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Предисловие

Аминокислоты являются одними из наиболее естественных универсальных регуляторов обмена веществ и жизнедеятельности организма человека. Соединения этого класса служат важнейшими элементами нормального питания человека и животных. Поэтому на сегодняшний день существует более чем достаточно, доказательств в пользу того, что аминокислоты относятся к соединениям, на основе которых могут быть разработаны эффективные кровезаменители и лекарственные препараты целенаправленного действия для лечения широкого спектра заболеваний. 

В Советском Союзе фундаментальные исследования и прикладные разработки в “аминокислотном” направлении были традиционно одними из приоритетных. Их возглавляли известные учёные с мировыми именами: академики А.Е.Браунштейн, Т.Т.Берёзов, Ю.В.Букин, К.С.Раевский, в том числе — белорусские учёные–биохимики Ю.М.Островский и А.Т.Пикулев.

Фармацевтические отрасли промышленности большинства высокоразвитых стран в настоящее время активно “эксплуатируют” высокоочищенные L-аминокислоты не только в качестве полноценных пищевых добавок, но и субстанций для производства жизненно важных лекарственных препаратов, включая кровезамещающие растворы (аминозоли). При этом подавляющее большинство современных технологий производства L-аминокислот разработаны в Японии, производство лекарств на их основе сконцентрировано в Германии, Финляндии, Японии, Швеции, США, где, по мнению экспертов в области фарминдустрии, в последнее время происходит “аминокислотная революция”. В последние годы активно развивается производство относительно дешёвых высокоочищенных субстанций L-аминокислот (исходного сырья) в Китае. 

Кровезаменители (полиамины) на основе L-аминокислот являются абсолютно необходимыми препаратами в условиях чрезвычайных ситуаций, хирургической и реанимационной практике. Поэтому и Россия, и Белоруссия вынуждены тратить значительные валютные ресурсы на приобретение жизненно необходимых кровезаменителей и лекарственных препаратов на основе L-аминокислот за рубежом (в частности – в Германии и Японии). 

30-летняя история Института биохимии Национальной академии наук Беларуси (ИБХ НАН Беларуси) неразрывно и органично связана с медицинской наукой и задачами практического здравоохранения. Учёные-медики, составляющие кадровую основу Института и научная идеология направленной регуляции обмена веществ L-аминокислотами и родственными соединениями, их роли в поддержании метаболического гомеостаза, традиционно являются приоритетными направлениями его исследовательской работы. 

Исследования и разработки в области биохимии, фармакологии и медицинского применения L-аминокислот проводятся в ИБХ НАН Беларуси с 1975 г., а затем, начиная с 1994 г., с участием других институтов НАН Беларуси (физико–органической химии), кафедр медицинских ВУЗов и клиник МЗ Беларуси (в первую очередь – г.Гродно) эти исследования выполняются Институтом биохимии также по заданиям Государственной научно-технической программы 43.01.р «Лекарственные препараты». 

В этой связи в 1996 г. Институтом биохимии в г.Гродно был проведен первый в СССР и СНГ международный симпозиум “Аминокислоты и их производные (химия, технология, биохимия, фармакология, питание, медицина)” с участием учёных и производственников Белоруссии, России, Украины, Армении, Польши, Германии и Австрии, выработавший стратегию исследований и практических разработок в этой области. 

Поэтому реализация приоритетных разработок ИБХ НАН Беларуси в этой области и производство лекарственных препаратов на основе высокоочищенных L-аминокислот на уникальном на сегодняшний день и единственном в СНГ Гродненском заводе медпрепаратов жизненно важна в обеспечении экономической независимости и безопасности как России, так и Белоруссии. 

Разработка производства лекарственных препаратов на основе L‑аминокислот на Гродненском заводе осуществлялась ещё в 80 годы по программе ликвидации последствий аварии на ЧАЭС России, Белоруссии и Украины, а в настоящее время находится в ведении Белорусского государственного концерна по производству и реализации фармацевтической и микробиологической продукции "Белбиофарм".

В фундаментальном и прикладном аспектах сегодня наиболее актуальным и экономически оправданным является экспериментальное изучение новых лечебных свойств и механизмов действия L-аминокислот и родственных им соединений, их композиций (так называемых “миниаминозолей”) для терапии конкретных заболеваний и патологических состояний, включая связанные с воз​дей​ст​ви​ем неблаго​при​ят​ных эко​ло​ги​че​ских фак​то​ров, в том числе ио​ни​зи​рую​щей радиа​ции, а также последующая клиническая апробация этих препаратов. Конечной перспективой является создание полных смесей L-аминокислот — кровезаменителей или препаратов для внутривенного питания. 

Поэтому логическим завершением разработок ИБХ НАН Беларуси сегодня является создание и внедрение в фармацевтическую промышленность новых эффективных лекарственных препаратов, которым свойственны практически полное отсутствие побочных эффектов, возможность длительного приёма, усиление полезных эффектов других лекарств и препятствие проявлению их побочного действия, а также адаптогенные эффекты в отношении вредных факторов окружающей среды. 

Результатами этих исследований, выполненных Институтом биохимии по заданиям ГНТП 43.01.р. "Создать но​вые эффективные ле​карственные пре​​па​ра​ты: разработать тех​но​логические процессы получения амино​кис​лот и го​то​вых ле​ка​рственных средств на их основе для Гродненского завода медпрепаратов”, являются: регистрация двух новых лекарственных препаратов гепато– и радиопротекторного ("таурин"), иммуномодуляторного и иммунокорректорного ("лейцин") действия, передача МЗ РБ для клинических испытаний трёх новых лекарственных препаратов противоопухолевого (“деглутам”), мембраностабилизирующего, антиоксидантного и радиопротекторного (“тавамин”), антинаркотического и снотворного действия (“триптофан”), исследования специфической метаболической активности двух новых композиций L-аминокислот вазокорректорного (“гипоамин”) и антисклеротичесого (“атерамин”) действия.

Кроме того, за период с 1984 г. по настоящее время в Институте биохимии проведен мониторинг аминокислотного фонда в биологических средах практически здоровых людей, пациентов с заболеваниями печени различной этиологии, злокачественными новообразованиями, неврологическими расстройствами и сердечно–сосудистой патологией (всего более 9000 случаев). Анализ результатов проведенных исследований позволяет заключить, что характер формирования аминокислотного фонда в тканях и их пула в физиологических жидкостях является одним из интегральных показателей метаболического баланса и отражает состояние обмена веществ при конкретном заболевании. Это подразумевает возможность целенаправленной коррекции изменений в аминокислотном фонде с помощью препаратов L-аминокислот определенного состава, отработанного для данной патологии. Правильность такого подхода уже подтверждена в клинических исследованиях: применение отдельных L‑ аминокислот или их композиций направленного действия улучшает эффективность лечения ряда заболеваний и патологических состояний. 

Опыт разработки таких композиций L-аминокислот ИБХ НАН Беларуси является уникальным, что подтверждено многочисленными (более 600) публикациями Института в авторитетных отечественных и зарубежных периодических изданиях, защищено патентами и авторскими свидетельствами (более 20). 

Преимуществом такого направления работы является и то, что оно позволяет, даже не имея в распоряжении полного набора субстанций высокоочищенных L-аминокислот и соответствующей фармацевтической документации на них, производить на основе уже имеющихся ряд лекарственных препаратов направленного действия, что с экономической точки зрения является единственно возможным вариантом. Тем не менее, конечной целью разработок является создание “полных” аминокислотных смесей для внутривенного введения.

Результаты и перспективы перечисленных и планируемых разработок Института, доложенные на заседании Комиссии Парламентского Собрания Союза Беларуси и России (г.Минск, 13.07.98.), определили формирование конкретных направлений Государственной программы развития фармацевтической промышленности Республики Беларусь на 1999 - 2015 гг. (постановление Совета Министров Республики Беларусь № 421 от 25.03.99.).

В этой связи Институтом биохимии НАН Беларуси на 2001 - 2005 гг. разработана утверждённая Советом Министров Республики Беларусь на 2001 г. Государственная Программа фундаментальных исследований “Метаболизм”, основной целью которой является разработка и создание новых эффективных лекарственных препаратов в первую очередь — на основе аминокислот для их производства на Гродненском заводе медпрепаратов, для терапии злокачественного роста, патологии иммунной, сердечно–сосудистой систем, алкоголизма и наркоманий, радиационных поражений, интоксикаций, стрессовых и экстремальных состояний. Головной организацией в выполнении этой Программы является ИБХ НАН Беларуси, а её соисполнителями — ведущие Институты и кафедры биологического профиля Республики Беларусь.

Сегодня при имеющихся в Беларуси приоритетных разработках в этой области, обосновывающих возможность и рациональность применения L‑аминокислот в качестве кровезаменителей и оптимальной жидкой фазы искусственной крови, а также для направленной нормализации изменённого обмена веществ в качестве новых лекарственных средств, как никогда становится реальным создание отечественной “аминокислотной” отрасли фармацевтической промышленности. Разработка способов и медицинских препаратов на основе аминокислот позволит частично отказаться от импорта следующих групп лекарственных препаратов, или импортировать последние за счёт экспорта:

I. пищевых добавок. Примером их использования является производство продуктов диетического питания, безалкогольных и алкогольных напитков.

II. энтеральных лекарственных препаратов для терапии:

· злокачественных новообразований и иммунодефицита;

· печёночной, 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, нарушениях интеллекта и старческом слабоумии, в периоде реконвалесценции после нарушений мозгового кровообращения;

· лучевых поражений;

III. способов терапии, которые в определенной степени могут быть заменены или дополнены препаратами на основе аминокислот:

· снотворные и седативные средства;

· противосудорожные препараты;

· антидепрессанты;

· ангиопротекторы, противоаритмические, гипотензивные, антитромботические препараты и средства для лечения атеросклероза, коронарной и цереброваскулярной недостаточности;

· антациды и противоязвенные препараты;

IV. “полных” аминокислотных смесей для внутривенного введения и парентерального питания. 

Поскольку лишь единичные страны способны производить все субстанции L-аминокислот и, соответственно, "полные" аминокислотные смеси, решение этой задачи является важным элементом обеспечения экономической независимости и безопасности стран СНГ. В настоящее время создание и производство на Гродненском заводе медпрепаратов «полных» аминокислотных смесей (кровезаменителей для внутривенного применения) лимитируется наличием всех необходимых высокоочищенных субстанций L‑аминокислот. Об этом нами доложено Комиссии по экологии и ликвидации аварии на ЧАЭС 4.06.2001 г. в г.Гродно XVIII на сессии Парламентского Собрания Союза Беларуси и России.

Создание любого лекарственного препарата включает решение двух основных задач: первая — получение самого препарата и разработка технологии его производства, включая контроль качества, и, с другой стороны, вторая — разработка способов практического применения препарата, экспериментальное и клиническое доказательство не только его безопасности, но и эффективности. При этом только решение второй задачи делает препарат лекарственным. 

Так, в соответствии с заданиями VI раздела ГНТП 43.01р "Создать новые эффективные лекарственные препараты на основе аминокислот и их производных” эти соединения составят основу производства Гродненского завода медпрепаратов, на котором в перспективе запланирован выпуск "полных", т.е. состоящих из 18-20 аминокислот, смесей для внутривенного питания в качестве кровезаменителей. Сложность этой задачи связана с тем, что требуется одновременное освоение производства большого количества субстанций L-аминокислот, условия синтеза и химико–фармацевтические требования к которым носят различный характер. Для каждой из субстанций требуется прохождение полного цикла доклинических и клинических испытаний, т.е. огромный объем исследовательской работы, результаты которой должны удовлетворять жестким международным стандартам. 

Даль​ней​шее ос​мыс​ле​ние по​лу​чен​ных ре​зуль​та​тов и перспективы развития ис​сле​до​ва​ний в этой об​лас​ти тре​бу​ют ши​ро​ко​го об​су​ж​де​ния. Нынешний, второй, симпозиум “Аминокислоты и их производные в биологии и медицине” также организован и проводится на базе нашего Института. Представленные в сборнике публикации в значительной степени отражают результаты фундаментальных и прикладных исследований биохимиков Республики Беларусь и стран СНГ в данной области. Поэтому материалы симпозиума представляют интерес не только для научных работников, но и практических врачей, специалистов в области технологии и производства лекарственных препаратов, аспирантов и студентов ВУЗов биологического профиля.

Оргкомитет симпозиума выражает искреннюю благодарность Фонду фундаментальных исследований Национальной академии наук Беларуси за финансовую поддержку в издании материалов симпозиума.

Председатель оргкомитета симпозиума,

научный руководитель биохимического раздела заданий ГНТП 

”Лекарственные препараты”,

Директор Института биохимии НАН Беларуси,

д.м.н, профессор
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Образование NO и NOх активных форм азота 
в ультразвуковом поле

Ультразвук широко используется для диагностики в клинической медицине, в физиотерапии, а также в лабораторной практике для получения липосом, разрушения клеточных мембран. Действие ультразвука на организм обусловлено целым рядом факторов. Это в первую очередь механическое действие, тепловой эффект, а также химические реакции. Химические эффекты ультразвука связаны с образованием кавитационных пузырьков, в которых происходит диссоциация паров воды на ОН- и Н- радикалы.

В данной работе мы исследовали образование S-нитрозоглутатиона и S‑нитрозоцистеина, а также S-нитрозобелков при воздействии ультразвука на воду, водные и водно-спиртовые растворы низкомолекулярных тиолов и белков в атмосфере воздуха и азота. Изучалась также генерация NO и оксидов азота вследствие спонтанного распада S–нитрозосоединений в анаэробных и аэробных условиях. Мы показали, что под действием ультразвука (22 кГц, 44 кГц, 880 кГц, интенсивность 0,2-2,0 Вт/см2) в воде (в атмосфере воздуха) генерируется NO и его редокс-формы: NO+ и NO-. При воздействии ультразвука (880 кГц) на водные растворы цистеина или глутатиона в атмосфере воздуха образуются S–нитрозосоединения. Выход S‑нитрозосоединений составлял до 10% в случае глутатиона и 4% для цистеина от исходной концентрации тиолов (от 0,1 до 10 мМ) в водном растворе. При воздействии ультразвука на низкомолекулярные тиолы в атмосфере N2 или СО, S–нитрозосоединения не образуются. Озвученные растворы цистеина или глутатиона в нейтральной среде выделяли NO вследствие спонтанного распада S–нитрозосоединений. N2O3, образовавшийся вследствие спонтанного распада S–нитрозосоединений в атмосфере воздуха, нитрозилировал сульфгидрильные группы глутатиона, остатки тирозина, индольный остаток триптофана сывороточного альбумина и апо-Hb. S–нитрозоглутатион и другие S–нитрозосоединения, полученные в ультразвуковом поле, уменьшают агрегацию тромбоцитов.

Сравнительно давно установлен факт усиления кровотока, вызванный местным расширением сосудов после воздействия ультразвука. Изменения кровотока сохраняются около получаса после воздействия ультразвука на данный участок ткани или орган.

Мы предполагаем, что благоприятный физиотерапевтический эффект ультразвука, связанный с усилением циркуляции крови, может быть обусловлен, наряду с другими факторами, образованием S‑нитрозосоединений белков, а также низкомолекулярных S–нитрозотиолов. S-нитрозосоединения способны спонтанно выделять NO, являющийся фактором релаксации сосудов.
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Formation of NO and nitric oxide-derived reactive intermediates in ultrasonic field

Ultrasound is extensively used for diagnosis in clinical medicine, physiotherapy and laboratory practice to obtain liposomes and destruct cellular membranes. The ultrasound effect on the body is stipulated by a number of factors. These are primarily mechanical and heat effects as well as chemical reactions. The chemical effects are related to production of cavita​tion vesicles in which water vapors are dissociated to form OH and H radicals.

In this work we studied formation of S–nitrosoglutathione, S–nitrosocysteine, and S–nitrosoproteins under action of ultrasound on aqueous and aqueous-alcohol solutions of low-molecular-weight thiols and proteins in air and nitrogen atmosphere. We showed that under action of US (22 kHz, 44 kHz, 880 kHz; intensity 0.2 – 2.0 W/cm2) in air atmosphere NO and its redox forms NO+, NO- were produced.

S–nitrosocompounds are formed when the aqueous solutions of cysteine or glutathione are exposed to ultrasound (880 kHz) in air. The yield of the S–nitroso compounds was as high as 10 % in the case of glu​tathione and 4 % for cysteine of the initial thiol concentrations (from 0.1 to 10 mM) in the aqueous solution. The S‑nitrosocompounds are capable to spontaneously release NO which is a vessel relaxation factor. The nitrogen compounds formed in the ultrasound field modified the sulfhydryl groups of apohemoglobin, serum albumin.

S–nitrosocompounds of glutathione, cysteine, produced under US action, decrease trombocytes aggregation. 

The enhancement of the blood flow due to ultrasound-induced local relaxation of blood vessels has been found earlier. The changed blood flow remained during 30 min after sonification of a tissue section or an organ.

We think that the favorable physiotherapeutic effect of ultrasound related to enhanced blood circulation may be due to, along with other factors, the formation of protein S–nitrosocompounds as well as low–molecular–weight S–nitrosothiols. The S-nitrosocompounds are capable to spontaneously release NO which is a vessel relaxation factor.
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Углеводный обмен в сердечной мышце при экспериментальном адреналиновом миокардите 
и его коррекции L-аргинином
В настоящее время имеется большое количество экспериментальных данных о значении оксида азота в регуляции сосудистого тонуса и артериального давления. Снижение уровня NO характерно для ишемической болезни сердца, гипертонической болезни, атеросклероза, диабетической ангиопатии и других заболеваний.

Дефицит NO может быть обусловлен снижением синтеза NO эндотелиальной NO–синтазой (Chou T.C. et al., 1999), разрушением или захватом NO свободными радикалами (Grunfeld S. et al., 1995), или ослаблением действия NO на гладкую мышцу (Soloviev A. et al., 1998). Вместе с тем показано, что L–аргинин (основной источник NO) обладает выраженным терапевтическим эффектом при эссенциальной и вторичной гипертензии, гиперхолестеринемии, обструктивных заболеваниях лёгких (Moncado S., Higgs E.A., 1995; Nakaki T., Kato R., 1994; Star R.A., 1993).

Цель настоящего исследования: изучение влияние донора NO L‑аргинина на активность ключевых реакций гликолиза в сердечной мышце при миокардите.

Миокардит вызывали у крыс-самцов массой 150–160 г внутрибрюшинным однократным введением 0,5 мл на животное 0,1% раствора адреналина (Андреев С.В., 1973). L–аргинин вводили ежедневно, внутрибрюшинно по 500 мг/кг в течение 7 и 14 суток. Изучена активность гексокиназы (ГК), фосфофруктокиназы (ФФК), пируваткиназы (ПК), трансаминаз (АЛТ, АСТ). Отмечено, что введение адреналина приводит к гибели 50% животных в первые сутки. В то же время гибель животных, получавших L–аргинин, была около 20%. Увеличена активность АСТ в сердце и плазме  крови, в то время как активность АЛТ снижена в сердце и повышена в плазме. 14–дневное введение L–аргинина нормализует активность трансаминаз, ФФК, ГК и ПК.

Таким образом, L–аргинин может быть использован в качестве препарата в комплексном лечении заболеваний сердечно–сосудистой системы, связанных с NO–зависимой регуляцией сосудистого тонуса.
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Активность глутаминсинтетазы и глутаминазы в клетках карциносаркомы sm–1 при воздействии композиции производных L–глутамина, обладающих противоопухолевым действием

В последнее десятилетие в онкологическую практику входят производные L–глутамина как противоопухолевые препараты. Характеристика механизмов реализации метаболической активности производных низкомолекулярных пептидов антинеопластонов (ANP) невозможна без учета активности ферментов, определяющих реальные концентрации L–глутамина и участвующих в процессах его синтеза – глутаминсинтетаза, и утилизации – глутаминаза.

Целью нашей работы явилось изучение активности глутаминсинтетазы и двух изоформ глутаминазы в клетках карциносаркомы SM–1 при внутрижелудочном и внутрибрюшинном введениях модифицированного нами ANP AS2-1, в составе которого изменено соотношение исходных композиций производных L–фенилаланина и L–глутамина (авторское название «Деглутам»).

Материалы и методы. Проведено 3 серии экспериментов на белых крысах-самках линии Wistar CRL:(WI) WU BR при воздействии композиции L‑фенилацетата и N-фенилацетил-L-глутамина в форме натриевой соли в соотношении 3,5:1,5 («Деглутам»; ДГ) в суммарных дозах 1000 мг/кг (1-я серия), 2000 мг/кг (2-я серия), 3000 мг/кг (3-я серия) при их внутрижелудочном (в/ж) и внутрибрюшинном (в/бр) введении. Спектрофотометрически в супернатанте из ткани карциносаркомы SM-1 (10000 g; 3 мин.) определялась активность  (ГС; НФ 6.3.1.2.), фосфат-зависимой (ФЗГ) и фосфат-независимой (ФНГ) глутаминазы (НФ 3.5.1.2.).

Результаты. 1. Вводимый препарат ДГ в дозе 1000 мг/кг не изменяет активности ГС в ткани опухоли, тогда как в/ж и в/бр введения препарата в этой дозе снижают активность ФЗГ в 2,5 и 4,3 раза, соответственно, и активизируют ФНГ в 4,4 и 2 раза, соответственно. 2. При введении ДГ в дозе 2000 мг/кг происходит активация ГС в клетках карциносаркомы SM-1 в 2,2 (в/ж введение) – 2,6 раза (в/бр введение), ФНГ в 6,9 (в/ж введение) – 3,7 раза (в/бр введение). 3. Введение ДГ в дозе 3000 мг/кг сохраняет активность ГС (в/ж введение) либо увеличивает её (в/бр введение) в 3,6 раза, активируя при этом ФЗГ в 1,7 (в/ж ведение) – 7,2 раза (в/бр введение) и ФНГ в 2,1 раз (в/бр введение).

Выводы. Таким образом, вводимый модифицированный препарат ANP AS2-1, содержащий производные L-глутамина, вмешивается в регуляцию обмена глутамина в клетках карциносаркомы SM-1, возможно, вследствие образования в тканях организма-опухоленосителя субстрата – аналога глутамина, близкого по структуре, но отличающегося по механизму действия. С другой стороны, не исключено, что в ткани опухоли изучаемые ферменты имеют иное сродство к глутамину, что объясняет большую эффективность синтетического препарата на основе производных L-глутамина, чем сама аминокислота. 
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The activity of glutamine synthetase and glutaminase in the carcinosarcoma SM-1 cells under the influence of new anti-tumor composition of L-glutamine derivatives
During the last decade the derivatives of L-glutamine were introduced into the oncologic practice. The characteristic of the mechanisms of realization of metabolic activity of derivatives of lowmolecular peptides antineoplastons (ANP) is impossible without the registration of the activity of enzymes, which determine the real concentration of L-glutamine and participate in the processes of its synthesis – glutamine synthetase and utilization – glutaminase. 

The aim of our research work is studying of the activity of glutamine synthetase and two isoenzymes of glutaminase in the cells carcinosarcoma SM-1 under the intragastric and intraperitoneal influention of the modified by us ANP AS2-1, in which the ratio of initial composition of L-phenylalanine and L-glutamine derivatives is changes (the autors name is «Deglutam»).

Materials and methods. There were held three series of experiments on the white female rats of the line Wistar CRL:(WI) WU BR with carcinosarcoma SM-1 under the influence of composition of L-phenylacetate and N-phenylacetyl–L‑glutamine in the form of sodium salt in the ratio 3,5:1,5 («Deglutam»; DG) in the total doses 1000 mg/kg of the body’s weight (the first series), 2000 mg/kg (the second series), 3000 mg/kg (the third series) during their intragastric (i/g) or intraperitoneal (i/p) injection. The activity of glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2.), phosphate-dependent glutaminase (PDG) and phosphate-independent glutaminase (PIG) was determined by a spectrophotometer in the supernatant from the tissue of carcinosarcoma SM-1 (10000 g; 3 min).

Results. 1. The introductory preparation DG in the dose 1000 mg/kg does not modify the activity of GS in the tumor tissue, whereas this dose of the i/g and i/p injections of the preparation decrease the activity of PDG in 2,5 and 4,3 times, correspondingly, and activate PIG in 4,4 and 2 times, correspondingly. 2. The injection of DG in the dose 2000 mg/kg activates GS in the cells of carcinosarcoma SM-1 in 2,2 (i/g injection) – 2,6 times (i/p injection); PIG in 6,9 (i/g injection) – 3,7 times (i/p injection). 3. The injection of DG in the dose 3000 mg/kg maintains the activity of GS (i/g injection) or increases it (i/p injection) in 3,6 times while also activating PDG in 1,7 (i/g injection) – 7,2 times (i/p injection) and PIG in 2,1 times (i/p injection).

Conclusions. The introductory modified preparation ANP AS2-1 containing L‑glutamine derivatives interferes in regulation of metabolism of glutamine in the cells of carcinosarcoma SM-1, possibly, due to the formation of a substrates in the tissues of the tumor-bearing body – an analogue of glutamine, similar in structure but different in mechanism of action. On the other hand, it is not excluded that in the tumor tissues the enzymes understudy are in a different relation of glutamine, which explains greater effectiveness of the synthetic preparation on the basis of L-glutamine derivatives rather than the amino acid inself.
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Влияние композиции производных L-глутамина, обладающих противоопухолевым действием, на активность глутаминсинтетазы и глутаминазы печени крыс с карциносаркомой SM-1

При развитии внепеченочной опухоли печень переключается из состояния баланса между синтезом и расщеплением глутамина в состояние высвобождения аминокислоты. Известно регуляторное действие глутамина и его производных (L-(-глутамингидразида, L-(-глутамилгидроксамата, (‑N‑метил-L-глутамина, (-N-этил-L-глутамина) на активность глутамин–синтетазы и глутаминазы. Однако в литературе отсутствуют данные о влиянии низкомолекулярных пептидов антинеопластонов (ANP), имеющих в составе производные L-глутамина и L-фенилаланина, на активность указанных ферментов в ткани печени животных с карциносаркомой SM-1.

Целью нашей работы явилось изучение активности глутаминсинтетазы и двух изоформ глутаминазы в печени крыс с карциносаркомой SM-1 при внутрижелудочном и внутрибрюшинном введении модифицированного нами ANP AS2-1, в составе которого изменено соотношение исходных композиций производных L-фенилаланина и L-глутамина (авторское название «Деглутам»).

Материалы и методы. Проведено 3 серии экспериментов на белых крысах-самках линии Wistar CRL:(WI) WU BR при воздействии композиции L‑фенилацетата и N-фенилацетил-L-глутамина в форме натриевой соли в соотношении 3,5:1,5 («Деглутам»; ДГ) в суммарных дозах 1000 мг/кг (1-я серия), 2000 мг/кг (2-я серия), 3000 мг/кг (3-я серия) при их внутрижелудочном (в/ж) и внутрибрюшинном (в/бр) введении. Спектрофотометрически в супернатанте из печени крыс (10000 g; 3 мин.) определялась активность глутаминсинтетазы (ГС; НФ 6.3.1.2.), фосфат-зависимой (ФЗГ) и фосфат-независимой (ФНГ) глутаминазы (НФ 3.5.1.2.).

Результаты. Внутрижелудочное введение ДГ в дозах 1000 и 3000 мг/кг массы тела способствует нормализации активности ГС и ФНГ в печени крыс с карциносаркомой SM-1, приобретая значение интактного животного, не пораженного злокачественным процессом. При введении ДГ в дозе 1000 мг/кг активность ГС печени увеличивается в 1,7 раза (в/ж введение), ФНГ в 1,8 (в/ж введение) и 1,4 раза (в/бр введение), тогда как доза 2000 мг/кг ведет к инактивации обоих ферментов в 2 раза. ДГ в дозе 3000 мг/кг снижает активность ГС в 2 раза (в/бр введение), активируя при этом ФНГ в 1,6 раза (в/ж введение).

Выводы. Внутрижелудочное введение ДГ в дозах 1000 и 3000 мг/кг массы тела способствует устранению дисбаланса между синтезом и утилизацией глутамина в печени организма-опухоленосителя SM-1, возможно, вследствие нормализации активности глутаминсинтетазы и фосфат-независимой глутаминазы.
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The influence of new anti-tumor composition of L-glutamine derivatives on the activity of glutamine synthetase and glutaminase in the liver of the rats with carcinosarcoma SM-1
The growth of nonhepatic tumor of the liver is lead to the switch from the condition of balance between the synthesis and utilization of glutamine to the condition of release of this amino acid. The regulatory action of glutamine and its derivatives (L-(-glutamine hydrazide, L-(-glutamyl hydroxamate, (-N-methyl-L‑glutamine, (-N-ethyl-L-glutamine) on the activity of glutamine synthetase and glutaminase is known. However, the data about the influence of lowmolecular peptides antineoplastones (ANP) with derivatives of L-glutamine and L‑phenylalanine in their composition on the activity of the indicated enzymes in the liver of animals with carcinosarcoma SM-1 are absent in the literature.

The aim of our research work is studying of the activity of glutamine synthetase and two isoenzymes of glutaminase in the liver of the rats with carcinosarcoma SM-1 under the intragastric and intraperitoneal influention of the modified by us ANP AS2-1, in which the ratio of initial composition of L‑phenylalanine and L-glutamine derivatives is changes (the autors name is «Deglutam»).

Materials and methods. There were held three series of experiments on the white female rats of the line Wistar CRL:(WI) WU BR with carcinosarcoma SM-1 under the influence of composition of L-phenylacetate and N-phenylacetyl-L‑glutamine in the form of sodium salt in the ratio 3,5:1,5 («Deglutam»; DG) in the total doses 1000 mg/kg of the body’s weight (the first series), 2000 mg/kg (the second series), 3000 mg/kg (the third series) during their intragastric (i/g) or intraperitoneal (i/p) injection. The activity of glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2.), phosphate–dependent glutaminase (PDG) and phosphate–independent glutaminase (PIG) was determined by a spectrophotometer in the supernatant from the rats liver (10000 g; 3 min).

Results. The intragastric injection of DG in the doses 1000 and 3000 mg/kg of the body(s weiht assists the normalization of the activity of GS and PIG in the liver of the rats with carcinosarcoma SM-1, acquiring the meaning of an intact animals, not having been affected by malignant process. The injection of DG in the dose 1000 mg/kg increases the activity of GS in 1,7 times (i/g injection), PIG in 1,8 times (i/g injection and 1,4 times (i/p injection), whereas the dose 2000 mg/kg leads to inactivation of both enzymes into 2 times. DG in the dose 3000 mg/kg decreases the activity of GS in 2 times (i/p injection), and increases the activity of PIG in 1,6 times (i/g injection).

Conclusions. The intragastric injection of DG in the doses 1000 and 3000 mg/kg of the body(s weight assists the removal of disbalance between the synthesis and utilization of glutamine in the liver of tumor-bearing SM-1, possibly, in consequence of normalization of the activity of glutamine synthetase and phosphate-independent glutaminase.
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Влияние композиции производных L-глутамина, обладающих противоопухолевым действием, 
на альдегидметаболизирующие системы печени крыс 
с карциносаркомой SM-1

В последнее десятилетие в онкологическую практику входят производные L-глутамина как противоопухолевые препараты. Характеристика механизмов реализации метаболической активности глутамина и его производных (L‑(‑глутамингидразида, L-(-глутамилгидроксамата, (-N-метил-L-глутамина, (‑N-этил-L-глутамина) невозможна без учета активности ферментов, определяющих реальные концентрации метилглиоксаля и альдегидов. Однако в литературе отсутствуют данные о влиянии низкомолекулярных пептидов антинеопластонов (ANP), имеющих в составе производные L‑глутамина и L-фенилаланина, на альдегидметаболизирующие системы в ткани печени животных с карциносаркомой SM-1.

Целью нашей работы явилось изучение активности метилглиоксальдегидрогеназы (МГД) и метилглиоксальредуктазы (МГР) в печени крыс с карциносаркомой SM-1 при внутрижелудочном и внутрибрюшинном введении модифицированного нами ANP AS2-1, в составе которого изменено соотношение исходных композиций производных L‑фенилаланина и L-глутамина (авторское название «Деглутам»).

Материалы и методы.  Проведено 3 серии экспериментов на белых крысах-самках линии Wistar CRL:(WI) WU BR при воздействии композиции L‑фенилацетата и N-фенилацетил-L-глутамина в форме натриевой соли в соотношении 3,5:1,5 («Деглутам»; ДГ) в суммарных дозах 1000 мг/кг (1-я серия), 2000 мг/кг (2-я серия), 3000 мг/кг (3-я серия) при их внутрижелудочном (в/ж) и внутрибрюшинном (в/бр) введении. Спектрофотометрически в печени крыс определялась активность ( МГД) и (МГР).  

Результаты. Внутрижелудочное введение ДГ в дозах 1000 и 3000 мг/кг массы тела способствует нормализации активности ферментов в печени крыс с карциносаркомой SM-1, приобретающих значение интактных животных, не пораженных злокачественным процессом. При введении ДГ в дозе 1000 мг/кг активность МДГ печени увеличивается в 1,7 раза (в/ж введение), МРГ в 1,8 (в/ж введение) и 1,4 раза (в/бр введение), доза 2000 мг/кг ведет к активации обоих ферментов в 2 раза, ДГ в дозе 3000 мг/кг активирует МДГ и МГР в 2 раза (в/бр введение), при в/ж введении в 1,6 раза.

Выводы. Внутрижелудочное введение ДГ в дозах 1000 и 3000 мг/кг массы тела способствует устранению дисбаланса между синтезом и утилизацией метилглиоксаля в печени организма–опухоленосителя. Таким образом, при реализации противоопухолевого эффекта производного глютамина увеличивается роль редуктазного пути метаболизма метилглиоксаля в печени животных с опухолью.
M.G. Velichko

Institute of Biochemistry, National Academy of Sciences of Belarus, Grodno

The influence of new anti-tumor composition of L‑glutamine derivatives on the aldehydmetabolizing systems  in the liver of the rats with carcinosarcoma SM-1

During the last decade the derivatives of L-glutamine were introduced into the oncologic practice. The characteristic of the mechanisms of realization of metabolic activity of glutamine and its derivatives (L-(-glutamine hydrazide, L-(-glutamyl hydroxamate, (-N-methyl-L-glutamine, (-N-ethyl-L-glutamine) is impossible without the registration of the activity of enzymes, which determine the real concentration of methylglyoxal and aldehydes. However, the data about the influence of lowmolecular peptides antineoplastones (ANP) with derivatives of L-glutamine and L-phenylalanine in their composition on the aldehyd metabolizing systems in the liver of animals with carcinosarcoma SM-1 are absent in the literature.

The aim of our research work is studying of the activity of methylglyoxal dehydrogenase (MDG) and methylglyoxal reductase (MGR) in the liver of the rats with carcinosarcoma SM-1 under the intragastric and intraperitoneal influention of the modified by us ANP AS2-1, in which the ratio of initial composition of L‑phenylalanine and L-glutamine derivatives is changes (the autors name is «Deglutam»).

Materials and methods. There were held three series of experiments on the white female rats of the line Wistar CRL:(WI) WU BR with carcinosarcoma SM-1 under the influence of composition of L-phenylacetate and N-phenylacetyl-L‑glutamine in the form of sodium salt in the ratio 3,5:1,5 («Deglutam»; DG) in the total doses 1000 mg/kg of the body’s weight (the first series), 2000 mg/kg (the second series), 3000 mg/kg (the third series) during their intragastric (i/g) or intraperitoneal (i/p) injection. The activity of methylglyoxal dehydrogenase (MDG) and methylglyoxal reductase (MGR)  was determined by a spectrophotometer in the mitoxondria and hyaloplasma from the rats liver).

Results.  The injection of DG in the dose 1000 mg/kg increases the activity of MDG in 1,7 times (i/g injection),MGR in 1,8 times (i/g injection) and 1,4 times (i/p injection), whereas the dose 2000 mg/kg leads to  activation of both enzymes into 2 times. DG in the dose 3000 mg/kg increases the activity of MGR in 2 times (i/p injection), and increases the activity of MDR  in 1,6 times (i/g injection).

Conclusions. The intragastric injection of DG in the doses 1000 and 3000 mg/kg of the body(s weight assists the removal of disbalance between the synthesis and utilization of methylglyoxal in the liver of tumor-bearing SM-1, possibly, in consequence increases the role of the reductase pathway of methylglyoxal metabolism. 

А.И. Вернер 

Гомельский государственный медицинский институт, кафедра патологии 

Исследование роли экзогенного глутамата при патологии энергетического обмена

Снижение двигательной активности человека  в техногенную эпоху является негативным фактором  как самостоятельно, так и вкупе с другими болезнетворными факторами внутренней и внешней среды, действующим на различные процессы в тканях и приводящим к изменениям в их активности, прежде всего через депрессию процессов тканевого дыхания и воспроизводства энергии. 

Изучали особенности тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования тимуса при моделировании гипокинезии у лабораторных животных. Показано, что система  митохондриального  окисления  тимуса весьма  чувствительна к действию гипокинетических факторов,  в то же самое время отвечает неспецифической и стереотипной  реакцией, показанной нами ранее при инкорпорации радиоцезия. Выявленные изменения характеризовались стимуляцией скорости дыхания препаратов на эндогенных субстратах (янтарная кислота, креатинфосфат) и на экзогенном глутамате. Пробы с разобщителем – 2,4-динитрофенолом свидетельствуют о лабильности системы тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования в исследуемой ткани. Выявленные нарушения  в лимфоидных органах усугубляют крайне негативные эффекты гипокинезии, влияя на уровень метаболических процессов в миокарде, скелетной мускулатуре, создавая предпосылки для их повреждения.

A. I. Verner 
Gomel State Medical Institute, Pathology Department 
The investigation of exogenes glutamate role in bioenergetic metabolic pathways

The reduction of physical activity of a man in  technogenes epoch is a negative factor, both as independent and together with other pathogenic factors of internal and external environment working on various processes in tissues and resulting to changes in their activity, first of all through depression of processes of cell respiration and energy reproduction.

Studied features of cell respiration and thymus oxidizing phosphorilation at hypokinesis modeling experiments in laboratory investigations. Is shown, that the system thymus oxidizing phosphorilation is rather sensitive to action hypokinesis factors, at the same time responds by not specific and stereotyped reaction shown by us earlier at radiocesium incorporation influence. The revealed changes were characterized cell respiration stimulation of preparations on endogenes  substrats  (succinic acid, creatinphosphat) and on exogenes glutamate. The tests with uncoupler – 2,4-dinitrophenol testify about liability of cell respiration system and oxidizing phosphorilation  in the researched materials.

The revealed infringements in lymphoid organs aggravate the extremely hypokinesis negative effects, influencing the level of myocarduim methabolic processes, skeletal musculature etc., and creating preconditions for their damage.

А.Г. Виницкая, А.В. Козловский, В.В. Лелевич, 
Е.М. Дорошенко, Л.И. Нефёдов 

Гродненский государственный медицинский университет, 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Гродненский государственный университет им. Янки Купалы, 
кафедра биохимии

Коррегирующее действие смеси аминокислот на  показатели аминокислотного обмена в головном мозге крыс 
при морфиновом абстинентном синдроме

Формирование болезненного пристрастия к опиатам (морфину) сопровождается необратимыми сдвигами в обмене основных нейроактивных аминокислот в ткани головного мозга, что частично обусловливает физиологические проявления физической зависимости и абстинентного синдрома. В работе исследовали особенности динамики уровней нейроактивных аминокислот (ГАМК, глутамата, аспартата, аланина) и активности ферментов их обмена (ГАМК-трансаминазы (ГАМК-Т), дегидрогеназы янтарного полуальдегида (ЯПА-ДГ), СДГ, АлТ, АсТ) в коре больших полушарий в разные сроки после внутрибрюшинного 14-дневного введения морфина гидрохлорида крысам. Биохимические показатели измеряли через 1 час и 7 суток после последней инъекции морфина. Отдельно исследовалась возможность коррекции выявленных  сдвигов в содержании и обмене аминокислот путем 7-дневного введения композиции аминокислот (таурина, валина, лейцина, изолейцина) на фоне прекращения назначения морфина. Хроническая морфиновая интоксикация (1 час после последней инъекции) характеризовалась достоверным и значительным возрастанием уровней ГАМК (на 168%) и аланина (на 69%) и активацией ферментов катаболизма ГАМК – ГАМК-Т, ЯПА-ДГ и СДГ. Через 7 суток после отмены морфина произошло увеличение уровней аминокислот – нейромедиаторов возбуждения (глутамат, аспартат) более чем в 2 раза при уменьшении содержания нейромедиатора торможения ГАМК по сравнению с группой с хронической морфиновой интоксикацией. Повышение содержания аланина коррелировало с почти двухкратным снижением активности АлТ. Снижение уровня ГАМК и повышение глутамата в этой группе сопровождалось угнетением активности ГАМК-Т и СДГ, что, возможно, указывает на общее угнетение процессов синтеза ГАМК из глутаминовой кислоты. 7-дневное введение смеси аминокислот на фоне отмены морфина привело к приближению к контрольному уровню содержания всех изученных аминокислот. При этом наблюдали адаптивную активацию ферментов – трансаминаз и нормализацию активности ЯПА-ДГ и СДГ. 

Полученные данные свидетельствуют о положительных сдвигах в обмене изученных нейроактивных аминокислот в коре больших полушарий при использовании данной схемы введения аминозоля. Следовательно, данная композиция аминокислот может быть рекомендована для дальнейшего клинического изучения в качестве возможного перспективного средства для коррекции метаболических нарушений при опийной наркомании.
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Corrective action of amino acids mixture on  the indices  of amino acid metabolism  in  rat brain during  morphine withdrawal syndrome

Development of craving to opiates (including morphine) is known to be accompanied by irreversible changes in metabolism of some neuroactive amino acids in a brain tissue. It has been proposed that  changes in brain metabolism might be responsible for much of the physiological manifestations of physical dependence to opiates and withdrawal syndrome as well. In this paper the changes in levels of  the neuroactive amino acids (GABA, glutamate, aspartate, alanine) and the activities of their metabolizing enzymes (GABA-transaminase (GABA-T), succinic semialdehyde dehydrogenase (SSA-DH), succinate dehydrogenase (SDH), AlAT, AsAT) were studied in rat brain cortices in different terms after the 14 days' i.p. administration of morphine and morphine withdrawal (MW). The biochemical indices are measured in 1 hour and 7 days after the last morphine injection. In one group the amino acid mixture (taurine, valine, leucine, isoleucine) was administered i.p. to rats during 7 days after chronic morphine exposure in order to combat disturbances in amino acid metabolism in CNS caused by prolonged morphine withdrawal. Chronic morphine intoxication (or 1 hour after the last morphine injection) led to significant  increasing of  the GABA  and alanine levels (by 168% and 69%, accordingly) along with  activation of the GABA-catabolizing enzymes.  7 days' MW  caused increase in the contents of the excitable amino acids (aspartate, glutamate) and diminishing  in the GABA level in comparison with the 1 hour' MW group. Enhancement of the alanine level in cortex was highly correlated with a nearly twofold reduction in the AlAT activity. Moreover, decrease in the GABA level and increase in the glutamate level in this group was in fair agreement with significant inhibition of GABA-T and SDH, that may be explained by diminishing of the GABA synthesis from glutamic acid. The 7 days' administration of amino acids to the morphine dependent rats contribute to normalization of the levels of all the amino acids tested. At the same time the transaminase activities were enhanced and the activities of SSA-DH and SDH were equal to control.

The data obtained demonstrate that the amino acid mixture tested  attenuate the imbalance in the neuroactive amino acids via their metabolizing enzymes in brain. Thus, this composition of amino acids may be proposed for further clinical investigations as perspective medication for metabolic correction of opiate addiction.
Т.Т. Володина, Т.Н. Печенова, Л.Б. Бондаренко, Н.Д. Дзвонкевич, М.П. Мясникова, В.Г. Бебешко
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Пул свободных аминокислот сыворотки крови при хроническом действии малых доз радиации

Изучали отдаленные последствия в содержании свободных аминокислот сыворотки крови у ликвидаторов через 8 лет после аварии на ЧАЭС. Полученные данные сравнивали с аналогичными у взрослых при заболевании лейкемией. Обнаружено, что суммарное содержание свободных аминокислот в сыворотке крови ликвидаторов в 93% случаев снижено на 28% и только в 7% случаев наблюдается повышение на 54%. В среднем сумма свободных аминокислот в этой группе исследованных людей снижена на 15%. Изменено содержание отдельных аминокислот: орнитин – повышен в 78% случаев, а аспарагиновая кислота  – в 100% случаев. Содержание цистеина и метионина, наоборот, снижено в 100% случаев. Глутамин определялся только в 35% случаев. Сравнительное изучение пула свободных аминокислот больных лейкозом (взрослые) показало значительное сходство с изменениями у ликвидаторов. Показано, что сумма свободных аминокислот при лейкозе у взрослых в 70% случаев снижена на 45%, а в 30% случаев повышена на 43%. В среднем сумма свободных аминокислот больных лейкозом снижена на 11%. При этом изменения отдельных аминокислот аналогичны таковым у ликвидаторов. Так орнитин в сыворотке крови при этой патологии повышен в 60% случаев, аспарагиновая и глутаминовая кислоты – у 80% исследованных. Цистеин снижен у 90%, метионин – у 70%. Глутамин определяется только у половины больных. Полученные результаты могут быть полезны при разработке диагноcтических признаков проявления лейкоза у ликвидаторов. 

T.T. Volodina, T.N.Pechenova, L.B.Bondarenko,  N.D.Dzvonkevich, M.P. Myasnikova,  V.G.Bebeshko
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Comparative investigation of serum pools of free amino acids with small doses of irradiation

Serum pools of free amino acids of participants of chernobil catastrophe liquidation in the period of long-term consequences (1986–1993) have been investigated. Data of investigation were comparied with analogous data from leukosis patients serum pools. Summarised contents of free amino acids in liquidators serums was decreased in 93% of cases to 28% and increased in 7% of cases to 54%. In whole summarised contents of free amino acids in this group was lowered (to 15%). Contents of individual amino acids were also changed. Ornithine contents was increased in 78% of cases, aspartic acid – in 100% cases. Cysteine and methionine contents were decreased in 100 % of cases.

Glutamine was determined only in 35% of cases. Comparative investigation of leukosis patient serums pool of free amino acids established significant resemblance with changes in liquidators serums. It was shown that summarised contents of free amino acids with leukosis was decreased in 70% of cases to 45% and increased in 30% of cases to 43%. In whole, summarised contents of free amino acids from patients with leukosis was decreased to 11%. Changes of individual amino acids were analogous to their changes in liquidators serum pools. Thus, ornithine contents in serum with this pathology was increased in 60% of cases, aspartic and glutamic acid – in 80%, cysteine contents was decreased in 90% of cases, methionine – in 70%, glutamine was determined only in the half of the whole number of patients. These results could be useful for working out diagnostic parameters of leukosis incidence among liquidaors.

В.Б. Гаврилов, Н.Ф. Лобко, С.В. Конев 
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Повышение сорбционной способности эритроцитов 
при воздействии водорастворимых и гидрофобных пептидов из плазмы крови 

Одним из важных индикаторов синдрома эндогенной интоксикации организма является накопление в крови продуктов протеолиза белков – пептидов с молекулярной массой 300–5000 Да, или молекул средней массы (МСМ). В норме содержание МСМ составляет 291±30 мкг/мл, а при тяжелых формах эндотоксикоза возрастает до 1700–1800 мкг/мл (или более чем в 6 раз). Показано, что МСМ обладают широким спектром токсического действия на клетки крови и тканей, влючающим ингибирование ряда ферментов, нарушение мембранного транспорта аминокислот и других метаболитов, угнетение функциональной активности эритроцитов и лейкоцитов, а также ингибирование иммунных реакций. Известно, что часть пептидов – экзотоксинов бактерий обладает детергентоподобным действием и формирует в мембране поры, резко повышая ее пассивную проницаемость. Однако для МСМ таких исследований не проводилось. Тем более отсутствуют данные о сравнительном действии водорастворимых (ВРП) и гидрофобных (ГФП) пептидов, накапливающихся в плазме крови.

В работе было изучено влияние пептидов плазмы крови на сорбционную способность эритроцитов (ССЭ), которая является чувствительным тестом предгемолитического повреждения мембран, в частности под действием различных детергентов. ССЭ оценивали по накоплению в клетках катионного красителя нильского голубого с помощью показателя Q = Cb/Cf, характеризующего распределение красителя между клетками и внешней средой [Гаврилов В.Б. и др. Докл. НАНБ, 2000, №5, С.87]. Для накопления пептидов проводили ферментативный протеолиз белков плазмы с помощью химотрипсина. Затем белки осаждали с помощью хлорной кислоты. ВРП выделяли из полученного супернатанта путем добавления ацетона. Белковый осадок обрабатывали додецилсульфатом натрия (ДДС) для десорбции гидрофобных пептидов с поверхности белков, затем вновь осаждали белки хлорной кислотой. К оставшемуся супернатанту добавляли ацетон для осаждения ГФП.

Прединкубация эритроцитов с ВРП и ГФП приводила к увеличению ССЭ. Уровень 50% повышения показателя Q соответствовал введению 20 мкг/мл ВРП, 10 мкг/мл ГФП и 2 мкг/мл ДДС. Полученные результаты являются прямым доказательством повышения пассивной проницаемости мембран эритроцитов под действием пептидов плазмы крови. При этом ГФП обладали в 2 раза более высокой токсичностью по сравнению с ВРП, но были в 5 раз слабее по сравнению с анионным детергентом ДДС. Важно отметить, что действующие концентрации ВРП почти в 15 раз превышали содержание МСМ в норме. Следовательно, мембраноактивные токсичные пептиды составляют лишь незначительную часть общего пула МСМ.

Таким образом, повышение ССЭ можно использовать как простой и чувствительный тест для оценки токсичности различных пептидов в модельных экспериментах.

V.B. Gavrilov, N.F. Lobko, S.V. Konev 

Institute of Photobiology of Belarus National Academy of Sciences, Minsk

Influence of water-soluble and hydrophobic peptides from blood plasma on increase of erythrocyte sorption ability

One of the important indicators of the endogenious intoxication syndrome is the accumulation in blood of proteolysis products – peptides with molecular weight 300-5000, or middle mass molecules (МMМ). The МMМ contents in norm makes 291±30 мg/ml, and at the serious forms of intoxication up to 1700-1800 мg/ml or more than in 6 times increase. It is shown, that МMМ have a wide spectrum of toxic effects on blood cells and tissues, such as different enzyme inhibitions, violation of membrane transport of amino acids and other metabolites, supression of erythrocyte and leucocyte activity and inhibition of immune responses. The part of peptides – bacterial toxins shapes membrane pores and sharply raises passive membrane permeability. However for МMМ such researches were not carried out. Especially there are data on comparative investigation of water-soluble (WSP) and hydrophobic (HPP) peptides collecting in blood plasma.

The influence of blood plasma peptides on erythrocyte sorption ability (ESA) was investigated. ESA is the responsive test of membrane damage, in particular under effect of various detergents. ESA estimated on the cell accumulation of a cationic dye Nile blue or dye distribution between cells and external solution – parameter Q = Cb/Cf [Gavrilov V.B. et al. Doclady of Belarus Academy of Sciences, 2000, №5, P.87]. The enzyme proteolysis of plasma proteins for peptide accumulation was carried out. Then the proteins precipitated with the help of a perchloric acid. WSP selected from obtained supernatant by addition of acetone. The protein deposit handled by sodium dodecyl sulfate (SDS) for a HPP desorption from a protein surface, then proteins again precipitated by a perchloric acid. The acetone was added to stayed supernatant for HPP precipitation.

The erythrocyte incubation with WSP and HPP resulted in ESA increase. The parameter Q increased on 50% at addition 20 мg/ml WSP, 10 мg/ml HPP or 2 мg/ml SDS. The obtained results are the direct demonstration of erythrocyte membrane damage under effect of blood plasma peptides. Thus HPP had 2 times higher toxicity in comparison with WSP, but 5 times were more weak in comparison with an anionic detergent SDS. It is important, that the operating WSP concentrations almost 15 times exceedes the МMМ contents in norm. Therefore, membrane toxic peptides make only inappreciable part of the МMМ common pool.

Thus, the ESA can be used as simple and responsive test to estimate peptide toxicity in model experiments.

В.П. Голубович,  В.Н. Гапанович, В.В. Кирковский, 
В.П. Мартинович, В.И. Поликарпова 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

Использование аминокислот в качестве биоспецифичных лигандов в аффинной хроматографии

Аминокислоты, входящие в состав различных областей связывания белков (активные центры ферментов, центры «узнавания», участки связывания и расщепления протеолитическими ферментами), находят в последнее время широкое применение в качестве лигандов биоаффинных сорбентов для избирательной сорбции и очистки различных белков. 

В наших исследованиях при создании сорбентов с аминокислотными лигандами в качестве матрицы-носителя использовался в основном полиакриламидный гель, инертный, нетоксичный, биосовместимый с тканями и жидкостями организма. Иммобилизация аминокислот осуществлялась непосредственно при получении полимера, ацилированная акрилоил–хлоридом аминокислота выступала в качестве мономера, включаясь при полимеризации в полиакриламидную цепь. 

При введении аминокислот в полиакриламидную матрицу был получен ряд сорбентов, специфичных относительно белков системы свертывания крови. Сорбент с аргинином в качестве лиганда был успешно использован для очистки тромбина, коагулянтная активность которого после хроматографии на аргининсодержащем геле увеличилась в 7-12 раз. Использование в качестве лиганда лизина позволило получить сорбент для очистки и избирательного выделения плазминогена.

На основе гидрофобных аминокислот были получены сорбенты, способные избирательно извлекать из плазмы крови компоненты иммунного комплекса. Триптофансодержащий сорбент был использован для избирательного выделения из плазмы крови иммуноглобулина Е, белка, обусловливающего патологические явления при таких заболеваниях, как бронхиальная астма. Сорбент с фенилаланином в качестве лиганда способен извлекать из плазмы крови иммуноглобулин G, повышенное содержание которого связано с патологией при ревматоидном артрите. 

Биоаффинные сорбенты с аминокислотами в качестве лигандов представляют большой интерес как для практической медицины, так и для научных исследований в различных областях биологии и медицины. 

V.P. Golubovich, V.N. Gapanovich, V.V. Kirkovskiy, 
V.P. Martinovich, V.I. Polikarpova  

Institute of Bioorganic Chemistry of NASB, Minsk

Using amino acids as biospecific ligands in affinity chromatography

Amino acids entering different regions of protein binding (enzyme active centres, centres of "recognition", sites of binding and cleavage by proteolytic enzymes) find wide application now as ligands of bioaffinity sorbents for selective sorption and purification of different proteins.

In our investigations on creation of sorbents with amino acid ligands polyacrylamide gel was mainly used as matrix-carrier. It is inert, non-toxic, biocompatible with tissues and liquids in organism. Immobilization of amino acids was performed immediately during preparation of the polymer, the amino acid acylated by acryloylchloride served as a monomer and entered the polyacrylamide chain during polymerization.

Introduction of amino acids into the polyacrylamide matrix allowed to obtain a number of sorbents specific with respect to the proteins of blood coagulation system. Sorbent with arginine ligand was used successfully for the purification of thrombine whose coagulation activity increased 7-12-fold after chromatography on arginine-containing gel. Using lysine as a ligand allowed to prepare a sorbent for purification and selective extraction of plasminogen. 

Sorbents capable of selective extraction of immune complex compounds from blood plasma were prepared on the basis of hydrophobic amino acids. Tryptophan-containing sorbent was used for selective extraction of immunoglobuline E, protein causing pathological phenomena in such diseases as bronchial asthma, from blood plasma. Sorbent with phelylalanine as a ligand is capable of extracting other compounds of the immune complex from blood plasma. 

Bioaffinity sorbents with amino acids ligands are of great interest both for practical medicine and for scientific investigations in different fields of biology and medicine.
М.В. Горецкая 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Функциональные изменения в иммунокомпетентных клетках на фоне введения дипептида «деглутам» в динамике

При изучении действия дипептида «Деглутам» (ДГ) в динамике (через 1 день, 3 дня, 6 дней, 14 дней), после однократного внутрибрюшинного введения, оценивали изменение массы иммунокомпетентных органов (тимуса и селезенки), содержание в них ДНК и РНК, а также изменение функционального состояния в спленоцитах, тимоцитах и лимфоцитах крови.  Препарат ДГ брали в следующих дозах – 250 мг/кг, 25 мг/кг, 2,5 мг/кг для выявления лучшего результата, который вводили мышам или на фоне иммуносупрессии, вызванной высокой дозой циклофосфана (ЦФ-200 мг/кг), или интактным мышам-самцам. При однократном внутрибрюшинном введении  ЦФ через 24 часа масса селезенки достоверно уменьшилась в 2 раза по сравнению с контролем. На 3 и 6 сутки наблюдалось восстановление массы органа, однако она так и не достигла контрольного значения. Так, на 14 сутки масса селезенки в 1,45 раза превышала контроль. Эти данные коррелировали с изменениями количества ДНК и РНК. Можно предположить, что в случае введения циклофосфана срабатывает компенсаторный механизм, в конечном итоге приводящий к реакции пролиферации лимфоцитов и, возможно, увеличивается кровенаполнение  селезенки. Масса тимуса также снизилась при введении ЦФ, и по уменьшению количества нуклеиновых кислот в тимоцитах можно судить о супрессорном эффекте. Из трех рабочих доз препарата ДГ, вводимых одновременно с ЦФ, наиболее близко приблизила массу тимуса и селезенки к контрольным доза 25 мг/кг. Изучая изменения функциональной активности лимфоцитов и спленоцитов в пролиферативном ответе на митогены ФГА и Кон А после однократного введения препарата ДГ, высокий индекс стимуляции получили при ДГ 2,5 мг/кг через 24 ч после внутрибрюшинного введения, но при совместном введении цитостатика (ЦФ-200 мг/кг) и ДГ максимальное приближение к индексу стимуляции интактных животных наблюдали при ДГ 25 мг/кг. Следовательно, доза 2,5 мг/кг оказалась недостаточна для восстановления иммуносупрессии, вызванной циклофосфаном. Заметное увеличение индекса стимуляции получили на 6 сутки после введения ДГ(25 мг/кг) в ответ на ФГА. Однако на 14 сутки индекс практически сравнялся со значениями, которые мы зафиксировали на 3 день с момента инъекции. Известно, что при активации клеток происходят изменения их метаболических процессов. Так, фермент 5’-нуклеотидаза (5’-НК) является маркером зрелых лимфоцитов, влияет на пролиферацию и активацию лимфоцитов [Airas. L.1996]. Нами выявлен доза-зависимый эффект активности 5’-НК в спленоцитах и тимоцитах, который сопоставим с изменениями в реакции бласттрансформации лимфоцитов под действием препарата ДГ. Кроме того, пролиферация лимфоцитов на фоне воздействия препарата ДГ коррелирует  с активностью глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы, что соответствует литературным данным [De-Azevedo R.B. 1997]. 

Таким образом, дипептид ДГ изменяет функциональную активность лимфоцитов, уменьшает вызванную ЦФ иммуносупрессию и в дозе 25 мг/кг ДГ является наиболее оптимальным для дальнейшего изучения.

М.В. Горецкая, А.А. Баньковский, М.А. Ельчанинова, Р.В. Требухина 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Влияние дипептида «деглутам» на клетки крови крыс

Иммуномодуляторы могут вмешиваться в начальные этапы активации иммунокомпетентных клеток на мембране, либо непосредственно в качестве распознаваемых рецепторами лиганд, либо путем блокирования или, наоборот, демаскирования определенных рецепторов, влияя на их латеральную подвижность в плоскости мембраны [Фрейдлин И.С. 1988]. Известно, что ряд цитостатиков, используемых в онкологической практике, повреждают не только опухолевые клетки, но и нарушают целостность клеток самого организма. В связи с этим было интересно выяснить влияние дипептида «Деглутам», обладающего иммуномодулирующими свойствами, на мембраны клеток крови интактных крыс линии Вистар, а также на фоне воздействия цитостатика Циклофосфана.

В опытах in vitro, используя различные концентрации дипептида «Деглутам» (1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%) изучали повреждающий эффект препарата на лейкоциты крови, который оценивали по окраске «мертвых» (нежизнеспособных) клеток раствором трипанового синего. Цитотоксический индекс вычисляли по формуле: ((А-Б)/А)(100, где А – процент живых клеток в контроле после инкубации без дипептида «Деглутам»; Б – то же, но в опыте с «Деглутамом». При исследовании  выбранных концентраций препарата цитотоксический индекс достоверно не превышал 0,10. Это указывает на то, что «Деглутам» не оказывает повреждающего эффекта на лейкоциты крови интактных крыс.

Как известно, скорость осмотического гемолиза эритроцитов К(С-1), является показателем устойчивости мембран к действию ксенобиотиков. Так, при введении дипептида «Деглутам» внутрибрюшинно крысам линии Вистар в дозе 25 мг/кг в течение пяти дней и декапитацией их на 11 сутки наблюдали снижение скорости осмотического гемолиза эритроцитов на 38% по сравнению с контролем. Показатели в контрольной группе составили 0,531(0,038 (p<0,001), а в опытной 0,330(0,038 (p<0,001). Это может свидетельствовать о защитной функции препарата «Деглутам». При однократном введении крысам внутрибрюшинно цитостатика Циклофосфана в дозе 200 мг/кг и декапитацией их на 6 сутки скорость осмотического гемолиза увеличивалась, однако если мы перед однократной инъекцией Циклофосфана (200 мг/кг) вводили дипептид «Деглутам» (25 мг/кг) в течение пяти дней, а животных декапитировали на 6 сутки после введения Циклофосфана, наблюдали снижение скорости более чем в 2 раза осмотического гемолиза эритроцитов 0,235(0,056 (p<0,001). Следовательно, «Деглутам» способствует увеличению устойчивости мембран эритроцитов при воздействии цитостатика Циклофосфана при данной схеме введения. При других сроках и способах введения этих препаратов такого эффекта не наблюдали. 

Таким образом, дипептид «Деглутам» не оказывает цитотоксического действия на клетки крови крыс, уменьшает скорость осмотического гемолиза эритроцитов, а также снижает повреждающий эффект действия цитостатика.

М.В. Горецкая, В.Л. Мороз 
Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Гродненский государственный медицинский университет

Изменение показателей в-системы иммунитета крыс линии вистар на фоне введения препарата «деглутам»

В настоящее время среди большого количества веществ, оказывающих влияние на функционирование иммунной системы, особое внимание привлекают вещества пептидной природы. Ряд из них (бестатин, ликопид, ромуртид, тимоген, имунофан и др.) нашли широкое применение в клинике в качестве иммуномодулирующих препаратов. На отдельные звенья специфической и неспецифической резистентности организма способны воздействовать некоторые аминокислоты, пептиды и их смеси. Отдельные аминокислоты – глутаминовая, аспарагиновая кислоты обладают выраженным иммуно– и фагоцитозстимулирующим, детоксицирующим свойствами [Белокрылов Г.А., 1996], а также ряд производных глутамина обладают иммуностимулирующим действием.

Целью настоящей работы явилось изучение влияния препарата, содержащего производное L–глутамина – «Деглутам», на некоторые показатели В-клеточного иммунитета крыс линии Вистар.

Для оценки влияния препарата на гуморальный иммунитет мы определяли количество антителообразующих клеток в селезенке и количество В-лимфоцитов в крови крыс. Используя моноклональные антитела ИКА-109, определяли мономорфную детерминанту антигена II класса системы гистосовместимости крыс (RT-IA), присутствующих на В-лимфоцитах, на активированных Т–лимфоцитах и на 30% моноцитов. Кроме того, мы подсчитывали изменение числа лейкоцитов в крови под действием препарата, а также изменение лейкоформулы.

Препарат, содержащий производное L–глутамина «Деглутам», вводили крысам линии Вистар внутрибрюшинно, однократно в дозе 25 мг/кг или 250 мг/кг. Для определения числа антителообразующих клеток в селезенке использовали метод Ерне, оценивая способность антиэритроцитарных антител, секретируемых антителообразующими клетками иммунизированных животных, лизировать в присутствии комплимента эритроциты барана. При внутрибрюшинном введении препарата в дозе 25 мг/кг количество антителообразующих клеток увеличилось на 59% по сравнению с контролем, а в дозе 250 мг/кг —  число клеток возросло в 2,3 раза. Следовательно, антителообразующие клетки селезенки реагируют на активационный стимул препарата «Деглутам». Однако мы не наблюдали значительных отклонений от контроля по количеству как лейкоцитов, так и В-лимфоцитов в крови, но показатель ИКА-109 при дозе препарата 25 мг/кг достоверно увеличивался по сравнению с контролем, что связано, по-видимому, с увеличением Т-активных клеток. Вероятно, механизм действия Деглутама основан на взаимодействии с рецепторным аппаратом клетки. 

М.В. Горецкая, Ж.В. Мотылевич, И.О. Леднева, М.А. Ельчанинова 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Метаболические изменения в иммунокомпетентных клетках на фоне введения препарата «деглутам»

Важными задачами современной иммунологии являются поиск иммуностимулирующих веществ и разработка оптимальных схем их применения с целью повышения иммунного потенциала организма. По мнению Р.В. Петрова, весьма перспективным является направление по созданию новых иммуномодуляторов на основе искусственного синтеза низкомолекулярных препаратов с иммунорегулирующими свойствами. Аминокислоты и их производные относятся к соединениям, на основе которых могут быть разработаны эффективные лекарственные препараты направленного метаболического действия, так как они являются одними из наиболее универсальных природных регуляторов и эндогенных модификаторов биологических реакций [Нефедов Л.И., 1999]. Ряд производных глутамина обладают иммуностимулирующим действием. В связи с этим нами был взят препарат «Деглутам», содержащий производное L‑глутамина, для изучения его иммунорегулирующих свойств.

Одним из направлений, позволяющих оценить состояние иммунореактивности, является исследование метаболических параметров иммунокомпетентных клеток. Можно считать доказанным, что функциональные проявления лимфоцитов и макрофагов происходят только при соответствующем изменении их метаболизма. В качестве метаболических ферментов использованы 5’-нуклеотидаза, щелочная фосфатаза, глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназа.

При однократном внутрибрюшинном введение препарата «Деглутам» белым беспородным мышам в различных дозах максимальный эффект наблюдали при дозе 25 мг/кг в лимфоцитах и макрофагах. Достоверно увеличивалась активность щелочной фосфатазы и глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы по сравнению с контролем, что свидетельствует об интенсивности метаболических процессов лимфоцитов и, следовательно, об активации клеток. Активность 5’-нуклеотидазы в макрофагах снизилась практически в два раза, а как известно, снижение активности 5’-нуклеотидазы в этих клетках является биохимическим маркером активации макрофагов [Туманян М.А., 1987].

Таким образом, препарат «Деглутам», содержащий производное L‑глутамина, в дозе 25 мг/кг через 24 часа после внутрибрюшинного введения изменяет метаболизм иммунокомпетентных клеток и может быть рассмотрен в качестве иммунорегулирующего препарата.

М.В. Горецкая, Р.В. Требухина 

Институт биохимии  НАН Беларуси, Гродно

Влияние дипептида «деглутам» на белковый обмен

В структурно–функциональном единстве живых организмов, составляющем сущность жизни, белки играют важнейшую роль, не заменяемую другими органическими соединениями. Одним  из характерных  нарушений азотистого обмена является диспротеинемия. Она может развиваться при недостаточном поступлении белка с пищей, а также при различных заболеваниях, связанных с нарушением метаболизма белков в клеточных системах. Злокачественный рост оказывает системное действие опухоли на организм [Шапот В.С., 1983]. Одним из его проявлений является избыточная продукция надпочечниками глюкокортикоидов, которые вызывают усиленный распад белков тканей и органов и – как следствие этого – уменьшение массы сердца, почек, мышц, лимфоидных органов [Антафьева Б.А., 1995, Murray B., 1991]. Диспротеинемия развивается также при воздействии на организм ионизирующей радиации и интенсивной лекарственной терапии [Колб А.А. 2000]. Поиск препаратов, нормализующих азотистый обмен, является перспективным в научном и практическом плане. Целью настоящей работы явилось изучение влияния дипептида «Деглутама» на уровень общих белков в тканях животных-опухоленосителей при лечении их циклофосфаном.

Опыты выполнены на белых беспородных мышах массой 20-22 г, которым была перевита асцитная опухоль Эрлиха внутрибрюшинно в количестве 20 млн клеток. Циклофосфан в дозе 200 мг/кг вводили однократно подкожно на 5-ый день после перевивки опухоли. Инъекции «Деглутама» в дозе 25 мг/кг проводили в двух режимах: до перевивки и после перевивки опухоли. Декапитацию мышей осуществляли на 6 сутки роста опухоли. Развитие опухоли в организме приводило к возникновению диспротеинемии. Степень снижения белка в органах была разная. В селезенке количество белка снижено на 17%, в почках – на 22%, в сердце – на 24%, в печени – на 32%. Лечение опухолевого процесса циклофосфаном усилило диспротеинемию в тканях животных-опухоленосителей в печени – до 46%, в сердце – до 36%, в почках – до 36%, в селезенке – до 38%. 5-тидневное введение «Деглутама» до перевивки опухоли частично восстановило уровень белка в печени – до 89%. В сердце – до 87%, в почках – до 92%. Введение «Деглутама» совместно с циклофосфаном снижало токсическое действие противоопухолевого препарата и восстанавливало уровень белка в тканях животных-опухоленосителей. Таким образом, дипептид «Деглутам» защищает ткани организма  от развития диспротеинемии, вызываемой развитием опухоли в организме и лекарственной протеинемии. 

О.В. Давыдов 

Белорусский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии, Минск

Тройная гомология генетического кода.
Методология и дизайн кодовой инфраструктуры

Уже в первых описаниях полной версии генетического кода появились указания на то, что структурно и метаболически родственные аминокислоты кодируются сходными триплетами (Nirenberg et al., 1965; Trupin et al., 1965). Эти наблюдения в дальнейшем получили некоторое развитие, однако постулированные пары и кластеры родственных аминокислот и кодонов у разных авторов заметно различаются между собой (Dillon, 1973; Wong, 1975; Risler et al., 1988; DiGiulio, 1989; Xia, Li, 1998). В настоящем исследовании предложены объективные количественные методы учета минимальных различий между структурно-химическими, полярными характеристиками аминокислот, а также интегративный тройной индекс, объединяющий эти показатели с мутационным расстоянием между остатками. Каждый из 3-х единичных признаков (структурно-химический, полярный и мутационный) ранжирован по стандартной шкале 1–2–3. Показатели тройного индекса находятся в диапазоне от 3 до 9.

На базе данной методологии установлено, что генетический код является системным объектом с тремя взаимосвязанными подсистемами элементов, поскольку максимально родственные в структурно-химическом и полярном отношениях аминокислоты (соответственно 1–я и 2–я гомологии) кодируются минимально разнящимися сериями кодонов (3-я гомология).  Пары аминокислот с минимальными (3 и 4)  тройными индексами формируют 4  обособленных семейства: 1) Гли, Ала, Сер, Цис, Тре и Про; 2) Лей, Вал, Иле и Мет; 3) Асн, Асп, Глу, Глн, Лиз, Арг и Гис; 4) Фен и Тир. Каждое из них характеризуется идентичной или слабо гетерогенной полярностью аминокислотных остатков и определенным превалирующим нуклеотидом, общим для большинства или для всех пар кодонных дуплетов. Лидерами в данном смысле в семействах выступают: C в (1), U в (2) и (4), A в (3). Эти полученные исключительно дедуктивным путем составы полностью совпадают с эмпирически выявленными кластерами максимально приемлемых аминокислотных замен в репрезентативной выборке изофункциональных (Dayhoff et al., 1978) и структурно родственных (McLachlan, 1971) белков, что, с одной стороны, подтверждает адекватность и достаточность выбранных критериев оценки родства аминокислотно-кодонных связок, а с другой – свидетельствует о сильной внутренней связности свойств участников кодового процесса и о непрерывности кода в целом. Делается вывод о большой значимости описанных сопряженных гомологий для возникновения и распространения жизни. Их основные следствия рассмотрены в следующем сообщении автора в данном издании. 

O.V. Davydov 

Belarussian Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Minsk

Trial homology of the genetic code. 
Methodology and design of the code infrastructure

Already the first versions of the genetic code were accompanied by notes that structurally and metabolically related amino acids are encoded by resemble nucleotide triplets (Nirenberg et al., 1965; Trupin et al., 1965). These studies were developed later but rather various pairs and clusters of related amino acids and codons were postulated by different authors (Dillon, 1973; Wong, 1975; Risler et al., 1988; DiGiulio, 1989; Xia, Li, 1998).

Objective quantitative methods have been proposed in this work for estimation of minimal differences between structurochemical and between polar characteristics of amino acids  with further usage of the trial index which integrates the two mentioned properties with mutation distance between residues. Each of three single indices (structurochemical, polar, and mutational) has been ranked on the standard 1-2-3 scale. A diapason of the trial index includes values from 3 to 9.

It is demonstrated on the basis of this methodology that the genetic code is a system object with three interconnected subsystems of elements where maximally related in structurochemical and polar sense amino acids (the first and second homologies, respectively) possess minimally different series of codons (the third homology). Amino acid pairs with minimal (3 and 4) trial indices form four isolated families: 1) Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, and Pro; 2) Leu, Val, Ile, and Met; 3) Asn, Asp, Glu, Gln, Lys, Arg, and His; 4) Phe and Tyr. Each family is characterized  by identical or slightly different polarity of amino acid residues and by definite prevailing nucleotide which is common for all or majority of pairs of codon doublets. Such leaders are: C in (1), U in (2) and (4), A in (3). These families, obtained by purely deductive and calculation means, coincide completely with clusters of maximally acceptable amino acid substitutions in representative data bases of isofunctional (Dayhoff et al., 1978) and structurally related  (McLachlan, 1971) proteins. This, on the one hand, confirms an adequacy and sufficiency of criteria used for estimation of relations among aminoacid-codon assignments and for  description of the code organization on substantial basis. On the other hand, it demonstrates strong  mutual connection of properties between the genetic code costituents and contiguous nature of the whole code. Presumably, the three described code's  homologies had  cardinal significance for origin and spread  of  life. Their main sequences are presented in the next author's report of this issue. 

О.В. Давыдов 

Белорусский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии, Минск

Тройная гомология генетического кода. 
Биологические следствия

Представленные данные об инфраструктуре и принципах организации генетического кода (предыдущее сообщение настоящего издания) имеют в качестве следствий несколько нетривиальных концептуальных положений.

1. Главное из них – гипотеза об обусловленности структуры генетического кода белком и о двойственной функции триады кодовых гомологий. Код сложился в ходе конвергентной эволюции его приписок и белков, с одной стороны, как инструмент минимизации вредоносных заместительных точечных мутаций; кроме защитной функции подобные  замены должны были путем отбора обеспечивать поступательное совершенствование структуры и функции соответствующих белков.

2. Оценка генетического кода как «замороженного» случая (Crick, 1968; Hoffmann, 1974) в свете показанной тотальной взаимосвязи составов его связок представляется не более чем нулевой гипотезой.

3. Описанная высокая степень организации кода под эгидой принципа минимизации дистанций между компонентами приписок вряд ли  могла возникнуть монофилетически, т.е. в течение жизненного цикла единственной клетки – общего предка всего живого на Земле (Crick, 1968). Поэтому более правдоподобным представляется полифилетический сценарий происхождения существующего генетического кода. Тогда фундаментальное его свойство – универсальность объясняется тем, что удачные в функциональном плане сопряженные варианты связок с минимальными тройными индексами возникали и накапливались у  многих первичных представителей биосферы, и параллельно с этим шел процесс их горизонтального переноса и интеграции  на базе разных механизмов (синцитиеобразование, симбиоз, умеренная вирусная инфекция, пищевое поглощение и др.). Код стал единым у всего живого не благодаря своему единственному источнику – общему предку, а потому, что он вынужденно (по тупиковому типу) остановился в своем развитии (чисто внешний аналог «замораживания»), исчерпав два варианта наименьших тройных индексов (3 и 4) и полностью «насытившись» ими.

4. В силу своей нейтральности (а в ряде случаев – и прогрессивности) замены в парах связок с минимальными тройными индексами должны носить маятниковый (возвратный) характер, ввиду чего значительная (возможно, подавляющая) их часть остается ненаблюдаемой.

5. Концепция конвергентного (полифилетического) происхождения гене–тического кода и маятниковые мутации представляют собой серьезный вызов методологии современных филогенетических исследований, ставящих целью оценку темпов  и путей дивергентной эволюции на базе кумулятивных данных об аминокислотных заменах (Woese, 1987; Feng et al., 1997; Wills, Bada, 2000). 

O.V. Davydov 

Belarussian Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Minsk

Trial homology of the genetic code. 
Biological sequences

There are some non-trivial hypothetical sequences of data presented previously concerning infrastructure and organizing principles of the genetic code (see author's report 1 in this issue).

1. The main of them is the hypothesis that the genetic code structure was determined by proteins which influence was realized  through two functions of the three code's homologies. The code emerged during convergent evolution of its assignments and proteins as an instrument of minimization of harmful substitution point mutations, on the one hand, and as a promoter (due to selection) of improvements of protein structure and function, on the other hand.

2. Total interconnection of aminoacid-codon links demonstrates that idea about the code as «frozen accidental» structure (Crick, 1968; Hoffmann, 1974) has only historical status of zero hypothesis.

3. It is likely that high organization of the code according to evident principle of minimization of distances between assignment components could not arise by monophyletic way, i.e. during life cycle of the only organism, the «common ancestor» of all contemporary living beings (Crick, 1968). That is why the polyphyletic scenario of code origin seems to be more plausible. In such a case, fundamental code's property, universality, can be explained by the following. Functionally useful, interconnected variants of the code links with minimal trial indices emerged and were accumulated by many representatives of the primary biosphere. Simultaneously, their horizontal transfer, intermixture, and integration took place on the bases of different mechanisms (symbiosis, syncitium,  moderate viral infection, nutrition et al.). Finally, the code became unique not due to its unique generator, common ancestor, but because it was forced to stop when two minimal variants of trial indices (3 and 4) have been exhausted («bland alley» model, superficial analogue of «freezing» process).

4. Because amino acid replacements with minimal trial indices result neutral or progressive sequences, they must have pendulum (recurrent) character due to which many of them (may be even overwhelming majority) are not visible for investigators.

5. The polyphyletic origin of the genetic code and pendulum mutations provide a serious challenge to methodology of modern phylogenetic investigations trying to estimate temps and routs of divergent evolution on the base of cumulative data of seen amino acid replacements (Woese, 1987; Feng et al., 1997; Wills, Bada, 2000). 

Е.О. Данченко, Е.Н. Нехайчик 

Витебский государственный медицинский университет,

Республиканский липидный лечебно-диагностический центр метаболической терапии

Инсулиноподобный эффект растительного гепатотропного препарата, содержащего аминокислоты 
с разветвленным радикалом

Известно, что аминокислоты с разветвленным радикалом (АРУЦ) способны усиливать секрецию инсулина и проявлять инсулиноподобные эффекты. В связи с этим для коррекции нарушений обмена углеводов и  инсулинорезистентности целесообразно использование препаратов, содержащих АРУЦ. Солянка холмовая (Salsola collina Pall.) – однолетнее или культивируемое на промышленных плантациях растение, наземная часть которого издавна применяется в народной медицине как эффективное средство лечения заболеваний гепатобилиарной системы. Биологически активный комплекс солянки холмовой содержит флавоноиды, гликозиды, дубильные вещества, полисахариды, глицинбетаин, холин, фенолокислоты, моносахариды, (-линоленовую кислоту, калий, микроэлементы. Анализ аминокислотного состава препаратов солянки холмовой показал относительно высокое содержание в них незаменимых аминокислот (45,5%), в том числе АРУЦ. Так, в лохеине содержание валина составляет 5,85%, лейцина – 4,20%, изолейцина – 2,82%.

Целью настоящей работы было выявление инсулиноподобных эффектов экстракта солянки холмовой (ЭСХ) с использованием систем in vitro и in vivo. ЭСХ не обладает цитотоксическим эффектом на клетках с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом (L929 и L41) в дозах до 400–1000 мкг/мл инкубационной среды и стимулирует белоксинтезирующую функцию клеток (включение 14С-аминокислот в белки). На изолированных гепатоцитах показано, что ЭСХ в дозах до 200 мкг/мл не вызывает повреждения мембран, обладает антинекрозогенным действием и стимулирует синтез клеточных и экспортных протеинов. Дозозависимый инсулиноподобный эффект был обнаружен при инкубации суспензии  эпидидимальных липоцитов с ЭСХ (200-400 мкг/мл), который характеризовался активацией липогенеза из 14С‑D‑глюкозы. 20-дневное интрагастральное введение ЭСХ (200 мг/кг) крысам вызвало некоторые проявления инсулиноподобного действия препарата (гипогликемический эффект; повышение включения 3Н–тимидина в ДНК ядер гепатоцитов на 110,4% через 24 часа после 70% гепатэктомии; 2,5-кратное накопление триглицеридов в печени; повышение биосинтеза и экспорта белков печени – апопротеинов, липопротеинов). Интрагастральное введение ЭСХ уменьшало токсическое действие этанола, стимулировало реакции пентозофосфатного пути обмена углеводов с целью более эффективного синтеза фосфорибозилпирофосфата. Введение ЭСХ (100 мг/кг) крысам, облученным в дозах 0,25 Гр и 5,0 Гр, обеспечило уменьшение содержания глюкозы в сыворотке крови и увеличение концентрации альбумина. Показано положительное гипогликемическое и гипохолестеринемическое действие ЭСХ у больных инсулиннезависимым сахарным диабетом и атеросклерозом.

E.O. Danchenko, E.N. Nechaichik 

Vitebsk State Medical University, National Lipid Center

Insulin-like effect of vegetative hepatotropic preparation containing branched-chain amino acids

It is known, that the branched-chain amino acids (BCA) are capable to stimulate the insulin secretion and to show insulin-like effects. In this connection for correction of carbohydrate metabolism and insulin resistance use of preparations containing BCA is expedient. Salsola collina Pall. – one-years or cultivate on industrial plantations a plant, which ground part is long since applied in national medicine as an effective means of treatment of diseases of hepatobiliary system. The biologically active complex of Salsola collina contains flavonoids, glycosides, tanning substance, polysaccharides, glycinebetaine, choline, phenol acids, monosaccharides, (-linolenic acid, potassium, microelements. The analysis of amino acid composition of Salsola collina  has shown the high contents in them essential amino acids (45,5 %), including BCA. So, in Lochein the contents of valine makes 5,85 %, leucine – 4,20%, isoleucine – 2,82%.

The purpose of the present work was revealing the insulin-like effects of Extract of Salsola collina (ESC) with use of systems in vitro and in vivo. ЭСХ has no cytotoxic effect on cells with reduced endoplasmatic reticulum (L929 and L41) in dozes up to 400-1000 mkg/ml and stimulates the protein synthesis in cells (incorporation 14С-amino acids in the proteins). On isolated hepatocytes is shown, that ESC in dozes up to 200 mkg/ml does not cause damage of membranes, has antinecrotic action and stimulates synthesis of cell and export proteins. Dose-dependent insulin-like effect was found in isolated epidydimal lipocytes (200-400 mkg/ml) which was characterized by activation of lipogenesis from 14С-D-glucose. 20-day's intragastral introduction ESC (200 mg/kg) rats has caused some displays insulin-like action (hypoglycemic effect; increase of 3Н-thymidine incorporation in nucleic DNA of hepatocytes  on 110,4% in 24 hours after 70 % hepatectomy; 2,5‑multiple triglycerides accumulation in the liver; increase of biosynthesis and export of protein in liver - apoproteins, lipoproteins). The intragastral introduction of ESC reduced the toxic action of ethanol, stimulated reactions pentose phosphate  way of  with the purpose of more effective synthesis of phospho–ribosylpyrophosphate. The introduction ESC (100 mg/kg) in rats irradiated in dozes 0,25 Gy and 5,0 Gy was supplied with reduction of the glucose content in blood serum and increase of albumine concentration. Is shown positive hypoglycemic  and hypocholesteremic  action of ESC at the patients with insulin-dependent diabetes mellitus  and atherosclerosis.

Н.Д. Дзвонкевич, Т.Т. Володина, Т.Н. Печенова, 
Л.Б. Бондаренко, М.Ф. Гулый

Институт биохимии им. А.В.Палладина НАН Украины, Киев

Влияние глицина на кислотно-щелочное равновесие в крови и промежуточные члены трикарбонового цикла в печени мышей акр-50 при выходе  в развернутую фазу лейкоза

Проведены экспериментальные исследования на мышах высоколейкозной линии АКР-50. Известно, что у таких мышей биохимические реакции сдвинуты в сторону катаболизма, а кислотно-щелочное равновесие (КЩР) в сторону ацидоза. Показано корректирующее действие глицина на обмен веществ. Так добавление глицина в рацион мышей в течение месяца приводит к нормализации КЩР и повышению содержания углекислоты в крови и ткани печени. Выход в стадию развернутого лейкоза у мышей АКР-50 сопровождается увеличением лактата на 70%, малата на 30%, (‑кетоглутарата на 80%, а содержание пирувата, щавелевоуксусной, лимонной кислоты и глутамата снижается на 50%, 20%, 50%, 30% соответственно. Добавление глицина к  рациону (животных) приводит к  нормализации большинства из них,  за исключением лактата.  Указанное выше свидетельствует о корегирующей роли глицина в обмене веществ у животных с данной патологией. Продолжительность жизни при этом возрастает на 30%.

Л.В. Дорохина 

Гродненский государственный медицинский университет

Влияние экзогенного L-аргинина на свободнорадикальное окисление в тканях крыс при глубокой эксидентальной гипотермии

При глубокой гипотермии наблюдается образование активных форм кислорода, что сопровождается усилением перекисного окисления липидов (ПОЛ) и снижением антиоксидантной защиты организма. Среди факторов, обеспечивающих поддержание прооксидантно-антиоксидантного равновесия, важное значение имеет монооксид азота (NO), который как свободнорадикальная молекула проявляет свойства прооксиданта либо гасителя радикалов [Pryor W.A., Squadrto G.L., 1995]. В организме NO образуется при превращении аминокислоты L–аргинин в L–цитруллин. Аргинин используется в терапии при печеночных патологиях, отравлении солями аммония, гипероксии, ожоговом шоке [Кричевская А.А. и др., 1985]. В настоящей работе исследовано влияние экзогенного L-аргинина на показатели ПОЛ и антиоксидантной системы в тканях крыс в условиях глубокой эксидентальной гипотермии.

Опыты проводили на 28 лабораторных крысах-самцах. У крыс, получавших в/в 0,9% NaCl до холодового воздействия, произошло снижение ректальной температуры на 15,3±0,4°C (Р<0,001) по сравнению с исходным уровнем. Наименьшее снижение ректальной температуры наблюдалось у животных, получавших перед охлаждением L–аргинин в/в в дозе 300 мг/кг (13,4±0,34°C, Р<0,001). Прирост продуктов ПОЛ (диеновых конъюгатов, оснований Шиффа) и снижение антиоксидантного потенциала ((–токоферол, ретинол, каталаза) тканей было наименьшим у крыс, получавших L–аргинин, естественный предшественник NO в организме. Наблюдаемое в наших экспериментах антиоксидантное действие L–аргинина может быть обусловлено образуемым NO и последующим его взаимодействием с O2- и H2O2 в условиях, при которых его главным эффектом является устранение этих радикалов [Gaboury J. et al., 1993]. NO в данном случае действует как эндогенный гаситель свободных радикалов и в его присутствии цитотоксичность O2- или H2O2 заметно сокращается [Wink D.A. et al., 1995]. Известно, что в опытах in vitro экзогенный L-аргинин при введении в реперфузат в условиях глубокой гипотермии значительно улучшает восстановление механической функции сердца и коронарного кровотока путем стимуляции выработки NO [Amrani M. et al., 1997]. Наблюдаемое в наших опытах меньшее снижение количества (-токоферола у крыс, получавших L-аргинин, в свою очередь, содействует утилизации свободных радикалов и модифицирует активность антиоксидантных ферментов, оказывая стабилизирующий эффект на мембраны, ограничивая проникновение активных форм кислорода вглубь гидрофобного слоя мембраны. Таким образом, предварительное введение L-аргинина перед охлаждением обусловливает наименьший дисбаланс прооксидантно-антиоксидантного равновесия.

Данная работа выполнена благодаря финансовой поддержке Фонда фундаментальных исследований РБ (№ Б97-385).
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The influence of exogenous L-arginine on the free radical oxidation in rat tissues during the deep accidental hypothermia

Deep hypothermia is associated with a generation of active oxygen species accompanied by enhanced lipid peroxidation (LPO) and weaker antioxidant defense. Nitric oxide (NO) is one of the important factors maintaining the prooxidant-antioxidant balance as a free radical with both the prooxidant and radical scavenger properties [Pryor W.A., Squadrto G.L., 1995]. In biological systems NO is produced during the transformation of L-arginine into L-citrulline. Arginine was used in the therapy of the hepatic diseases, ammonium intoxications, hyperoxia and burning shock [Krichevskaya А.А. et al., 1985]. In the present article we have studied the influence of exogenous L-arginine on the LPO and antioxidant system (AS) indices in rat tissues under conditions of the deep accidental hypothermia.

The experiments were performed in 28 male laboratory rats. Rats that received 0.9% NaCl i.v. before the cold exposure had by 15.3±0.4°C (P<0.001) lower rectal temperature compared to the basal level. The least fall of rectal temperature was observed in animals received L-arginine in a dose of 300 mg/kg i.v. (13.4±0.34°C, Р<0.001). Arginine-treated rats also had the least gain in LPO products (conjugated dienes, Schiff bases) and decrease of tissue antioxidant potential ((-tocopherol, retinol, catalase). This observed antioxidant effect of L‑arginine might be mediated by NO production and following interaction with O2- and H2O2 in the conditions where elimination of these radicals is the main NO action [Gaboury J. et al., 1993]. In such case NO is the endogenous free radical scavenger markedly reducing the cytotoxicity of O2- and H2O2 [Wink D.A. et al., 1995]. The experiments in vitro showed that exogenous L-arginine added to reperfusate during the deep hypothermia significantly improved the restore of cardiac mechanic function. and coronary blood flow through the stimulation of NO production [Amrani M. et al., 1997]. In turn, the weaker decrease of (-tocopherol amount in arginine-treated rats in our experiments provides the free radical utilization and modifies the antioxidant enzyme activities, thereby stabilizing the membranes and preventing the penetration of active oxygen species into the hydrophobic membrane layer. Thus the preliminary L-arginine administration before the cooling provides the weakest prooxidant-antioxidant imbalance.

This work was performed owing to the financial support of the Fund for Fundamental Investigation of RB (№ В97-385).
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Характеристика фонда биогенных аминов и нейроактивных аминокислот при экспериментальной гиперлипидемии у крыс и эффекты таурина

Гиперлипидемию вызывали у 30 белых крыс-самцов массой 220-300 г при их содержании в течение 60 сут на рационе, в состав которого входили 10% холестерина, 30% говяжьего жира и 0,005% мерказолила. Части опытных животных вводили таурин перорально в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг) в сутки в течение всего периода содержания на атерогенном рационе. Контролем служила группа животных, аналогичным образом получавших изотонический раствор NaCl.

Определение уровней биогенных аминов, их производных и нейроактивных аминокислот проводили в хлорнокислых экстрактах тканей отделов головного мозга (стриатум, гипоталамус, средний мозг). Свободные аминокислоты в отделах головного мозга крыс разделяли методом обращенно-фазной ВЭЖХ с предколоночной дериватизацией с о‑фталевым альдегидом и (-меркаптоэтанолом и флуориметрическим детектированием. Для определения биогенных аминов, их предшественников и метаболитов использовался метод ион-парной ВЭЖХ с электрохимическим детектированием. На фоне экспериментальной гиперлипидемии в среднем мозге животных было достоверно повышено содержание «возбуждающих» медиаторов (Asp и Glu). В среднем мозге был снижен уровень тирозина. Так как известно, что повышением доступности тирозина удается активировать синтез катехоламинов в мозге, возможно, что при гиперлипидемии и атеросклерозе имеет место снижение доступности предшественника в синтезе катехоламинов в головном мозге. 

После ежедневного введения таурина в описываемой ситуации в гипоталамусе повышалось содержание ГАМК при неизменном относительно гиперлипидемии содержании «возбуждающих» аминокислот-трансмиттеров (Asp и Glu). Это может свидетельствовать о нормализующем действии таурина на соотношение уровней «тормозных» и «возбуждающих» медиаторов в головном мозге при атеросклерозе, одним из звеньев патогенеза которого считают нарушения в ГАМК-ергической системе.

При введении таурина наблюдался рост содержания триптофана в среднем мозге и стриатуме. В среднем мозге введение таурина приводило к нормализации уровня тирозина. Возможно, имеет место активирующее влияние таурина на синтез катехоламинов в отделах головного мозга. В пользу этого предположения свидетельствует повышение содержания дофамина в стриатуме. 

Практически важным выводом из данной работы следует считать адаптогенное действие таурина на процессы формирования фонда свободных аминокислот и метаболически связанных с ними соединений (биогенные амины) при гиперлипидемии. 
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Коррекция изменений в фонде нейроактивных аминокислот и биогенных аминов после отмены морфина композицией таурина и аминокислот с разветвленной углеводородной цепью

Хроническую морфиновую интоксикацию у крыс и синдром отмены воспроизводили на белых беспородных крысах-самцах массой 180–200 г. Животным 2 раза в сутки на протяжении 14 дней внутрибрюшинно вводили 1%-ный раствор морфина гидрохлорида в суммарной дозе, возрастающей от 20 до 40 мг/кг массы в сутки (первые два дня — 20 мг/кг, вторые два дня — 30 мг/кг и последние 10 дней — 40 мг/кг). Контрольные животные аналогичным образом получали эквиобъемное количество дистиллированной воды. Кроме того, в одной из групп в течение 7 дней после отмены морфина в/бр (дважды в день, разовая доза 250 мг/кг) вводили смесь таурина, L–лейцина, L‑изолейцина и L–валина в дозе 500 мг/кг. Крыс забивали декапитацией через 1 час и 7 суток после последней инъекции морфина. Головной мозг извлекали и препарировали отделы (гипоталамус, средний мозг и стриатум) на холоду; пробы фиксировали в жидком азоте в течение 2 мин после забоя и хранили до исследования.

Уровни биогенных аминов, их производных и нейроактивных аминокислот определяли в хлорнокислых экстрактах методом ВЭЖХ. Для характеристики аминокислотного пула использовали Т-критерий Стьюдента.

Введение композиции аминокислот, содержащей таурин, L–лейцин, L‑изолейцин и L–валин в дозе 500 мг/кг, на фоне опийного абстинентного синдрома (7 суток отмены) привело к нормализации повышенного при хронической морфинной интоксикации и отмене морфина содержания тирозина в гипоталамусе и стволе головного мозга, повышало содержание 3,4-диоксифенилуксусной кислоты в гипоталамусе, дофамина в стриатуме, гомованилиновой кислоты в мозжечке. Следовательно, препарат обладает стимулирующим действием в отношении центральных дофаминергических функций при отмене опиатов. В стволе мозга также отмечался рост содержания 5-оксииндолуксусной кислоты и серотонина, что можно расценивать как ускорение оборота медиатора в серотониновой системе. В мозжечке и гипоталамусе повышалось содержание возбуждающих аминокислот-трансмиттеров, а также глутамина, в стриатуме и коре содержание возбуждающих аминокислот-трансмиттеров снижалось, хотя уровень глутамина в стриатуме повышался. В гипоталамусе, стриатуме и мозжечке повышалось содержание глицина, в гипоталамусе и мозжечке – таурина, в мозжечке – ГАМК. Это позволяет говорить о модулирующем влиянии препарата на показатели центральных нейротрансмиттерных систем при отмене морфина, которые, очевидно, связаны с эффектами таурина, однако выходят за их рамки. Часть этих эффектов, возможно, связана с гепатопротекторными эффектами АРУЦ и устранением вторичных нарушений формирования фонда нейроактивных аминокислот вследствие интоксикации. 
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Психотропная активность пептида P-11 – структурного аналога дерморфина 

Дерморфин – биологически активный нейропептид, обнаруженный у некоторых позвоночных, содержит правовращающую аминокислоту (D-Ala), которая обеспечивает его устойчивость к протеолитической деградации в организме. Целью исследований являлось изучение спектра психотропной активности близкого по структуре к дерморфину синтетического пентапептида Р-11, обладающего по нашим данным оригинальным спектром нейротропной активности.

Психотропные эффекты пептида Р-11 изучали в опытах на мышах и крысах, используя стандартные методы психофармакологии. Установлено, что исследуемый пептид при внутрибрюшинном введении в широком интервале доз (1–1000 мкг/кг) селективно снижает проявления внутривидовой агрессии у крыс. На модели спонтанного агрессивного поведения пептид вызывает двукратное увеличение латентного периода первого агрессивного столкновения, уменьшение числа крыс, вступающих в драку (на 30%, р<0,05), и существенное уменьшение среднего количества драк (с 3,0±0,9 до 1,7±1,1, р<0,05 по критерию U). При этом у крыс-резидентов, получавших пептид, регистрировалось увеличение количества стоек, что, вероятно, свидетельствует об инверсии агрессии в поведенческие реакции угрозы и защиты при зоосоциальном взаимодействии. Выраженный антиагрессивный эффект пептида обнаружен также на модели внутривидовой агрессии, вызываемой длительной изоляцией; наиболее отчетливо это действие выражено у самцов с тревожно-защитным типом реакции. Исследуемый пептид не обладал существенным влиянием на межвидовое агрессивное поведение в мурицидном тесте. 

Не выявлено достоверного влияния Р-11 на болевую чувствительность мышей, существенного антигипоксического эффекта в условиях гипобарической гипоксии, антагонизма с коразолом на судорожной модели и модуляции анксиогенного действия коразола, оцениваемого по критериям тревожно-фобического статуса.

Исследуемый аналог дерморфина в дозах 1 и 10 мкг/кг вместе с тем вызывал 2-3 кратное увеличение латентного периода climbing-реакции у мышей, индуцированной апоморфином, уменьшал ее продолжительность (с 40,6±3,2 мин в контроле до 21,4±6,9 мин на фоне пептида в дозе 10 мкг/кг, р<0,02) и значимо угнетал вызываемую апоморфином вертикальную активность животных.

Проведенные исследования показывают, что пептид Р-11 по спектру психотропных свойств перспективен для дальнейшего изучения в качестве нетипичного анксиолитика или антипсихотического средства. 
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Оценка влияния препаратов, содержащих аминокислоты, 
на кишечную микрофлору

К сожалению, нельзя сказать, что полностью изучены причины, приводящие к развитию дисбактериоза кишечника, хотя эта патология, в силу своей распространенности, в настоящее время привлекает к себе пристальное внимание. В литературе, например, отсутствуют данные о влиянии растворов для парентерального питания, содержащих различные аминокислоты, на микрофлору кишечника, в то время как попадание их сюда из крови возможно в процессе кишечной секреции. Хотя вполне логично предположить, что результатом действия вводимых в организм аминокислот на микрофлору кишечника может явиться развитие дисбиотических процессов.

Целью настоящей работы явилось изучение влияния полиаминокислотного (14 аминокислот) препарата инфезол 40 (инфузионный раствор для внутривенных влияний) на рост in vitro микроорганизмов, составляющих нормальный микробиоценоз кишечника. Для этого инфезол добавлялся в мясо-пептонный бульон (МПБ) в диапазоне концентраций 2‑ 2•10-8 %, который засевали двумя каплями синхронизированной холодом суточной культуры. О скорости роста, как интегральном показателе биологической активности, судили по мутности МПБ, измеряемой через 18 часов инкубирования посевов при 37(С с помощью ФЭКа при длине волны 535 нм. В качестве тест-объектов использовались Escherichia coli ATCC 11229 и Staphylococcus aureus ATCC 6538.

В результате статистической обработки данных были получены кривые зависимости скорости роста тест-культур от концентрации в МПБ инфезола, которые свидетельствуют о разнонаправленном действии препарата на взятых в опыт представителей нормальной микрофлоры кишечника. В частности, низкие концентрации инфезола статистически достоверно стимулировали рост кишечной палочки, но по мере повышения концентрации стимулирующий эффект сходил на нет и при более высоких концентрациях заменялся угнетающим действием. У стафилококка же наоборот – низкие концентрации не оказывали никакого действия, но по мере их возрастания проявлялся сначала ростугнетающий, а затем – ростстимулирующий эффект.

Полученные результаты позволяют сделать вывод, что лечебные препараты, содержащие аминокислоты, по-разному действуют на различные виды бактерий, обитающие в кишечнике, что может быть обусловлено особенностями строения клеточной стенки у грамположительных (S. aureus) и грамотрицательных (E. coli) бактерий и, следовательно, различными условиями внутриклеточного транспорта аминокислот и вовлечением их в микробный метаболизм. Описанный эффект может создавать предпосылки для усиленного размножения одних и угнетения других сочленов нормального микробиоценоза кишечника с развитием дисбактериоза. 

A.I. Zhmakin, V.M. Sheibak 

Grodno State Medical University

Evaluation of amino acid-containing drugs on the intestinal microflora

The causes of intestinal disbacteriosis are not completely investigated, despite of the considerable recent attention to this pathology due to its wide distribution. For example, literature data about the influence of the different amino acid-containing solutions for parenteral feeding on the intestinal microflora are unavailable, whereas such solutions can penetrate from blood into the intestine during the intestinal secretion. However one can reasonably suggest that amino acid administration may result in the development of disbiotic processes in the intestinal microflora.

We aimed to study the influence of polyaminoacid drug infesol-40 (14 amino acids) designed for the intravenous infusions on the growth of micro organisms of normal intestinal microbiocenosis in vitro. Infesol (concentration range 2 – 2.10-8 %) was added to the meat-peptone broth (MPB) sewed by two droplets of the cold-synchronized one-day culture. The growth rate as an integral index of bioactivity was estimated by the MPB optical density at 535 nm measured with photoelectrocolorimeter after 18 hours of incubation at 37(С. Escherichia coli ATCC 11229 and Staphylococcus aureus ATCC 6538 were used as the test objects.

The statistic treatment of the data obtained resulted in the curves of test culture growth rates vs. infesol concentration in MPB that indicated the different influences of the drug on these representatives of normal intestinal microflora. Thus, low infesol concentrations significantly stimulated the growth of E. coli, but the further increase of concentrations eliminated this stimulating effect and then reversed it into the inhibition. In contrast, in S. aureus low concentrations had not any influence, and their increase initially resulted in an inhibition and then in a stimulation of growth.

These results allow to conclude that the amino acid-containing drugs differently influence on the different intestinal bacteria – possibly due to the different cell wall structure in Gram-positive (S. aureus) and Gram-negative (E. coli) species and therefore the different conditions of amino acid transport in cells and involvement into the metabolism. Such effect can create the conditions for the enhanced growth of some members of normal intestinal microbiocenosis and inhibition of others, with a development of disbacteriosis.
Н.Н. Забелин1, В.П. Голубович2, В.А. Гуринович3
Гродненский государственный аграрный университет1, 
 Институт биоорганической химии НАН Беларуси2, Минск, 
Институт биохимии НАН Беларуси3, Гродно

Расчет стабильных конформаций пантоил-L-лизина 
как потенциального антифибринолитика

Известно, что (-аминокапроновая кислота (I) и ряд ее производных как ингибиторы трипсиноподобных протеаз достаточно подробно исследовались в качестве антиплазминовых агентов (Markwardt F.). Но такие работы, как правило, выполнялись в отсутствие четких представлений о конформационных возможностях молекул этих соединений (Шибут В.П.; Забелин Н.Н. и др.). Поэтому и был проведен целый ряд исследований с использованием результатов теоретического конформационного анализа в попарно-ауддитивном приближении этого ряда соединений. 

Теоретически доказана близость конформационных свойств I и ее аналогов соответствующим фрагментам их N-амидов пантоевой кислоты. В свете поиска потенциальных лекарственных препаратов осуществлен расчет стабильных конформаций пантоил-L-лизина (II). Структура молекулы II с номенклатурой углов внутреннего вращения приведена на схеме: 
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Отсчет 11 углов вращения в зазоре конформационной энергии (V=3 ккал/моль проводился согласно номенклатуре IUPAC/IUB, т.е. за нулевое значение внутреннего вращения принималась цис-конформация. Потенциалы невалентных взаимодействий рассматривались в форме 6–12 с параметрами В.Г. Дашевского. Предполагается, что соединение II должно являться эффективным ингибитором фибринолиза.

В.У. Зінчук, А.Н. Глебаў, В.М. Iвашын 

Гродзенскі дзяржаўны медыцынскі універсітэт

L-аргінін-NO cістэма і акісляльны стрэс

Утварэнне аксіду азоту (NO), унікальнай малекулы, якая выконвае ролю фізіялагічнага месенджэра, а ў некаторых умовах цытатаксiчнай эфекторнай малекулы,  адбываецца з амiнакiслаты L-аргiнiна пад кантролем ферменту NO-сiнтазы i шэрагу кафактараў (L-аргiнiн-NO сiстэма). Акiсляльны стрэс разглядаюць як дэфект аэробнага метабалiзму, стахастычны працэс выпрацоўкi свабодных радыкалаў i неспецыфiчнага пашкоджання тканак, нерэгуляваны механiзмамi антыаксiдантнай абароны [Hensley K. et al., 2000]. Пры гэтым вытворныя аксiду азоту (NOˉ, NO2, ONOOˉ i iншыя) апасродкуюць пашкоджваючыя таксiчныя эфекты ў арганiзме. Бiяхiмiя NO дваiстая: з аднаго боку ён можа абмяжоўваць акiсляльнае пашкоджанне (як абрываючы гасiльнiк ланцуга радыкалаў), з другога – быць крынiцай актыўных форм азоту [Klatt P., Lamas S., 2000]. Памiж NO i свабоднымi радыкаламi iснуюць складаныя адносiны, акрэсленая раўнавага (сiстэма гасiльнiкаў O2ˉ канкурыруе з NO за ўтварэнне ONOOˉ), фармiруючы развiцце ў бiялагiчным кампартменце акiсляльнага стрэсу [Esprey M.G. et al., 2000].

Выканана даследаванне паказчыкаў перакiснага акiслення лiпiдаў  (ПАЛ) i антыаксiдантнай сiстэмы ў крывi i тканках у трусаў ва ўмовах карэкцыi NO-сiнтазнай функцыi пры акiсляльным стрэсе (у/в увядзенне iнгiбiтару NO-сiнтазы – мецiлавы эфiр NG-нiтра-L-аргiнiну) пры акiсляльным стрэсе (у/в увядзенне лiпаполiсахарыду – 500 мкг/кг). Актыўнасць працэсаў ПАЛ у тканках ацэньвалася па ўтрыманню такiх прадуктаў, як дыенавыя кан’югаты, аснаваннi Шыфа, стан антыаксiдантаў ацэньваўся па актыўнасцi каталазы i ўтрыманню α-токаферолу ў тканках. Развiцце акiсляльнага стрэсу ва ўмовах iнгiбiравання NO-сiнтазы характарызуецца большай актывацыяй працэсаў ПАЛ i большым знiжэннем антыаксiдантнага патэнцыялу ў крывi. Адбываецца павышэнне ўзроўню дыенавых кан’югатаў i аснаванняў Шыфа, а таксама панiжэнне актыўнасцi каталазы i узроўню α-токаферолу ва ўмовах актывацыi працэсаў свабоднарадыкальнага акiслення лiпiдаў ў плазме i эрытрацытах. Утварэнне NO, каталiзуемае iндуцыбiльнай iзаформай NO-сiнтазы, можа выклiкаць зрух прааксiдантна-антыаксiдантнай раўнавагi ў сувязi з патэнцыяльна высокiмi яго патокамi, якiя могуць рэагаваць з многiмi малекуламi-мiшэнямi, вызначаючы развiцце акiсляльнага стрэсу, цi ў абароне ад яго. NO з’яўляецца свабоднарадыкальнай малекулай, здольнай, узаемадзейнiчаючы з супераксiданiнам, утвараць пераксiнiтрыт – магутны акiсляльнiк, якi можа быць таксама мадыфiкатарам уласцiвасцяў гемаглабiну. Выяўленая больш выражаная актывацыя працэсаў ПАЛ пры акiсляльным стрэсе можа быць таксама абумоўлена i канкрэтнымi змяненнямi i падабенствам гемаглабiну да кiслароду.

Дадзеная праца выканана часткова дзякуючы падтрымцы Фонду фундаментальных даследаваняу РБ (№ Б99-055).

V.V. Zinchuk, A.N. Glebov, V.M. Ivashin 

Grodno State Medical University

L-arginine-NO system and oxidative stress

Nitric oxide (NO) is an unique molecule with a functions of physiologic messenger and sometimes a cytotoxic effector. It is produced from amino acid L-arginine by enzyme NO synthase regulated by several cofactors (L-arginine-NO system). Oxidative stress may be considered as a defect of aerobic metabolism with a stochastic generation of free radicals and non-specific damage of tissues, not compensated by antioxidant defensive [Hensley K. et al., 2000]. These toxic damaging influences are mediated by NO derivatives (NO–, NO2, ONOO– etc.). NO has an ambiguious biochemistry: it can restrict the oxidative injury as a radical scavenger, but also can be the source of active nitrogen species [Klatt P., Lamas S., 2000]. NO has the multiple relationships with the free oxygen radicals including some equilibrium (О2-scavenging system competes with NO that generates ONOO– with O2–) that determines a development of oxidative or nitrosating stress in the given compartment. [Esprey M.G. et al., 2000].

The indices of lipid peroxidation (LPO) and antioxidant system (AS) were investigated in rabbit blood and tissues under modified NO synthase activity (i.v. administration of NG-nitro-L-arginine methyl ester (NO synthase inhibitor) and/or oxidative stress (i.v. injection of lipopolysaccharide, 500 micrograms/kg). Tissue LPO activity was evaluated by the contents of conjugated dienes and Schiff bases. AS state was determined by catalase activity and tissue content of -tocopherol. The development of oxidative stress during NO synthase inhibition was accompanied by the higher activation of LPO processes and by greater fall of blood antioxidant potential. Under such conditions of active free radical oxidation of plasma and erythrocyte lipids the conjugated diene and Schiff base contents increased, and catalase activity and (-tocopherol content decreased. NO generated by inducible isoform of NO-synthase can cause the shift of prooxidant-antioxidant balance due to potentially high NO fluxes, because NO is able to react with a multiple target molecules inducing the creation of oxidative stress or the protection against it. NO is a free radical and can produce the power oxidant and possible hemoglobin modifier peroxynitrite (ONOO-) by reaction with O2-. The observed more marked LPO activation during the oxidative stress may also be due to some changes in hemoglobin-oxygen affinity.

This investigation was partially performed owing to the support of RB Fund for Fundamental Investigations (Б№99-055).

Ферменты ГАМК-шунта и метаболизма сукцината в мозге при экспериментальной ишемии и реперфузии

Н.П. Канунникова, Н.З. Башун, Н.Е. Максимович, 
Е.Г. Шалавина, А.Г. Мойсеенок 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродненский государственный университет, Гродненский государственный медицинский университет, Гродно, Беларусь

При ишемических повреждениях мозга в первую очередь страдают процессы образования энергии. Важным этапом в этих процессах является метаболизм сукцината. Во-первых, на этапе от 2–оксоглутарата до сукцината в мозге возможна дополнительная регуляция активности ЦТК с помощью ГАМК-шунта, а во-вторых, возможно дальнейшее окисление сукцината с помощью так называемого сукцинатоксидазного пути.

Быстрое восстановление кровообращения в мозге сопровождается развитием постишемического реперфузионного синдрома (ПРС), существенное место в котором играет восстановление энергетического метаболизма. Исходя из этого, наше внимание привлекло изучение изменений активности ГАМК-шунта и метаболизма сукцината при ишемии и ПРС.

Ранее нами было показано, что при даже после односторонней перевязки сонной артерии у крыс в гомолатеральном полушарии мозга через 24 часа наблюдается стимуляция образования и накопления ГАМК. Затем мы провели эксперименты с более полной ишемией мозга у крыс посредством перевязки обеих сонных артерий на 10–60 минут. ПРС моделировали снятием лигатуры и восстановлением кровообращения по сонным артериям с изучением биохимических параметров через 30–60–180 минут. При этом установлено, что активность ферментов синтеза ГАМК (глутаматдекарбоксилаза) и ее катаболизма (ГАМК-трансаминаза и дегидрогеназа янтарного полуальдегида) на фоне реперфузии меняется противоположным образом по сравнению с ишемией: если при двусторонней ишемии катаболизм ГАМК преимущественно угнетался, то на фоне реперфузии наблюдалось увеличение его интенсивности, сопровождающееся ослаблением синтеза ГАМК. Активность сукцинатдегидрогеназы и 2-оксоглутаратдегидрогеназы в обоих типах экспериментов достоверно не изменялись.

Это, по-видимому, свидетельствует об активном участии ГАМК-шунта в компенсаторных реакциях по поддержанию энергетического метаболизма в условиях ишемии-реперфузии головного мозга.

Enzymes of GABA-bypass and succinate metabolism in the brain after experimental ischemia and reperfusion 

N.P. Kanunnikova, N.Z. Bashun, N.Ye. Maksimovich, 
E.G. Shalavina, A.G. Moiseenok 

Institute of Biochemistry, Grodno State University, 
Grodno State Medical University, Belarus

Brain ischemia significantly affects the processes of energy formation. Succinate metabolism is an important step in these processes, and the resulting succinate can be oxidated by the so-called succinate oxidase pass.

Rapid recovery of brain blood circulation is followed by development of the postischemic reperfusion syndrome (PRS) with recovery of energy metabolism playing important role. Consequently, we were interested in studying the changes in the activity of the GABA-bypass and succinate metabolism in PRS.

Earlier we showed that even 24-hour unilateral bandaging of the rat arteria carotis caused stimulation of GABA synthesis and its accumulation in the homolateral hemisphere Recently we managed to produce more complited rat brain ischemia owing to bandaging of both the arteria carotis in 10–60 min. PRS was simulated by removal of the bandages and after 30–60–180 min. biochemical parameters were studied We showed that the activities of the enzymes of GABA synthesis (glutamic acid decarboxylase) and catabolism (GABA transaminase and succinic semialdehyde dehydrogenase) were changed in PRS in the opposite direction in comparison with ischemia: GABA catabolism was decreased mainly following bilateral ischemia, but after PRS we observed strengthening of the catabolism and slackening of the synthesis. The activity of succinate dehydrogenase did not change significantly in these experiments.

We suggest that the GABA-bypass plays an important role in compensation reactions of maintenance of energy metabolism during brain ishemia and reperfusion.

Изучение сорбционных взАимодействий L-пролина с монокарбоксилцеллюлозой

Ф.Н. Капуцкий, Т.Л. Юркштович, П.М. Бычковский, С.А. Беляев

Белорусский государственный университет

Одной из главных задач современной химиотерапии является оптимизация действия лекарственных веществ (ЛВ) за счет иммобилизации их на полимерных носителях. Это позволяет обеспечить получение препаратов целенаправленного действия с регулируемой продолжительностью эффекта.

В качестве носителя была взята монокарбоксилцеллюлоза (МКЦ), так как она одна из немногих структурно и химически модифицированных природных полимерных форм целлюлозы, наилучшим образом удовлетворяющих в качестве носителя ЛВ строгим требованиям медицины и фармакологии.

Исходя из этих соображений, целью данной работы являлось рассмотрение закономерностей сорбции L–пролина МКЦ, а также изучение кинетики релиза (высвобождения) L–пролина из фазы МКЦ физиологическим раствором.

L-пролин – иминокарбоновая кислота, применяемая в медицине в качестве средства, усиливающего репаративные процессы.

Установлено, что сорбция L–пролина МКЦ описывается изотермой Лэнгмюра в области концентраций до 2.10-2 М. При более высоких концентрациях L–пролина сорбция становится полимолекулярной и сопровождается резким увеличением степени набухания сорбента. Сделано допущение, что полимолекулярная сорбция осуществляется за счет стэкинг-эффекта и описывается потенциальной теорией Поляни.

При изучении релиза было установлено, что высвобождение L-пролина из фазы МКЦ протекает в две стадии: начальная, быстрая создает локальную концентрацию, а конечная, медленная обеспечивает постоянную "подпитку" пораженного органа и создает эффект пролонгированного действия. Данное заключение подтверждено медико-биологическими исследованиями, выполненными в Гродненской областной клинике онкологии. Отмечено стимулирующее действие препарата на рост грануляционной ткани и скорость заполнения ею раневого эффекта, а также на процесс эпителизации ран.

На основании полученных данных может быть получен лекарственный препарат, обладающий ранозаживляющим действием.

Study of sorption interactions of L-proline with monocarboxilcellulose
F.N. Kaputski, T.L.Yurkshtovich, P.M. Bychkovski, S.A. Belyaev

The Byelorussian State University
One of the main problems of a modern chemotherapy is the optimization of action of medicinal substances (MS) by immobilization them on polymeric carriers. It allows to ensure drugs of targeted action with adjustable duration of effect.
As the carrier it was taken monocarboxilcellulose (MCC), as one from few of the structurally and chemically modified natural polymeric forms of cellulose in the best way satisfying as the carrier of MS to the strict demands medicine and pharmacology.
Proceeding from these reasons, the purpose of the given work was study laws of sorption of L–proline MCC, and also study of kinetics release of L–proline from a phase MCC to physiological solution.
L–proline – an iminocarbon acid used in medicine as an agent, intensifying reparative processes.
Fixed, that the sorption of L–proline by MCC is described by the Langmure's isotherm in range of concentrations up to 2(10-2 M. At higher concentrations of L-proline the sorption becomes polymolecular and is accompanied by sharp increase of swelling value of sorbent. The allowance is made, that the polymolecular sorption is carried out owing to staking-effect and is described by the potential theory Polany.
At study release fixed, that the release of L–proline from a phase of MCC runs in two stages: initial, fast frames local concentration, and final, sluggish provides constant supplying of the wounded organ and frames effect of prolonged action. The given conclusion is confirmed by medicobiological researches executed in the Grodno regional clinic of an oncology. The promoting effect of a drug on augmentation of a granulate tissue and rate of filling of it's wounded effect, and also on process of a cuticularization of wounds is marked.
On the base of the obtained data the medicinal preparation which can heal wounds action can be obtained.

Исследование сорбционных взаимодействий некоторых незаменимых аминокислот и их производных иммуномодуляторов с монокарбоксилцеллюлозой

Ф.Н. Капуцкий, Т.Л. Юркштович, П.М. Бычковский, Д.С. Зимницкий

Белорусский государственный университет

В последнее время особое значение приобрели препараты, применяемые для лечения иммунодефицитных расстройств, хронических инфекционных заболеваний и рака. В этой связи необходимо создание новых препаратов, усиливающих иммунный ответ у пациентов с иммунодефицитом. Из синтетических иммуностимулирующих препаратов, нашедших широкое распространение, известен дипептид, состоящий из остатков аминокислот – тимоген. В его состав входят аминокислоты глутамин и триптофан. Отечественными учеными был недавно разработан препарат также дипептидной природы вилон, состоящий из глутаминовой кислоты и лизина, который прошел доклинические испытания и показал очень высокую эффективность. Препараты тимоген и вилон представляют для нас интерес в связи с возможностью создания многокомпонентных макромолекулярных терапевтических систем на основе биодеградируемого полимера-носителя, применяемых для лечения различных заболеваний. 

Целью исследования являлось изучение природы взаимодействия иммуномодуляторов с монокарбоксилцеллюлозой (МКЦ) и влияние природы веществ на скорость их высвобождения из фазы носителя. Для оценки влияния функциональных групп препаратов на параметры взаимодействия с полимером-носителем и возможности предсказания характера и природы взаимодействия других сходных лекарственных препаратов с МКЦ необходимо изучение сорбции составляющих иммуномодуляторы аминокислот.

Была изучена сорбция тимогена и составляющих его аминокислот (триптофана и глутамина), а также составляющих вилон аминокислот (глутаминовой кислоты и лизина) монокарбоксилцеллюлозой с обменной емкостью (ОЕ=3,8 мг-экв/г) из водных растворов в интервале исходных концентраций электролитов 3(10-4 – 1,2(10-2 моль(л-1 в статических условиях при Т=293(1К в течение 16 часов. 

Найдено значительное влияние рН исходных растворов на содержание препарата в фазе носителя. При возрастании рН содержание вещества в фазе полимера растет (изучено на примере глутаминовой кислоты). Это говорит о значительном вкладе ионообменного составляющего в сорбционный процесс для полярных аминокислот. Высокое содержание триптофана в фазе МКЦ объясняется значительным вкладом молекулярного составляющего сорбционного процесса (взаимодействие гидрофобных заместителей аминокислот и СН2-групп МКЦ). Были рассчитаны значения свободной энергии сорбции Гиббса ((Gt) для приведенных веществ. Значение (Gt тимогена лежит между соответствующими значениями триптофана и глутамина, что подтверждает предположение аддитивности свободной энергии сорбции Гиббса.

Research of the sorption interactions of some irreplaceable amino acids and their derivants of immunomodulators with monocarboxilcellulose

F.N. Kaputski, T.L.Yurkshtovich, P.M. Bychkovski, D.S. Zimnitski

The Byelorussian State University

Recently special value was got by drugs applied for treatment of immunescarce distresses, chronic contagions and cancer. Building new drugs intensifying the immune answer at the patients with an immunescarce in this connection is necessary. From the synthetic immunestimulating drugs, finding widespread occurrence, the dipeptide composed of fragments of amino acids - timogen is known. Its composition includes amino acids a glutamine and tryptophan. The domestic scientists recently designed a drug also of a dipeptide nature vilon, composed from a glutamic acid and lysine, which one has passed beforeclinical trials and has shown very much high performance. The drugs timogen and vilon are interesting for us in connection with an opportunity of building multicomponent macromolecular therapeutic systems on the basis of the biodegraded polymer-carrier applied for treatment of various diseases. 

The purpose of study was learning a nature of interactions of immunomodulators with monocarboxilcellulose (MCC) and influencing of a nature of substances on rate of their release from a phase of the carrier. For an evaluation of influence of functional groups of drugs on parameters of interactions with the polymer-carrier both opportunity of a prediction of character and nature of interactions of other similar drugs with MCC, research of a sorption of amino acids, composing immunomodulators is necessary.

The sorption of timogen and amino acids, composing it (tryptophan and glutamine), and also composing vilon amino acids (glutamic acid and lysine) of MCC with exchange capacitance (EC=3,8 mg-eq/g) from aqueous solutions in a range of source concentrations of electrolytes 3(10-4 - 1,2(10-2 mol(l-1 in static conditions was learnt at T=293(1K within 16 hours. 

The appreciable influencing рН of source solutions on the content of a drug in a phase of the carrier is found. At ascending рН the concentration of substance in a phase of polymer grows (is learnt on an example of a glutamic acid). It speaks about the appreciable contribution ion-exchange amounting in sorption process for polar amino acids. The high concentration of a tryptophan in a phase of MCC is explained by the appreciable contribution of molecular amounting of sorption process (interactions of the hydrophobic substituents of amino acids and CH2-groups of MCC). The values of Gibbs's free energy of a sorption ((Gt) for given substances were counted. The value of (Gt of timogen lays between the applicable values of a tryptophan and glutamine, that confirms the assumption of additivity of Gibbs's free energy of a sorption.

Влияние L-аргинина – донора NO на активность ферментов ЦТК и сопряженных с ними реакций

Л.М. Караедова, Б.И. Горенштейн, О.В. Артемова 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, Беларусь.

Нарушение механизмов регуляции с участием NO установлено при различных патологических состояниях: гипертензии, ишемии миокарда, тромбозах, инфекциях, опухолевом росте и др. Особенно чувствительны к действию NO клетки мозга, миокарда и эндотелия. В связи с этим оксид азота и механизмы реализации его биологических функций представляют интерес для биологии и медицины. Одним из основных источников эндогенного NO является L–аргинин. Эта аминокислота входит в состав многих регуляторных пептидов, участвует через образование гуанинацетата в синтезе креатинфосфата. Для большинства млекопитающих аргинин не является незаменимой аминокислотой, так как в организме существует эндогенный путь его биосинтеза, который тесно связан с циклом мочевины. Известно, что при участии фермента NO–синтазы L–аргинин превращается в L–цитруллин с высвобождением NO. В то же время синтез аргинина осуществляется путем конденсации цитруллина с аспартатом с образованием промежуточного продукта — аргининоянтарной кислоты. Последняя расщепляется на аргинин и фумарат, который связывает цикл мочевинообразования и ЦТК. Указанная взаимосвязь между ЦТК и циклом мочевины дает основания для исследования влияния L–аргинина на ферменты ЦТК и сопряженные с ними реакции. Эксперименты проведены на белых крысах линии Wistar массой 140–160 г. Животным однократно внутрибрюшинно вводили L–аргинин в дозе 500мг/кг. Контрольные животные получали физиологический раствор NaCl. Декапитацию проводили через 15, 30, 60 мин после введения препарата. Активность дегидрогеназ (ПДГ, ИДГ, 2-ОГДГ, ГДГ) в печени и амино–трансфераз (АЛТ, АСТ) в печени и плазме тестировали общепринятыми методами. Активность ПДГ не изменена во все сроки исследования. Достоверно активирована митохондриальная NADP-зависимая ИДГ и 2‑оксоглутаратдегидрогеназа через 60 мин после воздействия. Снижение активности обеих изоформ АСТ как митохондриальной так и гиалоплазматической, зарегистрировано через 60 мин, по сравнению с первой опытной группой (15 мин), что хорошо согласуется с результатами, полученными при исследовании плазмы — достоверная активация АСТ через 15 мин после введения аргинина. Активация АСТ в короткие сроки эксперимента, по-видимому, закономерна, поскольку при избыточном поступлении L-аргинина для ускорения функционирования цикла мочевины возрастает потребность в аспартате, образующемся из фумарата путем его окисления в ЦТК в конечном итоге до ООА — субстрата АСТ. 

Более позднее возрастание активности начальных реакций цикла Кребса – ИДГ и 2-ОГДГ свидетельствуют об активации ЦТК. Предполагаемым механизмом этого явления служит тот факт, что NO‑синтаза, ответственная за биосинтез NO из аргинина является NADPH-зависимым энзимом. Использование восстановленной формы пиридиннуклеотида для NOS-реакции может служить пусковым механизмом активации NADP-зависимой изоцитратдегидрогеназной реакции и ЦТК в целом. 

Оцен​ка дей​ст​вия пре​па​ра​тов при​род​но​го про​ис​хо​ж​де​ния (глу​та​мин) и син​те​зи​ро​ван​ных на его ос​но​ве 
низ​ко​мо​ле​ку​ляр​ных по​ли​пеп​ти​дов на ак​тив​ность 
фер​мен​тов ЦТК пе​че​ни жи​вот​ных-опу​хо​ле​но​си​те​лей

Л.М. Ка​рае​до​ва, А.В. Ка​ра​вай 
Ин​сти​тут био​хи​мии НАН Бе​ла​ру​си, Гродно, Беларусь

Поскольку глутамат и глутамин являются основным дыхательным субстратом в клетках опухоли, глутамин использован как основа для синтеза низкомолекулярных полипептидов, так называемых антинеопластонов (ANP). Они представляют собой смесь фенилацетата и фенил​ацетилглутамина в различных соотношениях. Целью эксперимента было выяснение вероятных механизмов действия ANP на метаболический процессы в организме опухоленосителя и поиск их взаимосвязи со специфи​ческой противоопухолевой активностью. Опухоли (карциносаркома Уокер‑256, саркома М‑1, альвеолярный рак печени РС–1) от крыс-опухоле​носителей перевивали животным обоих полов по стандартной методике. Противо​опухолевые препараты вводили животным-опухоленосителям по 0,25 г/кг внутрибрюшинно (в/бр) либо внутривенно в хвостовую вену по 10 инъекций. Оценку действия препаратов на активность дегидрогеназ ЦТК производили после декапитации животных на 15 (карциносаркома Уокер‑256), 16 (саркома М–1) и 25 (альвеолярный рак печени РС–1) сутки от момента перевивки. Активность дегидрогеназ определяли по общепринятым методам. Установле​но, что в печени крыс-опухоленосителей (карциносаркома Уокер​256) иссле​дуемые препараты, введенные в/бр, достоверно активиро​вали гиало​плазматическую обратную малатдегидрогеназу, в то время как ANP AS 2‑2, введенный внутривенно, достоверно снижал активность фермента. Активность митохондриальной изоформы фермента не выявлена вообще, что согласуется с данными литературы. НАДФ-зависимая изоцитратдегидрогена​за (ИДГ) из гиалоплазмы достоверно снижена у животных, получавших противоопухолевые препараты по сравнению с группой опухоленосителей. Однако после внутривенного введения ANP AS 2‑2 изменения активности ИДГ из гиалоплазмы не установлено. Анализируя приведенные данные можно утверждать, что действие противоопухолевых препаратов зависит от способа введения последних в организм: после в/бр введения наблюдается снижение активности ЦТК у опухоленосителей, внутривенное ведение вызывало обратный эффект. У крыс-опухоленосителей саркомы М‑1, и альвеолярного рака печени РС‑1 получавших исследуемые препараты (глутамин, ANP AS 2‑1, ANP AS 2‑2) достоверного изменения активности исследуемых ферментов не установлено. Однако у животных с опухолью РС‑1 в отличие от животных с саркомой М‑1 и карциносаркомой Уокер 256, где не зарегистрирована активность митохондриальной малатдегидрогена​зы, установлено наличие НАД‑МДГ, причем у животных-опухоленосителей получавших ANP AS 2‑2 отмечена тенденция к снижению активности митохондриальной формы фермента. Таким образом, наибольший эффект на ферменты ЦТК оказали исследуемые препараты у крыс-опухоленосителей с карциносаркомой Уокер‑256, что позволяет рекомендовать их для даль​нейшего изучения и применения у больных с быстрорастущими опухолями. 

Экспериментальное изучение нейротоксичности рекомбинантного альфа-фактора некроза опухолей

М.К. Кевра, Б.В. Дубовик 

Белорусский государственный медицинский университет

Альфа-фактор некроза опухолей (ФНО) – продуцент активированных макрофагов обладает выраженной плейотропной активностью. Установлено, что гиперпродукция ФНО в головном мозге (микроглией и астроцитами) может привести к развитию энцефалопатии [Leist T., Frei K., Kam-Halsen S. Et al., 1988]. 

С целью установления параметров нейротоксичности генно-инженерного ФНО, как потенциального противоопухолевого средства, в опытах на животных (мыши, крысы) было исследовано влияние токсических и субтоксических  доз препарата на функцию центральной нервной системы в ранние и отдаленные сроки (до 14 суток) после однократного  внутривенного введения. 

Нейротоксичность ФНО оценивалась по клинической картине острой интоксикации препаратом, а также с помощью набора  лабораторных тестов, характеризующих влияние цитокина на неврологический статус животных, психомоторную активность, когнитивные функции, сложные поведенческие навыки и циркадную ритмику произвольной двигательной активности.

Установлено, что ФНО при внутривенном введении в субтоксических и токсических дозах (2.5-10.0 ( 106 МЕ/кг) вызывал у мышей глубокое угнетение, выраженную депрессию исследовательской реакции и расстройства локомоторно-координационной функции. Выраженность и длительность указанных изменений были симбатны дозам препарата. Психодепримирующие эффекты  ФНО были обратимы в течение суток и не оставляли существенных последствий в более поздние сроки исследования. В дозах 0.1, 0.3 и 1.0 ( 106 МЕ/кг  он не изменял циркадную ритмику произвольной активности мышей в ранние и отдаленные сроки после введения.

Для крыс пороговые дозы, вызывающие подавление когнитивных функций (процесс выработки и консолидации условных рефлексов), близки к 2.5 ( 106 МЕ/кг. В субтоксических дозах (до 1.0 ( 106 МЕ/кг, составляющей около 1/5 ЛД1) ФНО не оказывал отрицательного действия на сложные формы адаптивного поведения крыс, выработанного обучением (оперантная деятельность).  

Таким образом, результаты проведенных исследований свидетельствуют, что генно-инженерный ФНО при внутривенном введении в субтоксических дозах (порядка ДМТ) не представляет нейротоксической опасности для лабораторных животных.

Experimental study of recombinant tumor necrosis factor-alpha neurotoxocity

M.K. Kevra, B.V. Dubovic

Belarussian State Medical University

Tumor necrosis factor-alpha (TNF) producing activated macrophages has a marked pleiotropic action. Hyperproduction of tumor necrosis factor in the brain (by microglia and astrocytes) has been found to result in encephalo-pathy [Leist T., Frei K., Kam-Halsen S. et al., 1988].

To estimate the range of toxic effect of recombinant TNF as a potential antitumor agent experiments on animals were carried out where delayed (up 14 days) toxic and subtoxic effect on  CNS  function after single intravenous injection of the drug was studied. 

TNF neurotoxicity was assessed according to the clinical manifestation of acute intoxication after the drug injection as well as to the results of the laboratory tests characterizing cytokin effect on neurologic status of the animals, their psychomotor activity, complex behavioral skills and circadian rhythm of voluntary motor activity.

TNF has been established to produce considerable depression of cognitive reaction and impairment of locomotor and coordination functions after intravenous injection of toxic and subtoxic doses (2.5-10.0 x 106 IU/kg b.w.). Extent and duration of these changes were cymbate to the doses. Psychodepriming effect of TNF was reversible (within one day) and did not result in significant delayed consequences.  TNF in the dose of 0.1; 0.3 or 1.0 x 106 IU/kg b.w. did not affect both early and delayed circadian rhythm of voluntary motor activity in mice.

Threshold doses affecting cognitive function (formation and consolidation of conditional reflexes) were about 2.5 x 106 IU kg/ b.w. TNF in subtoxic doses (up to 1.0 x 106 IU/kg b.w. or 1/5 of LD1) did not produce deteriorating effect on complex adaptive behavior in rats formed by training (operant activity).

Thus the studies showed intravenous doses of genetic engineering TNF did not produce neurotoxic effect in experimental animals.

Оценка нейротропной активности  альфа-фактора некроза опухолей при многократном введении

М.К. Кевра, Б.В. Дубовик 

Белорусский государственный медицинский университет

Альфа-фактор некроза опухолей (ФНО) обладает широким спектром биологической активности. Он продуцируется в организме  при разнообразных воздействиях и является  плейотропным регулятором гомеостаза, выполняя медиаторные и эффекторные функции. ФНО обладает селективной токсичностью в отношении опухолевых клеток.

Генно-инженерный фактор некроза опухолей (ФНО) создан как потенциальный лекарственный препарат для лечения злокачественных новообразований. Ранее проведенными исследованиями  установлены  дозовые параметры нейротоксичности препарата для крыс и мышей при однократном введении. Поскольку предполагается вводить ФНО больным людям 1 раз в неделю курсами из 3–4 внутривенных инъекций, то было изучено влияние субтоксических доз препарата на функцию центральной нервной системы при аггравации условий испытаний по числу инъекций (10) и частоте введения (мышам –1 раз в сутки, крысам 1 раз в 2 дня).

Для оценки возможных нейротоксических эффектов ФНО при многократном введении изучали его влияние на состояние нервно-мышечной координации и локомоторных функций (способность к удержанию на горизонтальной перекладине и на вращающимся с ускорением барабане, выполнение хватательного рефлекса), а также на циркадные биоритмы психомоторной активности (автоматическая актометрия в привычной среде обитания).

Установлено, что внутривенное 10-кратное введения ФНО мышам и крысам в дозах 0.3-3.0 ( 106 МЕ/кг не вызывает нарушений нейро-мышечной координации и локомоторных функций у животных.

У мышей ФНО в дозе 1.75 ( 106 МЕ/кг  (расположенной в середине логарифмического интервала между подпороговой – 1.0 ( 106 МЕ/кг и эффективной для данного теста – 3.0 ( 106 МЕ/кг) вызывал постепенно нарастающую депрессию спонтанной двигательной активности. Детальный анализ циркадной ритмики позволил выявить, что к действию ФНО устойчивы дневные и утренние фазы суточного цикла, а ночная активность (акрофаза), колеблющаяся по синусоиде на протяжении многосуточного наблюдения, более чувствительна к действию цитокина в период депрессии инфрадианного (сверхсуточного) ритма и устойчива к воздействию препарата в положительной фазе инфрадианной ритмики (на высоте синусоиды). После окончания курса введения ФНО происходило восстановление активности животных фактически до контрольных значений (р ( 0.05). 

Таким образом, проведенные исследования показали, что ФНО при 10-кратном введении в субтоксических дозах не обладает нейротоксическим действием.

Evaluation of neurotropic activity of tumor necrosis factor-alpha in multiple doses

M.K. Kevra, B.V. Dubovic

Belarussian State Medical University

Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF) has a broad range of biologic activity. It is produced in the organism under various impacts and is considered to be a pleiotropic regulator of homeostasis, being a mediator and an effector. TNF have a selective toxicity on the tumor cells.

Recombinant TNF has been developed as a potential drug to treat malignant growths. Previous studies defined the single dose range producing neurotoxic effect in rats and mice. Since patients were supposed to be introduced TNF as a 3 to 4 dose course a week it was considered reasonable to study the affect of TNF subtoxic doses on the CNS function under aggravated experimental conditions according to the number of injections (10) and frequency of introduction (mice – once a day, rats – once or twice a day).

To evaluate various neurotoxic effects of multiple dose TNF its influence on neuro-muscular and locomotor function (ability to keep on a horizontal crossbar and on a speeding up rotating drum, to perform prehensile movements) as well as on circadian psychomotor biorhythms (automatic actometry in a usual habitant environment) was studied.

10 intravenous doses (0.3 – 3.0 x 106 IU/kg b.w.) of TNF did not produce damage to neuro-muscular coordination or locomotor function in animals.

TNF in the dose of 1.75 x 106 IE/kg b.w. resulted in gradually increasing depression of spontaneous motor activity in mice. Detailed analysis of circadian rhythm revealed that day and night phases of a daily cycle were resistant to TNF and night activity (acrophase) fluctuating within the sinusoid during prolonged observation appeared to be more sensitive to cytokin during depression of infradian (over 24 hours) rhythm, however resistant to the drug at a positive phase of infradian rhythm (at the point of sinusoid exposure). After the course of TNF all the studied functions of animals returned practically to normal values (p ≥0.05).

Thus the studies showed 10-days course of TNF injections did not produce neurotoxic effect.

Оценка органотоксического эффекта генно-инженерного альфа-фактора некроза опухолей

М.К. Кевра, Б.В. Дубовик 

Белорусский государственный медицинский университет

Рекомбинантный альфа-фактор некроза опухолей (ФНО) обладает высокой биологической активностью. При введении летальных доз лабораторным животным гибель их происходит на фоне развития синдрома полиорганной недостаточности. (Кевра М.К., Дубовик Б.В., 1995).

Для оценки дозовых параметров селективного органотоксического действия ФНО изучено  влияние субтоксических и токсических доз препарата на активность кретининфосфокиназы (КК), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), аспартат- и аланинтрансаминаз (АсТ, АлТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ), а также на содержание глюкозы, креатинина, триглицеридов, холестерина, мочевины и  кальция в сыворотке крови через 1,  3 и 7 суток после однократного  (крысы и собаки) и 10-кратного (с интервалом 48 часов)  курсового (собаки) внутривенного введения цитокина.

Установлено, что  у крыс и собак  при однократном внутривенном введении в дозе 1.0 ( 106 МЕ/кг (1/5 ДМТ для крыс и  ЛД1 для собак)) ФНО не вызывал заметных изменений исследованных показателей. 

У крыс ФНО в дозе 3.0 ( 106 МЕ/кг (1/2 ДМТ), а у собак  в дозе 2.0 ( 106 МЕ/кг вызывал преходящее повышение активности ЛДГ, АлТ и ЩФ, свидетельствующее об обратимом токсическом влиянии на паренхиматозные органы (миокард, печень, почки). 

В токсических дозах (10.0 ( 106 МЕ/кг для крыс и 4.0-8.0 ( 106 МЕ/кг для собак) однократное введение ФНО вызывало значительную гиперферментацию и повышение уровня мочевины, глюкозы, триглицеридов, а также снижение содержания холестерина в крови, указывающие на выраженное токсическое поражение паренхиматозных органов и нарушение эндокринной регуляции.

В хронических экспериментах на собаках ФНО при 10-кратном внутривенном введении в дозах 2.5, 5.0 и 10.0 ( 106 МЕ/м2, составляющих от 4 до 16 МТД, не вызывал существенных изменений исследованных биохимических показателей крови  как на протяжении курса инъекций препарата (6. 10 и 20 сутки от начала введения), так и отдаленном периоде (30 сутки).

Таким образом, результаты проведенных исследований свидетельствуют, что ФНО при однократном внутривенном введении в дозе 1.0 ( 106 МЕ/кг не оказывает токсического действие на паренхиматозные органы крыс и собак. Более высокие дозы цитокина оказывали повреждающее действие на сердце, печень и почки и, возможно, другие ткани.  

Курсовое (10 разовое) введение ФНО собакам в дозах до 10.0 ( 106 МЕ/м2 (16 ДМТ) не оказывали повреждающего действия на паренхиматозные органы как в во время инъекций, так и в отдаленный период. Индекс безопасности курсового введения ФНО по данным биохимических исследований превышает 16. 

Evaluation of recombinant tumor necrosis 
factor-alpha organotoxic effect

M.K. Kevra, B.V. Dubovic

Belarussian State Medical University

Recombinant Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF) has a potent biologic activity. Following lethal doses of TNF death of experimental animals was due to polyorganic insufficiency syndrome (Kevra M.K., Dubovick B.V., 1995).

To assess the range of selective organotoxic effect of TNF influence of toxic and subtoxic doses on creatine kinase  (CK), lactate dehydrogenase (LDH), aspartat amino-transferase (ASAT), alanic transaminase (Ala-ATT) and alkaline phosphatase (APh) as well as on the glucose, creatinine, triglycerides, cholesterol, urea and calcium serum levels at 1, 3 and 7 day following a course of intravenous cytokin. 

Single doses of TNF (1.0 x 106 IU/kg b.w., 1/5 DMT for rats and LD1 for dogs) were not found to cause serious deviations in  the values studied).

TNF in the doses of 3.0 x 106 IU/kg b.w. (1/2 DMT) in rats and 2.0 x 106 IU/kg b.w. in dogs resulted in transient LDH, Ala-ATT and Aph  activity increase, this proving reversible toxic effect on parenchymatous organs (myocardium, liver, kidneys). 

Single toxic doses of TNF (10.0 x 106 IU/kg b.w. in rats and 4.0-8.0 x 106 IU/kg b.w.) were shown to cause marked increase of fermentation, to increase serum urea, triglycerides and to decrease serum cholesterol, thus proving toxic affect on parenchymatous organs and endocrine regulation impairment.

Chronic experiments on dogs showed 10 doses of TNF (2.5; 5.0 or 10.0 x 106 IU/m2, i.e. 4 to 16 MTD) did not cause significant deviations in the studied biochemical  blood values both during the course of the drug injections (at 6, 10 and 20 day following the start of the course) and 30 days later. 

Thus, the studies proved single doses of TNF (1.0 x 106 IU/kg b.w.) did not produce toxic effect on parenchymatous organs in rats and dogs. Higher doses of cytokin affected heart, liver and kidneys and likely other tissues.

The course of TNF injections (10) in the dose of 10.0 x 106 IU/m2 (16 DMT) did not result in deteriorating effect on parenchymatous organs both during the course of injections and prolonged period of time following it. 

According to the biochemical investigation safety index for a course of TNF injections does not exceed 16. 

Полиненасыщенные липофильные амиды фосфоаминокислот. Синтез и биологическая активность

М.А. Кисель, Д.В. Арсенов, С.В. Бабицкая, И.И. Вашкевич, М.В. Голубева, И.Г. Дадьков, Н.А. Конопля, Г.С. Любин, А.В. Чистякова, Б.Б. Кузьмицкий, О.А. Стрельчёнок 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск 

Синтезированы новые аналоги фармакологически активных анандамида и фенретинида (  амиды арахидоновой, докозагексаеновой и полностью-транс-ретиноевой кислот с О-фосфо-L-серином, О-фосфо-L-треонином и О-фосфо-L-тирозином (полиненасыщенные липофильные амиды фосфоаминокислот, ПЛАФ).
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Для получения этих липофильных амидов был разработан эффективный подход к их синтезу, который включает три стадии: 1) ацилирование метилового эфира аминокислоты смешанным ангидридом н-бутилугольной и полиеновой кислот; 2) фосфорилирование свободной гидроксильной группы (-цианоэтилфосфатом; 3) элиминирование в мягких условиях метильной и (-цианоэтильной защитных групп. 

Взаимодействие ПЛАФ с транспортными белками крови альбумином и (-фетопротеином (АФП), исследовано методами конкурентного замещения и флуоресценции. Все ретиноиламиды тушат флуоресценцию триптофана альбумина и АФП по механизму резонансного переноса энергии и так же, как и другие полиеновые амиды, вытесняют [3H]-меченую арахидоновую кислоту из участков связывания в молекулах белков. Cогласно изменениям в спектрах поглощения гемоглобина ПЛАФ вызывают его превращение в гемихром.

ПЛАФ и их комплексы с АФП in vivo стимулируют иммунный ответ, увеличивая количество антитело-образующих клеток в селезенке и титр гемагглютининов в сыворотке крови мышей. Показано, что N-полностью-транс-ретиноил-О-фосфо-L-тирозин в комплексе с АФП повышает активность противоопухолевого антибиотика доксорубицина в отношении асцитной карциномы Эрлиха мышей.

Значение ПЛАФ как потенциальных лекарственных средств обсуждается.

Polyunsaturated lipophilic amides of phosphoaminoacids. Synthesis and biological activity

M.A. Kisel, D.V. Arsenov, S.V. Babitskaya, I.I. Vashkevich, M.B. Golubeva, I.G. Dad'kov, N.A. Konoplya, G.S. Lyubin, A.V. Chistyakova, B.B. Kuzmitski, O.A. Strel’chyonok 

Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk

New analogs of pharmacologically active anandamide and fenretinide, namely the amides of arachidonic, docosahexaenoic and all-trans-retinoic acids with O-phospho-L-serine, O-phospho-L-threonine and O-phospho-L-tyrosine (polyunsaturated lipophilic amides of phosphoaminoacids, PLAPs) were prepared. 
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To obtain these lipophilic amides an effective approach to the synthesis was developed. It involves three steps: i) the acylation of methyl ester of aminoacid by mixed carbonic anhydride; ii) phosphorylation of free hydroxyl group with (-cyanoethyl phosphate; iii) elimination of methyl and (-cyanoethyl protective groups under mild conditions. 

The interaction of PLAPs with blood transport proteins, albumin and (-fetoprotein (AFP), was monitored by fluorescence and competitive displacement methods. All retinoyl amides quench tryptophan fluorescence through resonance energy transfer mechanism and in the same manner as other polyenic amides competitively displace [3H]-labelled arachidonic acid from high-affinity binding sites of albumin and AFP. The changes in absorption spectrum of hemoglobin induced by PLAPs are indicative of the conversion of protein into hemichrome.

PLAPs as well as their complexes with AFP in vivo stimulate immune response resulting in the enhancement of both antibody-producing cells in spleen and hemagglutinin titer in blood serum of mice. N-all-trans-Retinoyl-O-phospho-L‑tyrosine together with AFP is shown to augment the activity of tumoricidal antibiotic doxorubicin against Ehrlich ascites carcinoma in mice.

A value of PLAPs as potential medicines is discussed.

Характеристика фонда свободных аминокислот при экспериментальной гиперлипидемии у крыс и эффекты таурина

И.И. Климович1, Е.М. Дорошенко, Л.М. Караедова, А.Н. Бородинский, 
Б.И. Горенштейн

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 1Гродненский Государственный медицинский университет, Гродненский государственный университет им. Янки Купалы, кафедра биохимии

Нами воспроизведена картина гиперлипидемии у 30 белых крыс-самцов массой 220-300г при содержании их в течение двух месяцев на рационе, в состав которого входили 10% холестерина, 30% говяжьего жира и 0,005% мерказолила. Части опытных животных вводили таурин перорально в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг) в сутки в течение всего периода содержания на атерогенном рационе. Контролем служила группа животных, аналогичным образом получавших изотонический раствор NaCl.

Определяли уровень холестерина и MDA в биологических средах, концентрацию MDA, а также активность ферментов, катализирующих основные метаболические потоки, а также регламентирующих превращения и утилизацию аминокислот и их производных. 

Нами обнаружено значительное повышение уровней холестерина в печени и плазме крови, малонового диальдегида в печени, а также активностей основных метаболических реакций (гексокиназа, АСТ), концентраций лактата и пирувата.

Повышение концентраций как лактата, так и пирувата может иметь в своей основе механизм, связанный с взаимодействием метаболических превращений пирувата и 2-оксокислот с разветвленной углеводородной цепью.

Активность гексокиназы была повышена более чем в 2 раза в печени животных опытной группы.

Введение таурина животным с экспериментальной гиперлипидемией индуцировало биохимическую регрессию ряда выявленных признаков. Так, содержание холестерина и малонового диальдегида в печени этих животных практически не отличалось от нормальных величин. При дополнительном введении таурина на фоне экспериментального атеросклероза практически не отличалась от нормальных значений и активность гексокиназы, повышенная более чем в 2 раза в печени животных опытной группы. 

Таким образом, таурин обладает выраженными антиатерогенными свойствами при введении крысам при экспериментальной гиперлипидемии.

Изменения уровней серусодержащих аминокислот при экспериментальном атеросклерозе у кроликов

И.И. Климович1, Е.М. Дорошенко, В.Ю. Смирнов

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 1Гродненский Государственный медицинский университет, Гродненский государственный университет им. Янки Купалы, кафедра биохимии

Животных в течение двух месяцев содержали на рационе, в состав которого входили 10% холестерина, 30% говяжьего жира и 0,005% мерказолила, со свободным доступом к воде. Контрольные животные содержались на стандартном рационе вивария. В хлорнокислых экстрактах плазмы крови и тканей определяли спектр свободных серусодержащих аминокислот катионообменной хроматографией на автоанализаторе аминокислот Т–339М.

В ситуации экспериментального атеросклероза у кроликов выявлен выраженный дисбаланс уровней свободных серусодержащих аминокислот: в плазме крови отмечалось достоверное снижение содержания таурина, а также цистина. Это свидетельствует о дефиците серусодержащих аминокислот, не опосредованном снижением уровня предшественника, т.е., возможно, метаболический блок существует на уровне SAM-синтазы или реакций трансметилирования. В печени животных опытной группы также отчетливо выявлялся дефицит таурина, при этом содержание метионина и цистеиновой кислоты было выше контрольных значений, а цистина – снижено. Это, с одной стороны, подтверждает предположение о наличии ингибирования реакций синтеза цистеина, а с другой стороны, позволяет предположить торможение декарбоксилирования цистеата. В сердечной мышце обнаружено существенное снижение содержания таурина (более чем в 3 раза) на фоне сниженного содержания как цистина, так и цистеата. Таким образом, дефицит таурина в сердечной мышце может быть обусловлен как снижением синтеза цистеина, так и перераспределением путей его превращений. В скелетных мышцах кроликов имело место снижение содержания таурина на фоне неизменных концентраций цистина и цистеиновой кислоты и повышенной концентрации метионина.

Таким образом, в ситуации экспериментального атеросклероза у кроликов во всех исследованных тканях и плазме крови выявлен абсолютный дефицит таурина, механизмами развития которого могут быть торможение активности SAM-синтазы, перераспределение путей деградации цистеина в пользу его переаминирования, а также угнетение декарбоксилирования цистеата. Любой из этих механизмов, как и их сочетание, позволяет считать назначение метионина в данной ситуации метаболически необоснованным, особенно учитывая адаптационные сдвиги активностей ферментов метаболизма серусодержащих аминокислот к избытку метионина. 

Влияние таурина на фонд серусодержащих аминокислот при экспериментальном атеросклерозе у кроликов

И.И. Климович1, Е.М. Дорошенко, В.Ю. Смирнов

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно,  1Гродненский государственный медицинский университет, Гродненский государственный университет им.  Янки Купалы, кафедра биохимии

В условиях экспериментального атеросклероза у 40 кроликов мы исследовали метаболические эффекты таурина. Животных в течение двух месяцев содержали на рационе, в состав которого входили 10% холестерина, 30% говяжьего жира и 0,005% мерказолила, со свободным доступом к воде. Контрольные животные содержались на стандартном рационе вивария. Таурин вводили внутрижелудочно в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг) в сутки. В хлорнокислых экстрактах плазмы крови и тканей определяли спектр свободных серусодержащих аминокислот катионообменной хроматографией на автоанализаторе аминокислот Т-339М.

Применение таурина в ситуации экспериментального атеросклероза приводило к повышению его содержания в плазме крови до контрольных значений. Нормализовалось также содержание цистина, а уровень цистеата стал ниже контрольных значений.

В печени кроликов после применения таурина на фоне атеросклероза его концентрация также нормализовалась, в то время как уровень цистеата имел тенденцию к дополнительному повышению. Содержание цистина оставалось сниженным. Это подтверждает предположение о том, что в печени одним из механизмов развития недостаточности таурина является торможение декарбоксилирования цистеата. Таким образом, назначение таурина представляется единственным возможным способом устранения дисбаланса уровней серусодержащих аминокислот в печени на фоне атеросклероза.

В сердечной мышце концентрации таурина, цистина и цистеата после его применения приходили к контрольным значениям.

В скелетных мышцах кроликов при применении таурина на фоне атеросклероза также происходила нормализация его уровня; содержание серусодержащих аминокислот-предшественников не изменялось, концентрация метионина оставалась повышенной.

Снижение содержания цистатионина, обнаруженное нами в мышцах и сердце, может быть одним из механизмов нормализующего действия таурина на уровни серина и цистина – соединений, являющихся предшественниками цистатионина. 

Таким образом, применение таурина в экспериментальной модели атеросклероза у кроликов оказалось весьма эффективным с позиций его нормализующего действия на пул серусодержащих аминокислот. 

Влияние структурного аналога дерморфина, пептида Р-11, на апоморфиновую вертикализацию

Е.В. Кравченко, Б.В. Дубовик, Д.И. Романовский 

 Белорусский государственный медицинский университет,
Научно-фармацевтический центр ОАО “Белмедпрепараты”

Минск, Беларусь

Нейролептики составляют одну из основных групп современных психотропных препаратов, предназначенных для лечения шизофрении и других психических заболеваний. Предложенный Protais e.a. (1984) высокочувствительный тест антагонизма со стереотипной апоморфиновой вертикализацией у мышей широко используется для поиска нейролептиков среди пептидных соединений. Имеющиеся данные о наличии у опиоидного пептида дерморфина эффектов, характерных для соединений с нейролептической активностью, а также его устойчивость к действию протеиназ, обусловленная наличием в структуре пептида правовращающей аминокислоты, послужили отправной точкой поиска соединений с нейролептической активностью среди структурных аналогов дерморфина. 

Целью настоящей работы явилось изучение влияния аналога дерморфина, пептида Р–11 (агониста (- и (-опиатных рецепторов) на апоморфиновую вертикализацию у мышей.

Вертикализацию вызывали подкожным введением апоморфина гидрохлорида (2,5 мг/кг). Исследуемый пептид Р-11 инъецировали внутрибрюшинно в дозах 1 и 10 мкг/кг за 20 минут до апоморфина. Животные контрольной группы получали в таких же  условиях плацебо. 

Под влиянием апоморфина у мышей наблюдалась стереотипная вертикализация (клаймбинг, или вскарабкивание). Исследуемый пептид Р–11 отдалял наступление и снижал продолжительность апоморфиновой стереотипии. Латентный период вертикализации в контроле составлял 3,6±0,7 мин, в опытных группах после введения  изучаемого пептида в дозе 1 мкг/кг –8,7±2,8 мин (р<0,05), в дозе 10 мкг/кг – 11,1±2,2 мин (р<0,002). Средняя продолжительность стереотипного клаймбинга у животных, которым инъецировали апоморфин, была равна 40,6±3,2 мин, на фоне Р–11 (1 мкг/кг) – 32,0±8,4 мин, а введение пептида в дозе 10 мкг/кг в аналогичных условиях приводило в двукратному снижению продолжительности индуцированной апоморфином вертикализации – до 21,4±6,9 мин (р<0,02). Наиболее выраженное антиапоморфиновое действие пептид оказывал в первые 20 минут тестирования. Введение Р–11 (10 мкг/кг) вызывало снижение измеренной в течение указанного промежутка времени вертикальной активности вдвое. Отмечалось также двукратное уменьшение частоты регистрации 4-балльной реакции – с 8,4±1,1 баллов до 4,4±2,3 баллов (р<0,01).

Полученные данные свидетельствуют о наличии у Р-11 потенциальной нейролептической активности и обосновывают перспективность дальнейшего изучения его антипсихотических свойств.

Пул аминокислот в мозжечке крыс  при хроническом введении морфина

М.Н. Курбат, В.В. Лелевич 

Гродненский медицинский университет

В последние года проблема наркоманий приобрела актуальность в связи с эпидемиологической и социальной опасностью этого тяжелого недуга, создающего реальную угрозу психическому и физическому здоровью молодой части населения. Однако, не смотря на глобальность проблемы, современная медицина не обладает надежными методами диагностики, лечения и профилактики данной патологии. Они могут быть найдены только на основе всестороннего изучения этиопатогенетических механизмов заболевания.

Цель настоящего исследования – изучить состояние аминокислотного фонда в мозжечке крыс при хроническом введении морфина. Эксперименты выполнены на белых беспородных крысах–самцах, с массой (в начале эксперимента) 160(20 г. Хроническую морфиновую интоксикацию вызывали внутрибрюшинном введении 1% р–ра морфина гидрохлорида в возрастающих дозах (от 10 до 40 мг/кг массы) на протяжении 7, 14 и 21 суток. Контрольной группе вводили эквиобъемное количество 0,9% р–ра NaCl. Декапитацию животных проводили через 60 мин после последней инъекции; на холоду извлекали головной мозг и выделяли мозжечок. Количественную идентификацию свободных аминокислот и их дериватов в безбелковых экстрактах проводили на автоматическом анализаторе аминокислот Т 339М (Чехия).

Результаты эксперимента показали, что максимальное количество изменений исследуемых показателей наблюдается на 7 и 14 сутки интоксикации. На 7 сутки уменьшается (в сравнении с контрольной группой) количество лейцина и метионина и повышается серина, валина, ГАМК, таурина, орнитина, этаноламина. На 14 сутки сохраняется подъем концентрации серина, валина, ГАМК, таурина, а так же аланина и гистидина; и падение лейцина и аспартата. К концу 3 недели морфинизации уровень аспартата, таурина, фенилаланина повышается, а метионина снижается. Концентрации других аминокислот статистически значимо не изменяются.

Таким образом, хроническое внутрибрюшинное введение морфина приводит к выраженному аминокислотному дисбалансу в исследуемом отделе ЦНС, причем для некоторых аминокислот (аспартат, аланин, орнитин) динамика изменений их концентраций имеет сходную картину с полученной нами ранее при острой морфиновой интоксикации, что, возможно, подтверждает общность механизмов нарушения аминокислотного фонда в мозжечке крыс при хроническом и остром введении морфина.

Pool of amino acids in a rats cerebellum under condition of chronic morphine intoxication

M.N. Kurbat, V.V. Lelevich

Grodno Medical University

In last year the problem of drug addiction has gained a urgency in connection with epidemiological and social danger this high-gravity desease, creating actual threat to mental and physical health of a young part of the population. However, the modern medicine has not reliable methods of diagnostic, treatment and preventive maintenance of the given pathology. They can be retrieved only on the basis of comprehensive analysis ethiopahtogenic gears of disease.

The purpose of the present research – to learn a condition of amino acid pool in a rats cerebellum under condition of chronic introducing of morphinum. The experiments were made on white unstrain mail rats крыс, with body weight (in the beginning of experiment) 160(20. Chronic morphine intoxication was invoked the intraperitoneal introducing 1 % solution of morphine hydrochloride in increasing doses (from 10 up to 40 mg/kg b.w.) during 7, 14 and 21 day. Control group were recived 0,9 %  NaCl et equal doses. A decapitation animal conducted through 60 min after last injection. Quantitative identification of free amino acids and their derivatives in protein-free extracts of cerebellum conducted were carried out with an automatic amino acids analyser Т 339М (Czech Republic).

The outcomes of experiment have shown, that maximum quantity of changes of studied parameters is watched on 7 and 14 day of an intoxication. For 7 day decreases (as  compare with a control group) quantity of leucinum and methionine and is increased of a serine, valine, GABA, taurine, ornithine, ethanolamine. For 14 day the rise of concentration of a serine, valine, GABA, taurine, and as alanine both histidinum is saved; and decrease of leucinum and aspartate. To the end 3 weeks of a morphinization the level aspartate, taurine, phenylalanine is increased, and methionine is reduced. Concentrations of other amino acids is statistically significant do not change.

Thus, the chronic intraperitoneal introducing of morphinum is resulted in the expressed aminoacidic disbalance in investigated part of CNS, and for some amino acids (aspartate, alanine, ornithine) dynamics of changes of their concentrations has a similar patern with obtained by us earlier at acute morphine intoxication, that, probably, confirms a commonality of gears of disturbance of amino acid pool in a rats cerebellum at the chronic and acute introducing of morphinum.

L–аргинин как фактор коррекции процессов митохондриального дыхания, системы антиоксидантной защиты и перекисного окисления липидов у крыс с разной резистентностью к гипоксии в условиях стресса

Н.Н. Кургалюк, О.В. Иккерт, М.А. Галькив, С.К. Гордий,  Г.М. Ткаченко 

Львовский национальный университет имени Ивана Франко, Украина

Развитие биоэнергетической гипоксии у животных с высокой и низкой резистентностью к гипоксии обладают рядом особенностей NO–зависимых эффектов митохондриального дыхания, которые мы исследовали при введении предшественника биосинтеза оксида азота аминокислоты L‑аргинина (600 мг/кг). Показано, что особенности действия NO дополняют установленные ранее высокие значения сопряжения и эффективности митохондриального (МХ) дыхания и окислительного фосфорилирования (ОФ) в миокарде и печени крыс с высокой (ВР) и низкой (НР) резистентностью к гипоксии, функционирования аланин-,  аспартатаминотрансферазных и сукцинатдегидрогеназного путей метаболического энергообеспечения при стрессорных нагрузках организма. Они определяются разной активацией НАД- и ФАД-зависимых участков дыхательной цепи у крыс с ВР и НР в условиях введения L-аргинина при сохранении высоких значений сопряжения митохондриального дыхания (дыхательный контроль по Чансу) и ОФ с одновременным снижением значения АДФ/О.  Именно показатель АДФ/О показывает эффективность использования кислорода в дыхательной цепи МХ и эффекты ингибирования цитохромоксидазы. Однако характер сдвигов этих показателей в условиях стресса для двух групп животных существенно изменяется: при использовании субстратов окисления сукцината и альфа – кетоглутарата незначительная активация дыхания переходит в его ингибирование,  а АДФ/О снижается еще больше. Отмечаемый эффект отражает степень влияния продуцированного митохондриями эндогенного NO на процессы АДФ- стимулируемого дыхания, которое, в свою очередь, оспосредуется выходными значениями уровня NO, и имеет более высокие значения у ВР. К такому выводу нас привели результаты исследований влияния блокатора синтазы оксида азота N(-нитро-L-аргинина (35 мг/кг) в условиях стресса, которые эффективно не ограничивают в МХ и крови процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ),  снижают уровень антиоксидантной защиты (активность супероксиддисмутазы, каталазы, глутатионредуктазы) только для ВР. Для животных с НР введение L‑аргинина сопровождается, наоборот, снижением процессов ПОЛ и повышением кальциевого гомеостаза до уровня животных с ВР в контроле. 

Выводы: Эффекты митохондриального дыхания определяются изначальными уровнями продукции оксида азота и значительно зависят от резистентности к гипоксическому и другим факторам среды, которые могут модифицироваться под влиянием нейрогуморальных механизмов.  Установление прямых связей эффектов адаптации, NO-зависимых механизмов антирадикальной защиты, митохондриального дыхания и индивидуальных особенностей физиологичной реактивности организма станет эффективным критерием повышения резистентности клетки и организма к кислородной недостаточности. 

L–arginine as a correction factor for the mitochondrial respiration,  antioxidant system activity and lipid peroxidation processes in rats with different resistance to hypoxia under stress conditions 

N. Kurhalyuk, O. Ikkert, M. Halkiv, S. Hordii, G. Tkachenko 

Ivan Franko Lviv National University, Lviv, Ukraine 

The development of bioenergetic hypoxia in animals with high and low resistance to hypoxia posseses by the peculiarities of NO – dependent effects on the mitochondrial respiration that was examined under injection of L – arginine (600 mg/kg body weight) as precursor in the nitric oxide biosynthesis. It was shown that the features of the NO functioning supplemented the earlier determined effects of higher means coupling and the effeciency of mitochondrial respiration and oxidative phosphorylation in the miocard and in the liver of rats with high (HR) and low (LR) resistance to hypoxia and the fuctioning of the alanine – and aspartateaminotransferase, succinic dehydrogenase metabolic pathways under the stress loading. The predominance in some of this pathways (NAD - or FAD – dependent section of the mitochondrial respiratory chain) in HR and LR rats under L – arginine treatment preserved high coupling of the mitochondrial respiration (the respiratory control by Chance) and oxidative phosphorilation, but decreased the parameter ADP/O simultaneously. Under this conditions the parameter ADP/O suggested about the decreased efficacy of oxygen utilization in the mitochondrial respiaratory chain and the cytchrome oxidase inhibition. However the shifts of this parameters for two examined groups were significantly changed under stress loading: under the utilization of oxidative substrates of succinate and alpha–ketoglutarate this nonsignificant activation in respiration passed to its inhibition,  and ADP/O was decreased to a greater extent. This noted effect reflected the degree of the endogenous NO influence on the ADP–stimulated respiration,  which was related with the initial NO production,  and had elevated significance in HR animals. Such conclusion was maden by the results of the study for nitric oxide synthase blockator, N(-nitro-L-arginine injection (35 mg/kg)  under stress loading that didn’t limit lipid peroxidation (LP) in the mitochondria and in the blood,  decreased antioxidant enzymes activity only in HR animals. In LR rats the L‑arginine injection was accompanied by the decreased LP and augmented Ca2+ -homeostasis to the control levels in HR animals. CONCLUSION: The effects of mitochondrial respiration are determined by the initial level in the NO production and, to a greater extent, are related to the hypoxic resistance and some other surroundings factors that can be modificated by neurohumoral mechanisms in the whole organism. The study of the relationship between the adaptative effects,  NO- dependent mechanism for antioxidant defence, mitochondrial respiration and individual peculiarities of the physiological reactivity can serve as criterion for evaluation of the cell and whole organism resistance, and for evaluation of the eficacy at resistance’s enhancement under the oxygen deficiency. 

Изменение активности щелочной фосфатазы у интактных крыс и крыс опухоленосителей с карциносаркомой W-256 при введении препарата “деглутам”

И.О. Леднева, М.В. Горецкая, Ж.В. Мотылевич, М.Г. Величко 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

В связи с тем, что мишенями действия химиотерапевтических агентов являются ферментные системы, изучение активности энзимов актуально с точки зрения терапии онкологических заболеваний. Рядом авторов показано, что в качестве критериев оценки побочных эффектов лекарственных препаратов, наряду с другими показателями, используются данные по активности ряда ферментов. Одним из них является щелочная фосфатаза (ЩФ). ЩФ принадлежит исключительно важная роль в клеточном метаболизме. Это подтверждают данные о присутствии её почти во всех биологических жидкостях и тканях организма.  Повышение активности ЩФ в сыворотке крови является следствием нарушения целостности клеточной мембраны и определяется не только при различных воспалительных реакциях, но и при введении токсических агентов, в частности химиотерапевтических, что отражает компенсаторные реакции, направленные на нейтрализацию патологического фактора и поддержание обменного гомеостаза.

Целью данной работы явилось изучение фосфатазной активности на фоне воздействия производного L–глутамина — Деглутам  для определения степени побочных эффектов этого соединения в организме опухоленосителя.

Методы исследования. Исследования выполнены на крысах-самках или самцах линии Wistar CRL:(WI) WU BR массой тела 150-200г. Опухолевый штамм (карциносаркома W-256) прививали животным подкожно классическим методом [Софьина З.П., 1980].

В эксперименте на крысах-опухоленосителях W-256 изучали активность ЩФ в сыворотке крови на фоне совместного применения Деглутама с циклофосфаном. Деглутам вводили через 24 часа после перевивки опухоли (в/бр, 250 мг/кг, в течение 5 дней), циклофосфан ( на 5-й день  (в/бр, 200 мг/кг). Показано, что при совместном введении Деглутама с циклофосфаном активность ЩФ также как и при введении одного цитостатика увеличивается в сыворотке крови на 30 %. Полученные данные показывают, что при совместном применении с Деглутамом не происходит усиления токсического действия циклофосфана. При введении Деглутама интактным крысам (в/бр, 250 мг/кг, в течение 5 дней) в сыворотке крови не  наблюдали достоверных отклонений от контрольных значений. Мы определяли также коэффициент соотношения КФ/ЩФ при введении Деглутама крысам-опухоленосителям W-256. Этот показатель является патогенетически значимым для процессов развития опухоли (он увеличивается при злокачественном росте по сравнению с нормой), что предполагает его использование для контроля эффективности противоопухолевого лечения [Мусиенко Н.В., 2001]. Установлено, что соотношение КФ/ЩФ в группе животных, получавших Деглутам составляет 33% от этого показателя у контрольных опухоленосителей. Полученные данные подтверждают эффективность применения Деглутама в качестве канцеростатического средства.

Индуцируемые 5-аминолевулиновой кислотой эндогенные порфирины в клетках крови и их фотосенсибилизирующая активность

Е.С. Лобанок, Н.А. Шуканова, Т.Н. Вадецкая, С.В. Пинчук, И.Б. Василевич, И.А. Подольская1, И.И. Кучеров1, А.В. Воробей 

Институт фотобиологии НАН Беларуси, Минск, 1 НИИ эпидемиологии и микробиологии МЗ республики Беларусь, Минск

Ежегодно увеличивается число публикаций, посвященных экспериментальным и клиническим исследованиям по проблеме фотодинамической терапии (ФДТ) – нового методического подхода в диагностике и лечении злокачественных новообразований. Эффективность данного метода в значительной степени определяется селективностью накопления вводимых в организм фотосенсибилизаторов в опухолевых клетках. Одно из перспективных направлений  состоит в применении в качестве селективных маркеров и фотосенсибилизаторов трансформированных клеток эндогенных порфиринов. Образование 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) – лимитирующая стадия в цепи реакций синтеза гема, поэтому  введение АЛК приводит к накоплению в различных клетках его промежуточных продуктов – безметальных порфиринов. Нами проведено сравнительное исследование накопления, локализации и фотодинамической активности индуцируемых АЛК эндогенных порфиринов в различных типах нормальных (тимоциты, спленоциты, клетки костного мозга) и трансформированных (лимфобласты линии Molt) клеток в системе in vitro. Установлено, что скорость накопления пигментов зависит от  пролиферативной активности клеток и максимальна в лимфобластных клетках Molt. С использованием методов спектрофлуориметрии и дифференциального центрифугирования выявлено гетерогенное распределение синтезируемых порфиринов в клетках. Основное  количество пигментов локализуется в митохондриях и плазматической мембране. В лимфобластах значительное количество  порфиринов связано с ядром. Выявлена способность АЛК-индуцированных порфиринов выступать в качестве сенсибилизаторов фотоповреждений клеточных компонентов, что проявляется в снижении интенсивности триптофановой флуоресценции, окислении SH-групп белков, изменении состояния плазматической мембраны (определяемом по вязкости липидного бислоя и связыванию мембранотропных зондов –  мероцианина 540, АНС) и митохондрий (связывание родамина 123). Фотосенсибилизированное повреждение плазматических мембран приводит к прокрашиванию клеток витальным красителем трипановым синим. При одинаковом содержании пигментов лимфобласты линии Molt проявляют повышенную устойчивость к фотосенсибилизированому повреждению плазматических мембран по сравнению с нормальными клетками крови. Данные различия обусловлены особенностью локализации АЛК-индуцированных порфиринов в нормальных и трансформированных клетках.

Ala-induced endogenous porphyrins in blood cells and their photosensitising action

E.S. Lobanok, N.A. Shukanova, T.N. Vadetskaya, S.V. Pinchuk, I.B. Vasilevich, I.A. Podolskaya1, I.I. Kucherov1, A.V. Vorobey 

Institute of photobiology NASB, 1Institute of epidemiology and microbiology MHB, Minsk

The number of publications dedicated to experimental and clinical researches on the photodynamic therapy (PDT) – a new aproach to diagnostics and treatment of malignancies – increases every year. The efficacy of PDT is mainly determined by the selectivity of accumulation of photosensitizers introduced to organism within the malignant cells. One of the promising trends in PDT is the use of endogenous porphyrins as selective markers and photosensitizers of transformed cells. As the synthesis of 5-aminolevulinic acid (ALA) is the feedback-controlled limiting stage in the biosynthetic pathway of heme, the administration of abundant ALA leads to synthesis of surplus amounts of heme precursors – metal-free porphyrins– and finally to accumulation of these photodynamically active pigments in different cells. We compared in vitro the accumulation, localisation and photodynamic action of ALA-induced endogenous porphyrins in different normal cells (thymocytes, splenocytes, bone marrow cells) and  transformed cells (Molt lymphoblasts ).We ascertained that the velocity of accumulation of pigments depends on the cells' proliferative activity and is maximal in the Molt lymphoblasts  cells. Using the methods of spectrofluorometry and differential centrifuging we exposed the heterogeneous distribution of the synthesized porphyrins in cells. The pigments were localised mainly in mitochondria and plasma membrane. In the lymphoblasts a significant amount of porphyrins was associated with nuclei. The ability of ALA-induced porphyrins to sensitise the photodestruction of cell components was demonstrated. This becomes apparent in the lowering of tryptophan fluorescence intensity, the oxidation of SH-groups of proteins, the alteration of the plasma membrane (manifested by changes in lipid bilayer  viscosity and in the binding of membranotropic fluorescent probes – merocyanine 540, ANS) and mitochondria (binding of rhodamine 123). The photosensitized destruction of plasma membranes leads to the staining of cells by the vital dye trypan blue. Molt lymphoblasts  show - with the same content of the pigments – an increased persistence towards photosensitized destruction of plasma membranes compared to the normal blood cells. This difference is caused by the different localisation of ALA-induced porphyrins in normal and transformed cells.

Образование гидрофобных пептидов при ферментативном протеолизе белков плазмы крови

Н.Ф. Лобко, В.Б. Гаврилов

Институт фотобиологии НАН Беларуси, Минск

В последние годы клиницисты уделяют большое внимание эндогенной интоксикации, вызванной накоплением в организме промежуточных и конечных продуктов нарушения процессов обмена, продуктов деструкции тканей. Наиболее эффективным является применение в качестве маркера эндогенной интоксикации показателей содержания в биологических жидкостях веществ с молекулярной массой 300-5000 Да, так называемых молекул средней массы (МСМ). 

Общепринятый метод измерения МСМ в плазме крови основан на регистрации УФ-поглощения при 254 и 280 нм в депротеинизированной плазме после осаждения белков с помощью трихлоруксусной или хлорной кислот. Однако существующий метод позволяет обнаружить только водорастворимые соединения, тогда как наибольшей токсичностью обладают низкомолекулярные гидрофобные пептиды, которые значительно сильнее сорбируются белками и клеточными мембранами. В плазме крови эти соединения в основном находятся в связанном состоянии с альбумином и другими транспортными белками.

Нами предложен новый подход к измерению гидрофобных пептидов, основанный на их десорбции с белков с помощью детергента додецилсульфата натрия (SDS), который широко используют для разделения белковых комплексов. При разработке нового метода для образования пептидов провели протеолиз белков плазмы крови с помощью химотрипсина.

Установлено, что при инкубации плазмы с химотрипсином в течение 4 часов протеолиз протекал с постоянной скоростью, и в конце опыта было гидролизовано 15% белка. Однако содержание гидрофобных пептидов выходило на плато при 60 мин инкубации, что характерно для промежуточных продуктов протеолиза и соответствует их стационарной концентрации при равенстве скоростей образования и распада. Отношение между содержанием гидрофобных и водорастворимых пептидов составляло 2:1.

На основании полученных данных разработан новый метод оценки содержания гидрофобных пептидов в плазме крови, который может быть использован при определении степени тяжести патологического процесса, прогноза заболевания, эффективности детоксикационной терапии.

Formation of hydrophobic peptides at enzyme proteolysis of blood plasma proteins 

N.F. Lobko, V.B. Gavrilov 

Institute of Photobiology of Belarus National Academy of Sciences, Minsk

For the last years the major attention is given to the investigation of the endogenious intoxication caused by accumulation in organism of toxic products of the tissue destruction. One of the effective markers of the intoxication is the contents of substances with molecular weight 300-5000, or middle mass molecules (МMМ). The generally accepted method of МMМ measurement in a blood plasma is based on registration of plasma UV-absorption after protein precipitation with the help of trichloroacetic or perchloric acids. However the existing method allows to detect only water-soluble peptides (WSP), whereas the low molecular weight hydrophobic peptides  (HPP) are much more strongly sorbed by proteins and cell membranes and  as the result of it have the most strong toxicity. In a blood plasma HPP are binded by albumin and other transport proteins.

We offer the new approach to HPP measurement based on its desorption from plasma proteins with the help of a detergent sodium dodecyl sulfate (SDS), which is widely used for sharing in protein complexes. For  peptide accumulation we carried out a proteolysis of the blood plasma proteins with the help of chymotrypcin. It was estimated that  under the incubation of plasma with chymotrypcin within 4 hours the proteolysis proceeded with constant speed and at the end of experience 15% of proteins were hydrolyzed. Herewith the contents of hydrophobic peptides got out on constant level after 60 min of incubation, that characterises accumulation of intermediate proteolysis products and corresponds to its stationary concentration at equality of generation rates and decay. The ratio between contents of hydrophobic and water-soluble peptides was 2:1.

On the basis of the obtained data the new method of the HPP estimation in blood plasma can be used to determine the gravity of the pathological processes and the efficiency of the detoxication therapy.

Применение таурина для профилактики послеоперационного панкреатита 

П.М. Ложко, И.Г. Жук, Л.И. Нефёдов 

Гродненский государственный медицинский университет, Гродно; Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, Беларусь

Гродненский государственный университет им.  Янки Купалы, кафедра биохимии

Изучали эффективность препарата «Таурин» в качестве средства предупреждения послеоперационного панкреатита при резекции поджелудочной железы с применением микрохирургической техники у беспородных собак. Препарат вводили через 3 часа после резекции железы внутривенно однократно из расчета 300 мг/кг веса животного. Анализировали морфологические изменения в поджелудочной железе и аминокислотный состав в биологических средах организма экспериментальных животных. 

Установлено, что уже в ранние сроки (3 часа) после резекции железы наблюдаются морфологические признаки послеоперационного панкреатита, происходит снижение содержания большинства изучаемых аминокислот и их производных как в сыворотке крови так и в ткани поджелудочной железы собак. 

Внутривенное введение «Таурина» сопровождается значительным ростом концентраций всех исследуемых соединений в сыворотке крови и ткани органа по отношению к контролю, и достоверным повышением их концентраций по отношению к сроку 24 часа. При морфометрии установлено, что дополнительное введение «Таурина» вызывает достоверное (р<0,05) уменьшение площади некротических изменений в паренхиме культи органа в сравнении с животными, которым не вводили это соединение. 

Таким образом, применение «Таурина» оказывает выраженное панкреатопротекторное действие, которое реализуется, по-видимому, через осморегулирующий, антиоксидантный и мембранстабилизирующий эффекты, и нормализует аминокислотный дисбаланс в биологических средах организма экспериментальных животных. Это позволяет рассматривать данный препарат в качестве возможного средства комплексной профилактики послеоперационного панкреатита.

Application of taurine for the prophylaxis 
of postoperative pancreatitis

P.M. Lozhko, I.G. Zhuk, L.I. Nefyodov 

Grodno State Medical University, 
Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of Belarus, Grodno, Belarus

Ya. Kupala State University of Grodno, Chair of Biochemistry

The efficiency of “Taurine” preparation as the means of prevention of postoperative pancreatitis after the resection of pancreas with the application of microsurgical technique has been studied in the unbred dogs. The preparation was injected intravenously in a single dose of 300 mg/kg of the body weight 3 hours after the resection of pancreas. Morphological changes in the pancreas and amino acid composition in the biological media of the organism of the experimental animals have been analysed.

It has been determined that morphological signs of postoperative pancreatitis are revealed within rather early terms (3 hours) after the resection of the pancreas. At the same time decrease in the content of most amino acids and their derivatives is marked both in the blood serum and in the pancreatic tissue of the dogs.

Intravenous administration of “Taurine” is followed by a considerable growth in concentrations of all investigated compounds in the blood serum and in the tissue of the organ with respect to the control as well as by evident increase of their concentrations within 24 hours. Morphometry has showed that additional injection of “Taurine” results in evident (p<0.05) decrease of the area of necrotic changes in the parenchyma of the stump of the organ in comparison with the animals who were not injected.

Thus, application of “Taurine” has a marked pancreatoprotective effect which is realized through osmoregulating, antioxidant and membrane-stabilizing effects as well as normalizes amino acid disbalance in the biological media of the organism of the experimental animals. It allows to regard this preparation as a possible means of complex prophylaxis of postoperative pancreatitis.

Применение аминокислоты лейцин в комплексной терапии больных эндометриозом

Л.Н. Луд 

Витебский государственный медицинский университет

В предварительных исследованиях было показано иммуномодулирующее действие аминокислоты лейцин. Одним из эффектов клинического применения лейцина является развитие легкой гиперхолестеринемии как результат избыточной продукции ацетил-КоА и стероидогенеза. Известно, что холестерин является эндогенным предшественником гормонов стероидной природы, а также используется для построения мембран. Поэтому было целесообразно изучить действие экзогенного лейцина на параметры липидтранспортной системы и рутинные показатели метаболизма у больных с эктопической пролиферацией эндометрия (больные эндометриозом). 

Под наблюдением было 20 больных эндометриозом (возраст 25–52, длительность заболевания 4 месяца – 19 лет), которые в течение 10 дней получали лейцин в дозе 0,1 г 3 раза в день. Контрольную группу составили 10 практически здоровых женщин того же возраста, проходившие обследование для лапароскопической стерилизации. Установлено, что у больных эндометриозом достоверно повышено содержание общего холестерина, холестерина ЛПНП, величина индекса атерогенности, уровень глюкозы, а также активности гамма-глютамилтрансферазы, АсАТ и АлАТ. У этих же больных в сыворотке крови была снижена фракция (1-глобулинов и повышена фракция пре-(-липопротеинов. В результате лечения лейцином установлено достоверное снижение концентрации общего холестерина, холестерина ЛПНП и величины индекса атерогенности.  Остальные показатели имели тенденцию к нормализации, однако, из-за большого разброса данных эти изменения не были достоверными.

Таким образом, десятидневное введение лейцина вызвало сдвиги различных интегральных показателей метаболизма нормализующего характера. Уменьшение уровня холестерина в сыворотке крови может рассматриваться как результат более эффективного использования стероида в синтезе гормонов. На этом фоне возможно замедление пролиферативных эктопических процессов, что сопровождается улучшением клинического состояния больных.  Это предположение требует дальнейшего изучения.

Полученные результаты могут явиться также обоснованием теста на реактивность метаболизма у больных эндометриозом. Суть теста заключается в кратковременном (10 суток) введении индивидуальной аминокислоты, обеспечивающей нагрузку на общий путь катаболизма через продукцию ацетил-КоА. Наличие сдвигов положительного характера в сторону нормальных значений изучаемых показателей, в частности липидтранспортной системы, может явиться обоснованием для более интенсивного использования методологии метаболической терапии у данного больного. 

Application amino acid leucin in complex therapy of the patients with endometriosis

L.N. Lud 

Vitebsk State Medical University

In preliminary researches was shown immunomodulate action of amino acid leucine. One of effects of clinical application of leucine is the development light hypercholesterolemia as result of superproduction of acetyl-CoA and steroidogenesis. It is known that cholesterol  is endogenic precursor of steroid hormones and also is used for construction of membranes. Therefore it was expedient to study action of exogenic leucine on parameters lipid transport system and routine parameters of metabolism at the patients with ectopic endometrium proliferation (patients with endometriosis). 

Under supervision there were 20 patients with endometriosis (age 25–52, duration of disease 4 months – 19 of years), which within 10 days received leucine in a doze 0,1 g 3 times per day. Control group have made 10 practically of healthy women of the same age taking place inspection for of sterilization. Is established that at the patients with endometriosis the contents of total cholesterol, LDL cholesterol, index of atherogenity, glucose level and also enzyme activity - (-glytamiltransferase, AsAT and AlAT is significantly raised. At the same patients in  blood serum the fraction of (1-globulin was reduced and the fraction pre-(-lipoprotein is increased. As a result of leucine treatment the significantly decrease of total cholesterol, HDL cholesterol concentration and index atherogenity is established. Other parameters tended to normalization, however, because of a wide scatter given these changes were not significant.

Thus, the ten-day time introduction of leucine has caused shifts of various integrated parameters of metabolism of normalizing character. The reduction of a cholesterol level in blood serum can be considered as result more effective utilization of steroid in hormone synthesis. On this background the delay of proliferative ectopic processes is possible that is accompanied by improvement of a clinical condition of the patients. This assumption requires the further study.

The received results can be also by substantiation of the test on metabolism reaction at the patients with endometriosis. The essence of the test consists in short-term (10 day) introduction individual amino acid ensuring loading on a common way of catabolism through acetyl-CoA production. The presence of shifts of positive character in the party of normal importance of investigated parameters, in particular lipid transport system can be by substantiation for more intensive use of methodology of metabolic therapy at the given patients. 

Синтез и исследование антикоагулянтной активности модифицированных фрагментов аминокислотной последовательности фибрина

В.П. Мартинович, Е.Б. Евстигнеева, В.П. Голубович 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

В настоящее время усилился интерес к поиску высокоэффективных препаратов избирательного действия на базе соединений пептидной природы, отличающихся низкой токсичностью, которые могут стать основой создания нового поколения лекарственных средств.

Цель исследования – дизайн, синтез и изучение антитромботической активности пептидов на основе аминоконцевой аминокислотной последовательности фибрина Gly-Pro-Arg, трипептида, являющегося ингибитором тромбообразования. С учетом данных о потере активности при модификации аминоконца и важности конформационного состояния пептидов, связывающихся с фибриногеном, нами синтезированы и исследованы аналоги Gly-Pro-Arg, удлиненные с С-конца остатками пролина и цистеина или метионина. Синтез пентапептидов осуществлен классическими методами пептидной химии, без использования специальной защиты для гуанидиновой группы аргинина (для подавления ее реакционной способности использовалось протонирование). С-концевые аминокислотные остатки Cys или Met присоединяли к базовому тетрапептиду Boc-Gly-Pro-Arg-Pro на последних стадиях синтеза. Цистеин вводили в виде трифенилметильного производного по  сульфгидрильной функции. Биологическая активность пептидов определялась по их влиянию на время свертывания плазмы крови после добавления раствора тромбина.

Проведенная модификация Gly-Pro-Arg – удлинение пептидной цепи за счет введения пролина и серусодержащих аминокислотных остатков с нуклеофильными боковыми функциональными группами – позволило получить соединения с высокой антикоагулянтной активностью и пролонгированного  действия, которые проявляют свою активность не только  in vitro, но и в  плазме крови. Теоретический конформационный анализ этих пептидов показал, что у всех их сохранена «биологически активная» конформация, необходимая для связывания с фибриногеном. Проведенные по С-концу модификации дополнительно стабилизируют эту конформацию;  возможно участие боковых серусодержащих групп в связывании с белком.

По сравнению с известным антикоагулянтом прямого действия гепарином исследованные пептиды обладают более мягким физиологическим действием, целенаправленно влияют на свертывающую систему свертывания крови и легко выводятся из кровотока за  счет собственных ресурсов организма. Данные соединения обладают низкой токсичностью, они представляют интерес для медицины и могут найти применение при трансфузии, гемодиализе, гемосорбции и в хирургической практике.

Synthesis and investigation of anticoagulation activity of modified fragments of the amino acid sequence of fibrine

V.P. Martinovich, E.B. Evstigneeva, V.P. Golubovich 

Institute of Bioorganic Chemistry of NASB, Minsk

There is strong interest at present in the search of highly effective preparations of selective action on the basis of low-toxic compounds of peptide nature, which can be easily metabolized to amino acids in organism. These compounds can become the basis of creation of effective medicines.

The aim of the investigation is the design, synthesis and study of antithrombic activity of peptides on the basis of the aminoterminal amino acid sequence of fibrine Gly-Pro-Arg, the tripeptide that is the inhibitor of thrombus formation. Taking into consideration the information about loss of activity after modification of the aminoterminus and importance of the conformational state of peptides, binding to fibrinogen, we synthesized and investigated analogues of Gly-Pro-Arg with proline and cysteine or methionine residues added to the carboxy-terminus. Pentapeptides were synthesized by classical methods of peptide chemistry, without using special protection for the guanidine group of arginine (protonation was used to suppress its reactivity). Carboxy-terminal amino acid residues Cys or Arg were (added) to the basic tripeptide Boc-Gly-Pro-Arg-Pro. Cysteine was introduced as the triphenylmethyl derivative on sulphhydryl group. Biological activity of peptides was determined by their effect on the time of coagulation of blood plasma after addition of thrombine solution.

The performed modification of Gly-Pro-Arg, i.e. the introduction of sulphur-containing amino acid residues with nucleophilic side functional groups into the peptide chain, allowed to prepare substances with high anticoagulation activity and prolonged action, which are active not only in vitro, but also in the blood plasma. Theoretical conformational analysis of these peptides showed that they all retain the "biologically active" conformation, necessary for binding to fibrinogen. Modifications of the carboxy-terminus additionally stabilize this conformation; participation of the side sulphur-containing groups in binding to proteins is possible.

The peptides under investigation are characterized by milder physiological action than the well-known direct-action anticoagulant heparine, they affect the blood coagulation system exactly and are easily removed from the blood flow with the help of organism's own resources. These compounds are low-toxic, they are of interest in medicine and can find application in transfusion, hemodialysis, hemosorption and in surgical practice.

В.П. Мартинович, Н.А. Фильченков, О.В. Свиридов 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

Сравнительное изучение современных и классических методов  химического синтеза тиреоидных гормонов как субстанций лекарственных препаратов

Гормоны щитовидной железы тироксин (Т4) и трийодтиронин (Т3) представляют собой тетра- и трийодированные производные аминокислоты тиронина – L-4-(п-гидроксифенокси)фенилаланина. Являясь важнейшими природными биорегуляторами, тиреоидные гормоны (ТГ) в составе диагностических и лекарственных препаратов находят широкое применение в медицинской практике.

С целью разработки рациональной схемы получения Т4 и Т3  для нужд здравоохранения Беларуси  нами проведено сравнительное исследование различных методов синтеза этих соединений. Ключевой стадией во всех исследуемых схемах  является метод создания дифениловой эфирной связи между фениловыми кольцами производных тиронина. В середине прошлого столетия были разработаны три основных препаративных метода синтеза ТГ, которые и в настоящее время являются базовыми при крупномасштабном производстве этих гормонов: метод Чалмерса и Хэмса с использованием в качестве исходных соединений  Ac-Tyr(NO2)2-OEt, CH3O-C6H4-OH и промежуточного образования эфиров толуолсульфокислоты  при создании производных дифениловых эфиров (I);  метод Мельцнера и Станабака, ключевой стадией которого является окислительная конденсация  дийодтирозина и дийодфенилпировиноградной кислоты (II); метод с использованием солей диарилйодония  для арилирования дийодтирозина (III).

В результате проведенных нами лабораторных исследований данных схем некоторые методы получения синтонов ТГ были заменены более эффективными; в других стадиях изменены  температурные режимы, время протекания реакций, соотношение реагентов, введены новые катализаторы и др. Проведенные модификации позволили  повысить выходы целевых соединений и улучшить другие технологические характеристики процессов.

В разработанных в последнее время методах для введения внешнего кольца в молекулы ТГ  используются такие синтоны, как эпоксихиноны – моно- и дийодпроизводные 1-оксаспиро[2,5]бициклоокта-4,7-диен-она и п-алкоксифенилборные кислоты, что позволяет сократить число стадий синтеза. Наши исследования показали, что получение этих соединений – сложный и дорогостоящий процесс; к тому же выходы их по предлагаемым схемам невысоки.

Для «классических» методов получения ТГ (I-III) характерны высокие выходы соединений практически на всех стадиях синтеза, они отличаются хорошей воспроизводимостью, имеется возможность их усовершенствования. Все это позволяет  рассматривать их как перспективные для разработки технологических схем синтеза тироксина и трийодтиронина.
V.P. Martinovich, N.A. Filchenkov, O.V. Sviridov 

Institute of Bioorganic Chemistry of NASB, Minsk

Comparative study of modern and classical methods of chemical synthesis of thyroid hormones as substances of medicaments

Thyroid gland hormones thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3) are tetra- and triiodinated derivatives of thyronine – L-4-(p-hydroxyphenoxy)phenylalanine. Being very important natural bioregulators, thyroid hormones (TH) find wide application in medicine.

A comparative study of different methods of synthesis of T3 and T4 was carried out in order to develop a rational scheme of production of these compounds for the needs of health protection in Belarus. The key stage in all studied schemes is the method of creation of diphenyl ether bond between phenyl rings in thyronine derivatives. In the middle of the 20th century three main preparative methods of TH synthesis were developed which are now basic ones in large-scale production of these hormones: Chalmers and Hems method with Ac-Tyr(NO2)2-OEt, CH3O-C6H4-OH as initial compounds and intermediate formation of toluenesulphonic acid ethers while preparation of diphenyl ethers’ derivatives (I); Meltzner and Stanaback method, where the key stage is the oxidative condensation of diiodotyrosine and diiodophenylpyruvic acid (II); method using diaryliodonium salts for arylation of diiodotyrosine (III).

As a result of our laboratory investigations some modifications were introduced into the key stages of these schemes, which allowed to increase the yield of diphenyl ethers: change of temperature regimes, times of reactions proceeding, ratios of reagents, introducing initiators of free-radical formation etc.

In the recently developed methods the outer ring is introduced into TH molecules using such syntones as epoxyquinones, mono and diiododerivatives of 1-oxaspiro[2,5]bicycloocta-4,7-dienone and p-alkoxyphenylboronic acids. This allows to reduce the number of stages in the synthesis. Our investigations showed that preparation of these compounds is a complicated and expensive process. Besides, their yields in proposed schemes are not high.

Classical methods of preparation of TH (I – III) are characterized by high yields of compounds at practically all stages of synthesis, they are well reproducible, there is a possibility of their improvement. All this allows to consider them as perspective methods for the development of technological schemes of synthesis of thyroxine and triiodothyronine.

Д.А. Маслаков, Е.И. Усс, М.А. Рубина, Н.С. Слободская

Гродненский медуниверситет

Влияние L–триптофана на пролиферативную активность лимфоцитов крови опухолевых больных

У большинства опухолей человека существуют антигены, которые могут  распознаваться цитотоксическими Т-лимфоцитами. Однако, благодаря некоторым механизмам, опухоль уклоняется от иммунного надзора. Одним из механизмов является развитие дисфункции лимфоцитов, инфильтрирующих строму опухоли. Работа посвящена исследованию причин данной дисфункции. В 1999 г. профессор Д.А.Маслаков  предположил, что при некоторых злокачественных заболеваниях происходит снятие репрессии с гена, ответственного за синтез фермента индолеамин 2,3-диоксигеназы (ИДО). Данный фермент разрушает триптофан по кинурениновому пути. Триптофан – эссенциальная аминокислота, необходимая для цикла клеточного деления, и по данным некоторых авторов  (Munn, Burke 1999)  в отсутствие триптофана происходит остановка клеточного цикла лимфоцитов. Работы этих исследователей подтверждают, что клетки, выделяющие ИДО, могут регулировать активность иммунного ответа, опосредованного Т‑лимфоцитами. Так, например, клетки синцитиотрофобласта продуцируют ИДО, тем самым, снижая концентрацию триптофана на локальном тканевом уровне и предотвращая активацию материнских Т-лимфоцитов. По аналогии  с защитной ролью ИДО во время беременности, мы предполагаем, что опухолевые клетки, выделяющие ИДО,  таким же образом могут защищать опухоль от атаки специфическими  Т-лимфоцитами. Тогда, если торможение иммунной системы связано с недостатком  триптофана, то для того чтобы снять торможение с иммунной системы при опухолевом росте, необходимо вводить триптофан в таких дозах, чтобы его было достаточно для  нормального функционирования иммунной системы. Как показали японские исследователи (Takahаshi,Ojika,2000) триптофан обладает противо–опухолевой активностью в отношении рака молочной железы. Однако, связан ли этот эффект с активацией иммунной системы или с цитотоксическим эффектом, окончательно не выяснено.

Чтобы проверить данное предположение, нами было проведено изучение иммунологической активности триптофана in vitro. В качестве модели использован нагрузочный тест пролиферативной активности лимфоцитов с триптофаном. Лимфоциты выделялись из крови онкологических больных. Триптофан добавлялся в концентрациях  300, 100,  30, 15 и  7,5 мг/мл. Результаты теста показали, что при инкубации клеток  с триптофаном  в концентрации 300, 100, 30 мг/мл пролиферативный ответ лимфоцитов снижается (коэффициент стимуляции 0,61, 0,74 и 0,34 соответственно). А при добавлении триптофана в концентрации 15 и 7,5 мг/мл пролиферативная активность лимфоцитов существенно не отличалась от пролиферации клеток без дополнительного введения триптофана (коэффициент стимуляции  1.23, 1.1 соответственно). Таким образом, добавление триптофана к лимфоцитам периферической крови не активирует их пролиферацию. Исходя из этого, представляется возможным предположить, что защитный противоопухолевый эффект триптофана  реализуется на  локальном клеточном уровне. 

D.A. Maslakov, E.I. Uss, M.A. Rubina, N.S. Slobodskaja

Medical University, Grodno

Nfluence of L-tryptophan on proliferative activity of blood lymphocytes of oncology patients

The majority of  man’s tumors possess antigens which may be recognized by cytotoxic T-lymphocytes. Nevertheless due to certain mechanisms the tumor is bound to avoid immune inspection.  One of such mechanisms is disfunction of lymphocytes which infiltrate the tumor’s stroma.

This thesis is devoted to researching of the causes for this disfunction.

It was suggested by Professor Maslakov in 1999 that the elimination of represion from the gene which is responsible for the synthesis of enzyme indoleamine 2.3-dioxygenase (IDO) in tumor cells is the case. This enzyme degrades tryptophan by kynurenine pathway. Tryptophan is essential aminoacid, which is necessary within  the course of the cell division cycle. According to some authors (Munn, Burke,1999) halt of lymphocytes cell cycle is observed in absence of tryptophan. The works by these researchers confirm the idea that cells expressing IDO are able to regulate the activity of immune response carried out by T-lymphocytes. For example, syncitiotrophoblast cells generating IDO decrease concentration of tryptophan on the local tissue level and prevent activation of maternal T-lymphocytes. Drawing on the analogy with the protective role of IDO in pregnancy we may assume that tumor cells synthesizing IDO might protect tumors from attack of specific T-lymphocytes in the same way.  If the inhibition of the immune system is caused by lack of tryptophan then the inhibition of the immune system during cancer growth can be eliminated through extra injection of trytophan in doses sufficient for normal functioning of the immune system.

The Japanese researchers (Takahashi, Ojika, 2000) detected  that tryptophan possesses anti-breast cancer activity. But it is not found out finally whether this effect is connected with activation of the immune system or with the cytotoxic effect.

To verify the abovementioned suggestion the research of immunology activity of tryptophan in vitro has been carried out by the authors. As a model there was used a  test of prolipherative activity of lymphocytes with tryptophan being added. The lymphocytes have been singled out from the blood of oncology patients. Tryptophan was used in the following concentrations: 300,100,30,15 and 7.5 mg/ml. The test results revealed decrease of prolipherative response of lymphocytes during incubation of cells with tryptophan in concentrations 300,100,30 mg/ml (the stimulation ratio 0.61,0.74 and 0.34 correspondingly). When adding tryptophan in concentration 15 and 7.5 mg/ml no considerable discrepancy was revealed as if without any extra addition of tryptophan ( stimulation ratio 1.23, 1.1 correspondingly).

Thus adding tryptophan to periferic blood lymphocytes does not activate their further proliferation. Hence it is quite possible  to suppose that tryptophan protective antineoplastic effect is seen fulfilled on the local tissue level.

Д.А. Мискевич 

Институт биохимии НАН Беларуси,.Гродно, Беларусь

Влияние введения некоторых неполярных аминокислот на состояние углеводного обмена в печени крыс на фоне тиоацетамидного гепатита

Известно, что нарушение функционального состояния печени приводит к тяжёлым нарушениям в организме, которые в короткие сроки могут привести к его гибели. Токсическое поражение печени сопровождается эндогенной интоксикацией, обусловленной распадом клеток печёночной паренхимы и изменениям функций органа, индуцированных, в частности, нарушениями в углеводном обмене. 

На модели токсической гепатопатии, вызванной введением гепатотропного препарата тиоацетамида, нами было изучено состояние углеводного обмена в печени крыс.

В эксперименте были использованы белые крысы–самцы массой 140 – 150 г линии Вистар. Токсический гепатит вызывался однократным внутрибрюшинным введением 500 мг/кг тиоацетамида. Затем в течении 10 дней на фоне развившегося поражения печени внутрижелудочно вводился таурин (250 мг/кг) или тавамин (композиция аминокислот: таурина 250 мг/кг, лейцина 500 мг/кг, изолейцина 125 мг/кг, валина 125 мг/кг). Контрольные животные на фоне токсического гепатита аналогичных образом получали изотонический раствор NaCl. Определение маркёрных показателей обмена углеводов производилось в гомогенатах печени.

Оказалось, что при токсическом тиоацетамидном гепатите активность реакций углеводного обмена по сравнению с интактным контролем снижена: глюкозо–6–фосфатазы – на 59,7%, пируваткиназы – на 40,9%, глюкозо-6-дегидрогеназы – на 51,7%, а уровень глюкозо–6–фосфата ниже на 45,2%,.

Введение таурина практически нормализует перечисленные показатели: по сравнению с контрольными животными активность глюкозо–6–фосфатазы повышалась на 68,5%, пируваткиназы – на 57,4%, глюкозо-6-дегидрогеназы – на 107,9%, а уровень глюкозо–6–фосфата увеличивался на 51,4%. Одновременно, при введении тавамина активность перечисленных ферментов и содержание субстрата увеличивались на 44,9, 83,0, 127,7 и 73,9% соответственно.

Таким образом, введение некоторых неполярных L–аминокислот (таурина, изолейцина лейцина, валина) способно нормализовать обмен углеводов в печени при её токсическом поражении.

Т.М. Мишунина, О.Я. Самсон

Институт эндокринологии и обмена веществ им. В.П. Комисаренко 

АМН Украины, Киев

Содержание гамма–аминомасляной кислоты в крови детей с новообразованиями щитовидной железы

Установлено, что концентрация аминокислоты в крови детей при наличии новообразований щитовидной железы в 6–10 раз выше, чем у здоровых. Степень повышения уровня ГАМК у больных с нетоксическим узловым или многоузловым зобом зависела от количества узлов в ткани щитовидной железы, а у больных с раком  – от наличия метастазов опухоли, но не от её размеров. После удаления доброкачественных узлов содержание ГАМК в крови детей нормализовалось, что наблюдали и после проведения тотальной тиреоидэктомии по поводу рака, однако лишь в случае отсутствия метастазов. Наличие их определяло высокий уровень ГАМК в крови  прооперированных детей. На основании этого факта предложено использовать определение уровня аминокислоты в крови для постоянного динамичного скрининга детей, прооперированных по поводу рака щитовидной железы, с целью прогнозирования наличия метастазов опухоли. Проведение фармакологических и физиологических проб позволило установить существенные отклонения в функционировании ГАМК-ергической системы у больных с новообразованиями щитовидной железы по сравнению со здоровыми. При стимуляции тиреотропной функции гипофиза рифатироином или в ответ на дозированную физическую нагрузку содержание ГАМК в крови здоровых детей возрастало, детей с доброкачественными новообразованиями – не изменялось, при раке – снижалось. Профиль изменений уровня ГАМК после приема ингибитора её метаболизма – вальпроевой кислоты или агониста (2 – адренорецепторов – клофелина у детей с доброкачественными и злокачественными новообразованиями  существенно отличался от такового у здоровых и между собой. Реакция ГАМК​ергической системы на засыпание или прием антагониста (‑адренорецепторов – анаприлина у больных детей принципиально не отличалась от такой у здоровых лиц. После оперативного лечения у больных с доброкачественными новообразованиями и у больных с раком  без метастазов опухоли реакция ГАМК-ергической системы  на  прием вальпроевой кислоты или клофелина начинала восстанавливаться. В то же время ответ ГАМК-ергической системы  на торможение метаболизма аминокислоты оставался неадекватным при наличии метастазов, а на физическую нагрузку – вне зависимости от наличия  или отсутствия метастазов опухоли. Полученные данные свидетельствуют о нарушении ГАМК-ергических механизмов, участвующих в формировании адаптации, в частности процессов регуляции нейроэндокринной и стресс-лимитирующей функции мозга, а также взаимодействия адренергической и ГАМК–ергической систем. Сохранение нарушенной реакции последней на стресс (физическая нагрузка) у прооперированных по поводу рака щитовидной железы детей не только при наличии метастазов, но и без них может иметь определенное значение в формировании посттравматических стрессовых расстройств, которые, как известно, часто сопутствуют онкологической патологии. 

V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology and Metabolism, Acad. Med. Sci. Ukraine, Kyiv

Gamma-aminobutyric acid content in the blood of children with thyroid neoplasias

T.M. Mishunina, O.Ya. Samson

It has been established that amino acid’s concentration in the blood of children in the presence of thyroid neoplasias is 6 to 10 times as high as in normal children. The degree of increase in GABA level in patients with nontoxic nodular or multinodular goiter depended on the number of nodules in thyroid tissue, and in patients with thyroid cancer it depended on the presence of tumour metastases but not on tumour’s size. After removal of benign nodules, GABA content in the blood of children was normalized, what was also observed after total thyroidectomy for a cancer, but only in the absence of metastases. Presence of metastases determined a high GABA level in the blood of the operated children. Based on this fact, it has been suggested to use determination of amino acid’s level in blood for a permanent dynamic screening of children having been operated for a thyroid cancer in order to prognosticate the presence of tumour metastases. Pharmacological and physiological tests enabled to establish substantial deviations in the functioning of the GABAergic system in patients with thyroid neoplasias as compared to normal subjects. Stimulation of pituitary thyrotropic function with rifathyroine or in repsonse to a dosed physical load led to an increase in GABA content in the blood of normal children; in children with benign tumours GABA content remained unchanged, and in the presence of cancer it was decreased. The profile of changes in GABA level after taking valproic acid - an inhibitor of GABA metabolism - or clophelin - an agonist of (2-adrenoreceptors - in children with benign and malignant tumours significantly differed from that in normal children, and between them. However, there was no difference between the reaction of the GABAergic system to sleep or administration of anaprilline – an antagonist of (-adrenoreceptors – in affected children, and that in normal subjects. After surgical treatment in patients with benign neoplasias and in patients with cancer without tumour metastases the reaction of the GABAergic system to valproic acid or clophelin administration began to restore. At the same time, the response of the GABAergic system to the inhibition of amino acid’s metabolism remained inadequate in the presence of metastases, and to physical load – irrespective of the presence or absence of tumour metastases. The data obtained point out a disturbance of the GABAergic mechanisms involved in the formation of adaptation, in particular, the processes of regulation of neuroendocrine and stress-limiting function of the brain, as well as of the interaction between adrenergic and GABAergic systems. Preservation of a disturbed reaction of the latter to stress (physical load) in children operated on for a thyroid cancer not only in the presence of metastases, but also without these, may play certain role in the formation of  posttraumatic stress disturbances which, as generally known, are often associated with oncological diseases.

Ж.В. Мотылевич, М.В. Горецкая, И.О. Леднева, Р.В. Требухина 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Сравнение активности щелочной и кислой фосфатазы в иммунокомпетентных клетках мышей с асцитной карциномой Эрлиха и у интактных животных на фоне введения препарата “деглутам”

В связи с тем, что в процессе роста злокачественного новообразования наблюдаются  выраженные изменения в функционировании иммунной системы, вопрос о повышении эффективности поиска новых лекарственных средств, обладающих иммуномодулирующими свойствами, не утратил своей актуальности. Большое внимание в последние время уделяется исследованию роли низкомолекулярных пептидов и пептидных фрагментов эндогенных и экзогенных белков в модуляции иммунных процессов [Шпарык Я.В. 1995]. При этом по эффекту воздействия минимальных доз испытанных иммуномодуляторов предпочтение отдается веществам естественного происхождения. Известно, что ряд производных глутамина обладает иммуномодулирующим действием, вызывая глубокие и стойкие преобразования в плазматической мембране иммунокомпетентных клеток. Об этом свидетельствуют, в частности, изменения фосфолипидного слоя мембраны [Туманян М.А. 1987], а также изменения активности щелочной фосфатазы (ЩФ), являющейся маркером цитоплазматической мембраны [Луцик Б.Д. 1989]. В связи с этим определенный интерес представляет изучение иммуномодулирующего препарата, содержащего производное L-глутамина “Деглутам”, путем оценки его влияния на фосфатазную активность.

Препарат “Деглутам” вводили мышам подкожно в течение 5 дней в дозе 25 мг/кг, после перевивки асцитной опухоли Эрлиха.  По окончании периода введения препарата животных забивали, выделяли тимус и селезенку. Суспензии лимфоцитов получали с помощью общепринятых методов [Гущин Н.В. 1991]. В гомогенате лимфоцитов определяли активность ЩФ и кислой фосфатазы (КФ) [Камышников В.С. 2000]. 

Наиболее чувствительными к воздействию препарата оказались спленоциты как опухолевых, так и интактных животных, в отличие от тимоцитов. Это связано с тем, что тимус и селезенка, содержат разные популяции лимфоцитов (тимоциты представляют собой на 95% незрелые клетки, а спленоциты смесь зрелых Т– и В–лимфоцитов) [Гущин Н.Г., 1991]. Известно, что ЩФ играет важную роль в развитии адаптивных и патологических реакций. Показатели ее активности были ниже у опухолевых животных по сравнению с контролем, до введения препарата. Однако после воздействия Деглутама у опухолевых животных активность ЩФ лимфоцитов была на 50% выше, чем у интактных мышей. При определении  коэффициента соотношения КФ/ЩФ, который является значимым как для оценки воздействия соединения на опухоль, так и для процессов развития самой опухоли (он увеличивается при злокачественном росте по сравнению с нормой) [Мусиенко Н.В., 2001], получили уменьшение коэффициента в 3 раза у мышей с асцитной опухолью Эрлиха на фоне введения Деглутама по сравнению с интактными животными, что предполагает его использование для контроля эффективности противоопухолевого лечения. 
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Некоторые аспекты белкового обмена у больных фенилкетонурией

В связи с увеличением количества патологий, которые затрагивают  генетический аппарат человека, актуальным как никогда стало изучение причин возникновения и способов лечения наследственных заболеваний. К заболеваниям, связанным с наследственным нарушением обмена аминокислот, относится фенилкетонурия, при которой организм неспособен нормально синтезировать тирозин из фенилаланина путем его гидроксилирования.

Задачей настоящей роботы было изучение  аминокислотного состава белковой смеси Фенил-Фри, и проведение сравнительного исследования  пула свободных аминокислот сыворотки крови как здоровых детей, так и больных фенилкетонурией, которые длительное время использовали белковое питание Фенил-Фри. Анализировалась сыворотка крови 11 здоровых детей в возрасте от 3 до 12 лет и 11 детей, больных фенилкетонурией в таком же возрасте. Определение аминокислотного состава белкового питания, сыворотки крови больных и здоровых детей проводилось на автоматическом анализаторе аминокислот ААА Т 339 производство Чехия в литий цитратном режиме. Исследования показали, что белковая смесь содержит 34% аминокислот, в составе ее отсутствуют серин, пролин и аланин. В сыворотке крови больных детей наблюдается достоверное уменьшение практически всех аминокислот. Установлено, что количество незаменимых аминокислот уменьшается (кроме метионина и изолейцина) на 31%, заменимых  на 16%, условно заменимых (гистидина и аргинина) на 34%. Неизменным осталось количество пролина, глицина, аланина, метионина,  изолейцина и орнитина,

Снижение суммарного количества аминокислот, особенно незаменимых, а так же уменьшение соотношения незаменимых аминокислот к заменимым, при нормальном уровне общего белка в крови, дает возможность предположить, что при данной белковой диете у больных фенилкетонурией  развиваются процессы,  похожие на  те, которые наблюдаются при нарушении белкового обмена. Кроме того, пониженное количество аминокислот в сыворотке крови у больных детей, может быть объяснено аллостерическим эффектом высокого содержания фенилаланина. Таким образом, полученные в результате исследований данные  свидетельствуют о развитии изменений пула свободных аминокислот сыворотки крови детей, больных фенилкетонурией, что в свою очередь может приводить к  нарушении метаболизма в целом. Эти процессы можно частично снять за счет изменения состава белкового питания, сбалансировав его по отдельным аминокислотам. 
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Some aspects of an albuminous exchange at patients of phenylketonuria

Recently the number of genetic pathologies has increased. To genetic diseases of infringement an aminoacids metabolism concerns phenylketonuria. At this disease in an organism there is no enzyme phenylalanin – 4 – monooxygenase, therefore it is not synthesized tyrosine from phenylalanin.

In the present work studied amino acid  composition of whey of blood healthy and ill phenylketonuria children. Analysed amino acid composition of protein mixture for the ill children “Phenyl-Free”. The age of children varied from 3 before 12 years. The amount of children in each group was 11 persons. Defined amino acid composition on the automatic analyzer of amino acids ААА Т 339 production Czechia. Definition of amino acids made in lithium citrate a mode.

Have established, that the protein mixture  contains 34 % of amino acids. In structure of it are absent serine, proline and alanine. In the whey of blood sick realistically decreases an amount of amino acid. The amount of irreplaceable amino acids (except for methionine and isoleucine) decreases on 31 %. The amount replaceable amino acids decreases on 16 %. The amount  conditionally replaceable amino acids (histidint and arginine) decreases on 34 %. Constant there is an amount proline, glycine, alanine, methionine, isoleucine and ornithine. Except for it the ratio of irreplaceable amino acids to replaceable decreases. All this enables to expect that beside at patients of phenylketonuria, which given this protein diet, developped processes, such as at protein starvation. The big concentration phenylalanine in whey the same influences reduction of amount of amino acids (allosteric effect). The received results testify to development of changes pool free amino acids of childrens sick phenylketonuria. This speaks about infringement of an protein metabolism exchange. Partly remove these infringements possible to account balanced protein mixture.
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Результаты исследований и разработок по созданию на основе высокоочищенных аминокислот новых эффективных лекарственных препаратов и кровезамещающих аминозолей 


Исследования в области, биохимии фармакологии и медицинского применения высокоочищенных аминокислот (ВАК) проводятся в ИБХ НАН Беларуси (ИБХ) с 1975 г., а с 1994 г., с участием других институтов НАН Беларуси, кафедр ВУЗов и клиник МЗ Беларуси, они реализуются ИБХ также в рамках ГНТП «Лекарственные препараты». Реализация приоритетных разработок ИБХ в этой области и производство новых лекарственных препаратов на основе ВАК на единственном в СНГ Гродненском заводе медпрепаратов (ГЗМП) жизненно важна в обеспечении экономической независимости как России, так и Белоруссии. Сегодня наиболее актуальным и экономически оправданным является экспериментальное изучение новых лечебных свойств и механизмов действия ВАК и родственных соединений, их композиций для терапии конкретных заболеваний, а также их клиническая апробация. Опыт разработки ИБХ таких композиций ВАК является уникальным. Тем не менее, конечной целью разработок является создание “полных” аминокислотных смесей для внутривенного введения, которое лимитируется наличием всех необходимых субстанций ВАК. Результаты и перспективы перечисленных и планируемых разработок ИБХ определили формирование конкретных направлений Государственной программы развития фармацевтической промышленности Республики Беларусь на 1999-2015гг. В этой связи ИБХ на 2001 - 2005 гг. разработана утверждённая СМ РБ ГПФИ “Метаболизм”, основной целью которой является разработка и создание новых эффективных лекарственных препаратов на основе ВАК для терапии злокачественного роста, патологии иммунной, сердечно-сосудистой систем, алкоголизма и наркоманий, радиационных поражений, интоксикаций, стрессовых и экстремальных состояний и их производство на ГЗМП. Конечной перспективой Программы является создание полных смесей ВАК – кровезаменителей и препаратов для внутривенного питания. Создание нового лекарственного препарата включает решение двух основных задач: I. получение самого препарата и разработка технологии его производства и контроль качества и II. разработку способов практического применения препарата, экспериментальное и клиническое доказательство его безопасности и эффективности. При этом только решение второй задачи делает препарат лекарственным. Поэтому логическим завершением разработок ИБХ, выполненных по заданиям ГНТП 43.01.р. для ГЗМП, является создание новых эффективных лекарственных препаратов на основе ВАК регистрация двух новых лекарственных препаратов гепато– и радиопротекторного ("таурин"), иммуномодуляторного и иммунокорректорного действия ("лейцин"), передача МЗ РБ для клинических испытаний трёх новых препаратов противоопухолевого (“деглутам”), мембраностабилизирующего и антиоксидантного (“тавамин”), антинаркотического и снотворного действия (“триптофан”).
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Глутаматэргическая регуляция мезолимбической ДА-системы крыс, предпочитающих и отвергающих этанол:  двойное микродиализное исследование

Активация мезолимбической дофаминовой системы может играть значительную роль в подкрепляющих эффектах многих наркотических и психоактивных веществ. Прилежащее ядро стриатума (N.acc.) получает дофаминергическую иннервацию из вентральной тегментальной области (VTA), которая, в свою очередь, иннервируется афферентными волокнами различных нейротрансмиттерных систем. Прямая активация ДА нейронов, очевидно, осуществляется глутаматом. В настоящей работе исследовались внеклеточные уровни дофамина (ДА) и его метаболитов (ДОФУК и ГВК) в N.acc. и VTA  при локальной прижизненной перфузии NMDA (N-метил-D-аспартат) в VTA микродиализным методом (МД) у линейных крыс-самцов, предпочитающих (АА) и отвергающих (АNА, АЛКО, Финляндия)  этанол в условиях свободного выбора. 

МД-направляющие канюли имплантировались стереотаксически в N.acc. (AP 1.7; L 1.2; H -6.5mm) и VTA (AP –5.6; L 2.2,11(; H –8.5mm) под галотановым наркозом. Микродиализаторы (СМА 12, Швеция, 2мм и 1мм, соответственно) перфузировались при скорости протока 1.4 (л /мин, образцы собирались у бодрствующих крыс каждые 15 минут. После базового периода NMDA, 0.5 мМ, вводился способом обратного МД в течении 15 мин. Образцы диализатов  анализировали с помощью ВЭЖХ ЭХД (амперометрический детектор Antec  и колонка 100x1 mm, 3(m ODS LC, Голландия).

Уровни ДА и метаболитов достоверно увеличились (сразу- для ДА и к 30 мин после начала аппликации NMDA- для ДОФУК и ГВК в N.acc. как АА, так и ANA крыс (n=18, p< 0.05). Рост содержания ДА в микродиализате был достоверно выше у АА крыс по сравнению с ANA крысами (184% и 122%, соответственно), однако его метаболизм был примерно одинаков в обеих группах (повышение ДОФУК  до 116% и 121%, а ГВК до 117 и 119% у АА и АNА крыс, соответственно). 

Впервые установлена более высокая реактивность предпочитающих алкоголь крыс при глутаматэргической стимуляции через NMDA рецепторы в месторасположении мезолимбических ДА-нейронов, что может вносить вклад в  расшифровку нейрональных механизмов предпочтения у АА крыс.

A.A. Patsenka 
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Glutamatergic regulation of mesolimbic DA-system in rats preferring and avoiding ethanol: a dual probe microdialysis study

The activation of the mesolimbic dopaminergic pathways has been hypothesized to play a role in the reinforcement of the abused drugs. The Nucleus accumbens (N.acc.) receives dopaminergic innervation from the Ventral Tegmental Area (VTA), which has several inputs from different afferents with various neurotransmitters. Direct activation of DA-neurons may obviously caused by glutamate. In the present study we investigated the extracellular levels of dopamine (DA) and its metabolites in N.acc.  and  VTA after local perfusion  of  N-methyl-D-aspartate (NMDA) in VTA using in vivo microdialysis (MD) of male AA (ALKO-alcohol ) and ANA (ALKO-nonalcohol) rats, Finland.

MD guide canula was stereotaksically implanted above the N.acc (AP 1.7; L 1.2; H -6.5mm) and VTA (AP –5.6; L 2.2,11(; H –8.5mm) under halotane anesthesia. Probes (CMA 12, Sweden, 2mm and 1 mm, respectively) were perfused at a flow rate 1.4 (l/min and samples were collected from awake rats every 15 min. After baseline period NMDA, 0.5mM, was applied by reverse MD for 15 min. Dialysate samples were assayed with HPLC –ED (amperometric detector Antec and microbore column 100x1 mm, 3(m ODS LC –packing, Netherlands).

The level of DA and its metabolites in N.acc.  were  significantly increased in (immediately for DA and at 30 min for DOPAC and  HVA  after application of NMDA)  either AA or ANA rats.(n=18, p< 0.05). Increasing of microdialysate DA was significantly higher in AA then ANA rats (184% and 122%, respectively) but its metabolism was about the same in that groups (the level of DOPAC 116% and 121%; the level of HVA 117% and 119% in AA and ANA rats, respectively).

The results obtained the first for our knowledge suggest greater reactivity of DA-pathways in AA rats for glutamatergic stimulation through  NMDA receptors in the origin place of mesolimbic DA-neurons, what may contribute to neuronal base of their preference for ethanol.

П.Т. Петров, М.П. Лапковский, Ю.Г. Чернецкая, К.И. Шингель 
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Разработка инъекционных и инфузионных препаратов калия-магния аспарагината на ОАО “Белмедпрепараты”
Препараты калия-магния аспарагината широко применяются в медицинской практике. Поступая в клетки, аспарагинат включается в процессы метаболизма. Препарат способствует устранению дефицита ионов К+, Мg2+ и нормализует электролитный баланс. Показаниями к применению препаратов являются аритмии, стенокардия, сердечная недосточность и др.

Учитывая высокую распространенность заболеваний сердечно-сосудистой системы, на ОАО “Белмедпрепараты” наряду с таблеточной формой разработаны инъекционная и инфузионная формы калия-магния аспарагината. 

Препарат Раствора калия-магния аспарагината для инъекций содержит 45 мг/мл калия аспарагината, 40 мг/мл магния аспарагината и 50 мг/мл сорбита.

Препарат Раствора калия-магния аспарагината для инфузий содержит 11.6 мг/мл калия аспарагината, 7.9 мг/мл магния аспарагината и 20 мг/мл сорбита.

Сорбит в препарате играет роль энергетического и осмотического компонента. 

Как известно, ионы К+ стимулируют синтез АТФ, гликогена, белков, ацетилхолина и др., уменьшают возбудимость миокарда. Магний является вторым по распространенности в межклеточной жидкости катионом. Ионы магния стимулируют активность многих ферментов и играют важную роль в процессах передачи  нервных импульсов и возбудимости мышечных клеток. 
Содержание ионов К+, Мg2+ и аспарагинат-иона в препаратах строго контролируется. Определение катионов проводится методом пламенной фотометрии. Для количественного определения апарагиновой кислоты, сорбита и посторонних примесей в препарате разработан метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. Метод позволяет проводить определение подлинности препарата, с высокой точностью определять количественно содержание аспарагиновой кислоты и сорбита, контролировать содержание посторонних примесей.

Разработаны временные фармакопейные статьи (ВФС), инструкции по применению препаратов, регламенты на их производство. Анализ выпущенных серий в Республиканской контрольно-аналитической лаборатории МЗ РБ и НИИСГ показал воспроизводимость методов, заложенных в ВФС и соответствие выпущенных серий нормативной документации.

В настоящее время в соответствии с решением фармакологического комитета Министерства здравоохранения РБ проводятся сравнительные клинические испытания препаратов.   

Л.М. Петрунь, М.Ф. Гулый
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Влияние избытка метионина на структуру глобина петухов в условиях безбелкового питания

Изучали влияние избытка D,L-метионина на структуру глобина петухов на фоне безбелкового рациона. Установлено, что 5% избыток D,L–метионина в рационе птицы вызывает достоверные изменения в структуре глобина. Определение аминокислотного состава препарата показало снижение лизина на 21%, а аргинина на 25,6%. Сниженное содержание аргинина удерживалось до конца эксперимента. Проведенные исследования по определению изоэлектрической точки глобина подтвердили наблюдаемые изменения. Полученные результаты дают возможность считать, что аминокислоты выполняют не только субстратную, но и регуляторную роль в процессе биосинтеза белка. 

L.M.Petrun, M.F.Guly

The A.V.Palladin Institute of Biochemistry, Ukrainian National Academy of Sciences, Kiev

Effect of D,L-methionine surplus on structure of cock globin under conditions of protein-free nutrition

D,L-Methionine excess effect on the rooster globin structure under protein deficient feeding was estimated. 5% excess of D,L–methionine in the fooder was found to produce some reliable changes in globin structure. Thus, lysine level decrease by 21%, while arginin – by 25,6%. Arginine decreased content remained unchanged till the end of experiment. The experiments conducted on estimation of isoelectrical point of globin confirmed the changes observed earlier. 

The results obtained give a possibility to hypothesize that amino acids play not only a substrate but a regulative role in the process of protein biosynthes.

Т.Н. Печенова, Т.Т. Володина, Л.Б. Бондаренко, 
Н.Д. Дзвонкевич, М.П. Мясникова

Институт биохимии им. А.В.Палладина НАН Украины

Коррекция пула свободных аминокислот в селезенке и сыворотке крови мышей высоколейкозной линии АКР-50

Аминокислоты, являющиеся низкомолекулярными  биорегуляторами метаболических процессов в организме, могут использоваться в качестве коррегирующих средств при нарушениях обмена веществ при различных патологиях, в том числе и  лейкозе.  Эксперименты, проводились на мышах  линии АКР-50 на различных стадиях развития лейкоза. Содержание свободных аминокислот определяли на аминокислотном анализаторе ААА‑888. Результаты исследования показали, что в развернутой фазе лейкоза (9 мес.) количество свободных аминокислот в сыворотке крови  экспериментальных животных резко увеличивается. В целом, их сумма возрастает в 2,5 раза, а некоторых из них, таких  как лизин, аргинин, серин и глутаминовая к-та – 3–4-х кратно. На фоне резкого количественного прироста большинства  аминокислот, отмечен относительный дефицит глицина, аланина и оксипролина, т.е именно тех аминокислот которые занимают особое положение в коллагеновых структурах живого организма – внеклеточного матрикса любого типа тканей. Суммарное содержание  аминокислот в пуле селезенки также возрастает в 1,5 раза, а лиз, арг, сер, про, ала, цис, мет, лей, тир – в 2–3 раза.

Дефицит глицина, выявленный на стадии развернутого лейкоза способен привести к серьезным нарушениям метаболических процессов, т.к. в организме именно эта аминокислота участвует в десятках самых различных звеньях биологической цепи, необходимых для синтеза многих физиологически-активных веществ, в том числе и белков. Мы обнаружили, что использование глицина, в качестве добавки к рациону мышей АКР–50 на стадии развернутого лейкоза в значительной степени нормализует обмен веществ. При этом, ликвидация дефицита глицина приводит к нормализации пула свободных аминокислот не только селезенки, но и сыворотки крови и продлению жизни мышей на 30%. На основании вышеизложенного предлагается использовать глицин в качестве коррегирующего средства. На базе проведенных экспериментов разработан препарат Корректин, способный нормализовать костные нарушения при лейкемии у детей. 

T.N. Pechenova, T.T. Volodina, L.B. Bondarenko, 
N.D. Dzvonkevich, M.P. Myasnikova 

The A.V.Palladin Institute of Biochemistry, Ukrainian National Academy of Sciences, Kiev

Highly leucosis mice AKR-50 spleen and serum pools of free amino acids correction with glycine

Amino acids, which are low weight bioregulators of metabolic process in organism coold be used also as correcting agent for metabolic disturbances at different pathologies (including leucosis).  Experiments have been carried out on mice of highly leucosis line AKR-50 at different stages of disease development investigations of pool of free amino acids have been carried out with amino acid analysator AAA-881. It has been shown that experimental animals at stage of full leucosis have greatly changed serum pool of free amino acids increased 2,5 times, while contents of some amino acids (Lys, Arg, Ser, Pro, Ala, Cys, Met, Ley, Tyr) – 2–3 times. Thus, in serum pool contents of the majority of amino acids with exeption of glycine, alanine and hydroxy-proline increased. These amino acids were in deficite.  Glycine deficite which was established at the stage of full leucosis could cause serious disturbances in metabolic processes as this amino acid in organism apart from protein synthesis was included into many different reaction of physiologically active compounds synthesis. Load of glycine for mice AKR-50 at the stage of full leucosis liquidated its deficite and essentially normalised metabolism. Glycine introduction into experimental animals diet as correcting factor caused normalisation of spleen and serum pools of free amino acids and prolongation of mice life to 30%. At the base of these experiments was created preparation ‘Korectin’, which could normalise bone disturbances of children with leucemia.

М.В. Пивоварчик, В.П. Гриневич 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно 

Действие D-фенилаланина на обмен дофамина в стриатуме и гипоталамусе крыс

D-фенилаланин, обладая положительными фармакологическими свойствами (отсутствие привыкания к нему и способность проникать через гематоэнцефалический барьер) применяется в медицине в качестве обезболивающего (Ninomiya Y., 1990) и  антинаркотического средства (Blum K., 1988), а также как антидепрессант  при лечении психических заболеваний (Ehrenpreis S., 1982). Однако механизм его действия на ЦНС не изучен. 

Целью данного исследования явилось изучение влияния D‑фенилаланина на обмен дофамина (ДА) в стриатуме и гипоталамусе крыс. Эксперименты выполняли на беспородных крысах-самцах массой 180–200 г. D-фенилаланин (250 мг/кг внутрибрюшинно) вводили  на 1, 6 и 12 часов. Уровень ДА и метаболитов измеряли при помощи высокоэффективного жидкостного хроматографа “Уотерс-206 ” с электрохимической детекцией.

Введение D-фенилаланина вызвало увеличение в стриатуме уровня  тирозина на 250% через 1 час и  на 332% через 6 часов. Изменения в содержании предшественника ДА сопровождались усилением метаболизма ДА через 6 часов, которое выразилось в увеличении  уровня 3‑метокситирамина (3–МТ) на 91% и гомованилиновой кислоты (ГВК) на  188%, а ДА на 48%. В гипоталамусе при увеличении уровня тирозина на 217% через 1 час и на 106% через 6 часов после введения препарата изменений в содержании ГВК,  ДА и дигидроксифенилуксусной кислоты не произошло. Через 12 часов после введения D–фенилаланина изменений в изученных параметрах обмена ДА не зафиксировано. 

Одним из механизмов действия D–фенилаланина на дофаминэргическую систему гипоталамуса может быть известное из литературы уменьшение скорости тирозингидроксилазной реакции (Юматов Е.А., 1991). Однако  снижение скорости этого фермента должно сопровождаться уменьшением синтеза ДА. Отсутствие изменений в содержании нейромедиатора в гипоталамусе после введения D–фенилаланина на фоне увеличения уровня тирозина позволяет предположить, что этот препарат может также обладать ингибирующим действием на ферменты распада ДА.

Обнаруженное увеличение содержания ГВК в стриатуме свидетельствует об усилении синаптического выброса ДА в этой структуре мозга под действием D–фенилаланина, что подтверждается также увеличением уровня 3–МТ. Повышение уровня ДА в стриатуме может быть опосредовано обнаруженным нами ранее активирующим действием D–фенилаланина на (‑опиоидные рецепторы среднего мозга (Пивоварчик М., 1999), которые осуществляют контроль за уровнем ДА в стриатуме (Di Chiara G., 1998).

Таким образом, действие D–фенилаланина на обмен ДА в отдельных структурах мозга опосредуется, по-видимому, разными механизмами, которые могут включать как ингибирование ферментов синтеза и распада ДА (в гипоталамусе), так и активацию системы контроля за уровнем нейромедиатора со стороны опиоидных рецепторов (в стриатуме).   
В.К. Поздеев 

НИИ Гриппа РАМН, Санкт-Петербург

Функция медиаторных систем головного мозга при передозировках дифенилгидантоина

Дифенилгидантоин (ДФГ, фенитоин, дифенин) является одним из основных противосудорожных препаратов, используемых для лечения больных эпилепсией. Клинический эффект и влияние его на медиаторные системы зависит в значительной степени от дозы. Исследованию подвергался головной мозг крыс-самцов. ДФГ (Sodium diphenilhydantoin, Parke-Devis, USA) вводился внутрибрюшинно. Приведенные отклонения от контроля достоверны для уровня значимости p<0.05. 

При однократном введении очень высокой дозы ДФГ (125 мкг/кг) через 5 мин крысы становились вялыми, дремлющими, реакция на укол сохранялась. В течение 30 мин эффект был максимальным, затем поведение крыс нормализовалось. В этот период в ткани целого мозга концентрации увеличивались: ГАМК на 55%, Гли на 21%, Тау на 40%, активность L-глутаматдекарбоксилазы (ГДК) повышалась на 54%, ГАМК-Т на 83%. В больших полушариях уровни серотонина и 5-оксииндолилуксусной (5-ОИУК) кислоты повышались на 25 и 27%, уровень гомованилиновой кислоты снизился на 73,7%. Уровни Глу, Асп не изменились. То есть кругооборот тормозных медиаторов и, прежде всего, ГАМК увеличился. При хроническом введении высокой дозы ДФГ – 2 раза в сутки (в 9.00 и 21.00) по 75 мг/кг в течение 3 дней крысы разделились на 2  группы. В первую вошли крысы относительно хорошо переносившие эту схему лечения – у них двигательная активность снижалась на 5 минут, затем  нормализовалась. Это происходило на фоне повышения  уровней  в ткани мозга Гли на 38 %, Тау на 54%, Глу на 18%, Глн на 116%, Асп на 28%, концентрация Асн снизилась на 89%, активность ГДК снизилась  на 14%, а ГАМК–Т на 6%. Уровень Мет снизился на  20%, а ЦИСК – в 3,9 раза. Резко снизились концентрации Фен, Тир, Лей (на 81, 95, 93% соответственно). Во вторую группу вошли крысы, у которых после третьей инъекции развивалось состояние интоксикации похожее на эпилептический припадок: атаксия, голова и лапки подергивались (движения похожие на тонико-клонические судороги), через 3-5 минут наступал глубокий сон, который длился 15-20 минут. У этой группы крыс нейрохимическое  отличие от предыдущей состояло, прежде всего, в резком снижении концентрации Тау (на 53%), вероятно вследствие ингибирования его синтеза так как  повысились уровни Мет на 93%, ЦИСК – в 3,3 раза. Кругооборот серотонинергической медиации возрос (концентрация серотонина выше фона на 28%, 5-ОИУК на 51%) Уровень Гли повысился на 29%, ГАМК – на 11%, активность ГДК и особенно ГАМК-Т резко снизилась (на 22 и 59,4% соответственно). Последнее говорит о существенном ингибировании ГАМК-ергической медиации. Концентрации Глу повысилась на 20%, Асп – осталась на уровне фона. Количество продуктов их амидирования (Глн и Асн) снизилось на 73 и 76%, что позволяет предполагать нарушение инактивации возбуждающих медиаторов. 

Таким образом, представленные данные позволяют  сформулировать положение, что передозировки ДФГ при лечении эпилептической болезни могут приводить к усилению эпилептиформной активности мозга  вследствие  угнетения тормозных медиаторных систем (ГАМК, Гли), синтеза Тау  и нарушения инактивации возбуждающих медиаторов (Глу, Асп) в результате чего создаются условия преобладания их функции.  

V.K. Pozdeev

Influenza Research Institute, Saint-Petersburg

Brain mediator systems functioning in rats with diphenylhydantoin overdose

Diphenylhydantoin (DPH) (phenytoin, diphenin) is one of the principal antispasmodic drugs used for epilepsy treatment. Clinical effectiveness and its influence on the mediator systems are strongly dose-dependent. In this study the brain of male rats was investigated. DPH (sodium salt, Parke-Devis) was injected intraperitoneally. All differences are significant at p<0.05. 5 minutes after single administration of very high DPH dose (125 mg/kg) rats became limp and still suffered from injection procedure. The effect was maximal during 30 minutes after injection and than the behavior of rats normalized. At this period of time the concentrations of GABA, Gly and Tau in the whole brain increased at 55%, 21% and 40% respectively. The activities of glutamate decarboxylase (GDC) and GABA transferase (GABA-T) increased at 54% and 83% respectively. The levels of 5-hydroxytriptamine and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) in the main lobes increased at 25% and 27% respectively. Homovanillic acid level decreased at 74%. The levels of Glu and Asp remained unchanged. As a whole the turnover of inhibitory mediators (particularly GABA) increased. In experiment with chronic administration of high dose of DPH (75 mg/kg, 2 times per day at 9.00 and 21.00 for 3 days) rats were divided into 2 groups. The fist group contained rats that tolerated such treatment easily. Their activity decreased for 5 minutes and than normalized. This is accompanied by the increase in the brain levels of Gly at 38%, Tau at 54%, Glu at 18%, Gln at 116% and Asp at 28%. The concentration of Asn, GDC activity and GABA-T activity decreased at 89%, 14% and 6% respectively. The level of Met decreased at 20% and cysteic acid at 3.9 times. The significant concentration decrease was found for Phe, Thr and Leu (at 80%, 95% and 93% respectively). In the second group the rats suffering from intoxication after third injection were included. This intoxication appeared like epileptic attack: ataxia, head and pads twitches (resembling tonico-clonic convulsions). The deep sleep began 3-5 minutes later and it lasted for 15-20 minutes. This group of rats had the following neurochemical differences from the first group: significant decrease of Tau concentration (at 53 %) probably as a consequence of its synthesis inhibition (because the levels of Met and cysteic acid decreased at 93% and 3,3 times respectively). 5-hydroxytriptamine turnover increased (the concentrations of 5-hydroxytriptamine and 5-HIAA were higher at 28% and 51% respectively). Levels of Gly increased at 29%, GABA – at 11%. The activities of GDC and GABA-T markedly decreased (at 22% and 59% respectively). The latter fact indicates a significant inhibition of GABAergic mediation. The concentration of Glu increased at 20%, but Asp content remained unchanged. The content of these amino acids amidation products (Gln and Asn) decreased at 73% and 76% that allows to suggest the disturbance of excitatory amino acids inactivation.
On the basis of data presented in this thesis we formulate the statement that DPH overdose in the epilepsy treatment could aggravate brain epileptic activity due to suppression of inhibitory mediator systems (GABA, Gly), Tau synthesis and disturbance of excitatory amino acids (Asp, Glu) inactivation causing their hyperfunction.

Д.М. Попутников 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Участие центральных НМДА рецепторов в регуляции частоты сердечных сокращений у крыс при гипотермии: роль блуждающего нерва

Понижение температуры тела вызывает заметную дезинтеграцию в работе экстракардиальных механизмов. Наглядным подтверждением является резкое нарушение эффективности симпатической регуляции, а также выраженное нарушение вагусного тонуса (Покровский В.М. и др. 1984).

НМДА рецепторы являются основной группой среди возбуждающих глутаматных рецепторов центральной нервной системы позвоночных (Honore T., 1989). Глутамат считается основным возбуждающим медиатором в большинстве областей мозга и принимает участие в регуляции деятельности сердечно-сосудистой системы (Раевский К.С. и др., 1986).

Целью настоящего исследования явилось изучение участия центральных НМДА рецепторов в регуляции частоты сердечных сокращений в условиях гипотермии, а также выяснение роли блуждающего нерва в этих условиях.

Исследование проведено на крысах (n=24) линии Wistar (250-300 г.) под уретан-нембуталовым наркозом (670 мг/кг и 55 мг/кг, соответственно). Н‑метил-Д-аспартат (НМДА) вводился в дозе 0,5 мкг в третий желудочек мозга в объеме 3 мкл через предварительно имплантированные стальные канюли. Билатеральную ваготомию производили на уровне шеи за 60 мин до начала эксперимента. Частота сердечных сокращений (ЧСС) оценивалась по данным электрокардиографии (II стандартное отведение). Ректальная температура поддерживалась на уровне 29,5±0,5°С с помощью пакетов со льдом.

В контрольной группе животных введение растворителя достоверно не изменяло ЧСС. У животных, которым вводили НМДА, ЧСС статистически значимо снижалось со 2-ой по 8-ю минуту эксперимента (с 258,1±3,7 уд/мин до 188,5±10,4 уд/мин). Перерезка блуждающих нервов предотвращала реакцию урежения сердечного ритма в ответ на внутрижелудочковое действие НМДА.

Недавно нами получены данные, свидетельствующие о том, что центральное действие бикукуллина (БК) проявляется схожими изменениями ЧСС в условиях гипотермии (Poputnikov D.M. et al., 1999; Попутников Д.М., Гурин А.В., 1999). 

Анализ этих данных позволяет сделать предположение об участии структур, отвечающих за контроль парасимпатических влияний на сердце, включающих центральные ГАМК-ергические механизмы. Вероятно, при действии на организм низких температур окружающей среды их влияние на ЧСС осуществляется в значительной степени через блуждающий нерв.

Одной из возможных структур, где реализуется действие НМДА и БК может быть дорзомедиальное ядро гипоталамуса, поскольку многочисленные литературные данные указывают на роль этой структуры в регуляции ЧСС (Soltis R.P. et al., 1991, 1992; De Novellis V. et al., 1995). 
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2Гродненский государственный медицинский университет

Влияние поли(2-аминодисульфид-4-нитрофенола) на  каталитическую активность и стабильность каталаз печени быка и дрожжей Рichia pastoris
Композиции, содержащие ферменты антиоксидантного комплекса (каталазу, супероксиддисмутазу, глутатион-пероксидазу) и синтетические биоантиоксиданты (полидисульфиды, замещенные пирокатехины), могут эффективно защищать клетки и ткани от их повреждения свободными радикалами благодаря совместной дезактивации активных форм кислорода. Низкомолекулярные антиоксиданты могут стабилизировать ферменты антиоксидантного комплекса. Мы изучили влияние антиоксиданта нового поколения – поли(2-аминодисульфид-4-нитрофенола) (поли(АДСНФ) на каталитические свойства каталаз печени быка (КАТ) и дрожжей Р. pastoris (КАТрр) при циклическом разложении Н2О2 в разных условиях.

В первом цикле КАТ полностью разлагала Н2О2 (50 мМ) в фосфатном буфере, рН 7,4 и обеспечила разложение ~6,2% субстрата во втором цикле. В этих же условиях в первом цикле КАТРР превращала лишь 57,7% Н2О2. В присутствии поли(АДСНФ) конверсия Н2О2 увеличилась в 1,2 раза, в то время как в случае КАТ поли(АДСНФ) в 1,2 раза снизил количество превращенного Н2О2. В фосфатном буфере, рН 7,4 поли(АДСНФ) плохо взаимодействовал с КАТ, поэтому в присутствии антиоксиданта и без него эффективные константы скорости инактивации фермента в ходе каталитического процесса (kин) были близки. 

КАТРР практически не разлагала Н2О2 в дистиллированной воде: конверсия Н2О2 едва достигала 1%. Добавление в раствор поли(АДСНФ) не увеличило глубину превращения Н2О2. КАТ в дистиллированной воде много продуктивнее КАТРР и в первом цикле обеспечила превращение 32,5% Н2О2. Введение в среду реакции поли(АДСНФ) снизило конверсию Н2О2 до 9,2% и существенно увеличило инактивацию фермента в ходе каталитического процесса.

Присутствие в реакционной среде комплекса сывороточного альбумина человека (САЧ) с поли(АДСНФ), содержавшего ~8 прочно связанных с белком молекул полидисульфида, увеличило конверсию Н2О2 в воде в первом цикле с участием КАТ в 6,4 раза по сравнению с системой, содержавшей свободный поли(АДСНФ). Комплекс САЧ-поли(АДСНФ) благоприятно влиял и на функциональную стабильность фермента. Если в дистиллированной воде 20 мкМ поли(АДСНФ) вызывал уменьшение операционной стабильности КАТ в ~2,4 раза по сравнению с системой без полидисульфида (kин = 4,5(10-3 с-1), то в присутствии САЧ-поли(АДСНФ) операционная стабильность фермента увеличилась трехкратно (1,5(10-3 с-1), а эффективность взаимодействия Комплекса I каталазы со второй молекулой Н2О2 в 6,6 раза.

Авторы благодарят Ю.П. Лосева (БГУ, Минск) за предоставление поли(АДСНФ).
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Influence of polydisulfide 2-amino-4-nitrophenol on catalytic activity and stability of catalases from bovine liver  and yeast Pichia pastoris
The compositions containing antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, gluthatione-peroxidase) and synthetic antioxidants (polydisulfides, substituted pyrocatechols), can effectively protect cells and tissues from their damage by free radicals due to joint desactivation of the oxygen active forms. Low-molecular antioxidants can stabilize enzymes of antioxidant complex. We have studied influence of new antioxidant  polydisulfide(2-amino-4-nitrophenol) (polyDSANP) on catalytic activity of catalases from bovine liver (CAT) and yeast Р. pastoris (CATрр) in cyclic decomposition of Н2О2 in various conditions.

In the first cycle CAT completely decomposed Н2О2 (50 mM) in phosphate buffer, рН 7,4 and converted ~6,2% substrate in the second cycle. Under same conditions, in the first cycle CATpp transformed only 57,7% Н2О2. In the presence of polyDSANP, the Н2О2 conversion increased in 1,2-fold, while in a case CAT the transformed Н2О2 has decreased 1,2-fold. In the phosphate buffer, рН 7,4 polyDSANP is badly cooperated with CAT, therefore in the presence of antioxidant and without it the effective first-order rate constants for enzyme in a course of catalytic of process (kin) were close. 

CATpp practically did not decompose Н2О2 in distilled water: the conversion of the Н2О2 hardly reached 1 %. The addition in a solution of polyDSANP has not increased depth of the Н2О2 transformation. In distilled water CAT is much more productive as CATpp and in the first cycle has ensured transformation 32,5% Н2О2. The introduction in the reaction medium of polyDSANP has decreased the Н2О2 conversion up to 9,2% and essentially increased the enzyme inactivation in a course catalytic process.

A presence in reaction medium of the complex of the human serum albumin (HSA) with polyDSANP, containing ~8 molecules of strongly connected to protein polydisulfide, increased Н2О2 conversion in water in the first cycle with participation CAT 6,4-fold as compared with system containing the free polyDSANP. The complex HSA-polyDSANP favorably influenced on operative stability of enzyme. Whereas in distilled water 20 (M of the polyDSANP decreased the operational stability of CAT ~2,4-fold as compared with a system without polydisulfide (kin = 4,5(10-3 с-1), in the presence of the HSA-polyDSANP the enzyme operational stability increased 3-fold (kin = 1,5(10-3 с-1), and the rate of the catalase Complex I interaction with the second Н2О2 molecule — 6,6-fold.

The authors are grateful to Dr Yu.P. Losev (Belorussian State University) for kindly providing samples of polydisulfides.
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Влияние однократного гамма-облучения на содержание свободных аминокислот в крови

Одним из ведущих метаболических нарушений после воздействия ионизирующего излучения являются изменения обмена аминокислот. Тем не менее, не все особенности этого процесса изучены. 

В опытах на 50 белых крысах показано, что однократное гамма-облучение крыс в дозе 4 Гр вызывает спустя 3-е суток снижение в 1,8 раза содержания в крови аргинина и в 1,3 раза - лизина, тирозина и фенилаланина. Концентрация гистидина, серина, глутаминовой кислоты, глицина, аланина, валина и изолейцина повышалась. Особенно значимым был рост количества гистидина (повышение в 4,8 раза), аланина и глутаминовой кислоты (в 2,4–2,5 раза). Повышение содержания остальных аминокислот составляло, в среднем, 1,6–1,9 раза. 

Количество гистидина достигало своего максимального уровня на 5-е сутки (повышение в 6,1 раза). Аналогичная закономерность характерна и для серина, глутаминовой кислоты, глицина, аланина, валина и изолейцина. Повышение их количества было не столь значительным, как у гистидина. И составляло, в среднем, 1,8-2,9 раза. В сравнении с 3-и сутками эти изменения были на 37% более значительным. Впервые был выявлен рост в 1,9 раза количества лейцина. По-прежнему низким оставалось содержание аргинина. 

Количество его возросло в 1,3 раза к 7-у дню опытов. Аналогичным был также рост концентрации лизина и метионина. Более высоким (в 2.3–2.7 раза) было увеличение содержания гистидина и изолейцина. Количество аспарагиновой кислоты, треонина, серина, тирозина и фенилаланина уменьшалось в 1,5–2,8раза. 

Спустя 10 суток количество их оставалось низким, особенно аспарагиновой кислоты, и высоким – лизина, гистидина и изолейцина. Концентрация пролина и глицина при этом увеличивалась в 1,4 и 1,2 раза, соответственно. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о выраженных нарушениях под влиянием ионизирующей радиации метаболизма аминокислот. Изменения, как правило, касаются таких незаменимых аминокислот, как гистидин, изолейцин, фенилаланин и лизин. При этом в большей мере страдает образование циклических аминокислот (гистидин, тирозин, фенилаланин).
I.V. Rolevich 

Institute of radio-ecological problems NAS, Belarus 

Influence of single gamma-irradiation on free plasma amino acids

Changes in amino acids metabolism are leading metabolic disturbances caused by ionizing radiation exposure. Nevertheless peculiarities of this process are studied insufficiently. 

The experiments on 50 white male rats demonstrated that in 3 days single gamma-irradiation in dose 4 Gy plasma caused the reduce in content of Arg in 1,8 times, in contents of Lys, Tyr and Phe – in 1,3 times.  Concentrations of His, Ser, Glu, Gly, Ala, Val and Ile raised up. Increase of His content was particularly considerable (in 4,8 times). Quantity of Ala and Glu raised in 2,4-2,5 times. Contents of the other amino acids raised on the average  in 1,6–1,9 times. 

Quantity of His reached maximum level in 5 days (increase in 6,1 times). Similar conformity was characteristic for concentrations of Ser, Glu, Gly, Ala, Val and Ile. But the increase in the latter was not so significant as in His, and on average it reached 1,8-2,9 times. Compared to the 3 days increase those changes were 37% higher. For the first time it was revealed that content of Leu raised in 1,9 times. As before concentration of Arg was low.

In 7 days content of Arg raised in 1,3 times.  Concentrations of Lys and Met raised similarly. Quantities of His and Ile raised higher (in 2,3–2,7 times). Quantities of Asp, Tre, Ser, Tyr and Phe decreased in 1,5–2,8 times.

In 10 days their content remained low, especially of Asp and was high  for Lys, His, and Ile. Concentration of Pro and Gly increased in 1,4 and 1,2 times, accordingly.

So, the data received reveal that amino acids metabolism is considerably disturbed by ionizing radiation exposure. As a rule, changes occurred in such irreplaceable amino acids as His, Ile, Phe and Lys. In this case, the formation of cyclic amino acids is greatly violated (His, Tyr, Phe).

В.М. Рубахова 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Влияние АТФ на висцеральные нервные проводники

Известно, что химические агенты, применяемые для воздействия на те или иные интероцептивные зоны, оказывают влияние не только на рецепторы, но и на чувствительные и двигательные нервные волокна. Дозы используемых при этом соединений отличаются большим разнообразием. Для исследования рецепторной функции  требуется подобрать такие дозировки веществ, которые, действуя на рецепторные приборы, не оказывали бы влияния на проводники. 

Вегетативные ганглии содержат наряду с чувствительными  окончаниями и транзитные системы волокон, в том числе и афферентные. Поэтому для изучения действия АТФ на сенсорные аппараты ганглиев каудального брыжеечного сплетения (ГКБС) следовало выяснить, как действует указанный агент на нервные волокна.

В процессе опыта отпрепарированные поясничные чревные нервы ГКБС кошки после снятия с них эпиневральной оболочки помещали в камеру с проточным  оксигенированным раствором  Рингер–Локка. АТФ в исследуемой концентрации находилась в миниатюрной чашечке, куда погружали центральный участок нерва. Дистальные концы располагали на электродах. Оценка стимулирующего эффекта велась по появлению в нервах электрической активности, а угнетающего – по изменению компонентов сложных ответов на одиночное супрамаксимальное раздражение. В контроле все составные элементы сложного потенциала действия удерживались на исходном уровне в течение 25–30 мин. Наблюдение велось 10 мин. Этот период значительно превышает  время контакта фармакологических агентов со структурными элементами, в том числе и с транзитными проводниками ганглиев.

Наблюдения показали, что в определенных концентрациях АТФ может нарушать проведение возбуждения по нервным волокнам. Препарат в разведении 10-2г/мл в 9 из 22 проб полностью, а в 9 других – частично подавлял амплитуду потенциалов действия, вызванных одиночным раздражением нервов. АТФ в концентрации 10-3г/мл приводила к развитию блока всего  в 2 из 17 проб, а 10 –4г/мл – во всех 10 случаях ее применения не вызывала видимых изменений. Что касается стимулирующих влияний препарата,  то они не были отмечены  ни в одной из 24 проб при использовании растворов 10-2–10-3 г/мл.

Следовательно, проведенные эксперименты позволили выяснить, что АТФ в концентрации 10-4г/мл перестает оказывать влияние на функциональное состояние нервных волокон в режиме 10-минутной экспозиции. Поэтому можно полагать, что если на введение в ганглий этого вещества в указанном и еще больших разведениях будут возникать изменения электрической активности в поясничных чревных нервах, то их логично связать с реакцией внутриузловых рецепторов.

Е.В. Сколыш, А.Б. Кузьмич, Е.М. Дорошенко, 
А.Г. Мойсеёнок, П.С. Пронько 
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Влияние аминокислот, пантенола и карнитина на острую токсичность этанола и ацетальдегида

Злоупотребление алкоголем и алкоголизм остаются актуальной проблемой для общества и здравоохранения. Совершенствование лекарственной терапии алкоголизма и сопутствующих заболеваний требует изыскания и разработки новых, более эффективных и в то же время малотоксичных средств метаболического действия для профилактики и лечения данных заболеваний. Этим требованиям отвечают препараты, созданные на основе витаминов и аминокислот, способные уменьшать токсические эффекты этанола.

Мы изучали влияние композиций аминокислот, обладающих гепатопротекторным действием, таких как тавамин в дозах 100 и 250 мг/кг и тривамин (250мг/кг), а также аспарагиновой кислоты (100мг/кг), пантенола (200 мг/кг), карнитина (200 мг/кг) и смеси пантенола и карнитина в отношении 1:1 (200 мг/кг) на острую токсичность этанола и ацетальдегида.

В эксперименте использовали белых крыс самок. При определении влияния данных препаратов на острую токсичность этанола их вводили внутрибрюшинно за 30 минут до внутрижелудочного введения 50% раствора этанола в дозе 13,8 г/кг. Для определения влияния тех же препаратов на острую токсичность ацетальдегида их вводили внутрижелудочно за 30 минут до внутрибрюшинного введения 2,5% раствора ацетальдегида в дозе 450 мг/кг. Контрольные животные вместо препаратов получали 0.9% раствор хлорида натрия.

При введении этанола в контрольной группе от дозы 13,8 г/кг погибло 40% животных. Тавамин в дозе 100 мг/кг, тривамин, смесь пантенола и карнитина не изменяли острую токсичность этанола. Тавамин в дозе 250 мг/кг и пантенол увеличили смертность животных с 40% до 60%. В группах животных, получивших аспарагиновую кислоту и карнитин, смертность снизилась на 30% и 20%, соответственно.

В опыте с ацетальдегидом  в контроле погибло 37.5% животных. Тавамин в обеих дозах и пантенол не влияли на острую токсичность ацетальдегида, тогда как аспарагиновая кислота, карнитин, смесь карнитина и пантенола, тривамин увеличили смертность животных до 75%.

Таким образом, острая токсичность этанола снижается при введении аспарагиновой кислоты и карнитина, механизм их действия требует дальнейшего изучения. Полученные результаты указывает на перспективность поиска препаратов, снижающих острую токсичность этанола, среди аминокислот и их производных.

E.V. Skolysh, A.B. Kuzmich, E.M. Doroshenko, A.G. Moiseenok, P.S. Pronko 

Institute of Biochemistry NAS, Grodno, Belarus
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Effect of amino acids, panthenol and carnitine on acute toxicity of ethanol and acetaldehyde

Alcohol abuse and alcoholism still remain to be a topical problem. An improvement in drug therapy of alcoholism and concomitant diseases requires search for and design of novel, more efficient and at the same time low toxic agents with a metabolic effect for prevention and treatment of these diseases. Drugs designed on the basis of vitamins and amino acids and capable of decreasing toxic effects of ethanol meet these requirements.

We studied the effect of amino acid compositions having a hepatoprotective effect, such as tavamine (100 and 250 mg/kg) and trivamine (250 mg/kg) as well as aspartic acid (100mg/kg), panthenol (200 mg/kg), carnitine (200 mg/kg) and a mixture of panthenol and carnitine in the ratio of 1:1 (200 mg/kg) on acute toxicity of ethanol and acetaldehyde.

Female albino rats were used in the experiment. In determining the effect of the above drugs on acute ethanol toxicity they were administered intraperitoneally 30 min before the intragastric administration of 50% ethanol solution at a dose of 13.8 g/kg. To determine their effect on acute acetaldehyde toxicity, the same drugs were administered intragastrically 30 min before the intraperitoneal administration of 2.5% acetaldehyde solution at a dose of 450 mg/kg.  The control animals received 0.9% solution of sodium chloride instead of the drugs.

When the 13.8 g/kg dose of ethanol was administered to the control group, 40% of the animals died.  Tavamine at a dose of 100 mg/kg, trivamine, and the panthenol and carnitine mixture unchanged the acute toxicity of ethanol, whereas aspartic acid, carnitine, the panthenol and carnitine mixture and trivamine increased the death rate of the animals to 75%.

In the acetaldehyde experiment 37.5% of control animals died. Tavamine at both doses and panthenol did not affect acute acetaldehyde toxicity, whereas aspartic acid, carnitine, the carnitine and panthenol mixture and trivamine increase the animal death rate to 75%.

Therefore the acute toxicity of ethanol decreased on administration of aspartic acid and carnitine and the mechanism of their action calls for further investigation. The results obtained hold promise for searching drugs that decrease acute ethanol toxicity among amino acids and derivatives.

В.С. Слышенков, С.Н. Кирко, А. А. Шевалье, А.В. Лиопо

Институт биохимии НАН Беларуси, БЛК 50, 23009 Гродно, Беларусь.

Эффект L-метионина в условиях воздействия ацетальдегида на мембраны нервных окончаний 

В функционировании нервной клетки биологическая мембрана играет  важную роль, участвуя в механизмах рецепторной и ферментативной активности, ионном транспорте. В то же время, ацетальдегид (АСА) – первый метаболит этанола, нарушает функции мембран, образуя с ее компонентами комплексы.

Целью работы явилось исследование воздействия ацетальдегида на состояние мембран изолированных нервных окончаний (синаптосом) и определение возможных защитных свойств аминокислоты L–метионина в этих условиях. 

Работа проводилась in vitro. Синаптосомы сразу после получения по методу (Weiler и сотрудники) подвергались воздействию ацетальдегида в диапазоне концентраций 5 мкМ – 50 мМ в течение 5 минут при температуре 37(С. В серии проб при той же температуре предварительно проводили тридцатиминутную преинкубацию синаптосом с L–метионином. Активность (Na+, K+) ATФазы определяли по наработке неорганического фосфата после добавления АТФ. В каждой пробе контролировалось неферментативное  действие АСА на добавленный субстрат. 

Обнаружено, что рост связывания альдегида отмытыми мембранами нервных окончаний происходит до концентраций 50–100 мкМ, а избыточный АСА может оказывать прямое воздействие на состояние мембраносвязанных ферментов. Найдено, что АСА в концентрации до 2,5 мМ обратимо модифицирует мембрану синаптосом, хотя при дальнейшем увеличении  содержания альдегида наблюдается её разрушение.

Показано, что фермент (Na+, K+) ATФаза повышает свою активность с ростом концентрации АСА до 0,1 мМ, а при ее дальнейшим увеличении активность фермента падает. Второй пик активности наблюдается при 10 мМ альдегиде. Преинкубация синаптосом с L–метионином в условиях воздействия ацетальдегида достоверно стабилизировала активность фермента. Одновременно нами показано, что действие на синаптосомы АСА в концентрациях до 0,3 мМ увеличивает в них уровень общего глутатиона, однако при дальнейшим росте содержания альдегида наблюдается достоверное уменьшение восстановленного глутатиона. 

Таким образом, преинкубация синаптосом с L–метионином стабилизирует активность изучаемого фермента, что связано со способностью этого соединения поддерживать пул глутатиона.

V.S. Slyshenkov, S.N. Kirko, A.A. Shevalye, A.V. Liopo

Institute of Biochemistry NAS of Belarus, Grodno, Belarus

Effect of L-methionine under conditions of influence of acetaldehyde on membranes of isolated nerve endings  

The biological membrane plays an important role in the functioning of nervous cells, participating in the mechanisms of receptor and enzymatic activities and ion transport. At the same time, acetaldehyde (ACA), the first ethanol metabolite, breaks down the function of membranes, forming complexes with their components.

The purpose of the work was to study the effect of acetaldehyde on the state of membranes of isolated nerve endings (synaptosomes) and to determine the possible protective properties of L– methionine amino acid under these conditions. 

The work was carried out in vitro. Synaptosomes were exposed to acetaldehyde at a concentration range of 5 microM - 50 mM at 37 (C within 5 minutes immediately after the production by the method of Weiler. The 30 minutes preincubation of synaptosomes with L– methionine at the same temperature had been carried out previously in a series of samples. The activity of (Na+, K+) ATPase was determined on the formation of inorganic phosphate after addition of ATP. The non enzymatic action of ACA on the substrate added was detected in each test. 

It was found, that the rise in binding of aldehyde by the washed membranes of the nerve endings occurred at ACA concentrations of 50 –100 microM, and excess ACA could influence directly on the state of membrane bound enzymes. It was detected, that  АСА at a concentration of up to 2,5 mМ modifies the synaptosomal membrane reversibly, while the membrane destruction was observed during the subsequent increase of aldehyde content.
It was shown, that (Na+, K+) ATPase increased the activity when the ACA concentration grew up to 0,1 mM, and the activity fell during the further increase of ACA concentration. The second peak of enzyme activity was observed at 10 mM acetaldehyde. The preincubation of synaptosomes with L– methionine under conditions of the acetaldehyde effect stabilized the enzyme activity significantly. At the same time it was shown, that the action of ACA at a concentration of up to 0,3 mM on synaptosomes increases the total glutathione level in them, however the significant reduction of reduced glutathione is observed during the further increase of the aldehyde content. 

Thus, the preincubation of synaptosomes with L– methionine stabilize the activity of the enzyme investigated, which is related to the efficiency of this compound in maintaining the glutathione pool.

В.Ю. Смирнов, Е.М. Дорошенко, Ю.Е. Разводовский, Л.И. Нефёдов 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, Беларусь
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Метаболические эффекты композиции аминокислот с разветвленной углеводородной цепью и таурина при синдроме отмены этанола

Как известно, хроническая алкогольная интоксикация сопровождается дисбалансом пула свободных аминокислот и их производных в печени. Целью нашего исследования было изучить влияние композиции аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (АРУЦ) и таурина на уровни свободных аминокислот и их производных в печени и плазме крови крыс после отмены этанола. Синдром отмены этанола моделировали на 30 крысах-самцах Wistar после принудительной алкоголизации по Majchrowicz. Срок отмены этанола — 12 ч. Препарат вводился интрагастрально два раза в сутки на протяжении алкоголизации в дозе 500 мг/кг. Содержание свободных аминокислот и их производных определяли в хлорнокислых экстрактах ткани печени и плазмы крови методом ионообменной хроматографии. 

Отмена этанола в этой ситуации приводила к снижению в плазме крови крыс уровней АРУЦ, таурина и большинства гликогенных аминокислот (в том числе аспартата, треонина, серина и глицина), а также к повышению концентрации аланина и тирозина. В печени уровни АРУЦ оставались неизменны, с сопутствующим повышением уровней аспартата, аланина, глутамина и глутаминовой кислоты, а также снижением — глицина, цистина и лизина. Введение композиции АРУЦ и таурина приводило в плазме крови к нормализации уровней АРУЦ (исключая изолейцин), таурина и аланина, снижению уровней ароматических аминокислот, не влияя на уровни других аминокислот, снизившихся в плазме крови крыс после отмены этанола. Направленность метаболических эффектов композиции АРУЦ и таурина в печени отличались от таковых в плазме крови: так происходила нормализация уровней аспартата, цистина и лизина и снижение — изолейцина и фенилаланина. Одним из наиболее показательных эффектов смеси АРУЦ и таурина в отношении фонда свободных аминокислот плазмы крови является существенное повышение показателя соотношения концентрации суммы АРУЦ к сумме ароматических аминокислот (тирозина и фенилаланина): оно составило 5,1 против 3,4 в контроле и 2,3 при отмене этанола. 

Таким образом, исследуемая композиция АРУЦ и таурина устраняла ряд аминокислотных сдвигов в плазме крови и печени крыс, возникающих при синдроме отмены этанола.

И.И. Степуро 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно. Беларусь

Роль аминокислот и белков в обмене оксида азота.

Синтаза оксида азота катализирует образование NO и L–цитруллина из L–аргинина и кислорода с использованием донора электронов NADPH. Оксид азота ответственнен не только за релаксацию сосудов, но, и является ключевой молекулой, участвующей в протекании ряда важнейших биологических процессов.

Оксид азота и его метаболиты очень эффективно реагируют с различными молекулами такими как ферро и ферри формы железа как в составе гема, так и в свободном состоянии, супероксиданионами, молекулами кислорода, пероксидами водорода, органическими пероксидами и пероксидными радикалами. Короткое время жизни оксида азота – это результат этих реакций. В данной работе обсуждается роль аминокислот и аминокислотных остатков белков, а также роль ферро и ферри форм Hb в трансформации и взаимном превращении NO и его редокс форм друг в друга. Образование низкомолекулярных S–нитрозотиолов и белков играет основную роль в стабилизации и транспорте NO. В качестве интермедиатов, создающих лабильное депо NO выступают также нитрозилированные спиртовые группы серина и продукты N-нитрозилирования остатков пролина, тирозинильные остатки, а также индольные остатки триптофана. Ионы Cu (II), Fe (III) в комплексе с аминокислотами, а также с основаниями Шиффа катализируют S‑нитрозилирование цистеина, глутатиона при воздействии NO. Хеллатные комплексы Cu (I) и Fe (II), напротив, разрушают S–нитрозосединения с образованием свободного NO. Исследовано распределение NO между гидрофобными и водными средами, гидрофобными участками белков. 

На основании анализа собственных результатов исследований и литературных данных обсуждаются два механизма нитрозилированния функциональных групп белков и аминокислот в водных и гидрофобных средах.

Т.В. Трухачева, Т.М. Ермоленко, П.Т. Петров, В.М. Царенков 

Научно-фармацевтический центр ОАО "Белмедпрепараты", Минск

Исследование аминокислотного состава многокомпонентных лекарственных препаратов на основе растительного сырья

В качестве антиоксидантных, адаптогенных, стресспротекторных препаратов достаточно широко используются бальзамы и эликсиры, содержащие спиртовые экстракты лекарственных растений, обладающих соответствующим фармакологическим действием, и  их композиции.

На ОАО “Белмедпрепараты” налажено производство бальзамов "Тонус" и "Витаминизированный", разработан новый эликсир. В производстве этих препаратов используется до 20 различных компонентов — лекарственных и пищевых растений. Фитопрепараты такого рода содержат сбалансированные комплексы фармакологически активных веществ, что обеспечивает широкий спектр действия и особую терапевтическую ценность.

В процессе разработки фармакопейных статей на эти препараты  были исследованы основные биологически активные соединения, входящие в состав экстрактов, в том числе изучали аминокислотный состав препаратов.

Качественный анализ аминокислот, содержащихся в препаратах, осуществляли методом тонкослойной хроматографии на пластинах со слоем силикагеля (0,2 мм) фирмы “Мerck” размером 20х20 см, проявляли аминокислоты нингидриновым реактивом. Для разделения аминокислот использовали хроматографические системы: н-бутиловый спирт – вода (4:1:1); н-пропиловый спирт – вода (7:3); н-пропиловый спирт – 25 % аммиак (7:3).

В качестве объектов исследования были использованы готовые продукты – эликсиры (бальзамы), водные растворы лиофильно высушенных препаратов, препараты, предварительно обработанные катионитом в Н+- форме.

Полученные на хроматограмме пятна свободных аминокислот, содержащихся в исследуемых растворах, сравнивали с пятнами, полученными при нанесении стандартных 0,1% растворов аминокислот. Стандарты наносили в количестве 1 мкл (1мкг). Исследуемые растворы наносили в количестве 1–5 мкл. Наиболее приемлемой для анализа аминокислот в исследуемых препаратах методом ТСХ оказалась хроматографическая система – н‑пропиловый спирт – 25 % аммиак (7:3). С большой долей вероятности можно говорить о наличии аспарагиновой и глутаминовой кислот, пролина, серина, аланина, гистидина и лейцина. Лучшего разделения можно достичь при использовании водного раствора лиофильно высушенных препаратов и растворов аминокислот, элюированных с катионитов. Сопоставление интенсивности окрашенных нингидрином пятен со стандартными растворами аминокислот позволяет предположить, что содержание аминокислот в анализируемых экстрактах составляет около 20‑30 млг/мл, что соответствует имеющимся литературным данным о содержании аминокислот в водно–спиртовых экстрактах их растительного сырья. На основании результатов проведенных исследований в фармстатьи на новые препараты аналогичного состава может быть включена методика качественного определения аминокислот.

Т.В. Трухачева 1, М.К. Синнолицкий 2, Н.И. Атрахимович 1, 
С.П. Воронин 2,  П.Т. Петров 1
Научно-фармацевтический центр ОАО "Белмедпрепараты". Минск, Беларусь; ЗАО "Биоамид", Саратов, РФ

Промышленная апробация технологии получения L‑аспарагиновой кислоты путем биотрансформации с использованием иммобилизованных клеток

Одним из перспективных методов получения аминокислот является биотрансформация  с использованием иммобилизованных клеток или ферментов. Целью настоящей работы является создание промышленной технологии получения L–аспарагиновой кислоты. 

В лабораторных и опытно-промышленных условиях отработан метод ее синтеза путем биотрансформации из фумаровой с использованием иммобилизованных клеток. В качестве биокатализатора использовали иммобилизованные в полиакриламидном геле клетки штамма E.coli А-858, полученного в ГосНИИ генетики РФ. Штамм обладает аспартат-аммиак-лиазной активностью и способен трансформировать фумаровую кислоту в аспарагиновую в аммиачной среде. Процесс биотрансформации осуществляли в термостатированном проточном реакторе колоночного типа при температуре 30 - 32оС. В качестве субстрата использовали 1,5М раствор фумарата аммония, содержащий 0,001М МgСl2, рН раствора 8,4-8,9. В процессе контролировали изменение концентрации остаточного фумарата на выходе из колонки и поддерживали ее на уровне не превышающем 1,5 г/л путем изменения скорости подачи раствора в реактор. В растворе, полученном в результате биотрансформации, контролировали также содержание аспартата аммония, для чего использовали методы спектрофотометрии и высокоэффективной жидкостной хроматографии. Концентрация аспартата аммония в полученном после реакции растворе составляла 180 – 195 г/л. В опытно-промышленных условиях биокатализатор сохранял активность на протяжении около 100 суток.

Выделение кристаллов свободной L–аспарагиновой кислоты осуществляли путем охлаждения полученного раствора до температуры около 10оС и доведения рН до 2,9 – 3,0 с последующим отделением, промывкой и сушкой кристаллов. Выход L–аспарагиновой кислоты в различных сериях экспериментов составил 80 – 84% от теоретического, съем кристаллического препарата с 1 килограмма биокатализатора составил 16 ‑ 30 г/час. Полученный препарат без применения методов дополнительной очистки содержит 98 – 99% основного вещества, имеет угол удельного вращения 24,1 – 24, 5о. В результате опытно-промышленной апробации технологии на ОАО "Белмедпрепараты" наработано более 100 килограмм субстанции.

Таким образом разработана высокоэффективная технология получения чистой L–аспарагиновой кислоты, пригодной для использования в фармацевтическом производстве. 

Е.И. Федорович 1, М.Н. Ермоленко 2, О.В. Свиридов 2, Ю.Е. Демидчик 1, Е.П. Дубовская 1
Научно-исследовательский институт радиационной медицины и эндокринологии МЗ РБ1, Институт биоорганической химии НАН Беларуси2

Связывание тиреоидных гормонов с эритроцитами крови

Гормоны, синтезируемые щитовидной железой, являются йодированными аминокислотами. Механизм их действия не укладывается в обычные схемы, разработанные для аминов, стероидных и пептидных гормонов [Теппермен Дж.,1989]. Обладая высокой растворимостью в липидах и малыми размерами, гормоны щитовидной железы легко проникают в клетку-мишень, где связываются с внутриклеточными рецепторами. Однако классическое представление о внутриклеточной реализации метаболической функции тиреоидных гормонов не является полным. На сегодняшний день накоплено достаточно данных, опираясь на которые, можно говорить о важной роли «мембранного этапа» реализации активности этих соединений. С этой точки зрения изучение связывания тиреоидных гормонов со зрелыми эритроцитами человека, не имеющими ядра и органелл, представляет интерес для расширения знаний о характере взаимодействия этих соединений с плазматическими мембранами. Кроме того, в настоящее время существует гипотеза о депонирующей роли эритроцитов по отношению к трийодтиронину (Т3) и тироксину (Т4). Поэтому исследование связывания тиреоидных гормонов с красными клетками крови имеет и самостоятельное значение. Нами изучены кинетика (n=21) и равновесные характеристики (n=36) связывания Т3 и Т4 с эритроцитами крови практически здоровых детей и подростков г.Минска и г.Браслава. В эритроцитах детей выявлено по два типа участков специфического связывания Т3 и Т4. Высокоаффинное связывание характеризуется константой ассоциации (Ка), равной (0,54+0,13) . 109М-1 и концентрацией мест связывания (Вс) (1,39+0,25) . 10-9М / 2 .  108 клеток для Т3, и Ка=(0,87+0,33) . 109М-1 и Вс = (0,73+0,16) . 10-9М / 2 . 108 клеток для Т4. Полученные значения высокоаффинных констант ассоциации Т3 и Т4 в красных клетках крови при этом на порядок выше низкоаффинных, а низкоаффинные связывающие участки тиреоидных гормонов имеют большие концентрации, чем высокоаффинные. Показано, что степень сродства эритроцитов к Т3 сравнима с их сродством к Т4, в то время как концентрация мест связывания в красных клетках крови выше для Т3. С использованием разработанной нами методики биоспецифической иммобилизация эритроцитов на поверхности пластиковых пробирок посредством авидин-биотиновой технологии [Ермоленко М.Н., Федорович Е.И. и др., 1998] установлено, что 53,5+1,2% Т3 и 60+2,4% Т4, специфически связавшихся с эритроцитами в условиях стационарной стадии процесса комплексообразования при 37°С, приходится на мембраны, а остальная часть обнаруживается в цитозоле. Полученные результаты позволяют говорить о трансмембранном переносе тиреоидных гормонов в эритроциты крови детей и подтверждают гормонодепонирующую функцию последних. Выявлена зависимость гормонсвязывающей активности эритроцитов от проводимого лечения у больных раком щитовидной железы (высокие дозы препарата L-Т4 + радиойодтерапия).
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Thyroid hormone binding with erythrocytes of blood

E.I. Fedorovich1, M.N. Ermolenko2, O.V. Sviridov2, Yu.E. Demidchik1, E.P. Dubouskaya1
Hormones, synthesized by a thyroid gland, are iodinated -amino acids. The mechanism of their action is hard to take in ordinary schemes, designed for amines, steroid and peptide hormones [Tepperman G., 1989]. Having high dissolubility in lipids and small sizes, thyroid hormones easily penetrate into a target cell, where interact with intracellular receptors. However classic conception of intracellular realisation of thyroid hormone’s metabolic function is not full. For today enough data are accumulated, basing on which one it is possible to speak about the relevant role «of a membrane stage» of their activity realisation. From this point of view study of thyroid hormone binding with mature human erythrocytes, which haven’t got nucleus and organelles, is of interest for the enlargement of knowledge about the character of their interactions with plasma membranes. Besides, there is a hypothesis about a lodging role of erythrocytes in relation to triiodothyronine (Т3) and thyroxine (Т4). Therefore research of thyroid hormones binding with red blood cells is of self-dependent importance. We studied a kinetics (n=21) and equilibrium characteristics (n=36) of Т3 and Т4 binding with erythrocytes of blood from practically healthy children and adolescents living in Minsk and Braslav. Two types of Т3 and Т4 specific binding sites have been determined in erythrocytes of children. The highaffinity binding sites are characterized by association constant (Ка) (0,54+0,13).109М-1 and capacity (Вс) (1,39+0,25).10-9М / 2.108 cells for Т3, and Ка = (0,87+0,33).109М-1 and Вс = (0,73+0,16).10-9 М / 2.108 cells for Т4. The obtained values of Т3 and Т4 highaffinity binding sites association constants in red blood cells are higher on the order than lowaffinity, and the lowaffinity binding sites have higher capacity than highaffinity sites. It has been shown that the affinity degree of erythrocytes to Т3 is comparable to their affinity to Т4, while the capacitance of binding places is higher for Т3. Using the designed by us method of a biospecific immobilization of erythrocytes on plastic test tubes surface by means of avidin-biotin technology [Ermolenko M.N., Fedorovich E.I. et. al., 1998] it has been established, that 53,5+1,2 % of Т3 and 60+2,4 % of Т4, bound with erythrocytes in conditions of fixed stage of complexation at 37°С, falls at membranes. The rest has been revealed in cytosol. The obtained results allow to indicate transmembrane carry of thyroid hormones into blood erythrocytes of children verifying their hormone lodging function. Dependence of erythrocytes hormone binding activity from treatment (high doses of a drug L-Т4 + radioiodine therapy) in patients with thyroid cancer has been discovered.

М.Н. Ходосовский, В.В. Зинчук, Д.А. Маслаков 

Медуниверситет, Гродно, Беларусь

Положительный эффект L-аргинина на прооксидантно-антиоксидантный баланс при ишемии/реперфузии печени

Оксид азота (NO) является свободнорадикальной молекулой. В организме существует сложное равновесие между защитной и повреждающей стороной действия NO при ишемии/реперфузии печени (ИРП) [Roth E., 1998]. Целью данной работы явилось изучение влияния коррекции L-аргинин-NO системы инфузией L-аргинина на прооксидантно-антиоксидантный баланс (ПАБ) в условиях ИРП взрослых кроликов-самцов. Исследовали содержание диеновых конъюгатов (ДК), оснований Шиффа (ОШ), ретинола (Рет), (-токоферола ((-Т) и активность каталазы (КАТ) в образцах печеночной и смешанной крови, взятые до и после начала ишемии, на 30 и 120 мин. реперфузии.. 

В контрольной группе животных наблюдался значительный рост уровня ДК и ОШ печеночной и смешанной венозной крови на протяжении всего периода ИРП, максимум которого зафиксирован в реперфузионном периоде. Одновременно, отмечалось снижение содержания Рет, (–Т и повышение активности КАТ. Инфузия L–аргинина уменьшала уровень ДК как в печеночной, так и в смешанной веозной крови. К концу реперфузионного периода, в опытной группе, отмечалось достоверное повышение содержания ОШ в плазме обоих образцов крови (р(0,05), однако, менее значительное, чем в контрольной группе (р(0,001). Снижение уровней Рет и (–Т в плазме на 120 мин. реперфузии также имело менее выраженный характер, а тенденция к снижению данных антиоксидантов в эритроцитах не была достоверной. Первоначальное повышение активности КАТ эритроцитов во 2-ой группе после ишемии и на 30 мин реперфузии, затем, на 120 мин, сменилось нормализацией уровня данного показателя антиоксидантной системы.

Результаты исследований свидетельствуют, что ИРП сопровождается сдвигом ПАБ в сторону радикалообразования. Максимальное накопление ДК и ОШ, с одновременным истощением антиоксидантов в реперфузионном периоде, указывает на патогенетическую роль реоксигенации и О2 в повреждениях печени при восстановлении кровотока в органе после периода ишемии. При данном состоянии дисбаланс между эндогенной продукцией NO и эндотелином могут усугублять реперфузионные повреждения, нарушая микроциркуляцию и способствуя развитию феномена no-reflow [Pannen B.H. et al., 1998]. Применение донора NO L–аргинина может уменьшать реперфузионные повреждения, опосредованные микроциркуляторной недостаточностью [Uhlmann D. et al., 2000]. В тоже время NO является свободнорадикальной молекулой, которая способна, взаимодействуя с супероксиданионом, образовывать пероксинитрит – мощный окислитель [Arteel G.E., 1999]. Обсуждается вопрос о роли индуцибельной изоформы NO-синтазы в ИРП [Isobe M. et al., 2000]. Проведенные нами исследования свидетельствуют о положительном влиянии L-аргинина на ПАБ при ИРП. Сохранение отрицательной динамики по отдельным показателям ПАБ при этом может быть обусловлено механизмами реперфузионных повреждений, независимыми от L–аргинин NO системы.

M.N. Khodosovsky, V.V. Zinchuk, D.A. Maslakov 

Medical University, Grodno, Belarus 

Positive effect of L–arginine on the prooxidant–antioxidant balance during the hepatic ischemia-reperfusion 

Nitric oxide (NO) is a free radical. During the hepatic ischemia–reperfusion (HIR) the defensive and damaging effects of NO are mutually balanced [Roth E., 1998]. The aim was to study the influence of L–arginine–NO system modification by L–arginine on the prooxidant-antioxidant balanse (PAB) during the HIR in male adult rabbits. The contents of conjugated dienes (CD), Schiff bases (SB), retinol (Ret), –Т) and catalase activity (CAT) were measured in the samples of hepatic and mixed venous blood taken before and after the onset of ischemia and at 30 and 120 min of reperfusion. 
–tocopherol (
The control group of rabbits exhibited the considerable increase of CD and SB levels in portal and mixed venous blood throughout the HIR, the largest being observed during the reperfusion period. Simultaneously the contents of Ret and –Т levels at 120 min of reperfusion was also less marked, and the trend to lowering of these antioxidants in red blood cells (RBCs) was not significant. The initially larger CAT activity in RECs of 2nd group after ischemia and at 30 min of reperfusion later (at 120 min) returned to normal.
0.001). The fall of plasma Ret and 0.05), but weaker than in control group (р‑Т decreased and CAT activity increased. Infusion of L–arginine lowered the CD levels both in portal and mixed venous blood. In L–arginine-treated group the plasma SB content significantly increased in both blood samples (p
The results revealed that HIR was accompanied by PAB shift towards the radical feneration. The largest accumulation of CD and SB during the reperfusion period simultaneously with antioxidant depletion indicated the pathogenetic role of reoxygenation and О2 in the hepatic injury after the postischemic restoring of blood flow. Under such conditions the imbalance between endogenous production of NO and endothelin can aggravate the reperfusion injury, damaging the microcirculation and facilitating the development of no-reflow phenomenon [Pannen B.H. et al., 1998]. NO donor L–arginine can reduce the reperfusion injury mediated by microcirculature failure [Uhlmann D. et al., 2000]. However NO is also the free radical, capable to generate the powerful oxidant peroxynitrite in the reaction with superoxide anion [Arteel G.E., 1999]. The role of inducible NO synthase isoenzyme in HIR was discussed [Isobe M. et al., 2000]. Our investigations reveal the positive L–arginine influence on the PAB while the negative changes in some PAB indices may be due to the mechanisms of reperfusion injury independent on L–arginine‑NO system.
В.Ф.Цыдик, С.М. Зиматкин, В.В. Лелевич

Гродненский государственный медицинский университет, Гродно, Беларусь

Состояние обмена биогенных аминов в динамике синдрома отмены алкоголя

Длительная нагрузка алкоголем приводит к многообразным метаболическим перестройкам и адаптационным сдвигам в организме человека и других млекопитающих. Известна важная роль аминокислот и производных от них биогенных аминов для нормального функционирования организма вообще и мозга в особенности. Так как моноаминоксидаза (КФ 1.4.3.4; МАО) является ключевым ферментом катаболизма биогенных аминов в мозге, представлялось логичным исследовать ее функциональное состояние (активность и изоферментный состав на клеточном уровне) в головном мозге крыс после полупринудительного введения алкоголя (10–15% раствор алкоголя в качестве единственного источника жидкости в течение 6 месяцев) в динамике абстинентного синдрома. Исследовались предпочитающие алкоголь (ПЭ), предпочитающие воду (ПВ) и крысы, не выявившие предпочтения ни к одной из предложенных жидкостей в качестве контрольных.

На высоте синдрома отмены через 12 часов после лишения алкоголя активность МАО снижалась у ПЭ крыс в большинстве исследованных структур, наиболее выражено в серотонинэргических и норадренэргических нейронах, астроцитах и эпендимоцитах ventriculi quarti. У ПВ крыс активность фермента также снижалась в серотонинэргических нейронах, но повышалась в эпендимоцитах ventriculi quarti и эндотелии кровеносных капилляров, не изменяясь в клетках других исследованных нами структур. Через 7 суток после лишения алкоголя только в норадренэргических нейронах активность МАО нормализовалась, либо оставалась слегка сниженной. Во всех остальных структурах сохранялись значительные изменения по этому параметру, различающиеся для ПВ и ПЭ крыс. Важными представляются  значительные изменения в клетках барьерных структур ЦНС – астроцитах, эпендимоцитах и эндотелии кровеносных капилляров с повышенной активностью МАО и, соответственно, снижением проницаемости гемато– и ликворо–энцефалических барьеров для биогенных аминов. Вероятно, это свидетельствует о преобладании адаптационных процессов, направленных на сохранение гомеостаза мозга в условиях метаболических перестроек после лишения алкоголя. Следует отметить, что значительные изменения активности и изоферментного состава МАО мы находили ранее и в условиях морфиновой абстиненции, что вероятно свидетельствует в пользу вышеизложенной точки зрения.

Grodno State Medical University, Grodno, Belarus

Condition of the biogenic amine exchange  in dynamics of the  alcohol abstinent syndrom

V.F. Tsydik, S.M. Zimatkin, V.V. Lelevich

Long loading by alcohol results to diverse methabolic reorganizations and adaptation  shifts in organisms of the man and others mammals. The important role aminoacids and its derivative biogenic amines for normal functioning organisms in general and brain in particular is known. As monoamine oxidase (КФ 1.4.3.4; МАО) is key enzyme of brain biogenic amines catabolism, it was represented logical to investigate its functional condition (activity and izozyme composition) on cellular level in rats brain after half-compulsory administration of alcohol (10–15 % a solution of alcohol as a sole source of a liquid within 6 months) in alcohol withdrawal syndroms.  Rats preferring alcohol (PA), preferring water (PW) and not revealed preferences to anyone liquids (as control) were investigated.

At peaks of a withdrawal in 12 hours after deprivation of alcohol the activity МАО was reduced at PA rats in most of investigated structures, is more expressed in 5–HT–ergic and noradrenergic neurons, astrocytes and ependymocytes ventriculi quarti. At PW rats the enzyme activity also was reduced in 5–HT–ergic neurons, but raised in ependymocytes ventriculi quarti and endothelium of bloods capillaries, not changing in crates of other structures, investigated by us. In 7 day after deprivation of alcohol only in noradrenergic neurons the activity МАО was normalized, or remained slightly reduced. In all other structures the significant changes on this parameter differing for PW and PA rats were kept. Important the significant changes in crates of barrier structures CNS – astrocytes, ependymocytes and endothelium of bloods capillaries with the increased activity МАО and, accordingly, decrease of permeability bloods- and liquor- encefalic barriers for biogenic amines represented. Probably, it testifies to prevalence of adaptation processes directed on preservation gomeostasis of a brain in conditions of methabolic reorganizations after deprivation of alcohol. It is necessary to note, that the significant changes of activity and izozyme composition МАО we found earlier and in conditions morphine withdrawal that probably testifies for the benefit of the above-stated point of view.
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Аминокислотный состав определяет фармакодинамику экстракта солянки холмовой

После приема богатой белками пищи 57% аминокислот окисляется до мочевины, 23% в неизменном состоянии попадает в общее кровообращение, 6% используется для синтеза белков плазмы и 14% депонируется в печени для синтеза белков организма. Свободные аминокислоты крови обеспечивают основные функции тканей, что подтверждается анализом спектра свободных аминокислот в плазме: на первом месте – глутамин (16,76%), аланин (14,2%), пролин (8,61%), глицин (7,49%), а затем располагаются незаменимые аминокислоты – валин (8,39%), лизин (5,81%), лейцин (4,44%), треонин (4,29%), изолейцин (2,42%), фенилаланин (2,02%), триптофан (1,20%), метионин (0,81%). Для поддержания обмена белков используют введение экзогенных аминокислот в виде биологически активных добавок к пище. Анализ аминокислотного состава препаратов солянки холмовой показал относительно высокое содержание в них незаменимых аминокислот. Так в жидком экстракте солянки холмовой на долю незаменимых аминокислот приходится 45,5%; выявлено достаточное количество необходимых для утилизации  аминокислот  аланина (12,88%), глутамата (9,86%) и пролина (1,75%); имеется высокое содержание аминокислот, которые поддерживают мочевинообразование в печени – аспартата (6,88%), цитруллина (1,25%), орнитина (1,85%). В препарате экстракол найдено высокое содержание тирозина, образуемого из незаменимой аминокислоты фенилаланин, незаменимых аминокислот – валина (5,85%), фенилаланина (4,21%), лейцина (4,20%), треонина (3,70%), изолейцина (2,82%), лизина (1,97%), метионина (1,69%); присутствуют аланин (9,56%), глутамат (6,73%) и пролин (0,61%), а также аспартат (4,65%), орнитин (1,33%) и цитруллин (0,37%). Установлено, что в препаратах солянки холмовой выявляются таурин, необходимый для образования тауриновых конъюгатов в печени, и этаноламин, используемый в биосинтезе фосфолипидов. 

Таким образом, анализ аминокислотного состава препаратов солянки холмовой показывает пути их наиболее эффективного использования: 1) для поддержания и стимуляции сниженного обмена белков путем дополнительной доставки достаточно полного набора аминокислот, включая незаменимые; 2) для поддержания функционирования и энерготрат в нервной ткани, мышцах и почках за счет дополнительной доставки аминокислот с разветвленными радикалами (валин, лейцин, изолейцин); 3) для стимуляции мочевинообразования  в печени и образования конъюгатов метаболитов и ксенобиотиков как компонентов ее антитоксической функции (аспартат, цитруллин, орнитин, таурин); 4) поскольку известно, что аминокислоты с разветвленными радикалами способны усиливать выделение инсулина, препараты солянки холмовой могут применяться с целью поддержания метаболизма за счет инсулиноподобных эффектов. 
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Amino acid composition defines of the Salsola collina pall. Extract pharmacodynamic effects 

After reception the rich protein food 57% amino acids oxidate up to urea, 23% amino acids go in common blood circulation in a constant condition, 6% amino acids is used for synthesis of plasma protein and 14% amino acids accumulation in the liver for protein synthesis. Free amino acids of blood provide the basic functions of tissues that proves by the analysis of a spectrum of free amino acids in plasma: on the first place – glutamine (16,76%), alanine (14,2%), proline (8,61%), glicine (7,49%), and then are essential amino acids – valine (8,39%), lysine (5,81%),  leucine (4,44%), threonine (4,29%), isoleucine (2,42%), phenylalanine (2,02%), tryptophan (1,20%), methionine (0,81%). For maintenance of an exchange of protein use the introduction of the exogenous amino acids as the biologically active additives to food. The analysis of amino acids composition of preparations of Salsola collina has shown the high content in them essential amino acids. So liquid extract of Salsola collina content 45,5% of essential amino acids, alanine (12,88%), glutamate (9,86%) and proline (1,75%); there is a high contents amino acids which support urea synthesis in a liver – aspartate (6,88%), citrulline (1,25%), ornitine  (1,85%). In Extrakol the high content of tyrosine is found formed from essential amino acid – phenylalanine and essential amino acids – valine (5,85%), phenylalanine (4,21%), leucine (4,20%), threonine (3,70%), isoleucine (2,82%), lysine (1,97%), methionine (1,69%) is found; are present alanine (9,56%), glutamate (6,73%) and proline (0,61%), and also aspartate (4,65%), ornitine (1,33%) and citrulline (0,37%). Is established that the preparations of Salsola collina content the taurine, necessary for formation taurine conjugates in a liver and ethanolamine used for phospholipids biosynthesis. 

Thus, the analysis of amino acid content of Salsola collina shows the ways them most of effective using: 1) for maintenance and stimulation of reduced protein metabolism by additional supply all amino acids including essential; 2) for maintenance of functioning and energy expenditure in a nervous tissue, muscles and kidneys at the expense of additional delivery the branched-chain amino acids (valine, leucine, isoleucine); 3) for stimulation of urea synthesis in the liver and formation the conjugates xenobiotic metabolites as components it antitoxic function (aspartate, citrulline, ornitine, taurine); 4) as it is known, that branched-chain amino acids are capable to strengthen insulin secretion the preparations of Salsola collina  can be applied with the purpose of metabolism maintenance for the account insulin-like effects.
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