропероксиды, участвуют в метаболизме конечных цитотоксичных продуктов ПОЛ – ноненалей и дециналей, а также обеспечивают связывание и внутриклеточный транспорт ряда эндогенных лигандов (билирубина, желчных кислот, жирных кислот, производных гема, нейромедиаторов и стероидных гормонов) [1,2]. Глутатион-S-трансферазы являются гомо- или гетеродимерами с молекулярной массой от 43 до 57 кДа [1]. В настоящее время у крысы обнаружено 19 изоферментов ГТ, характеризующихся различными физико-химическими свойствами, субстратной специфичностью и относящихся к четырем разным классам (, (, ( и ( [1,3]. Основной вклад в общую активность ГТ печени крыс вносят изоферменты, состоящие из субъединиц Ya, Yc (класс () и Yb1, Yb2 (класс () с молекулярными массами 26,5 (Ya), 27,8 (Yb1/Yb2) и 28,8 (Yc) кДа [1,3].

Высокая внутриклеточная концентрация, индуцибельность и широкая субстратная специфичность ГТ обеспечивают в физиологических условиях эффективную защиту организма от ксенобиотиков и цитотоксичных продуктов ПОЛ. Однако при различных хронических и острых заболеваниях печени нормальное функционирование ГТ может нарушаться. В частности, установлено, что активность ГТ существенно снижается при внепеченочном холестазе [4,5]. Полагают, что это обусловлено тем, что многие потенциальные эндотоксины, в частности, билирубин и желчные кислоты, накапливающиеся в организме при холестазе, способны связываться с ГТ и ингибировать их активность [2]. Наряду с этим к снижению активности ГТ может приводить уменьшение их содержания при холестазе.

Для проверки данного предположения мы изучили динамику изменения как активности, так и содержания ГТ в печени крыс с внепеченочным холестазом.

В эксперименте было использовано 73 самца белых крыс весом 180-310 г, содержавшихся на стандартном рационе вивария. Экспериментальный внепеченочный холестаз вызывался хирургическим путем в результате перевязки и последующей перерезки общего желчного протока. Контролем служили ложнооперированные животные. Во время операции крыс наркотизировали с помощью серного эфира.

Животных умерщвляли декапитацией на 1, 3, 7, 10, 14 и 21 сутки после операции. Цитозольную фракцию печени получали методом дифференциального центрифугирования, как было описано раннее [6]. В цитозоле измеряли общую активность ГТ, а также активность изоферментов класса ( с помощью 1-хлор-2,4-динитробензола (ХДНБ) и 1,2-дихлор-4-нитробензола (ДХНБ) соответственно [7,8]. Субъединичный состав ГТ анализировали с помощью SDS-электрофореза в 12,5% полиакриламидном геле [9], используя в качестве стандарта аффиноочищенную ГТ печени крыс. Денситометрический анализ гелей, окрашенных Кумасси R-250, осуществляли с помощью видеоденситометра Model 620 фирмы Bio-Rad (США) и программного обеспечения фирмы Kodak (Kodak Digital Science 1D software). Концентрацию белка в цитозоле определяли по методу Lowry [10]. Статистическую обработку результатов проводили по методу Фишера-Стьюдента. В работе приведены средние значения величин и стандартные ошибки (M(m).

Общая активность ГТ статистически достоверно не изменялась в течение первой недели после операции. В последующем прослеживалась отчетливо выраженная тенденция к снижению активности ГТ (таблица). Максимальное уменьшение активности было зафиксировано на 14 и 21 сутки. Активность изоферментов класса ( на 3 и 7 сутки увеличивалась на 26% и 40% соответственно, а затем понижалась до контрольного уровня (таблица).

Принимая во внимание то, что активность изоферментов класса (, начиная с 10 суток, не отличалась от контрольного уровня, мы предположили, что снижение общей активности ГТ на поздних сроках развития холестаза обусловлено главным образом изменением активности изоферментов класса ( в результате уменьшение их содержания. Результаты денситометрической обработки электрофореграмм подтверж​дают данное предположение (рисунок). Начиная с 3 суток, содержание субъединиц класса ( постепенно уменьшается в течение всего эксперимента (рисунок). Увеличение на ранних стадиях холестаза (3 и 7 сутки) и последующее снижение содержания субъединиц класса ( до уровня контроля (10-21 сутки) совпадает с динамикой изменения ферментативной активности изоферментов данного класса (таблица, рисунок).

В настоящее время показано, что димеры ГТ, состоящие из субъединиц типа Yb, имеют два лигандсвязывающих сайта. В свою очередь у изоферментов класса ( обнаружен только один такой сайт. Это различие позволило выдвинуть предположение о доминировании у изоферментов класса ( транспортных функций над каталитическими [11]. Благодаря этому ГТ класса ( по сравнению с другими изоферментами способны обеспечивать более эффективную защиту клетки от токсического действия гидрофобных лигандов. В этой связи перераспределение на ранних сроках развития холестаза (3 и 7 сутки) изоферментов ГТ в пользу класса ( и повышение за счет этого суммарного лигандсвязывающего потенциала ГТ можно рассматривать в качестве механизма адаптации к избыточному накоплению в клетке билирубина и желчных кислот.

В то же время снижение суммарного каталитического потенциала ГТ в результате уменьшения содержания изоферментов класса (, обладающих высокой глутатионпероксидазной активностью, делает клетки печени крайне чувствительными к окислительному стрессу.

Таблица. Динамика изменения активности ГТ в печени крыс с перерезанным желчным протоком

	Время после операции (дни)
	Глутатион S-трансферазная активность 

(нМ/мин на 1 мг белка)

	
	ХДНБ
	ДХНБ

	
	контроль
	холестаз
	контроль
	холестаз

	1
	1204,0(79,2
	1161,7(82,1
	91,5(5,0
	92,6(3,7

	3
	1162,0(67,0
	1035,0(83,2
	99,2(4,0
	124,6(3,6*


	7
	1128,0(62,0
	1002,0(72,9
	90,6(4,4
	126,0(5,3**

	10
	1182,0(70,7
	623,3(63,6**
	91,3(4,2
	103,0(4,0

	14
	1185,0(55,0
	510,0(82,1**
	101,8(4,6
	96,3(6,2

	21
	930,7(22,2
	473,2(19,67**
	91,2( 2,9
	87,2( 2,7


* – p < 0,05
** – p < 0,01

Интенсивность окрашивания

(денситометрические единицы)

контороль
холестаз


1
3
7
10
14
21

Время после перерезки желчного протока (дни)

Рисунок. Интенсивность окрашивания Кумасси R-250 электрофоретических полос, соответствующих субъединицам Ya, Yb (Yb1/Yb2) и Yc ГТ 
цитозоля печени контрольных (контроль) и холестазных (холестаз) крыс. 
* – p < 0,05; ** – p < 0,01

Учитывая, что глутатион S-трансферазы печени активно участвуют в метаболизме ксенобиотиков, в том числе и лекарственных соединений, полученная информация может способствовать выработке правильной стратегии и интенсивности медикаментозной терапии как холестаза, так и сопутствующих ему заболеваний.
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Холестаз является обычным исходом целого ряда хронических и острых заболеваний печени [1]. Вне зависимости от происхождения холестаза его пусковым механизмом считается нарушение процессов образования и оттока желчи в кишечник, в результате чего содержание ее компонентов в печени существенно возрастает [1]. Многие из этих соединений, накапливаясь в организме в избыточных количествах, 
способны инициировать различного рода нарушения клеточного метаболизма [1].

Целью наших исследований стал анализ патобиохимических сдвигов в печени и крови крыс с внепеченочным холестазом.

В эксперименте были использованы самцы белых крыс весом 180‑200 г, содержавшиеся на стандартном рационе вивария. Животные опытной группы подвергались хирургической операции, в ходе которой общий желчный проток перевязывался в двух местах и перерезался между лигатурами. Контролем служили ложнооперированные животные. На 21 сутки после перерезки желчного протока животных умерщвляли декапитацией. Цитозольную и микросомальную фракции печени получали методом дифференциального центрифугирования, как было описано ранее [2].

Содержание меди в печени определяли с помощью эмиссионного спектрометра с индуцированно-связанной плазмой «Spectroflame» (ФРГ) при 324, 754 нм и выражали в ppm. Образцы для анализа на спектрометре готовили следующим образом: 1 г печени помещали в смесь азотной кислоты (65%) и H2O2 (30%) и переводили в растворимое состояние мокрым сжиганием в тефлоновом автоклаве «MLS 1200 MEGA» (США).

В сыворотке крови определяли содержание общего билирубина и альбумина [3], а также с помощью коммерческих наборов измеряли активность щелочной фосфатазы (ЩФ), аспартатаминотрансферазы (АСТ) и (-глутамилтранспептидазы (ГГТП). В микросомальной и митохондриальной фракциях печени определяли содержание малонового диальдегида (МДА) [4], в микросомальной фракции оценивали содержание цитохрома Р-450 [5] и активность мембранносвязанной глутатион S-трансферазы (мГТ) [6]. В цитозоле определяли глутатион S-трансферазную активность (цГТ) с 1-хлор-2,4-динитробензолом в качестве субстрата [7], активность Se-зависимой глутатионпероксидазы (ГП) [8], супероксиддисмутазы СОД [9] и каталазы [10]. Концентрацию белка в цитозольной и микросомальной (митохондриальной) фракциях измеряли методами Lowry O.H. et al. и Peterson G.L. соответственно [11, 12]. Статистическую обработку результатов проводили по методу Фишера-Стьюдента. В работе приведены средние значения величин и стандартные ошибки (M(m).

Нарушение оттока желчи в кишечник при внепеченочном холестазе сопровождается существенным увеличением содержания ряда ее компонентов в печени и крови. Содержание общего билирубина в сыворотке крови крыс выросло в 32 раза. Содержание меди, выводимой из организма главным образом с желчью, в печени холестазных животных увеличилось в 34 раза.

Избыточное накопление в печени меди и билирубина создает условия для интенсификации внутриклеточных свободнорадикальных процессов. Билирубин может образовывать комплексы с медью [13]. Восстановление Cu(II) до Cu(I) при комплексообразовании сопровождается генерацией активных форм кислорода, в частности гидроксильных радикалов [13]. Кроме того, восстановленная медь может вступать в реакцию с пероксидом водорода (Н2О2), вероятность накопления которого в печени при холестазе достаточно высока вследствие снижения активности каталазы и ГП на фоне неизменной активности СОД (таблица). Образовавшиеся в ходе окислительно-восстановительных реакций с медью гидроксильные радикалы участвуют в свободнорадикальном окислении липидов, ведущем к накоплению в клетке высокотоксичных продуктов ПОЛ. Содержание вторичного продукта ПОЛ – МДА в митохондриальной и микросомальной фракциях печени холестазных крыс увеличилось на 84% и 78% соответственно (таблица).

Интенсификации ПОЛ при холестазе способствует подавление активности цГТ и ГП – ферментов, играющих важную роль в антиперекисной защите клетки. Активность ГТ и ГП цитозоля печени холестазных крыс уменьшилась на 49% и 35% соответственно (таблица). Активность мГТ, обеспечивающей совместно с цГТ детоксикацию цитотоксичных продуктов ПОЛ, при холестазе возрастала на 57% (таблица). Феномен активации может быть обусловлен окислением свободной SH‑группы данного фермента продуктами ПОЛ [14]. Мембранная локализация и способность резко активироваться в условиях окислительного стресса позволяет мГТ осуществлять детоксикацию опасных для клетки продуктов ПОЛ практически на месте их образования. Не обезвреженные этим ферментом соединения в дальнейшем элиминируются с помощью цГТ. Следовательно активацию мГТ можно рассматривать как защитно-приспособительный механизм, частично компенсирующий снижение антиперекисного потенциала цГТ при холестазе.

Вследствие подавления антиперекисной защиты клетки печени при холестазе становятся крайне чувствительными к окислительному стрессу. Интенсификация ПОЛ приводит к нарушению структурной и функциональной целостности мембран гепатоцитов и их органелл, угнетению обменных и синтетических процессов в печени [15].

О нарушении барьерной функции плазматической мембраны гепатоцитов при холестазе свидетельствует повышение активности ЩФ, АСТ и ГГТП в сыворотке крови (таблица).

В результате подавления альбуминсинтезирующей функции печени содержание альбумина в сыворотке крови уменьшается в 1,6 раза (таблица). Согласно данным литературы, гипоальбунемия при внепеченочном холестазе обусловлена падением уровня мРНК альбумина в печени [16]. Альбумин является основным внеклеточным транспортным белком, связывающим билирубин и желчные кислоты, тем самым обеспечивая их эффективную детоксикацию. Вследствие гипоальбунемии снижается лигандсвязывающий потенциал крови, что влечет за собой дополнительное напряжение гомеостаза при холестазе в результате возрастания концентрации свободных токсинов в кровеносном русле.

Интенсификация ПОЛ приводит к активизации механизмов протеолитической деградации цитохрома Р-450, а также к прямой инактивации гемопротеина в результате окислительной модификации SH-групп [17]. Содержание цитохрома Р-450 в микросомальной фракции печени холестазных крыс снизилось на 80% (таблица). Часть цитохрома Р-450 при этом переходила в неактивную форму – цитохром Р-420.

Таблица. Влияние внепеченочного холестаза на ряд биохимических показателей в печени и сыворотке крови крыс

	Показатель
	Животные

	
	ложнооперированные (n=7)
	холестазные

(n=6)

	
	
	

	Общий билирубин (мкМ/л)
	3,93(0,23
	145,8(16,3***

	Альбумин (г/л)
	35,10(0,75
	22,63(1,98**

	Цитохром Р-450 (нмоль/мг белка)
	0,49(0,01
	0,10(0,04***

	Цитохром Р-420 (нмоль/мг белка)
	0
	0,08(0,003***

	МДА (митохондрии) (нМ/мг белка)
	0,195(0,01
	0,358(0,031*

	МДА (микросомы) (нМ/мг белка)
	0,44(0,02
	0,783(0,084*

	цГТ (нМ/мин на 1 мг белка)
	930,7(22,21
	473,2(19,67**

	мГТ (нМ/мин на 1 мг белка)
	73,8(3,2
	115,80(5,56*

	ГП (нМ/мин на 1 мг белка)
	71,84(5,04
	46,98(3,14**

	СОД (у.е./мг белка)
	386,40(35,93
	393,80(43,36

	Каталаза (мкМ/мг белка)
	36,40(3,97
	12,60(2,07***

	(-глутамилтранспептидаза (ед/л)
	16(4,1
	39,5(5,1***

	Щелочная фосфатаза (ед/л)
	175,98(20,75
	294,63(13,95**

	Аспартатаминотрансфераза (ед/л)
	173,80(11,84
	273,40(56,95*

	Медь (ppm)
	0,03(0,01
	0,70(0,22***


* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Таким образом, обнаруженные нами биохимические сдвиги свидетельствуют о том, что перерезка желчного протока сопровождается развитием окислительного стресса, нарушением белоксинтезирующей и детоксицирующей функций печени, что может вносить существенный вклад в патогенез холестаза.
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Содержание кортизола в сыворотке крови у экспериментальных животных в динамике адъювантной гипертермии

И.Н. Семененя

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Известно, что кортизол обладает способностью снижать повышенную температуру тела при лихорадочных состояниях и является одним из факторов антипиретической системы организма [1]. Для выяснения роли этого гормона в механизмах нарушения терморегуляции при гипертермии, индуцированной введением экспериментальным животным полного адъюванта Фрейнда (ПАФ), содержащего убитые и высушенные масляные микобактерии, нами была поставлена задача изучить изменение его содержания в сыворотке крови у крыс, морских свинок и кроликов в динамике температурного ответа на ПАФ. 

Опыты показали, что через 5 часов после введения ПАФ крысам-самкам (разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составила 1,40С, Р<0,001) концентрация кортизола в сыворотке крови увеличилась на 67,1% (с 80,6(9,0 до 134,7(20,1 нмоль/л, Р<0,05). В субфебрильной фазе ответа (через 1, 2 и 3 суток после инъекции препарата, когда разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составляла 1,00С (Р<0,01), 0,80С (Р<0,01) и 0,750С (Р<0,05) соответственно) не выявлено достоверных изменений концентрации кортизола в сыворотке крови у крыс (рис. 1).
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Рис. 1. Изменение содержания кортизола в сыворотке крови у крыс-самок через 5 часов [1], 24 часа [2], 48 часов [3] и 72 часа [4] после введения полного адъюванта Фрейнда (А – контроль, Б – опыт)

Примечание: * – изменения достоверны по отношению к контролю (Р<0,05); количество животных в каждой серии – 8.

В опытах на кроликах-самцах также обнаружено увеличение содержания кортизола в сыворотке крови в лихорадочной фазе ответа на ПАФ. Через 5 часов после инъекции препарата (разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составляла 1,3°С, Р<0,001) концентрация кортизола повысилась на 88,8% (с 48,3(5,6 до 91,2(8,6 нмоль/л, Р<0,01). В динамике субфебрильной фазы (через 1 и 3 суток после инъекции препарата, когда разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составляла 0,70С (Р<0,01) и 0,5°С (Р<0,05) соответственно) концентрация кортизола в опытных сериях достоверно не отличалась от значений в контрольных группах животных (рис. 2). 

В экспериментах на морских свинках-самцах повышение содержания кортизола в сыворотке крови после инъекции ПАФ было выявлено не только в лихорадочной фазе (увеличение с 213,0(22,3 до 348,0(45,1 нмоль/л (на 63,4%), Р<0,05), когда разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составляла 1,20С (Р<0,01), но и в субфебрильной фазе ответа на ПАФ. Концентрация гормона в сыворотке крови у животных через 1 сутки после инъекции препарата (разница между изменением ректальной температуры в опыте и контроле составляла 0,95°С, Р<0,001) была увеличена на 35,3% (с 317,0(25,9 до 429,0(38,7 нмоль/л, Р<0,05), т.е. существенно меньше, чем в лихорадочной фазе (рис. 3). 
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Рис. 2. Изменение содержания кортизола в сыворотке крови у кроликов-самцов через 5 часов [1], 24 часа [2] и 72 часа [3] после введения полного адъюванта Фрейнда (А – контроль, Б – опыт)

Примечание: * – изменения достоверны по отношению к контролю (Р<0,01); количество животных в каждой серии – 7.

Таким образом, в экспериментах на крысах, морских свинках и кроликах выявилась сходная динамика изменений содержания кортизола в сыворотке крови при ПАФ-индуцированной гипертермии. Характерным является достоверное увеличение концентрации гормона в лихорадочной фазе ответа на ПАФ у животных этих видов (в отдельном опыте на кроликах нами обнаружено увеличение концентрации кортизола в 2,6 раза (Р<0,05) в сыворотке крови при пирогеналовой лихорадке). Полученные данные позволяют предположить, что активность антипиретической системы организма по показателю содержания кортизола в сыворотке крови у экспериментальных животных возрастает в лихорадочной фазе ответа на ПАФ. Этот факт можно рассматривать как проявление универсальной общебиологической закономерности: любое возбуждение в организме сочетается с активацией тормозных механизмов, ограничивающих процессы возбуждения и приводящих их в соответствие с параметрами действующих раздражителей. 
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Рис. 3. Изменение содержания кортизола в сыворотке крови у морских свинок-самцов через 5 часов [1], 24 часа [2] и 72 часа [3] после введения полного адъюванта Фрейнда (А – контроль, Б – опыт)

Примечание: * – изменения достоверны по отношению к контролю (Р<0,05); количество животных в каждой серии – 8.

Постепенное снижение температуры тела при развитии субфебрильной фазы ответа на ПАФ сочетается с уменьшением концентрации кортизола в крови, что может свидетельствовать об ослаблении активности антипиретической системы, и создании, тем самым, условий, благоприятных для пролонгирования температурного ответа (субфебрильной фазы). 

Не выявлено различий в изменении содержания кортизола у самцов и самок крыс в динамике адъювантной гипертермии, несмотря на более высокий прирост глубокой температуры тела у самок в лихорадочной и субфебрильной фазах температурного ответа на ПАФ. В то же время отношение кортизол/прогестерон (прогестерон, как известно, обладает гипертермическим действием и его уровень существенно возрастает в крови в динамике адъювантной гипертермии [2]) существенно более значительно снижалось в лихорадочной и субфебрильной фазах ответа на ПАФ у самок, чем у самцов. Такие различия свидетельствуют о том, что у самок баланс антипиретической и пиретической активности по этому показателю в существенно большей степени, по сравнению с самцами, сдвинут в сторону преобладания последней, что может характеризовать половые различия в развитии гипертермического ответа после введения ПАФ животным. Более высокий температурный ответ у самок в лихорадочной фазе ответа на инъекцию ПАФ может быть связан и с более низким (в 3,7 раза), чем у самцов, отношением кортизол/(‑фактор некроза опухолей (ФНО-, как известно, обладает пирогенными свойствами) [2].
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УДК 577.121:[615.3+632.95+547]
Ксенобиохимия щитовидной железы

В.В. Сенчук 

Белгосуниверситет, кафедра биохимии, Минск

В изучении механизмов канцерогенеза щитовидной железы у людей традиционно особое место отводится радиационно-индуцированным мутациям онкогенов [1]. Вместе с тем, по данным эпидемиологических и экспериментальных исследований установлена тиреотропная активность разнообразных ксенобиотиков – сульфонамидов, полигалогенированных углеводородов, нитрозаминов, производных резорцина, тиомочевины и др. [2, 3]. Однако в большинстве случаев детальные пути биотрансформации ксенобиотиков в тиреоцитах, механизмы токсического и канцерогенного действия не установлены. На основании результатов собственных исследований и данных литературы предлагается новый взгляд на канцерогенез щитовидной железы, согласно которому центральная роль в метаболизме ксенобиотиков и в проявлении их генотоксичности в тиреоцитах принадлежит тиреоид-пероксидазе (ТП) щитовидной железы человека. Особое внимание к ТП обусловлено тем, что она является гемопротеином и участвует в реакциях Н2О2-зависимой активации иодида и в биосинтезе тиреоидных гормонов [4]. Учитывая широкую субстратную специфичность разнообразных гемопротеинов в пероксидазных реакциях [5], мы предположили возможность участия ТП человека в реакциях окисления ксенобиотиков по перокосидазному механизму с образованием генотоксичных продуктов, способных ковалентно модифицировать белки и ДНК, приводя в конечном итоге к малигнизации тиреоцитов. 

Экспериментально доказано, что ТП человека обладает широкой субстратной специфичностью и способна окислять фенолы (фенол, 1,2-диоксибензол, 1,3-диоксибензол, 1,4-диоксибензол), ариламины (анилин, о-фенилендиамин, п-фенилендиамин), аминобифенилы (бензидин, 3,3'-диметилбензидин, 3,3'-диметоксибензидин, 3,3',5,5'-тетраметил​бензидин), различающиеся токсичностью и канцерогенным потенциалом. Эффективность окисления, определяемая значениями kкат и kкат/Km, уменьшается в ряду: 3,3',5,5'-тетраметилбензидин > 3,3'-димето​ксибензидин ( 3,3'-диметилбензидин > фенол > о-фенилендиамин > п‑фенилендиамин > 1,4-диоксибензол > 1,2-диоксибензол > бензидин > анилин >> 1,3-диоксибензол. Сравнение этих результатов с данными литературы по другим гемопротеинам показывает, что эффективность катализа окисления ариламинов и фенолов при участии ТП значительно ниже, чем в случае пероксидазы из хрена (ПХ), но превышает пероксидазную активность мет-Hb, цитохрома С и микросомального цитохрома Р-450 [6, 7]. Анализ спектров поглощения продуктов окисления ариламинов и фенолов свидетельствует об идентичности продуктов реакций, катализируемых при участии ТП и ПХ. Биотрансформация ариламинов и фенолов представляет собой сложную совокупность многостадийных процессов, включающих свободнорадикальные реакции. Схема поэтапного пероксидазного окисления 1,2- и 1,4-диоксибензолов предполагает образование соответствующих хинонов и семихиноновых радикалов, а при окислении 1,3-диоксибензола появляются центрированные радикалы и их стабильные димеры. Еще более сложен процесс окисления фенола, который включает образование феноксильного радикала, реакции диспропорционирования и рекомбинации феноксильных радикалов с преимущественным накоплением п,п’-(СС)-дифенола и п,п’-(СС)-фенохинона, а также продуктов их дальнейшего окисления и полимеризации. Пероксидазное окисление аминобифенилов сопровождается образованием соответствующих катион-радикалов, комплексов с переносом заряда, дииминов, диимин-монокатионов. Реакционная способность этих интермедиатов уменьшается с увеличением числа заместителей (метильных и метоксильных групп) по 3-, 3’-, 5-, и 5’-положениям ароматических структур. Именно по этой причине промежуточные продукты окисления бензидина эффективно реагируют с образованием малорастворимых полимеров, интермедиаты окисления 3,3',5,5'‑тетраметил​бензидина не дают полимерных продуктов, а 3,3'‑диметоксибензидин и 3,3'-диметилбензидин по этому показателю занимают промежуточное положение. Показано, что мутагенный фенол, сильный канцероген бензидин, умеренные канцерогены 3,3'‑диметокси​бензидин и 3,3'‑диметил​бензидин [8] в реакции пероксидазного окисления, катализируемого ТП человека, образуют продукты, обладающие выраженной генотоксичностью в электрофоретическом тесте на повреждения высокомолекулярной двуцепочечной ДНК. При этом происходит дозозависимая ковалентная модификация ДНК реакционноспособными продуктами окисления ксенобиотиков с образованием поперечносшитых гетерополимеров. Другие ариламины и фенолы, не обладающие канцерогенностью [8], в отношении повреждений ДНК оказались неэффективны.

Установлено ковалентное связывание продуктов окисления фенола, бензидина, 3,3'-диметоксибензидина и 3,3'-диметилбензидина по аминокислотным остаткам тирео​глобулина (ТГ), который является матрицей для синтеза тиреоидных гормонов [4]. В результате молекулы ТГ могут необратимо агрегировать и утрачивать биохимические функции. В ходе реакции окисления ксенобиотиков ТП человека подвергается ковалентной аутомодификации продуктами окисления и инактивации иод-пероксидазной активности, что может приводить к подавлению процессов иодирования и синтеза тиреоидных гормонов в присутствии ксенобиотиков. Характер окисления ариламинов, аминобифенилов и фенолов при участии ТП человека во-многом определяется присутствием NADH и NADPH, которые принимают участие в формировании цикла биохимических реакций (на примере окисления бензидина в присутствии NADH):

Н2О2 + Н2N-ArAr-NH2 ( катион-радикал ( полимерные продукты
(1)

Катион-радикал + NADH ( Н2N-ArAr-NH2 + NADH-радикал
(2)

NADH-радикал + О2 ( NAD+ + супероксид анион-радикал
(3)

Супероксид анион-радикал ( Н2О2
(4)

Супероксид анион-радикал + Н2О2 + Fe3+ ( ОН-радикал + ОН– + О2 +Fe2+
(5)
Принципиально важной особенностью этого цикла является сочетание ферментативных стадий, катализируемых ТП (реакция 1), и последующих неферментативных реакций, сопровождающихся генерацией супероксид анион-радикала (реакция 3), регенерацией ксенобиотика (реакция 2), окисления восстановителей (реакции 2 и 3) с предотвращением глубокого окисления ксенобиотиков до исчерпания пула NADH и NADPH. Появление супероксида детектируется спектрофотометрически по одноэлектронному восстановлению окисленного цитохрома С. В этой системе супероксид при участии супероксиддисмутазы или спонтанно диспропорционирует в пероксид водорода (реакция 4), а при введении в реакционную систему очищенной супероксиддисмутазы почти в 2 раза увеличивается скорость окисления NADH и NADPH. И, наконец, как только в среде обнаружится одновременное присутствие супероксида, пероксида водорода и каталитических количеств ионов железа, циклический процесс неизбежно приведет к появлению гидроксильного радикала по реакции Хабера-Вейсса (реакция 5). Действительно, по данным электрофоретического анализа, свободнорадикальные продукты реакций (в основном ОН-радикал) вызывают одноцепочечные разрывы ДНК плазмиды pBR 322 и, следовательно, обладают мутагенной активностью, что, как предполагают, может лежать в основе злокачественной трансформации клеток [9]. При этом маннитол, ловушка ОН-радикала, эффективно предотвращает появление релаксированной формы плазмидной ДНК с одноцепочечным разрывом. Вполне вероятно, что подобный циклический процесс может реализоваться и в присутствии GSH, как это было показано ранее в опытах по окислению фенола и ряда ариламинов при участии пероксидазы из хрена [10]. Следовательно, ключевую роль в процессах биотрансформации ксенобиотиков в тиреоцитах приобретает состояние систем детоксикации активных форм кислорода, регенерации NADH, NADPH, GSH, которые легко подвергаются истощению в условиях окислительного стресса [11]. 

Для понимания ксенобиохимии щитовидной железы не менее важным представляется и то обстоятельство, что ТП человека может выступать в качестве специфической мишени для различных ксенобиотиков, содержащих в своей структуре фрагмент тиомочевины и производными имидазола [2]. Иод-пероксидазная активность ТП ингибируется тиомочевиной, 2-тиоурацилом, пропилтиоурацилом, 1-метил-2-мер​каптоимидазолом, 6-тиогуанином, 1-метил-2-тиокарбэтоксиимидазо​лом, 2-меркаптобенз​имида​золом, что неизбежно ведет к компенсаторной гиперпродукции тиреотропного гормона и к гиперплазии щитовидной железы, существенно повышая вероятность злокачественной трансформации тиреоцитов [3]. Фенольные антиоксиданты (кверцетин, рутин, морин, меланины), по-видимому, способны эффективно вмешиваться в биосинтез тиреоидных гормонов и в концентрациях 10-7–10-5 М дозозависимо подавляют пероксидазную реакцию активации иодида, катализируемую ТП человека. Анализ механизма ингибирующего действия фенольных соединений свидетельствует как о возможности прямой конкуренции флавоноидов и меланинов за связывание с активным центром ТП, так и об их способности эффективно дезактивировать иодирующие интермедиаты I+ и I2 [12].

Таким образом, драматическое участие тиреоид-пероксидазы в качестве генератора генотоксичных соединений и мишени для поступающих в организм ксенобиотиков может иметь как самостоятельное патобиохимическое значение, так и особенно негативные последствия на фоне уже имеющихся аномалий щитовидной железы и воздействия ионизирующей радиации.
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Биохимическая фармакология меланиновых антиоксидантов

В.В. Сенчук, В.П. Курченко

Белгосуниверситет, кафедра биохимии, Минск

Меланины относятся к группе высокомолекулярных (м.м. (2‑200 кДа) пигментов разнообразного и нерегулярного химического строения, которые широко распространены в природе – в грибах, растениях, в организме животных и человека. По химическому строению меланины классифицируют на эумеланины, феомеланины и алломеланины. Эумеланины, черные пигменты животного, реже растительного происхождения, являются продуктами полимеризации тирозина или ДОФА, структурный элемент которых представлен индол-(5.6)-бензо​хиноном. Феомеланины, имеющие желтую, красную или коричневую окраску и встречающиеся только у животных, являются продуктами сополимеризации тирозина и цистеина. Алломеланины, биополимеры нафталинового или катехольного типов, представляют собой черно-коричневые пигменты высших растений и грибов. Для исследования физико-химических свойств различных меланинов использован комплексный подход, включающий химический анализ продуктов щелочного сплавления, элементного состава и функциональных групп, регистрацию электронных, ИК- и ЭПР-спектров поглощения, термогравиметрический анализ и дифференциальную сканирующую калориметрию [1, 2, 3, 4]. Меланины плохо растворимы в воде, образуют комплексы с аминокислотами, белками, катионами металлов, антибиотиками. Меланины обладают свойствами стабильных свободных радикалов, легко вступают в окислительно-восстановительные реакции, эффективно поглощают в УФ, видимой и ИК области спектра. Прогресс в изучении строения и физико-химических свойств различных меланинов послужил основой для углубленного исследования биохимической фармакологии меланиновых биополимеров, главным образом алломеланинов катехольного и нафталинового типов. Результаты работы в этом направлении показали, что широкий спектр биологической активности меланинов определяется источниками их получения, особенностями строения и не ограничивается защитой от ультрафиолетовой радиации (УФР) и ионизирующего излучения [5]. Фотопротекторная активность меланинов реализуется за счет безизлучательного поглощения УФР полисопряженными ароматическими системами и проявляется in vitro и in vivo в эффективном подавлении перекисного окисления полиненасыщенных жирных кислот, одноцепочечных разрывов ДНК, повреждений биомембран, окисления SH-группы белков и глутатиона, разрушения витаминов А, С и Е, индуцированных УФР. При эпикутанной аппликации меланины предотвращают образование эритемы и ожогов различной тяжести у лабораторных животных, подвергнутых УФР. Установлено, что фотопротекторная активность меланинов существенно возрастает с увеличением содержания карбонильных групп в их полиароматической структуре параллельно с уменьшением содержания азотсодержащих структурных элементов [1]. Антиоксидантная активность меланинов при концентрациях 10-7–10-5 М проявляется в подав​лении Fe/аскорбат-индуцированного перекисного окисления липидов (ПОЛ) в экспе​риментах in vitro, а также подтверждена в опытах на животных при бензидиновой интоксикации, гамма-облуче​нии, экспериментальном гипотиреозе и холестазе. Эффективность антиоксидантного действия меланинов во-многом определяется их способностью хелатировать ионы железа, вступать с ними в окислительно-восстановитель​ные реакции, реагировать с активными формами кислорода. Меланины являются мощными ингибиторами пероксидазных реакций активации токсичных и канцерогенных ксенобиотиков – бензидина и его производных, связывая реакционноспособные продукты их метаболической активации [2]. При оценке генопротекторной активности ме​ланинов с помощью ряда приемов, включая методы по выявлению повреждений ДНК и тест Эймса, показано, что ме​ланины способны полностью предотвращать разнообразные пов​реждения ДНК и мутации в клетках, вызванные метабо​лической активацией различных непрямых химических мутагенов [3]. Гепатопротекторная активность алломеланинов катехольного и нафталинового типов эффективно реализуется при экспериментальном холестазе. При введении меланинов холестазным животным внутрибрюшинно или внутрижелудочно, однократно или фракционированно в дозах от 5 до 50 мг/кг значительно снижается тяжесть физиолого-биохимических проявлений холестаза. Состояние нормализуется по ряду биохимических показателей: активность изоферментов глутатион-S-трансферазы, интенсивность ПОЛ, активность системы I фазы метаболизма ксенобиотиков, содержание билирубина, липопротеинов и других клинико-лабораторных показателей крови. За счет гидрофобных взаимодействий с ароматическими структурами меланины способны связывать и выводить токсичные продукты метаболизма (билирубин и его производные) [4]. Иммуномодулирующая и противовоспалительная активность выявлена на моделях артрита и воспаления при введении алломеланина внутрибрюшинно в дозах 5-200 мг/кг. Эффективность лечебного действия равна 31-84% вплоть до полного излечения животных при более высоких дозах меланинов. Иммуномодулирующее действие меланинов реализуется на клетках ретикулоэндотелиальной и иммунной систем при участии цитокинов IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 и TNF. Меланины эффективно ингибируют активность простагландин-синтетазы в силу наличия в молекуле меланинов участков гомологичных ацетилсалициловой кислоте. При этом установлено, что высокая иммуномодулирующая и противовоспалительная активность характерна для алломеланинов катехольного типа [6]. Выраженная противораковая активность обнаружена при введении катехольных алломеланинов животным с солидной карци​номой Эрлиха внутрибрюшинно однократно или фракционированно в дозах до 50 мг/кг. При этом улучшаются физиолого-биохимические показатели и регистрируется торможение роста опухоли, а средняя продолжительность жизни животных увеличивается на 34-57%. За счет ионизированных карбоксильных групп меланины эффективно сорбируют проти​вораковые антрациклиновые антибиотики и изменяют их фармакокинетику, пролонгируя лечебное действие и снижая кар​дио- и иммунотоксическое действие антибиотиков. Механизм противораковой активности меланинов включает их иммуностимулирующее действие и включение естественных компонентов противораковой защиты организма. 

Антибактериальная активность. Меланины обладают бактериостатической активностью широкого спектра действия в диапазоне концентраций 0,1-1,0%, дозозависимо подавляя рост различных грамм(+) и грамм(–) бактерий. Максимальной антибактериальной активностью обладают катехольные алломеланины меланины из винограда, чая и меланин из гриба чага. Энтеросорбционные свойства ме​ланинов определяются способностью связывать за счет карбоксильных групп in vitro и in vivo катионы металлов, в том числе и радионуклиды. Вве​дение меланинов животным per os в дозе до 200 мг/кг эффективно предотвращает развитие интоксикации под действием Co, Cu, Ba, Fe, Hg, Cd. Меланины эффективно защищают организм жи​вотных и в модели бензидиновой интоксикации, связывая ксенобиотик, блокируя его поступление в организм и образование мутагенных метаболитов. Таким образом, природные малотоксичные меланины выступают не только в качестве фотоэкрана и радиопротектора, но и демонстрируют в зависимости от особенностей химического строения широкий спектр свойств, включая антиоксидантную, генопротекторную, противоопухолевую, антибактериальную, гепатопротекторную и иммуномодулирующую активность. Биосинтез меланинов включает уникальное сочетание ферментативных процессов и реакций неферментативной свободнорадикальной полимеризации. Наиболее перспективными природными источниками меланинов являются культивируемые микро- и макромицеты, экспрессирующие экзоферменты биосинтеза меланинов, а наиболее интересным с точки зрения биохимической фармакологии является практически нетоксичный алломеланин катехольного типа, получаемый в настоящее время в основном из темных сортов культурного винограда. Все это создает возможность включения тех или иных низкомолекулярных предшественников, в том числе и фармакологически активных соединений, в процесс биосинтеза меланина определенного типа. Следовательно, результаты структурно-функциональных исследований меланинов свидетельствуют о перспективности разработки экспериментальных подходов направленного биотехнологического введения фармакофоров в молекулу меланинов и конструирования на их основе фармакологически активных субстанций новых эффективных лекарственных препаратов. 
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Исследование водорододонорной активности синтетических аналогов пиридиновых коферментов в модельных реакциях биологического окисления

З.М. Скоробогатова, Н.А. Владзимирская, А.А. Никонова

Донецкий государственный медицинский университет им.М.Горького, Украина

Реакции ароматизации дигидропиридинов, приводящие к гетероароматическим системам, привлекают внимание исследователей в связи с тем, что изучение этих реакций дает ключ к пониманию механизма действия НАД-зависимых дегидрогеназ. Основными отличиями модельных реакций от ферментативных являются отсутствие специфичности, малая скорость реакции при более жестких условиях в модельных процессах. Однако, обращение к моделям ферментативных реакций тем не менее оправдано, поскольку модель допускает изолированное рассмотрение влияния отдельных групп или среды на скорость реакции, что позволяет вести целенаправленный поиск синтетических биологически активных соединений.

Ранее нами был найден [1] перспективный дегидроароматизующий агент – перхлорат 2.2.6.6.-тетрапиперидиния (I), который с высокой скоростью и в мягких условиях акцептировал гидрид-ион от различных субстратов с образованием стабильного 2.2.6.6.-тетраметилпиперидил-1-оксильного радикала (II). Нам удалось распространить использование этого перхлората (I) как окислителя дигидробензопиридинов (ДТП) – синтетических аналогов пиридиновых коферментов. В качестве окисляемых дигидробензопиридинов были использованы N-сульфонильные альфа-замещенные пиридина, хинолина и изохинолина (III).

Нами установлено, что как и в случае N-ацильных производных дигидропиридинов, оксопиперидиниевый катион (I) дегидрирует соединения (III) до соответствующих альфа-замещенных солей N-арил-(алкил)-сульфонилпиридиния (IV), хинолиния (V) и изохинолиния (VI).

Катион оксопиперидиния (I) восстанавливается при этом до соответствующих ему иминоксильного радикала (II), гидроксипиперидина (YII) и гидроксипиперидиниевого катиона (VIII).

N-cульфонильные соли IV–VI не растворяются в неполярных растворителях, в воде медленно гидролизуются, выделяя свободные основания – пиридил-, хинолил- и изохинолилиндолы, а также соответствующие сульфокислоты.

В ИК спектрах солей IV–VI полоса поглощения валентных колебаний сульфогруппы (асим.) находится в области 1390-1410 см-1, т.е. на 40-50 см-1 смещена в более высокочастотную область по сравнению с соответствующей полосой сульфамидов, что подтверждает солеобразный характер соединений IV–VI. Сдвиг полосы поглощения симметричных колебаний сульфогруппы наблюдать не удалось вследствие экранирования соответствующей области в ИК спектре широкой полосой, принадлежащей перхлорату. Широкая и интенсивная полоса в области 3290-3300 см-1 подтверждает наличие индольного фрагмента.

Перхлораты N-сульфонилпиридиниев IV–VI, как и соответствующие N-ацильные соли, легко сульфонируют анилин, переходя при этом в гидроперхлораты, которые в щелочной среде превращаются в соответствующие основания.

Материалы и методы. ИК спектры снимали на спектрометрах «UR‑20» и «Perkin Elmer-180» в вазелиновом масле, таблетках с КВг или в разбавленном растворе хлороформа, кювета NaCl, 1 = 2 см. Электронные спектры снимали на спектрофотометре «Specord UV-vis» в растворах ацетонитрила или этанола. Масс – спектры получали техникой прямого ввода образцов в ионный источник на спектрометре «Varian MAT-311» (ускоряющее напряжение 3 кВ, ток эмиссии катода 1,0 мА, ионизирующее напряжение 70 эВ, температура ионизационной камеры 150-180°). Хромотографирование в нефиксированном тонком слое окиси алюминия (II степень активности по Брокману) осуществляли элюированием системой хлороформ: бензол : гексан 30 : 6 : 1:, проявляли парами йода. Температуры плавления определяли на нагревательном столике Боециуса.

Исходные 1,2-(1,4)-дизамещенные дигидропиридины (ДТП) получали по известным методикам [2,3]. Перхлорат 2,2,6,6-тетраметил-1-оксопиперидиния получали, как описано в работе [4] и дважды кристализировали из ацетонитрила. Содержание соли (1) в образцах перхлората 2,2,6,6-тетраметил-1-оксопиперидиния, составляло по данным йодометрического титрования 99,5%.

Синтез (-(()-замещенных N-сульфонил пиридиниевых и бензопиридиниевых солей. N‑тозил-1-(индолил-3)-изохинолиний перхлорат.

К раствору 0,38 г (0,015 моль) перхлората 2,2,6,6-тетраметил-1-оксопиперидиния в 10 мл безводного ацетонитрила при температуре 25°C в течение 10 мин порциями добавляли 0,40 г (0,01 моль) N-тозил-1-(индолил-3)-1,2-дигидроизохинолина. После завершения реакции (1,5-2 часа) реакционную смесь выливали в 100 мл сухого эфира. При этом кристаллизируется желтая соль N-тозил-1-(индолил-3)-изохинолиния, которую отделяли фильтрованием и перекристаллизовывали из ацетонитрила. Выход 0,13 г (26,1%). Тпл 203-205°C. ИК‑спектр: 1390 (сульфо-группа), 3290 см-1 (амино​группа). Из филь​трата по вышеприведенной методике выделяли 0,12 г (93,9%) перхлора​та 2,2,6,6-тетраметил-1-гидрокси-пиперидиния и 0,14 г (91,4%) 2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-оксила.

Аналогично получен ряд (-замещенных N-сульфонил-бензопири​диниевых солей, основные физико-химические характеристики которых однозначно подтверждают предложенную структуру.

Таким образом, изучаемая нами реакция ароматизации показывает, что частично гидрированные гетероциклы (III) являются эффективными донорами гидрид-иона, что позволяет рассматривать эти соединения как перспективные синтетические антиоксиданты.

С другой стороны, данная реакция является весьма удобной моделью биологических процессов окисления, т.к. протекает в мягких условиях и ее продуктом является стабильный пиперидиноксильный радикал, регистрировать накопление которого позволяет метод электронного парамагнитного резонанса. Это дает возможность получить для различных замещенных ДТП in vitro константы скорости окисления, которые можно рассматривать как меру антиоксидантной активности ДТП, что позволяет вести целенаправленный поиск эффективных синтетических ингибиторов процессов пероксидации in vivo.
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Структурная модификация мембран при снижении уровня восстановленного глутатиона в эритроцитах
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Восстановленный глутатион (GSH), являющийся одним из основных антиоксидантов в эритроцитах, играет важную роль в поддержании функционирования клетки на протяжении ее жизни. В последнее время в литературе высказываются предположения, что в регуляции метаболизма животных клеток играет определенную роль и окисленный глутатион (GSSG), хотя содержание его в клетках составляет всего около 0,2% от общего количества глутатиона. Подобно фосфорилированию белков, в эритроцитах может протекать процесс дисульфирования, в котором участвует GSSG, названный третьим мессенджером.

Цель данной работы — выяснить, как влияет снижение уровня внутриклеточного GSH в эритроцитах на структурно-функциональное состояние их мембран.

В работе использована кровь доноров в консерванте «Глюгицир». Эритроциты отделяли от плазмы и отмывали трижды в 155 мМ растворе NaCl. Эритроцитарные мембраны (тени эритроцитов) выделяли по методу Доджа и сотр. Концентрацию белка в тенях эритроцитов определяли модифицированным методом Лоури [1]. Концентрацию GSH определяли неферментативным методом с использованием ДТНБ. Уровень продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) определяли по ТБК-тесту [2]. Измерение активности NADH-метгемоглобинредуктазы проводили по методу [3]. Для получения информации об изменении структурного состояния компонентов мембраны в качестве индикаторов на белок полосы 3 использован 4,4(-диизотиоцианостильбен-2,2( дисульфокислота (ДИДС) и на липиды – 1,6-дифенил-1,3,5-гексатриен (ДФГ). Для включения зондов в мембраны инкубацию ДИДС с тенями эритроцитов проводили, как в работе [4], а ДФГ – [5]. Флуоресцентные измерения производили на люминесцентном спектрофотометре LSF 222 («Солар» Беларусь), спектрофотометрические – на спектрофотометре «Specord M 40» (Германия). 

С целью получения прямых экспериментальных доказательств роли GSH в сохранении нативной структурной организации мембран мы использовали 1-хлор-2,4-динитробензол (СDNB) для быстрого снижения уровня GSH в интактных эритроцитах. Инкубацию клеток с CDNB проводили в течение 30 минут при 37оС.

Опыты показали, что снижение уровня внутриклеточного GSH на 60-80% после инкубации эритроцитов с 1 мМ CDNB (рис. 1, кривая 1) приводит к повышению уровня ТБК-продуктов (кривая 2) и небольшому (10-15%) падению активности NADH-метгемоглобинредуктазы в тенях эритроцитов (рис.1, кривая 3). Обнаружена корреляция между снижением уровня GSH и накоплением ТБК-продуктов в клетке (r=-0,84; Р(0,05), а также между GSH и активностью мембраносвязанной NADH-метгемоглобин​редуктазы (r=0,89; Р(0,05). Судя по параметрам флуоресценции ДИДС, связанного с интегральным белком полосы 3 в мембранах, полученных из CDNB-обработанных эритроцитов, структурная организация белка полосы 3 не изменялась – интенсивность и положение максимумов спектров флуоресценции ДИДС были идентичными в мембранах, полученных из эритроцитов до и после инкубации их с CDNB. Обнаружено достоверное, зависимое от концентрации CDNB, снижение интенсивности флуоресценции ДФГ, включенного в тени эритроцитов, причем существует прямая корреляция между изменением параметров флуоресценции ДФГ и уровнем ТБК-продуктов (r=0,92; P<0,05) в мембранах, полученных из эритроцитов с низким содержанием GSH. 

Из результатов экспериментов следует, что снижение уровня GSH в эритроцитах с помощью CDNB изменяет физико-химическое состояние мембранных липидов и незначительно – активность NADH-метгемо​глобинредуктазы, но не влияет на структурное состояние белка полосы 3 в мембранах.

Для решения вопроса, может ли GSSG непосредственно влиять на функциональное состояние мембраносвязанных ферментов, проведены эксперименты, в которых тени эритроцитов были проинкубированы с различными концентрациями GSSG и затем в них изучали активность NADH-метгемоглобинредуктазы. Установлено зависимое от концентрации GSSG ингибирование активности этого фермента, причем после действия 7-10 мМ GSSG на тени эритроцитов активность мембрано​связанной NADH-метгемоглобинредуктазы падала на 80% от исходного уровня (рис. 2).


[image: image42.wmf]0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

0

40

80

120

160

[CDNB], мМ

А, %

1

3

2



[image: image43.wmf]0

2

4

6

8

10

20

40

60

80

100

[GSSG], мМ

A, %


	Рис. 1. Изменение уровня восстановленного глутатиона (1), ТБК-продуктов (2) и активности мембраносвязанной NADH-метгемоглобин​редуктазы от концентрации CDNB. За 100% приняты величины указанных параметров контрольного образца. Приведены средние значения для 9 доноров
	
	Рис. 2. Зависимость активности мембраносвязанной NADH-метгемоглобинредуктазы от концентрации окисленного глутатиона в среде инкубации. За 100% принята активность фермента в контрольном образце




Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что внутриклеточный GSH в эритроцитах влияет на физико-химическое состояние мембранных липидов и на активность тех ферментов, которые контактируют с такими липидами, как, например, NADH-метгемо​глобинредуктаза. По-видимому, связывание внутриэритроцитарного GSSG с мембраной может регулировать активность мембраносвязанной NADH-метгемоглобинредуктазы.
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Ультрафиолетовое облучение живых биологических систем инициирует в них свободно-радикальные реакции, механизм и интенсивность которых зависят от длины волны излучения. В результате, например, в клетке нарушаются многие биохимические процессы, что в конечном итоге может привести к ее гибели. В то же время, в последней существуют системы защиты, которые активируются в подобных ситуациях. Одна из них глутатионовая, центральное место в которой занимает глутатион. Этот трипептид, локализованный в цитозоле и митохондриях, – ключевой низкомолекулярный окислительно-восстано​вительный антиоксидант клетки, защищающий ее от повреждений реакционными формами кислорода [1-4]. Восстановленный глутатион участвует в процессе удаления перекиси водорода и липидных пероксидов, ингибирует продукцию радикала супероксид аниона и контролирует его внутриклеточную концентрацию. Он активирует ферменты, заингибированные окислением их тиоловых групп, является кофактором глиоксилазы, изомеразы перекисей простагландинов, (-глутамилтрасфе​разы [5]. 

Целью настоящей работы явилось исследование взаимосвязи окислительно-восстановительного состояния глутатиона с накоплением продуктов перекисного окисления и выживаемостью облученных ультрафиолетовым излучением лейкемических Т-клеток линии Jurkat.

Материалы и методы исследования. Восстановленный и окисленный глутатион, реактив Эллмана (5,5-Дитио-бис(2-нитробензойная кислота), глутатионредуктаза, 2-винилпиридин, N-ацетилцистеин (НаЦ) – Sigma (St. Louis, MO, USA); среда RPMI 1640, пенициллин/стрептомицин, эмбриональная телячья сыворотка – Gibco Biocult (Великобритания).

Клеточная культура. Лейкемические клетки человеческих Т‑лимфоцитов линии Jurkat культивировались в среде RPMI 1640 с 10% эмбриональной телячьей сывороткой и 100 МЕ пенициллина/стрептомицина в атмосфере 5% углекислого газа в воздухе при 37(С. Клеточную взвесь (1-2 млн/мл) делили на части. Первая – контроль. Вторая – без воздействия. Третья была преинкубирована с N‑ацетилцистеином 3 часа. После чего две последние части подвергали ультрафиолетовому облучению (254 нм) с дозами 50, 100, 150 Дж, а затем все три части продолжали инкубировать еще 2 часа. В полученных пробах определяли восстановленный и окисленный глутатион ферментативным кинетическим методом [6], белок по методу Лоури [7], диеновые конъюгаты по их светопоглощению при 235 нм и выживаемость клеток по их окраске трипановым голубым.

Результаты и их обсуждение. При дозе ультрафиолетового облучения в 50 Дж не наблюдалось изменений как в уровне диеновых конъюгатов, первичных продуктов перекисного окисления (табл. 1), так и в окислительно-восстановительном статусе системы глутатиона клетки (табл. 2). Однако их выживаемость после суточной инкубации выносила только 40% (табл. 3). Объясняется это тем, что применяемый в экспериментах ультрафиолет с длиной волны 254 нм повреждает клетки не только косвенно, через образование свободных кислородных радикалов, но и непосредственно воздействуя на молекулы белков и нуклеиновых кислот. Это происходит потому, что последние сильно поглощают электромагнитное излучение именно при этой длине волны. Нами установлено, что с увеличением дозы облучения составляющая косвенного воздействия растет, что видно из представленных далее результатов (табл. 1, 2, 3). 

При дозе облучения в 100 Дж также не отмечено изменений в уровне диеновых коньюгатов (табл. 2), в отличие от системы глутатиона. Так уровень окисленного глутатиона повышался до 140%, а восстановленного и их соотношение снижались до 60 и 40% соответственно (табл. 1). Выживаемость клеток падала до 21% (табл.3). 

И только при дозе в 150 Дж отмечалось достоверное увеличение диеновых коньюгатов почти до 150% (табл. 2), и глубокие изменения в окислительно-восстановительной системе глутатиона. Восстановленный глутатион, его redox соотношение снижались до 22 и 15% соответствен​но (табл.1). Выживаемость клеток в этом случае доходила до 16% (3).

Введение в питательную среду клеток, перед их ультрафиолетовым облучением, N-ацетилцистеина, предшественника биосинтеза глутатиона, предотвращало образование диеновых конъюгатов, повышало содержание глутатиона и его redox-соотношение, увеличивало их выживаемость до 60% и 44% при дозах 50 и 100 Дж соответственно. При дозе 150 Дж выживаемость не увеличивалась при достоверном увеличении восстановленного глутатиона и соотношения ГSH/ГSSГ (табл. 1, 2, 3).

Таблица 1. Окислительно-восстановительное состояние системы глутатиона (% к контролю) облученных ультрафиолетом клеток (Jurkat)

	
	Глутатион восстановленный

ГSH
	Глутатион окисленный

ГSSГ
	Соотношение ГSH/ГSSГ

	Контроль
	100(4,7
	100(4,8
	100(4,5

	Облучение 50 Дж
	98,8(1,2
	100,2(0,9
	98,9(1,5

	НаЦ + облуч. 50 Дж
	154,8(15,1*(
	97,5(9,6
	158,6(14,9*(

	Облучение 100 Дж
	60,2(14,9*
	141,5(8,8*
	41,3(8,3*

	НаЦ + облуч. 100 Дж
	124,6(5,5*(
	104,3(8,8(
	119,8(5,9*(

	Облучение 150 Дж
	22,4(7,3*
	141,6(3,0
	14,9(2,5*

	НаЦ + облуч. 150 Дж
	88,1(11,5*(
	138,3(15,6*
	56,7(10,9*(


ГSH 13,71(1,57 нмоль/мг белка; ГSSГ 0,69(0,09 нмоль/мг белка. 
* – р<0,05 в сравнении с контролем, ( – р<0,05 в сравнении с облучением.
Таблица 2. Уровень диеновых коньюгатов (% к контролю) в облученных ультрафиолетом клетках (Jurkat)

	
	Дозы облучения

	
	50 Дж
	100 Дж
	150 Дж

	Контроль
	100(5,6
	100,0(6,3
	100,0(7,4

	Облучение
	102,3(5,1
	99,7(1,2
	148,0(10,5*

	НаЦ + облучение
	99,7(7,6
	99,8(4,3
	114,8(14,4(


* – р < 0,05 в сравнении с контролем, ( – р < 0,05 в сравнении с облучением.

Таблица 3. Выживаемость (% к контролю) облученных ультрафиолетом клеток (Jurkat)

	
	Дозы облучения

	
	50 Дж
	100 Дж
	150 Дж

	Контроль
	100,0(6,3
	100,0(6,7
	100,0(5,3

	Облучение
	40,5(1,4*
	20,9(2,8*
	16,3(3,3*

	НаЦ + облучение
	62,8(6,1*(
	44,2(7,4*
	20,5(2,3*


* – р < 0,05 в сравнении с контролем, ( – р < 0,05 в сравнении с облучением.

Таким образом, облучение лейкемических Т-клеток линии Jurkat ультрафиолетом с длинной волны 254 нм уменьшает в них уровень восстановленного глутатиона, а увеличивает уровень окисленного. Одним из основных показателей состояния системы глутатиона является отношение ГSH/ГSSГ, связанное с величиной электродного потенциала, характеризующего способность этой системы к процессам окисления – восстановления. Как видно из полученных результатов, это соотношение является чувствительным показателем интенсивности негативного внешнего воздействия на клетку и находится в прямой зависимости от дозы облучения и выживаемости клеток. Преинкубация клеток с предшественником биосинтеза глутатиона стабилизирует окислительно-восстановительную систему глутатиона, что приводит к уменьшению процессов перекисного окисления в клетке и повышению их выживаемости. 
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Влияние экзогенного L-аргинина на обмен углеводов и аминокислот

И.В. Сныткина, В.Ю. Смирнов, О.В. Коноваленко, Л.И. Нефёдов, А.Н. Бородинский 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Оксид азота (NO) – продукт NO-синтазной реакции является высокоэффективным регулятором метаболизма в биосистемах. NO участвует в регуляции кровотока и иммунитета, в нейротрансмиссии и защите организма от бактериального поражения. Важнейшим источником NO в клетке является L‑аргинин. Последовательность биосинтеза NO из L‑аргинина была идентифицирована в 1987 [1]. 

NO-синтаза (NOS), ответственная за биосинтез NO, содержит наряду с FMN, FAD, тетрабиоптерином, гемом, Ca-кальмодулином и NADPH, который является первым субстратом в NOS реакции. NADPH связывается в домене молекулы NOS и поддерживает флавины (FAD, FMN) в восстановленном состоянии.

Основным поставщиком NADPH в клетке являются дегидрогеназные реакции пентозофосфатного пути (ПФП) и NADP-зависимая изоцитратдегидрогеназа [2]. Вместе с тем, показано, что NO обладает ингибирующим действием на метаболизм углеводов в печени и тем самым может влиять на гомеостаз глюкозы в клетке [3].

К настоящему времени накоплено большое количество данных, свидетельствующих об ингибировании NO глюконеогенеза и гликогенолиза [3].

Представляется актуальным исследовать активность ферментов гликолиза – дегидрогеназы глюкозо-6-фосфата (Дг-Г-6-Ф), дегидрогеназы 6-фосфоглюконата (Дг 6-ФГ), фосфофруктокиназы (ФФК), глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Фзы), и NADP-зависимой изоцитратдегидрогеназы (ИДГ), одновременно изучив формирование фонда свободных аминокислот и их производных при парентеральном введении L-аргинина.

Материалы и методы исследования. Исследование проводилось на 42 крысах-самцах массой 150-160 г, находившихся на стандартном рационе питания. L-аргинин вводился парентерально (внутрибрюшинно) в дозах 50, 100 и 500 мг/кг массы животных. Контролем служили животные, аналогичным образом получавшие физиологический раствор. Эвтаназия проводилась путем декапитации через 30 мин после введения препарата. В другой серии опытов препарат вводили внутрибрюшинно в дозе 500 мг/кг с последующей декапитацией через 60, 120 и 180 мин. 

Для исследования использовались печень и плазма крови. Печень извлекали в течение 1 мин после забоя и фиксировали в жидком азоте. Кровь (1 мл) собирали в гепаринизированные пробирки и получали плазму путем центрифугирования крови в течение 15 минут при 1500 об/мин, депротеинизировали 1M НСlО4 и центрифугировали в течение 15 минут при 8000 об/мин. Образцы печени гомогенизировались при 8000 об/мин в 10 объемах 0,2М HClO4. Полученный безбелковый экстракт отделялся от осадка. Определение концентрации свободных аминокислот и их дериватов производилось на одноколоночном жидкостном хроматографе Т‑339 М (Чехия). Активность ферментов проводилась общепринятыми методами [4].

Результаты и обсуждение. Как видно из таблицы 1, введение различных доз L‑аргинина не оказывает влияния на активность ФФК – одного из ферментов, регулирующего скорость гликолитического потока углеводов. Вместе с тем, вопреки имеющимся литературным данным [3], нами не обнаружено NO-зависимое ослабление глюконеогенеза. Так, активность одного из ключевых ферментов этого процесса Г-6-Фзы оставалась неизменной в печени животных, получавших различные дозы препарата. Также обращает на себя внимание NO-зависимое увеличение активности (> 60%) одного из генерирующих NADPH ферментов – ИДГ. При анализе результатов, приведенных в таблице 1, видно, что L-аргинин активирует некоторые ферменты окислительной ветви ПФП. Так, парентеральное введение препарата в дозе 100 и 500 мг/кг более чем на 40% увеличивает скорость Дг Г-6-Ф реакции, а 100 мг/кг повышает активность Дг 6‑ФГ. 

Таблица 1. Активность ферментов гликолиза в печени крыс через 30 мин после внутрибрюшинного введения аргинина, мкмоль/мг/мин
	
	Контроль
	Arg, 50 мг/кг
	Arg, 100 мг/кг
	Arg, 500 мг/кг

	ФФК
	10,8 ± 0,86
	12,9 ± 1,7
	12,05 ± 1,72
	9,54 ± 0,97

	ИДГ
	37,5 ± 5,5
	60,1 ± 6,06*
	47,7 ± 3,2
	37,2 ± 6,62

	Дг 6-ФГ
	4,63 ± 0,13
	5,23 ± 0,88
	7,20 ± 0,98*
	5,40 ± 0,88

	Г-6-Фзы
	0,563 ± 0,073
	0,530 ± 0,020
	0,462 ± 0,032
	0,557 ± 0,034

	Дг Г-6-Ф
	5,53 ± 0,76
	7,15 ± 0,27
	7,70 ± 0,33*
	8,22 ± 0,51*


Примечание: здесь и далее * – p<0,05 при сравнении с контролем.

Внутрибрюшинное введение аргинина привело к росту уровня этого соединения в плазме крови и печени (рис. 1), а также к сдвигам уровней свободных аминокислот, выраженность которых возрастала с ростом дозы вводимого аргинина. Так, через 30 мин после в/бр введения аргинина в дозе 50 мг/кг понизился уровень аланина в печени; в дозах 100 и 500 мг/кг, одновременно с ростом уровня аргинина, наблюдалось повышение уровня других компонентов цикла мочевины – мочевины и орнитина в плазме крови и орнитина в печени. 

Наиболее значительные изменения аминокислотного пула при данном способе введения аргинина наблюдались в дозе 500 мг/кг – в плазме крови отмечен рост уровней треонина, серина, гистидина, а также уровня цитруллина (рис. 1 А). Рост последнего, возможно, объясняется снижением синтеза аргинина в цикле мочевины. В печени отмечен рост уровня треонина и снижение – фосфоэтаноламина и глутамина (рис. 1 Б). Роста уровня мочевины при дозах аргинина 100 и 500 мг/кг не наблюдалось.

Динамика формирования фонда свободных аминокислот исследовалась в сроках 1, 2 и 3 часа после в/бр введения аргинина в дозе 500 мг/кг. Как видно из рис.2, уровень аргинина в плазме крови оставался повышенным и через 3 часа после введения (в печени уровень аргинина оставался повышенным только через 30 мин после введения).
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Рис. 1. Уровни свободных аминокислот и их производных в плазме крови и печени крыс через 30 мин после в/бр введения аргинина в дозах 50, 100 и 500 мг/кг
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Рис. 2. Динамика изменения уровней свободных аминокислот и их производных в плазме крови и печени крыс после в/бр введения аргинина в дозе 500 мг/кг

Динамика снижения уровня аргинина в плазме крови и печени крыс показана на рис. 3. Через 1 час после введения в целом сохранялись тенденции, отмеченные для срока 30 мин (повышении уровней таурина, треонина, серина, аланина и орнитина в плазме крови и уровня цитруллина и орнитина – в печени) (рис. 2). С течением времени выраженность аминокислотного дисбаланса снижалась: в печени уже через 2 часа не наблюдалось аминокислотных сдвигов. 
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Рис. 3. Зависимость концентрации аргинина в печени и плазме крови крыс от времени после в/бр введения аргинина (500 мг/кг)

Выявленные в наших экспериментах факты активации дегидрогеназ ПФП и ИДГ в совокупности с изменениями в содержании Orn и Ctr, позволяют предположить, что L-аргинин вызывает NO-зависимую активацию реакций, ответственных за продукцию в клетке NADPH – кофактора, крайне необходимого для функционирования NOS-реакций. Эффекты в отношении фонда свободных аминокислот касались в основном компонентов цикла мочевины и ряда глюкогенных аминокислот и проявлялись в течение не более 1-2 часов после введения препарата с выраженной дозозависимостью.
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Метаболическое взаимодействие витаминов и минеральных веществ в профилактике и лечении остеопороза

В.Б. Спиричев

Научно-исследовательский институт питания РАМН, Москва
Среди заболеваний, являющихся наиболее частой причиной преждевременной инвалидизации человека, все большее значение приобретает остеопороз.

Остеопороз и перелом шейки бедра являются важной медико-социальной проблемой во многих западных странах, особенно в Европе и Северной Америке. Эпидемиологические данные, приведенные на Международном конгрессе по остеопорозу в Амстердаме в 1996 г., свидетельствуют, что в настоящее время в мире остеопорозом страдает более 200 млн человек, из них 2,5 млн имеют диагностированные переломы костей. Количество женщин, умирающих от осложнений, связанных с остеопорозом, превышает общее количество женщин, умирающих от всех видов рака.

Значение остеопороза как медико-социальной проблемы неизбежно будет возрастать во всех развивающихся странах, в том числе и в России, как следствие увеличения продолжительности жизни и соответствующего старения населения.

В соответствии с современными представлениями, остеопороз рассматривается как «системная болезнь скелета», характеризующаяся уменьшением массы и ухудшением микроархитектуры костной ткани, следствием чего является увеличение хрупкости костей и их подверженности переломам.

В период роста молодого организма процесс образования кости доминирует над ее резорбцией, в результате чего масса и прочность скелета постепенно возрастают.

Наивысшая масса и плотность скелета, достигаемая отдельным индивидуумом к моменту прекращения дальнейшего увеличения этих показателей, называется пиковой массой костей (ПМК). 

После достижения пиковой величины, примерно с середины третьего десятилетия жизни, масса и прочность костей у мужчин и женщин постепенно начинает уменьшаться. У мужчин эта связанная с возрастом потеря костной массы составляет 0,3-0,5% в год. У женщин она выше и может в доклимактерическом периоде достигать 1%, а в период менопаузы 2-3% в год.

Состояние скелета каждой конкретной женщины или мужчины после 40 лет определяется двумя основными факторами: той максимальной плотностью скелета, так называемой пиковой массой костей (ПМК), которой данному индивидууму удалось достичь к 25-30 годам, и той скоростью, с которой он теряет эту костную массу после 40 лет.

В соответствии с этим стратегия профилактики остеопороза должна быть направлена на первом этапе, до 25-30 лет, на достижение максимальной, биологически целесообразной пиковой массы костей, а в более позднем возрасте – на максимально возможное замедление процесса потери костной ткани.

Наиболее важными пищевыми факторами, оказывающими решающее влияние на возможность достижения данным индивидуумом оптимальной, генетически детерминированной пиковой массы костей и ее сохранения, являются уровни потребления кальция и белка, а также обеспеченность организма витамином D и другими микронутриентами, важными для поддержания нормального обмена веществ, обновления и сохранения здоровой костной ткани.

Изучение обмена кальция у людей различного возраста выявили наличие положительной зависимости между потреблением кальция и его ретенцией, а также существование так называемого порога насыщения, ниже которого ретенция является функцией потребления, а выше – остается постоянной, независимо от дальнейшего увеличения поступления кальция с пищей.

Это означает, что кальций, получаемый в количествах ниже порого​вых, не может обеспечить полное насыщение им растущего скелета, которое может быть достигнуто только при поступлении кальция в количествах, соответствующих пороговому уровню или превышающих его.

Существующие рекомендуемые нормы потребления кальция установлены на уровнях ниже расчетных порогов насыщения для подавляющего числа людей в период роста и, очевидно, нуждаются в пересмотре в сторону соответствующего увеличения.

Есть все основания полагать, что более высокое, чем существующие нормы, потребление кальция в детском и молодом возрасте ведет к увеличению минеральной массы и плотности скелета, а это, в свою очередь, снижает риск остеопороза и частоту переломов в дальнейшей жизни.

Всасывание кальция в кишечнике и его утилизация скелетом решающим образом зависят от обеспеченности организма витамином D, который в форме образующегося из него в почках гормона кальцитриола, (1,25-диоксивитамина D) необходим для нормального функционирования систем транспорта кальция в кишечнике и его использования в процессах роста и ремоделирования костной ткани.

Усвоению кальция способствуют белок пищи, лактоза (молочный сахар), лимонная кислота, среднецепочечные триглицериды, некоторые аминокислоты.

К факторам, затрудняющим всасывание кальция и способным в известных условиях нарушать его утилизацию, относятся избыточное содержание в пище фитиновой кислоты, фосфатов, жиров и щавелевой кислоты, которые могут связывать кальций в нерастворимые соединения, плохо всасывающиеся в кишечнике. 
Избыточное содержание неорганических фосфатов в пище также может затруднять всасывание кальция. Оптимальным для всасывания является соотношение кальция и фосфора 1:1. Изменение этого соотношения в сторону избыточного поступления с пищей фосфора не только существенно нарушает всасывание кальция, но и влечет за собой, как было показано в наших исследованиях, значительно более опасные последствия, выражающиеся в гиперфосфатемии, гипокальциемии, уменьшении минеральной плотности костей, объизвествлении и нарушении функций жизненно важных органов: сердца, почек, аорты и др.

Широкие исследования возможной эффективности гормональной формы витамина D, кальцитриола, и его синтетического аналога, альфакальцидиола, в дозах от 0,25 до 1,0 микрограмм в день в профилактике и лечении остеопороза дали неоднозначные результаты.

Как показали наши исследования, значительно более безопасным и эффективным метаболитом витамина D является 24,25-диоксивита​мин D, или «Диоксивит», практически лишенный характерного для кальцитриола резорбирующего действия на кость.

Наряду с кальцием и витамином D, важное значение для нормального развития и формирования скелета, поддержания его структуры и профилактики остеопороза имеют другие витамины и минеральные вещества.

Полное и постоянное обеспечение всеми незаменимыми пищевыми веществами: витаминами, макро- и микроэлементами в количествах, соответствующих физиологическим потребностям, – необходимое условие успешного становления, эффективного функционирования, жизнеспособности, своевременного самообновления и сохранности всех структур организма.

В связи с этим дефицит любого из известных микронутриентов, а тем более сочетанный недостаток целого ряда витаминов и минеральных веществ, столь характерный для рациона современного человека, не может в конечном итоге не сказаться отрицательным образом на структуре и износостойкости скелета, равно как на эффективности тех или иных мер, направленных на профилактику остеопороза. Это общее положение тем более правильно применительно к тем витаминам и минеральным веществам, которые, подобно кальцию и витамину D, также принимают непосредственное участие в тех или иных биохимических реакциях и процессах, напрямую связанных с обменом веществ в костной ткани.

Сказанное, в первую очередь, относится к витаминам С, В2, В6 и К, а из макро- и микроэлементов – к магнию, цинку, меди, кремнию, фтору, бору и ряду других.

Что касается витаминов С и В6, то их значение для остеогенеза определяется, в частности, их ролью в синтезе и созревании важнейшего белка костной ткани – коллагена.

Конкретная роль аскорбиновой кислоты в этом процессе состоит в том, что она непосредственно участвует в процессе созревания коллагена, катализируя гидроксилирование остатков пролина в молекуле коллагена в оксипролин. 

Витамин В6 в форме пиридоксальфосфата, вместе с ионом Cu2+, входит в состав лизилоксидазы, обеспечивающей образование поперечных «сшивок» между соседними белковыми цепями коллагена, что придает волокнам этого белка особую прочность. Недостаток как витамина В6, так и меди, нарушая этот процесс, отрицательным образом сказывается на структуре и прочности скелета.

Наряду с участием в синтезе и созревании коллагена, аскорбиновая кислота играет важную роль в образовании транспортной формы витамина D: 25-оксивитамина D (25-ОНD) в печени и активных гормональных форм этого витамина: 1,25‑диоксивитамина D (1,25 (ОН)2 D) и 24,25-диоксивитамина D (24,25 (ОН)2 D) в почках.

Результаты этих исследований свидетельствуют, что необходимым условием реализации витамином D его функций по поддержанию гомеостаза кальция и ремоделизованию скелета является оптимальное обеспечение организма витаминами С и В2, принимающими непосредственное участие в образовании активных форм витамина D.

К числу витаминов, играющих важную роль в обмене веществ костной ткани и профилактике остеопороза, относится также витамин К, принимающий непосредственное участие в образовании костного белка остеокальцина.

Недостаток этих витаминов, даже при нормальном снабжении организма кальцием и витамином D, делает невозможным реализацию их функций по поддержанию нормальной структуры и минеральной насыщенности скелета.

Правильность этого вывода убедительно подтверждается многочисленными клиническими наблюдениями о крайне низкой эффективности витамина D в профилактике и лечении рахита у детей, плохо обеспеченных аскорбиновой кислотой и витаминами группы В. Учитывая широкое распространение полигиповитаминозных состояний среди детского и взрослого населения России, эти данные свидетельствуют, что профилактику остеопороза более правильно строить не на изолированном применении кальция и витамина D, а на их сочетании со всеми другими недостающими витаминами и микронутриентами, принимающими участие в обмене кальция и костной ткани.
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Роль белков и водорастворимых витаминов в обмене оксида азота при окислительном стрессе
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Оксид азота является одним из важнейших биологических регуляторов. Он вызывает релаксацию сосудов, модулирует передачу нервных сигналов и ответственен, наряду с кислородными свободными радикалами, за токсичность фагоцитов, предотвращает агрегацию тромбоцитов [1-3]. В настоящее время широко обсуждается вопрос о механизме стабилизации оксида азота, образующегося в клетках и тканях из L‑арги​нина. Эта стабилизация необходима для переноса NO, как регулятора метаболических процессов, из клеток доноров в клетки мишени его действия. После стабилизации лабильная молекула оксида азота может выполнять не только аутокринные, но и паракринные функции. Предполагается, что такая стабилизация достигается путем включения NO либо в S-нитрозотиолы, либо в динитрозильные комплексы железа с тиолсодержащими лигандами [4]. S-нитрозосоединения относительно стабильны и достаточно медленно распадаются с выделением NO. Одной из форм стабилизации NO является образование HbNO. Для нормального функционирования организма необходимо, чтобы наблюдалось равновесие между процессами генерации, депонирования и освобождения NO из физиологического депо.

Роль белков в обмене оксида азота при окислительном стрессе. Окислительный стресс возникает при нарушении баланса между окислительными и восстановительными реакциями. Окислительный стресс может быть вызван многими причинами, но в основе механизма повреждающего действия лежит генерация активных форм кислорода: О2-, ОН, НО2. Кислородные свободные радикалы понижают уровень NO и уменьшают возможность нитрозилирования сульфгидрильных групп и тем самым также снижают возможность депонирования в виде S‑нитрозосоединений Особенно важна роль О2-, который с очень высокой константой скорости взаимодействует с NO c образованием пероксинитрита. Как известно, пероксинитрит очень сильный окислитель и способен, как и кислородные свободные радикалы, окислять сульфгидрильные группы в дисульфиды, и таким образом снижать протекание реакций нитрозилирования сульфгидрильных групп белков и низкомолекулярных тиолов.

Как известно, клетки млекопитающих по весу состоят на 70% из воды и на 20% из различных белков. Белки – главная мишень при воздействии ионизирующей радиации, гидроксильных радикалов, генерируемых в реакциях Фентона. Основным продуктом воздействия кислородных свободных радикалов на белки в аэробных условиях являются их пероксиды (РrOOH).

Мы показали, что пероксиды белков и их пероксидные радикалы ускоряют превращение в нитриты NO и его редокс-формы NO+ в нитраты [5].

Как известно, растворимость NO в липидах и гидрофобных участках белков примерно в 50 раз превышает растворимость NO в воде. Поэтому, даже если долгоживущие пероксидные радикалы и пероксиды аминокислотных остатков белков локализованы не только на поверхности белковой глобулы, но и в гидрофобных областях, в глубине макромолекулы, то они могут взаимодействовать с NO. Эти процессы будут снижать эффективность депонирования NO в реакциях нитрозилирования, а также уровень свободного NO.

В метаболизме NO участвуют минорные фракции белков крови: гликозилированные белки и аминокислоты, белки, модифицированные карбонильными соединениями. Гликозилированные аминокислоты и сывороточный альбумин человека (САЧ) наряду с низкомолекулярными тиолами, аскорбиновой кислотой восстанавливают нитрит до NO [6-8]. В присутствии кислорода продукты глубокого гликозилирования аминокислот и белков образуют супероксиданионы, которые в реакции с оксидом азота [8] вызывают образование токсичного пероксинитрита. Последний, в свою очередь, вызывает модификацию сульфгидрильных групп и тирозинильных остатков белков и ферментов, что, вероятно, является одной из причин поражения сосудов и других токсических эффектов при сахарном диабете.

При окислении ферро-форм гемоглобина человека нитритом в эритроцитах образуется оксид азота и S-нитрозоглутатион, являющиеся факторами релаксации сосудов [7]. Мет-Нb восстанавливается под действием NO в ферро-форму, а образовавшаяся редокс-форма NO+ взаимодействует с сульфгидрильными группами глутатиона или белков с формированием низкомолекулярных S-нитрозотиолов или S‑нитрозо​тиолов белков. Мы показали, что нитритредуктазной активностью обладает не только дезоксиHb, но и оксиНb. Восстановление нитритов до NO с участием оксиHb наблюдали по образованию HbNO вплоть до атмосферного давления в 600 мм рт. ст. [7]. В тоже время при взаимодействии NO с гемоглобином образование HbNO происходило только при атмосферном давлении ниже 150 мм рт. ст. Полученные результаты свидетельствуют, что при прохождении крови через артериальную сеть и особенно через капилляры, может происходить депонирование NO в форме HbNO вследствие восстанавления нитрита ферро-формами Hb. В тоже время эффективное взаимодействие NO с оксиHb предотвращает последствия гиперпродукции NO в организме.

Роль витаминов и тиолов в обмене NO. Аскорбиновая кислота усиливает освобождение NO из состава S-нитрозотиолов. В процессе реакции образуются свободные тиолы и NO. Реакция протекает наиболее эффективно в нейтральной среде между S-нитрозотиолами и анионами аскорбиновой кислоты. Аскорбиновая кислота также высвобождает NO из состава S-нитрозо-САЧ в нейтральной среде. В присутствии кислорода NO трансформируется в основном в нитрит, в то время как нитрат образуется в небольших количествах. Аскорбиновая кислота в анаэробных условиях в кислой среде количественно восстанавливает нитрит до NO. В атмосфере кислорода реакция восстановления нитрита в кислой среде сильно тормозится. Это связано с реокислением NO в нитрит. В нейтральной или щелочной средах скорость восстановления нитрита аскорбиновой кислотой снижется, по нашим данным, более чем в 1000 раз. Мы предполагаем, что механизм восстановления нитрита включает взаимодействие аскорбиновой кислоты (АКН2) с ионом нитрозония:

NO+ +AKH2 ( NO + AKH

При воздействии нитритов на оксиHb, происходит образование метНв с одновременным окислением аскорбиновой кислоты, NADH, тиамина и его фосфорных эфиров. Исследованы антиоксидантные свойства продуктов окисли​тельной трансформации витамина В1 (тиохром, оксодигидротиохром, оксотиохром). Показано, что пероксинитрит окисляет тиамин и его фосфорные эфиры в тиохром и тиохром фосфаты. После инкубации гликозилированных аминокислот с тиамином и нитритом регистрировали образование флуоресцирующих продуктов. Эти результаты свидетельствуют о повышенном расходе данных витаминов и коферментов в организме при нитритно-нитратной интоксикации и сахарном диабете. Пиридоксаль-Р в отличие от аскорбиновой кислоты стабилизирует S-нитрозоаминотиолы вследствие образования оснований Шиффа, а также формирования тройных комплексов с сывороточным альбумином. Тройные комплексы: САЧ-пиридоксаль-Р-S-нитрозоаминотиол, вероятно, являются одним из механизмов депонирования NO. Особенно возрастает стабильность S-нитрозоцистеина, включенного в состав тройного комплекса с пиридоксаль-Р и САЧ.

Ультразвуковая модель окислительного стресса. При воздействии ультразвука (УЗ-ка) на воду и водные растворы в кавитационных пузырьках образуются NO, NO+, а также О2-, ОН, НО2, радикалы вследствие диссоциации молекул воды и молекул растворенных в воде атмосферных газов. В качестве конечных продуктов образуются Н2О2, NO2-, NO3-. В озвученной воде регистрировали также небольшие количества пероксинитрита. Следовательно, в УЗ-ом поле образуется широкий спектр кислородных свободных радикалов, активных форм азота, а также оксидантов нерадикальной природы – пероксиды водорода, пероксинитрит, которые характерны для окислительного стресса. При воздействии УЗ-ка на водные растворы низкомолекулярных тиолов и белков, содержащих в своем составе остатки цистеина, образуются S‑нитрозосоединения [5,9,10]. В водных растворах тиолов удалось достичь 95-96% включения NO и его редокс-формы NO+ в состав S‑нитрозосоединений. Кинетика образования S‑нитрозотиолов характеризуется выраженным максимумом, затем выход S‑нитрозотиолов снижается при увеличении в растворе содержания пероксинитрита и пероксида водорода.

На основании полученных экспериментальных данных предполагается, что с тиолами и тиольными радикалами взаимодействуют NO+ и NO соответственно. Предложена возможная схема образования S‑нитрозосоединений в УЗ-ом поле. Предполагается, что благоприятный терапевтический эффект ультразвука на организм человека может быть частично связан с образованием NO и S‑нитрозосоединений. Аскорбиновая кислота увеличивает выход S-нитрозосоединений в УЗ-ом поле, одновременно снижая выход нитрита, пероксидов водорода и тиолпероксидов.
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Как известно, NO является одним из важнейших биологических регуляторов. Он вызывает релаксацию сосудов, модулирует передачу нервных сигналов и ответственен наряду с кислородными свободными радикалами за токсичность фагоцитов. В определенных условиях NO может реагировать с тиольными группами с образованием S‑нитрозо​соединений, а также S-нитрози​лировать белки, например, сывороточ​ный альбумин [1]. Ранее было показано, что при воздействии УЗ-ка на водные растворы цистеина образуются небольшие количества S‑нитрозосоединений [2]. 
В данной работе мы предлагаем флуоресцентный метод определения концентрации NO в растворах. С его использованием мы исследовали спонтанное разрушение S-нитрозоглутатиона и S-нитрозоцистеина, полученных после воздействии УЗ-ка на водные растворы низкомолекулярных тиолов.

Методы исследования. Водные и водно-спиртовые растворы глутатиона и цистеина в атмосфере воздуха облучали ультразвуком с частотой 880 кГц и интенсивностью от 0,2 до 2 Вт/см2 в течение 30‑300 мин. Растворы, насыщенные N2 или СО, получали продувкой в течение 20 мин соответственно молекулярным азотом или СО.

Выделение NO, наблюдаемое при распаде S-нитрозосоединений, контролировали по тушению флуоресценции пирена и образованию нитрозоHb.

Импульсный флуориметр с наносекундным временным разрешением [3] использовался для измерения времен жизни флуоресценции. Для анализа кривых затухания флуоресценции был применен метод нелинейных наименьших квадратов с использованием алгоритма Марквардта [4].

Результаты. После воздействия УЗ-ка на водные растворы глутатиона (GSH) или цистеина в атмосфере воздуха наблюдали возникновение новой полосы в спектре поглощения с максимумом при 340 нм и более слабой полосы поглощения при 540 нм. Длинноволновая полоса поглощения ответственна за розовую окраску озвученных растворов GSH или цистеина. Такой спектр поглощения характерен для S-нитрозотиолов [2].

При воздействии УЗ на низкомолекулярные тиолы в атмосфере N2 или СО подобные соединения не образуются.

Как известно, S-нитрозосоединения – нестабильные соединения и распадаются с выделением NO. Поэтому спонтанное выделение NO может служить дополни​тельным доказательством образования S‑нитрозосоединений в УЗ-ом поле.

Мы разработали быстрый высокочувствительный способ основанный на тушении флуоресценции под действием NO. Известно, что зависимость интенсив​ности флуоресценции от концентрации тушителя [Q] описывается уравнением Штерна-Фольмера: 

I0/I=1+kq([Q],

где I0 и I – интенсивности флуоресценции в отсутствие и в присутствии тушителя соответственно, kq – бимолекулярная константа скорости тушения, ( – время жизни флуоресценции в отсутствие тушителя.

В качестве флуоресцирующей молекулы был выбран пирен, обладающий большим временем жизни флуоресценции (300 нс (рис. 1). Поскольку для NO kq ~ 1010 М-1 с-1, то можно легко по интенсивности флуоресценции рассчитать концентрацию тушителя.

В слабокислой среде S-нитрозосоединения устойчивы, а в нейтральной среде быстро разрушаются с выделением NO, что и вызывает тушение флуоресцен​ции пирена (рис.2). Эти результаты свидетельствуют, что в УЗ поле в водных растворах тиолов образуются S-нитрозосоединения, являющиеся донорами NO. Предполагается, что благоприятный терапевтический эффект УЗ может быть связан с образованием S-нитрозосоединений.
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	Рис. 1. Кинетика флуоресценции пирена (10-5M) в бутаноле. 

A – эксперименталь​ные и рас​четные кривые затухания: точками обозна​чены эксперимен​та​ль​ные данные, линией – аппрокси​мация моно​экспоненциаль​ной функцией; 
B – распределение взве​шенных ос​тат​ков; C – автокор​реля​ционная функ​ция остатков
	Рис. 2. Кинетика образования NO при спонтанном разрушении нитрозоцисте​ина (1) или нитрозо-GSH (2), измерен​ная по тушению флуоресценции пирена.
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Функциональный ответ сердца на стимуляцию 
M-холинорецепторов в условиях блокады 
NO-синтазы

Т.А. Суворова, Л.М. Лобанок 

Институт радиобиологии НАН Беларуси, Минск

Исследования регуляторной роли эндотелия, интенсивно проводимые в последнее время, позволяют по-новому характеризовать патогенез многих заболеваний сердца и сосудов. Одним из основных регуляторных факторов эндотелия является оксид азота, который опосредует эффекты многих биологически активных веществ. Целью данного исследования является установление роли оксида азота в механизмах холинергической регуляции функционального состояния сердца.

Эксперименты были выполнены на белых крысах-самках в возрасте 6-8 месяцев. Под тиопенталовым наркозом (60 мг/кг) сердца изолировали по методу Лангендорфа и перфузировали в условиях постоянного давления (60 мм.рт.ст.) оксигенированным раствором Кребса-Хензелейта при рН 7,4 и t=37°С. Регистрировали: внутрижелудочное давление (Рmax, мм рт.ст.), скорости его нарастания (+dP/dtmaх мм рт.ст./с) и падения (-dP/dtmax, мм рт.ст./с), объемную скорость коронарного протока (ОСКП, мл/мин), частоту сердечных сокращений (ЧСС, сокр./мин). Для стимуляции М-холинорецепторов использовали синтетический аналог ацетилхолина карбахолин (КХ) в концентрациях 10-10-10-6М. С целью ингибирования опосредованных NO механизмов регуляции в перфузионный раствор вводили специфический конкурентный блокатор NO-синтазы N(nitro-L-arginine methyl ester (L‑N(AME, 5х10-6М). 

Агонист М-холинорецепторов КХ вызывал характерное дозозависимое уменьшение ЧСС вплоть до полной остановки сердца при концентрации 10-6М. Cистолическое давление в левом желудочке начинало снижаться при концентрации агониста в растворе 10-8 М, сходным образом изменялись +dP/dtmax и –dP/dtmax. ОСКП уменьшалась во всем диапазоне используемых концентраций КХ, что указывает на повышение коронарного сосудистого тонуса.

Как известно, М-холинорецепторы обнаружены во всех отделах сердца, и их агонисты могут изменять электофизиологические свойства миокардиальных волокон не только суправентрикулярных отделов, но и желудочков. Этим объясняется участие холинергических структур в регуляции не только ритма сокращений, но и инотропной функции сердечной мышцы. Конечный физиологический эффект при действии холинергических лигандов определяется не только их прямым взаимодействием с активным центром рецептора, но и последующей активацией различных эффекторных систем. При стимуляции М-холинорецепторов изменяется оборот фосфотидилинозитида, а поскольку этот процесс не требует присутствия ионов Са2+ (в отличие от увеличения уровня цГМФ), предполагают, что он является прямым следствием активации рецепторов этого типа. Действие мускариновых агонистов на сокращение кардиомиоцитов может быть опосредованным. Так, стимуляция мускариновых рецепторов вызывает уменьшение медленного входящего тока и активацию выходящего калиевого тока в пейсмекерных клетках синусного узла, что приводит к урежению и, в конечном итоге, прекращению спонтанной активности. Отрицательное инотропное действие КХ на миокард является результатом опосредуемой холинорецепторами инактивации Nа+-К+АТФазы, уменьшения входящего тока Са2+ во время потенциала действия в миокардиальную клетку, а также ингибирования активации АЦ и изменения метаболизма цАМФ и цГМФ. 

Получены данные о возможном вовлечении NO/цГМФ пути в регуляции токов Са2+ карбахолином [1]. Обнаружено, что АХ стимулирует синтез цГМФ, однако механизмы этого процесса, а также взаимоотношение между ингибиторным эффектом АХ на сократимость миокарда и Са2+ ток и увеличением уровня цГМФ неизвестны. Имеются также сведения, что увеличение в цГМФ при стимуляции мускариновых рецепторов не зависит от NO [2].

Агонисты М-холинорецепторов, как известно, вызывают дозозависимое расслабление артерий с интактным эндотелием, и эти эффекты в значительной степени опосредуются через высвобождение эндотелием NO. Деэндотелизация кровеносных сосудов приводит либо к вазоконстрикции, либо к отсутствию эффектов агонистов М-холинорецепторов. Следовательно, сосудорасширяющие эффекты АХ и его аналогов в крупных сосудах зависят от высвобождения эндотелием вазоактивных веществ. С другой стороны, холиномиметики также активируют фосфолипазу А2 и стимулируют высвобождение простагландинов. Поэтому предполагалось, что синтетический аналог АХ КХ будет расслаблять гладкомышечные клетки коронарных сосудов и увеличит коронарный поток. Однако полученные результаты свидетельствуют о снижении ОСКП при воздействии КХ, что совпадает с имеющимися в литературе данными исследований, выполненных на изолированных сердцах морских свинок [3] и крыс [4]. Кроме того, имеются сообщения, что АХ вызывает сокращение мелких коронарных артерий человека даже в присутствии эндотелия [5], что, возможно, объясняется тем, что популяция M-холинорецепторов в медии гладких мышц, стимуляция которых вызывает вазоконстрикцию, доминирует над популяцией холинорецепторов на эндотелиальных клетках, сопряженных с механизмом высвобождения NO. 

В условиях блокады NO-синтазы отрицательный инотропный эффект КХ усиливался. Снижение Pmax, +dP/dtmax и -dP/dtmax в этих условиях было более значительным по сравнению с контролем: соответственно на 63, 68 и 60% в опыте, в то время как в контроле на 23, 34 и 27%. Гораздо более выраженное КХ-опосредуемое падение Pmax и (dP/dtmax в присутствии L-NAME может быть результатом сужения коронарных сосудов, что приводит к тканевой ишемии. Снижение ОСКП при действии КХ происходило вне зависимости от ингибирования синтеза NO, однако на фоне L-NAME при концентрациях агониста 10-7 и 10-6 М оно было достоверно больше – на 60%, в то время как в контроле – на 48%.

Таким образом, базальное и рецептор-опосредуемое высвобождение NO играет модифицирующую роль в эффектах КХ на биомеханическую функцию сердца и тонус коронарных сосудов.

Работа выполнена по гранту №Б98-156 Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследований.
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Антипролиферативное действие химических аналогов полиаминов, модифицированных азотистыми основаниями

С.П. Сяткин, Т.Т.Березов 

Российский университет дружбы народов, Москва

Оценивали способность 9 новых химически модифицированных аналогов полиаминов (ПА) влиять на скорость окислительного дезаминирования в тест-системе, получаемой из регенерирующей ткани печени. Бис(урацилил)-ПА аналоги проявили наибольшую активность. Это позволяет рекомендовать данные соединения для дальнейших исследований в качестве потенциальных противоопухолевых и антипролиферативных агентов.

Введение. ПА выполняют роль посредников в процессе перерождения нормальных клеток в опухолевые [1]. Более того, окисленные путем дезаминирования до иминоальдегидов ПА ингибировали рост асцитного рака Эрлиха, инактивировали вирус гриппа и вирус болезни Newcastla и Sendai, подавляя синтез белка и нуклеиновых кислот [2]. Это позволяет использовать ферменты, катализирующие синтез и распад ПА в качестве мишени при конструировании и апробации противоопухолевых агентов [3]. Цель данной работы заключалась в оценке действия 9 новых аналогов ПА, модифицированных азотистыми основаниями (рис. 1) на скорость распада ПА в ткани с высоким митотическим индексом. 

Материалы и методы. Соединения были синтезированы в Институте органического синтеза Латвийской АН (г.Рига) и любезно предоставлены для опытов профессором М.Ю. Лидак. В первую группу вошли окси- (I, II) и амино-аналоги (III-VI), модифицированные аденозином. Вторую группу составили соединения VII-IX, модифицированные двумя остатками урацила. Вещества также различались длиной алифатической цепи (рис.1, n-количество метиленовых групп). Частичную гепатэктомию производили по методу Higgins и Anderson [4]. Активность ДАО и ПАО определяли спектрофотометрическим микрометодом [5]. Количество белка в пробах из исследуемых тканей определяли по Lowry [6] в модификации С.П. Сяткина [7]. Все тестируемые вещества были кристаллическими порошками и хорошо растворялись в теплой воде. Конечная концентрация данных соединений в реакционной смеси составляла 0,1 мМ. Статистический анализ полученных данных проводили с помощью t-критерия Стьюдента [8]. 

Результаты и их обсуждение. Результаты исследования влияния тестируемых аналогов ПА на ферменты катаболизма ПА путем окислительного дезаминирования (табл.) говорят о значительном активировании ПАО и ДАО в тест-системе, получаемой из регенерирующей ткани печени, под влиянием веществ группы бис(урацил-5)-алкилдиаминов (VII-IX). Корреляционнный анализ указывает на возможную функциональную зависимость между длиной алифатической цепи аналогов и эффективностью действия этих соединений на активность ДАО и ПАО (r(1).
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Рис.1. Аналоги ПА, модифицированные азотистыми основаниями. 

I: 8-(2-оксиэтил)амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин, 

II: 8-(3-оксипропил)амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин,

III: 8-(2-аминоэтил)амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин, 

IV: 8-(4-аминобутил)амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин, 

V: 8-(5-аминопентил)амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин, 

VI: 8-(6-аминогексил) амино-9-(-D-ксилофуранозиладенин, 

VII: 1,3-бис(урацилил-5-метилен)триметилендиамин, 

VIII: 1,3-бис(урацилил-5-метилен)тетраметилендиамин, 

IX: 1,3-бис(урацилил-5-метилен)гексаметилендиамин.
Так как ДАО окисляет первичные аминогруппы, сделать какие-либо заключения о возможном механизме этого наблюдения без деталь​ного исследования не представляется возможным. Синтезированные ра​нее вещества сходной структуры, а именно: бис(бензил)-аналоги ПА оказались субстратами для ПАО из регенерирующей печени крыс [9]. Вероятно, бис(урацилил)-аналоги ПА могли бы действовать таким же образом. Аналоги ПА, модифицированные аденозином, ингибировали ДАО и ПАО. Исключение составили лишь соединения II, IV и V. Они активировали окисление спермина. Степень ингибирующего воздействия зависела от четного количества метиленовых групп в цепи аналога: с увеличением количества метиленовых групп процент подавления активности ДАО соединениями I-VI снижался (r=0,79).

Таблица. Влияние химических аналогов ПА, модифицированных азотистыми основаниями, на скорость окислительного дезаминирования путресцина и ПА в бесклеточной тест-системе из регенерирущей печени крыс

	Вещество
	ПАО

спермидин
	Эффект

в%
	ПАО

Спермин
	Эффект

в%
	ДАО

путресцин
	Эффект

в%

	-
	16,4(0,2
	0
	44,0(0,8
	0
	23,2(0,7
	0

	I
	5,6(0,1*
	66
	25,4(0,1*
	42
	13,6(0,1*
	41

	II
	57,0(0,1*
	+248а
	20,8(0,1*
	53
	2,8(0,1*
	88

	III
	6,8(0,2*
	59
	17,0(0,4*
	61
	5,0(0,1*
	78

	IV
	32,2(0,3*
	+96
	32,8(0,7*
	26
	8,0(0,3*
	66

	V
	25,4(0,1*
	+55
	30,9(0,1*
	31
	17,4(0,1*
	25

	VI
	13,6(0,1*
	17
	31,7(0,1*
	28
	20,4(0,1*
	12

	VII
	94,2(0,1*
	+474
	98,8(0,1*
	+125
	30,4(0,1*
	+31

	VIII
	120,5(0,3*
	+635
	111,6(0,2*
	+154
	69,4(1,5*
	+199

	IX
	150,1(0,1*
	+815
	163,9(0,4*
	+273
	138,8(0,1*
	+498


Примечание: скорость окисления путресцина и ПА представлена в нмолях Н2О2/мг белка/ч. Результаты даны в виде M(m для 6 параллельных измерений. * – достоверные отличия от контроля, Р(0,05; знак “+” обозначает увеличение скорости биосинтеза путресцина и ПА.

ДАО и ПАО локализованы в микросомальной фракции и, поддерживая оптимальные для синтеза нуклеиновых кислот и белка концентрации ПА, вероятно, служат одним из факторов регуляции клеточного деления и роста. Однако наиболее важным аспектом физиологии этих ферментов следует признать ингибирующее действие на клеточный рост окисленных ими ПА. Рост клеток при культивировании блокируется, если сыворотка питательной среды содержит аминоксидазную активность [10]. Активность ДАО и ПАО в регенерирующей ткани печени сохраняется, а в опухолевой снижается до нуля [11]. Максимум активности ДАО приходится на поздние сроки нормально протекающей беременности [12]. Вероятно, различие между «контролируемой» (регенерация и эмбриогенез) и «бесконтрольной» (опухолевая трансформация) клеточной пролиферацией связано с активностью ДАО и ПАО. Высокая характерна для нормального, а низкая – для патологически измененного процесса клеточного деления. Поэтому способность бис(урацилил)-аналогов подавлять синтез ПА [13] и активировать их распад в бесклеточных тест-системах выгодно выделяет эту группу веществ из 9 исследованных аналогов ПА и позволяет предполагать, что бис(урацилил)-производные наделены потенциальной антипролиферативной и противоопухолевой активностью.
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Реакция системы гемостаза на пролонгированное и острое (-облучение в дозе 1 Гр

Т.А. Тарарук, К.Я. Буланова, Л.М. Лобанок 

Институт радиобиологии НАНБ, Минск

Существующие научные представления о закономерностях и механизмах действия (-облучения в малых дозах требуют проведения дальнейших исследований. Биологические эффекты низкоинтенсивного пролонгированного облучения, как оказалось, могут значительно отличаться от эффектов, вызываемых однократным воздействием ионизирующей радиации. 

Система крови является наиболее чувствительной к воздействию различных факторов внешней среды, в т.ч. к ионизирующим излучениям. В функциональном плане кровь объединяет многие физиологические системы, обеспечивая обмен веществ между тканями организма и внешней средой, поддерживает постоянство внутренней среды. Первичные нарушения в системе крови способны привести к последующим изменениям функции ряда органов. В частности главной причиной усиления деструктивных процессов в сосудистой стенке, нарушения барьерной функции сосудов, определяющей развитие периваскулярного отека, ухудшения трофики тканей являются нарушения гемодинамических свойств крови [1, 2].

Среди клеточных элементов ведущая роль принадлежит тромбоцитам. Снижение количества тромбоцитов в крови или их агрегационной способности может быть причиной геморрагий, а повышение свидетельствует об увеличении риска тромбообразования и нарушения микроциркуляции. Последние характерны для таких распространенных заболеваний, как ишемическая болезнь сердца, атеросклероз, гипертония. То есть показатели гемостаза целесообразно использовать в качестве тестов для выявления сердечно-сосудистой патологии.

Эксперименты проводились на половозрелых белых крысах-самцах стадного разведения (4-6 мес). Острое (-облучение осуществляли на 
установке «ИГУР» с цезиевым источником при мощности дозы 10‑3 Гр/с. Пролонгированное (-облучение проводили на установке «ГАММАРИД‑192/120» при мощности дозы 2,8х10-7 Гр/с; общее время экспозиции составило 992 часа. Ежедневно установка отключалась для выполнения санитарно-гигиенических мероприятий и кормления животных. Эксперименты проводили на 3-и, 10-е, 30-е и 90-е сутки пострадиационного периода. Кровь для исследования брали из сердца крыс иглой с трубкой предварительно промытой раствором ЭДТА (15%). Измерения проводили на гематологическом анализаторе фирмы Technicon H-1. Агрегацию тромбоцитов исследовали с применением компьютеризированного анализатора агрегации тромбоцитов АР 2110 «СОЛАР».

Исследования количественных показателей гемостаза крыс, подвергнутых (-облучению, выявили различия в постлучевых реакциях на ионизирующее излучение различной мощности (табл. 1 и 2). Зрелые тромбоциты, как клетки узко специализированные, принято считать достаточно устойчивыми к действию ионизирующей радиации. Количество тромбоцитов на 3-и сутки постлучевого периода не отличалось от контроля. На 10-е сутки после облучения количество тромбоцитов несколько уменьшилось. Наблюдаемое снижение числа клеток и величины тромбокрита на 10-е сутки после острого облучения, вероятно, является результатом воздействия радиации как на кровяные пластинки, так и на костно-мозговое кроветворение, поскольку время жизни тромбоцитов в кровяном русле крыс составляет 4-5 суток. К 30-м суткам обнаруживается полное восстановление числа тромбоцитов. Стабильность этого показателя отмечалась и на 90-е сутки. Ширина распределения тромбоцитов и их средний объем не изменялись во все исследованные сроки пост​лучевого периода.

Таблица 1. Динамика показателей гемостаза после острого ((облучения крыс в дозе 1,0 Гр

	Показатели 
гемостаза
	Контроль
	Сроки после облучения

	
	
	3 сутки
	10 сутки
	30 сутки
	90 сутки

	Тромбоциты, 103/(l
	922(40,9
	894(50,84
	723(21,2*
	880(50,2
	860(40,5

	Средний объем тромбоцитов, fl
	5,6(0,19
	5,3(0,21
	5,7(0,14
	5,8(0,27
	5,3(0,10

	Ширина распределения тромбоцитов, %
	49,1(0,65
	50,1(1,23
	50,8(0,94
	49,9(0,75
	50,2(0,81

	Тромбокрит, %
	0,50(0,03
	0,49(0,04
	0,42(0,02*
	0,50(0,01
	0,47(0,04


* – различия достоверны по отношению к контролю (Р(0,05).

В отличие от острого облучения, вызывавшего тромбопению к 10-м суткам, пролонгированное облучение приводило к достоверному снижению числа тромбоцитов и тромбокрита уже на 3-и сутки постлучевого периода. Тромбопения и снижение тромбокрита сохранялись на 10-е сутки и только к 30-м наступала нормализация количества клеток. Однако с этого периода наблюдалось увеличение среднего объема тромбоцитов, что указывает на изменение формы, мембранных структур и, возможно, функций клетки. Изменения такого рода имели место только после пролонгированного (-облучения. При обследовании пациентов, проживающих в загрязненных зонах, также обнаружено увеличение среднего объема тромбоцитов.

Мы полагаем, что важная роль в установленных пострадиационных изменениях принадлежит плазматической мембране кровяных пластинок. Модификация структурного состояния основных компонентов плазматической мембраны определяет изменение формы тромбоцитов. Таким образом, об изменении топографии поверхности тромбоцитов можно судить на основе анализа объема клеток, поскольку преобразование формы клетки (переход от дисковидной к сферической) отражается на показателе ее объема.
Таблица 2. Динамика показателей гемостаза после пролонгированного (-облучения крыс в дозе 1,0 Гр

	Показатели гемостаза
	Контроль
	Сроки после облучения

	
	
	3 сутки
	10 сутки
	30-сутки
	90 сутки

	Тромбоциты, 103/(l
	922(40,2
	718(28,2*
	642(38,6*
	892(36,8
	850(50,2

	Средний объем тромбоцитов, fl
	5,6(0,19
	5,7(0,12
	5,7(0,14
	6,1(0,08*
	6,0(0,12*

	Ширина распределения тромбоцитов, %
	49,1(0,65
	50,3(0,70
	53,5(1,02*
	49,5(1,29
	50,0(1,29

	Тромбокрит, %
	0,50(0,03
	0,44(0,026*
	0,39(0,028*
	0,54(0,022
	0,51(0,026


* – различия достоверны по отношению к контролю (Р(0,05).

В нарушении суспензионной стабильности крови большая роль отводится изменению функционального состояния тромбоцитов, их адгезии и агрегации. Последняя зависит от электрического потенциала клеток, состояния сосудистой стенки, гемодинамики, содержания в крови биологически активных веществ (АДФ, коллагена, серотонина, адреналина, норадреналина, тромбина) [3].

Состояние функциональных свойств тромбоцитов тестировались с помощью физиологического стимулятора агрегации АДФ (2,4·10-5 М).

Выявлено, что острое облучение снижает агрегационную способность тромбоцитов на 3-и сутки после облучения. На 10-е сутки степень агрегации несколько понижена. Можно полагать, что в ближайшие сроки после острого облучения дестабилизация системы гемостаза, определяющая вероятность возникновения геморрагий, обусловлена на 3-и сутки изменением агрегационных свойств тромбоцитов, несмотря на стабильное их количество, а на 10-е – тромбопенией при относительной нормализации реакции на АДФ. В отдаленные сроки после острого облучения вторично возникают предпосылки для нарушения гемостаза из-за значительного снижения агрегационной способности тромбоцитов.

Сравнительный анализ процессов АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов в различные сроки после пролонгированного облучения позволил обнаружить фазовый характер происходящих изменений. Дестабилизация агрегационной способности на 3-и сутки усиливалась тромбопенией. На 10-е сутки на фоне продолжающейся тромбопении отмечается нормализация агрегационной способности тромбоцитов. 30‑е сутки постлучевого периода характеризуются снижением агрегационной способности клеток. В отдаленные сроки АДФ вызывает усиление степени агрегации.

Полученные данные свидетельствуют, что ионизирующее излучение способно дестабилизировать систему гемостаза. Острое и пролонгированное облучение вызывает снижение агрегации, но механизм этого может быть различным: происходит либо уменьшение числа тромбоцитов, либо нарушение их агрегационной способности.

Отличительными характеристиками ответной реакции системы гемостаза на пролонгированное облучение является повышение агрегационной способности тромбоцитов в отдаленные сроки, что свидетельствует о возникновении фактора риска развития сердечно-сосудистой патологии. В целом, пролонгированное облучение имеет более широкий спектр действия на систему гемостаза по сравнению с острым облучение как в ближайшие, так и в отдаленные сроки.
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Механизм антистрессорного действия этаноламина при острой алкогольной интоксикации

Ю.А. Тарасов, С.С. Чумаченко

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Этаноламин является структурным аналогом этанола и естественным продуктом обмена веществ в организме. Установленные нейромодуляторные свойства этаноламина, его связь как предшественника фосфоэтаноламина с обменом другого нейромодулятора – таурина [1], а также то, что при его введении экспериментальным животным существенно изменяется уровень нейротрансмиттерных аминокислот и катехоламинов в мозге [2], позволяет выдвинуть этаноламин в ряд нейротрансмиттеров. Поскольку нейротрансмиттеры контролируют синтез кортиколиберина в гипоталамусе, следовательно, и продукцию АКТГ гипофизом [3], то представляются все основания для рассмотрения связей этаноламина с гипофиз-адреналовой системой как per se, так и при алкогольной интоксикации. При рассмотрении взаимосвязей этаноламина и этанола следует также учитывать их взаимодействие на метаболическом уровне, поскольку показано, что этаноламин как in vivo, так и in vitro угнетает активность алкогольдегидрогеназы [4]. К настоящему времени имеется также ряд работ, указывающих на то, что алкогольная интоксикация вызывает активацию процессов ПОЛ [5-7]. Из этого вытекает насущность поиска природных антагонистов алкоголя, которые нивелировали бы его влияние на процессы свободнорадикального окисления. В этом плане интересен этаноламин, для которого уже показано, что он снижает острую токсичность этанола [8]. Это и привлекло внимание к проведению исследования показателей хемилюминесценции (сверхслабые свечения), в основе которой лежат процессы рекомбинации свободных радикалов позволяющих собрать точную информацию о ПОЛ [9], плазмы крови после введения этаноламина на фоне алкогольной интоксикации. 

Материалы и методы. В экспериментах использовали белых крыс-самцов массой 160-180 г, содержавшихся на стандартном рационе вивария. В первой серии экспериментов одной из групп (каждая из которых состояла минимум из 6 крыс) опытных животных внутрижелудочно вводили этанол в дозе 1 г на кг массы, второй группе – внутрибрюшинно этаноламин (100 мг/кг), третьей, почти одновременно с нагрузкой этанолом, инъецировали этаноламин. Экспозиция вводимых препаратов – 0,5 часа. Контролем служили животные, которым на такое же время интрагастрально вводили изообъемные количества воды и парэнтерально физиологический раствор. Вторая серия экспериментов состояла из следующих опытных групп: первая – контроль (интактные животные), вторая – крысам вводили АКТГ (5 ед на 1 кг массы), третья – за 30 мин до инъекции АКТГ животным внутрибрюшинно вводили этаноламин (100 мг/кг), четвертая – этаноламин вводился через 30 мин после введения АКТГ. В следующем эксперименте влияние этаноламина на глюкокортикоидный статус животных исследовалось на фоне гипокортицизма, который вызывали предварительной (за 7 дней до опыта) двусторонней экстирпацией надпочечных желез. Этаноламин (100мг/кг) таким животным вводили парентерально с экспозицией 30, 60, 90 и 210 мин. В ещё одном эксперименте первую группу составили интактные животные, вторую – «контроль на введение» – крысы которым интрагастрально через зонд вводили изообъемные количества воды и проводили внутрибрюшинно инъекции физиологического раствора, третьей группе животных внутрижелудочно вводили 25% раствор этанола в дозе 1 г/кг и проводили инъекции физиологического раствора, четвертой – энтерально этанол и одномоментно интраперитонеально этаноламин (100 мг/кг). Экспозиция воздействий длилась один час. В свою очередь, в опытах in vitro исследовали антиокислительные свойства этаноламина и фофоэтаноламина (Sigma, США) в различных концентрациях. Регистрацию хемилюминесценции проводили на хемилюминометре ХЛМ 1Ц‑01, работавшем в режиме счета фотонов (9). В качестве инициатора хемилюминесценции использовали Fe++ (раствор FeSO4 в конечной концентрации 5,10-4 М). Фиксировали быструю вспышку (БВ), характеризующую содержание гидроперекисей липидов. Антиокислительную активность (АОА) плазмы крови определяли по способности подавлять быструю вспышку хемилюминесценции (9) стандартной однофазной системы (0,14% спиртовой раствор олеиновой кислоты). Контроль за гормональным статусом животных осуществляли по уровню кортикостерона в плазме крови, который определяли методом ВЭЖХ [10] на микроколоночном хроматографе «Милихром», Россия. Полученные данные подвергнуты вариационно-статистической обработке. 
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Рис. 1. Содержание кортикостерона в плазме крови крыс после однократной нагрузки этанолом, введения этаноламина (ЭА) и одновременного их применения.

* – p<0,05 по отношению к контролю; † – p<0,05 по отношению к группе животных, получавших этанол.

Результаты и их обсуждение. Одноразовое введение этаноламина животным вызывает значительное увеличение (до 206,4%) содержания кортикостерона в плазме крови по сравнению с группой интактного контроля (рис. 1).

Концентрация кортикостерона в крови крыс, подвергнутых нагрузке этанолом, также достоверно повышается. В свою очередь, при нагрузке животных этанолом и почти одновременном введении этаноламина, концентрация кортикостерона в плазме крови этой группы животных практически не изменяется по сравнению с показателями группы интактного контроля (рис. 1).

Таким образом, результаты этого эксперимента свидетельствуют о том, что этаноламин может повышать содержание глюкокортико​стероидов в плазме крови животных. Аналогичные изменения происходят и после нагрузки крыс этанолом, однако если этанол известен как стрессорный агент, реализующий свои эффекты через увеличение продукции АКТГ гипофизом [11], то для этаноламина сведений о его влиянии на функционирование гипофиз-адреналовой системы (ГАС) в доступной литературе обнаружить не удалось. В связи с этим важным является и обнаруженный в данном эксперименте факт, что этаноламин обладает выраженным стероидмодулирующим влиянием, поскольку эффективно предотвращает стероидогенную реакцию коры надпочечников на острую алкогольную интоксикацию. 
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Рис.2. Содержание кортикостерона в плазме крови крыс после нагрузок АКТГ при различных сроках введения этаноламина (ЭА). * – p<0,05 по отношению к контролю.

Основываясь на этих данных, интересным было проследить на каком уровне ГАС оказывает свое влияние этаноламин. С этой целью его вводили животным до и после стимуляции ГАС адренокортикотропным гормоном. Оказалось, что в этой ситуации этаноламин не проявляет своих стероидмодулирующих возможностей, о чем свидетельствуют уровни кортикостерона в плазме крови всех опытных групп, которые после проведенных воздействий достоверно повышены по сравнению с показателями группы интактного контроля, но практически не различаются между собой (рис. 2).

На этом основании интересным было исследовать влияние этаноламина на глюкокортикоидный статус животных в условиях экспериментального гипокортицизма. С этой целью, адреналэктомированным крысам (n=20) этаноламин был введен на различные сроки, а именно, на 30, 60, 90 и 210 мин. 

Таблица 1. Динамика содержания кортикостерона (нмоль/л) в плазме крови адреналэктомированных (АЭ) крыс после введения этаноламина (ЭА)

	Показа- тель
	Контроль

(n =6)
	АЭ (n=6)
	АЭ+ЭА

(30 мин)
	АЭ+ЭА

(60 мин)
	АЭ+ЭА

(90 мин)
	АЭ+ЭА

(210 мин)

	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI

	Кортикостерон
	371,2 (
68,99
	15,2 (
2,69

PI<0,001
	26,0 (
10,98

РAЭ> 0,1
	26,0 (
5,93

РАЭ> 0,1
	23,3 (
2,66

РАЭ<0,1> 0,05
	25,1 (
1,76

РАЭ<0,05


Как следует из данных представленных, в таблице 1, уже через получасовой промежуток времени после введения этаноламина адреналэктомированным животным уровень кортикостерона в плазме крови повысился на 171%, таким же он был и через 60 мин, однако из-за большого разброса показателей в группах данные не уложились в границы достоверности и вошли в них только через 90 и 210 мин. Однако это, очевидно, можно принять за свидетельство того, что этаноламин блокирует в организме процесс катаболизма глюкокортикостероидов, поскольку в условиях отсутствия надпочечных желез после адреналэктомии минимальный для жизнедеятельности организма крыс уровень кортикостерона обеспечивается добавочной адреналовой тканью, присутствующей только у крыс, и которая у этих животных не подвержена гипоталамо-гипофизарному регулированию [12, 13].

С этих позиций любопытным представлялось исследование возможного механизма снижения этаноламином острой токсичности этанола [8], с этой целью был проведен отраженный в следующей таблице эксперимент. 

Представленные в таблице 2 параметры быстрой вспышки свидетельствуют о том, что само внутрижелудочное зондирование с введением изообъемных количеств воды, так называемый «контроль на введение», приводит к достоверному повышению (195%) уровня гидроперекисей (БВ, группа II) в плазме крови крыс в сравнении с интактными животными. Этанол после интрагастрального введения через зонд также вызвал увеличение (202,7%) значений вспышки (БВ, группа III). Повышение концентрации гидроперекисей в результате зондирования не явится неожиданностью, если учесть, что сама процедура проведения интубации стрессирует животных [14], таким же эффектом обладает и этанол [15,16].

Таблица 2. Уровень гидроперекисей (БВ) и антиокислительная активность (АОА) плазмы крови после введения этаноламина на фоне алкогольной интоксикации

	Показатель
	Интактные крысы

(n = 5)
	Контроль

на зондир.

(n = 5)
	Этанол

(n = 5)
	Этанол +

Этаноламин

(n = 5)

	
	I
	II
	III
	IV

	БВ, имп/сек


	10,05 ( 0,81
	19,65 ( 0,76

Р 1< 0,001
	20,37 ( 3,79

Р1 < 0,05

Р2 < 0,1
	8,73 ( 2,45

Р1 > 0,1

Р2 < 0,01

Р3 < 0,05

	АОА, %


	33,79 ( 6,93
	43,52 ( 3,78

Р1 > 0,1
	43,78 ( 4,60

Р1 > 0,1

Р2 > 0,1
	59,88 ( 2,54

Р1 < 0,05

Р2 > 0,1

Р3 > 0,1
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Рис.3. Снижение интенсивности быстрой вспышки хемилюминесценции 0,14% спиртового раствора окисленной олеиновой кислоты этаноламином (ЭА) и фосфоэтаноламина (ФЭА). Концентрации исследуемых соединений: 1 – 10‑6М, 2 – 10-5М, 3 – 10-4М, 4 — 10-3М. За 100% приняты показатели стандартной однофазной системы. 
* – p<0,05; ** – p<0,001

Здесь уместно будет вспомнить, что активация ПОЛ после различных видов стресса – факт неоднократно подтвержденный [5-7]. В свою очередь отсутствие значительной разницы между уровнями гидроперекисей после контрольного зондирования и интубационной нагрузкой этанолом, по-видимому, объясняется тем, что регистрация показателей была проведена не в апогее проявления изменений. На наш взгляд, однако наиболее существенным в этом эксперименте является то, что происходит снижение уровня гидроперекисей в плазме крови животных, которым наряду с нагрузкой алкоголем вводили этаноламин (БВ, группа IV). Параллельно в этой же группе происходит и увеличение антиокислительной активности плазмы крови (АОА, группа IV). Для выяснения возможного механизма этого эффекта in vitro было проведено иследование антиокислительных свойств этаноламина и его производного, также эндогенного метаболита – фосфоэтаноламина. Результаты представленные на рис.3, свидетельствуют о том, что этаноламин в повышающихся концентрациях (средние величины которых соответствуют реальным концентрациям в организме) все более эффективно снижает быструю вспышку 0,14% спиртового раствора окисленной олеиновой кислоты. Практически аналогичное влияние оказывает и фосфоэтаноламин (рис. 3). Из результатов этих экспериментов вытекает одно важное обстоятельство – антиокислительные свойства обоих соединений, по всей вероятности, обусловлены наличием в их составе аминогруппы. Аналогия известна, дифенил- и диэтилпарафенилендиамин – типичные радикальные ловушки, обладающие высокой эффективностью как в модельных ситуациях, так и in vivo.

Исходя из вышеприведенных результатов, а также учитывая многочисленные данные о том, что антиоксиданты обладают протекторными свойствами в отношении различных видов стресса [17-19], в выявленном эффекте этаноламина можно усматривать один из механизмов пред​ставленного выше его антистрессорного влияния при острой алкогольной интоксикации.
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Кинетика мембраносвязанной ацетилхолинэстеразы стриатума крыс при изменениях рH среды

В.В. Таюрская, О.Л. Андреева, О.В. Чумакова 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Ацетилхолинэстераза (АХЭ) (КФ 3.1.1.7) – ключевой фермент деградации ацетилхолина (АХ) в холинергических нейронах. Изменения в активности этого фермента в мозге происходят при различных патологических состояниях, например, при болезнях Альцгеймера и Паркинсона и, по-видимому, связаны с количественными и качественными изменениями АХЭ [5].

Универсальным регулятором нейрональных процессов является внутри- и внеклеточный рН, определяющий кислотно-щелочной гомеостаз нейрона. Он зависит от функционирования обменников и транспортных систем, в состав которых входят в первую очередь ионы H+, ОН-, Na+, K+ [8, 10, 13]. В норме рН в синапсах приближен к физиологическому. Однако отмечены его изменения как внутри нейрона, так и в синапсе: при нервном проведении они кратки и локальны [8], при некоторых патологиях (ишемии мозга) они ярко выражены и захватывают обширные области. Нейрональный рН может падать до уровня 6,2 [12]. Значительные, хотя и кратковременные, снижения рН в интерглиальном пространстве могут достигать даже величины 3,9 [8, 12]. Однако более вероятны перепады в области рН 4,5–5,5. 

При исследовании влияния рН на холинергические параметры нервных окончаний мозга показано, что ацидоз (рН<6,0) приводит к уменьшению высокоаффинного транспорта холина (ВТХ) через нейрональные мембраны и это сравнимо с тем, что происходит при ишемии мозга [3, 7]. Наши исследования показали, что два компонента ВТХ – Na+-зависимый и Na+-независимый процессы – находятся в реципрокных взаимоотношениях в области рН от 6 до 7, благодаря чему могут участвовать в регуляции нейрональной активности [3].

Исследования удельной активности АХЭ при разных рН проводились и ранее [11], однако в доступной нам литературе мы не нашли измерений кинетических показателей мембраносвязанного фермента при значительных сдвигах рН, которые могут наблюдаться in vivo. Исследования кинетических параметров этого фермента весьма актуальны еще и потому, что была продемонстрирована их связь со структурной и функциональной характеристикой нейрональной мембраны в целом [2]. Целью нашей работы явилось выявление зависимости кинетических параметров мембраносвязанной АХЭ от значительных перепадов рН.

В эксперименте были использованы крысы-самцы линии Вистар весом 120-140 г. Животных декапитировали, быстро извлекали мозг на холоду и из стриатума выделяли изолированные нервные окончания (синаптосомы) [14]. Плотный осадок синаптосом замораживали при –4°С и дважды отмывали 20 мМ Na+-фосфатным буфером рН 7,6 для получения синаптосомальных мембран. Определение активности мембраносвязанной АХЭ проводили модифицированным нами методом, описанным ранее [4], с помощью спектрофотометра Specord M-500.

Кинетические исследования проводили с использованием 7 концентраций ацетилтиохолина (АТХ): 0,25 мМ; 0,17 мМ; 0,11мМ; 0,074 мМ; 0,037 мМ; 0,0185мМ и 0,0093 мМ в трех точках рН: (1) – 5,5 (2) – 7,6; (3) – 8,7. Эти точки находятся в трех зонах рН, в которых отчетливо наблюдаются различные взаимоотношения интенсивности зависимого и независимого от натрия компонентов транспорта холина и которые наиболее приближены к перепадам рН, возникающим при нервном проведении.

Активность АХЭ в широком диапазоне рН определяли с концентрацией АТХ равной 0,037 мМ (1 Км).

Экспериментальные данные обработаны статистически с использованием t-критерия Стьюдента по стандартным программам.

Исследование активности АХЭ при разных рН в диапазоне от рН 3,5 до рН 9,5 (всего 17 точек) показали (рис. 1), что графическая зависимость имеет колоколообразную форму с наибольшей активностью в пределах рН 7–8, что подтверждают и литературные данные [11].
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Рис.1 Зависимость активности АХЭ 
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Рис. 1. Зависимость активности АХЭ от pH среды

Такая форма рН-зависимос​ти характерна практически для всего класса сериновых гидролаз, однако для АХЭ имеются некоторые особенности [6]. При применении методики Gorun и соавт. тиохолин, получающийся в результате энзиматического гидролиза АТХ, реагирует с дитио-бис-нитробензойной кислотой рН-зависимо, с оптимумом от 6,0 до 9,0 [9]. Видимо, поэтому активность фермента при рН 3–5 практически не наблюдалась. Однако низкие рН меняют и конформацию фермента [11], что, безусловно, влияет на его активность.

Кинетические параметры мембраносвязанной АХЭ приведены в таблице 1.

Таблица 1. Кинетические параметры мембраносвязанной АХЭ стриатума крыс

	Кинетические параметры
	рН

	
	5,5
	7,6 (контроль)
	8,7

	Км (мМ)
	0,032(0,001
	0,028(0,002
	0,025(0,0002

	Vmax 
	50,17(0,16*
	500,5(10,21
	506,5(6,5

	Vmax/Км
	1568
	17875
	20260


Примечание: значение Vmax выражено в нмольтх/мгбелка · мин;

* – p <0,001 по отношению к контролю.

Как видно из таблицы, наибольшая скорость процесса наблюдалась при рН, приближенных к физиологическому (7,6), составляя 500-506 единиц удельной активности и достоверно снижалась в кислой среде (5,5).

Значение Км при рН 7,6 у крыс линии Вистар составляет 0.028 мМ. Это чуть ниже значений, полученных нами для беспородных крыс-самцов гетерогенной популяции (~0,037 мМ). При рН 5,45 наблюдается снижение сродства фермента к АТХ (Км = 0,032 мМ). 

Обнаружено, что динамика процесса гидролиза АТХ (о чем свидетельствует соотношение Vmax/Км) чрезвычайно снижена в кислой и остается на контрольном уровне в щелочной средах.

Итак, при рассмотрении кинетики мембраносвязанной АХЭ видно, что наиболее показательными оказались скорость процесса и его 
динамика (соотношение параметров). Это может свидетельствовать о том, что в экспериментальных условиях активный центр фермента практически не подвергается изменениям. Реакции протонирования, которые активно осуществляются при низких рН, его, вероятно, не затрагивают. Но эти же реакции изменяют либо аллостерический центр АХЭ, либо модифицируют нейрональную мембрану, что оказывает влияние на Vmax [2]. 

Полученные нами результаты подтверждают то, что мембраносвязанная АХЭ наиболее подвержена изменениям в кислой среде. Известно, что ацидоз, наблюдаемый при ишемии мозга и гипоксии, сопровождается нарушением энергообеспечения нервной клетки, снижая энергетический потенциал нервных окончаний [1]. Это воздействие косвенно опосредуется многими факторами, в том числе и мембранными каналами [5]. По мнению авторов, действие АХЭ может опосредоваться через АТФ-чувствительные К+-каналы, хотя механизм этого все еще не ясен. Таким образом, и ионы Н+ могут влиять на активность АХЭ опосредованно. Показано, что при болезни Альцгеймера количество АХЭ в нервной ткани чрезвычайно снижено и большая часть фермента представлена изоформами с низким рН-оптимумом, которые менее чувствительны к субстратному ингибированию [5]. Возможно, что при низких рН конформация фермента менее уязвима, но спектр ее деятельности чрезвычайно беден.
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Влияние антиметаболитов и производных аминокислот на рост асцитной опухоли эрлиха

Р.В. Требухина, В.Г. Петушок, М.А. Ельчанинова, Н.Э. Петушок, М.В. Горецкая 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Несмотря на огромное количество противоопухолевых препаратов, поиск новых фармакологических средств с минимальным побочным действием, способных в то же время эффективно блокировать деление опухолевых клеток, является перспективным в научном и практическом плане. К использованию антиметаболита тиамина окситиамина имеется достаточно оснований. Опухоль нуждается в тиамине как кофакторе транскетолазы и дегидрогеназ (-кетокислот. Усиленная потребность опухолевых клеток в пентозофосфатах как предшественниках нуклеотидов может быть «перекрыта» торможением активности транскетолазы. Окситиамин известен как фактор, тормозящий митозы в гепатоцитах регенерирующей печени крыс [2]. В лечебной практике широко применяется антиметаболит фолиевой кислоты ( метотрексат [5]. Однако индивидуальное его использование ограничено из-за развития различных токсических проявлений, ухудшающих состояние онкологических больных [1, 7]. В настоящее время, кроме применения витаминов и их производных наметились новые подходы к комплексному лечению соматических и онкологических болезней путем повышения общей резистентности организма. Одним из препаратов такого действия является дипептид ( «деглутам», синтезированный по способу, разработанному в ИФОХ НАНБ [4].

Цель исследования ( изучение противоопухолевых эффектов индивидуального и комплексного использования метотрексата, окситиамина и деглутама.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на белых беспородных мышах-самках, массой 30-35 г. В опыте использовано 36 мышей по 6 особей в каждой группе. Асцитную карциному Эрлиха (АКЭ) перевивали внутрибрюшинно в количестве 2х109 клеток в 0,5 мл стерильного раствора Хенкса. Все исследуемые препараты начинали вводить подкожно (п/к) через 72 часа после перевивки мышам опухоли. В качестве сравнительного теста использовали широко применяемый в онкологической практике цитостатик ( метотрексат. Его вводили в дозах 0,75 и 0,5 мг/кг подкожно на 3-и и 5-е сутки после перевивки мышам опухоли. Окситиамин использовали в дозах 200 мг/кг в том же режиме ( 3 и 5-е сутки роста опухоли. Комплексное введение окситиамина и метотрексата проводили в тех же дозах и режиме, что и при индивидуальном их введении. Деглутам в дозе 250 мг/кг вводили в течение 7 дней ежедневно со стартом через 72 часа после перевивки опухоли. В течение всего эксперимента контролировался вес животных. Эвтаназию осуществляли путем цервикальной дислокации шейных позвонков. Асцитную опухоль собирали в пробирки с 0,05 мл 6% ЭДТА (антикоагулянт), центрифугировали при 1500 об/мин в течение 10 мин и измеряли общий объем асцита и количество опухолевых клеток. Полученные данные обрабатывались методом вариационной статистики.
Результаты и их обсуждение. В целях наиболее удобного учета роста опухоли в ранние сроки ее развития (1(5 сутки) АКЭ перевивали внутрибрюшинно и оценивали по изменению массы тела прижизненно. Динамика изменения массы тела мышей после инокуляции им 2 млрд опухолевых клеток представлена на следующем рисунке. Для контрольной группы животных, не получавших лекарственных препаратов, характерен экспоненциальный рост опухолевых клеток до 11 дня после перевивки им опухоли, вследствие чего масса тела при этом постепенно увеличивается (рисунок). 

Метотрексат задерживает развитие опухоли в зависимости от введенной дозы. Селективно ингибирующий тимидилатсинтетазу метотрексат оказывает цитостатическое действие на опухолевые клетки [6]. Наблюдается линейное усиление цитостатического действия при увеличении дозы препарата и появление симптомов по токсичности ( понос, язвенный стоматит, угнетение гемопоэза [5]. Для снижения токсического действия метотрексата было использовано совместное введение его в малых дозах с другим антиметаболитом ( окситиамином. Инъекции одного окситиамина замедляют рост АКЭ только на ранних этапах развития опухоли в организме (до 4-х суток). В более поздние сроки (6(11 сутки) торможение роста опухоли незначительное. 
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Рис.1. Динамика изменения массы тела мышей с асцитной карциномой Эрлиха после введения препаратов. К ( контроль; 1 ( метотрексат, 0,75 мг/кг; 2 ( метотрексат, 0,5 мг/кг; 3 ( окситиамин, 200 мг/кг; 4 ( метотрексат, 0,5 мг/кг + окситиамин, 200 мг/кг; 5 ( «деглутам», 250 мг/кг

Совместное применение метотрексата (0,5 мг/кг) с окситиамином (200 мг/кг) более значительно тормозит рост АКЭ. Подтверждением этому служит учет объема опухолевых клеток в конце эксперимента, данные которого приведены в таблице. 

Таблица. Влияние различных препаратов на рост асцитой опухоли Эрлиха (АКЭ)
	Исследуемые 

препараты
	Количество опухолевых клеток
	% 
торможения
	р

	
	мл
	%
	
	

	Контроль (АКЭ)
	5,4±0,23
	100
	(
	

	Метотрексат 0,75 мг/кг на 3 и 5 сутки
	2,8±0,23
	52
	48
	<0,001

	Метотрексат 0,5 мг/кг на 3 и 5 сутки 
	4,0±0,29
	74
	28
	<0,01

	Окситиамин 200 мг/кг на 3 и 5 сутки
	3,0±0,12
	55
	45
	<0,001

	Метотрексат 0,5 мг/кг + Окситиамин 200 мг/кг на 3 и 5 сутки
	2,4±0,11
	44
	56
	<0,001



	«Деглутам» 250 мг/кг в течение 7 дней после перевивки опухоли
	1,8±0,08
	33
	67
	<0,001


Метотрексат в дозе 0,5 мг/кг снижает объем опухолевых клеток на 28%, окситиамин ( на 45%, а совместное их введение на 56%. Следует отметить, что использование метотрексата с окситиамином не вызывало никаких побочных токсических проявлений. Метотрексат и окситиамин относятся к антиметаболитам, блокирующим образование отдельных компонентов, необходимых для синтеза нуклеиновых кислот в клетках опухоли [1, 6], поэтому применение более интенсивной дозы, но находящейся в зоне пониженной токсичности, может быть перспективным в комплексной онкотерапии.

Другим подходом к воздействию на опухолевые клетки может быть усиление защитных механизмов организма, когда все «раковые» или аномальные клетки подвергаются дифференциации и депрограммированию и болезнь переходит в ситуацию длительной ремиссии [3, 7]. К таким препаратам можно отнести низкомолекулярный дипептид «деглутам». Его длительное энтеральное и парентеральное применение не вызывает каких-либо побочных токсических реакций. Введение «деглутама» подкожно в течение 7 дней тормозит рост АКЭ на 67%.

Таким образом, выявлена зависимость торможения роста асцитной карциномы Эрлиха от дозы и времени введения препаратов. Полученные предварительные результаты являются предпосылкой для выяснения механизмов действия этих препаратов на опухолевые клетки.
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Особенности катаболизма серотонина в мозге в условиях экспериментальной модели синдрома внезапной смерти 

Г.К. Тропникова

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Большинство гипотез относительно механизмов развития синдрома внезапной смерти (СВС) допускает в качестве причин терминального состояния либо внезапное нарушение сердечного ритма, либо гиповентиляцию вследствие патологического апноэ [1, 4]. Некоторые авторы указывают на возможную связь развития СВС с нарушением синтеза нейромедиаторов и гормоноподобных пептидов в различных отделах ЦНС. В частности, выявлено существенное снижение активности катехоламинсинтезирующих ферментов в различных участках ствола головного мозга у детей, погибших от СВС, по сравнению с контрольными наблюдениями [10, 11], а также содержание вещества Р в плазме крови у детей с высоким риском развития СВС [15].

Вместе с тем многочисленные данные литературы свидетельствуют о вовлечении серотонинергических механизмов в модуляцию кардиоваскулярной и респираторной активности [7]. В частности, при пикомолярных инъекциях серотонина в область ядра солитарного тракта (ЯСТ) наблюдается резкое падение кровяного давления и частоты сердечных сокращений [8, 12]. Установлено ингибирующее влияние серотонина на адренергические нейроны ростровентролатерального ядра продолговатого мозга, осуществляющего симпатический контроль кардиоваскулярных функций [2, 16]. Серотонин при внутривенном введении вызывает у кошек усиление бронхоспазма и остановку дыхания (апноэ) за счет влияния на легочный хеморефлекс [5]. В то же время эндогенный центральный серотонин вызывает пролонгированную активацию дыхания [13], а стимуляция каудальных ядер шва продолговатого мозга сопровождается продолжительной потенциацией активности диафрагмального нерва [14].

Несмотря на важную роль серотонина в центральном механизме кардиоваскулярного и респираторного контроля, в литературе отсутствуют сведения об особенностях метаболизма серотонина при СВС. Учитывая изложенное, целью настоящего исследования было изучение особенностей изменений содержания серотонина (5-ОТ) и его основного метаболита 5-оксииндолуксусной кислоты (5-ОИУК) в различных отделах ЦНС при экспериментальном моделировании СВС, вызываемым введением токсических доз возбуждающих аминокислот в область вентролатеральных ядер продолговатого мозга (ВЛЯ) [2, 3].

Опыты проводились на взрослых крысах-самцах массой 270-320 г. Контрольным животным билатерально инъецировали в область ВЛЯ 100 нл апирогенного физраствора. Опытным животным в ту же область вводили с помощью нанолитровой помпы каинат в дозе 2 мкг в том же объеме. Как правило после введения такой дозы каиновой кислоты в 91% случаев наблюдалась гибель животных в течение первых двух часов [3]. После декапитации животных быстро извлекали головной и спинной мозг, в которых изучали содержание 5-ОТ и 5-ОИУК по методу [9].

Таблица. Изменение содержания 5-ОТ и 5-ОИУК (мкг/г ткани) в мозге крыс после микроинъекции каината в ВЛЯ в дозе 2 мкг/100 нл

	Исследуемая ткань
	5-ОТ
	5-ОИУК

	
	Контроль
	Каинат
	Контроль
	Каинат

	Фронтальная кора
	0,748(0,048
	0,806(0,111
	0,300(0,050
	0,262(0,039

	Стриатум
	0,742(0,107
	0,605(0,055
	0,575(0,078
	0,515(0,048

	Гиппокамп
	0,585(0,042
	0,699(0,080
	0,439(0,059
	0,338(0,026

	Гипоталамус
	1,115(0,084
	1,154(0,078
	0,447(0,026
	0,637(0,050(

	Средний мозг
	0,984(0,067
	0,975(0,043
	0,749(0,086
	0,770(0,044

	Мозжечок
	0,119(0,020
	0,066(0,010(
	0,130(0,024
	0,068(0,007(

	Продолговатый мозг:
	
	
	
	

	дорсомедиальный
	1,514(0,183
	0,786(0,200(
	1,178(0,048
	1,232(0,075

	ростровентромедиальный
	1,596(0,190
	1,295(0,079
	0,868(0,066
	0,920(0,079

	каудовентролатеральный
	0,860(0,065
	0,873(0,031
	0,584(0,072
	0,799(0,162(

	ростровентролатеральный
	0,572(0,038
	0,574(0,123
	0,690(0,096
	0,608(0,086

	Спинной мозг 

(Т4-Т12)
	0,627(0,052
	0,605(0,025
	0,295(0,043
	0,274(0,028

	Спинной мозг (LS)
	0,429(0,035
	0,593(0,070(
	0,234(0,026
	0,274(0,010


Примечание: * достоверные данные, p<0,05.

Анализ данных показал, что каинат не вызвал существенных изменений в метаболизме 5-ОТ во фронтальной коре, стриатуме и гиппокампе. В гипоталамусе наблюдалась активация катаболизма 5-ОТ, на что указывало повышение уровня 5-ОИУК на 42,25%. Достоверное повышение уровня 5-ОТ отмечалось в пояснично-крестцовом отделе спинного мозга (38,1%), что могло привести к снижению болевой чувствительности [6].

Наряду с этим у крыс, погибших в течение 1 ч после микроинъекции 2 мкг каината, наблюдалось усиление оборота 5-ОТ на 33,2% в каудовентролатеральной области продолговатого мозга, а в дорсомедиальной области, где расположено ЯСТ и ядра вагуса, имело место резкое снижение уровня 5-ОТ на 42,1% вследствие его высокой утилизации так как уровень 5-ОИУК при этом не изменялся.

В мозжечке, оказывающем модулирующее влияние на нейрональную активность ЯСТ [17], также наблюдалось достоверное снижение уровня 5-ОТ, но оно сопровождалось выраженным снижением уровня 5-ОИУК (соответственно на 44,6‑47,1%). 

Таким образом, данные, полученные на экспериментальной модели СВС в условиях введения токсических доз каината в область вентролатеральных ядер продолговатого мозга, свидетельствуют, что наибольшие изменения метаболизма серотонина наблюдаются в ключевых структурах ствола головного мозга, осуществляющих контроль кардиоваскулярной и респираторной функций. Эти факты позволяют заключить, что нарушение обмена серотонина является составной частью дизрегуляторных процессов на уровне ствола головного мозга в генезе терминального состояния при СВС, гипотетической причиной которого может быть нейротоксическое действие больших доз возбуждающих аминокислот в вентролатеральной области продолговатого мозга.
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Экспериментальная оценка противоопухолевой активности полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида – препарата Ukrain

К.Н. Угляница

Гродненский государственный медицинский университет

Эффективность полусинтетического производного алкалоидов чистотела большого и триазиридида тиофосфорной кислоты (ТиоТЭФ), получившего название Ukrain, в онкологической практике несомненна [1]. Однако многие вопросы его воздействия на организм опухоленосителя остаются еще недостаточно изученными.

Целью настоящей работы было изучение в эксперименте противоопухолевой активности препарата в зависимости от его дозы, вида опухоли и способа введения.
В исследованиях in vitro на монослойной культуре штамма опухолевых клеток карциномы шейки матки человека (HeLa), выращиваемой в питательной среде 199 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки и 100 мг/мл канамицина изучали антипролиферативную активность Ukrain, вносимого в среду в конечной концентрации 0,5; 1,0; 2,5 или 5,0 мг/мл. После инкубации в термостате при температуре 37°С в течение 1-7 суток монослой клеток диспергировали 0,02% раствором Версена и проводили подсчет числа клеток в камере Горяева. На каждую точку использовали 2-3 флакона.

Исследования in vivo проводились на белых крысах-самцах линии Wistar CRL:(WI) WU BR и животных опухоленосителях этой же линии, которым по стандартной методике [2] были перевиты штаммы опухолей карциносаркомы Уокера 256 (W-256), саркомы М-1 (SM-1) и альвеолярного рака печени (РС-1). Перечисленные модели опухолевой болезни воспроизводились на животных определенного возраста (2,5-3 мес) и определенной массы тела (140(20 гр).

Оценка действия Ukrain на солидные опухоли проводилась с помощью стандартных индексов и показателей [3]: увеличение продолжительности жизни в процентах по сравнению с контролем; процент торможения роста опухоли по весу; динамика массы тела животных в ходе эксперимента, индекс эффективности препарата.

Испытание противоопухолевой активности Ukrain in vivo проводили по утвержденному NCI регламенту. Для каждого вида опухоли формировали по две опытных и контрольных группы по 15 животных в каждой. После перевивки опухолей опытным группам животных-опухоленосителей вводили Ukrain по 0,25 мг/кг массы тела животного внутрибрюшинно (в/бр) или внутривенно (в/в, в хвостовую вену) ежедневно в течение 10 суток. Животные контрольных групп получали 
эквиобъемное количество 0,9% раствора NaCl. После забоя животных методом декапитации производилась оценка массы опухолей. В отдельном эксперименте изучалась выживаемость животных. 
Результаты оценки цитостатического действия Ukrain на клеточной культуре HеLа показали, что эффективность действия препарата в наибольшей степени проявлялась на 3-4-е сутки после его введения в инкубационную среду клеток в интервале концентраций 2,5-5,0 мг/мл. В указанном выше диапазоне препарат оказывал выраженное ингибирующее (до 90-95% значений контроля) влияние на размножение опухолевых клеток.
Исследования in vivo показали, что Ukrain вызывал торможение роста опухоли независимо от способа его введения и штамма опухоли (табл. 1). Однако, судя по проценту торможения роста опухоли и индексу эффективности, более оптимальным является внутривенный способ применения препарата. Среди исследуемых перевиваемых опухолей наиболее чувствительными оказались карциносаркома W-256 и альвеолярный рак печени PC-1. Процент торможения для данных опухолей составил 64,7 и 65,9%, а индекс эффективности – 2,83 и 2,94 соответственно.
Анализ такого важного интегрального показателя влияния Ukrain на опухоль и организм, как увеличение продолжительности жизни, показал эффективность препарата также при обоих способах применения. 

Таблица 1. Влияние Ukrain на массу опухолей в зависимости от способа введения
	Штамм опухоли
	Контроль
(масса 
опухоли, г)
	Опытные группы

	
	
	В/венный способ введения
	В/брюшинный способ введения

	
	
	Масса 
опухоли, г
	% торможения роста опухоли
	Индекс эффектив​ности
	Масса 
опухоли, г
	% торможения роста опухоли
	Индекс эффектив​ности

	W-256
	23,86(1,12
	8,42(0,20*
	64,7
	2,83
	10,08(0,84*
	57,8
	2,37

	SМ-1
	9,38(1,87
	5,25(0,94*
	44,0
	1,79
	6,68(0,83
	28,8
	1,40

	PC-1
	11,10(1,03
	3,78(0,42*
	65,9
	2,94
	6,58(1,06*
	40,7
	1,69


Примечание: * – р<0,05 по отношению к контролю.
Таблица 2. Выживаемость крыс-опухоленосителей при различных способах введения Ukrain

	Штамм 
опухоли
	Средняя продолжительность жизни, сут
	Увеличение продолжительности жизни, 
в % к контролю

	
	Контроль
	Ukrain

	
	
	В/венно
	В/брюшинно
	В/венно
	В/брюшинно

	W-256
	17,6(0,9
	25,4(1,1*
	22,3(0,6*
	44,3
	27,0

	SМ-1
	18,8(1,2
	24,6(1,8*
	23,8(1,6
	30,9
	26,6

	PC-1
	21,3(3,1
	28,6(4,3
	25,7(5,1
	34,3
	20,6


Таблица 3. Влияние Ukrain на изменение массы тела крыс-опухоленосителей при различных способах введения

	Штамм опухоли
	Группы 
животных
	Масса тела до начала лечения (г)
	Масса тела по окончании эксперимента
	Изменение массы тела в % к исходной

	W-256
	Контроль
	140,8(3,0
	121,9(3,0
	-13,4(1,9

	
	В/венно
	144,5(4,7
	131,1(7,4
	9,3(2,6*

	
	В/брюшинно
	142,5(7,4
	146,9(11,2
	3,1(0,9

	SМ-1
	Контроль
	145,0(4,7
	131,2(3,8
	-9,5(2,7

	
	В/венно
	130,4(4,6
	135,4(5,1
	3,8(2,0

	
	В/брюшинно
	133,8(3,2
	130,9(8,3
	-2,2(1,4

	PC-1
	Контроль
	154,9(6,0
	144,4(10,4
	-6,8(0,3

	
	В/венно
	137,3(3,5
	129,2(13,7
	5,7(1,8

	
	В/брюшинно
	134,6(1,2
	135,4(6,6
	-0,6(0,9


Примечание: * – р<0,05 в сравнении с контролем.

Результаты опыта представлены в таблице 2, из которой видно, что препарат при внутривенном применении вызывает достоверное по отношению к контролю увеличение продолжительности жизни у опухоленосителей W-256 и SM-1, а в случае рака PC-1 продолжительность жизни также имела выраженную тенденцию к увеличению. Менее выраженная, но аналогичная тенденция к увеличению продолжительности жизни прослеживается и при внутрибрюшинном введении Ukrain. Однако и в этой ситуации препарат был более эффективен в отношении опухолей W-256 и SM-1.

Угнетение Ukrain опухолевого роста коррелировало с массой тела крыс-опухоленосителей. В таблице 3 представлены данные по динамике массы тела крыс (за вычетом массы опухоли) при различных способах введения Ukrain. В отличие от контрольных групп, где животные всегда имели отрицательную динамику массы тела, при внутривенном введении Ukrain наблюдался прирост веса животных при всех исследованных штаммах опухолей от 3,8% до 9,3%. Последнее указывает на то, что действие опухоли как фактора снижения массы тела животных при применении Ukrain резко снижалось.

Таким образом, проведенные исследования показали, что Ukrain обладает выраженной противоопухолевой активностью как в системе in vitro, так и в опытах на животных с солидными опухолями. Анализ критериев противоопухолевой активности в опытах на животных позволил установить зависимость между эффективностью препарата и способом его введения в организм: при внутривенном введении Ukrain оказывает заметно большее противоопухолевое действие. Наибольшей чувствительностью к Ukrain обладает карциносаркома Уокер-256 и саркома SМ-1, в меньшей степени препарат подавляет рост альвеолярного рака печени РС-1.
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Влияние полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида (Ukrain) на скорость синтеза белка

К.Н. Угляница 

Гродненский государственный медицинский университет

Многочисленные исследования свидетельствуют о выраженной противоопухоле​вой и иммуномодулирующей активности препарата Ukrain в экспериментах и клинике при различных видах онко​логической патологии [1]. Считается, что цитолитическое и цитостатическое действие Ukrain связано с его накоплением в ядрах раковых клеток и ингибированием РНК и ДНК-зависимого биосинтеза белка [1, 2]. 

Целью настоящего исследования было изучение скорости синтеза белка под воздействием Ukrain в различных экспериментальных моделях.

Скорость синтеза белка in vitro оценивали по изменению включения радиоактивного предшественника синтеза белка (14С-лейцина) в контрольные и опытные образцы [3]. Для этого первичную культуру клеток больных злокачественными опухолями молочной железы и простаты (по 20 образцов биопсийного материала) получали путем ферментативной дезагрегации биоптатов (коллагеназа 100 ед/мл, 20 мин, 37°С) в полной среде для культивирования. Клеточная линия промиелобластной лейкемии HL-60, адаптированная к росту in vitro, получена из коллекции клеточных культур НИИ цитологии (СПб.). По 100 мкл (исходная концентрация опухолевых клеток 1 млн клеток/мл) суспензии трех видов опухолевых клеток помещали в лунки 96-луночного планшета («Nuclon») и в каждую лунку добавляли по 50 мкл исследуемого препарата в концентрациях 5, 10, 15 мкг/мл (или 20, 40 и 80 мкг/мл), используя по три параллельных серии для каждой концентрации. В контрольные образцы добавляли по 50 мкл 0,9% раствора NaCl. Через 1-24 часа инкубации (влажная атмосфера, содержащая 5% СО2, 37°С) в среду вносили 20 мкл (2,17 мкКи) 14С-лейцина. Клеточную суспензию дважды отмывали средой без сыворотки, осаждали на фильтры GF/В (Англия), закрепленные в системе «Домбитоп» (типа «Harvester»). Подсчет связанной с клетками радиоактивности проводили в (-счетчике «Mark-II» (США) в течение 1 мин и выражали в имп/мин/1 млн клеток.
Для оценки скорости синтеза белка in vivo в эксперименте использованы крысы-опухоленосители саркомы SМ-1. Опытной группе животных ежедневно в течение 10 дней (начиная с 5 дня после перевивки опухоли) вводили Ukrain: 0,25 мг/кг, в/бр и/или в/в, и 0,5 мг/кг, в/в. 1 сутки до забоя животные голодали. Импульсную метку [U-14C] лейцина в индикаторной дозе (15 мкКи/ 100 г массы тела животного) вводили в подогретом до 37 С состоянии внутрибрюшинно за 5 минут до декапитации, после которой в течение фиксированного времени (30 сек) извлекали печень и опухоль и выделяли из тканей полирибосомы. Сорбированные на них меченные аминокислоты и [U-14C] аминоацил-т-РНК удаляли добавлением равного объёма 0,2М NaOH и инкубацией этой смеси 15 минут при комнатной температуре. Затем белок переосаждали добавлением холодной ТХУ до конечной концентрации 10% на мембранные фильтры HUFS с диаметром пор 0,6 мкм (Чехия) и помещали во флаконы с толуоловым сцинтиллятором. Радиоактивность определяли на жидкостном сцинтилляционном счётчике Mark II. Удельную радиоактивность в образце рассчитывали на 1 мг белка.
Результаты исследований влияния Ukrain на скорость синтеза белка по динамике включения 14С-лейцина в различных краткосрочных суспензионных культурах клеток суммированы в таблице 1 и свидетельствуют, что клетки промиелобластной лейкемии HL-60 оказались чувствительны к действию препарата. 

Таблица 1. Влияние Ukrain на синтез белка в опухолевых клетках различного происхождения

	Вид опухоли
	Концентрация препарата, мкг/мл
	Процент торможения включения 14С-лейцина по сравнению с контролем

	
	
	1 час
	2 часа
	4 часа
	24 часа

	Промиелобластная лейкемия HL-60
	5
	44,5(0,9
	-
	-
	14,7(1,1

	
	10
	57,2(1,3
	-
	-
	30,1(0,8

	
	15
	70,6(1,1
	-
	-
	40,4(0,8

	Рак простаты
	20
	28,3(0,5
	30,6(1,0
	40,7(1,2
	-

	
	40
	42,1(0,9
	46,8±1,3
	60,1(1,0
	-

	
	80
	55,9(0,8
	60,7(0,7
	75,4(1,1
	-

	Рак молочной железы
	20
	-
	-
	59,6(1,1
	-

	
	40
	-
	-
	65,0(0,9
	-

	
	80
	-
	-
	70,1(1,3
	-


Эффект фиксировался уже через 1 час после добавления в среду культивирования Ukrain, зависел от дозы (44,5% торможения включения метки для 5 мкг/мл и 70,6% для 15 мкг/мл) и значительно снижался к 24 часам (с 70,6% до 40,4%). Учитывая короткий период времени удвоения данной клеточной популяции (9-16 часов), можно предположить, что препарат влияет на синтез белка в опухолевой клетке, но для поддержания эффекта необходимо найти более короткие интервалы времени воздействия.
При исследовании действия препарата Ukrain на клетки рака простаты и молочной железы было установлено, что максимальный эффект при культивировании опухолевых клеток с Ukrain регистрировался через 4 и более часов, а для достижения 50% торможения синтеза белка в опухолевых клетках необходимо было увеличить концентрацию препарата с 10 мкг/мл (лейкемия HL-60) до 40-80 мкг/мл в случае опухолей молочной железы и рака простаты. Увеличение концентрации более 80 мкг/мл к усилению эффекта не приводило.

Таким образом, оценка эффективности ингибирования синтеза белка препаратом в клеточной системе in vitro позволила выявить, что наиболее подвержены действию Ukrain клетки миелобластной лейкемии, в которых определялось дозозависимое торможение синтеза белка, наблюдаемое уже после одного клеточного цикла. Аналогичная картина наблюдалась и с клетками рака молочной железы и простаты. При этом степень торможения включения метки зависела от концентрации препарата и от времени контакта его с опухолевыми клетками.

Полученные нами результаты свидетельствуют о возможной эффективности данного препарата в отношении вышеуказанных опухолей. Судя по полученным данным, действие Ukrain на опухолевые клетки нефазоспецифично, но дозозависимость проявляется только до определенной концентрации препарата.
Следующим этапом изучения воздействия Ukrain на процесс биосинтеза белка были исследования in vivo. В поставленном для этого эксперименте была смоделирована ситуация длительного (10 суток) лечения различными дозами при различных способах введения Ukrain крысам-опухоленосителям SM-1. 
Результаты исследований скорости синтеза белка в рибосомах гепатоцитов и опухолевых клеток представлены на рисунке 1. По нашим данным, в/брюшинное и в большей степени в/венное введение препарата в дозе 0,25 мг/кг вызывало некоторое (17-21%) снижение, по сравнению с контролем, включения метки в полирибосомы гепатоцитов. С увеличением дозы препарата белоксинтезирующая активность рибосом снижалась в большей степени (на 40%). 

Процент торможения включения метки в полирибосомы опухолевых клеток достоверно, в сопоставлении с контролем, снижался при всех исследуемых режимах введения и дозах Ukrain, но наиболее был демонстративен для в/венного способа введения 0,25 мг/кг препарата. Однако, в отличие от гепатоцитов, увеличение дозы препарата в два раза не вызывало соответствующего снижения включения метки в полирибосомы клеток саркомы SM-1.
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	[image: image58.wmf]Рибосомы клеток саркомы SM-1
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К – контрольные опухоленосители;

1 – Ukrain 0,25 мг/кг, в/бр;

2 – Ukrain 0,25 мг/кг, в/в; 


3 – Ukrain 0,5 мг/кг, в/в.
Рис. 1. Влияние Ukrain на включение 14С-лейцина в полирибосомы гепатоцитов и клеток саркомы крыс-опухоленосителей SM-1

Полученные результаты могут свидетельствовать о значительном снижении под действием Ukrain белоксинтезирующей активности рибосом клеток опухоли SM-1 и в гораздо меньшей степени – рибосом нормальных гепатоцитов. Можно предположить также, что увеличение дозы препарата выше терапевтической значительно угнетает синтез белка в печени опухоленосителя, то есть проявляется гепатотоксическое действие Ukrain, в то же время ингибирование скорости синтеза белка в опухоли перестает быть дозозависимым.
Принимая во внимание тот факт, что торможение включения меченых предшественников ДНК, РНК и белка в клетки опухолей по данным литературы [4] имеют высокую степень корреляции с эффективностью лечения больных исследуемыми соединениями, можно, вероятно, считать, что в клинических условиях Ukrain будет обладать высокой противоопухолевой активностью.
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Нейротропные эффекты кардиомедина в норме и при экспериментальном моделировании гипоксии

А.С. Федулов, Т.В. Дудина, А.И. Ёлкина, Ю.Б. Ёлкин, Н.И. Мезен, Л.В. Пленина, Л.Н. Марченко 

Лаборатория психонейрохирургии МГМИ,

Институт физиологии НАН РБ, БелЦМТ, предприятие «Диалек»

Учитывая, что в настоящее время большинство населения республики Беларусь живет в экологически неблагополучных условиях под грузом экономических, социальных и психологических проблем, способствующих развитию иммунодефицитных состояний, особый интерес представляет изучение состояния нервной и иммунной систем под влиянием лечебных препаратов, обладающих иммунномодулирующим и в тоже время выраженным нейротропным действием. В последнее время все шире используются лекарственные препараты на основе эндогенных физиологически активных веществ, вырабатываемых организмом и участвующих в компенсаторно-приспособительных реакциях нейроиммунного ответа. Речь идет о цитомединовых препаратах, обладающих высокоэффективным регуляторным действием на уровне специализированных клеточных популяций, экспрессирующих специфические для конкретной популяции клеток мембранные рецепторы, определяющие переход метаболизма клеток на качественно новый уровень за счет изменения процессов биосинтеза. При этом важно подчеркнуть органоспецифичность эффектов биорегуляторных цитомединов, участвующих в механизмах ауторегуляции клеточных популяций органов, из которых они выделены [6]. С этих позиций особенно важно изучение безопасности эффекта таких препаратов на другие регуляторные органы и системы.

Целью исследования было изучение эффекта кардиомедина – цитомединового препарата, получаемого по оригинальной методике из плодов крупного рогатого скота на предприятии «Диалек» (Беларусь), на некоторые регуляторные структуры ЦНС. Можно ожидать, что безопасность кардиомедина, эффективного в условиях моделирования гипоксического состояния по отношению к сердечной мышце, имеет место и по отношению к мозговой ткани, что обосновывает перспективность изучения возможности применения кардиомедина при лечении сердечной патологии по сравнению с широко применяемыми адреноблокаторами.

Исследования проведены на 20 половозрелых крысах самцах линии Вистар массой 150-180 г, содержащихся на стандартном пищевом рационе вивария МГМИ и разделенных на 4 группы: 1 – животные, которым в течении 4 дней ежедневно внутрибрюшинно вводили физиологический раствор (контроль); 2 – животные, которым в течение 4 дней ежедневно внутрибрюшинно вводили кардиомедин в дозе 390 мг/кг; 3 – животные, подвергнутые гипоксическому воздействию в барокамере (гипоксию моделировали «подъемом» на 8000 м в течение 50 мин со скоростью 5 км в первую мин и каждой последующей мин на 1 км); 4 – животные, которым в течении 4 дней ежедневно внутрибрюшинно вводили кардиомедин в дозе 390 мг/кг массы, затем подвергали действию гипоксии с последующим введением через час кардиомедина в той же дозе. Крыс выводили из эксперимента на следующие сутки декапитацией. Интенсивность нейронального захвата 3H-холина (стабильного предшественника ацетилхолина в нервной ткани), [7,8-3H] норадреналина, 3H-DADLE (меченый агонист энкефалина), 14С-ГАМК и 14С‑гли​цина и рецепторное связывание 3H‑кортикостерона изучали в синаптосомальной фракции теменной зоны коры больших полушарий головного мозга (ТК) и медиобазальной зоне гипоталамуса (ГТ).

Навески тканей брали при помощи микротроакара из охлажденных до консистенции сычужного сыра блоков мозга. Фракцию синаптосом получали по методу Hajos E. [7].

Учитывая, что асимметрия мозга имеет биохимическую основу, все исследования проводили на его левой половине. Используемые методики определения нейронального захвата нейромедиаторов подробно описаны в работах [5, 8, 9]. Специфическое рецепторное связывание 3H-кортикостерона в образцах тканей определяли методикой Жукова Д.А. (1983) [2] и оценивали как разницу между общим и неспецифическим связыванием. Для удаления непрореагировавшего гормона в каждую пробирку вносили по 1 мл набухшего геля «Akrilex P-10» (Венгрия). Радиометки с удельной активностью 20 МБк и 40 МБк получали из С.‑Петербурга. В тех же пробах тканей определяли и синаптосомальную аккумуляцию L-[7,8-3H]-noradrenaline TRK 584 и D-Ala2-[tyrosyl-3,5-3H] enkephalin (5-D-leucine) TRK 602 лиганда опиатных рецепторов. Радиометки с удельной активностью 39 Ci/mM и 55 Ci/mM фирмы «Amersham» (Англия). Радиоактивность проб замеряли на (-счетчике «Wallac 1409 DSA Liguid Scintilation Counter» (USA) и выражали в числе распадов/мин/мг сырой ткани и пмоль/мин/мг белка и пмоль/мин/мг белка соответственно.

На основании результатов комплексных экспериментальных исследований, проводимых в течении ряда лет сотрудниками лаборатории психонейрохирургии МГМИ совместно с предприятием «Диалек» (РБ) по изучению эффективности ряда биорегулирующих препаратов при гипоксии в эксперименте на крысах была показана возможность с помощью некоторых цитомединов переведения острого гипоксического состояния, запускающего механизмы срочной адаптации, в компенсированное. Теоретически это обеспечивается тем, что нейроны корковых структур гипоталамуса и лимбической системы мозга, осуществляющие центральную нейроиммунорегуляцию организма и отвечающие за количественную адекватность нейромедиаторного и иммунного ответов, а также мембраны лимфоцитов обладают идентичными рецепторами к опиатам, АКТГ, субстанции Р и другим соединениям, входящим в состав цитомединовых препаратов. В частности, полученные нами результаты свидетельствуют о выраженном нейротропном эффекте кардиомедина, проявляемом снижением интенсивности нейронального захвата холина, ГАМК и рецепции кортикостерона в коре мозга и значительной активацией глицинергических тормозных процессов в гипоталамусе, где также отмечается активация опиатной рецепции. Можно предположить, что интенсификация процесса рецепторного связывания энкефалинов, обнаруженная в структурах, ответственных за восприятие боли, характеризует процесс формирования аналгезии (табл.1).

Таблица 1. Аккумуляция 3Н-НА и 3Н-DADLE синаптосомами гипоталамуса крыс при гипоксии и системном введении кардиомедина

	Экспериментальные 

серии
	Н-НА 

(нмоль/мин/мг белка)
	3Н – DADLE (пкмоль/мин/мг белка)

	Контроль (n=8)
	0,61±0,052
	1,89±0,128

	Гипоксия (n=8)
	0,95±0,074*
	1,31±0,104

	Гипоксия+кардиомедин (n=4)
	0,87±0,101*
	3,58±0,176*


* – р ( 0,05.

Установлено, что при гипоксии в гипоталамусе наблюдается активация процесса нейронального захвата ГАМКа (377%), а в случае введения кардиомедина – глицина. Системное введение кардиомедина в условиях гипоксического воздействия в значительной степени способствует компенсаторному перераспределению активности тормозных (ГАМК- и глицинергических) нейромедиаторных процессов в ГТ. По-видимому, обнаруженное снижение нейронального захвата нейромедиаторов и уровня рецепции кортикостерона в коре мозга и гипоталамусе под действием кардиомедина в условиях гипоксии является одним из признаков, характеризующих снижение функциональной активности этих структур мозга.

Таким образом, можно говорить о выявленном антистрессорном эффекте кардиомедина на уровне мозговых структур, выражающемся снижением активности нейромедиаторных возбуждающих (холинергических) и тормозных (глицинергичес​ких) процессов, что подтверждается изменениями содержания основных стресс-реализующих гормонов в периферической крови экспериментальных животных. Высокая эффективность биорегулирующей терапии с помощью различных цитомединов за счет активации как неспецифических, так и специфических регуляторных механизмов широко подтверждается и обсуждается в медицинской литературе [4, 6, 9 и др.] и объясняется не только прямым донорством аминокислот, микроэлементов и, особенно, биоактивных нейропептидов, но и тем, что последние являются нейроиммунотрофогенами [4].

Можно подытожить, что эффект цитомединовых препаратов опосредуется тремя основными механизмами: воздействием на центральный иммунорегулирующий аппарат посредством трофических нейропептидов, входящих в состав различных цитомединов, активацией или снижением активности соответствующих нейротрансмиттерных систем, что показано в данном исследовании, и непосредственным влиянием препарата на иммунокомпетентные клетки.
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Влияние гипоксической газовой смеси на антиоксидантный статус при реперфузии печени

М.Н. Ходосовский

Гродненский государственный медицинский университет

Введение. Реперфузионный период в печени сопровождается нарушениями микроциркуляции и активацией свободнорадикальных процессов [6, 7]. Механизмы антиоксидантной защиты играют важную роль в защите органов и тканей от повреждений свободнорадикальной природы. Со способностью стабилизировать клеточные и субклеточные мембраны, препятствовать процессам перекисного окисления липидов (ПОЛ) связывают протекционный механизм их действия [2]. Однако влияние умеренной гипоксии на антиоксидантный статус (АС) при реперфузии печени изучено недостаточно. 

Целью данной работы явилось изучение состояния АС при реперфузии печени в условиях дыхания экспериментальных животных атмосферным воздухом и гипоксической газовой смесью. 

Методика. Работа выполнена на взрослых кроликах-самцах весом 3,5-4,5 кг, под комбинированным внутривенным наркозом. Животных разделили на 2 группы: 1-я (n=10) – нормоксическая (ишемия (30 мин) и реперфузия (120 мин) печени моделировалась у животных при дыхании атмосферным воздухом); 2-я (n=8) – гипоксическая (ишемию и реперфу​зию печени моделировали в условиях вдыхания гипоксической газовой смеси (14% О2 и 86% N2), которую давали в конце ишемического периода). Вводили катетеры: один – в v.hepatica для забора печёночной венозной крови, а другой – в правое предсердие для получения смешанной венозной крови. Ишемию печени в течение 30 мин. вызывали наложением лигатуры на a. hepatica propria, реперфузионный период длился 120 мин. Забор образцов крови для оценки факторов АС осуществляли до и в конце ишемии, через 30 и 120 мин. после её прекращения. В конце реперфузии брали ткань печени для оценки показателей АС. В качестве контроля использовали ткань печени ложнооперированных животных.

Содержание (-токоферола измеряли по интенсивности флуоресценции гептанового экстракта при длинах волн возбуждения и флуоресценции 294 и 325 нм соответственно [8] на спектрофлуориметре «F‑4010» фирмы «Hitachi». Концентрацию ретинола определяли по интенсивности флуоресценции гептанового экстракта при длинах волн возбуждения и флуоресценции (эмиссии) 335 и 460 нм соответственно на спектрофлуориметре F-4010 «Hitachi» [4]. В качестве стандарта использовался (-токоферол и ретинол фирмы «Sigma». Каталазная активность в биологическом материале оценивалась по количеству израсходованной перекиси водорода, способной образовывать с солями молибдена стойко окрашенный комплекс, на спектрофотометре «СФ-46» при длине волны 410 нм [5]. Количество белка определяли по Лоури. Статистическую обработку полученных данных проводили методом вариационной статистики с использованием критерия Стьюдента на персональном компьютере. 

Результаты. У экспериментальных животных 1-ой группы в процессе ишемии/реперфузии наблюдалось снижение концентрации (-токоферола и ретинола (рис. 1). Содержание (-токоферола на 30 минуте ишемии в плазме печеночной и смешанной венозной крови понижалось с 20,8(0,58 и 21,25(0,48 до 19,34(0,24 (р( 0,05) и 18,56(0,43 мкмоль/л (р( 0,05) соответственно; в эритроцитах печеночной и смешанной венозной крови не наблюдалось существенных изменений уровня (-токоферола. Далее в реперфузионном периоде минимальное содержание (-токоферола отмечалось на 120 минуте реперфузии как в плазме, так и в эритроцитах обоих образцов крови. Уровень ретинола в 1-ой группе менялся аналогично динамике изменений содержания (-токоферола на протяжении всего периода ишемии/реперфузии печени (см. рис. 1). Активность каталазы, в отличие от других антиоксидантов у животных 1-ой группы, на протяжении ишемии/реперфузии повышалась и уже на 30 мин ишемии достоверно возрастала в эритроцитах печеночной и смешанной венозной крови с 2,77±0,31 и 2,5±0,33 до 3,81±0,33 (р(0,05) и 3,82±0,37 (р(0,001) ммольН2О2/гНb/с соответствен​но. Далее в реперфузионном периоде активность каталазы продолжала расти и достигала максимума на 120 мин. реперфузии (см. рис. 1). 

У кроликов 2-ой группы наиболее выраженные изменения факторов АС в крови отмечались на 30 мин ишемии в печеночной венозной крови, когда снизилась концентрация (-токоферола и повысилась активность каталазы. Однако к концу реперфузионного периода в этой группе наблюдалась стабилизация изучаемых показателей АС (рис. 2). 
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Рис.1. Динамика изменений показателей антиоксидантной системы у животных 1-ой группы: 1 – исходная кровь; 2 – кровь через 30 мин ишемии; 3 – кровь через 30 мин реперфузии; 4 – кровь через 120 мин реперфузии; 

* – достоверное различие по отношению к исходному значению, р<0,05; ** – p<0,01; *** – p<0,001.
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Рис.2. Динамика изменений показателей антиоксидантной системы у животных 2-ой группы: 1; 2; 3; 4; *, **, *** – то же, что на рис. 1

Таблица 1. Показатели АС в гомогенате печени
	Показатель
	Контроль (n=6)
	Через 120 мин реперфузии

	
	
	1-я группа (n=7)
	2-я группа (n=8)

	Ретинол, нM/г
	120,17 ( 5,4
	53,03 ( 6,01**
	120,76 ( 3,64

	(-токоферол, нM/г
	197,73 ( 6,17
	121,74 ( 2,39***
	190,5 ( 5,24

	Каталаза, мМH2O2/г белка/с
	8,48 ( 0,89
	11,57 ( 0,54**
	9,1 ( 0,26


Примечание: *, **, *** – то же, что на рис. 1

В гомогенате печени у животных 1-ой группы установлено снижение содержания (-токоферола на 38%, ретинола на 56% и рост активности каталазы на 37%, в то время как у кроликов 2-ой группы не отмечалось достоверных различий показателей АС по отношению к контрольным (см. табл. 1).

Обсуждение. Снижение концентрации (-токоферола и ретинола в процессе ишемии/реперфузии печени на фоне дыхания атмосферным воздухом может быть неблагоприятным фактором для сохранения прооксидантно-антиоксидантного баланса и нормальной утилизации кислорода в реперфузионном периоде. Повышение активности каталазы может быть следствием увеличения продукции эндогенной перекиси водорода. Наиболее выраженные изменения в АС происходят после восстановления артериального кровотока у животных 1-ой группы. Изменение условий кислородного обеспечения, а именно – создание в конце ишемического периода умеренной гипоксии способствует стабилизации изучаемых показателей АС у кроликов 2-ой группы. Поступление кислорода в орган после ишемического периода является основной причиной реперфузионных повреждений [1]. Участие О2 в реакциях инициации, продолжения и разветвления цепей ПОЛ позволяет предполагать, что на механизмы активации свободнорадикальных процессов при реперфузии может влиять состояние кислородтранспортной функции крови [3]. Снижение факторов АС может формировать порочный круг, в котором усиление процессов ПОЛ при реперфузии печени [6, 7] способствует снижению факторов АС, а уменьшение концентрации последних усиливает процессы ПОЛ и, в конечном счете, усугубляет повреждение клеточных и субклеточных мембранных структур. Умеренная гипоксия в раннем реперфузионном периоде, стабилизируя показатели АС, может ограничить последствия активации ПОЛ в печени. 

Таким образом, гипоксическая газовая смесь, оптимизируя поток О2 в реперфузионном периоде, способствует стабилизации показателей АС печени и крови у экспериментальных животных. Результаты исследования указывают на возможность коррекции прооксидантно-антиоксидантного баланса путем воздействия на кислородный режим организма.
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Активность моноаминоксидаз мозга крысы при острой алкогольной интоксикации

В.Ф. Цыдик, В.В. Лелевич, С.М. Зиматкин

Гродненский государственный медицинский университет
Моноаминоксидаза (КФ 1.4.3.4, МАО) является ключевым ферментом катаболизма биогенных аминов, многие из которых в мозге выполняют нейромедиаторные и нейромодуляторные функции. Локализация МАО в митохондриальных мембранах предполагает ее повышенную чувствительность к алкоголю, обладающему мембранотропным действием [1]. Однако ввиду немногочисленности и противоречивости результатов экспериментальных работ этот вопрос требует дальнейшего изучения. Следует отметить, что в предшествовавших немногочисленных исследованиях активности МАО мозга при однократном введении этанола использовались исключительно биохимические методы и определялась общая активность фермента с различными субстратами. Присутствие в мозге двух изоферментов МАО – МАО А и В, отличающихся по субстратной специфичности [2] и топографической локализации [3], является важным моментом, не учитывавшимся в предыдущих исследованиях. Таким образом, раздельное исследование МАО А и В в мозге представляется достаточно важным для выяснения особенностей изменения их активности при воздействии алкоголя в нейронах различной нейромедиаторной природы и других клетках мозга. Разработка адекватного гистохимического метода определения изоферментов МАО с возможностью количественной оценки их активности на клеточном уровне в определенных микроструктурах мозга [4] расширила возможности изучения фермента. Результаты ранее проведенного топографического изучения активности МАО А и В в мозге крысы с использованием этого метода [3,5] были использованы при планировании данного исследования.

Материалы и методы. Для проведения эксперимента были использованы беспородные белые крысы-самцы массой 300-320 г. 25% раствор этанола вводился внутрибрюшинно в дозе 2,5 г/кг массы тела. Крысам контрольной группы вводили физиологический раствор в той же дозировке. Эвтаназия осуществлялась путем декапитации через 1 час после введения. Кусочки мозга замораживались в жидком азоте. Приготовление гистохимических препаратов осуществлялось в соответствии с ранее разработанной методикой [4]. Идентификация структур мозга осуществлялась с помощью стереотаксического атласа [6]. Исследовались нейроны основных нейромедиаторных групп, в метаболизме которых участвуют МАО А и/или МАО В – серотонинэргические нейроны ядер шва n.n. raphe pallidus, obscurus et magnus, норадренэргические нейроны n. reticularis lateralis, гистаминэргические нейроны n. tuberomamillaris гипоталамуса. Активность МАО А и В в клетках, имеющих отношение к функционированию барьерных структур мозга – эндотелии кровеносных капилляров, астроцитах и эпендимоцитах III-го и IV-го желудочков, также была изучена. Количественную оценку оптической плотности полученного осадка хромогена, пропорциональную активности фермента, проводили с помощью сканирующего цитоспектрофотометра МЦФУ 2МП (ЛОМО) на максимуме поглощения (560 нм) и диаметре фотометрируемого участка 1,75 (м. Статистический анализ полученных данных производился с использованием t‑кри​терия Стьюдента и пакета компьютерных программ Winstat.

Результаты и их обсуждение. Были выявлены значительные изменения активности изоферментов МАО в исследованных структурах в данных условиях. Активность МАО А возрастала в нейронах n. raphe magnus, n. olivaris inferior и n. reticularis lateralis и астроцитах с тенденцией к росту в клетках других структур продолговатого мозга (таблица). 

Активность МАО В в клетках этого региона также в основном увеличивалась (в нейронах n.olivaris inferior и эндотелиальных клетках кровеносных капилляров статистически достоверных изменений не обнаружено).

В гипоталамусе активность МАО А не имела статистически значимых изменений, в то же время активность МАО В снижалась в эндотелии кровеносных капилляров с аналогичной тенденцией в других исследованных структурах.

Для комплексной оценки состояния МАО мы рассчитывали соотношение МАО А/МАО В в структурах, содержащих активность обоих изоферментов. В серотонинэргических нейронах и астроцитах продолговатого мозга это соотношение снижалось (около 50% для n.raphe pallidus et obscurus). В то же время для нейронов n. olivaris inferior и эндотелия капилляров этот показатель несколько увеличивался. 

Таблица. Активность МАО А, МАО В и соотношение МАО А/МАО В в структурах ствола головного мозга крыс через 1 час после введения этанола (в/б, 2,5 г/кг)

	Структуры
	Экспериментальные группы
	МАО А
	МАО В
	МАО А/В

	N. raphe pallidus 

(B1)
	контроль

опыт
	240 ( 62

247 ( 65
	216 ( 20

458 ( 44***
	1,11

0,54

	N.raphe obscurus 

(B2)
	контроль

опыт
	150 (21

175 (32
	226 ( 46

524 (169*
	0,66

0,33

	N. raphe magnus 

(B3)
	контроль
опыт
	132 (16

210 ( 37*
	360 ( 24

653 ( 186*
	0,37

0,32

	N. olivaris inferior
	контроль

опыт
	124 (14

226 ( 45*
	292 ( 27

451 ( 99
	0,42

0,50

	Капилляры ПМ
	контроль

опыт
	111 ( 31

151 (24
	164 ( 40

186 ( 86
	0,68

0,81

	Астроциты ПМ
	контроль
опыт
	159 (30

238 (23*
	178 ( 20

321 ( 43**
	0,89

0,74

	N. reticularis lateralis (A1)
	контроль

опыт
	767 ( 34

990 ( 107*
	0

0
	-

-

	Эпендимоциты IV-го желудочка
	контроль

опыт
	0

0
	912 ( 40

1317 ( 80*
	-

-

	N. tuberomamillaris
	контроль

опыт
	180 ( 22

207 ( 37
	1247 ( 34

1196 ( 144
	0,14

0,17

	Эпендимоциты III-го 

желудочка
	контроль

опыт
	80 ( 32

84 ( 30
	1119 ( 136

950 ( 136
	0,07

0,09

	Капилляры ГП
	контроль

опыт
	162 ( 28

158 ( 32
	261 ( 8

126 ( 14***
	0,62

1,25

	Астроциты ГП
	контроль

опыт
	244 ( 58

220 ( 84
	375 ( 53

254 ( 46
	0,65

0,87


Примечание: цифрами указана интенсивность окраски структур мозга, пропорциональная активности фермента в единицах оптической плотности x 103 (M(m); * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 при сравнении с контролем. ПМ – продолговатый мозг, ГП – гипоталамус. N=6 в обеих экспериментальных группах.

В гипоталамусе МАО А/МАО В резко увеличивалось для эндотелиальных клеток капилляров, в меньшей степени для астроцитов, практически не изменяясь в других исследованных структурах.

Гистохимические исследования активности МАО при остром воздействии алкоголя ранее не проводились. Немногочисленные биохимические исследования выявили как увеличение активности МАО [7], так и отсутствие изменений в активности фермента [8,9]. Это может быть обусловлено различиями в дозировке этанола либо другими факторами (использование различных субстратов, половые и возрастные различия). Ранее при использовании дозировки 2,5 г/кг массы тела было обнаружено увеличение активности МАО мозга крыс-самцов [10]. Авторы предположили, что токсическое действие этанола у крыс опосредуется через активацию МАО В, так как одновременное назначение субстрата МАО В фенилэтиламина и этанола предотвращало эффект последнего. Повышенную чувствительность МАО В к воздействию этанола in vitro обнаружили [11], предположив повреждающее действие алкоголя на липидное микроокружение мембран, в которые встроена МАО.

Полученные нами результаты в целом согласуются с данными [10], конкретизируют их, так как была исследована активность МАО А и В в определенных, четко локализованных клеточных группах ствола головного мозга крысы. Увеличение активности обеих форм МАО в большинстве структур продолговатого мозга и снижение активности МАО В в гипоталамусе вероятно отражают различную чувствительность этих регионов мозга к токсическому действию этанола вследствие присущих им морфофункциональных и метаболических особенностей. Снижение активности МАО В в капиллярах и астроцитах гипоталамуса, возможно, отражает некоторое повышение проницаемости гемато-энцефалическо​го барьера этого региона. Особенности реакции изоферментов МАО в нейронах различной нейромедиаторной природы, вероятно, отражают специфичность влияния этанола на функцию соответствующих нейромедиаторных систем.
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Влияние длительного действия малых доз радиации и ацетата свинца на 
иммунно-гормональный статус 
и энергетический обмен крыс

Г.Ф. Цыхун, Н.К. Викентьева, Т.И. Житкевич, Н.А. Чура

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Одной из наиболее актуальных проблем современной радиобиологии является изучение биологических эффектов длительного действия малых доз ионизирующей радиации в сочетании с другими физическими и химическими агентами.

Среди химических соединений, загрязняющих окружающую среду, наиболее распространен свинец, который обладает способностью накапливаться в тканях и оказывать токсическое действие на гемопоэз, сердечно-сосудистую, нервную, иммунную и другие функциональные системы организма [1, 5, 9, 10].

Ранее нами и другими авторами установлено, что длительное действие ионизирующего излучения в относительно малой дозе (суммарно 0,5 Гр) в начальные и отдаленные сроки (через 6 мес) вызывает реакцию по типу стрессорной. Наблюдается целый ряд функциональных изменений, в первую очередь в нейроэндокринной системе, которые в дальнейшем либо компенсируются, либо могут привести к стойким расстройствам вегетативных функций организма [4, 6, 7, 8].

Задача настоящего исследования заключалась в комплексной оценке отдаленных эффектов хронического сочетанного действия ацетата свинца и ионизирующего излучения в малой дозе на изменение интегральных показателей функционального состояния, содержания в крови гормонов щитовидной и поджелудочной желез, пролиферативной активности иммуннокомпетентных клеток тимуса и состояния энергопродуцирующей системы (ЦТК) в митохондриях головного мозга и миокарда.

Материалы и методы. Опыты проведены на крысах-самцах Vistar массой 180‑200 г. Первой группе животных в течение 25 дней с помощью зонда внутрижелудочно вводили раствор ацетата свинца в дозе 10 мг/кг, вторую группу животных подвергали общему рентгеновскому облучению (фракционированно, по 0,02 Гр, 25 сеансов) на аппарате РУМ-11 (режим работы аппарата: напряжение 165 кВ, сила тока 10 мА, без фильтра, кожнофокусное расстояние 1 см с интенсивностью облучения 0,09 Гр/мин), третью группу животных облучали и вводили ацетат свинца в указанной дозе в течение 25 дней. Контролем служили крысы, получавшие физиологический раствор.

В процессе воздействия и после его окончания у животных измеряли массу, температуру тела и частоту сердечных сокращений (ЧСС). 

Активность мембранносвязанных ферментов ЦТК: пируватдегидрогеназы, НАД-изоцитратдегидрогеназы, 2‑оксоглутаратдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы, малатдегидрогеназы определяли спектрофотометрически по скорости превращения 2, 3, 5-трифенил-тетразолия хлорида в формазан в присутствии феназинметосульфата и выражали в мкг формазана на 1 мг белка митохондрий. Белок определяли по методу 
Лоури.

Инсулин и тиреоидные гормоны тироксин (Т4) и трийодтиронин (Т3) определяли в сыворотке крови с помощью наборов реактивов для радиоиммунологического определения.

Пролиферативную активность лимфоцитов измеряли по включению 3Н-тимидина в культурах нестимулированных и стимулированных Т митогеном конканавалином А (Кон А) клеток тимуса и селезенки. Количество включившейся метки измеряли на счетчике ‑радиоактив​ности Mark III.

Результаты и обсуждение. Опыты показали, что внутрижелудочное введение ацетата свинца в дозе 10 мг/кг по сравнению с контролем вызывало отставание в приросте массы тела (на 17%), снижение температуры тела 0,7(С на протяжении всего периода наблюдения (3 мес). В этой группе животных в период введение свинца установлено достоверное снижение ЧСС, однако через 3 мес этот показатель несколько превышал контрольный уровень. Еще больший прирост ЧСС в это время наблюдался у животных, подвергавшихся сочетанному действию облучения и свинца.

Через 3 мес после свинцовой затравки у крыс отмечалось снижение содержания в крови тироксина на 26,5%, трийодтиронина на 25%, инсулина на 44%. При комплексном действии ионизирующего излучения и ацетата свинца установлена аналогичная направленность изменения уровней гормонов, но с меньшей степенью выраженности (на 20%, 22% и 21% соответственно).

Хроническое действие свинца в отдаленный период (в это время обнаруживается в крови следовое содержание металла) приводило к активации функционирования ЦТК в митохондриях головного мозга и миокарда на 25% и 35% соответственно, что в определенной степени можно связать с повышением проницаемости митохондриальных мембран для субстратов лимонно-кислого цикла и их утилизации. В группе животных, подвергавшихся хроническому рентгеновскому облучению, через 3 мес скорость процессов дегидрирования в ЦТК исследованных тканей сохранялась в пределах контрольных величин. При комплексном влиянии ацетата свинца и облучения, в отличие от действия одного свинца, наблюдалась менее выраженная активация ферментов цикла трикарбоновых кислот в митохондриях исследованных тканей. 

Свинцовая нагрузка способствовала усилению синтеза ДНК в культуре нестимулированных и стимулированных Кон А тимоцитов (на 33% и 43%, соответственно), при этом отмечено незначительное уменьшение этого показателя в культуре селезеночных клеток, стимулированных Кон А. Ионизирующее излучение вызывало подавление пролиферативной активности лимфоцитов тимуса и селезенки, причем индукция культур митогеном приводила к более выраженному угнетению клеточного деления. При сочетанном действии свинца и облучения обнаружены глубокие изменения функциональной активности иммуннокомпетентных клеток – значительное снижение синтеза ДНК в нестимулированных и стимулированных тимоцитах по отношению как к контрольной (на 64% и 75% соответственно), так и к облученной группе животных (на 47% и 35% соответственно). В селезенке комплексное действие факторов приводило к сходным, но менее выраженным негативным изменениям пролиферативных процессов. Описанное нами угнетение пролиферативной активности клеток лимфоидных органов в отдаленный период после действия облучения и свинца согласуется с уже имеющимися сведениями о нарушении иммунного гомеостаза у населения, проживающего на территориях с повышенным радиоактивным фоном и химическим загрязнением [3].

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о различной направленности и степени выраженности изменений иммунно-гормонального статуса и энергетического обмена организма в условиях свинцовой затравки, а также при действии свинца на фоне длительного облучения. Свинцовая нагрузка приводит к усилению пролиферативной активности иммуннокомпетентных клеток тимуса, активации биоэнергетических процессов в митохондриях головного мозга и миокарда, снижению содержания в крови инсулина, трийодтиронина и тироксина, что указывает на развитие компенсаторно-приспособительных реакций в организме экспериментальных животных. При комплексном действии факторов обнаружено угнетение иммунных процессов в тимусе, энергопродуцирующей функции сердечно-сосудистой и центральной нервной системы. Полученные результаты позволяют сделать вывод о снижении резервных возможностей организма в отдаленном периоде после хронического комбинированного действия ионизирующего излучения и свинца, что необходимо учитывать при профилактике и терапии возникающих в организме нарушений.
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Модулирующий эффект интерлейкина-1( на энергетический обмен головного мозга крыс при действии фенобарбитала

Г.Ф. Цыхун, Н.К. Викентьева

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

В настоящее время все больший интерес вызывает роль провоспалительных цитокинов в механизмах развития молекулярно-клеточных и физиологических реакций при действии на клетки и целостный организм ксенобиотиков, ионизирующей радиации и других естественных и техногенных факторов окружающей среды [1, 2, 6, 8].

Интрелейкин-1( (ИЛ-1) является одним из ведущих цитокинов, обеспечивающих интегративную деятельность нервной, эндокринной и иммунной систем [3, 5, 7]. Продуцируемый клетками различных тканей организма он может действовать на клетки локально или дистантно при участии центральных механизмов.

Нами и другими авторами показано, что под влиянием экзогенного ИЛ-1( в организме происходят функциональные изменения различных органов и тканей, включая их энергетический обмен, в норме и при длительных радиационно-тепловых воздействиях [2, 9].

Настоящее исследование проведено с целью изучения влияния рекомбинантного крысиного ИЛ-1(, а также липополисахарида E.coli (ЛПС), индуцирующего продукцию эндогенного ИЛ-1(, на функционирование цикла трикарбоновых кислот (ЦТК) в митохондриях головного мозга крыс при действии на организм фенобарбитала, лекарственного ксенобиотика, влияние которого проявляется на молекулярно-клеточ​ном уровне центральной нервной системы.

Материалы и методы. Опыты проведены на крысах-самцах массой 180-200 г. Разным группам экспериментальных животных вводили внутрибрюшинно 4- и 10-кратно фенобарбитал в дозах 100 и 35 мг/кг соответственно, одноразово ИЛ-1( в дозе 1 мкг/кг, 10-кратно ЛПС в дозе 25 мкг/кг, а также одновременно фенобарбитал с ИЛ-1( или ЛПС.

Спустя 1 сутки после окончания инъекций определяли активность мембраносвязанных ферментов ЦТК: пируватдегидрогеназы (ПДГ), НАД-изоцитратдегидрогеназы (НАД-ИЦДГ), 2-оксоглутаратдегидро​геназы (ОДГ), сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и малатдегидрогеназы (МДГ). Митохондриальную фракцию выделяли из 10%-ного гомогената дифференциальным центрифугированием. В качестве среды выделения использовали 0,32 М раствор сахарозы, приготовленный на 0,02 М трис-HCl буфере, рН 7,8. Активность дегидрогеназ определяли спектрофотометрически по скорости превращения 2,3,5-трифенил-тетразолия хлорида в формазан в присутствии феназинметосульфата и выражали в мкг формазана на 1 мг белка митохондрий. Одновременно в плазме крови крыс флюорометрическим методом определяли уровень кортикостерона.

Результаты и обсуждение. Установлено, что через 1 сутки после 10-кратного введения фенобарбитала в дозе 35 мг/кг наблюдается умеренное повышение (на 10‑12%) активности ферментов окислительно-восстановительного ряда в ЦТК митохондрий головного мозга и содержания в крови кортикостерона (табл. 1), в то время как после введения фенобарбитала в токсической дозе 100 мг/кг – ингибирование активности указанных ферментов (табл. 2), что, очевидно, связано с выраженной гипоксией мозга [4].

Повышение энергопродуцирующей функции ЦТК митохондрий головного мозга при действии наркотической дозы фенобарбитала (35 мг/кг) следует скорее всего рассматривать как компенсаторно-приспособительную реакцию организма, направленную на борьбу с началом развития гипоксии.

Таблица 1. Активность дегидрогеназ митохондрий головного мозга крыс при введении фенобарбитала в дозе 35 мг/кг и липополисахарида E.coli

	Серии экспериментов
	Дегидрогеназы (мкг формазана/мг белка)

	
	ПДГ
	НАД-ИЦДГ
	ОДГ
	СДГ
	МДГ

	Контроль
	31,2(2,7

n= 9
	6,7(0,4

n= 9
	14,8(1,3

n= 9
	27,9(2,5

n= 9
	23,1(1,9

n= 9

	Фенобарбитал
	33,6(1,8

n= 10
	8,4(0,3

n= 10
	16,6(0,9

n= 10
	30,1(2,4
	24,9(1,7

n= 10

	ЛПС
	36,1(2,1*
	8,1(0,4*
	17,3(0,9*
	34,7(1,9*
	25,9(2,6

	Фенобарбитал и ЛПС
	37,8(2,1*
	9,6(0,7*
	18,0(1,9*
	36,8(2,3*
	27,2(1,9


* – достоверные изменения по сравнению с контролем (р<0,05).

В группе животных, получавших ЛПС (табл. 1), отмечается выраженная стимуляция энергопродуцирующей функции митохондрий головного мозга и повышение уровня кортикостерона в крови на 47%. При совместном 10-кратном действии фенобарбитала (35 мг/кг) и ЛПС наблюдается более выраженная активация ферментов ЦТК митохондрий головного мозга, чем при действии одного фенобарбитала, в то время как содержание кортикостерона значительно не отличается от контрольного уровня.

Таблица 2. Активность дегидрогеназ митохондрий головного мозга крыс при введении фенобарбитала в дозе 100 мг/кг и интерлейкина-1(
	Серии экспериментов
	Дегидрогеназы (мкг формазана/мг белка)

	
	ПДГ
	НАД-ИЦДГ
	ОДГ
	СДГ
	МДГ

	Контроль
	30,2(1,4
	6,4(0,3
	13,9(1,2
	26,2(1,3
	22,4(1,1

	Фенобарбитал
	23,5(1,6*
	5,4(0,2
	10,9(0,4*
	20,9(1,2*
	19,3(1,9

	ИЛ-1(
	37,7(2,6*
	7,9(0,4*
	18,7(0,8*
	33,1(1,9*
	29,0(1,8*

	Фенобарбитал и ИЛ-1(
	34,5(1,7
	7,0(0,2
	14,9(1,3
	28,8(1,7
	23,7(1,5


* – достоверные изменения по сравнению с контролем (р<0,05).

При действии ИЛ-1( (табл. 2) установлен стимулирующий эффект цитокина на активность ферментов окислительно-восстановительного ряда ЦТК митохондрий головного мозга и уровень кортикостерона в крови, аналогичный наблюдаемому у животных, которым вводили ЛПС. Введение ИЛ-1( после 4-кратных инъекций фенобарбитала (100 мг/кг) нормализует активность дегидрогеназ ЦТК митохондрий головного мозга. 

Таким образом, можно заключить, что ИЛ-1( модулирует эффекты фенобарбитала на энергопродукцию головного мозга, нормализуя или стимулируя ее в зависимости от дозы этого лекарственного препарата. Кроме того, полученные результаты дают основание рассматривать интерлейкин-1( в качестве возможного корректора для восстановления в центральной нервной системе энергетического дефицита, вызванного действием барбитуратов.
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Новые тенденции в использовании БАД в комплексной терапии алкоголизма

Т.В. Чернобровкина, С.А. Колесников, Ю.В. Валентик 

Osato Bio Industrial Corporation, кафедра наркологии и психотерапии Института повышения квалификации Федерального управления медико-биологических и экстремальных проблем при МЗ РФ, Российская медицинская академия последипломного образования МЗ РФ, Москва

В современной ситуации, особенно во второй половине 90-х, на волне бурных геополитических и социально-экономических преобразований в обществе и в эпоху нарастающей многоплановой экологической катастрофы, в клинической и профилактической медицине укрепляется тенденция применения нелекарственных методов с целью наиболее физиологичного воздействия на живой организм, претерпевающий адаптационные напряжения или вовлеченный в патологический процесс. В частности, и в наркологической практике расширяется использование природных адаптогенов со свойствами биостимуляторов, витаминов, иммуномодуляторов и нейромодуляторов. Основные задачи при этом – восстановление нарушенного эндоэкологического равновесия, поддержание оптимального функционирования внутренних органов и регуляторных систем, повышение качества ремиссионного гомеостаза и предупреждение рецидивов. 

Целью настоящей работы была попытка оценить клиническую эффективность биологически активной добавки (БАД) «Био-нормалайзер» (БН), изготовляемой фирмой Sun-O Internat. (Япония) из плодов папайи Carica papaya Linn. Компонентный состав БН, включающий в себя глутатион и S-содержащие аминокислоты, ферменты (СОД, каталазу, пероксидазу), комплекс микроэлементов (K, Na, Mg, Ca, Fe, Cu), (‑токо​ферол, фенолы, фитогормоны и витамины, предполагает целесообразность изучения эффектов БН на некоторые клинические и лабораторные проявления синдрома зависимости от алкоголя и оценку перспективности его применения в комплексных реабилитационных программах в наркологической клинике. С этой целью сертифицированный и разрешенный МЗ РФ препарат БН был использован нами для лечения больных в условиях стационара. 

Пациенты и методы. В испытаниях участвовало тридцать пациентов – мужчин в возрасте от 20 до 55 лет с диагнозом «синдром зависимости от алкоголя (алкоголизм), синдром отмены», согласно МКБ-10, со средней продолжительностью заболевания 10,3 года, во 2-й стадии по классификации А.А. Портнова и И.Н. Пятницкой (1973). Основная группа пациентов составляла 20 человек, которые в течение 21 дня в стационарных условиях получали стандартную минимальную витаминотерапию и дополнительно препарат БН в суммарной суточной дозе 6 г (по 3 г утром и вечером). 10 пациентов контрольной группы получали плацебо в аналогичной упаковке. Контроль за состоянием здоровья осуществлялся ежедневно. Из психофизиологических параметров регистрировали уровень психической напряженности, эмоциональной лабильности, двигательной активности, работоспособности с использованием теста Люшера, пробы Генча, измерения ЧСС. Кроме инструментальных методов исследования состояния ВНД (ЭЭГ), сердечно-сосудистой системы (ЭКГ) и внутренних органов (УЗИ), клиническими методами опроса и осмотра изучали и оценивали в условных баллах конкретные проявления синдрома отмены и постинтоксикационного состояния: вегето-сосудистую реакцию (тахикардия, головная боль, тремор, насморк, слезотечение), неврологическую симптоматику (изменения центральных и периферических рефлексов, мышечные и суставные боли, расстройства сна, памяти), нарушения пищеварительной (отсутствие аппетита, тошнота, диарея) и сердечно-сосудистой системы. Состояние соматической сферы контролировали объективным лабораторным исследованием с использованием спектро​фотометрических биохимических анализаторов крови и мочи (определение органоспецифических ферментов – ГГТ, АЛТ, АСТ, КФК, АМИЛ, ЩФ и метаболитов – билирубина, глюкозы, белков, липидных фракций, остаточного азота, ионов К и др.). В качестве параметров, отражающих психо-неврологи​ческий статус и нейромедиаторный обмен, методом высокоаффинной хроматографии с электрохимической детекцией [Б.М. Коган, Н.В. Нечаев, 1979] в крови и моче определяли концентрацию катехоламинов и их метаболитов: НА, А, ДА, 3,4-ДОФА, 3,4-ДОФУК, а также СЕР, 5-ОИУК и др. Перечисленные нейрохимические и клинико-био​химические измерения проводили на 1, 10 и 20 день пребывания в клинике, охватив все фазы ААС. Статистическую обработку результатов осуществляли с применением стандартных методов и критериев вариационной статистики. 

Обсуждение результатов. Полученные результаты свидетельствуют о том, что у принимавших БН пациентов основной группы достоверно ускорялось улучшение психического и физического статуса по большинству регистрируемых психофизиологических параметров. Отмечалось сокращение длительности и степени тяжести абстинентных расстройств. Причем достоверно различающаяся динамика показателей наблюдалась уже с 4 дня госпитализации: улучшались сон, аппетит, у большинства больных быстрее исчезали признаки неглубокой (личностной, реактивной) депрессии, сглаживались симптомы тревожности, раздражительности. Примечательно, что восстановление сна не только ускорялось в течение реабилитационного периода по сравнению с пациентами контрольной группы, но у некоторых больных изменялось и его качество, так как существенно (от 40 до 110 мин) уменьшалась потребность в ночном сне. Продолжительность периода общей физической слабости достоверно короче в основной, чем в контрольной группе пациентов. При этом у неоднократно лечившихся в стационаре пациентов наблюдалось сокращение длительности и степени тяжести абстинентных расстройств, в сравнении с таковыми при предыдущих госпитализациях. В то же время необходимо отметить, что вышеперечисленные эффекты БН проявляются у пациентов дифференцированно, в зависимости от тяжести исходного состояния, степени психосоматических расстройств во время ААС. Оказалось, что БН может оказывать разнонаправленное действие на патологическое влечение к алкоголю. У большинства больных (15 чел., 75%) параллельно с ускоренной редукцией симптомокомплексов психических и соматических расстройств ослабляется и влечение к алкоголю. У тяжелых больных с органической патологией ЦНС и с психопатологией в состоянии декомпенсации (таких в нашем исследовании оказалось 2 чел., 10%) наоборот, возможно обострение и стимуляция влечения. Показатели психического напряжения также в меньшей степени редуцировались в подгруппе психически декомпенсированных больных, а раздражительность и гнев даже усиливались. У больных хроническим алкоголизмом с сопутствующим гепатитом и циррозом, БН достоверно ускоряет (сокращает) сроки восстановления морфофункционального состояния печени. При этом нормализация, или положительная динамика, объективных лабораторных показателей функций печени, таких как активность ферментов печеночного спектра (ГГТ, АЛТ, АСТ, ЩФ), уровни билирубина и остаточного азота, происходит в 1,5-2 раза быстрее по сравнению с динамикой этих критериев в контрольной группе пациентов, не получавших БН. На фоне БН быстрее редуцировались клинические и УЗИ-признаки алкогольного гепатита и панкреатита. В то же время БН не влиял на показатели обмена липидов и за время испытания не вызывал снижения клинических и лабораторных признаков гепатоза (гипертриглицеридемия, гиперхолестеринемия). 

Препарат БН оказывает кардиопротекторное действие, выражающееся в снижении гиперферментемии общей и сердечной креатинфосфокиназы, АСТ и нормализации электрофизиологических параметров на ЭКГ уже через 5-7 дней комплексной терапии у больных с клинико-биохимическими признаками функционального перенапряжения сердечной мышцы и кардиотоксического синдрома в структуре ААС. Вероятными механизмами кардиозащитных свойств БН, по-видимому, являются его антиоксидантный и мембраностабилизирующий эффекты, способствующие оптимизации процессов энергообеспеченности и тканевого дыхания миокардиоцитов. В контрольной группе биохимические критерии миокардиопатии имели количественно более выраженный и более затяжной во времени характер (р ( 0,05).

Изучение динамики нейрохимических показателей демонстрирует статистически достоверное различие в скорости восстановления нейрохимического статуса у пациентов основной и контрольной групп. Это особенно касается таких показателей как уровень НА (р(0,05), ДА (р(0,05), 3,4-ДОФУК (р(0,05), 3,4-ДОФА (р(0,05) и СЕР (р(0,01). Поскольку катехоламиновые нейромедиаторные системы играют значительную роль в механизмах зависимости от алкоголя, полученные результаты предполагают преобладающее и опережающее включение психической компоненты в общий адаптационный процесс и оздоровление пациентов, получавших БН. Действительно, положительная динамика абсолютных изменений нейрохимических показателей и устранение дисбаланса в их соотношении тесно коррелирует с динамикой параметров психофизиологического статуса пациентов, получавших БН в составе комплексной терапии. Примечательно, что пациенты из основной группы становятся доступными для психотерапии в более ранние сроки (р(0,05) и далее легче удерживаются в лечебно-реабилитационной программе. В последующем у таких больных легче вырабатывается критическое отношение к собственному заболеванию. 

Выводы. Включение препарата БН в комплексную терапевтическую программу способствует облегчению «биодоступности» больных с зависимостью от алкоголя для последующего проведения психотерапевтической работы, что приводит к достоверному сокращению (на 30-50%) периода реабилитации. Одновременно повышается эффективность курса лечения, что выражается в ускоренной редукции синдромокомплексов психосоматических расстройств, дезактуализации алкогольной мотивации и др.

Учитывая полученные результаты, препарат БН можно рекомендовать как новое перспективное средство системной энзимотерапии и биокоррекции нарушенного гомеостаза у больных, страдающих химической зависимостью с полиорганными осложнениями.

Необходимо принимать во внимание обстоятельства, ограничивающие использование БН при лечении пациентов с тяжелыми психоорганическими расстройствами.
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Катастрофа на Чернобыльской АЭС переключила внимание ряда национальных научных школ Белоруссии на решение радиобиологических проблем. Многоплановые биохимические исследования возглавлялись и координировались Институтом радиобиологии НАН (академик Е.Ф. Конопля) и Институтом биохимии НАН (академик Ю.М. Островский). Кафедра биохимии Витебского государственного медицинского университета и Республиканский липидный лечебно-диагностический центр метаболической терапии (РЛЛДЦМТ) включились в эти исследования по программе «Радиация и атеросклероз» в 1988 году. В проводимых исследованиях можно выделить три этапа: 1) определение роли радиационного фактора в генезе дислипопротеинемий атерогенного характера; 2) оценка динамики клинических проявлений атеросклероза в постчернобыльском периоде в сравнении с сопоставимым по времени периодом до аварии на ЧАЭС; 3) разработка технологий метаболической терапии вызванных радиационным воздействием нарушений транспорта липидов. В процессе исследований были предложены и обоснованы понятия «радиационно-экологические дислипопротеинемии» [1] и «радиационно-индуцированный атеросклероз» [2, 3], а также была создана инфраструктура для изучения роли радиационно-экологических факторов в патогенезе атеросклероза – РЛЛДЦМТ [4, 5].

1. В экспериментах на белых беспородных крысах изучено действие внешнего гамма-облучения в диапазоне 0,1-5,0 Гр, а также три варианта внутреннего облучения при введении радиоактивного цезия, дополнительном введении радиоактивного йода и содержании животных в 30-километровой зоне ЧАЭС. После внешнего облучения выявлены ранние реакции липидтранспортной системы на 3-и сутки, включающие повышение количества общего холестерина в сыворотке крови за счет холестерина ЛПОНП и ЛПНП. Затем следует фаза адаптационных изменений, для которой характерно увеличение холестерина антиатерогенного класса ЛПВП (0,5-5,0 Гр). К 17-м суткам после облучения развивается типичная дислипопротеинемия (ДЛП) атерогенного характера: повышение уровня общего холестерина, холестерина ЛПНП и снижение холестерина ЛПВП. У животных, подвергнутых внутреннему облучению, также обнаружено повышение количества общего холестерина ЛПНП без изменения содержания холестерина ЛПВП. Атерогенные эффекты внутреннего гамма-облучения прослеживались в течение года: выявлены гипертриглицеридемия, повышение уровней холестерина ЛПОНП, ЛПНП и повышение величины индекса атерогенности. Однократное воздействие ионизирующей радиации усиливало интенсивность перекисного окисления липидов, индуцированное тетрахлорметаном. Наблюдалось изменение содержания диеновых конъюгатов, малонового диальдегида, снижение антиоксидантной активности плазмы крови и печени. Гистохимические и биохимические исследования аорты облученных крыс на протяжении первого месяца наблюдений не выявили липидных отложений в подэндотелиальном слое аорты, хотя в печени были обнаружены признаки ожирения. В специальных экспериментах показано, что у облученных животных либо удлинена митотическая фаза регенерации печени, либо резко выражены процессы репаративного синтеза ДНК (1,0 Гр). Дополнительное скармливание атерогенной диеты, включающей 2,5% холестерина и 0,12% метилтиоурацила, начиная с 10 дня после однократного внешнего гамма-облучения в дозах 0,25-5,0 Гр в течение 3-х недель, привело к ожирению печени в области триад в 60% случаев и раннему липидозу аорты у 30-40% крыс. Хроническое внешнее гамма-облучение на установке «Гаммарид» в дозе 0,04 Р/ч в течение 27 суток (суммарная доза 0,25 Гр) привело к уменьшению количества холестерина ЛПВП и росту уровня холестерина ЛПНП. Атеро​генная диета на фоне хронического облучения вызвала более выраженную алиментарную гиперхолестеринемию, особенно при содержании в диете 5% холестерина. Таким образом, экспериментально доказана роль радиационного фактора в развитии ДЛП атерогенного типа [6-12].

2. При обследовании ликвидаторов последствий аварии на ЧАЭС мая-июня 1986 г. в 1990 было найдено, что са​мым распространенным был 4 тип гиперлипопротеинемии – 46% обследованных, у 18% ликвидаторов были зарегистрированы изменения состава липопротеинов, у 12% – 2а тип и у 2% – 2б типы гиперлипопротеинемий; не было найдено изменений в липидном спектре у 7% ликвидаторов и у 15% – была выявлена гиперальфалипопротеинемия. Следовательно, почти у половины 30-35-летних ликвидаторов за 4 послеаварийных года сформировался возрастной тип атерогенной ДЛП, а у 15% – адаптационный тип ДЛП. Адаптация липидтранспортной системы к действию радиационного фактора достигается за счет активации системы обратного транспорта холестерина и активации ЛХАТ, что обосновывает гепатотропную терапию у ликвидаторов. Постепенное развитие адаптационных механизмов привело к тому, что уже через 10 лет после аварии на ЧАЭС у 61% обследованных не было найдено изменений в липидтранспортной системе, а 4 тип ДЛП отмечался в 2,7 раза реже, т.е. у 17% ликвидаторов. Однако вместо адаптационного типа ДЛП (гиперальфалипопротеинемия) у 15% ликвидаторов регистрировалась гипоальфалипопротеинемия. Среди населения загрязненных радионуклида​ми территорий выявлена более частая регистрация этого типа ДЛП, что определяет зна​чение гипоальфахолестеринемии как фактора риска радиационно-связанного атеросклероза [13]. С этим фактором риска можно связать ежегодный прирост уровня распространенности ишемической болезни сердца и гипертензии [13,14]. Многие показатели, характеризующие липидтранспортную систему, например белково-липидное соотношение ЛПВП и апо-В-содержащих липопротеинов у ликвидаторов в возрасте 35-40 лет совпадали с аналогичными параметрами транспорта липидов у больных ишемической болезнью сердца из «чистых» регионов в возрасте 40-50 лет. При многолетнем действии изолированного радиационного фактора в дозах, превышающих естественный гамма-фон в 2-10 раз, развивалась особая форма дислипопротеинемии, которая включала синхронное повышение холестерина в ЛПВП, ЛПНП и аполипопротеина А1 [8].

3. Для коррекции радиационно-индуцированных дислипопротеинемий использованы гепатопротекторы, гиполипидемические препараты и энтеросорбенты. По цитотоксичности, определенной на культурах клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом, препараты распределились в последовательности: флакозид – танацехол – урсодезоксихолевая кислота – эссенциальные фосфолипиды – тауроурсодезоксихолевая кислота – экстракт солянки холмовой. Все испытанные препараты в разной степени препятствовали развитию радиационно-индуцированной дислипопротеинемии. Гепатотропные препараты (метадоксил, эссенциальные фосфолипиды, экстракт солянки холмовой) предотвращали нарушения биосинтеза фосфолипидов; холеретики и препараты желчных кислот обладали гипохолестеринемическим эффектом, энтеросорбент ваулен и его модифицированные формы частично препятствовали развитию алиментарной гиперхолестеринемии у облученных крыс за счет влияния на состав основных классов липопротеинов. Испытаны иммобилизованные формы урсодезоксихолевой и тауроурсодезоксихолевой кислот при радиационно-индуцированных нарушениях транспорта липидов [15-19]. Положительные эффекты этих гепатопротекторов при радиационно-индуцированных нарушениях метаболизма связаны с выраженностью их антиапоптозогенного и антинекрозогенного действия, выявленного на изолированных клетках пече​ни [20]. Для коррекции ДЛП и признаков поражения печени у ликвидаторов и больных ишемической болезнью сердца (120 пациентов) были применены в течение 180 дней препараты полиненасыщенного фосфатидилхолина (эссенциале форте) и гамма-линоленовой кислоты (нео​гландин). Прием эссенциале форте обеспечил у ликвидаторов нормализацию содержания фосфолипидов ЛПВП и достоверное снижение в плазме активности щелочной фосфатазы, АлАТ и ГГТ. У больных ишемической болезнью сердца этот препарат дополнительно привел к уменьшению величины индекса атерогенности. Применение неогланди​на у ликвидаторов вызвало уменьшение количества триглицеридов, а также активности ГГТ и щелочной фосфатазы в плазме крови. Спустя 2 месяца после завершения приема препарата было выявлено повышение содержания фосфолипидов в составе ЛПВП. У больных ИБС прием 
неогландина вызвал уменьшение величины индекса атерогенности, а также повышение количества аполипопротеинов и фосфолипидов ЛПВП [21].

Светлой памяти учителя – Юрия Михайловича Островского, стоявшего у истоков данной программы исследований посвящяется. Глубокая благодарность сотрудникам Института биохимии НАН Беларуси за многолетнюю поддержку исследований словом и делом. На различных этапах выполнения программы участвовали сотрудники ВГМУ Г.Г.Воронов, И.Н.Гребенников, Е.О.Данченко, С.П.Козловская, Н.Ю.Коневалова, В.А.Куликов, Е.Н.Нехайчик, В.В.Ольшанникова, Л.Г.Орлова, С.С.Осочук, Ю.В.Сараев, Г.В.Филипенко, И.А.Чиркина, сотрудники ЦНИЛ и студенты-кружковцы кафедры биохимии.
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Реакция нейрональной мембраны на ацетальдегид

О.В. Чумакова, А.В. Лиопо, С.А. Чижик *

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 
* Институт механики металлополимерных систем им. В.А. Белого, Гомель

Структура и свойства поверхности нейронов являются одной из важнейших характеристик, определяющих функцию нервной ткани. В осуществление сигнальных процессов вовлечены все компоненты нейрональной мембраны, многие из них ранее относили к структурным: переносчики, рецепторы, канальные и контрактильные белки, липиды и ионы [1]. Поэтому нейрональная мембрана так чувствительна к различным эффекторам и биологически активным соединениям. Воздействие ацетальдегида (АА) как первого метаболита этанола вызывает особую реакцию синаптических структур мозга, что может лежать в основе различных физиологических феноменов (например, в поведенческих особенностях животных, толерантности к алкоголю) [2]. Задача исследовать воздействие АА на мембраны весьма актуальна и при алкогольной патологии. Целью исследования была структурная оценка синаптосом и отмытых нейрональных мембран с помощью атомно-силовой микроскопии (АСМ), а также выявление возможного повреждающего воздействия АА на некоторые функциональные характеристики изолированных нервных окончаний.
Изолированные нервные окончания выделяли из стриатума мозга крыс как описано ранее [3, 4], ресуспендировали в нормальном растворе Кребса-Рингера (рН 7,4) и оставляли на 30 минут для восстановления ультраструктуры синаптосом. Для получения синаптических мембран конечный плотный осадок синаптосом замораживали и после размораживания отмывали дважды 20 мМ натрий–фосфатным буфером (рН 7,4), осадок ресуспендировали в нормальном растворе Кребса-Рингера (рН 7,4). Суспензию, содержащую 300-500 мкг белка в 0,1 мл, наносили на обезжиренное предметное стекло и проводили термофиксацию материала. Инкубацию синаптосом и синаптосомальных мембран проводили с АА в концентрациях: 2, 20, 50, 400, 2000 и 4000 мкМ в пробе и в течение 20 минут. Структурно-морфологические исследования поверхности синаптосом и нейрональных мембран осуществляли с помощью исследовательского комплекса «Нанотоп-203», основные составляющие которого: атомно-силовой микроскоп и управляющий персональный компъютер. Был реализован режим «обстукивания» поверхности, являющийся сочетанием контактного и бесконтактного режимов работы. Изображения, получаемые в режиме «обстукивания», представляют собой сочетание топографии и упругих свойств поверхности образца. Нами получены также так называемые фазовые изображения, представляющие карту неоднородной плотности материала.

Дополнительно исследовали функциональные параметры синаптосом и отмытых мембран после воздействия ацетальдегида: транспорт холина с высоким сродством и кинетику мембраносвязанной ацетилхолинэстеразы. 

Ранее было отмечено мембранотропное действие АА после хронической алкогольной интоксикации [5]. Известно, что токсичность АА намного выше, чем этанола в такой же дозе [6] и что АА обладает исключительно высокой химической активностью, он изменяет свойства клеточных и субклеточных мембран [2] за счет модификаций их фосфолипидных и белковых компонентов [7]. 

Ранее мы отмечали, что АА уже в дозе 20 мкМ вызывает изменения, детектируемые АСМ [8]. В этой дозе АА также влиял на кинетику мембраносвязанной ацетилхолинэстеразы, повышая ее сродство к субстрату ацетилхолину, но не меняя Vmax. В настоящих экспериментах выявлено, что в то время как АА в концентрации 20 мкМ приводит к некоторой размытости общего АФМ-изображения, то АА в дозе 50 мкМ вызывает отчетливую адгезию отдельных клеток. Поскольку уровень АА обычно составляет 0,1–0,2% от уровня ЭТ в тканях, концентрация АА, равная 50 мкМ, отмечена в крови крыс спустя примерно полчаса после введения ЭТ в дозе около 1,5 г/кг [9]. При исследованиях в эксперименте отмечена способность АА в этой концентрации к реакциям конденсации с SH-аминогруппами аминокислот крови и тканей мышей и человека [10]. Нами также отмечено, что после увеличения содержания АА в пробе до 400 мкМ изменения проявлялись в деградации синаптосом, которая нарастала при повышении концентрации до 2000 и 4000 мкМ. Необходимо отметить, что дозозависимые изменения поверхности синаптосом наблюдались, начиная с концентрации АА 50 мкМ. Поэтому при этой концентрации нами были исследованы толщина мембранной пленки и фазовые изображения отмытых синаптосомальных мембран. 
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Рис. 1. Профиль мембранной пленки, полученный для АСМ-изображения отмытых синаптических мембран, фиксированных термически до (а) и после 20 минутной инкубации с ацетальдегидом (б)

Анализ АСМ-изображений отмытых синаптосомальных мембраны, полученных после разрушения синаптосом, показал, что средняя толщина мембранной пленки составляет 2,6 (м (рис.1, а). После воздействия АА в дозе 50 мкМ отмечено уплощение мембранной пленки (средняя толщина 0,9 (м) по сравнению с контролем (рис.1, б). Анализ фазового изображения показал уменьшение отдельных микроучастков пленки и практически полное отсутствие контраста, характеризующего ее поверхностную структуру. Этот факт, вероятно, можно объяснить изменением плотности мембранной пленки под действием межмолекулярных сил и образования сплошного контакта, что известно для мягких тканей как эффект так называемого прецизионного контакта [11]. Структурные изменения поверхности синаптических мембран, развивающиеся в течение первых 20 минут воздействия АА, могут быть рассматриваемы как адаптивные. В литературе отмечается, что четкий ответ различных клеток и тканей на воздействие АА выявляется после его применения в концентрации 5-10мкМ и часовой инкубации: отмечено формирование стабильных и нестабильных цитотоксических аддуктов в крови человека [12]. В наших экспериментах выявлено, что такой пороговой концентрацией может быть 50 мкМ АА. Пока неизвестно, насколько изменения поверхности и структуры нейрональной мембраны обратимы и компенсируемы. Но они, безусловно, указывают на нейротоксичность АА. 

Взаимоотношения АА-нейрон, несмотря на их многолетнее  изучение имеют много неясного. Исследования этого вопроса в нашем Институте восходят к гипотезе академика Ю.М.Островского о регуляторной роли АА в нейронах. В супернатанте мозга крыс нами не обнаружено активности фермента, который мог бы осуществлять функцию перевода АА в энергетически выгодную форму – АкоА [13]. Подобный путь доказан у бактерий, где процесс осуществляет КоА-зависимая альдегиддегидрогеназа (АльДГ, К.Ф. 1.2.1.10, альдегиддегидрогеназа ацелирующая) [13]. Поскольку в течение последних лет убедительно показано, что наработка АА в ткани мозга после алкогольной интоксикации осуществляется самостоятельно, минуя печеночный метаболизм [14], обнаруженные эффекты воздействия АА на нейрональную мембрану приобретают особое значение: алкогольная или альдегидная интоксикация может приводить к морфо-функциональным изменениям нейрона. 

Работа поддержана грантом Белорусского ФФИ № Б99-337.
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Обогащение пищевых продуктов микронутриентами: современные медико-биологические аспекты

Л.Н. Шатнюк

Научно-исследовательский институт питания РАМН, Москва

Одобренная Правительством Российской Федерации в августе 1998 г. «Концепция государственной политики в области здорового питания населения Российской Федерации на период до 2005 года» рассматривает развитие производства обогащенных микронутриентами продуктов питания в качестве важнейшей и первоочередной меры, от которой решающим образом зависит улучшение питания и здоровья детского и взрослого населения России.

Обогащение пищевых продуктов микронутриентами – это серьезное вмешательство в традиционно сложившуюся структуру питания человека, необходимость которого продиктована объективными изменениями образа жизни, набора и пищевой ценности используемых продуктов питания. Поэтому и осуществляться оно может только на основе четко сформулированных, научно обоснованных и проверенных практикой медико-биологических принципов, определяющих решение наиболее важных проблем, возникающих при разработке, производстве и реализации обогащенных микронутриентами продуктов питания.

К числу этих проблем относятся: 

– выбор обогащающих микронутриентов; 

– выбор продуктов, подлежащих обогащению;

– регламентация гарантированного содержания микронутриентов в обогащенных ими продуктах питания;

– выбор физико-химических форм вносимых микронутриентов и их сочетаний;

– расчет количества (закладки) вносимых микронутриентов;

– требования к информации, выносимой на упаковку обогащенного продукта;

– оценка реальной эффективности обогащенного продукта как источника внесенных в него микронутриентов.

Решение этих вопросов должно основываться на фундаментальных данных современной науки о питании и роли отдельных пищевых веществ в поддержании здоровья и жизнедеятельности человека, о потребности организма в отдельных пищевых веществах и энергии, о реальной структуре питания и фактической обеспеченности витаминами, макро- и микроэлементами, а также на многолетнем опыте по разработке, производству, использованию и оценке эффективности обогащенных продуктов питания, обобщенном в целом ряде международных документов и, прежде всего, в «Общих принципах добавления эссенциальных нутриентов к продуктам питания» Комиссии Codex Alimentarius ФАО/ВОЗ.

Рассмотрим основные медико-гигиенические принципы. 

1. Для обогащения продуктов питания следует использовать те микронутриенты, дефицит которых реально имеет место, достаточно широко распространен и небезопасен для здоровья.

К числу таких микронутриентов следует, в первую очередь, отнести витамин С, витамины группы В, фолиевую кислоту, каротин, а из минеральных веществ йод, железо и кальций.

2. Обогащать микронутриентами следует продукты массового потребления, доступные для всех групп детского и взрослого населения и регулярно используемые в повседневном питании.

К таким продуктам, в первую очередь, относятся мука и хлебобулочные изделия, молоко и кисломолочные продукты, соль, напитки, продукты детского питания.

Муку и хлеб обогащают, как правило, витаминами группы В, кальцием и железом. Жирорастворимые витамины А, D, Е, К и каротин в основном используют в продуктах, содержащих жир: растительном, сливочном маслах, маргарине, молоке и кисломолочных продуктах. Для обогащения рациона такими микронутриентами, как йод, фтор и некоторые другие, используют пищевую соль, питьевую воду и минерализованные напитки.

Сказанное не исключает возможности и целесообразности обогащения продуктов, адресуемых не всему населению, а его отдельным группам, например, кондитерских изделий, экструдированных продуктов, т.е. высокопитательных продуктов, содержащих «пустые калории», продуктов диетического питания.

3. Исключительно важным представляется вопрос о содержании микронутриентов в обогащенных ими продуктах питания.

В соответствии с практикой, принятой в настоящее время в большинстве стран, регламентируемое, т.е. гарантируемое производителем и объявляемое на упаковке (этикетке) содержание микронутриентов в обогащенном ими продукте питания должно быть достаточным для удовлетворения за счет данного продукта 30-50% средней суточной потребности в этих микронутриентах при обычном уровне потребления продукта.

Указанный принцип исходит из того, что реальный дефицит микронутриентов (витаминов и минеральных веществ) в обычном рационе современного человека как раз и находится в пределах 30-50% от их рекомендуемого уровня потребления. Следовательно, обогащенный в соответствии с этим принципом продукт позволяет эффективно восполнить имеющийся дефицит, поскольку остальные 50-70% необходимых витаминов и минеральных веществ поступают с другими входящими в рацион продуктами, обычными или обогащенными. 

С другой стороны, этот принцип гарантирует от существенного и ненужного избытка вводимых пищевых веществ.

Следует подчеркнуть необходимость строгого соблюдения низшей границы этого показателя. С медико-биологической и гигиенической точек зрения, совпадающих с установлениями, принятыми целым рядом стран, продукт, содержание в котором того или иного пищевого вещества составляет менее 20-30% средней суточной потребности человека, не может служить эффективным источником этого пищевого вещества для восполнения его недостаточного поступления с обычным рационом. В соответствии с этим вводить витамины и минеральные вещества в обогащаемые ими продукты до уровня ниже 20-30% потребности неэффективно и потому нецелесообразно.

4. При обогащении пищевых продуктов витаминами и минеральными веществами необходимо учитывать возможность химического взаимодействия обогащающих добавок между собой и с компонентами обогащаемого продукта и выбирать такие их сочетания, формы, способы и стадии внесения, которые обеспечивают их максимальную сохранность в процессе производства и хранения.

Поскольку потери отдельных витаминов в процессе хранения могут быть довольно значительными, норма закладки рассчитывается так, чтобы к концу срока хранения их содержание было не ниже регламентируемых показателей. В связи с этим в свежеизготовленном продукте и на начальных этапах его хранения содержание в нем этих витаминов может существенно превышать их регламентируемый уровень, что вполне допустимо.

5. Важнейшее требование к внешнему оформлению обогащенных микронутриентами продуктов питания состоит в том, что регламентируемое содержание витаминов и минеральных веществ в обогащаемых ими продуктах должно быть указано на индивидуальной упаковке этого продукта и строго контролироваться как производителем, так и органами Государственного надзора.

На упаковке должно указываться именно регламентируемое содержание обогащающих добавок, а не их закладка. Потребителя интересует, сколько витаминов, минеральных веществ и других микронутриентов он с этим продуктом гарантированно может получить, а не сколько их было внесено в процессе производства, чтобы этот гарантированный уровень обеспечить. Регламентируемое содержание обогащающих микронутриентов должно выражаться в мг на 100 г или на среднюю суточную порцию продукта. Для витаминов А, Е, Д допускается выражение их содержания в международных единицах (МЕ). Очень удобно и наглядно для потребителя выражение содержания витаминов и минеральных веществ в % от средней суточной потребности или рекомендуемой нормы потребления. На импортных продуктах и препаратах это выглядит как % RDA (recommended dayly allowancy).

6. Разработчик и производитель должен гарантировать не только сохранность внесенных в продукт добавок, но также их доступность и биоусвояемость организмом человека в процессе потребления обогащенных ими продуктов питания.

По этой причине эффективность вновь создаваемых обогащенных продуктов должна быть убедительно подтверждена апробацией на репрезентативных группах людей, демонстрирующей не только их полную безопасность, приемлемые вкусовые качества, но также хорошую усвояемость, способность существенно улучшать обеспеченность организма витаминами и минеральными веществами, введенными в состав обогащенных продуктов, и связанные с этими веществами показатели здоровья.

Перечисленные принципы отрабатывались и уточнялись нами в процессе осуществления крупных государственных научно-технических программ, таких как Программа по производству продуктов детского питания и витаминизированных пищевых продуктов (1986-1990 гг.), Государственная республиканская программа по защите населения РФ от воздействия последствий Чернобыльской катастрофы (1992-1995 гг.) и ряда других.

Эти же принципы были использованы при разработке и производстве поливитаминных и витаминно-минеральных смесей, а также обога​щенных ими продуктов питания, созданных специалистами Института питания РАМН в сотрудничестве с ведущими технологическими институтами различных отраслей пищевой промышленности в соответствии с Концепцией государственной политики в области здорового питания населения РФ и социально значимого проекта «Здоровое питание».
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Состояние липидного обмена у больных, перенесших оперативное вмешательство по поводу язвенной болезни 12-перстной кишки (ЯБДК)

Шауки Аль Шаржаби

Гродненский медицинский университет, Гродно

Язвенная болезнь 12-перстной кишки является распространенной патологией желудочно-кишечного тракта [5, 7]. ЯБДК сопровождается метаболическими нарушениями, связанными с изменениями белкового, углеводного и липидного обмена. Указанные нарушения, по всей видимости, могут носить двоякий характер. С одной стороны, метаболические сдвиги могут служить предрасполагающим фоном, на котором возникает собственно язвенное поражение слизистой 12-перстной кишки. В частности, известны повреждающие эффекты на эпителиальные клетки желчных кислот [8], гидролитических ферментов [1] и ряда других факторов. С другой стороны, метаболические нарушения могут носить вторичный характер. Локализация очага воспаления в 12-перстной кишке обуславливает нарушение выделения панкреатического сока и желчи. Участие желчных кислот в процессах эмульгирования и переваривания жиров является абсолютно необходимым. 

И, наконец, еще одним аспектом обсуждаемой проблемы является проблема восстановления метаболических нарушений после лечения язвы. Сохраняются ли они или происходит нормализация метаболизма? в какие сроки? – эти вопросы неясны. В настоящей работе обращено внимание только на одну сторону обсуждаемой проблемы: изменения липидтранспортной системы (ЛТС) у больных ЯБДК на фоне оперативного лечения. 

Таким образом, целью настоящей работы было изучение ЛТС у больных ЯБДК при различных вариантах оперативного лечения заболевания.

Материал и методы. Под наблюдением находилось 128 больных ЯБДК, которым проводили оперативное лечение; диагноз верифицировали на основании жалоб, анамнеза, клинических и инструментальных методов исследования. 111 пациентов (86,8%) были мужчины, 17 (13,2%) – женщины. Средний возраст больных составил 44,3±1,69 лет. Часть больных (51,9%) подвергалась органосохраняющим операциям (селективная проксимальная ваготомия, стволовая ваготомия, ушивание язвенного дефекта), у больных другой (48,1%) – выполнена резекция желудка (Бильрот I и Бильрот II). У всех больных изучали состояние липидного обмена: общий холестерин (оХС), холестерин липопротеинов высокой плотности (ХС-ЛПВП), холестерин липопротеинов низкой плотности (ХС-ЛПНП), уровень триглицеридов (Тг). Биохимические исследования проводили на базе Республиканского липидного лечебно-диагностического центра метаболической терапии (г.Витебск) с помощью наборов предприятия «Cormay Diana» (Польша). Показатели ЛТС оценивали до и после операции, у части больных – в отдаленный период (через 1-5 лет, 5-10 лет и более 10 лет после операции), также в зависимости от возраста, длительности заболевания и пола. В качестве контрольной группы были взяты 50 здоровых доноров, сопоставимых с основной по возрасту (46,7±0,71 лет) и полу.

Результаты обработаны методами статистического анализа [3]. 

Результаты и обсуждение. Основные результаты представлены в сводной таблице. В контрольной группе уровень оХС составил 5,4±0,35 мМ/л, ХС-ЛПВП – 1,5±0,31 мМ/л, ХС-ЛПНП – 3,4±0,46 мМ/л, Тг – 1,2±0,63 мМ/л, Основной контингент больных, страдавших ЯБДК составили мужчины. Причем интересно, что имела место тенденция к более высокому уровню общего холестерина у женщин; это не совсем обычно, поскольку известно, что в общей популяции у женщин отмечается более низкий уровень холестерина по сравнению с мужчинами той же возрастной группы. У больных ЯБДК уровень оХС был достоверно ниже (4,6±0,12 мМ/л, p=0,05), также достоверно ниже был и уровень ХС-ЛПНП (2,7±0,10 мМ/л, p=0,05).Содержание ХС-ЛПВП и Тг не отличалось от такового у здоровых доноров (1,2±0,05 мМ/л и 1,6±0,07 мМ/л соответственно). 

После органосохраняющих операций имело место повышение оХС – 5,3±0,18 (p=0,05), в то время как после резекции – имелась тенденция к его некоторому снижению (4,3±0,20 мМ/л). Очевидно, повышение оХС в первом случае происходило за счет роста ХС-ЛПНП (3,1±0,30 мМ/л), в то время как во втором он остался неизменным. В обеих группах имелась тенденция к незначительному снижению уровня Тг (1,5±0,12 мМ/л и 1,5±0,17 мМ/л для каждой группы соответственно).

При анализе отдаленных результатов обращает на себя внимание рост уровня оХС в отдаленные сроки после оперативного лечения (4,7±0,13, 5,1±0,31, 5,7±0,69 мМ/л для периода 1-5 лет, 5-10 лет и более 10 лет). Очевидно, что эти изменения могут зависеть не только от характера оперативного вмешательства, но и возраста обследуемых пациентов, так как известно, что с возрастом уровень холестерина также растет. Однако анализ содержания общего холестерина в зависимости от длительности заболевания показывает, что чем дольше пациент страдает ЯБДК, тем меньше уровень оХС (4,8±0,17 мМ/л при длительности заболевания до 5 лет и 4,4±0,12 мМ/л при длительности заболевания более 10 лет).

Таблица. Некоторые показатели липидтранспортной системы у больных ЯБДК, подвергшихся оперативному лечению 

	№ п/п
	Характеристика групп
	N
	ОХС, мМ/л (*)
	ХС-ЛПВП, мМ/л
	ХС-ЛПНП, мМ/л
	Тг, мМ/л

	1.
	До операции
	83
	4,6±0,12
	1,2±0,05
	2,7±0,10
	1,6±0,09

	
	Операции:
	
	
	
	
	

	2.
	Органосохраняющие
	24
	4,3±0,20
	1,0±0,07
	2,7±0,19
	1,5±0,12

	3.
	Резекция 
	33
	5,3±0,18
	1,4±0,24
	3,1±0,3
	1,5±0,11

	
	После операции через:
	
	
	
	
	

	4.
	1-5 лет 
	10
	4,7±0,13
	1,2±0,27
	3,1±0,18
	1,6±0,13

	5.
	6-10 лет 
	8
	5,1±0,31
	1,4±0,14
	3,1±0,24
	1,2±0,18

	6.
	Более 10 лет 
	9
	5,7±0,69
	1,5±0,23
	3,4±0,51
	1,7±0,18

	7.
	Мужчины
	111
	4,7±0,10
	1,2±0,04
	2,8±0,08
	1,7±0,08

	8.
	Женщины
	17
	5,0±0,32
	1,4±0,12
	2,9±0,3
	1,4±0,13

	9.
	Возраст до 35 лет
	20
	4,6±0,26
	1,2±0,11
	2,6±0,23
	1,6±0,14

	10.
	Возраст 35-50 лет
	83
	4,7±0,11
	1,2±0,05
	2,8±0,08
	1,7±0,10

	11.
	Возраст 55-70 лет
	14
	4,6±0,38
	1,2±0,12
	2,7±0,32
	1,7±0,15

	
	Длительность болезни
	
	
	
	
	

	12.
	1-5 лет
	33
	4,8±0,17
	1,1±0,06
	3,0±0,14
	1,8±0,17

	13.
	5-10 лет
	22
	4,5±0,16
	1,3±0,09
	2,6±0,13
	1,5±0,11

	14.
	более 10 лет
	20
	4,4±0,12
	1,3±0,11
	2,4±0,07
	1,4±0,14

	15.
	доноры
	20
	5,4±0,35
	1,5±0,31
	3,4±0,46
	1,2±0,63


Примечание: Оценка достоверности различий между отдельными показателями представлена в тексте

Таким образом, можно думать, что для больных ЯБДК характерно некоторое снижение уровня оХС, по всей видимости, за счет фракции ХС-ЛПНП. Наши результаты в целом подтверждаются данными литературы [4, 6]. Можно также предположить, что проводимое оперативное лечение способствует нормализации изменений ЛТС. Следует обратить внимание, что после органонесохраняющих (резекция) операций оХС более приближен к таковому у лиц контрольной группы (5,3±0,18 мМ/л), чем после органосохраняющих (4,3±0,20 мМ/л). Можно думать, что нарушение иннервации 12-перстной кишки (что лежит в основе ваготомии) определенным образом нарушает ее способность в переваривании экзогенных липидов.

Следует обратить внимание, что обнаруженные изменения не носят ярко выраженного патологического характера, поскольку не выходят за пределы общепринятых интервальных норм.

Таким образом, на основе полученных результатов можно думать, что ЯБДК протекает на фоне более или менее выраженных изменений липидтранспортной системы организма. Остается открытым вопрос о том, первичны они или вторичны. С другой стороны, можно думать, что проводимое оперативное лечение обеспечивает восстановление параметров липидтранспортной системы.
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Коррекция «тауфоном» задержки внутриутробного развития плода 
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Гродненский государственный медицинский университет

Сопровождая такие осложнения беременности, как угроза ее преры​вания, гестоз, перенашивание, плацентарная недостаточность приводит к формированию задержки внутриутробного развития плода (ЗВРП).

Существует мнение [1], что именно структурно-функциональные мозговые изменения у женщин определяют течение и исход беременности. Одновременно с этим известно, что гестозы у женщин сопровождаются нарушением мозгового кровообращения [3]. Диагноз задержки внутриутробного развития плода является одним из самых сложных в акушерстве. По данным литературы, почти 60% случаев ЗВРП клиническими методами не выявляются и в структуре перинатальных потерь 20% составляют нераспознанные случаи ЗВРП [2]. 

Таурин в нервных тканях является одной из наиболее распространенных аминокислот. Вследствие своего необычного строения и распределения, высокого содержания в ЦНС, благодаря многочисленным физиологическим эффектам на нейрональном уровне, стало очевидным, что таурин играет в ЦНС одну из центральных, однако, до конца не выясненных функций [4].

Целью настоящего исследования являлось определение возможности использования фармакопейного препарата «Тауфон» (4%-раствор таурина) у беременных женщин для коррекции задержки внутриутробного развития плода.

Нами проведен курс лечения тауфоном у 62 беременных женщин в сроке гестации 28-34 недели при задержке внутриутробного развития плода. Совместно с общепринятой схемой лечения назначали тауфон в течение 10-12 суток в период стационарного лечения женщин в отделении патологии беременных.

В исследуемой группе первая беременность была у 49 женщин, повторная – у 13. Средний возраст обследованных женщин составил 24,5(0,7 года. У 26 женщин отмечались проявления гестоза различной степени выраженности, у 13 – маловодие, у 4 – многоводие. Контрольную группу составили 24 женщины с подтвержденной задержкой внутриутробного развития плода, которые получали общепринятое лечение данной патологии. Беременным исследуемой и контрольной групп в анализируемый период назначался только рибоксин в таблетках, раствор АТФ внутримышечно и актовегин внутривенно.

Всем женщинам проводили комплексное обследование с использованием общеклинических и дополнительных методов. Ультразвуковое и допплерометрическое исследование кровотока осуществляли с помощью диагностического прибора «Aloka SSD-1200», снабженного допплеровским блоком, работающим в импульсном режиме с частотным фильтром 100 Гц. В ходе исследования проводили ультразвуковую фетометрию, плацентометрию и определяли количество околоплодных вод. Регистрировали скорость кровотока в артерии пуповины и аорте плода, вычисляли систоло-диастолическое отношение (СДО). Задержка внутриутробного развития плода выявлялась с помощью стандартной ультразвуковой фетометрии и характерных изменений кровотока, проявляющихся в снижении дистолического компонента кривых скоростей кровотока (КСК). По полученным антропометрическим данным плода определялся предполагаемый вес, который сравнивали с должным по контрольным таблицам [2].

На основании полученных данных давался прогноз и, соответственно, определялась дальнейшая тактика ведения беременности и родов. Комплексное использование современных методов исследования позволяет диагностировать ЗВРП с чувствительностью 91,1% и специфичностью 95,3% [3].

В результате проведенных сонографических исследований выявлена задержка внутриутробного развития плода 1 степени у 36 женщин. Дефицит массы тела у плодов по сравнению с долженствующим составил 236,1(56,6 г. Остальные женщины исследуемой группы имели более выраженный дефицит массы тела плода, у них была диагностирована задержка внутриутробного развития плода 2 степени. Дефицит массы тела у них составил 358(74,1 г.

В контрольной группе все женщины имели задержку внутриутробного развития плода 1 степени и дефицит массы тела плода составил 258,1(68,2 г.

У 13 женщин исследуемой группы и у 4 беременных контрольной группы было выявлено маловодие. 45 беременных женщин исследуемой группы имели беременность в сроке 28-30 недель и 17 – в сроке 32-34 недели.

Нами обнаружено увеличение массы плода у беременных женщин исследуемой группы после 10-12 дней проведенного курса терапии с использованием тауфона на 303,1(20,0 г, что было достоверно больше, чем в контрольной группе – 192,0(21 г (p<0,001). Следует заметить, что в исследуемой группе были беременные женщины с меньшим сроком беременности (28-30 недель) и диагностированной задержкой внутриутробного развития плода (n=45), при этом прибавка массы плода составила 350,0(39,0 г, в то время как при более позднем сроке беременности (32-34 недели) – 250,0(40,0 г. При допплерометрическом исследовании СДО в артерии пуповины и аорте плода получена нормализация кривых скоростей кровотока через 10-12 дней после включения тауфона в комплексную терапию у беременных женщин исследуемой группы в 39% случаев, в то время как в контрольной группе только у 12% (p<0,001). 

Анализируя дальнейшее течение беременности у женщин, получавших терапию с включением тауфона, нами не обнаружено рецидивов задержки внутриутробного развития плода. 36 беременных женщин (58%) исследуемой группы родили детей впоследствии с нормальной массой тела и слабовыраженными клиническими проявлениями хронической внутриматочной гипоксии. В контрольной группе только 8 (33%) новорожденных детей имели антропометрические показатели соответствующие сроку гестации (p<0,001). 

Таким образом, использование тауфона (4% раствор таурина) путем включения его в общепринятую терапию у беременных женщин с задержкой внутриутробного развития плода способствует улучшению маточно-плацентарного кровотока и состояния плода в целом. 

Список литературы

273. Батуев А.С., Сафронова Н.М., Солдатова О.Ф. // Педиатрия.– 1997. – №5. – С.31‑34.

274. Медведев М.В., Юдина Е.В. Задержка внутриутробного развития плода. – М., 1998. – 208 с.

275. Мусаев З.М., Стрижаков А.Н., Ковалева Л.Г. // Акушерство и гинекология. – 1997.– №1.– С.30-33.

276. Шейбак Л.Н., Шейбак В.М. // Здравоохранение. – 1996. – № 2. – С.39-41.

УДК 577.1:[615.3+632.95+547]

Влияние синтетических простаноидов 
на основе циклопентенона 
на аденилатциклазную систему печени крыс
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Простаноиды – это семейство структурно-родственных молекул, обладающих широким спектром биологических эффектов в разных тканях [1, 2]. Трансдукция сигнала простагландинов (ПГ) Е-серии внутрь клетки осуществляется через соответствующие рецепторы, G белки и вторые мессенджеры [2, 3]. Одним из таких мессенджеров является цАМФ [3]. Механизм действия простаноидов на основе циклопентенона, синтезированных в ИБОХ НАНБ, до настоящего времени изучен далеко не полно. В то же время при медико-биологических испытаниях они продемонстрировали высокую биологическую активность ([4] и ссылки в ней). 

В связи с этим, целью настоящей работы явилось изучение некоторых механизмов и эффективности действия простаноидов на основе циклопентенона на аденилатциклазную систему (АЦС) печени крыс.

Материалы и методы. Работа выполнена на беспородных белых крысах-самцах массой 180-200 г, содержавшихся на стандартном рационе вивария. Выделение плазматических мембран печени и определение активности аденилатциклазы (АЦ) проводили, как описано нами ранее [5, 6]. Реакцию запускали добавлением 10 мкл (10–15 мкг белка) мембранного препарата к 40 мкл стандартной среды инкубации, содержащей 25 мМ HEPES-NaOH: pH 7,5 при 30°C; 1 мМ MgCl2; 1 мМ изобутилметилксантин; 1 мМ АТФ; 5 мМ креатинфосфат; 80 МЕ/мл креатинфосфокиназы и инкубировали 15 мин при 30°C. После остановки реакции кипячением содержание цАМФ в пробах определяли радиоиммунологическим методом [7] с использованием набора реактивов, разработанного на кафедре биохимии БГУ. Белок определяли по Петерсену [8]. Результаты обрабатывали статистически [9].

В экспериментах по изучению эффектов простаноидов на активность АЦ конечная концентрация ГТФ в среде инкубации составляла 0,1 мМ, простагландина Е2 (ПГЕ2) и тестируемых синтетических простаноидов – 0,01 мМ.

В работе использовались следующие соединения, синтезированные в ИБОХ НАНБ: этиленовые – 2-метил-4-(1'-гидроксигепт-5Z'-енил)-5-(4''-гидроксиокт-2Z''-енил)-циклопент-2-енон (I); ацетиленовые – 5-(4'-метил-4'-окси-2'-октинил)-4-(7''-окси-2''-гептинил)-3-изобутокси-2-ме​тилциклопент-2-енон (II), 3-изобутокси-2-метил-4-(4'-окси-децин-2'-ил)-5-(1''-окси-гептин-5''-ил)-циклопент-2-енон (III); ацетилено-этиленовые – 2-метил-5-(1'-окси-гептин-5'-ил)-4-(4''-окси-децил-2Z'-ил)-циклопент-2-енон (IV); изоксазолинопростаноиды – 2-метил-4-(3-бутил-4,5-дигидроизоксазолин-5-ил)метил-5-(7-оксигептил)-2-цикло​пентен-1-он (V), 2-метил-4-(3-бутил-4,5-дигидроизо​ксазолин-5-ил)ме​тил-5-(6-карбоксигексил)-2-циклопентен-1-он (VI), 3-изобутокси-4-(6-карбоксигексил)-2-метил-5-(3-бутил-4,5-дигидроизоксазолин-5-ил)ме​тил-2-циклопен​тен-1-он (VII); изоксазолопростаноиды – 2-метил-4-(3-бутилизоксазол-5-ил)метил-5-[6-метилкарбоксигекс-2(Z)-енил]-2-цик​лопентен-1-он (VIII); енаминокетоны – 3-изо​бутокси-2-метил-5-(2-оксо-4-амино-окт-3Е-енил)-4-(гидроксигепт-2(Z)-енил)-2-цикло​пентен-1-он (IX), 3-изобутокси-2-метил-5-(2-оксо-4-амино-окт-3Е-енил)-4-(6-карбокси​гекс-2(Z)-енил)-2-циклопентен-1-он (X).

Структурные формулы данных простаноидов приведены в [4].

Результаты и обсуждение. Эффективность действия десяти синтетических простаноидов на основе циклопентенона оценена по степени их влияния на АЦ, находящуюся в состоянии низкого или высокого сродства, либо активированную природным ПГЕ2 (табл.).
ПГЕ2 приводит к увеличению базальной и ГТФ-стимулированной активности АЦ на 158,3% и 152,4% соответственно, что согласуется с данными литературы [10].

Таблица. Влияние синтетических простаноидов на базальную, ГТФ- и ПГЕ2-стимулированную активности аденилатциклазы печени крыс

	Простаноиды в концентрации 0,01 мМ
	Изменение базальной активности, % (X±Sx)
	Активность в присутствии

0,1 мМ ГТФ, % (X±Sx)
	Активность в присутствии

0,1 мМ ГТФ и 0,01 мМ ПГЕ2, % (X±Sx)

	контроль
	100
	100
	100

	ПГЕ2
	158,3±8,2 *
	152,4±7,1 *
	-

	Этиленовый

	I 
	106,3±5,5
	99,2±4,6
	71,6±4,8 *

	Ацетиленовые

	II 
	96,8±6,5
	131,2±6,7 *
	105,6±5,2

	III 
	105,2±9,5
	102,3±4,5
	71,5±4,6 *

	Ацетилено-этиленовый

	IV 
	107,2±5,6
	97,4±4,9
	78,8±4,4 *

	Изоксазолинопростаноиды

	V 
	105,1±6,9
	114,8±3,2 *
	96,8±4,9

	VI 
	94,4±6,2
	83,4±3,1 *
	81,3±4,2 *

	VII 
	97,4±7,8
	117,6±3,9 *
	108,2±4,3

	Изоксазолопростаноид

	VIII 
	95,2±3,5
	99,6±4,6
	85,4±4,3 *

	Енаминокетоны

	IX 
	84,6±5,5 *
	83,1±4,3 *
	73,4±4,9 *

	X 
	96,9±4,5
	79,2±3,7 *
	78,4±4,6 *


Примечание: в качестве контроля принималась базальная, ГТФ– либо ПГЕ2-стимулированные активности фермента в отсутствии синтетических простаноидов в инкубационной среде; * – различия статистически достоверны по отношению к контролю при уровне значимости P < 0,05 (n = 9).

Все изученные вещества в отсутствии в среде инкубации ГТФ не оказывали влияния на синтез цАМФ за исключением енаминокетона (IX). Известно, что ГТФ переводит G белок в активное состояние, способствуя его сопряжению с АЦ [3]. На фоне насыщающих концентраций этого нуклеотида у ряда веществ проявилось активирующее, а у некоторых – ингибирующее действие. По силе активации АЦ простаноиды располагаются следующим образом: ПГЕ2>II>VII>V. Наиболее сильным стимулятором фермента является соединение, относящееся к группе ацетиленовых простаноидов. Вещества же, ингибирующие ГТФ-стимулированный синтез цАМФ, можно расположить в следующий потенциальный ряд: X>IX=VI. Остальные аналоги достоверного действия на АЦ в состоянии высокого сродства не оказали. Необходимо отметить, что соединения I, III, IV и VIII не изменяют ни базальную, ни ГТФ-стимулированную активности АЦ. Однако при совместном действии с природным ПГ эти вещества обладают способностью снижать эффект ПГЕ2 на 28%, 28,5%, 21% и 15% соответственно. Следовательно, данную группу аналогов можно отнести к «частичным» блокаторам трансдукции сигнала ПГЕ2 в ГТФ-стимулированной АЦС.

Согласно полученным результатам, а также данным литературы [2], можно предположить, что простаноиды II, V и VII вероятнее всего реализуют свое действие через рецепторы ЕР2 и/или ЕР4, ассоциированные с Gs белком; биологический эффект соединений VI, IX, X может опосредоваться через ЕР3 рецептор, который взаимодействует с Gi белком АЦС. Вещества I, III, IV и VIII являются блокаторами ЕР2 и/или ЕР4 рецепторов. Для более полного выяснения реальных механизмов действия указанных выше простаноидов необходимы дополнительные исследования.

Анализируя структуры тестируемых аналогов ПГ, а также способность последних влиять на активность АЦ, можно заключить, что активирующее действие характерно для соединений с заменой карбоксильной группы на гидроксильную у первого углеродного атома молекулы. Ингибирующий эффект проявляют вещества с наличием изоксазолина в ω-цепи и аминогруппы в α-цепи простаноида. Для лигандов, блокирующих трансдукцию сигнала ПГЕ2 характерно увеличение степени ненасыщенности α- и ω-цепей, а также модификации в циклической части молекулы.

Необходимо отметить, что природные ПГ наиболее эффективно изменяют активность АЦ по сравнению с синтетическими. Однако известно, что путем химического синтеза довольно сложно получить соединения, которые бы полностью имитировали биологическое действие природного простаноида [1]. Тем не менее, более низкая активность синтезированных соединений может компенсироваться более высокой метаболической стабильностью препарата, что позволяет данному веществу более длительное время взаимодействовать с соответствующим рецептором [1]. Тот факт, что некоторые из исследованных простаноидов проявляют эффекты в аденилатциклазном тесте, позволяет рассматривать их в качестве потенциальных биорегуляторов.
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Последние достижения структурной геномики открыли перспективу изучения важнейших молекулярно-биологических процессов на уровне целого генома. Для некоторых модельных организмов появилась возможность систематизировать все компоненты (как гены, так и белки), участвующие в том или ином процессе. 

Одним из важнейших процессов жизнедеятельности эукариотической клетки, необходимых в том числе и для поддержания её метаболического гомеостаза, является транскрипция (матричный синтез РНК на ДНК хроматина), осуществляемая ядерными РНК-полимеразами I, II и III, и регулируемая разнообразными белковыми факторами транскрипции. РНК-полимеразы I-III эукариот представляют собой высокоорганизованные гетеромультимерные комплексы, состоящие из 12-17 субъединиц, в большинстве своем необходимых для жизнедеятельности клетки. Индивидуальные функции многих компонентов ядерных РНК-полимераз и факторов транскрипции все еще не известны, что затрудняет построение общей картины функционирования аппарата транскрипции эукариот. 

Мы изучаем базовый аппарат транскрипции делящихся дрожжей Schizosaccharomyces pombe, причем основные наши усилия направлены на характеристику компонентов ядерных РНК-полимераз I-III и общих факторов инициации транскрипции РНК-полимеразы II. На сегодняшний день мы клонировали кДНК и гены Sch. pombe, кодирующие все 12 субъединиц РНК-полимеразы II [1, 2], 12 различных субъединиц РНК-полимеразы I (в том числе все незаменимые) [3, 4], многие субъединицы, специфические для РНК-полимеразы III [5], а также компоненты общих факторов транскрипции TFIIE и TFIIB [6]. Кроме того, с целью изучения структурно-функциональной консервативности аппарата транскрипции эукариот клонированы и исследованы кДНК, кодирующие некоторые субъединицы ядерных РНК-полимераз других эукариотических организмов (Arabidopsis thaliana [3], Drosophila melano​gaster [7], Caenorhabditis elegans [7, 8]), а также многих компонентов аппарата транскрипции человека [5, 7, 9]. 

Все клонированные кДНК были протестированы на их способность заменять in vivo функции соответствующих компонентов базового аппарата транскрипции почкующихся дрожжей Saccharomyces cerevisiae [10]. Такой систематический анализ показал, что 7 малых субъединиц РНК-полимеразы II человека (hRPB4, hRPB6, hRPB7, hRPB8, hRPB9, hRPB10( и hRPB10() [7, 9, 11], 9 малых субъединиц РНК-полимеразы II Sch. pombe (Rpb3, Rpb4, Rpb5, Rpb6, Rpb7, Rpb9, Rpc10, Rpb10 и Rpb11) [11] и 8 малых субъединиц РНК-полимеразы I Sch. pombe (Rpc40, Rpb5, Rpb6, Rpc19, Rpa49, Rpa12, Rpb10 и Rpc10) [3, 4], 6 из которых (за исключением Rpa49 и Rpa12) входят также в состав РНК‑полимеразы III, способны успешно функционировать в составе аппарата транскрипции S. cerevisiae. Сопоставление результатов комплементации с данными сравнительного анализа первичных структур субъединиц-ортологов из трех эволюционно далеких организмов (S. cerevisiae, Sch. pombe, Homo sapien) позволило выявить новый функционально важный домен в составе субъединицы Rpb11. Этот домен (10-18 а.о.), кодируемый у H. sapiens и Arab. thaliana последним экзоном генов этого белка, расположен на самом C-конце ортологов Rpb11 и содержит в составе субъединиц обоих видов дрожжей характеристическую последовательность EWN/EL.

Впервые показано, что некоторые из малых субъединиц (hRPB8 H. sapiens; Rpb3 и Rpb11 Sch. pombe) могут замещать функцию соответствующего белка из S. cerevisiae лишь частично, приводя к образованию условных (термочувствительных) мутантов [7, 11]. Анализ супрессоров такого рода мутантов S. cerevisiae с мозаичными РНК-полимеразами позволил получить ценную информацию о генетических партнерах субъединиц Rpb8, Rpb10, Rpb3, Rpb11 и Rpa12. Так, по данным супрессорного анализа, с субъединицей Rpb8 помимо общей для всех трех РНК-полимераз субъединицы Rpb6 взаимодействуют специфическая только для РНК-полимеразы III субъединица Rpc1 (RPC160), а также продукты генов UBI1, UBI2 и SSD1 S. cerevisiae [12]. Мультикопийными супрессорами мутантов по функции субъединицы Rpb10 оказались локализованный в ядрышке белок Nop140 (SRP40) [13] и GTP/ATP-связывающий белок Fet5 [14]. В качестве супрессоров условного мутанта S. cerevisiae по субъединице Rpb3 выявлены субъединицы Rpb10 и Rpb11 [11]; в свою очередь супрессорами дефекта по функции субъединицы Rpb11 оказались продукты генов RAD3 и YGP1 почкующихся дрожжей. 

Функции некоторых субъединиц изучены более подробно. Показано, что специфический только для эукариот С-концевой домен HVDLIEK общей субъединицы РНК-полимераз I-III Rpb10 особенно важен для нормального функционирования РНК-полимеразы I, способствуя поддержанию в составе ферментного комплекса самой большой субъединицы этого фермента Rpa1 (RPA190) [13]. Детальный мутагенез специфической субъединицы РНК-полимеразы I Rpa12 показал, что только один из двух присутствующих в субъединице Rpa12 цинк-связывающих доменов (расположенный ближе к N-концу) абсолютно необходим для ее функционирования in vivo.

Поскольку большинство субъединиц представляют собой белки с уникальной последовательностью, то есть не содержат известных структурных доменов и функциональных модулей, большой интерес представляет исследование пространственной структуры этих белков. Для анализа третичной структуры пяти общих субъединиц 
РНК-полимераз I-III (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 и Rpc10) с помощью спектроскопии ЯМР мы осуществили гетерологическую экспрессию их генов в Escherichia coli и провели очистку целевых белков Rpc10, Rpb8 и Rpb10 с помощью металло-аффинной хроматографии, гель-фильтрации и/или обращенно-фазовой хроматографии. Гомогенность препаратов очищенных белков доказана с помощью денатурирующего гель-электрофореза и TOF-MALDI масс-спектрометрии.

Для полноты сравнения аппаратов транскрипции различных видов эукариот (S. cerevisiae, Sch. pombe и H. sapiens) исследования расширены на субъединицы, специфические для РНК-полимеразы III. С этой целью клонированы кДНК Sch. pombe и H. sapiens, кодирующие субъединицы Rpc11 и Rpc25 и получено несколько точковых мутантов этих белков.

Работа выполнена при финансовой поддержке, предоставленной по Государственной целевой научно-технической программы России «Новейшие методы биоинженерии» (направление «Генная инженерия и трансгеноз»).
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УДК 577.344

Катарактогенные изменения хрусталиков глаз крыс при сочетанном действии (-излучения и галогеноуглеводородов

Н.А. Шуканова, С.В. Пинчук, Т.Н. Вадецкая, А.В. Воробей 

Институт фотобиологии НАН Беларуси, Минск

Катаракта (помутнение хрусталика) – одно из распространенных заболеваний, имеющее серьезные социальные последствия для человека. Согласно современным представлениям, механизм развития катаракты связан с протеканием в хрусталике свободно-радикальных окислительных реакций. Экспериментально установлено, что риск развития этого заболевания значительно возрастает при воздействии на организм УФ-излучения, (-радиации, химических окислителей, т.е. факторов, инициирующих свободно-радикальные реакции [1, 2, 3]. Непосредственному помутнению хрусталика предшествует ряд его предкатарактальных изменений: наблюдается снижение содержания антиоксиданта глутатиона, в белках хрусталика уменьшается количество сульфгидрильных групп, увеличивается количество дисульфидных связей и продуктов окисления триптофана, поглощающих в длинноволновой УФ-области (((320 нм) и флуоресцирующих в видимой области спектра, интенсифицируется перекисное окисление липидов в мембранах. Существует корреляция между выраженностью такого рода изменений и риском развития катаракты [4, 5, 6]. Исследование подобных изменений позволяет оценить катарактогенность того или иного воздействия на организм. Ранее [7] на суспензии изолированных мембран эритроцитов и растворах некоторых белков мы обнаружили, что некоторые галогеноорганические соединения (ГОС) модифицируют индуцируемые (‑радиацией деструктивные реакции в биологических системах. Наблюдалось значительное увеличение (-индуцированного разрушения триптофанилов белков и перекисного окисления мембранных липидов. Результат же сочетанного действия (-радиации и галогеноуглеводородов на хрусталик неизвестен. Целью данной работы являлось исследование катарактогенных изменений хрусталиков глаз крыс (флуоресценции в видимой области, содержания восстановленного глутатиона, сульфгидрильных групп белков и продуктов окисления липидов) при (‑облу​чении животных после введения им хлороформа или трихлорацетата натрия.

Материалы и методы исследования. В работе использовали самцов белых беспородных крыс весом 170-190 г в возрасте 10-12 месяцев. Животных подвергали тотальному облучению в двух вариантах: фракционировано и хронически. При фракционированном облучении дозу воздействия 10 Гр делили на десять равных частей с интервалом 1 неделя. Облучение проводили на установке «Игур» (137Cs) при мощности дозы 0,06 Гр/мин. Хроническое облучение крыс осуществляли на установке «Гаммарид» (137Cs) в дозе 0,95 Гр при плотности мощности дозы 0,60 мГр/час. Облучение гомогенатов хрусталика проводили на лабораторной гамма-установке для микробиологических и биохимических исследований тип ЛБМ-(-IM (137Cs). Препараты хлороформа и трихлорацетата добавляли к гомогенатам хрусталика в виде водного раствора. Животным галоге​ноорганические соединения вводили за сутки перед облучением при фракционированном воздействии и один раз в неделю на протяжении 2-х месяцев при хроническом. Растворы хлороформа и трихлорацетата вводили внутрибрюшинно в количестве 30 и 20 мг/кг веса животного соответственно. Измерение флуоресценции целого хрусталика осу​ществляли с использованием флуориметра, собранного на базе двух монохроматоров МСД-1. Хрусталик помещали в кварцевую кювету и жестко фиксировали у передней стенки тефлоновой пластиной. Триптофановую флуоресценцию измеряли при (возб=280 нм и (рег=335 нм, в видимой области – при (возб=365 нм и (рег=425 нм. Реагирующих с 2‑тиобарбитуровой кислотой соединения определяли с использованием флуоресцентного метода [8]. Концентрацию белка 
контролировали по модифицированному методу Лоури [9]. Определение содержания глутатиона и сульфгидрильных групп проводили по методу [10].

Результаты и обсуждение. Определение ранних предкатарактальных изменений хрусталика имеет важнейшее значение для диагностики этого заболевания. Одним из перспективных методов ранней диагностики катаракты является исследование флуоресценции хрусталика в видимой области спектра [5]. На рис.1 приведены значения видимой флуоресценции целых хрусталиков контрольных и подвергнутых фракционированному или хроническому радиационному воздействию крыс. Как видно, интенсивность флуоресценции хрусталиков облученных животных увеличивается, эффект составляет 11% после фракционированного и 18% после хронического облучения крыс. Введение животным хлороформа или трихлорацетата приводит к выраженному усилению ответа на радиационное воздействие. Флуоресценция хрусталиков в видимой области резко усиливается: при фракционированном облучении в присутствии хлороформа – на 19%, трихлорацетата – на 22%; при хроническом облучении с хлороформом – на 30%. Сами ГОС (без облучения) достоверно не влияют на флуоресценцию хрусталиков. Следует также отметить, что интенсивность триптофановой флуоресценции хрусталиков контрольных и облученных (без или после введения ГОС) крыс достоверно не изменяется. Это свидетельствует о том, что белки хрусталиков в результате воздействия радиации и ГОС еще не претерпели существенных структурных перестроек. Это подтверждается и незначительным (7-10%) уменьшением содержания сульфгидрильных групп белков хрусталиков. Следовательно, измерение интенсивности флуоресценции в видимой области позволяет регистрировать потенциально катарактогенные сдвиги в хрусталике до физиологических изменений в его компонентах. Увеличение интенсивности видимой флуоресценции может быть обусловлено либо появлением продуктов деструкции триптофановых остатков в хрусталиках, либо образованием Шиффовых оснований. Однако эти флуорофоры трудно идентифицировать из-за близости спектров их флуоресценции. Интересно отметить, что величина изменений видимой флуоресценции хрусталиков больше при хроническом облучении животных по сравнению с фракционированным, хотя суммарная доза хронического облучения на порядок меньше. Это позволяет предполагать, что увеличение интенсивности флуоресценции является результатом индуцированного радиацией цепного свободно-радикального окисления компонентов хрусталиков, поскольку для подобного рода реакций характерна обратная зависимость эффектов от мощности дозы облучения [11].

Подтверждением протекания в хрусталиках глаз крыс, облученных фракционировано или хронически после введения ГОС, свободно-радикальных реакций является обнаруженное нами в них значительное снижение содержания восстановленного глутатиона, одного из основных компонентов антиоксидантной защиты, и накопление продуктов перекисного окисления липидов. В хрусталиках животных, облученных фракционировано, после введения хлороформа или трихлорацетата содержание глутатиона падает на 32% и 15% соответственно, хронически – в присутствии хлороформа – на 40%. Сами ГОС или облучение без ГОС достоверно не влияют на содержание антиоксиданта. Количество продуктов окисления липидов (ТБК-продуктов) в хрусталиках глаз крыс, подвергнутых фракционированному облучению, после введения ГОС увеличивается примерно на 20%. Однако введение ГОС без последующего облучения сопровождается сопоставимым увеличением количества ТБК-продуктов в хрусталиках. При хроническом же облучении крыс введение хлороформа приводит к почти двукратному увеличению накопления продуктов ПОЛ.
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Рис.1. Интенсивность флуоресценции ((возб=365 нм, (рег=425 нм) целых хрусталиков глаз крыс: контрольных (А), облученных фракционировано (В) и хронически (С) животных без (1) и после введения хлороформа (2) или трихлорацетата натрия (3)

Из полученных данных видно, что при сочетанном действии на организм животных радиации и ГОС происходит усиление радиационно-индуци​рованных изменений компонентов хрусталиков. Влияние ГОС, вероятно, обусловлено модификацией ими (‑индуцированных свободно-радикальных реакций в самих хрусталиках. Механизм такого влияния может заключаться в одноэлектронном восстановлении ГОС при их взаимодействии с одним из основных продуктов радиолиза воды – гидратированным электроном [12]. Это подтверждается примерно двукратным усилением окисления восстановленного глутатиона и липидов при (-облучении гомогенатов хрусталиков в присутствии хлороформа (20 мМ) по сравнению с облучением без него. 

Таким образом, проведенные исследования показывают выраженное увеличение катарактогенной активности (-радиации при ее действии на организм в сочетании с галогеноорганическими соединениями. Основными этиологическими факторами катаракты являются окисление восстановленного глутатиона, липидов, образование флуоресцирующих в видимой области спектра соединений. Полученные данные свидетельствуют об увеличении опасности развития радиационно-индуцированных катаракт в условиях техногенного загрязнения окружающей среды. 
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Изучение структурно-функциональной корреляции среди представителей семейства фосфолипаз а2 методом компьютерного анализа их аминокислотных последовательностей

Т.А. Шумилина

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

Основными компонентами липидного матрикса биологических мембран являются амфифильные 1,2-диацил-sn-3-фосфоглицериды, или фосфолипиды [1]. Фосфолипазы служат каталитическими инструментами их гидролитического расщепления и обновления состава. Все фосфолипазы относятся к подклассу эстераз и в зависимости от положения разрываемой ими эфирной связи стереоспецифически нумерованного (sn) глицерина, составляющего остов фосфолипидной молекулы, подразделяются на фосфолипазы А1, А2, С и D [2].

Среди фосфолипаз особую роль отводят фосфолипазам А2 (ФЛА2, E.C. 3.1.1.4), т.к. катализируемая ими реакция отщепления жирнокислотного остатка из положения sn-2 фосфолипидной молекулы является скорость-лимитирующей стадией в биосинтезе медиаторов липидной природы – арахидоновой кислоты и эйкозаноидов. Это обстоятельство обусловлено позиционно-специфичным распределением жирноацильных цепей в молекуле природных фосфолипидов: в положении 1 в образовании сложноэфирной связи участвуют, как правило, насыщенные, а в положении 2 – ненасыщенные жирные кислоты [3], в том числе и арахидоновая, почти весь клеточный запас которой представлен этерифицированной формой. ФЛА2 освобождает арахидоновую кислоту из эндогенных фосфолипидных депо и тем самым инициирует «арахидонатный каскад», в ходе которого арахидоновая кислота через липооксигеназный и циклооксигеназный пути обмена претерпевает превращение в биологически активные эйкозаноиды, включая простагландины, лейкотриены, тромбоксаны и липоксины [4, 5].

Фосфолипиды, которые в результате фосфолипазной атаки лишаются одного жирнокислотного остатка, превращаются в лизофосфолипиды, причем последние, благодаря своим фузогенным, цитолитическим и хемотактическим свойствам, могут принимать участие в 
развитии патогенных состояний [6]. Ацетилирование лизофосфолипидов специфической ацетилтрансферазой приводит к образованию фактора активации тромбоцитов (PAF, Рlate Activating Factor) [7]. Как PAF, так и эйкозаноиды считаются медиаторами воспалений и аллергических ответов.

Фосфолипазы А2 отличаются широким распространением и большим количеством изоформ, присутствие которых выявлено практически во всех изученных клетках и тканях. Среди идентифицированных к настоящему времени фосфолипаз А2 млекопитающих и человека объектами пристального внимания со стороны исследователей являются цитозольные фосфолипазы А2 с высоким молекулярным весом, достигающим 70-110 и более kDa (другое название – HMW-ФЛА2, High Molecular Weigt ФЛА2), которые специфичны к гидролизу арахидоноил-содержащих фосфолипидов и могут быть наиболее вероятными кандидатами для участия в передаче межклеточных сигналов и сообщений и образовании липидных медиаторов, а также фосфолипазы А2 с низкими (13-15 kDa) значениями молекулярного веса (LMW-ФЛА2, Low Molecular Weight ФЛА2), преимущественно секреторного типа, обнаруженные в некоторых форменных элементах крови, различных органах и в синовиальной жидкости [5,8], интригующей особенностью которых является то, что их общее (в кровотоке) и локальное содержание резко увеличивается при наличии в организме инфекций и тканевых 
повреждений, а также при остром панкреатите [9], ишемии [10], псориазе [11], ревматоидном артрите [12], легочных [13] и желудочных [14] заболеваниях. 

Вместе с тем, низкое содержание этих фосфолипаз А2 in vivo, труднодоступность источников выделения, а также (в случае цитозольных ФЛА2) высокая лабильность, быстрая инактивация и неустойчивость к температурным воздействиям делают их изучение весьма проблематичным. Поэтому достаточно широко применяется косвенное исследование этих ферментов в модельных экспериментах in vitro, где их каталитическое действие имитируется с помощью легкодоступных фосфолипаз А2 из ядов змей и насекомых, а также из сока поджелудочной железы [15‑16]. При этом возникает вопрос о правомерности замены одного фермента другим и о степени сходства модельного белка с оригиналом. 

В поисках ответа мы обратились к компьютерному сравнению первичных структур фосфолипаз А2, выделенных из различных источников (рептилии, млекопитающие, человек). Объектами исследования служили аминокислотные последовательности 24-х фосфолипаз А2, известные по доступным литературным источникам. Для их сравнения, выравнивания и получения численной оценки сходства использовали программу Optimal Aligner (OPAL, версия 1.02) для IBM-совместимых компьютеров, разработанную Е. Демчуком (ИМБ РАН). Программа основана на концепции динамического программирования, впервые введенной в молекулярную биологию В.Г. Туманяном [17] в 1966 г., которая успешно разрабатывалась и получила широкую известность благодаря трудам Needleman & Wunsch [18] и др.

Критерием оптимизации при выравнивании аминокислотных цепочек по отношению друг к другу являлось достижение максимального сходства, для чего допускалось введение разрывов, причем для предотвращения избыточного количества пропусков за каждый разрыв, за исключением концевых, устанавливалось фиксированное значение штрафа. Некоторое сходство существует между двумя любыми аминокислотными последовательностями, поэтому, помимо сравнения реальных первичных структур, программа сравнивает рандомизированные последовательности той же длины и состава, в которых аминокислотные остатки переставляются случайным образом. Число таких рандомизаций задается при запуске программы. В нашем случае оно было равно 100, штраф за разрывы составлял 6, параметр «bias» был равен 5. По результатам сравнений программой рассчитывается т.н. счет элайнмента – числовое значение, выраженное в стандартных единицах отклонения, SD. На основе значений счета элайнмента, полученного при попарном сравнении фосфолипаз А2, выделенных из различных источников, нами была составлена матрица попарного сходства сравниваемых белков. 

Максимальное значение счета элайнмента имеет место при сравнении аминокислотной последовательности с самой этой последовательностью. При проведении такого сравнения в случае ФЛА2 из поджелудочной железы и из селезенки человека счет элайнмента составлял, соответственно, 33,55 SD и 32,37 SD, а в случае ФЛА2 из яда среднеазиатской кобры 32,53 SD. Нижней критической границей, отсекающей возможность родственной близости сравниваемых белков, принят счет элайнмента 3,0 SD. Для исследованных нами аминокислотных последовательностей LMW-ФЛА2 рептилий, млекопитающих и человека были получены достаточно высокие значения счета элайнмента, свидетельствующие о гомологии рассматриваемых ферментов. Так, при попарном сравнении первичной структуры ФЛА2 из яда среднеазиатской кобры с первичными структурами фосфолипаз А2 из поджелудочной железы крысы, человека и селезенки крысы, счет элайнмента составлял соответственно 26,49, 18,69 и 22,99 SD.

Очевидное отсутствие гомологии между первичными структурами цитозольной ФЛА2 человека (749 аминокислотных остатков) и LMW фосфолипазами А2 (119-125 аминокислотных остатков) при проведении компьютерных операций сравнения позволило установить некоторое сходство С-концевого участка молекулы цитозольной ФЛА2 (аминокислотные позиции от 600 до 749) с аминокислотной цепочкой LMW-ФЛА2 из яда среднеазиатской кобры (счет элайнмента 6,57 SD). Аналогичное сравнение первичной структуры секреторной LMW-ФЛА2 из яда кобры с N-концевым фрагментом цитозольной HMW-ФЛА2 человека давало отрицательное значение счета элайнмента (-1,66 SD). Несомненный интерес может представлять сравнение третичных структур этих ферментов, которое позволило бы выявить топологически эквивалентные аминокислотные остатки.

В целом, компьютерный анализ аминокислотных последовательностей ферментов может служить быстрым способом тестирования структурного сходства и функциональной близости как уже известных, так и новых, ранее не изученных белковых молекул. В полной мере это относится и к фосфолипазам А2, которые оказываются причастными к многообразным функционально-значимым клеточным событиям и тканевым состояниям в физиологических и патофизиологических условиях, начиная с ранних стадий клеточной дифференциации и кончая апоптозом. Изучение биохимических механизмов их действия в различных аспектах, в том числе и в структурно-функциональном, может послужить основой для поиска новых эффективных путей терапии целого ряда заболеваний, например, для создания противовоспалительных и противоаллергических средств, ингибирующих раннюю стадию образования предшественников липидных медиаторов воспалений, тканевых повреждений и аллергических ответов, катализируемую ФЛА2.

Автор выражает глубокую благодарность Е. Ж. Демчуку и В.Г. Туманяну за любезно предоставленную для работы программу OPAL.
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Препарат на основе аминокислоты лейцин 
как средство метаболической коррекции у больных язвенной болезнью 12–перстной кишки

Г.И. Юпатов, Шауки Аль Шаржаби*, Т.А. Путилина, Н.Н. Васильева

Витебский медицинский университет, 
Республиканский липидный лечебно-диагностический центр метаболической терапии, 
*Гродненский медицинский университет

Аминокислоты и продукты их обмена являются естественными метаболитами организма, обладающими наиболее широким диапазоном регуляторных функций (1(. Аминокислота лейцин является незаменимой аминокислотой, которая практически полностью поступает с пищей. Свободный лейцин является важнейшим регулятором белкового обмена, что делает его перспективным для использования в целях метаболической терапии. Последнее понятие находит все более широкое применение в клинической практике (4(. Целью настоящей работы была оценка метаболических эффектов аминокислоты лейцин у больных язвенной болезнью 12–перстной кишки (ЯБДК). 

Материал и методы. В исследовании приняли участие 25 больных ЯБДК. Диагноз ЯБДК ставили на основании жалоб, анамнеза, клинических и инструментальных методов исследования. Препарат «Лейцин» применяли в дозе 6,0 г/сутки, курсом 10 дней. У пациентов изучали биохимический (содержание глюкозы, мочевины, биллирубина, общего белка, трансаминазы, активность щелочной фосфатазы) и липидный (о-ХС, ХС-ЛПВП, ХС-ЛПНП, триглицериды) профиль, иммунный статус (Т-, В-лимфоциты, CD4+ – и CD8+-лимфоциты, IgA, IgG, IgM) (2,3(.

Результаты и обсуждение. Побочных реакций при лечении препаратом не возникало. Биохимические, гематологические и иммунологические показатели представлены в таблице. Несмотря на то, что достоверных отличий в показателях гемостаза до и после лечения у больных не обнаружено, на фоне лечения выявлены следующие тенденции. Время рекалификации плазмы практически не изменяется, так же, как протромбиновый индекс и уровень фибриногена. Более отчетливо снижение толерантности плазмы и гепарина до и после лечения (ЯБДК – 486,7 ( 44,24 с против 474,3 ( 22,98 с).

Все показатели иммунной системы до и после лечения «Лейцином» соответствовали интервальным значениям нормы. Отмечается некоторое повышение числа Т-лимфоцитов (59,0(10,33% против 63,7(7,87%). У больных ЯБДК отмечен прирост числа активных Т-лимфоцитов (24,8 ( 8,45% против 29,3 ( 6,68%), что может свидетельствовать об усилении репаративных процессов. Имеет место нарастание В-лимфоцитов у больных ЯБДК (7,8(1,48% против 10,0(2,83%). 

Таблица. Некоторые показатели метаболизма больных ЯБДК до и после лечения препаратом «Лейцин»
	№ п/п
	Показатели
	До лечения
	После лечения

	1.
	Время рекальц. (с)
	92,0 ± 8,29
	90,8 ± 5,71

	2.
	Протромбин.индекс
	0,9 ± 0,12
	0,9 ± 0,05

	3.
	Фибриноген
	2,2 ± 0,16
	2,1 ± 0,12

	4.
	Толерантность плазмы к гепарину (с)
	486,7 ± 44,24
	474,3 ± 22,98

	5.
	Т-лимфоциты (Е-РОК).%
	59,0 ± 10,33
	63,7 ± 7,87

	6.
	Т-лимф.(актив.), %
	24,8 ± 8,45
	29,3 ± 6,68

	7.
	В-лимф.(М-РОК), %
	7,8 ± 1,48
	10,0 ± 2,83

	8.
	СД4+лимфоциты, %
	39,2 ± 9,00
	40,5 ± 6,02

	9.
	СД8+лимфоциты, %
	20,7 ± 2,73
	23,2 ± 6,85

	10.
	Т х/Тс
	1,9 ± 0,31
	2,0 ± 0,83

	11.
	Общий холестерин, мМ/л
	4,8 ± 0,85
	5,5 ± 1,18

	12.
	ХС/ЛПВП, мМ/л
	1,3 ± 0,08
	1,3 ± 0,18

	13.
	ХС/ЛПНП, мМ/л
	3,0 ± 0,86
	3,6 ± 1,2

	14.
	Триглицериды, мМ/л
	1,3 ± 0,37
	1,4 ± 0,93

	15.
	Индекс атерогенности
	2,7 ± 0,69
	3,5 ± 1,17

	16.
	Общий белок, г/л
	69,4 ± 7,53
	75,2 ± 5,70

	17.
	Мочевина, мМ/л
	5,2 ± 0,59
	5,3 ± 1,18

	18.
	Биллирубин, мМ/л
	13,7 ± 9,89
	8,3 ± 1,27

	19.
	АЛТ, ЕД/л
	0,6 ± 0,30
	0,6 ± 0,14

	20.
	АСТ, ЕД/л
	0,6 ± 0,26
	0,5 ± 0,22

	21.
	Глюкоза, мМ/л
	4,6 ± 0,83
	4,6 ± 0,35

	22.
	Эритроциты, х1012/л
	4,8 ± 0,41
	5,1 ± 0,59

	23.
	Гемоглобин, г/л
	150,4 ± 16,40
	144, 5 ± 12,37

	24.
	Лейкоциты, х109/л
	5,4 ± 0,78
	4,9 ± 0,78


Имеются слабые тенденции к повышению уровня Т-супрессоров, что однако не является однозначным; в целом, хелперно-супрессорный потенциал меняется незначительно.

Все изучаемые биохимические показатели находились в пределах клинико-лабораторных норм. Статистически достоверных различий между показателями до и после лечения не выявлено. Можно проследить лишь некоторую тенденцию. Так, имеет место прирост общего белка сыворотки крови, что наиболее выражено при ЯБДК (прирост от 69,4( 7,53 г/л до 75,2(5,70 г/л). Одновременно имеет место некоторый рост мочевины.

По всей видимости, указанные изменения можно трактовать как усиление анаболических процессов. Интересно, что во всех группах имело место снижение концентрации биллирубина. Активность трансаминаз, концентрация сахара крови практически не менялась.

Рассмотрим состояние липидного обмена. Имеет место рост общего холестерина на 15% (с 4,8(0,85 мМ/л против 5,5(1,18), и больные попадают в область легкой гиперхолестеринемии. Уровень ХС-ЛПВП не изменился. На 20% возрастает ХС-ЛПНП, триглицериды возрастают незначительно. Индекс атерогенности также переходит в область с повышенным риском развития атеросклероза.

Влияния на красную кровь препарат практически не оказывает. В группе больных ЯБДК произошло недостоверное нарастание числа эритроцитов после лечения. На фоне применения лейцина имеет место снижение числа лейкоцитов, что особенно заметно в группе больных ИБС, где после лечения число лейкоцитов снизилось с 9,9х106 /л до 5,2х106/л. Иными словами, на фоне лечения патологический лейкоцитоз перешёл в границы нормы. Выраженных изменений в формуле крови не произошло.

На основании полученных результатов можно высказать следующие предположения. Тенденция к повышению уровня мочевины, общего белка могут свидетельствовать об анаболических эффектах препарата «Лейцин» на печень. Это же подтверждается увеличением концентрации общего холестерина и холестерина ЛПНП на фоне лечения. Такой феномен может быть объяснен повышенным включением углеродного скелета в состав ацетил-КоА и затем в биосинтез холестерина. С учетом вышесказанного, максимальные эффекты препарата следует ожидать у больных с выраженными метаболическими нарушениями.
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Биологическая активность тиаминсвязывающих белков мозга, печени и почек крыс
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Исследование белков-акцепторов витаминов и коферментов на 
сегодняшний день является важным и перспективным направлением в современной биохимии витаминов. Изучение структуры, свойств и функций этих белков представляет наибольший интерес для выяснения молекулярных механизмов действия витаминов в клетке и целом организме. 

Цель нашей экспериментальной работы состояла в изучении ферментативных свойств тиаминсвязывающих белков (ТСБ) мозга, печени и почек крыс. Предпосылками для таких исследований послужили литературные данные о наличии у транспортных и рецепторных белков ферментативных активностей, а также способность ТМФ и ТТФ конкурировать с тиамином за места связывания на ТСБ [1]. В предыдущих работах, проведенных в нашей лаборатории, было показано, что специфический белок-акцептор тиамина, выделенный из мозга крыс, способен гидролизовать фосфорные эфиры тиамина. Мы попытались выяснить, проявляют ли подобные свойства и белки, обнаруженные нами и в других органах крыс.

Материалы и методы. В работе использовали белых крыс обоих полов, линии Вистар, весом 150-180 г, которых содержали на обычном рационе вивария и умерщвляли декапитацией. Белки из мозга, печени и почек крыс выделяли по разработанному и описанному ранее методу [2], который включал афинную хроматографию на сорбенте тиамин-N-4-азобензоил-ε-аминокапроилгидразидосефарозе 4В, гель-фильтрацию на колонке с сефадексом G-150. 

Чистоту и гомогенность препаратов контролировали с помощью электрофореза в ПААГ с DS-Na [3]. Белок определяли по методу М.М.Bradford [4] и спектрофотометрически при 280 нм. 

Активности тиаминтрифосфатазы [КФ 3.6.1.28.], тиаминдифосфатазы [КФ 3.6.1.6.] и тиаминмонофосфатазы определяли по образованию неорганического фосфора, используя краситель малахитовый зеленый [5]. Соответствующие активности выражали в нмолях неорганического фосфора, который отщепляется за 30 минут в перерасчете на 1 мг белка. Тиаминтрифосфат был синтезирован нами по методу H.K.Penttinen [6]. Наличие тиаминкиназной [КФ 2.7.6.2.] активности белков исследовали по количеству синтезированного ТДФ, который определяли ферментативным методом [7]. 

Результаты и обсуждения. Согласно полученным результатам, представленным на рис. 1, все выделенные белки способны гидролизовать фосфорные эфиры тиамина, скорость реакции убывает в ряду: ТТФ ( ТДФ ( ТМФ. При изучении возможности белков гидролизовать некоторые нуклеотидтрифосфаты было установлено, что ни один из них не гидролизует АТФ, ГТФ, ЦТФ, что свидетельствует о строгой специфичности к фосфорным эфирам тиамина. Белки также не обладают тиаминкиназной активностью, то есть не способны катализировать синтез тиаминдифосфата из тиамина. 
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Рис.1. Способность тиаминсвязывающих белков мозга, печени и почек крыс гидролизовать фосфорные эфиры тиамина

Таким образом, проведенные нами исследования показали, что для тиаминсвязывающих белков мозга, печени и почек крыс характерны сходные ферментативные свойства. Некоторые отличия в соотношениях ферментативных активностей белков, возможно, обусловлены спецификой структурно-функциональной организации клеток исследуемых тканей. Особое внимание следует обратить на наиболее высокую способность белков к гидролизу ТТФ. Тиаминтрифосфатазная активность для них возрастает в ряду: ТСБ почек < ТСБ мозга < ТСБ печени. Поскольку именно ТТФ играет определенную роль в функционировании нервной клетки, это дает нам основания выдвинуть предположение об участии тиаминсвязывающих белков в реализации нейротропного действия витамина В1. 
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182Патобиохимические аспекты внепеченочного холестаза (И.В. Семак, Е.О. Корик,  Д.А. Новиков,  И.А. Канапацкая,  В.П. Курченко, В.В. Сенчук)


186Содержание кортизола в сыворотке крови у экспериментальных животных в динамике адъювантной гипертермии (И.Н. Семененя)


190Ксенобиохимия щитовидной железы (В.В. Сенчук)


194Биохимическая фармакология меланиновых антиоксидантов (В.В. Сенчук, В.П. Курченко)


198Исследование водорододонорной активности синтетических аналогов пиридиновых коферментов в модельных реакциях биологического окисления    (З.М. Скоробогатова, Н.А. Владзимирская, А.А. Никонова)


201Структурная модификация мембран при снижении уровня восстановленного глутатиона в эритроцитах (Е.И. Слобожанина, Н.М. Козлова, А.Н. Антонович, Л.М. Лукьяненко)


204Оценка redox состояния системы глутатиона как показатель выживаемости клеток  (В.С. Слышенков,  К. Пивоцка,  Е. Сикора, Л. Войтчак)


207Влияние экзогенного L-аргинина на обмен углеводов и аминокислот (И.В. Сныткина, В.Ю. Смирнов, О.В. Коноваленко, Л.И. Нефёдов, А.Н. Бородинский)


211Метаболическое взаимодействие витаминов и минеральных веществ в профилактике и лечении остеопороза (В.Б. Спиричев)


216Роль белков и водорастворимых витаминов в обмене оксида азота при окислительном стрессе (И.И. Степуро)


220Флуоресцентный метод определения концентрации NO в растворах (И.И. Степуро, Р.И. Адамчук, В.И. Степуро)


223Функциональный ответ сердца на стимуляцию M-холинорецепторов в условиях блокады NO-синтазы (Т.А. Суворова, Л.М. Лобанок)


226Антипролиферативное действие химических аналогов полиаминов, модифицированных азотистыми основаниями (С.П. Сяткин, Т.Т. Березов)


229Реакция системы гемостаза на пролонгированное и острое (‑облучение в дозе 1 Гр (Т.А. Тарарук, К.Я. Буланова, Л.М. Лобанок)


233Механизм антистрессорного действия этаноламина при острой алкогольной интоксикации (Ю.А. Тарасов, С.С. Чумаченко)


240Кинетика мембраносвязанной ацетилхолинэстеразы стриатума крыс при изменениях рH среды   (В.В. Таюрская,  О.Л. Андреева, О.В. Чумакова)


244Влияние антиметаболитов и производных аминокислот на рост асцитной опухоли Эрлиха   (Р.В. Требухина,  В.Г. Петушок, М.А. Ельчанинова, Н.Э. Петушок, М.В. Горецкая)


248Особенности катаболизма серотонина в мозге в условиях экспериментальной модели синдрома внезапной смерти (Г.К. Тропникова)


251Экспериментальная оценка противоопухолевой активности полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида – препарата Ukrain (К.Н. Угляница)


255Влияние полусинтетического производного алкалоидов чистотела и тиофосфамида (Ukrain) на скорость синтеза белка (К.Н. Угляница)


259Нейротропные эффекты кардиомедина в норме и при экспериментальном моделировании гипоксии  (А.С. Федулов, Т.В. Дудина, А.И. Ёлкина, Ю.Б. Ёлкин, Н.И. Мезен, Л.В. Пленина, Л.Н. Марченко)


263Влияние гипоксической газовой смеси на антиоксидантный статус при реперфузии печени (М.Н. Ходосовский)


267Активность моноаминоксидаз мозга крысы при острой алкогольной интоксикации (В.Ф. Цыдик, В.В. Лелевич, С.М. Зиматкин)


271Влияние длительного действия малых доз радиации и ацетата свинца на иммунно-гормональный статус и энергетический обмен крыс (Г.Ф. Цыхун, Н.К. Викентьева, Т.И. Житкевич, Н.А. Чура)


275Модулирующий эффект интерлейкина-1( на энергетический обмен головного мозга крыс при действии фенобарбитала (Г.Ф. Цыхун, Н.К. Викентьева)


278Новые тенденции в использовании БАД в комплексной терапии алкоголизма (Т.В. Чернобровкина, С.А. Колесников, Ю.В. Валентик)


282Радиация и атеросклероз: итоги тринадцатилетних исследований (А.А. Чиркин)


287Реакция нейрональной мембраны на ацетальдегид   (О.В. Чумакова, А.В. Лиопо, С.А. Чижик)


291Обогащение пищевых продуктов микронутриентами: современные медико-биологические аспекты (Л.Н. Шатнюк)


295Состояние липидного обмена у больных, перенесших оперативное вмешательство по поводу язвенной болезни 12-перстной кишки (ЯБДК) (Шауки Аль Шаржаби)


298Коррекция «Тауфоном» задержки внутриутробного развития плода (Л.Н. Шейбак, В.Б. Белуга)


301Влияние синтетических простаноидов на основе циклопентенона на аденилатциклазную систему печени крыс   (А.И. Шиманец, Е.Р. Филич, Т.А. Желдакова, М.В. Шолух)


305Аппарат синтеза РНК эукариотических организмов: структура и функции ядерных РНК-полимераз I(III и общих факторов транскрипции   (Г.В. Шпаковский,  Г.М. Баранова,  С.А. Прошкин, Е.Н. Лебеденко, Е.К. Шематорова)


309Катарактогенные изменения хрусталиков глаз крыс при сочетанном действии (-излучения и галогеноуглеводородов   (Н.А. Шуканова, С.В. Пинчук, Т.Н. Вадецкая, А.В. Воробей)


313Изучение структурно-функциональной корреляции среди представителей семейства фосфолипаз А2 методом компьютерного анализа их аминокислотных последовательностей (Т.А. Шумилина)


318Препарат на основе аминокислоты лейцин как средство метаболической коррекции у больных язвенной болезнью 12‑перстной кишки   (Г.И. Юпатов,  Шауки Аль Шаржаби, Т.А. Путилина, Н.Н.Васильева)


321Биологическая активность тиаминсвязывающих белков мозга, печени и почек крыс (О.Р. Янчий, Ю.М. Пархоменко, Г.В. Донченко)
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