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Сборник статей издан при финансовой поддержке Фонда 

фундаментальных исследований Республики Беларусь
ПРЕДИСЛОВИЕ


На сегодняшний день существует более чем достаточно предпосылок, обосновывающих актуальность фундаментальных исследований и прикладных разработок по ис​пы​та​нию био​ло​ги​че​ской актив​но​сти и выяснению механизмов действия соединений природного происхождения, а так​же по​ка​за​ний и спо​со​бов их при​ме​не​ния в медицинской практике.


Значимость таких исследований для народного хозяйства определяется их основной целью, заключающейся в определении научно обоснованных показаний и способов применения соединений этого класса для целенаправленной метаболической коррекции и терапии широкого спектра заболеваний и патологических состояний, включая пря​мо или кос​вен​но свя​зан​ные 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. 


Логическим завершением работы исследователей в этой области является создание и внедрение в фармацевтическую промышленность новых эффективных лекарственных препаратов, которым свойственны практически полное отсутствие побочных эффектов, возможность длительного приёма, усиления полезных эффектов других лекарств и препятствие проявлению их побочного действия, а также адаптогенные эффекты в отношении вредных факторов окружающей среды. 


К настоящему времени усилиями учёных накоплен большой опыт в изучении специфических метаболических и фармакологических эффектов, а также в доказательстве механизмов действия биологически активных соединений природного происхождения. Даль​ней​шее ос​мыс​ле​ние получен​ных ре​зуль​та​тов и раз​ви​тие ис​сле​до​ва​ний в этом направлении требу​ют широкого об​су​ж​де​ния.


В настоящий сборник статей включены пленарные лекции и материалы стендовых сообщений участников белорусско-американского симпозиума “Биологическая активность и транспорт лекарственных веществ”, организованного сотрудниками Института биохимии Национальной Академии Наук Беларуси 16 июня 1999 г. в г.Гродно. В симпозиуме приняли участие специалисты медико-биологического профиля: биохимики, фармакологи, физиологи, клиницисты. 


Представленные публикации в значительной степени отражают фундаментальные и прикладные результаты разработок коллектива Института биохимии НАН Беларуси по приоритетному направлению его научной и научно-технической деятельности — исследованию молекулярных механизмов регуляции обмена веществ и разработке путей его направленной коррекции при патологических (злокачественный рост, патология иммунной, сердечно-сосудистой систем, алкоголизм и наркомании, радиационные поражения, интоксикации), стрессовых и экстремальных состояниях биологически активными природными соединениями (витамины, гормоны, L-аминокислоты) с созданием на их основе новых эффективных лекарственных препаратов. 


Теоретической основой этих исследований является разрабатываемая в Институте биохимии НАН Беларуси на протяжении 30-летнего периода академической школой Ю.М.Островского стратегия “эксплуатации” регуляторного действия вышеперечисленных соединений.


Так, в на​стоя​щее вре​мя зарегистрированы или находятся в ста​дии завершения доклинических испытаний и кли​ни​че​ской ап​ро​ба​ции целый ряд новых эффективных ле​кар​ст​вен​ных пре​па​ра​тов гепато-, кардио- или вазопротекторного действия, иммунокорригирующих, противоопухолевых, антинаркотических и противоалкогольных средств на ос​но​ве L-аминокислот, витаминов, гормонов, их композиций или структурных анало​гов. 


Эти разработки выполняются нами в сотрудничестве с другими Институтами Национальной Академии Наук Беларуси (физико-органической химии, радиобиологии, физиологии) и Министерства Здравоохранения Республики Беларусь (Гродненский, Минский и Витебский мединституты) в рамках реализации заданий Государственной научно-технической программы “Лекарственные препараты”, а их результаты и перспективы определили формирование конкретных направлений Государственной программы развития фармацевтической промышленности Республики Беларусь на 1999-2005 гг. Поэтому материалы симпозиума представляют интерес не только для научных работников, но и практических врачей, специалистов в области технологии и производства лекарственных препаратов.


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

Научный руководитель биохимического

раздела Государственной научно-технической программы 43.01.р.“Лекарственные препараты”

д.м.н., п р о ф е с с о р



Л.И. Нефёдов

I. Биологическая активность и 

транспорт лекарственных веществ (пленарные доклады)

Biological activity and transport of drugs (plenary reports)

Механизмы регуляторных эффектов и стратегия использования аминокислот и их производных в качестве эффективных средств метаболической терапии и новых лекарственных препаратов

Л.И. Нефёдов

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Известно, что одними из наиболее универсальных природных регуляторов и эндогенных модификаторов биологических реакций являются свободные аминокислоты и их производные, поскольку:

· in vivo они представлены широким спектром родственных по химической структуре соединений, формирующих в физиологических жидкостях и тканях аминокислотный пул или, соответственно, фонд [1];

· транспорт, промежуточный обмен, синтез и утилизация этих соединений унифицированы по основным метаболическим реакциям [2];

· их уровни являются важнейшими регулирующими факторами процессов биосинтеза белка и высокоактивных биологических субстанций (медиаторы, гормоны), активности основных метаболических потоков и функционального состояния органов и систем [3];


На сегодняшний день существует более чем достаточно доказательств в пользу того, что аминокислоты относятся к соединениям, на основе которых могут быть разработаны эффективные лекарственные препараты направленного метаболического действия [3-5]. 


Фармацевтические отрасли промышленности большинства высокоразвитых стран уже активно “эксплуатируют” высокоочищенные аминокислоты не только в качестве нутриентных добавок, но и субстанций для производства широкого спектра лекарственных препаратов [6,7]. Поэтому в исследовательском и прикладном аспектах, очевидно, что сегодня наиболее актуальным является теоретическое и экспериментальное обоснование новых биологических эффектов и механизмов реализации метаболической активности этого класса соединений. 


В настоящее время многочисленные биологические свойства аминокислот на практике пока ещё эксплуатируются главным образом с позиций восполнения дефицита или реализации фармакологических и непосредственных метаболических эффектов, практически без учёта регуляторного действия этих соединений [7-12].


Поэтому очевидно, что эффективное использование аминокислот или их производных для направленной коррекции метаболических сдвигов при патологических или экстремальных состояниях ограничивается накопленными сведениями о механизмах регуляторных эффектов этих соединений, исследованных при концентрациях, сопоставимых с их эндогенным уровнем. Тем самым остаются практически не разработанными аспекты применения аминокислот в тех случаях, когда речь не идёт только об их неспецифических и специфических фармакологических эффектах и собственном метаболизме.


На протяжении последнего десятилетия в Институте биохимии НАН Беларуси разрабатывается собственная стратегия применения аминокислот как лекарственных препаратов, которая заключается в направленном воздействии на функционально-метаболические взаимоотношения, изменяющиеся при конкретной патологии за счёт влияния на регуляторные механизмы реакций их промежуточного обмена, лимитирующие стадии основных метаболических потоков, утилизацию тканями энергетических субстратов, систем транспорта этих соединений и процессы формирования их внутриклеточного фонда [3-5,10,11-16]. 


Такой подход позволяет в полной мере реализовать их свойства в качестве биологически активных регуляторов и разработать на этой основе новые эффективные лекарственные препараты, которым свойственны практически полное отсутствие побочных эффектов, высокий терапевтический индекс, возможность длительного приёма, модуляции эффектов других лекарственных препаратов и препятствие проявлению их побочного действия.


Обоснованность указанной стратегии исследований подтверждена конкретными результатами выполнения заданий 6 раздела 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 ос​но​ве”: клиническими испытаниями новых лекарственных препаратов гепато- и радиопротекторного ("таурин"), иммуномодуляторного и иммунокорректорного ("лейцин") действия, исследованиями специфической метаболической активности новых лекарственных препаратов противоопухолевого (“деглутам”), мембраностабилизирующего, антиоксидантного и радиопротекторного (“тавамин”), антинаркотического и снотворного (“триптофан”) действия [4,5].


В период с 1984 по 1999г. в Институте биохимии проведен мониторинг аминокислотного фонда в биологических средах (плазма и форменные элементы крови, спинномозговая жидкость, моча, биоптаты неизмененных и опухолевых тканей) практически здоровых людей, пациентов с заболеваниями печени различной этиологии, злокачественными новообразованиями, неврологическими расстройствами и сердечно-сосудистой патологией (всего более 6300 случаев). Анализ результатов проведенных исследований позволяет заключить, что характер формирования аминокислотного фонда в тканях или их пула в физиологических жидкостях является одним из интегральных показателей метаболического баланса. Одновременно полученные результаты обосновывают применение отдельных аминокислот или их композиций для целенаправленной метаболической коррекции конкретных заболеваний и, таким образом, расширяют область практического использования этих соединений [13-29].


Одним из наиболее перспективных направлений в решении проблемы целенаправленной коррекции метаболического баланса аминокислотами и родственными соединениями, по нашему мнению, является исследование регуляторных свойств композиций аминокислот. В состав таких композиций в определённых соотношениях могут входить практически любые L-аминокислоты, их структурные аналоги или производные с известным механизмом метаболического действия. Имеются лишь единичные исследования регуляторных эффектов аминокислот при направленном воздействии на функционально-метаболические взаимоотношения в процессах формирования аминокислотного фонда, но они уже позволяют обосновать их перспективность [2]. 


Так, в последние годы нами разрабатывается концепция [4-5], обосновывающая применение оригинальных аминокислотных композиций направленного действия (миниаминозолей) с целью коррекции метаболического дисбаланса при поражениях печени, онкологических заболеваниях, вторичных иммунодефицитных состояниях и неврологических расстройствах. В состав таких смесей в различных соотношениях входят заменимые и незаменимые аминокислоты: серосодержащие и их производные, АРУЦ, амиды дикарбоновых кислот, триптофан, лизин, аргинин.


На основании анализа литературных данных, результатов собственных экспериментальных исследований нами обосновано, что такое сочетание позволяет реализовать свойственное входящим в состав смеси соединениям регуляторное действие, включающее антиоксидантные, радиопротекторные, нейромодуляторные, иммунокорригирующие и мембраностабилизирующие, гипотензивный и антиатеросклеротический эффекты, одновременно активируя процессы транспорта и межтканевого распределения аминокислот. 


Таким образом, литературные данные и собственные результаты свидетельствуют об актуальности такого рода направления НИР и практической значимости его реализации, стратегически обосновывают проводимые и планируемые нами исследования.

Mechanisms of regulatory effects and strategy of using amino acids and their derivatives as effective agents for metabolic therapy and medicinal 

preparations

L.I. Nefyodov

Institute of Biochemistry NAS of Belarus, Grodno, Belarus


Free amino acids and their derivatives are known to be among the most universal regulators and endogenous modifiers of biological reactions because:

· in vivo they are represented by a wide range of compounds similar in chemical structure and forming the amino acid pool in physiological fluids [1]; 

· transport, intermediate metabolism, synthesis and utilization of these compounds are unified according to the principal metabolic reactions [2]; 

· their levels are the most essential regulatory factors in the biosynthesis of protein and highly active biological substances (mediators, hormones), the activities of the principal metabolic flows and functional state of organs and systems [3].


At present there is more than sufficient evidence of amino acids being basical substances for designing effective drugs with directional metabolic effects [3-5].


For a long time pharmaceutical industries of the majority of developed countries have been exploiting highly purified amino acids not only as nutrient supplements but as substances for production of a wide range of drugs [6,7]. Therefore when considered in fundamental and applied aspects, the currently topical problem seems to be a theoretical and experimental substantiation of new biological effects and mechanisms of implementation of metabolic activities of this category of compounds.


In actual practice, the numerous biological properties of amino acids have presently been used to replenish deficiency of to exert pharmacologic or immediate metabolic effects, disregarding the regulatory action of these compounds [7-12].


It is evident that the effective application of amino acids or their derivatives for a directional correction of metabolic changes under pathologic or extreme conditions is limited by the accumulated information on the mechanisms of regulatory effects of these compounds as studied at concentrations close to endogenous. Consequently, much work remains to be done on the problems of amino acid application in the cases of unspecific and specific pharmacologic effects and intrinsic metabolism.


In the last decade the staff of the Institute of Biochemistry has been engaged in developing the original strategy of amino acid application for treatment purposes. 


This strategy implies a target-oriented effect on the functional metabolic relationships, changing under specific pathology due to the influence on the regulatory mechanisms of amino acid intermediate metabolism, the limiting steps of principal metabolic flows, tissue utilization of energy substrates, transport systems of these compounds and the processes of amino acid intracellular pool formation [3-5,10,11-16].


This approach allows to realize fully their properties of biologically active regulators and to design novel efficient drugs distinguished by the lack of side effects , high therapeutic index, the feasibility of long-term intake, modulations of influence of other drugs and prevention of their side effects.


The validity of the above research strategy was confirmed by the results obtained after the fulfilment of Assignment 6 in Section 43.01 r of the State Research and Technology Program implying a design of novel effective drugs and development of procedures and techniques for production of amino acids and amino acid-containing drugs. The clinical trials of the novel drugs with hepato-and radioprotective (taurine), immune response modifying and immune response orrecting (leucine) properties as well as drugs possessing anticancer (deglutame), membrane-stabilizing, antioxidative and radioprotective (tavamine), antinarcotic and hypnotic (tryptophan) effects [4-5].


During the last 15 years the Institute of Biochemistry, NAS Belarus of have been monitoring the amino acid pools in biological media (plasma and formed elements of blood, cerebrospinal fluid, urine, bioptic material of unchanged and tumor tissues) from apparently healthy people, patients with liver diseases of various ethiologies, malignant tumors, neurologic disorders and cardiovascular pathology (more than 6300 cases).The analysis of the research results has enabled us to conclude that the pattern of tissue amino acid pool formation or their pool in physiological fluids are integral indices of metabolic imbalance. At the same time the results obtained susbtantiate the application of individual amino acids or their mixtures for a target-oriented correction of specific diseases, and in this way expand the area of application for these compounds [13-29].


We believe that the most promising trend in solving the problem of metabolic balance target-oriented correction by amino acids and related compounds is an investigation of the regulatory properties of amino acid mixtues. Almost any L-amino acids, their structural analogs or derivatives with the known mechanism of the metabolic effect can be constituents of such mixtures. Although little evidence is available on the regulatory amino acid action when affecting directionally the functional and metabolic relationships in the amino acid pool formation, these facts indicate that such studies are promising [2].


In recent years we have been developing a concept [4-5] of application of the original amino acid compositions with directional effects (miniaminosoles) to correct the metabolic imbalance in liver injuries, oncological diseases, secondary immune deficiencies and neurological disorders. These mixtures contain various proportions of essential and nonessential amino acids: thiol containing and their derivatives, long-chain amino acids, dicarbonic acid amides, tryptophan, lysine and arginine.


The analysis of the literature data and the results of our own research give us grounds to believe that the constituents of such amino acid mixtures can fully manifest their regulatory properties , including antioxidant, radioprotective , neuromodulatory, immunocorrecting, membrane-stabilizing, hypotensive and antiatherosclerotic effects, simultaneously activating the processes of transport and intertissue amino acid distribution.


Consequently, the literature data and our own results indicate the priority and practical significance of this trend in science and strategically substantiate our current and further research.
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ABSTRACT

Many anti-cancer and anti-viral drugs are either unable or inefficient in their ability to pass through the blood brain and testicular barriers. The inability to enter and maintain therapeutic drug levels in many organs is a limiting factor in their use.

To overcome these limitations, we esterified various anti-cancer and antiviral drugs to ceramide and phosphatidylcholine-to create prodrugs possessing therapeutic attributes lacking in the parent compounds. This resulted in greater cellular uptake and prolonged retention of these prodrugs in vitro.. Likewise, prodrug concentration was greater and retention time longer than the parent drug in the brain, testes and thymus of mice.

Another major goal in drug development is discovering compounds that have efficacy against a specific microorganism or virus without significant side effects. For example, many potentially good drugs cannot be used because they are either toxic too uninfected cells or they cannot be restricted to a certain part of the body. If a drug could remain inert unless and until it is inside an infected cell, many of the common problems associated with drug treatments would be solved.

In an attempt to address this problem we are developing a method by which a drug will be released only in cells that are infected with a particular microorganism or virus. The methodology makes use of the fact that microparticles are ingested by macrophages. Cell-specific treatment can be achieved by combining a drug with a microparticle using microorganism-specific enzyme substrates. Thus, release of active drug will occur only in the presence of enzymes specific to the target virus or microorganism. In the uninfected macrophage drug remains bound to the microparticle and is inactive. Active drug is released in the infected cell by microorganism specific enzymatic hydrolysis. Potential applications for this technology include all diseases in which pathogens are resident in macrophages and other phagocytic cells.

Usefulness of many cytotoxic drugs used against neoplastic growths in humans frequently are limited as a result of their inability to be targeted or retained by tumors and/or because of their dose limiting side effects. For example, organs at risk such as liver and kidney restrict the use of agents such as methotrexate (MTX). Similar problems and limitations exist for antiviral and antimicrobial agents. Several mechanisms exist by which substances can enter the brain. Lipophilic substances can penetrate the blood brain barrier more easily by way of passive diffusion in a general lipophilicity related mechanism because these agents pass through the membranes of the individual cells which consist mostly of lipids. It is important to initially differentiate among the different tissue types regarding accessibility to drugs. Organs such as liver, kidney, spleen and thymus are accessed by standard drug uptake mechanisms:

pH-dependent lipophilic transport; carrier-mediated transport; and specific uptake mechanisms. Other tissues, the brain and testes, are protected by a barrier, restricting influx of pharmaceutical material. Brain, testes, lymph nodes, tonsils and thymus are well known reservoirs of HIV and it is essential that for any anti-HIV drug to be therapeutically. effective, it should reach and be retained in these three organs.


In an attempt to overcome these problems we have linked drugs to lipids that have selective affinities for specific biological membranes. The selective association of certain lipids with specific biological membranes provides a possible avenue of drug targeting. A novel aspect of our inventions is that they provide for both intracellular organelle and tissue targeting of the biologically-active compounds. Of particular interest is the ability of the prodrugs to cross both the blood brain barrier and testicular barriers and attain very high concentrations relative to free drug. Intracellular targeting is predicated upon the exploitation of active transport of lipid prodrugs into the target cells, followed by lipid trafficking of the lipid prodrugs inside the cells to the appropriate intracellular target. To this end, the site within the polar lipid molecule of covalent linkage between the polar lipid and the organic spacer or biologically-active compound, or both, is in the hydrophobic lipid tail. It has been well-established that the cellular enzymes responsible for intracellular lipid trafficking (comprising transferases and Upases) recognize different polar lipids by their distinct head. Exploitation of these cellular systems thereby precludes conjugation of biologically-active compounds to the head groups, while allowing intracellular trafficking to productively occur using biologically-active compound-polar lipid conjugated drugs that are covalently linked through the hydrophobic tail of the lipid.


In our studies, a prodrug is a drug covalently linked to a carrier designed for specific metabolic cleavage by microorganism specific enzymes. The goal is to improve the therapeutic ratio, thereby increasing a drug's clinical efficacy. This approach has been known to lead to the distribution and retention of the parent drug in the body for a longer time.


A useful prodrug must also be optimized for a number of unrelated but structurally dependent properties, such as its lipophilicity, hydrolysis rate, systemic metabolism, retention and elimination. We have used methotrexate and AZT prodrugs which are made by covalently linking them via an ester bond to an acyl chain of either ceramide or phosphatidylcholine.


Phagocytic cells/ such as macrophages, present a unique challenge for drug delivery. Delivery of antiviral drugs into this important reservoir of HIV is a problem, due to the specificity of macrophages uptake systems. Uptake of particles is a favored macrophage function and is useful for targeting drugs to this important microbial reservoir. Methods of linking drugs to microparticles by way of enzyme specific cleavage sites have been developed in this laboratory. It relies on the passive targeting ability of macrophages to take particulate material inside the cell and the presence of microbe specific enzymes in infected macrophages.


The new technology is based on the delivery to infected macrophages of microparticle-based drugs. The microparticles are usually made of a biodegradable polymer and are typically less than 1 (m in diameter. They are applicable for specific delivery of drugs to the macrophage because the microparticles are ingested by the macrophage within minutes of non-oral administration to humans (including intravenous injection).


The target diseases are those caused by infectious viruses and microorganisms that reside in the macrophage. The pathogens may also reside within intracellular organelles of the macrophage such as the nucleus, Golgi complex, or vesicles. It is the enzymes from these infecting viruses and microorganisms that trigger the release of drugs from the microparticles.


The unique aspect this technology is that the drug is not released in an active form unless enzymes from the target microorganism or virus are present in the macrophage. This is accomplished by attaching or encapsulating the drug in the microparticle with a very specific enzyme-cleavable linker. When the microorganism specific enzyme breaks the linker and frees the drug—allowing it to become active against the infecting pathogens. If the cell is not infected the drug remains inactive.


The microparticle can be prepared with an enzyme-cleavable prodrug by one of the following three methods:

1. The drug can be bound directly to the microparticle with an enzyme-cleavable linker,

2. The microparticle can be loaded with the drug and then coated with an enzyme-cleavable polymeric coating, or

3.   The microparticle can be loaded with an enzyme-activated prodrug and coated with a non-specific, degradable polymer.


Combinations of these approaches can also be used, as can approaches that use multiple enzyme-cleavable substrates. The choice of approach depends on the specific details and requirements of each application. For example, a microparticle is less likely to come into contact with infections that are resident in an intracellular organelle within the macrophage. In this case, the third choice an enzyme-cleavable prodrug contained within a microparticle is non-specifically released, which can then migrate into the infected organelle where the prodrug is cleaved.

Electrically assisted transdermal drug delivery 

of liposomal formulations
Guru V. Betageri
College of Pharmacy, Western University of Health Sciences, 309 E. Second
Street, Pomona, CA 91766, USA


Liposomes can be used to enhance the delivery of drugs by transdermal route. However, it is not clear whether liposomes penetrate the skin intact. The potential advantages of liposomal formulations of drugs for transdermal and topical delivery include enhancement of drug delivery, solubilization of poorly water-soluble drugs. Iontophoresis is useful for the transdermal delivery of charged drugs. Nonionized drugs either have a low flux (due to electro-osmosis) or cannot be delivered using this technique. Since ionized and nonionized molecules can be encapsulated in liposomes with charge on the surface, it was hypothesized that charged liposomes could deliver neutral or nonionized drug efficiently by iontophoresis. Electroporation technique is another technique used to enhance transdermal delivery of drugs. This study has investigated delivery of liposomal formulations of hydrophilic (Enkephalin and Colchicine) and lipophilic (Propranolol) drugs in combination with iontophoresis and iontophoresis / electroporation.


Effect of liposome composition, type of liposome (MLV and LUV), surface charge and particle size was investigated to deliver the drug by transdermal route using human cadaver skin. MLVs were prepared by thin film hydration method and were converted into LUVs by either extrusion or sonication. Stearylamine and dicetylphosphate were added to provide positive and negative charge respectively. Protamine aggregation method was used to estimate the encapsulation of drug in liposomes. Non-encapsulated drug was separated using ficoll density gradient method. Human cadaver skin was used in the study. The skin samples were mounted on the vertical (Franz) diffusion cells. During iontophoresis, a current of 0.5 mA/cm2 was applied. For studies involving electroporation, pulse of 250 V, having pulse length 20 ms were applied for five min, starting at time zero, at the rate of 10 pulses per minute. For studies involving iontophoresis and electroporation together, pulsing was performed at time zero and was then followed by iontophoresis for 6 hr.

Liposomes or their constituents were shown to penetrate the skin. Enkephalin, when delivered iontophoretically at its isoelectric point, from liposomes carrying positive or negative charge on their surface, resulted in permeation of enkephalin.

Degradation of enkephalin was observed during transport and it was less in liposome formulations, as compared to controls. Delivery of colchicine encapsulated in positively charged DSPC liposomes was four to five times greater than control and two to three times greater than that of colchicine encapsulated in DMPC or DPPC. However, iontophoresis of colchicine solution through electroporated skin showed maximum enhancement compared to iontophoresis and electroporation alone. Encapsulation of colchicine in positively charged liposomes further augmented the delivery when iontophoresis was performed through electroporated skin compared to electroporation alone. Also, the total amount transported was compared to the total charge delivered in the case of each of the protocols. Hence this serves as initial evidence for potential of charged liposomes for the enhanced transdermal delivery of nonionized or neutral drugs using a combination of electroporation and iontophoresis.

Similar results were obtained when a lipophilic drug (Propranolol) was encapsulated in liposomes. Liposome formulations delivered a significantly higher amount of propranolol than in solution dosage form'. Increase in current density (0.5, 0.8 and 1 mA/cm2) increased the delivery of propranolol HC1 across the skin, however, there was no significant difference in the drug delivered at 0.8 and 1 mA/cm2. Since the maximum current a patient can tolerate is 0.5 mA/cm2, this current density was chosen for all iontophoresis experiments. The permeation increased several folds by iontophoresis alone or in combination with electroporation (250 and 500 V pulses). There was no significant difference in the amount of drug delivered as a function of increasing voltage with electroporation alone (250, 500 and 750 V), at the end of 24 hours. Passive permeation and permeation achieved by pulses alone were similar and very low. A 20% decrease in the skin impedance post pulsing recovered by 95% within an hour when 250 V pulses were given at time zero. The effective transdermal voltage (71.5 V ± 15.5) observed was only 30% of the applied voltage (250 V). The amount of drug delivered using extruded large unilamellar liposomes (ELUV) by electroporation for 1 minute (500 V, 7 ppm, 10 ms) followed by 6 hours of iontophoresis was significantly higher than those delivered by multilamellar liposomes (MLV), at the end of 24 hours. The encapsulation in MLVs (82%) was greater than ELUVs (67%) and sonicated LUVs (SLUVs; 62%). A comparison with the solution study revealed a significantly higher drug delivery by liposomal formulation by both protocols. In conclusion, the results establish the feasibility of electrically assisted delivery of hydrophilic (Enkephalin and Colchicine) and lipophilic (Propranolol) drugs across the human skin.
.
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Estrogens are usually used for hormone replacement therapy of postmenopausal women to facilitate the climacteric syndrome and to prevent osteoporosis. It was shown that the estrogen therapy significantly decreased the risk of coronary heart disease and protected against atherosclerosis in women [1]. There are many experimental data on estrogens attenuating the progression of atherosclerosis in cholesterol-fed rabbits [2].  


The antioxidative properties of estrogens were studied during the last decade. It was shown that estrogens, especially estriol, 17(-estradiol and 17(-estradiol are naturally occurring antioxidants. The (8.,9-dehydro derivatives of 17(-estradiol and 17(-estradiol (J811, J861, J835, J851) are very effective scavengers of free oxygen radicals. They decrease the formation of superoxide anion radicals, inhibit luminol and lucigenin-enhanced as well as xantine/xantine oxidase-dependent luminiscence and iron-induced lipid peroxidation [3]. These estrogens are called scavestrogens because their radical scavenging effect is much higher than those of the parent compounds. 


In view of these properties of scavestrogens we evaluated the free radical scavenging properties and the antiatherogenic effect of 17(-estradiol and 17(-estradiol and (8.9-dehydro derivative of 17(-estradiol, 14(, 15(-methylene-8-dehydro-17(-estradiol (J861).

 
Male rabbits weighing 2.1–2.6 kg were fed a standard rabbit diet containing vegetables. Group 1 consisted of healthy controls. The other seven groups were fed a daily cholesterol (200 mg/kg) orally in sunflower oil (0.75 mg/kg) for 3 months. Group 2 was the diet control group. The remaining groups were treated with the test compounds for the last month of the study, 17(‑estradiol, 17(‑estradiol and J 861 (0.02 mg/kg/day and 0.1 mg/kg/day). Rabbits were treated with the tested estrogens diluted in 1 ml of sesame seed oil by oral intubation. Animals were killed  by aortic bleeding under the anesthesia by ketamin.


Thoracic aortas were cut open longitudinally and stained with 0.2% Sudan Black. The photographs of stained preparations of aorta were photographed and than scanned. The sudanophylic areas of the intima were measured and calculated relatively to the total square of aorta intima. Tissue blocks from the aorta were embedded in paraffin and sections (6 (m) were stained with haematoxilin and eosin. The mean of the intimal thickness was measured in all sections using an ocular micrometer. 


The triglyceride concentration, total cholesterol in the liver, aorta and plasma, and plasma cholesterol esters were determined using commercial kits. LDL and LDL+VLDL content as well as HDL and LDL cholesterol were measured after the precipitation of lipoproteins with heparin. 

Table 1

Characterization of aorta in cholesterol-fed rats treated with estrogens

	
	Atherosclerotic

lesions, % of aorta
	Thickness

of intima, (m
	Aorta

cholesterol, mg/100g

	Control
	1.2 ( 0.4
	13.8 (0.5
	87.3(18.97

	Cholesterol-fed 
	37.6(8.8*
	40.1(20.6
	1032.4(174.2*

	+ 17(, 0.02 mg/kg
	23.6(6.4*
	30.3(7.5
	408.8(75.7*@

	+ 17(, 0.1 mg/kg
	18.0(3.1*@
	24.3(2.7
	322.8(44.0*@

	+ 17(, 0.02 mg/kg 
	22.8(3.5*
	44.2(8.9
	411.8(59.6*@

	+ 17(, 0.1 mg/kg
	18.7(3.7*@
	32.8(3.8
	388.3(55.5*@

	+ J861, 0.02 mg/kg
	27.1(5.9*
	28.7(2.1
	325.8(39.6*@

	+ J861,0.1 mg/kg
	6.6(0.9*@
	18.2(1.4
	247.2(44.3*@


* - P<0.05 compared to the control group; @ - P<0.05 compared to the cholesterol-fed group.


 After 3 months of the cholesterol feeding in the rabbit aorta showed the typical atherosclerotic plagues which occupied up to 80 % of the total aorta intima square in some cholesterol-fed rabbits. The sudanophylic area of the aorta dramatically increased in cholesterol-fed rabbits (Table 1). All the investigated compounds at dosage of 0.1 mg/kg b.w. significautly decreased this parameter, where the effect of J861 was especially pronounced and statistically significant.
In animals treated with this dose of J861, atherosclerotic plaques were practically unobserved. The intima layer is enlarged in all cholesterol-fed groups. The minimal thickening of the aorta intima was observed in the J861-treated group (0.1 mg/kg) (Table 1). The total cholesterol content in the aorta drastically increased (over 11-fold) in cholesterol-fed rabbits (Table 1). All the tested compounds nearly 2-4 fold increased the cholesterol content in the aorta, where the effect of J861 (0.1 mg/kg) was especially pronounced. 


The cholesterol content in the cholesterol-containing lipoproteins, LDL and HDL, was dramatically decreased to nearly 12- and 4-fold, respectively (Table 2). All the investigated compounds decreased these parameters except for the low doses of 17(-estradiol and J861 for HDL cholesterol. Cholesterol feeding dramatically enhanced the LDL content and the sum of LDL+VLDL in the serum (Table 2). All the investigated estrogens significantly decreased the lipoprotein content (LDL and LDL+VLDL). 

Table 2

Lipoproteins (g/l) and lipoprotein cholesterol (mM/l) content in the serum of cholesterol-fed rats treated with estrogens

	
	LDL
	LDL+VLDL


	HDL cholesterol
	LDL cholesterol

	Control
	2.1(0.29
	4.40(0.39
	1.42(0.16
	1.8(0.13

	Cholesterol-fed rabbits,
	23.3(1.19*
	32.38(1.61*
	5.28(0.77*
	21.4(4.40*

	+ 17(,

0.02 mg/kg
	5.7(1.71@
	10.07(1.28*@
	2.86(0.20*@
	7.2(0.43*@

	+ 17(,

 0.1 mg/kg
	12.8(1.54*@
	18.34(1.78*@
	1.37(0.13@
	9.2(1.17*@

	+ 17(,

 0.02 mg/kg
	11.7(1.04*@
	18.60(2.07*@
	3.72(0.30*
	10.4(3.04*@

	+17(,

 0.1 mg/kg
	10.3(1.94*@
	15.06(0.59@
	2.53(0.28*@
	9.1(2.19*@

	J 861,

 0.02 mg/kg
	10.8(1.09*@
	15.11(0.63*@
	3.97(0.36*
	9.1(1.31*@

	+ J 861,

0.1 mg/kg
	6.7(0.93*@
	11.80(1.76*@
	2.21(0.31@
	4.0(0.98@


*  - P<0.05 compared to the control group; @ - P<0.05 compared to the cholesterol-fed group.


All the investigated parameters strongly suggested the atherosclerotic damage of aorta in the cholesterol-feeding group. One of the purposes of the present study was to define the effects of the estrogens on the severity of diet-induced atherosclerosis. Now is accepted that the pharmacological prevention of atherosclerotic aorta disease must include a lowering of cholesterol-containing lipoproteins as well as correction of pathological processes occuring in the aorta wall [4]. The estrogens at the higher dose decreased the atherosclerotic lesions in the aorta: 17(-estradiol and 17(-estradiol of 51-52% and J861 more than of 82%. The effect of J861 on intimal hyperplasia was also the most pronounced.


The biochemical data also confirmed that among the tested compounds J861 was more effective as an antiatherogenic agent. All the investigated estrogens prevented the development of atherosclerosis, especially at the highest dose. However, J861 (0.1 mg/kg) lowered the most important parameters characterizing the severity of atherosclerosis: both the aorta and LDL cholesterol content (for 76.0% and 81.3%, respectively) were greater compared to 17(-estradiol and 17(-estradiol (for 60.1-68,7% - aorta cholesterol; for 51.4-66.3% - LDL cholesterol). Indeed, the effect of J861 was also most significant in the decrease of lipoprotein content, LDL (for 71.2% and 75.5%, respectively) and the sum of LDL and VLDL (for 63.5% and 68.9%, respectively). 


The increase of LDL is an important risk factor for atherosclerosis but the existing hypothesis suggest that the evolution of atherosclerotic lesions is initiated by oxidizing LDL, whereas native LDL has no atherogenic effect [5]. Antioxidants inhibited the vascular atherosclerotic damage in rabbits [6] and non-human primates [7] fed cholesterol-rich diets. Several data on the prevention of LDL oxidation by different antioxidants (vitamin E, (-carotene, probucol, polyphenols, etc) are exist [8]. Some authors believed that the inhibition of LDL oxidation is a potential mechanism behind the antiatherogenic effect of estrogens [9, 10]. 


In conclusion, we propose that the higher antiatherogenic effect of J861 can explain its marked scavenging and antioxidative effect. However, mechanisms of atheroprotection by estrogens in our opinion are multifactorial and can include not only prevention of LDL oxidation, but also lowering of serum lipids, changes in the aorta wall structure and, probably, other unknown factors.
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II. Метаболические эффекты лекарств и биологически активных соединений

Metabolic effects of drugs and 

biologically active substances

Antioxidative effects of estrogens

in cholesterol-fed rabbits

V. Buko, O. Lukivskaya, A. Maltsev, Yu. Popov

Institute of Biochemistry NAS of Belarus, Grodno, Belarus

Many natural and semisynthetic steroid compounds are known as inhibitors of lipid peroxidation. The D8.,9-dehydro derivatives of 17a-estradiol and 17b-estradiol (J811, J861, J835, J851) are very effective scavengers of free oxygen radicals [1]. These estrogens are called scavestrogens because their radical scavenging effect is much higher than those of the parent compounds.  Oxidation of LDL is believed to play an important role in the pathogenesis of atherosclerosis [2]. One of the stages in the oxidative modification of LDL is the lipid peroxidation. Supplementation with different antioxidant factors is widely used for the treatment and prevention of atherosclerosis in the clinic and experiment. In the present study we studied the antioxidative effect of D8.9-dehydro derivative of 17a-estradiol, 14a, 15a-methylene-8-dehydro-17a-estradiol (J861) in a comparison with 17a-estradiol and 17b-estradiol in the liver of rabbits with experimental atherosclerosis induced by the cholesterol-rich diet in vivo. 


Forty-eight male rabbits weighing 2.1–2.6 kg were fed a standard rabbit diet containing vegetables. Group 1 consisted of healthy controls. The other seven groups were fed daily cholesterol (200 mg/kg) orally in sunflower oil (0.75 mg/kg) for 3 months. Group 2 was the diet control group. The remaining groups were treated with the test compounds for the last month of the study, 17(‑estradiol, 17(‑estradiol and J 861 (0.02 mg/kg/day and 0.1 mg/kg/day). Rabbits were treated with the tested estrogens diluted in 1 ml of sesame seed oil by oral intubation.


The microsomal fraction was separated by differential centrifugation at 105,000 g using a VAC-602 centrifuge (Janetzki, Germany). The microsomal pellet was resuspended in 0.1 M Tris-HCI buffer (pH 7.4) or in 0.05 M sodium phosphate buffer (pH 7.4) for spin-trapping studies. The protein content of the microsomal suspension and of the supernatant was determined by the biuret methods. The spectrophotometric method of superoxide radical measurement is based on the reduction of nitrotetrazolium blue (NTB) to formazan by O.- [3]. The NADPH-dependent chemiluminiscence of microsomes was carried out using the chemiluminogenic probes luminol and lucigenin [4]. Superoxide dismutase (SOD) activity was measured according to the method modified by Czevari et al. [5]. The enzymatic lipid peroxidation was stimulated by 0.5 mM NADPH and 0.5 mM Fe2+. The H2O2 formation was measured by the ferroammonium sulfate - potassium thiocyanate method [6]. The data were given as arithmetic means ± S.E.M. The statistical evaluation of the data was performed by Student's t-test. The level of significance was chosen as p<0.05.


The feeding of cholesterol-rich diet developed a prooxidant effect, significantly increasing all the measured radical-related parameters: SOD activity and H2O2 production in liver microsomes and in the serum as well as NADPH-induced chemiluminiscence, enhanced by lucigenin, superoxide anion content and lipid peroxidation evaluated as TBARS formation in rabbit liver microsomes (Tables 1, 2). 


All the investigated estrogens decreased the NADPH-induced chemiluminiscence of liver microsomes enhanced by lucigenin, where the effects of 17a estradiol (0.1 mg/kg) and both doses of J861 did not differ from the control value. The above dosages of 17 a estradiol and J861 also significantly decreased superoxide anion content and TBARS formation in liver microsomes (Tables 1,2). The plasma SOD activity was decreased in cholesterol-fed rabbits treated with 17a-estradiol (0.1 mg/kg), whereas 17 b-estradiol (0.02 mg/kg) increased this parameter (Table 1). The activity of SOD in liver microsomes was significantly decreased after the treatment of rabbits with 17(-estradiol (0.02 mg/kg) and J861 (0.1 mg/kg).


The production of H2O2 in rabbit plasma significantly decreased in all the estrogen-treated groups, except for the J861-treated rabbits (0.1 mg/kg). In liver microsomes this parameter was decreased in cholesterol-fed rabbits receiving 17a-estradiol (0.1 mg/kg), 17b-estradiol (0.02 mg/kg) and J861 (0.02 mg/kg), but increased under the influence of J861 at a dosage of 0.1 mg/kg.

In the present study we investigated the antioxidative effects of the scavestrogen, J861, compared with 17a-estradiol and 17b-estradiol. As we found recently by spin-trapping technique, J861 is a more effective scavenger of free radicals in liver microsomes than the other tested estrogens [9]. The system containing Fe2+ and ascorbate was used for both O.- and HO- production. Tiron, which we used as a spin trap, preferably intercepts O.- although some authors questioned the specificity of Tiron for O.- [7].

Table 1

Activity of superoxide dismutase (SOD) of serum (% of inhibition/ml) and liver microsomes (% of inhibition/mg of protein), production of hydrogen peroxide in serum (nmol/ml per 1 min) and liver microsomes (nmol/mg of protein per 1 min)

	
	SOD,

serum
	SOD,

microsomes
	H2O2
production,

serum
	H2O2

production,

microsomes

	Control
	18.43(2.9
	45.6(8.4
	7.4(0.8
	1.4(0.1

	Cholesterol
	31.5(3.25*
	90.5(9.6*
	22.3(0.6*
	3.1(0.2*

	+ 17(,

0.02 mg/kg
	36(5.9*
	56.2(8.1@
	17.9(0.9*@
	2.7(0.4*

	+ 17(, 

 0.1 mg/kg
	10.2(3.1@
	66.5(10.2
	14.3(0.9*@
	2.0(0.3*@

	+ 17(,

 0.02 mg/kg
	49.3(7.1*@
	93.2(2.7*
	15.4(0.6*@
	2.2(0.1*@

	+17(,

 0.1 mg/kg
	30.4(4.2*
	114.2(23*
	17.9(0.6*@
	3.2(0.4*

	+ J861 

0.02 mg/kg
	16(2.9@
	85.4(3.3
	10.2(0.5*@
	1.7(0.1@



	+J 861, 

 0.1 mg/kg
	22.4(4.6
	58.3(7.9@
	22.9(0.6*
	4.1(0.4*@


*  - P<0.05 compared to the control group;

@ - P<0.05 compared to the cholesterol-fed group.


Some authors considered that chemiluminiscence attenuated by lucigenin reflect HO- generation. Later it was found that lucigenin chemiluminiscence can also be induced by reactions with other reactive oxygen species (O.- , singlet oxygen, hydrogen peroxide, etc.) [8]. Therefore, the decrease of lucigenin-attenuated chemiluminiscence of microsomes by the tested estrogens and, especially by, J861 is probably connected not only with an inhibition of HO- generation, but also with a diminution of the formation of other reactive oxygen species. Moreover, J861 did not affect the H2O2 formation directly dependent on the HO- content. Therefore, the definition of radical scavenging function of scavestrogens requires further investigations.

Table 2

Effect of estrogens on NADPH- induced chemiluminiscence attenuated by lucigenin (c.p.m./mg protein per 1 s x 105), superoxide anion content (nmol/mg protein) and lipid peroxidation  (nmol TBARS/mg protein/min) in liver microsomes of cholesterol-fed rats treated with estrogens

	
	NADPH-induced chemiluminiscence attenuated by lucigenin
	Superoxide anion content
	Lipid

peroxidation

	Control
	2.13 ( 0.33
	12.6(1.22
	1.42(0.16

	Cholesterol-fed
	16.65( 2.17*
	20.0(1.39*
	2.80(0.15*

	+ 17(, 0.02 mg/kg
	7.32 ( 1.77*@
	18.6(1.36*
	2.56(0.21*

	17(, 0.1 mg/kg
	3.22 ( 0.58@
	13.4(1.47@
	2.26(0.19*@

	17(,  0.02 mg/kg
	4,80 ( 1.13 *@
	18.6(1.22*
	2.49(0.19*

	17(, 0.1 mg/kg
	5.07 ( 0.16@
	15.8(1.44
	2.39(0.25*

	J861,  0.02 mg/kg
	3.29 ( 1.32@
	14.5(1.24@
	2.22(0.20*@

	J861, 0.1 mg/kg
	2.96 ( 0.49@
	11.3(1.63@
	1.69(0.18@


*  - P<0.05 compared to the control group;

@ - P<0.05 compared to the cholesterol-fed group.


Some other free radical-related data obtained in the experiment in vivo also confirmed the highest antiradical and antioxidative effectiveness of J861 compared with 17a-estradiol and 17b-estradiol (superoxide anion content and TBARS formation). However, we did not find this appropriateness for SOD activities and hydrogen peroxide formation in liver microsomes and the serum.


Ever since it was shown that estrogens could attenuate the atherosclerotic lesions in rabbits, monkeys and rats, much interest has been focused on so called scavestrogens in preventing the oxidation of LDL and retarding the atherosclerotic process. Recently we found the antiatherogenic effect of J861 [9] and other scavestrogen, estra-1, 3, 5[10], 8-tetraene-3, 17a-diol (J811), that was relatively higher compared to 17a-estradiol and 17b-estradiol. We propose that the higher antiatherogenic effect of J861 can explain by its marked scavenging and antioxidative effect. 
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Acetaldehyde homeostasis in rats selected by

different ethanol preference and consumption

D.Yu. Gerashchenko, B.I. Gorenshtein, T.N. Pyzhik and A.V. Liopo

Institute of Biochemistry NAS of Belarus, Grodno, Belarus

Acetaldehyde, a very reactive compound, is considered to be a likely mediator of alcohol induced injury [7]. High acetaldehyde concentrations alter protein structures [15], enzymes activities, and damage mitochondrial respiration [2]. Low acetaldehyde concentrations may also cause tissue damage, especially in those cases when function of liver, the main organ metabolizing acetaldehyde, has been already diminished [10]. Accumulation of acetaldehyde produced either from the ethanol or threonine can cause similar tissue damage [16], which shows that source of acetaldehyde may not be important for its damaging effects. Based on these facts, we suggested the existence of some mechanisms which maintain the acetaldehyde level in tissues at a low constant level. The significance of the endogenous ethanol and acetaldehyde in the mechanisms of alcohol preference has been clearly shown by academician Yu.M. Ostrovsky (1983, 1986). The role of aldehydedehydrogenase and aldehydereductase in the mechanisms of endogenous acetaldehyde has been extensively studied [14, 17]. Significance of the enzymes responsible for acetaldehyde production from endogenous substrates has been little studied. The aim of our work was to investigate the role of several acetaldehyde-producing enzymes, such as the pyruvate decarboxylase component of pyruvate dehydrogenase (EC 1.2.4.1) [11], phosphorylethanolamine phospholyase (EC 4.2.99.7) [4], and threonine aldolase (EC 4.1.2.5) [1], in rats with different ethanol preference and consumption.


Male albino rats were used in these experiments. Rats were given an aqueous solution of ethanol as the sole drinking fluid for 30 days. The ethanol treatment scheme used in the assay was as follows: 10% v/v ethanol solution for 10 days, 15% v/v ethanol solution for 10 days, 20% v/v ethanol solution for 10 days. Twenty four hours before decapitation, the 20% ethanol solution was replaced by water. Control animals received water for 30 days. Selection of rats with high and low ethanol preference as well as high and low ethanol consumption, was performed as described elsewhere [8]. The soluble liver fractions were prepared at 0-5°C, immediately after the death of rats. The livers were briefly homogenized in a glass-Teflon tissue grinder with 4 volumes of a solution containing 0.1 M Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, pH 7.8. Pyruvate dehydrogenase activity was measured spectrophotometrically according to Jubler [6] with ferricyanide acting as the electron acceptor. The determination of decarboxylation activity of pyruvate dehydrogenase was based on the Cremer method [3]. Details of experimental procedures were described elsewhere [5]. The activities of phosphorylethanolamine phospholyase and threonine aldolase were calculated from the amount of produced acetaldehyde as described previously [5]. The ethanol and acetaldehyde concentrations were measured by the use of the head-space gas chromatographic technique [5]. Protein concentrations were determined by the method of Lowry [9].


Thirty-day ethanol administration caused strong inhibition of threonine aldolase and decarboxylation pyruvate dehydrogenase activities (Table 1). 

Table 1

Activities of pyruvate dehydrogenase, phosphoethanolamine phospholyase and threonine aldolase in liver (nmol· min-1·mg protein-1), and endogenous ethanol concentration (μM) after chronic ethanol intake

	
	Control
	Ethanol, 30 days

	Endogenous ethanol in blood
	1.8 ± 0.4
	1.6 ± 0.4

	Endogenous ethanol in liver
	2.5 ± 0.7
	2.2 ± 0.7

	Endogenous ethanol in kidney
	3.8 ± 0.3
	3.8 ± 0.3

	Threonine aldolase
	0.54 ± 0.05
	0.36 ± 0.03*  ↓

	Pyruvate dehydrogenase
	18.0 ± 3.0
	10.0 ± 1.5*    ↓

	Phosphorylethanolamine 

phospholyase
	0.28 ± 0.05
	0.45 ± 0.09*  ↑


*P<0.05 compared to appropriate control rats


Activities of these enzymes did not return to control levels after 24 hours following the cessation of ethanol administration. Increase of phosphorylethanolamine phospholyase activity at that time may be considered as compensatory one, necessary to maintain production of acetaldehyde in tissues at the constant level. Indeed, the endogenous ethanol concentration remained unchanged, which may reflect only a little or no alterations in the endogenous acetaldehyde concentration. This fact as well as the behavior of acetaldehyde-producing enzymes after cessation of chronic ethanol intake suggest the existence of the endogenous acetaldehyde and ethanol homeostasis in rats.


The probable explanation of the changes in activities of the acetaldehyde-producing enzymes is regulation of the enzyme’s expression by acetaldehyde or its adducts at levels of mRNA or protein. Further studies are needed to investigate the mechanisms of expression regulation of the acetaldehyde-producing enzymes. 


Similar to the experiment of 30-day ethanol consumption, method of selection of animals by high and low ethanol consumption represented the model of alcohol intoxication. However, much weaker ethanol solutions (5%) were given to rats in this case. Strong ethanol intoxication led to change of activities of all studied acetaldehyde-producing enzymes (Table 1), whereas weak intoxication resulted only in decrease of pyruvate dehydrogenase activity in high consumption (HC) group (Table 2). 

Table 2

Activities of pyruvate dehydrogenase, phosphoethanolamine phospholyase and threonine aldolase (nmol· min-1·mg protein-1) in liver, and endogenous ethanol concentration (μM) in blood of rats with different ethanol consumption

	
	Groups

	
	HC
	LC
	Control

	Threonine aldolase 

Pyruvate dehydrogenase 

Pyruvate dehydrogenase, 

decarboxylation activity 

Endogenous ethanol before 

selection 

Endogenous ethanol after selection 
	0.53 ± 0.072

17.0 ± 2.48

13.0 ± 1.88

10.7 ± 0.88

14.3 ± 0.85
	0.52 ± 0.040

29.0 ± 1.44 РHC<0.05

22.8 ± 4.02 РHC<0.05

15.2 ± 1.35

РHC<0.05

10.3 ± 1.20 РHC<0.05
	0.66 ± 4.068

29.8 ± 2.87 РHC<0.05

21.5 ± 1.52 РHC<0.05

17.5 ± 2.77 РLC<0.05



Pyruvate dehydrogenase activity remained stable in rats of low consumption (LC) group, which shows that there are differences in the system of endogenous acetaldehyde metabolism between rats with low and high alcohol consumption. Moreover, we obtained the evidence that this metabolic system can be changed during alcohol intoxication, such as the intoxication caused increase of endogenous ethanol level in LC rats and decrease in HC rats. 


Amount of consumed ethanol was minimal in the experiment where animals were selected by ethanol preference. We found much higher endogenous ethanol level in blood of preferring water (PW) rats than preferring ethanol (PE) rats (Table 3). The difference was even larger between these groups before selection. Such difference can be explained by higher acetaldehyde production from threonine in threonine aldolase reaction in PW animals (Table 3). 

Table 3

Activities of pyruvate dehydrogenase, phosphoethanolamine phospholyase and threonine aldolase (nmol· min-1·mg protein-1) in liver, and endogenous ethanol concentration (μM) in blood of rats with different ethanol preference

	
	Groups

	
	PE
	PW
	Control

	Phosphorylethanolamine 

phospholyase 

Threonine aldolase 

Pyruvate dehydrogenase 

Pyruvate

Lactate

Lactate/Pyruvate

Endogenous ethanol before selection 

Endogenous ethanol after selection 


	0.14 ± 0.031

0.88 ± 0 059

11.6 ± 0.84

0.16 ± 0.008 2.7 ± 0.23

16.6 ± 0.76

2.8 ± 0.48

3.6 ± 0.47
	0.12 ± 0026

1.16 ± 0.060 РPE<0.01

13.3 ± 1.69

0.16 ± 0.002

2.4 ± 0.24

15.5 ± 0.75

5.3 ± 0.44

РPE<0.001

6.1 ± 0.61 РPE<0.01
	0.25 ± 0.079

0.66 ± 0.090 РPW<0.01

14.3 ± 2.49

0.14 ± 0.032

3.6 ± 0.58

29.7 ± 5.59 РPW<0.05

4.2 ± 0.78 РPW<0.10
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Figure. Participation of acetaldehyde-producing enzymes in the maintenance of endogenous acetaldehyde level in tissues. 


Our data favors the existence of mechanisms maintaining endogenous acetaldehyde homeostasis in animals (The major passways of acetaldehyde homeostasis are shown in Figure). Such homeostasis depends on type of alcohol preference of rats as well as type of alcohol intoxication (concentration of ethanol solution and duration of ethanol consumption). The existence of individual differences in mechanisms maintaining acetaldehyde homeostasis should be taken into account in clinics during prescription of treatment which could affect metabolism of acetaldehyde. 
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Биологические и иммунологические свойства нового лекарственного препарата –

производного глутамина
М.В. Горецкая, И.О. Леднева, А.В. Каравай,

Р.В. Требухина, Т.И. Дюрдь

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


В настоящее время при поиске новых подходов и лекарственных препаратов для профилактики и лечения различных заболеваний особое внимание уделяется естественным метаболитам и, в частности, аминокислотам как веществам малотоксичным и обладающим широким спектром действия. Установлено, что фармакологический эффект такого рода препаратов базируется на регуляторных принципах и реализуется за счет имитации естественных защитных реакций, способных обеспечить повышение устойчивости организма к патогенным факторам. Одним из важных принципов комплексной терапии злокачественных новообразований является коррекция иммунных нарушений, обусловленных патологическим процессом [3]. Ряд производных глутамина рассматривается в качестве перспективных природных иммуномодуляторов [1].


Настоящая работа посвящена изучению влияния производного глутамина (Gln), синтезированного по способу, разработанному в ИФОХ НАНБ (патент 0768,1998), на реакции клеточного иммунитета in vitro и некоторые биологические свойства in vivo.


Материалом исследования послужила периферическая кровь онкологических больных и референтной группы, стабилизированная гепарином (20 ЕД/мл). Обследовано 20 человек референтной группы (контроль) и 21 пациент онкологического отделения.


Лимфоциты выделяли по методу А. Boym [6]. Для получения клеточной суспензии венозную кровь центрифугировали в градиенте плотности фикол-верографин (d=1,077 г/см), трижды отмывали раствором Хенкса. Клеточную суспензию доводили до концентрации 2 (106 кл/мл и помещали в 96-луночные планшеты (завод биополимеров, Санкт-Петербург) в объеме 0,05 мл в каждую лунку. В таком же объеме добавляли производное Gln. Исследовали методом спонтанного розеткообразования количество общих Т-лимфоцитов (Т-общ.%), субпопуляции Т-лимфоцитов: активных (Т-акт.%), Т-хелперов, Т-супррессоров. Для определения фагоцитарной активности нейтрофилов крови (ФАН)  использовали культуру стафилококка.


Опыты in vivo были выполнены на белых беспородных крысах массой 120-140 г. Карциносаркому Уокер 256 выделяли от крысы донора на 8 сутки в стерильных условиях, гомогенизировали с раствором Хенкса (1:10) и перевивали подкожно в количестве 1.0 мл группе подопытных животных. Исследуемый препарат, производное Gln, вводили внутрибрюшинно в дозе 250 и 500 мг/кг крысам через 24 часа после трансплантации им опухоли на протяжении 9 дней. Животных забивали путем декапитации после окончания курса инъекций (10-11 сутки). Кровь собирали в пробирки, центрифугировали и отбирали сыворотку, в которой определяли токсичность препарата по спленотоксическому тесту [4]. Опухоль выделяли, очищали от соединительной ткани и взвешивали, учитывая степень торможения роста неоплазмы. Полученные данные обрабатывали методом вариационной статистики.


Первой ступенью изучения любого нового препарата является выявление его токсичности. Результаты эксперимента показали, что длительное введение производного Gln в дозе 250 мг/кг или 500 мг/кг не оказывает токсического действия. Эндотоксемия сыворотки крови колебалась от 2 до 4 %. Дополнительным тестом токсичности препарата является снижение массы тела. Изменение массы тела после введения различных доз производного Gln - были незначительные, что также указывает, что исследуемый препарат относится к категории малотоксичных веществ. Противоопухолевая активность препарата представлена в таблице 1. Масса опухоли без воздействий на 10 сутки после перевивки опухоли составляет 26.8 г. Введение производного Gln в дозе 500 мг/кг тормозит рост опухоли на 73,6%. Снижение дозы изучаемого препарата в 2 раза выявило значительно высокий процент торможения опухоли (64,7%). Индекс эффективности, учитывающий индивидуальные соотношения массы опухоли у контрольных и подопытных животных, при введении различных доз производного Gln соответствует 3.8 и 2.8.

Таблица 1

Средняя масса опухоли и торможение ее роста после введения

производного L-глутамата и фенилацетата

	Группы животных
	Режим введения
	Масса

опухоли
	%

торможения
	Индекс

эффективности

	Крысы с опухолью

(без воздействий)
	—
	26.8( 1.5
	—
	

	Крысы с опухолью +Gln
	500 мг/кг

9 дней
	7.07( 2.4
	73.6
	3.8

	Крысы с опухолью +Gln
	250 мг/кг

9 дней
	9.45( 1.1
	64.7
	2.8



Эффективность лечебного применения препарата оценивался по продолжительности жизни животных опухоленосителей. Этот критерий был изучен на животных, которым карциносаркома Уокер 256 была перевита внутрибрюшинно. Этот вид трансплантации дает возможность опухолевым клеткам значительно быстрее акклиматизироваться в организме животных и осуществлять свой рост в более короткий срок. Средняя продолжительность жизни крыс при такой перевивки 6-10, а при подкожном 10-28 дней. Введение исследуемого препарата в дозе 500 мг/кг увеличило среднюю продолжительность жизни всего на 8%. Снижение дозы до 250 мг/кг увеличило продолжительность жизни крыс опухоленосителей на 28%.


В последние годы большой интерес вызывает модуляция рецепторного аппарата лимфоцитов под влиянием различных воздействий. Многие вещества in vitro могут изменять экспрессию поверхностных рецепторов клеток. В тоже время иммуномодулирующие эффекты зависят от ряда условий, в том числе от исходного метаболизма клеток. Иммуномодуляторы изменяют экспрессию рецепторов к эритроцитам баранов и дифференцировочных антигенов на Т-лимфоцитах [2].


Индивидуальный анализ гемограмм онкологических больных показал большие различия по количеству лимфоцитов в крови. У 47% онкологических больных количество лимфоцитов было значительно ниже нормы. Что, вероятно, является следствием иммунодефицита на фоне онкологического заболевания. А у 20% больных наблюдался лейкоцитоз. 


Эффект иммуномодуляторов зависит от исходного состояния клеток, степени экспрессии маркеров и свойств препарата[2]. При добавлении in vitro производного Gln различной концентрации в реакции розеткообразования мы получили следующие результаты:


При концентрации производного Gln 0.5% произошло увеличение Т-активных лимфоцитов на 30% у онкологических больных и на 9% у контрольной группы (табл. 2). 

Таблица 2

Иммунограмма больных онкологического отделения

	Параметры
	Исследуемые    группы

	
	Референтная, n=20
	Онкология, n=21

	Лей.109/л
	5,36±0,1
	6,40±0,5

	Лим.%
	28,05±0,8
	27,50±3,5

	Т-общ.%
	72,75±1
	76,30±2,8

	Т-акт.%
	51,40±0,9
	45,33±1,4

	Т-акт.% №1
	58,85±0,6
	67,48±1,2

	Т-акт.% №2
	56,30±0,72
	58,90±1,2

	Т-теоф. резист.% (хелперы)
	67,00±1,9
	74,00±2,2

	Т-теоф.чув.% (супрессоры)
	12,60±1,8
	7,48±1,1

	Фагоцитоз%
	64,20±1
	61,50±3,3

	Фагоц.% №1
	69,80±1,29
	71,93±2,5

	Фагоц.% №2
	68,85±1,27
	65,00±3,2

	Фагоц.% №3
	66,95±1,07
	61,73±3,2


Примечание: 

№1 - концентрация иммуномодулятора - 1%, №2 - 0.5%, №3 - 0.1%.


При увеличении концентрации производного Gln до 1% показатели изменились в сторону увеличения количества Т-активных лимфоцитов. У онкологических больных они увеличились 48.8%, а у контрольной группы на 14%. Следовательно, можно говорить о иммуностимулирующем эффекте исследуемого препарата.


Как известно, фагоцитарный процесс состоит из ряда последовательных и взаимообусловленных стадий. К ним относится движение, адгезия, киллинг и расщепление объектов фагоцитоза [5]. У онкологических больных количество профагоцитировавших нейтрофилов увеличилось на 17% ,по сравнению с контролем, при добавлении 1% р-ра производного Gln. У референтной группы этот показатель увеличился на 9%. Это можно объяснить тем, что у референтной группы иммунная система находится в норме, поэтому мы и не наблюдали заметных проявлений.

Выводы.


Исследуемый препарат, представляющий производное глутамина относится к малотоксичному лекарственному веществу. 


Выявлен высокий индекс эффективности и торможение роста опухоли на 64% при введении препарата в дозе 250 мг/кг.


 Производное Gln, воздействуя на клеточный иммунитет, является иммуномодулятором.


 При концентрации равной 1% проявляется более выраженный эффект, чем при 0. 5%.
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В постчернобыльском периоде отмечен рост клинических проявлений атеросклероза. В основе этого заболевания лежат радиационно-экологические дислипопротеинемии (ДЛП) [2]. В 1992 году были опубликованы результаты экспериментов, согласно которым в интервале 10-17 сутки после внешнего (-облучения у подопытных животных (крысы) развивается ДЛП атерогенного типа. Этот период после облучения был использован для изучения радиопротекторного действия различных гиполипидемических препаратов [4]. По всей видимости, радиационно-индуцирован​ная ДЛП развивается по типу ретенционной гиперхолестеринемии из-за нарушений захвата гепатоцитами липопротеиновых комплексов крови. В связи с этим целью настоящей работы была попытка использовать гепатотропные препараты с целью коррекции липидтранспортной системы у облученных крыс.

В качестве гепатотропных препаратов использованы урсодезоксихолевая кислота (УДХК), тауроурсодезоксихолевая кислота (ТУДХК) и экстракт солянки холмовой (ЭСХ). По своей цитотоксичности препараты располагались в последовательности УДХК>ТУДХК>ЭСХ [5,7]. УДХК и ТУДХК являются монопрепаратами; ЭСХ - поликомпонентный препарат, гепатотропное действие которого может определяться аминокислотным составом [3]. УДХК и ТУДХК обладают антиапоптозогенным и антинекрозогенным эффектами, препарат ЭСХ обладает инсулиноподобным и антинекрозогенным действиями [6].
Эксперименты поставлены на 153 беспородных крысах-самцах массой 160-180 г, разделенных на 3 группы: 1 группа - интактные крысы; 2 группа - крысы, облученные в дозах 0,25 Гр и 5 Гр и получавшие препараты в интервале 10-17 сутки; 3 группа - аналогична второй, но препараты вводили в интервале 17-23 сутки. Для введения облученным крысам использовали дозы препаратов, при которых не выявлено цитотоксического эффекта на культурах клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом и гепатоцитах [5, 7]. В сыворотке крови крыс определяли биохимические параметры с помощью наборов фирмы Кормэй-ДиАна на анализаторе Кормэй-Мульти. Цифровой материал подвергнут статистической обработке по Стьюденту-Фишеру.

Действие препаратов на основные показатели липидтранспортной системы представлены в таблице 1. 

Таблица 1

Влияние гепатопротекторов на показатели липидтранспортной системы сыворотки крови

	Показатель
	Общий холестерин, ммоль/л
	Холестерин ЛПВП, ммоль/л
	Холестерин ЛПНП, ммоль/л
	Триглицериды, ммоль/л

	
	
	Интактные
	крысы
	

	МЦЛ (7)
	1,93(0,071
	1,04±0,028
	0,46±0,063
	0,93±0,123

	УДХК-50 мг (7)
	1,94±0,079
	1,00±0,058
	0,43±0,058
	1,07±0,097

	УДХК-100 мг (8)
	2,10±0,106
	0,97±0,078
	0,71±0,1201t
	0,91±0,161

	ТУДХК-50 мг (7)
	2,02±0,078
	0,88±0,0821t
	0,77±0,0961
	0,96±0,155

	ТУДХК-100 мг (7)
	2,16±0,125
	1,13±0,091
	0,52±0,118
	1,11±0,157

	ЭСХ-100 мг (7)
	1,98±0,051
	1,26±0,1081t
	0,27±0,0331
	0,99±0,108

	
	
	Облучение:
	10-17 сутки
	

	0,25Гр+МЦЛ (7) 
	2,58±0,1141
	0,92±0,071
	1,32±0,1391
	0,74±0,065

	0,25Г+УДХК-50 мг (7)
	2,42±0,1421
	1,08±0,134
	1,00±0,1421
	0,73±0,056

	0,25Гр+ТУДХК-50мг (7)
	2,02±0,1952
	0,95±0,067
	0,74±0,1522
	0,73±0,073

	0,25Гр+ЭСХ-100 мг (6)
	2,35±0,0871
	1,15±0,0592
	0,82±0,0781,2
	0,83±0,052

	5 Гр+МЦЛ (7)
	2,95±0,1931
	0,87±0,0831t
	1,72±0,1941
	0,78±0,061

	5 Гр+УДХК-50 мг (7)
	2,06±0,1122
	0,76±0,0821
	0,88±0,1211,2
	0,78±0,101

	5 Гр+ТУДХК-50мг (7)
	2,13±0,1632
	0,90±0,087
	0,90±0,1761,2
	0,72±0,065

	5 Гр+ЭСХ-100 мг (6)
	2,70±0,1131
	1,15±0,0522
	1,01±0,1371,2
	1,18±0,0772

	
	
	Облучение: 
	17-23 сутки
	

	0,25Гр+МЦЛ (8)
	2,47±0,1071
	1,07±0,085
	1,01±0,1531
	0,82±0,061

	0,25Гр+УДХК-50 мг (7)
	2,36±0,1181
	0,78±0,0641,2
	1,32±0,1561
	0,57±0,0461,2

	0,25Гр+ТУДХК-50мг(8)
	2,08±0,1152
	0,77±0,0711,2
	0,95±0,1091
	0,78±0,061

	0,25Гр+ЭСХ-100мг (6)
	1,88±0,1232
	1,29±0,0471,2
	0,31±0,0572
	0,84±0,078

	5 Гр+МЦЛ (7)
	2,89±0,1511
	0,75±0,0471
	1,81±0,1531
	0,70±0,074

	5 Гр+УДХК-50 мг (6)
	2,04±0,2592
	0,73±0,1061
	1,07±0,2881,2
	0,52±0,0521,2

	5 Гр+ТУДХК-50 мг (7)
	2,27±0,2672
	0,87±0,0721
	1,09±0,2451,2
	0,67±0,075

	5 Гр+ЭСХ-100 мг (7)
	2,14±0,0882
	1,17±0,0441,2
	0,39±0,0442
	1,27±0,0971,2


Примечание: 1-достоверное различие по сравнению с интактными крысами, получавшими метилцеллюлозу (МЦЛ); 1t-тенденция (Р 0,1-0,05); 2-достоверное различие по сравнению с соответствующим контролем (группа + МЦЛ). Доза препаратов - в мг на 1 кг массы тела.
Все препараты при интрагастральном введении не оказали влияния на содержание общего холестерина и триглицеридов у интактных крыс. Препараты УДХК (доза 100 мг/кг) и ТУДХК (доза 50 мг/кг) увеличили содержание холестерина ЛПНП, а экстракт солянки холмовой привел к уменьшению количества холестерина ЛПНП; ТУДХК (доза 50 мг/кг) вызвал уменьшение, а препарат ЭСХ - увеличение количества холестерина ЛПВП. Следовательно, препарат ЭСХ обеспечил благоприятную направленность в изменении параметров липидтранспортной системы у интактных крыс.

В периоде развития транзиторной радиационно-индуцированной гиперхолестеринемии (10-17 сутки) гипохолестеринемическое действие за счет снижения количества холестерина ЛПНП оказали препараты ТУДХК (0,25 Гр), а также УДХК и ТУДХК (5 Гр). Препарат ЭСХ у всех облученных крыс частично препятствовал накоплению холестерина ЛПНП и увеличивал содержание холестерина ЛПВП. Можно предположить, что применение экстракта солянки холмовой при развитии радиационно-индуци​рованной ДЛП оптимизирует соотношение прямого и обратного транспорта холестерина в кровеносном русле. Кроме этого, у животных, облученных в дозе 5 Гр, препарат ЭСХ способствовал увеличению концентрации триглицеридов, вероятно, за счет усиленного выхода ЛПОНП из печени в кровь (антистеатозогенное действие).

В периоде обратного развития транзиторной радиационно-индуци​рованной ДЛП (17-23 сутки) выявлены различия в фармакодинамике препаратов на состояние липидтранспортной системы. Препарат УДХК вызвал уменьшение количества холестерина ЛПВП и триглицеридов у крыс, облученных в дозе 0,25 Гр и 5 Гр, что не может рассматриваться как положительное действие. Препарат ТУДХК обеспечил нормохолестеринемический эффект у крыс, облученных в дозе 0,25 Гр, но за счет уменьшения количества холестерина ЛПВП. Гипохолестеринемический эффект этого препарата у крыс, облученных в дозе 5 Гр, связан с уменьшением количества холестерина ЛПНП, при этом уровень холестерина ЛПВП оставался ниже нормальных величин. Сбалансированное нормохолестеринемическое действие оказал препарат ЭСХ у облученных крыс за счет уменьшения количества холестерина ЛПНП и увеличения уровня холестерина ЛПВП. У крыс, облученных в дозе 5 Гр, препарат ЭСХ также обеспечил повышение концентрации триглицеридов в сыворотке крови. Таким образом, при радиационно-индуцированной ДЛП только препарат ЭСХ способствовал поддержанию высокой концентрации ЛПВП, играющих ключевую роль в обратном транспорте холестерина.

Как следует из данных таблицы 2, все препараты у интактных крыс увеличивали содержание белков в сыворотке крови за счет альбуминов. У облученных крыс прирост уровня альбуминов был выявлен в периоде развития ДЛП только при дозе облучения 0,25 Гр и применении препаратов УДХК и ЭСХ.

Все три испытанных гепатопротекторных препарата у интактных крыс не оказывали влияния на проницаемость мембран. Такое заключение следует из анализа активности ферментов в сыворотке крови (табл. 2).

В интервале 10-17 сутки после облучения все препараты препятствовали росту активности щелочной фосфатазы, а препарат ЭСХ препятствовал также росту активности аминотрансфераз. Следовательно, применение гепатотропных препаратов в периоде развития ДЛП оказывало мембраностабилизирующее действие. На этапе регрессии радиационно-индуцированной ДЛП (17-23 сутки) не было выявлено различий между контрольными и подопытными группами животных.

Таблица 2

Влияние гепатопротекторов на содержание белков и ферментов 

в сыворотке крови крыс

	Показатель
	Общий

белок, г/л
	Альбумин, г/л
	АсАТ, Е/л
	АлАТ, Е/л
	Щелочная фосфатаза, Е/л

	
	
	Интактные
	крысы
	
	

	МЦЛ
	65,0±1,64
	38,1±1,68
	184±12,2
	69,8±3,73
	108±9,20

	УДХК-50 мг
	70,7±0,931
	50,1±2,061
	160±12,1
	66,8±9,60
	110±16,0

	УДХК-100 мг
	90,2±5,201
	53,9±4,071
	191±12,8
	61,8±7,38
	131±11,7

	ТУДХК-50 мг
	70,6±2,161
	46,8±3,311
	207±10,9
	58,6±5,72
	112±25,1

	ТУДХК-100 мг
	80,8±1,231
	53,6±2,201
	199±15,0
	56,0±5,781
	122±10,1

	ЭСХ-100 мг
	80,9±4,861
	50,0±5,181
	170±10,3
	70,1±12,5
	129±12,4

	
	
	Облучение
	10-17 сутки
	
	

	0,25Гр+МЦЛ
	71,6±4,39
	39,8±1,60
	192±11,2
	59,2±4,41
	162±17,81

	0,25Гр+УДХК-50 мг
	82,5±3,751
	47,9±3,511,2
	202±9,09
	66,3±5,83
	109±15,11

	0,25Гр+ТУДХК-50 мг
	74,8±2,951
	43,3±4,08
	195±17,1
	51,9±2,671
	77,9±11,71,2

	0,25Гр+ЭCХ-100 мг
	75,6±2,271
	47,1±1,981,2
	150±9,81,2
	43,2±2,821,2
	77,9±3,391,2

	5 Гр+МЦЛ
	68,9±5,53
	41,0±3,79
	270±4,211
	68,3±5,67
	155±15,81

	5 ГрУДХК-50 мг
	73,9±5,87
	37,0±1,72
	267±10,4
	60,4±4,70
	97,4±13,72

	5 Гр+ТУДХК-50 мг
	74,8±2,951
	43,3±4,08
	259±9,051
	60,2±4,93
	159±31,71,2

	5 Гр+ЭСХ-100 мг
	76,0±1,951
	47,7±2,301
	158±9,632
	41,2±3,101,2
	77,9±6,901,2

	 
	
	Облучение:
	17-23 сутки
	
	

	0,25Гр+МЦЛ
	75,6±7,12
	40,8±5,17
	157±9,54
	88,4±9,87
	128±12,1

	0,25Гр+УДХК-50 мг
	82,5±3,231
	44,2±1,141
	177±10,5
	74,5±6,73
	110±5,61

	0,25Гр+ТУДХК-50 мг
	83,6±6,57
	53,1±5,481
	177±11,5
	77,1±5,63
	129±8,45

	0,25Гр+ЭСХ-100 мг
	77,5±3,711
	43,9±3,09
	175±18,9
	80,6±5,34
	119±15,5

	5 Гр+МЦЛ
	79,7±3,941
	44,5±3,21
	185±9,77
	66,7±7,84
	157±26,8

	5 Гр+УДХК-50 мг
	78,1±3,461
	40,7±2,34
	202±12,9
	86,1±8,23
	188±15,21

	5 Гр+ТУДХК-50мг
	76,0±1,611
	42,4±2,56
	189±7,26
	54,6±4,621
	142±18,0

	5 Гр+ЭСХ-100 мг
	78,7±2,181
	41,9±1,33
	20,4±8,96
	56,3±2,791
	144±21,2


Примечание: см. табл. 1.

Динамика рутинных биохимических показателей сыворотки крови крыс при введении изучаемых гепатотропных препаратов представлена в таблице 3. 

Таблица 3

Влияние гепатопротекторов на рутинные биохимические  показатели 

сыворотки крови крыс

	Показатель
	Билирубин, мкмоль/л
	Глюкоза, ммоль/л
	Мочевая кислота, мкмоль/л
	Мочевина, ммоль/л
	Креатинин, мкмоль/л

	
	
	Интактные
	крысы
	
	

	МЦЛ
	11,7±2,00
	7,34±0,52
	287±33,5
	3,48±0,40
	48,2±2,88

	УДХК-50 мг
	8,70±0,98
	6,03±0,251
	213±11,51
	5,45±1,08
	50,3±1,73

	УДХК-100 мг
	12,5±1,56
	6,40±0,40
	195±12,01
	8,70±0,361
	52,3±2,17

	ТУДХК-50 мг
	12,5±1,58
	6,91±0,43
	206±22,01
	4,22±0,36
	51,3±3,04

	ТУДХК-100мг
	8,80±0,63
	6,40±0,40
	195±12,01
	8,70±0,361
	50,1±3,65

	ЭСХ-100 мг
	7,8±0,73
	5,65±0,161
	213±23,21t
	9,28±0,611
	55,7±3,65

	
	
	Облучение: 10-17 сутки
	
	

	0,25Гр+МЦЛ
	10,8±1,37
	5,95±0,64
	171±14,61
	7,78±0,301
	46,9±1,51

	0,25Гр+УДХК-50 мг
	9,2±2,64
	5,94±0,68
	200±19,01
	7,89±0,391
	47,4±2,35

	0,25Гр+ТУДХК-50 мг
	9,0±1,66
	4,50±0,211,2
	190±16,81
	9,26±0,881
	53,1±3,70

	0,25Гр+ЭСХ-100

мг
	9,7±1,11
	4,70±0,171,2
	153±8,681
	5,32±0,271,2
	51,6±1,56

	5 Гр+МЦЛ
	10,2±1,31
	5,74±0,221
	175±16,11
	10,5±1,971
	57,1±5,01

	5 Гр+УДХК-50 мг
	9,1±0,57
	5,45±0,431
	176±9,81
	5,03±0,531,2
	48,0±2,93

	5 Гр+ТУДХК-50 мг
	8,6±0,83
	4,90±0,171,2
	198±18,41
	9,31±0,301
	52,1±3,19

	5 Гр+ЭСХ-100 мг
	9,7±1,47
	4,72±0,191,2
	159±6,311
	5,32±0,361,2
	51,5±1,86

	
	
	Облучение
	17-23 сутки
	
	

	0,25ГР+МЦЛ
	9,3±0,88
	5,82±0,331
	144±7,071
	9,11±0,661
	54,0±3,50

	0,25Гр+УДХК-50 мг
	15,6±2,642
	5,45±0,381
	144±8,951
	4,77±0,401,2
	56,1±2,231

	0,25Гр+ТУДХК-50 мг
	9,1±1,48
	7,59±0,352
	170±5,831,2
	9,08±0,291
	51,1±3,06

	0,25Гр+ЭСХ-100 мг
	11,5±2,27
	6,48±0,24
	147±12,71
	4,90±0,441,2
	53,8±5,75

	5 Гр+МЦЛ
	12,8±1,65
	6,03±0,46
	181±12,31
	4,50±0,251
	52,1±6,40

	5 Гр+УДХК-50 мг
	13,0±2,57
	6,72±0,31
	164±14,21
	5,06±0,431
	51,5±1,39

	5 Гр+ТУДХК-50 мг
	13,0±1,56
	6,88±0,21
	183±18,81
	5,36±0,931
	58,0±1,551

	5 Гр+ЭСХ-100 мг
	12,5±1,70
	7,22±0,222
	197±11,71
	5,66±1,091t
	52,7±1,20


Примечание: см. табл. 1.

Препараты не оказали закономерного влияния на содержание билирубина, мочевой кислоты и креатинина в сыворотке крови. У интактных крыс препараты УДХК и ЭСХ (доза 50 мг/кг) оказали гипогликемическое действие. На этапе развития радиационно-индуцированной ДЛП (10-17 сутки) аналогичный эффект оказали препараты ТУДХК и ЭСХ. Препараты УДХК и ЭСХ оказывали нормализующее влияние на содержание мочевины в сыворотке крови некоторых групп облученных животных. Следовательно, гепатотропные препараты в использованных дозах не вызывали существенных негативных изменений в динамике основных рутинных биохимических показателей сыворотки крови облученных крыс.

Вывод: препарат “Экстракт солянки холмовой” препятствует развитию транзиторной радиационно-индуцированной дислипопротеинемии путем оптимизации соотношения прямого и обратного транспорта холестерина; препараты урсодезоксихолевой и тауроурсодезоксихолевой кислот оказали частичный гиполипидемический эффект.
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Изменения активности дегидрогеназ

митохондрий в динамике поражения печени, индуцированного тиоацетамидом
А.И. Егоров
Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


В работе использовались белые беспородные крысы самцы весом 180-260 гр. Исследовали активность дегидрогеназ митохондрий в динамике гепатита, индуцированного однократным введением тиоацетамида (ТАА, 200 мг/кг, в/бр.). Митохондрии выделялись стандартными методами дифференциального центрифугирования [6] и в них определяли активность пириридинзависимых дегидрогеназ (ДГ) и активность сукцинатДГ [7, 8]. Параллельно изучали морфологические изменения в печени. Согласно морфологическим данным в течение первых 12 часов развивается белково-жировая дистрофия с образованием единичных перивенозных некрозов. В дальнейшем эти изменения нарастают с образованием зональных центролобулярных некрозов к 24 часам. Через 36 часов начинается процесс репарации, достигающий максимума к 7 суткам. В дальнейшем отмечается картина хронического гепатита с переходом из активной в персистирующую форму. Через 3 месяца отмечается практически полное восстановление структуры печени. 


На рисунках 1-4 показаны изменения активности ферментов митохондрий в динамике ТАА-индуцированного поражения печени. В течение первых 12 часов происходит увеличение активностей изоцитратДГ, оксибутиратДГ, оксоглутаратДГ, малатДГ и сукцинатДГ. Через 24 часа отмечается увеличение активности изоцитратДГ и сукцинатДГ. При этом увеличивается степень субстратного угнетения сукцинатДГ. Активность оксоглутаратДГ, оксибутиратДГ и малатДГ снижается. К 48 часам активность изоцитратДГ, малатДГ и оксибутиратДГ продолжает уменьшаться. Для сукцинатДГ, оксоглутаратДГ и пируватДГ характерно повышение активности.К 72 часам происходит снижение активности всех исследуемых ДГ за исключением НАДФ-зависимой изоцитратДГ. 
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Рис. 1. Активность НАД и НАДФ-зависимых изоцитратдегидрогеназ. Примечание( здесь и далее величины активности указаны в процентах к контролю.
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Рис. 2. Активность пируват и оксоглутарат-дегидрогеназ.
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Рис. 3. Активность оксибутиратдегидрогеназы и малатдегидрогеназы.
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Рис. 4. А) Степень субстратного торможения сукцинатдегидрогеназы. На диаграмме показано отношение активностей активированной и неактивированной сукцинатдегидрогеназы. В) Активность сукцинатдегидрогеназы. Примечание( Общая высота столбцов показывает общую активность сукцинатдегидрогеназы, измеренную после получасовой преинкубации с 10мМ сукцинатом. 1- прирост  скорости окисления сукцината после субстратной активации фермента, 2- окисление сукцината неактивированной сукцинатдегидрогеназой. Активность выражена в нМ дихлорфенилиндофенола/мг.белка-1/мин-1.


К 7 суткам отмечается увеличение активности обеих изоцитратДГ, активность остальных исследуемых ДГ  активностей изоцитратДГ, оксоглутаратДГ и оксибутиратДГ. Активность оксоглутаратДГ и пируватДГ, снижаясь к 4-ой неделе, повышаются через  6 недель и в дальнейшим опять снижаются.При этом активность сукцинатДГ и изоцитратДГ не изменяется. Через 3 месяца активность пируватДГ и оксоглутаратДГ остается сниженной, а изоцитратДГ, сукцинатДГ и оксибутиратДГ - повышенной относительно контроля, тогда как активность малатДГ возвращается к норме.


Таким образом, в различные стадии течения патологического процесса наблюдаются характерные изменения активностей ферментов энергетического метаболизма. К 12 часам, т. е. к моменту возникновения первых единичных некрозов после введения ТАА, активности большинства исследуемых ферментов увеличивается с последующим их снижением к 24 часам. К этому же сроку наблюдается развитие зональных мультицентрических центролобулярных некрозов и развивается максимальное поражения печени. Приведенные выше данные хорошо согласуются с результатами, полученными нами при исследовании окисления различных субстратов цикла Кребса у крыс с ТАА-индуцированным поражением печени [5]. Относительно кратковременное снижение активности большинства исследуемых ферментов сменяется их активацией, наблюдаемой к 48 часам после введения ТАА. В этот же срок отмечается начало резкого усиления регенераторного процесса, характеризующегося значительным увеличением митотического индекса. Через 3 месяца, когда отмечается практически полная нормализация структуры печени, активность исследуемых ферментов не возвращалась к контрольным значениям. Подобные изменения были получены при изучении динамики окисления сукцината митохондриями печени при гепатозо-гепатите индуцированном тетрахлорметаном [4]. Активность сукцинатДГ подвержена определенным колебаниям, оставаясь повышенной во все исследуемые сроки, что хорошо согласуется с данными о важной роли метаболизма сукцината в токсическом поражении печени [3]. Обращают на себя внимание более выраженные изменения окисления различных субстратов митохондриями по сравнению с активностью соответствующих дегидрогеназ. Это подтверждает структурно-функциональную сложность существования цикла Кребса в нативных митохондриях и указывает на возможное участие трансмембранного транспорта в процессах, связанных с изменением функционально-метабо–лических состояний митохондрий при различных воздействиях [1,2].
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Активность электрон-транспортных цепей

митохондрий печени при развитии

поражения печени крыс тиоацетамидом
А.И. Егоров, Н.И. Прокопчик, В.У. Буко
Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Исследовали изменение основных оксидазных активностей митохондрий печени в динамике гепатита индуцированного однократным введением тиоацетамида (ТАА) внутрибрюшинно (200 мг /кг). В работе использовались белые беспородные крысы самцы весом 180-260 грамм. Митохондрии выделялись стандартными методами дифференциального центрифугирования [4]. Оксидазные активности определяли полярографическим методом на интактных и разрушенных 3-х кратным замораживанием-оттаиванием митохондриях. Среда инкубации содержала( сахароза- 0,15 М, Kcl- 0,075 М, KH2PO4 - 5 мМ, MgCl2- 5 мМ, трис-буфер-20мМ, pH 7.4. Концентрации субстратов: сукцинат- 10 Мм, ДНФ-100 мкМ,  НАДН 1мг./мл, аскорбат-10 мМ, ротенон- 5мкМ, цитохром с- 100 мкг/мл для оценки НАДН и сукцинатоксидазных активностей и 400мкг/мл для оценки цитохромоксидазной активности. Активность различных путей окисления НАДН определяли по разности скоростей дыхания в присутствие и отсутствие ротенона. Скорости дыхания выражали в наноатомах О на мг митохондриального белка [5]. Параллельно изучали морфологические изменения в печени.


В печени крыс, получавших ТАА, в течение первых 12 часов развивается белково-жировая дистрофия с образованием единичных перивенозных некрозов. В дальнейшем эти изменения нарастают, с образованием к 24 часам зональных центролобулярных некрозов. Через 36 часов начинается процесс репарации, характеризующийся увеличением митотического индекса и внутриклеточной регенерации, которые достигают максимума к 7 суткам. В дальнейшем отмечается картина хронического гепатита с переходом из активной в персистирующую форму. Через 3 месяца отмечается практически полное восстановление структуры печени. 


На рисунке 1 представлена динамика изменений оксидазных активностей митохондрий печени в динамике ТАА-индуцированного поражения печени. Временная динамика окисления НАДН внутренней мембраной митохондрий по ротенон-чуствительному пути имеет фазовый характер. 
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Рис. 1. Активность основных электрон-транспортных цепей митохондрий в динамике развития ТАА-индуцированного поражения печени. Примечание ( 1-НАДН-оксидаза ротенончуствительная; 2-НАДН-оксидаза ротеноннечуствительная; 3-сукцинатоксидаза.


В течение первых 12 часов развития процесса происходит статистически достоверное увеличение активности этого пути окисления, а через сутки после введения ТАА эта активность снижается. Через 48 часов происходит достоверное увеличение скорости окисления, однако не достигающее величин, наблюдаемых через 12 часов. В период с 72 часов по 14-е сутки включительно происходит снижение этого показателя, который, однако, остается статистически достоверно повышенным через сутки после введения ТАА эта активность снижается. Через 48 часов происходит достоверное увеличение скорости окисления, однако не достигающее величин, наблюдаемых через 12 часов. В период с 72 часов по 14-е сутки включительно происходит снижение этого показателя, который, однако, остается статистически достоверно повышенным относительно контроля. В течение с 28-х до 42-х суток происходит дальнейшее снижение этого показателя.
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Рис. 2. Проницаемость внешних мембран для цитохрома С и внутренних мембран для НАДН в динамике развития ТАА-индуцированного поражения печени. Примечание( 1-проницаемость внешней мембраны, 2-проницаемость внутренней мембраны.

Активность ротенон-нечуствительной НАДН-цитохром b5-оксидазы внешней мембраны митохондрий в первые 12 часов после введения ТАА достоверно повышается. Через 24 часа происходит относительное снижение этого показателя, который продолжает оставаться достоверно выше, чем в контрольной группе. В последующем изменение этого показателя сходно с изменениями активности ротенон-чуствительной оксидазы. Активность сукцинатоксидазы в течение первых 12 часов после введения ТАА достоверно повышается относительно контрольной группы. В период с 24 часа до 48 часов происходит заметное снижение этого показателя. Через 72 часа и 14 суток происходит достоверное повышение активности сукцинатоксидазы, а через 42 суток этот показатель опять снижается. 


На рис. 2 представлены изменения проницаемости митохондриальных мембран в динамике развития ТАА-индуцированого поражения печени. Проницаемость внешней митохондриальной мембраны, оцененная по активности ротеноннечуствительной НАДН-оксидазы интактных митохондрий, достоверно увеличивается, достигая максимума к 24 часам. В последующем она снижается, оставаясь достоверно повышенной относительно контрольной группы в период с 48 часов по 42-е сутки. Проницаемость внутренней митохондриальной мембраны для экзогенного НАДН существенно повышается в период с 12 часов по 14-е сутки после введения ТАА.


Изменения оксидазных активностей митохондрий после введения ТАА характеризуют нарушения активностей основных электрон-транспортных цепей митохондрий. К 12 часам, т. е. к моменту возникновения первых единичных некрозов после введения ТАА, активности ротенон-чувствительной НАДН-оксидазы внутренней мембраны митохондрий увеличивается. В дальнейшем, к 24 часам, когда отмечается развитие зональных мультицентрических центролобулярных некрозов, активност фермента продолжает снижаться. Аналогичная картина наблюдается и в динамике активности сукцинатоксидазы. Эти сдвиги хорошо кореллируют с изменениями в окислении НАДН-зависимых субстратов, полученными на интактных митохондриях [3].


В течение следующей фазы процесса, с 24 часов по 7 сутки, морфологически характеризирующейся восстановительными процессами, происходит достоверное увеличение активности оксидаз. Эти изменения, по всей вероятности, характеризуют повышенный уровень энергетического обмена гепатоцитов, направленного на обеспечение репарационного процесса. В период с 14 суток по 42-е сутки, который отражает переход в стадию хронического персистирующего гепатита, происходит снижение активности этих двух оксидаз. Активность ротенон-нечуствительной НАДН-оксидазы внешней митохондриальной мембраны также остается повышенной во всех опытных группах. Это, по всей вероятности, отражает давно известную и широко освещенную в литературе адаптивную роль свободного окисления при патологических процессах [1]. Таким образом, биохимические данные, характеризующие активность основных электрон-транспортных цепей митохондрий находятся в достаточно наглядном соответствии  различным фазам патологического процесса. Увеличение проницаемости внешней мембраны к 24 часам после введения ТАА с последующим снижением к 42 суткам может иллюстрировать динамику мембранолитического процесса во внешней митохондриальной мембране. Аналогичная динамика отмечена и для окисления эндогенного НАДН интактными митохондриями. Наиболее хорошо известным индуктором проницаемости внутренней митохондриальной мембраны для НАД является кальций. Поэтому эти данные хорошо согласуются с известными литературными данными об увеличении уровня внутримитохондриального кальция в процессе развития ТАА-индуцированного поражения печени крыс [1, 2].
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Влияние многократного ионизирующего

(-облучения на гидроксилирующую функцию

печени крыс

Л.Б. Заводник, К.В. Игнатенко, Л.И. Сушко, С.С. Чумаченко,

Т.Г. Буденис, В.А. Овчинников, С.Н. Карпуть,

Р.И. Кравчук, В.У. Буко

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Гидроксилирующая система печени (цитохром Р-450-зависимая монооксигеназа) выполняет две важные функции в живом организме. Некоторые изоформы цитохрома Р- 450 катализируют окислительный этап в биосинтезе или биодеградации эндогенных веществ, таких как стероиды, жирные кислоты и простогландины. С другой стороны, монооксигеназа играет ключевую роль в окислительной биотрансформации экзогенных молекул необходимой для их выведения из живого организма [13, 14]. 


 Исследования последних лет показали, что в гепатоцитах после облучения наступает ряд ультраструктурных нарушений.[1]. Первичной реакцией печени на радиационное воздействие является развитие гепатита, прогрессирущего в отдаленные сроки после радиовоздействия [2, 3]. Структурные нарушения приводят к функциональному дисбалансу органа [7, 8].


Целью настоящей работы было исследование влияния многократного облучения на биохимические параметры гидроксилирования печени крыс, что могло бы способствовать патогенетически обоснованному поиску путей коррекции и профилактики гепатотоксических и иных эффектов ионизирующей радиации.


Влияние ионизирующего излучения на свободнорадикальные процессы и метаболизм ксенобиотиков исследовали на белых беспородных крысах-самцах массой 150-200 грамм, содержащихся на стандартном рационе вивария. Животных облучали на установке для дистанционной гамма-терапии АГАТ-С в специальном ящике, исключающем взаимную экранизацию. Исследования проводились в 3-х группах: I - контроль (без облучения), II - многократное (-облучение в суммарной дозе 1 Гр (0,2 Гр, 1 раз в день, 5 дней).


Через 24 и 72 часа после последнего облучения животных декапитировали. Методом дифференциального центрифугирования выделяли микросомы печени крыс [4]. В плазме крови крыс определяли уровень  маркёрных ферментов гепатолиза: аланиновую - и аспарагиновую-трансферазу [5]. Исследовали активность системы перекисного окисления липидов (ПОЛ) крови и микросом печени. Для этого определяли содержание малонового диальдегида (МДА) [18] и диеновых коньюгатов (ДК) [17]. Систему цитохром Р-450-зависимого переноса электронов оценивали с помощью спектрофотометрического определения содержания цитохромов Р-450 и b5 [16], соответствующих оксидазной [11] и редуктазной активностей [12] и гидроксилирование субстратов  [15] в микросомах печени крыс. 


Оценка поражения печени под влиянием многократного облучения малыми дозами радиации.


Определение активности маркерных ферментов сыворотки крови указывает на активацию АлАТ и АсАТ через 24 часа после последнего облучения. Повышенная активность АлАТ сохраняется и через 72 часа, после воздействия 1 Грей, тогда как активность АсАТ к этому сроку нормализуется (табл. 1).


Полученные данные свидетельствуют о проходящем повреждении печени под влиянием многократного воздействия малых доз радиации в виде повреждения мембраны, приводящую к умеренному цитолизу. Восстановление  активности АсАТ и АлАТ через 72 часа после облучения указывает на прекращение процессов лизиса гепатоцитов к этому сроку.

Таблица 1

Влияние многократного ( 0,2 Гр ( 5, 1 раз в день) ионизирующего облучения на активность аминотрансфераз (ммоль/л.ч.) сыворотки крови

	
	Контроль
	24 часа
	72 часа

	АЛТ
	0,198 ( 0,023
	0,275 ( 0,034*
	0,278 ( 0,023*

	АСТ
	0,455 ( 0,027
	0,572 ( 0,034*
	0,452 ( 0,027


Примечание: во всех таблицах * Р<0.05 относительно контрольной группы.

Состояние  перекисного окисления липидов после многократного облучения.


Наработка конечных продуктов перекисного окисления липидов: МДА и диеновых коньюгатов также увеличивается после многократного облучения малыми дозами радиации. Однако, если максимум содержания МДА после облучения в дозе 1 Гр приходится на 24 часа, то наибольшее содержание диеновых коньюгатов приходится на 72 часа (табл. 2). 

Таблица 2

Влияние многократного ( 0,2 Гр ( 5, 1 раз в день) ионизирующего облучения на наработку диеновых коньюгатов и малонового диальдегида

в микросомах печени

	ДОЗА
	Контроль
	24 часа
	72 часа

	ДК в микросомах (нмоль/мл)
	15,2 ( 2,1
	17,8 ( 4,2
	25,8 ( 2,5*

	МДА в микросомах (нмоль/г)
	23,9 ( 1,9
	141 ( 22*
	64,3 ( 19 *



Таким образом, отмечен выраженный прооксидантный эффект многократного облучения малыми дозами радиации в микросомах печени экспериментальных животных. 


Состояние гидроксилирующей системы микросом печени крыс.


Исследования показателей характеризующих скорость микросомального окисления свидетельствует, что многократное облучение малыми дозами радиации (суммарно 1 Гр) приводит к достоверному снижению  содержания цитохрома Р- 450 через 72 часа после облучения, тогда как уровень цитохрома в5 существенно повышался в оба исследуемых срока (табл. 3). Активность НАДФН- и НАДН- зависимых оксидаз повысились через 24 часа (на 69 и 58 % соответственно) после облучения, тогда как активность соответствующих редуктаз снизилась и в сроки 24 часа (на 38 и 34 %), и 72 часа (на 85 и 33 % соответственно). Активности микросомальной амидопирин-N-гидроксилазы была снижалась через 72 часа на 38 %, а анилин-p-гидроксилаза в оба срока наблюдения на 43 и 49 %, исключением является МЭОС, активность которой падала на 28% через 24 часа и возрастала на 75 % через 72 часа после облучения.

Таблица 3

Влияние многократного (0,2 Гр ( 5, 1 раз в день) ионизирующего облучения на показатели монооксигеназной систем в печени

	Показатель
	Контроль
	24 часа
	72 часа

	Цитохром Р-450 (нмоль/мг)
	0,45 ( 0,01
	0,40 ( 0,01
	0,37 ( 0,01*

	Цитохром в5 (нмоль/мг)
	0,47 ( 0,05
	0,74 ( 0,04*
	0,64 ( 0,03*

	НАДФН оксидаза (нмоль/мг/мин)
	3,58 ( 0,35
	6,08 ( 0,32*
	3,11 ( 0,21

	НАДН оксидаза (нмоль/мг/мин)
	3,45 ( 0,51
	5,47 ( 0,36*
	3,11 ( 0,21

	НАДФН редуктаза (мкмоль/мг/мин)
	0,63 ( 0,07
	0,39 ( 0,05*
	0,09 ( 0,01*

	НАДН редуктаза (мкмоль/мг/мин)
	9,63 ( 1,29
	6,10 ( 0,61*
	6,39 ( 0,55*

	Амидопирин-N-деметилаза (нмольНСОН/ мг/мин)
	10,6 ( 1,48
	9,26 ( 1,05
	6,59 ( 0,71*

	Анилин-р-гидроксилаза (нмоль/мг/мин)
	0,88 ( 0,09
	0,50 ( 0,02*
	0,45 ( 0,02*

	MЭОС (нмоль/мг/мин)
	190,3 ( 11.9
	138,3 ( 21*
	333,7 ( 26*



Проведённые комплексные исследования функции печени крыс при облучении позволили выявить целый ряд морфо-функциональных изменений при воздействии радиации.


Прооксидантный эффект многократного облучения может являться одним из пусковых механизмов повреждающего действия, наряду с токсичностью продуктов радиолиза и нарушением липидного состава мембранных структур и гормональным дисбалансом после облучения [8, 9, 10].

Все это приводит к снижению активности гидроксилирующей системы печени после лучевого воздействия. С другой стороны, такая реакция может быть и защитной реакцией вследствие участия гемопротеида в свободнорадикальных процессах в организме [6].


Повышение активности оксидаз к 72 часам, очевидно, связано с наработкой продуктов перекисного окисления липидов, которые могут метаболизироваться системой микросомальных оксидаз. В частности, известно, что ацетальдегид и некоторые другие альдегиды окисляются микросомальной системой, тесно сопряженной с МЭОС. 


Таким образом, печень - основной орган поддержания внутреннего гомеостаза организма, хотя и чувствительный к воздействию радиоактивности, претерпевает ряд существенных изменений даже при воздействии малых доз облучения. Это явление вызывает особую тревогу в неблагоприятных экологических условиях загрязнения окружающей среды и постоянного стресса, в случае возникновения гепатопатологии и необходимости лекарственной терапии, когда требуется максимальная активация всех ферментных систем защиты организма.
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Some metabolic responses in rats with different motor activities under short-term stress

O.Yu. Zakharov, A.V. Liopo, M.G. Velichko

Institute of Biochemistry NAS of Belarus, Grodno, Belarus

Many authors have shown that metabolism of endogenous ethanol (EE) is of great significance in the pathogenesis of alcoholism and ethanol preference by animals. It is considered as an important criterion of homeostasis [7, 8]. The relationship between emotional strain, anxiety, frustration and preference for ethanol does not require special proofs [10, 2]. Both alcohol tolerance and alcohol motivation are known to be associated with the functional status of the body [7, 2, 13]. However, different functional animal status, which may be variously reflected  in the responses to external effects, is often disregarded in designing any drugs for experimental antialcohol treatment.


The aim of this study was to investigate the effect of short-term immobilization stress, which is often regarded as emotional [3], on the dynamics of endogenous ethanol in the blood of rats with different initial locomotor activity.


Heterogenous stock albino rats weighing 160-190 g (n=20) were used in these studies. The animals were divided into three groups. The criterion for this division was a passive state of the rats when they were held by the upper third part of the tail  and during forced swimming for 10 min [1, 5]. The combination of these tests was repeated twice, and according to the average time of immobility the groups of active (A, n=6) and passive (P, n=6) rats were chosen. Then the animals were placed into special boxes to simulate immobilization. Blood was taken from a tail cut for determination of EE concentrations every 30 min in the dynamics of the stress [12]. The body temperature was measured with a contact rectal thermometer [5].


L-Lactate and pyruvate (mmol/l) were estimated with an end point determination using NAD or NADH and l-LDH, measuring the increase or decrease of absorbance at 340 nM after deproteinizing the sample with 6,4% sulfo-salicylic acid final concentration[11]. The data are expressed as means(SEM, the Student's t-test, Pearson's correlation as statistical procedures.


The average results of the two selections made by the use of the combination of the tests are listed in Table 1. It is shown that the parameters of the passive state are closely interrelated in two different tests (R=0,81), which confirms a similar interpretation of the results of these two tests by some authors [1, 9]. It is impotant to note that even before stress A and P rats differed in body temperature and EE level which was lower in the A group (see Table 2). However, EE is known to be inversely correlated to alcohol motivation in rats [8], and variations in the EE level in animals with different preference to ethanol are retained even after alimentary deprivation [4].

Table 1

Average time of immobility (sec) in different groups of animals in tests of animals in tests of unavoidable swimming and short-term retention by the tail (X(Sx)

	Tests
	Groups

	
	Active
	Passive
	Intermediate

	Swimming
	85(15,9
	307(30,1
	172(8,2

	Retention
	6,6(0,32
	11,4(0,84
	9,9(0,82



In the dynamics of the stress the differences in both the parameters between the A and P groups disappeared. And the dynamics in these groups was similar: the decrease of the EE concentration observed up to the 90th minute was followed by a small elevation until the end of the experiment and the rapid raise of the body temperature was accompanied by its reduction. It should be noted that in the stress dynamics the body temperature most markedly diminished In P rats. On the contrary, the EE level was significantly decreased in A rats as early as after 30 min on the experiment (Tablе 2). The increased level of lactate and decreased of pyruvate were opposite in these groups. It may be seen that this ratio is not unidirectional: in the A group it is significantly lower, and in the P group – higher in the stress dynamics as compared to the values "at rest".


The general tendency was similar for all the groups: stress led to decreased body temperature and EE concentration (Tables 2, 3). This may explain the enhanced  craving for ethanol at the post-stress period directed to maintenance of metabolic  comfort [8].

Таble 2

Temperature of the body (oC) and blood concentrations of some metabolites in animals of different groups in the dynamics of immobilization stress  (X(Sx)

	Groups
	Before stress
	Immobilization time (min)

	
	
	30
	60
	90
	120

	Body temperature  (оС)

	Active
	36,0(0,23
	36,6(0,19
	36,4(0,29
	36,6(0,35
	35,3(0,14+

	Passive
	36,8(0,26+*
	37,1(0,19
	36,0(0,47х
	35,9(0,40 х
	35,0(0,31+х

	Control
	36,1(0,17
	35,7(0,10
	
	
	36,2(0,15

	Endogenous ethanol

	Active
	41,2(2,20
	31,7(2,24+*
	29,7(3,70+х
	25,5(3,03+х
	30,0(2,05+х

	Passive
	49,5(1,71*
	41,5(4,85
	38,7(7,92
	26,5(1,35
	31,3(2,64+х

	Control
	47,0(7,11
	
	
	
	

	Lactate

	Active
	1,57(0,375
	1,60(0,34
	1,87(0,41
	2,27(0,72
	1,60(0,47

	Passive
	1,60(0,522
	1,87(0,51
	3,33(0,43+х
	2,80(0,75+х
	1,93(0,36х

	Control
	1,13(0,123
	
	
	
	

	Pyruvate

	Active
	0,22(0,084
	0,37(0,094х
	0,23(0,032
	0,32(0,043
	0,33(0,093

	Passive
	0,52(0,110+*
	0,33(0,033х
	0,24(0,030х
	0,31(0,072х
	0,20(0,034х

	Control
	0,21(0,064
	
	
	
	

	Lactate/Pyruvate ratio

	Active
	13,7(3,01+
	5,8(1,45х
	9,7(2,83
	7,1(2,07х
	6,3(1,67х

	Passive
	3,6(1,46*
	7,2(2,86х
	14,3(2,26+х
	11,7(2,29+х
	11,5(2,49+х

	Control
	5,8(0,86
	
	
	
	


* - P<0,05 significant value for the difference between active and passive rats

+ - P<0,05 as compared to the control value for each group

х – Р<0,05 significantly different from the value before stress


Therefore, the combination of these tests enables to select rats with different functional states from a relatively small population and to study different aspects of the pathogenesis of alcoholism without a contact of the animals with ethanol.

Table 3

Concentrations of some brain and liver of some metabolites in rats of different groups  after 120 min immobilization stress  (X(Sx)

	Parameters
	Tissue
	Groups

	
	
	Active
	Passive
	Control

	Endogenous

ethanol
	Brain
	32,1(1,89+
	34,8(1,40
	44,1(4,92

	
	Liver
	32,3(1,52
	31,9(1,87
	37,4(5,26

	l-Lactate
	Brain
	4,17(0,98
	3,97(0,35
	4,83(0,28

	
	Liver
	1,86(0,29+
	2,72(0,23*
	2,80(0,33

	Pyruvate
	Brain
	0,37(0,054+
	0,24(0,043
	0,21(0,064

	
	Liver
	0,30(0,053
	0,24(0,060
	0,32(0,040

	Lactate/Piru-vate ratio
	Brain
	12,2(3,26+
	20,1(3,64
	33,6(5,22

	
	Liver
	8,3(1,87
	17,1(5,23
	9,0(2,34



During the short-term stress the response of the rat organism was different: more pronounced changes were is low active rats.


Thus, the psycho-physical status of the animals should by taken into consideration when designing and testing new pharmaceuticals.
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Влияние фолиевой кислоты на восстановление гидроксилирующей функции печени у детей больных вирусным гепатитом А

И.В. Зверинский1, Н.В. Пронько2
1Институт биохимии НАНБ; 

2Гродненский медицинский институт МЗ РБ, Гродно, Беларусь

При вирусном поражении печени у человека, наряду с многочисленными нарушениями, как правило, подавляется ксенобиотико-метаболическая активность монооксигеназной системы (МОС) печени [7].


В связи с этим,  изыскание средств, способных поддерживать активность этой системы метаболизма чужеродных веществ на оптимальном, функциональном уровне, представляется актуальной задачей современной фармакологии.   


В аспекте данной  проблемы  большой интерес представляет  исследование витаминов [9]. Литературные данные свидетельствуют об  усиленной утилизации фолиевой кислоты во время регенерации печени и при гепатопатологиях различного генеза [13].  Кроме того, участие фолата в синтезе ДНК, белков и аминокислот, дают основание полагать, что данный витамин может выступать в роли неспецифического эндогенного регулятора  функции МОС. Совокупность приведенных положений послужила основанием для выполнения настоящей работы. 


В Республиканском гепатологическом центре (г.Гродно) под наблюдением находилось 42 ребенка в возрасте от 7 до 13 лет с диагнозом вирусным гепатитом А средней степени тяжести. Всех  больных разделили на две группы. Первая группа (23 человека) получала традиционное лечение (диета №5, карсил, аскорбиновая кислота),  вторая (19 человек), в дополнение к основному лечению, получала фолиевую кислоту (ФК) в лечебной дозе (2 мг в день) [6]. Контролем служила  группа здоровых детей (21 человек) близкого возраста, массы и пола.


До лечения и через 10 дней после  начала лечения у больных определяли активность АлАТ в сыворотке крови [5].

Гидроксилирующую функцию  печени оценивали по скорости  снижения концентрации антипирина (АП) (субстрат цитохрома Р450 [15]) в слюне больных.  АП назначался однократно утром натощак в дозе 10 мг/кг. Слюну собирали через 0, 4, 6, 8, 12, 24, 36 и 48 часов после приема препарата. Содержание АП  определяли спектрофотометрически, по методу Brodie [12], с последующим расчетом фармакокинетических параметров с использованием  однокамерной модели по уравнению первого порядка [4]. Достоверность отличий оценивали по  t-критерию Стьюдента [2]. 


Исследования показали, что  у больных вирусным гепатитом  А (средней степени тяжести)  до лечения наблюдается возрастание активности АлАТ в 12 раз в сравнении с величинами этих показателей у здоровых детей. Также отчетливо регистрируется снижение активности гидроксилирующей функции печени. Так, скорость элиминации, период полувыведения АП и площадь под фармакокинетической кривой у этих больных были достоверно снижены относительно контрольной группы (таблица).


На 10-ый день лечения  карсилом (1/2 драже х 3 раза в день) активность АлАТ в сыворотке крови  снизилась в сравнении с исходным уровнем на 53% (p<0.05). Отмечается тенденция роста общего клиренса, и снижения периода полувыведения АП и площади под фармакокинетической кривой.


При сочетанном применении карсила с ФК (2 мг в день) в течение 10 дней активность АлАТ снизилась 81% (р<0.05) (см. табл.). Зарегистрировано ускорение восстановления и гидроксилирующей функции печени. Период полувыведения и площадь под фармакокинетической кривой уменьшились соответственно на 32% и 44% (р<0.05). Константа скорости элиминации увеличилась на 46% (p<0.05). Отмечается тенденция роста общего клиренса (см. табл.).

Таблица

Активность АлАТ в сывортке крови и скорость элиминации антипирина из слюны у здоровых детей и больных вирусным гепатитом А (средней степени тяжести) до и через 10 дней после лечения карсилом (1/2 драже х 3 раза в день), отдельно и в комбинации с фолиевой кислотой (ФК, 2 мг в день) в течение 10 дней

	Показатель
	Здоровые (n=21)
	Гепатит А

	
	
	I группа  ( n=23)
	II группа (n=19)

	
	
	До лечения 
	После лечения 

 карсилом
	До лечения 
	После лечения  карсилом + ФК

	АлАТ, ммоль/ч.л
	0,53(0,07
	6,12(0,11*#
	2,87(0,19*#
	5,97(0,21*
	1,15(0,05*#

	Константа скорости элиминации, ч-1
	0.068(0,003
	0.047(0,002*
	0.054(0,003*
	0.046(0,004*
	0.067(0,005#

	Общий клиренс, л/ч 
	3,73(0,81
	2,22(0,91
	2,75(0,65
	2,12(0,72
	3,79(0,84

	Период полувыведения, ч
	10,2(0,7
	14,9(0,8*
	12,9(0,7*
	15,1(0,8*
	10,3(0,6#

	Кажущийся объем распределения, л
	54,9(7,3
	47,8(8,9
	51,3(9,8
	46,3(9,5
	56,4(7,2

	Площадь под фармакокинетической  кривой,

 мг х ч  х л--1
	134,7(17,5


	225,2(21,3*


	181,8(19,1


	235,8(21,3*


	131,9(14,1#




Примечание. * - p<0.05 - к здоровым,  #  - p<0.05 – до лечения. 


Восстановительный период после поражения печени характеризуется дефицитом ФК вследствие усиленной утилизации ее в про​цессах восстановления печеночной ткани [14]. Одними из наиболее чувствительных клеток организма к дефициту ФК являются лимфоциты [11]. Установлено, что ответ иммунной системы значительно снижен при фолатдефицитном со​стоянии  и вызван, в основном, нарушением синтеза de novo  пуриновых и пиримидиновых оснований [16]. Дополнительное на​значение ФК, по-видимому, способно нормализовать синтез ДНК в лимфоцитах и, таким образом, ускорять процессы иммунного ответа организма и тем самым снижать деструктивые процессы вирусной инфекции.


Также  установлено, что применение ФК при вирус​ном гепатите способствует нормализации уровня фосфолипидов [3]. Роль фосфолипидов в функции цитохром Р450-содержащих монооксигеназ сводится к поддержа​нию четвертичной структуры фермента и взаимодействию гемопротеида, как с NADРН-цитохром Р450 редуктазой, так и субстратами [10]. 


При вирусном гепатите у человека выявлена активация свободно-радикальных процессов [1]. Исходя из физико-химических свойств молекулы ФК, относящейся к классу аминофенолов, высказано предположение о потенциальной способности ее (как и многих производных фенола, в том числе и (-токоферола), отдавать свои электроны при взаимодействии с акцепторами [8]. 


Выводы:  

1. Применение базисной терапии в первые 10 суток лечения существенно не влияет на параметры фармакокинетики антипирина. 

2. Включение фолиевой кислоты  в базисную терапию в терапевтических дозах (2 мг в день) способствует ускорению нормализации  гидроксилирующей  функции печени.
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Возможные  механизмы действия  

L-аргинин-NO  системы  при  гипотермии
В.В. Зинчук, Л.В. Дорохина 

Гродненский медицинский институт МЗ РБ, Гродно, Беларусь


С момента идентифицирования "endothelium-derived relaxing factor" как молекулы монооксида азота (NO) [6] расширяются представления о механизме и спектре действия этого соединения. NO является одним из важнейших медиаторов организма, обуславливающий, прежде всего, эндотелийзависимую дилятацию артериальных сосудов, цитотоксическую активность макрофагов, ингибирование агрегации тромбоцитов, функцию мессенджера в клетках нервной системы [7]. При взаимодействии NO с молекулами-мишенями происходит перенос электронов в реакциях нитрования, нитрозирования и нитрозилирования молекул-мишеней in vivo, данный механизм существенно отличается от выявленных до сих пор путей действия нейротрансмиттеров и гормонов [8]. NO имеет высокое сродство к гему, и при взаимодействии с HbO2 превращается в ион нитрата, образуя в качестве побочного продукта метгемоглобин (MetНb), при соединении с дезокси-Hb NO образует стабильную молекулу нитрозогемоглобин (HbNO), которая превращается в нитрат и MetНb [10]. Показано, что Hb переносит NO в виде S-нитрозоцистеина из лёгких в периферические ткани, что предполагает участие этого цикла в регуляции сосудистого давления и эффективной доставки О2 на уровне капиллярного русла как у взрослых животных, так и у плода [4]. Данные особенности взаимодействия Hb с NO имеют важное значение для формирования кислородтранспортной функции (КТФ) крови, в частности, сродства гемоглобина к кислороду (СГК) [15]. С целью изучения механизмов действия L-аргинин-NO системы при гипотермии исследовались показатели КТФ крови, перекисного окисления липидов (ПОЛ) и антиоксидантной системы (АС) в тканях крыс в условиях коррекции этой системы.


Гипотермия моделировалась в течении 90 минут путем охлаждения крыс, предварительно наркотизированных нембуталом (50 мг/кг, внутрибрюшинно). Животным через наружную яремную вену производили катетеризацию правого предсердия с целью введения препаратов и взятия проб смешанной венозной крови. Для коррекции L-аргинин-NO системы крысам вводились: метиловый эфир NG-нитро-L-аргинин (L-NAME, "Sigma"), L-аргинин ("Sigma"), нитропруссид натрия (НПН, "Merck"). Было сформировано 6 экспериментальных групп: 1-ая - контрольная, в/в вводился 1 мл 0,9% NaCl. Животные остальных групп подвергались холодовому воздействию, предварительно им внутривенно вводились в объеме 1 мл следующие препараты: 2-ая группа - 0,9% NaCl, 3-я - L-NAME (30 мг/кг), 4-ая - НПН (40 мкг/кг/мин), 5-ая - последовательно вводились L-аргинин (300 мг/кг) и L-NAME (30 мг/кг), 6-ая - L-аргинин (300 мг/кг). Мониторинг ректальной температуры осуществлялся электротермометром. Измерялись продукты ПОЛ (диеновые коньюгаты, основания Шиффа) и факторы антиоксидантной защиты (a-токоферол, каталаза) в эритроцитах, печени, почках, легких. Выполнялись измерения газовых параметров крови и кислотно-основного состояния (КОС), а также СГК, оцениваемого по показателю р50 методом "смешивания" при стандартных и реальных значениях рН, рСО2 и температуры, на микрогазоанализаторе ABL-330 "Radiometer".


Полученные данные обрабатывались на персональном компьютере с помощью методов вариационной статистики с использованием критерия Стьюдента (статистический пакет "Statgraphics"). Достоверными считались различия при значениях Р<0,05.


У крыс (2-я группа), получивших 0,9% NaCl до холодового воздействия, произошло снижение ректальной температуры на 15,26±0,4°C по сравнению с исходным уровнем. В опытах с коррекцией L-аргинин-NO системы наблюдалось наименьшее снижение ректальной температуры у животных, получивших L-аргинин (на 12,1% относительно 2-ой группы ). У крыс других групп, получивших препараты влияющие на L-аргинин-NO систему (L-NAME; НПН; L-аргинин и L-NAME) ректальная температура достоверно не отличалась от 2-ой группы.


Результаты проведенных нами исследований показывают, что гипотермия крыс (снижение температуры тела более чем на 15оC) сопровождается существенными нарушениями прооксидантно-антиоксидантного равновесия. У всех животных, подвергавшихся холодовому воздействию, наблюдалась активация процессов ПОЛ и уменьшение факторов антиоксидантной защиты. В условиях глубокой гипотермии наступает истощение адаптационных механизмов, приводя к серьезным нарушениям метаболизма и возникновению гипоксии [2]. Прирост продуктов ПОЛ и снижение антиоксидантного потенциала тканей было наименьшим у крыс, получивших L-аргинин, естественный предшественник NO в организме. Существенно, что в группах, получивших НПН и L-аргинин выявлены различные изменения показателей ПОЛ. Возможно, это обусловлено тем, что при введении L-аргинина, помимо NO, образуется одновременно L-цитруллин, который затем вновь ресинтезируется, пополняя внутриклеточные запасы L-аргинина. Введение НПН (донор NO) вызывает образование избыточного количества NO, который при взаимодействии с О2- генерирует пероксинитрит, мощный окислитель [10].


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 [5]. NO в данном случае действует как эндогенный гаситель свободных радикалов и в его присутствии цитотоксичность O2- или H2O2 заметно сокращается [14]. В тоже время этот эффект, возможно, связан и с тем, что непосредственно сам L-аргинин предупреждает истощение антиоксидантного потенциала организма. 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 [3]. 


Характер изменений рО2 и показателей КОС при гипотермии, отражают развитие метаболического ацидоза и возникновение гипоксии, которая наименее выражена у животных получивших только L-аргинин. У крыс, получивших 0,9% NaCl до холодового воздействия (2гр) р50станд составил 30,04±0,69 мм рт. ст. в сравнении с контролем 32,69±0,65 (Р<0,05). Введение L-NAME или НПН приводило к достоверному повышению р50станд относительно 2-ой группы. В наших исследованиях значение р50реальн (с учетом реальных значений рН, рСО2 и температуры гипотермии) значительно уменьшается почти на 20 мм рт. ст. р50реальн во 2-ой группе (0,9% NaCl до охлаждения) уменьшился с 30,04±0,69 до 9,07±0,84 мм рт. ст. В группе, получившей L-аргинин, наблюдалось меньшее снижение р50реальн относительно 2-ой группы (11,6±0,43 мм рт. ст., Р<0,05), что приводит к меньшему сдвигу кривой диссоциации оксигемоглобина влево. Количество MetHb (конечного продукта элиминации NO из организма) увеличивается при гипотермии на 251,3%. Существенное увеличение концентрации MetHb происходит при введении L-аргинина - на 55% и НПН - на 26%, в сравнении со 2-й группой.


Анализируя роль L-аргинин-NO системы в механизмах развития устойчивости к холодовому воздействию, необходимо учитывать особенности взаимодействия NO с гемоглобином. Как известно, гемоглобин играет важную роль в элиминации NO, более того, образуемый HbNO может быть источником NO на уровне микроциркуляции [1,12]. Кроме этого, СГК измененное введением в организм модуляторов L-аргинин-NO системы, регулируя поступление кислорода в ткани, может участвовать в формировании прооксидантно-антиоксидантного равновесия [16].


Hb играет очень важную роль в элиминации NO из организма. В артериальной крови NO инактивируется в реакции с оксигемоглобином до нитратов и MetHb, а в венозной крови, кроме того, образуется HbNO [10]; при высоких значениях рО2 может наблюдаться его разложение кислородом на Hb и NO3-. Конформационные изменения Hb в положении цистеина(93  при взаимодействии с NO, может приводить местный кровоток в соответствие с потребностями в О2 [11]. Уровень HbNO, судя по его ЭПР-спектроскопии в артериальной и смешанной венозной крови нормоксических и гипоксических овец при ингаляции NO, зависит от уровня О2 и NO, существует выраженная отрицательная корреляция между уровнем HbNO и SaO2, однако количество образующегося HbNO, при вдыхании газовой смеси с содержанием NO 0,006%, кислородную емкость крови значительно не снижает, даже при наличии гипоксии [13]. NO может повышать СГК через взаимодействие с гемической группой (образуя нитрозо- и метформы гемоглобина), изменение вязкостных свойств крови [10].


Таким образом, результаты опытов с коррекцией L-аргинин-NO системы при гипотермии свидетельствуют о защитном эффекте L-аргинина, связанном, очевидно, с изменениями КТФ крови, а также с участием в поддержании прооксидантно-антиоксидантного равновесия организма.


Данная работа выполнена частично благодаря финансовой поддержке Фонда фундаментальных исследований РБ (№ Б97-385).
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Устранение эффектов малых доз радиации на организм является актуальной задачей современных медико-биологических исследований в Беларуси. Характерным проявлением биологического действия малых доз радиации (МДР) на организм является активация перекисного окисления липидов (ПОЛ) в биологических мембранах, нарушение их проницаемости с выходом ферментов во внеклеточную среду. Широкое распространение  в качестве радиопротекторов получили различные природные и синтетические антиоксиданты [1, 2, 8, 9, 12].


Исследования последних лет, в том числе работы лаборатории коферментов [7, 18, 19], обосновывают новое направление предупреждения активации ПОЛ и повреждения мембран, вызываемых действием МДР. Была установлена важная роль системы биосинтеза кофермента ацетилирования (СоА) и внутриклеточного глутатиона в поддержании стабильности плазматических мембран клеток и антиоксидантного статуса. На основании этих данных нами проводилось изучение влияния производных пантотеновой кислоты для коррекции повреждений, вызываемых действием МДР. Было установлено защитное действие пантенола и 4-фосфопантотеновой кислоты при их внутрибрюшинном введении животным перед облучением [5].


В связи с тем, что радиоактивные загрязнение оказывают воздействие на большие группы населения Беларуси, особую актуальность приобретают поиски профилактических средств, позволяющих защищать организм от воздействия МДР при неинвазивных путях их введения. Поэтому нами была изучена эффективность пантенола как радиопротектора при введении его внутрижелудочно перед облучением в минимальных дозах, близких к дозировке пантотената как витаминного препарата.


Эксперименты проводили на крысах массой 160-200 г, находившихся в стандартных условиях вивария и получивших однократно общее гамма-облучение в дозе 0,75 Гр. За 2 и 1 сут до облучения части животных вводили пантенол (26 мг/кг, внутрижелудочно) и через 1 сут после облучения проводили изучение содержания кофермента А (СоА) и основных показателей ПОЛ и системы глутатиона в печени, а также активности ферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и аланинаминотрансферазы (АЛТ) в плазме крови.


Определение содержания общего СоА и длинноцепочечных ацилов СоА проводили в гомогенате печени с помощью фермента фосфотрансацетилазы после предварительного щелочного или кислотного гидролиза эфиров СоА [10]. Фосфотрансацетилазу выделяли из Е.coli [16,17].


Содержание МДА в плазме крови и печени определяли в реакции с тиобарбитуровой кислотой по методу Стальной, Горишвили в модификации Гаврилова и др. [3,4], а также методу Stocks, Dormandy [20]. Количество диеновых конъюгатов определяли в гептановом экстракте при 235 нм [13].


Уровень окисленного и восстановленного глутатиона исследовали по методу Akerboom, Sies [11], Активность ЛДГ и АЛТ измеряли спектрофотометрически в плазме крови [6]. Содержание белка в тканях  определяли методом Хартри [14].


Установлено, что после однократного облучения животных в дозе 0,75 Гр наблюдается увеличение образования промежуточных и конечных продуктов ПОЛ - диеновых коньюгатов и МДА - в печени и увеличение образования МДА в тимусе (табл.1). В плазме крови отмечается значительная активация ЛДГ (табл.1) вследствие индуцированного радиацией повреждения плазматических мембран.


Введение пантенола перед облучением способствует возвращению до нормальных значений активности ЛДГ в плазме, количества диеновых коньюгатов в печени и МДА в тимусе.


В данном эксперименте нами обнаружено при действии МДР небольшое снижение (р>0,05) уровня восстановленного глутатиона и значительное (на 86%) увеличение содержания окисленного глутатиона в ткани печени (табл.2). Характерно, что при этом соотношение восстановленного глутатиона к окисленному уменьшается в 2 раза при отсутствии достоверного изменения их суммы. Предварительное введение пантенола способствует уменьшению уровня окисленного глутатиона до значений контрольной группы с увеличением соотношения восстановленной формы глутатиона и окисленной, не достигающим, однако, контрольных значений.

Таблица 1

Активность ферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ, мкмоль НАДН/мин*л) и аланинаминотрансферазы (АЛТ, ммоль/ч*л) в плазме крови  и уровень показателей перекисного окисления липидов - МДА (нмоль/г тк.) и диеновые конъюгаты (у.е.) - в тканях после облучения (0,75 Гр, 1 сут) и внутрижелудочного введения пантенола (26 мг/кг, за 2 и 1 сут до облучения) 

(n=6; * - p<0,05)

	Ткань
	Показатели
	Контроль
	Облучение
	Облучение+ пантенол

	Плазма
	ЛДГ
	191,6(8,5
	321,8(13,2*
	183,8(19,2*

	крови
	АЛТ
	1,83(0,22
	1,46(0,16
	1,66(0,30

	Печень
	МДА
	13,27(0,87
	16,53(1,16*
	18,52(1,25*

	
	Диеновые конъюгаты
	5,87(0,32
	7,65(0,52
	6,89(0,45

	Селезенка
	МДА
	17,32(0,52
	17,04(0,67
	16,20(0,55

	Тимус
	МДА
	13,37(1,14
	16,27(0,73*
	15,09(1,18



Как и в предыдущих экспериментах, мы обнаружили в данной подопытной группе уменьшение содержания общего СоА в ткани печени после однократного облучения в дозе 0,75 Гр (табл.3). Введение пантенола увеличило содержание СоА лишь на 10%. Следовательно, пантенол обладает  способностью уменьшать индуцированные радиацией повреждения клеточных мембран, активацию ПОЛ и нарушения биосинтеза СоА, однако для оптимального проявления радиопротекторного действия он должен применяться в дозах больших, чем 26 мг/кг. Отчетливое проявление мембранопротекторной активности у пантенола не только при внутрибрюшинном, но и при внутрижелудочном введении подтверждает возможность его широкого применения в качестве профилактической пищевой добавки.

Таблица 2

Содержание восстановленного (ГSH) и окисленного (ГSSГ) глутатиона, их отношение и сумма (мкмоль/г ткани) в печени крыс после облучения (0,75 гр, 1 сут) и внутрижелудочного введения пантенола(26 мг/кг, за 2 и 1 сутки до облучения)

	Группа
	ГSH
	ГSSГ
	ГSH/ГSSГ
	ГSH+ГSSГ

	контроль
	7,41±0,63
	0,15±0,01
	49,40±3,52
	7,56±0,63

	облучение
	6,52±0,33
	0,28±0,02*
	23,96±2,25*
	6,80±0,34

	облучение+ пантенол
	6,52±0,29
	0,18±0,02
	38,53±2,33*
	6,69±0,30


Таблица 3

Содержание общего СоА и длинноцепочечных ацилов СоА (нмоль/г ткани) в печени крыс после облучения (0,75 Гр) и внутрижелудочного введения пантенола (26 мг/кг, за 2 и 1 сут до облучения)

	Группа
	СоА
	ДЦА-СоА

	контроль
	324±12
	79±8

	облучение
	 262±24*
	69±7

	облучение+ пантенол
	288±23
	77±9
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противоопухолевой активностей нового 

лекарственного препарата “деглутам”

А.В. Каравай2, И.О. Леднёва1, Л.И. Нефёдов1, М.Г. Величко1, 

А.Н. Бородинский1, Б.И. Горенштейн1, Л.М. Караедова1, 

В.Ю. Смирнов1, Т.Ч. Валюк1, Е.С. Андреева1, Н.Л. Каравай2, К.Н. Угляница2, Н.И.  Прокопчик2
1Институт биохимии НАНБ;

2Гродненский медицинский институт МЗ РБ, Гродно, Беларусь


Производные L-глутамина (Gln), относящиеся к низкомолекулярным пептидам природного происхождения, обладают выраженным противоопухолевым действием, и их дефицит в организме может быть одним из условий пролиферации злокачественных клеток. Предполагается, что эти соединения влияют на митотические процессы в опухолевой ткани, в результате чего аномальные клетки трансформируются в дифференцированные [1-4]. 


Нами в рамках выполнения заданий IV раздела Республиканской межведомственной НТП 43.01р. ”Разработать и внедрить на Гродненском заводе медицинских препаратов противоопухолевый препарат на основе L-глутамина” в соответствии с требованиями GLP [5] исследованы механизмы метаболической активности и проведены испытания специфической противоопухолевой активности энтеральной и инъекционной форм нового противоопухолевого препарата “деглутам” (ДГ), компоненты которого синтезированы по методу, разработанному в ИФОХ НАН Беларуси [6]. 


Для выяснения вероятных механизмов действия ДГ на метаболические процессы в организме опухоленосителя в их взаимосвязи со специфической противоопухолевой активностью препарата, наряду с оценкой его эффективности по базовым критериям (продолжительность жизни животных-опухоленосителей и массы опухолей, их морфо-гистохимическая и генотипическая характеристика) анализировались эффекты препарата на лимитирующие процессы и ключевые реакции метаболического контроля [4,6-8]:

· активность процессов субстратного обеспечения биосинтеза белка de novo и формирования фонда свободных аминокислот и их производных (по активности реакций переаминирования в митохондриях и цитозоле печени, а также в плазме крови опухоленосителей и уровням субстратов — пирувата, лактата, 2-оксоглутарата);

· активность и соотношение процессов гликолиза и глюконеогенеза (по активности ключевых ферментов углеводного обмена — гексокиназы, глюкозо-6-фосфатазы, а также уровням важнейших субстратов — глюкозы и глюкозо-6-фосфата) в печени опухоленосителей;

· активность лимитирующих процессов энергообразования и утилизации субстратов в цикле трикарбоновых кислот (по активности, пируват—, малат— и изоцитратдегидрогеназы, а также соотношению окисленных и восстановленных никотинамидных коферментов) в печени.


Исследования проведены на крысах-опухоленосителях W-256, SM-1, SМ-45 и РС, которым внутрижелудочно или внутрибрюшинно вводили ДГ в дозах 50-500 мг/кг в сутки в течение 7-12 суток. Исследуемые показатели сравнивали с полученными у контрольных опухоленосителей, получавших в эквивалентных дозах и при аналогичных способах введения водные растворы применяемых в настоящее время в онкологической практике химиотерапевтических противоопухолевых средств (цисплатин, платидиам, навельбин, этопозид). 


Установлено, что энтеральная форма лекарственного препарата вызывает зависимое от способа введения и дозы значимое по отношению к действию препаратов сравнения и соответствующее критериям эффективных противоопухолевых средств торможение роста опухолей и увеличение продолжительности жизни исследованных линий опухоленосителей с индексом эффективности 4,1.


Кроме того, назначение ДГ опухоленосителям индуцирует выраженное угнетение гликолиза и активацию глюконеогенеза, а также обеднение фонда свободных аминокислот в печени. При этом на фоне введения ДГ у опухоленосителей W-256 в печени, плазме крови и в опухоли концентрация эндогенного Gln снижается, в то время как у опухоленосителей SM -1 и РС -1 наиболее отчётливо это снижение проявляется только в ткани опухоли.


Одновременно, в плазме крови и печени опухоленосителей W-256 суммарное содержание аминокислот, конкурирующих с Gln за общую А-систему активного трансмембранного переноса снижается, а в самой опухоли этот показатель практически не изменяется. В печени и плазме крови опухоленосителей SM -1 и РС -1 суммарное содержание указанных аминокислот, наоборот, существенно не изменяется и достоверно снижается только в опухолевой ткани.


На основании результатов коррелятивного анализа установлено, что вероятность “антиглутаминового” механизма действия ДГ реализуется только при его пероральном введении, поскольку именно в этом случае отмечается высоко достоверная положительная коррелятивная зависимость между содержанием Gln в плазме крови, печени и опухолевой ткани. В свою очередь, при парентеральном введении ДГ такая зависимость сохраняется между уровнями Gln в плазме крови и печени, но не в ткани опухоли. 


По результатам исследования мы предполагаем, что "антиглутаминовый" механизм действия ДГ может существовать в зависимости от активности процессов биосинтеза и утилизации Gln, определяющих реальные концентрации этого соединения в физиологических жидкостях, а также концентраций аминокислот, конкурирующих с ним за общие системы внутриклеточного транспорта и тем самым влияющих на особенности межтканевого распределения и метаболизма эндогенного Gln.


В результате проведенного исследования определен наиболее эффективный режим введения препарата, установлена зависимость между эффективностью его действия и морфо-биохимическими характеристиками ткани опухолей, а также специфическими метаболическими характеристиками организма хозяина.
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L-Glutamine (Gln) derivatives related to low-molecular-weight peptides of the natural origin has a pronounced antitumor effect and their deficiency in the body may be a condition for proliferation of malignant cells. These compounds are suggested to affect mitotic processes in tumor tissue, causing anomalous cells to convert to differentiated ones [1-4].


In the context of the assignments of Section IV of the Republican Interdepartmental Scientific and Technical Program on the development and introduction of an antitumor drug based on L-glutamine at the Grodno Plant of Medicinal Preparations and according to the GLP requirements [5] we have studied the mechanisms of metabolic activity and tested the specific antitumor activity of the enteral and injection forms of the novel antitumor drug “deglutam” (DG), with the components being synthesized according to the method developed at the Institute of Physico-Organic Chemistry of the NAS of Belarus [6].


To elucidate the possible mechanisms of the DG effect on the metabolic processes in the tumor-bearing organism and their relation to the specific antitumor activity of the drug, along with the assessment of the drug efficacy according to the basic criteria (life-span of tumor-bearing animals, tumor weight and morphohistochemical and genetic typing characteristics), we analyzed the effects of the drug on the limiting processes and key metabolic control reactions [4,6-8]:

· the activities of the processes of substrate supply for protein biosynthesis de novo and formation of the pool of free amino acids and derivatives (according to the activities of the deamination reactions in liver mitochondria and cytosol as well as in the blood plasma of tumor bearers and the levels of the substra​tes: pyruvate, lactate, 2-oxoglutarate);

· the activities and relationships between the processes of glycolysis and gluconeogenesis (according to the activities of the key enzymes of carbohydrate metabolism, hexokinase and glucose-6-phosphatase, as well as the levels of the principal substrates, glucose and glucose-6-phosphate) in the liver of tumor-bearers;

· the activities of the limiting processes of energy production and substrate utilization in the tricarboxylic acid cycle (according to the activities of pyruvate-, malate-, and isocitrate dehydrogenase as well as the ratio of oxidized to reduced nicotinamide coenzymes) in the liver.


The studies were carried out on W-256-, SM-1-, SM-45- and PC-bearing rats Wistar CRL:(WI) WU BR administered with DG intragastrically or intraperitoneally at doses of 50-500 mg/kg day for 7-12 days. The parameters studied were compared with those obtained in control tumor bearers receiving via a similar route of administration the same doses of aqueous solutions of drugs conventionally applied in oncological practice (cysplatin, platidiam, navelbin, etopotizide).


It has been found that the enteral form of the drug induces inhibition of tumor growth and extension of the life-span of the tumor bearers with the efficiency index of 4.1, which was dependent on the administration route and dose and significant, as compared with the reference drugs, and corresponded to the criteria of efficient drugs.


In addition, the administration of DG to tumor bearers induced a pronounced inhibition of glycolysis and an activation of gluconeogenesis as well as a depletion of the liver free amino acid pool. In this situation, DG decreased the concentrations of endogenous Gln in the liver, blood plasma and tumor of W-256 bearers, whereas the SM-1 and PC-1 bearers showed a most pronounced decrease only in the tumor tissue.


At the same time the blood plasma and liver of the W-256 bearers showed a decreased overall concentration of amino acids competing with Gln for the common A-system of active transmembranous transfer, while this parameter remained essentially unchanged in the tumor itself. On the contrary, the overall content of the above amino acids was almost unchanged in the liver and blood plasma of SM-1 and PC-1 bearers and significantly decreased only in the tumor tissue.


The results obtained suggest that the possible "antiglutamin" mechanism of the DG effect is realized only in peroral administration since there was a highly significant positive correlation between the blood plasma, liver and tumor Gln concentrations. After the parenteral DG administration this correlation was maintained between the Gln levels in the blood plasma and liver rather than in the tumor tissue.


The experimental results have led us to suggest that the "antiglutamine" mechanism of the DG effect can occur depending on the activities of Gln biosynthesis and utilization governing the real concentrations of this compound in physiological fluids as well as on the concentrations of amino acids competing with it for the common systems of intracellular transport and thus af​fecting the specificities of endogenous Gln intertissue distri​bution and metabolism.


As a result of our study, we have established the most effective regime of drug administration and the correlation between its efficiency and the morpho-biochemical characteristics of the tumor tissue and the specific metabolic characteristics of the host organism.
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Эмбриотропное действие бактериального липополисахарида продигиозана при введении его самцам крыс перед спариванием
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Микробные агенты играют значительную роль в нарушении процессов внутриутробного развития. Среди причин антенатальной гибели на долю внутриматочной бактериальной инфекции приходится от 5,3 до 27,4 % [4]. В результате воздействия бактериальных агентов у плодов и ново​рожденных регистрировались внутриутробные пневмонии, гной​ный менингит, гематогенный сепсис, язвенно-некротический энтеро​колит. Этиология указанных патологических изменений связана с инфекционными процессами у матери (инфекции родо​вых путей, мочевого тракта). При этом наиболее реальна воз​можность трансплацентарного заражения плода [9]. Среди возбудителей внутриутробных инфекций наиболее часто встречаются грамотрицательные бактерии, в частности, ки​шечная палочка [6, 8].  Кроме жизнеспособных микробов эмбриотоксичеcкое действие мо​гут оказывать и их эндотоксины, в состав которых входит липополисахаридная субстанция (ЛПС). Последняя обладает выра​женным биологическим действием в отношении иммунной, эндо​кринной, кроветворной систем, системы свертывания крови) [ 7 ]. Кроме того, бактериальные ЛПС, при воздействии на организм матери во время беременности, вызывают врожденные пороки развития, гемолитическую болезнь новорожденных, токсическое поражение внутренних органов и нарушение их дифференциации, нарушение дифференциации нервной ткани головного мозга экспериментальных животных [1, 2, 3, 10].  


Однако в литературе совершенно не освещена роль ЛПС грамотрицательных бактерий в нарушении процессов онтогенеза потомства при воздействии на организм отца перед спариванием.


Исходя из вышеизложенного, нами была поставлена цель: изучить влияние липополисахаридов грамотрицательных бактерий на процессы антенатального развития потомства при воздействии на организм отца перед спариванием.


В качестве агента воздействия нами был взят продигиозан - бактериальный ЛПС из Serratia marcescens, получивший широкое распространение в клинической практике.


В эксперименте по изучению влияния продигиозана на антенатальное развитие потомства было использовано 9 самцов, 23 беременные самки и 180 плодов беспородных белых крыс.


Масса самцов и самок составляла 200 - 250 грамм.  Животные  подопытной, контрольной и интактной групп содержались в стандартных условиях вивария.


Самцам подопытной группы вводился  продигиозан  в дозе 50 мкг/кг массы внутрибрюшинно, однократно. Самцы подопытной группы получали физиологический раствор в эквиобъёмных количествах при тех же условиях. Самцы интактной группы не подвергались никаким воздействиям.


Самцов подопытной, контрольной и интактной групп спаривали  с интактными самками,  начиная с сорокового дня после воздействия и на протяжении 30 дней.


Для определения нарушений в антенатальный период развития,  беременных самок подопытных и контрольной  групп  декапитировали  на  20-й день беременности.  Перед декапитацией определяли массу беременных животных.  После вскрытия маток подсчитывали количество мест имплантации и живых плодов. В яичниках определяли количество желтых тел. Эмбриотоксическое действие продигиозана при введении его самцам крыс перед спариванием оценивали с помощью показателей пре - и постимплантационной гибели [5]. Под лупой  МБС-1 с двойным увеличением производили внешний осмотр плодов с целью выявления врожденных пороков развития и признаков нарушения  кровообращения в виде кровоизлияний.  Определяли массу плодов и плацент. 


Статистическая обработка результатов проводилась с использованием критерия Стьюдента.


Результаты исследования представлены в таблицах. 


При спаривании самцов, получавших продигиозан, с интактными самками, наблюдается резкое повышение как преимлантационной, так и постимплантационной гибели зародышей. Различия при этом достоверны (табл. 1). Контрольные показатели практически от интактных не отличаются (табл. 1).

Таблица 1

Показатели пре-  и постимплантационной гибели зародышей животных подопытной, контрольной и интактной групп

	Воздействие
	Количество желтых тел
	Количество мест имплантации
	Количество живых плодов
	Показатель преимплантационной гибели
	Показатель постимплантационной 

гибели

	Продигиозан
	81
	65
	34
	2,43+0,65*
	4,43+1,36*

	Контрольная
	78
	76
	76
	0,29+0,18
	0,00+0,00

	Интактная
	74
	73
	72
	0,11+0,11
	0,22+0,17


*- статистически достоверные различия с интактными показателями при Р<0,05


У выжившего  потомства самцов подопытной и контрольной групп масса тела, масса плаценты и плодно – плацентарное отношение достоверно от интактных показателей не отличается (табл. 2.). Хотя некоторое увеличение массы плаценты происходит в группе у самок, спаренных с самцами, получавшими продигиозан, что затем отражается на плодно - плацентарном отношении (табл.2).


Таким образом, введение продигиозана самцам крыс за 40 – 50 суток до спаривания с интактными самками, приводит к резкому увеличению внутриутробной гибели зародышей. При этом постимплантационная гибель более выражена, чем преимплантационная. Исходя из этого, можно предположить, что бактериальный ЛПС продигиозан обладает, кроме митогенного, мутагенным эффектом, так как прямое действие продигиозана, или опосредованное через организм матери, в данном случае исключается. Поэтому, в результате действия “доминантных леталей”, происходит гибель зародышей [11]. 

Таблица 2

Масса плодов и плацент, плодно - плацентарное отношение животных подопытной, контрольной и интактной групп

	Воздействие
	Масса

плодов,

г
	% к

интакт–ным
	Масса

плацент, г
	% к

ин–тактным
	Плодно – плацентарное отношение
	% к

ин–тактным

	Продигиозан
	2,09+0,26
	92
	0,70+0,21
	111
	3,12+0,53
	88

	Контрольная
	2,18+0,11
	97
	0,60+0,06
	95
	3,53+0,48
	100

	Интактная
	2,26+0,23
	
	0,63+0,07
	
	3,54+0,37
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Ursodeoxycholic acid (UDCA) is widely used as a hepatoprotector improving the liver structure and functions in chronic cholestatic liver diseases.  UDCA is a hydrophilic bile acid and protects liver cell membrane against damage by hydrophobic bile acids [1]. The stabilization of membranes by UDCA is explained by a competition with the hydrophobic bile salts for their incorporation into the cell membranes. 


Recently we found that UDCA acted as a scavenger of free oxygen radicals and an antioxidant in cell-free system and in the liver of rats with g-irradiation induced oxidative stress [2]. The dose of UDCA used was higher than the standard doses given to a human patient because some authors [3] suggest that for the substance to be effective rodents normally require higher (up to 500 mg/kg) than humans. The purpose of this study was to compare the effect of the two doses of UDCA, 10 and 100 mg/kg b.w./day, on the free oxygen radical generation, lipid peroxidation and antioxidant effect in liver microsomes of rats with oxidative stress caused by g-irradiation.


Three groups of male albino rats, 170-210 g were singly treated with g-irradiation (1 Gy). 60Co was used as a g-rays source. The groups of control and g-rays-treated animals were kept on a standard rat chow. Two of the irradiated groups were treated twice with a suspension of UDCA (10 and 100 mg/kg b.w., i.g.), 1 h before the g-irradiation and 1 h before decapitation to maintain a high concentration of UDCA in target organs. 

The liver microsomal fraction was separated by differential centrifugation at 105000 g. The protein content of the microsomal suspension and the supernatant was determined by the biuret methods. The spectrophotometric method of superoxide radical measurement is based on the reduction of nitrotetrazolium blue (NTB) to formazan by O2.- [4]. NADPH-dependent chemiluminiscence of microsomes was carried out by an amplification using the chemiluminogenic probes luminol and lucigenin [5]. SOD activity was measured according to the method modified by Czevari et al. [6] . The end-products of LPO was separated into 3 classes, 4-hydroxyalkenals (zone I), ozazones (zone II), alkenals, alkanals and ketones (zone III), as described by Poli et al. (1985) [7]. The enzymatic LPO was stimulated by 0.5 mM Fe2+ and 0.5 mM NADPH and measured using a TBA assay [8]. 


The H2O2 formation, liver reduced glutathione (GSH), glutathione reductase and glutathione peroxidase activities were measured as described previously [ 9].


The g-irradiation caused a significant increase (about 33%) in the microsomal  O2.- content (Table 1). The NADPH-dependent chemiluminiscence of liver microsomes attenuated by lucigenin was also enhanced by almost two-fold, whereas the NADPH-dependent chemiluminiscence enhanced by luminol was elevated by more than two-fold after the g-irradiation. The treatment of rats with UDCA significantly decreased the liver microsomal O2.- content elevated by the irradiation (by 19% and 33%, for the doses of 10 and 100 mg/kg b.w., respectively). Only the highest UDCA dose (100 mg/kg b.w.) decreased the NADPH-dependent chemiluminiscence with lucigenin, whereas the NADPH-dependent chemiluminiscence with luminol was similarly decreased by both the doses of UDCA. Neither the g-irradiation, singly nor in combination with the both UDCA doses affected the activity of hydrogen peroxide production in liver microsomes.


The results presented in Table 1 indicate that the exposure of rats to g-rays significantly increased the velocity of ferrous-NADPH stimulated formation of lipid peroxides and the microsomal MDA content determined as TBARS in microsomes. After the separation by TLC, the contents of all the liver carbonyl products of lipid peroxidation detected as dinitrophenylhydrazones of polar carbonyls, zone III (alkanals, alkenals, ketones), zone II (ozazones) and zone I (hydroxyalkenals), were markedly elevated in the g-rays treated group. The UDCA treatment (10 and 100 mg/kg b.w.) dose-dependently decreased the lipid peroxide production by 24% and 36%, respectively. The steady-state concentration of MDA was normalized only in the group treated with the UDCA dose of 100 mg/kg b.w. The content of the carbonyl end-products of liver peroxidation, represented by alkanals, alkadienals, alkenals and ketones (Zone III) of rats treated with either of the UDCA doses did not differ from the control group, whereas as compared with the g-irradiated group, the carbonyls from Zone I containing hydroxyalkenals were significantly decreased only in rats treated with the dose of 100 mg/kg b.w.

Table 1

Effect of UDCA on parameters characterized free radical processes, lipid peroxidation and defense system in liver microsomes of rats treated

with g-irradiation

	
	Control
	Irradiation
	+UDCA,10 mg/kg
	+UDCA, 100 mg/kg

	Superoxide radical content, 

nmol/mg protein
	14.3±1.12
	21.3±1.19*
	17.2±1.21#
	14.3±1.25#

	H2O2 production, nmol/mg protein per 1 min
	0.39±0.05
	0.41±0.07
	0.45±0.06
	0.42±0.06

	ChLM with lucigenin, c.p.m./mg protein x 106
	1.97±0.24
	3.92±0.68*
	3.54±0.49*
	1.81±0.28#

	ChLM with luminol, c.p.m./mg protein x 103
	2.57±0.75
	5.78±0.71*
	3.56±0.38#
	3.34±0.60#

	Lipid peroxide production,

nmol/mg protein per 1 min
	1.41±0.15
	2.96±0.23*
	2.25±0.17*#
	1.88±0.21#

	MDA, mmol /mg protein
	308±42
	572±64*
	463±51*
	352±40#

	Carbonyls, Zone III mmol /mg 
	159±14
	216±6*
	179±7#
	177±7#

	Carbonyls, Zone II, mmol /mg 
	74±5
	94±3*
	82±12
	90±4

	Carbonyls, Zone I, mmol /mg 
	104±4
	128±3*
	114±4
	100±6#

	Glutathione reductase, 

 U/mg protein
	19.3±1.32
	17.2±1.03
	17.6±1.21
	20.4±.91

	Glutathione peroxidase, 

 U/mg protein
	99±12
	120±25
	116±22
	134±19

	SOD activity, U/mg protein
	22.2±2.56
	39.6±3.34*
	27.5±2.29#
	26.7±2.24#


*  - P<0.05 compared to the control group; 

#  - P<0.05 compared to the irradiated group.


The microsomal SOD activity was markedly elevated ( by over 78%) in the g-irradiated group. Neither glutathione reductase activity nor glutathione peroxidase activity changed in the g-irradiated group. The exposure of rats to g-rays induced a statistically significant depletion of the rat liver microsomal GSH content that amounted to a reduction of 21% as opposed to the control GSH value. Although the GSH content in the UDCA treated groups increased by 17% and 23% for the doses of 10 and 100 mg/kg b.w., respectively, these values were not significant in comparison with the g-irradiated group and the changes did not statistically differ from the control group either. But both the UDCA doses (10 and 100 mg/kg b.w.) similarly reduced the SOD activity, whereas the activity of glutathione reductase remained unchanged. Surprisingly, UDCA did not affect the markedly elevated glutathione peroxidase activity of the g-ray treated animals.


As we described in our previous paper [2], UDCA is a quite effective scavenger of free oxygen radicals. The exposure of the whole body to g-rays (1 Gy) caused oxidative stress by producing reactive oxygen species and activation of LPO.  The UDCA treatment of g-irradiated rats inhibits or prevents these oxidative stress-induced changes at least partially. UDCA clearly acts as a scavenger of free oxygen radicals and as an antioxidant in vivo.  The normalization of the g-irradiation-induced parameters related to O2.- (O2.- content and SOD activity) rather than the parameters related to HO. (H2O2 formation) suggests a preferential interception of O2.- by UDCA. The glutathione system protects cells against the toxic effects of reactive oxygen species [9]. The depletion of microsomal GSH after the irradiation may reflect a production of superoxide radicals with a subsequent formation of hydrogen peroxide and hydroxyl radicals. The partial prevention by UDCA of the GSH loss is well explained by the scavenging effect of UDCA.


In our experiment, we applied two doses of UDCA, 10 and 100 mg/kg b.w. We found a dose-dependent effect of UDCA only for some of the measured parameters: O2.- content and lipid peroxide production by liver microsomes, whereas the chemiluminiscence enhanced by luminol, the content of SOD activity and GSH content were changed by both the investigated doses of UDCA to a similar degree. 

In conclusion, our results showed efficacy of UDCA in the inhibition of lipid peroxidation and GSH depletion in liver microsomes of rats with oxidative stress induced by g-irradiation. The mechanism of this inhibition was connected with the free radical scavenging properties of UDCA, which it developed in vivo. 
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Карнитин (КТ) - (-окси-(-(триметиламино)масляная кислота - является высокоспецифичным компонентом механизма транспорта  длинноцепочечных жирных кислот в матрикс митохондрий и, следовательно, фактором утилизации жирнокислотных остатков в энергетическом балансе организма, что позволяет отнести его к витаминоподобным веществам (витамин ВТ) [1]. Фактическая незаменимость L-карнитина определяется не только возможностью развития или воспроизведения его алиментарного дефицита, но и незаменимостью предшественников (лизин и метионин), которые последовательными реакциями гидроксилирования трансформируются в (-окси-N-триметиллизин, (-бутиробетаин и карнитин [2]. Высокоспецифичным кофактором упомянутых каталитических систем, в частности (-бутиробетаингидроксилазы, является аскорбиновая кислота [3]. В целом, не менее 6 пищевых компонентов причастны к биосинтезу карнитина, преимущественно осуществляемого в почечной и печеночной тканях и переносимого кровью в мышечные ткани. Это предполагает достаточно высокую биодоступность карнитина, поступаемого в кровоток извне, а также возможность контроля его “обеспеченности” путем контроля содержания в плазме [4]. Общепринято, что последний показатель достаточно стабилен при адекватном питании,  но заметно снижается при низком потреблении незаменимых аминокислот, аскорбиновой и никотиновой кислот, пиридоксина и железа [1], причем определяющими факторами тканевого уровня КТ являются лизин и аскорбат.


Исходя из вовлеченности ряда пищевых факторов в биогенез КТ полагают, что синдром его недостаточности может носить полиморфный характер, однако непременным условием его диагностики является наличие двух основных симптомов: невозможность утилизации жирнокислотных компонентов в качестве источника энергетического метаболизма и мышечная слабость (утомляемость). Биодоступность пищевого (экзогенного) КТ (основные источники - рыба, мясо) определяется величиной 53-87% [5]. Однако пищевой КТ несомненно составляет меньшую половину его суммарного баланса в организме. Сопутствующий цинге (С-авитаминоз) дефицит карнитина является иллюстрацией сказанного [1]. Более того, есть основания полагать, что падение активности (-бутиробетаин–гидроксилазной реакции является ранним признаком С-витаминной недостаточности, обуславливающим проявление усталости и утомления на ранних стадиях витаминного дефицита [1,3]. Таким образом, эндогенный синтез КТ из пищевых предшественников, в частности через аскорбат-зависимые реакции гидроксилирования, является определяющим в поддержании гомеостаза метаболизма КТ и может быть поврежден при алиментарном дефиците последнего. В целом “карнитиновый статус” животных и человека определяется уровнем потребления своеобразного “триплета”:  самого КТ, лизина и витамина С [1].


Общепринято, что недостаточность карнитина приводит к нарушению окисления длинноцепочечных жирных кислот [6]. Этот патохимический синдром связывается со специфической карнитин-зависимой миопатией [7,8], обусловленной нарушением доступности карнитина в биоструктуры. Однако даже при нормальной концентрации мышечного карнитина назначение его препарата в дневной дозе 2 г  увеличивало физическую выносливость (прогулочная дистанция) на 75% [9]. Это свидетельствует о том, что увеличение пула КТ в организме и, в мышечных тканях в частности, способствует росту ресурса адаптации организма к физической нагрузке и, возможно, является лимитирующим фактором в переключении организма на различные энергетические субстраты.


На чем же основаны современные представления функциональной роли L-карнитина в метаболизме митохондрий? Это - опосредованный ацилтрансферазами и транслоказами транспорт длинноцепочечных (ДЦ) жирнокислотных остатков из цитозоля в митохондрии для (-окисления [10], удаление ацетил-СоА из митохондрий в форме ацетилкарнитина [11] и модуляция внутримитохондриального соотношения ацетил-СоА/СоА или уровня свободного СоА [12] как важнейшего фактора регуляции митохондриального метаболизма в целом.  Последнее обстоятельство чрезвычайно важно для активации процессов детоксикации, в особенности происходящих на фоне накопления жирнокислотных остатков с нечетным числом углеродных атомов, разветвленных аминокислот, синдромов аминоацидурий, утилизации их остатков в виде компонентов подобных пропионил-КТ [13-15].


Исходя из представлений о биодоступности экзогенного КТ, его фармакологических и метаболических свойств, карнитин-содержащие препараты получили широкое распространение в клинической и спортивной медицине. В СССР с 1981 г. применялся D,L-карнитин хлорид (НПО “Витамины”, 20% раствор, внутрь)  в качестве анаболического средства негормональной природы при недоношенности и гипотрофии у детей, анорексии и физическом истощении, эндокринной патологии с задержкой роста и в спортивной медицине. Дальнейшим его развитием явились препарат элькар в виде 20% раствора L-карнитина (ООО “Сантэ-Л”) и препарат аплегин (10% раствор L-карнитина хлорида для инъекций). Особенностью последнего явилось применение при острых нарушениях мозгового кровообращения, травматических и токсических поражениях головного мозга (ООО  “Бивитех”, г. Москва). Специальная карнитиновая программа реализуется преадприятием “Nutrend” (Чехия), в рамках которой производится несколько КТ-содержащих препаратов медицинского и профилактического назначения, в т.ч. с выраженным кардиотропным действием. Применение указанных и родственных препаратов в кардиологии показало их высокую эффективность при целом ряде сердечно-сосудистых растройств: стенокардии, остром инфаркте миокарда, постмиокардитических дистрофиях, заболеваниях периферических сосудов, дислипидемиях и диабете [16,17]. Широкое применение препаратов КТ  в кардиологии, тем не менее, не оставило без внимания клиницистов факт, что ингибитор биосинтеза КТ-3-(2,2,2-триметилгидразиний)пропионат - обладает столь же высоковыраженным кардиотропным и противоишемическим действием [18]. Указанная субстанция, производимая в виде препарата милдронат  (10% раствор для инъекций и капсулы по 250 мг вещества) предприятием “Grindeks” (Латвия) достаточно широко применяется в лечебных учреждениях нашей страны для лечения кардиологических и сусудистых заболеваний.


Таким образом, достоянием современной фармакотерапии стало использование мощного фактора регуляции митохондриального метаболизма, которым является биодоступность L-КТ и обусловленные им изменения в окислении жирных кислот, прежде всего ДЦ, глюкозы, соотношения ацил-СоА и свободного СоА. Можно полагать, что сфера применения КТ и его антагонистов еще ждет своих разграничительных исследований, но уже сейчас очевидно,  что повышение возможностей и оптимизация КТ-опосредованных метаболических эффектов будет достигнута путем их комбинации с предшественниками СоА, таурином, аскорбатом, а последних с аминокислотами - предшественниками самого КТ. Это подтверждают наши предварительные исследования лечебно-профилактической эффективности комплекса L-КТ и пантенол (препарат “панкар”)  при воздействии малых доз ионизирующего излучения [19].

Литература

1. Hyghes R.E. L-Carnitine. Some nutritional and historical implications. Edition Lonza, Basle, 1993, 52 p.

2. Rebouche C., Paulson D. // Ann.Rev.Nutr., 1986, v.6, p. 41-46.

3. England S., Siefter S. // Ann.Rev.Nutr., 1986, v.6, p. 365-406.

4. Krahenbuhl S., Reichen J. // Hepatology, 1997,v.25, p. 148-153.

5. Rebouche C., Chenard C. // J.Nutr., 1991, v.121, p. 539-546.

6. Benson P., Fensom A. // Genetic Biochem. Disorders (Oxford), 1985, p. 304.

7. Isaacs H., Heffron J. et al. // J.Neurol.,Neurosurg. and Psychiatry, 1976, v.39, p. 1114-1123.

8. Opie L. // Amer.Heart J., 1979, v.97, p. 375-388.

9. 9.Brevetti G., Chiariello M., Ferulano G. et al. // Circulation, 1988, v.77, p. 767-773.

10. Hoppel C. // Fed.Proc.Fed.Am.Soc.Exp.Biol., 1982, v.41, p. 2853-2857.

11. Bieber L., Emaus R. et al. // Fed.Proc.Fed.Am.Soc.Exp.Biol., 1982, v.41, p. 2858-2862.

12. Chalmers R., Roe C. et al. // Biochem.Soc.Transactions, 1983, v.11, p. 724-725.

13. Bremer J., Wojtczak A. // Biochim.et biophys. acta, 1972, v.280, p. 515-530.

14. Shug A., Thomsen J. et al. // Arch.Biochem. and  Biophys., 1978, v.187, p. 25-33.

15. Idell-Wenger J., Grotyohann L., Neely J. // J. Biol.Chem., 1978, v.253, p. 4310-4318.

16. Arsenian M. // Prog.Cardiovasc.Dis., 1997, v.40, p. 265-286.

17. Atar D., Spiess M. // Eur.J.Clin.Invest., 1997, v.27, p. 973-976.

18. Aouagi T., Sugiura S. et al. // J.Cardiovasc.Pharmacol., 1997, v.30, p. 468-474.

19. Мойсеенок А.Г., Ролевич И.В., Канунникова Н.П. и др. // В кн.: Пантенол и другие производные пантотеновой кислоты:  биохимия, фармакология и медицинское применение. 1998, Гродно, с. 130-136.

Возможность транспорта кофермента А в

изолированные митохондрии печени крыс

С.Н. Омельянчик, В.А. Гуринович, С.Н. Карпуть, А.Г. Мойсеенок

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Как известно, кофермент А (СоА) - важнейшая коферментная форма производных пантотеновой кислоты, участвующий более чем в 120 ферментативных реакциях. Большинство CоА-зависимых реакций и CоА-опосредованных эффектов метаболизма  локализованы в митохондриях.


Внутриклеточное распределение кофермента зависит от функционального назначения ткани: в миокарде только 5% общего CоА содержится в цитозоле и 95% в митохондриях; в печени же до 26% локализовано в цитозоле и около 74%  находится в митохондриальном матриксе [6]. Такое неравномерное распределение клеточного кофермента между цитозолем и митохондриями  позволяло думать о наличии самостоятельного митохондриального пула биосинтеза его и о непроницаемости для СоА внутренней митохондриальной мембраны [5]. Однако, если в цитозоле имеется  полный набор пяти ферментов биосинтетического пути, то в митохондриях обнаружены лишь два фермента - дефосфо-СоА-пирофосфорилаза и дефосфо-СоА-киназа [7]. Следовательно синтез СоА возможен только при транспорте фосфопантетеина или дефосфо-СоА из цитозоля.


Длительно существовавшая концепция об изолированности митохондриального и цитозольного пула СоА, основанная на непроницаемости внутренней митохондриальной мембраны, опровергнута открытием митохондриальной СоА-транспортной системы в миокардиоцитах работами Тахилиани и соавт. [8, 9, 10].


Цель наших исследований - подтвердить возможность транспорта кофермента А в изолированные  митохондрии печени крыс в системе, содержащей ацил-донорный субстрат - пируват, путем одновременного контроля поглощения СоА митохондриями ферментативным методом и прямой радиометрией фракции СоА, что давало возможность проследить  во времени изменения внутримитохондриального СоА с последующим расчетом его удельной активности.


Опыты проводили на беспородных белых крысах-самцах массой 180-200 г, содержащихся на обычном рационе вивария. Митохондриальную фракцию из печени получали путем дифференциального центрифугирования [1] в охлажденной среде, состоящей из 0,25 М сахарозы, 1 mМ трис-буфера, 1 mМ ЭДТА и 25 mМ тартрата натрия. В полученных фракциях сразу после выделения регистрировались скорость потребления кислорода митохондриями на полярографе ЛП-7, измерялся коэффициент дыхательного контроля. Выделенные митохондрии были хорошо сопряжены по показателям энергетического состояния.


Изолированные митохондрии инкубировались в среде, содержащей 0,25 М сахарозу, 30 mМ Трис-буфер, 2 mМ хлористый магний, 80 mМ хлористый магний, 5 mМ дитиотрейтол, 10 mМ тартрат натрия, 2 mМ АТФ, 3 mМ пируват натрия, 100 мкМ немеченый кофермент А и меченый СоА в количестве 3,6 нмоля. Последний в виде дисульфидной формы синтезирован в нашей лаборатории из меченой по водороду пантотеновой кислоты Хомич Т.И. и Зубко В.Б. Все эксперименты проводились при температуре 30°С и рН 7,4. Инкубация начиналась внесением в инкубационную среду митохондрий из расчета 1-1,5 мг белка и останавливалась добавлением 8% хлорной кислоты. На сцинтилляционном счетчике Марк-2 (США, Нуклеар Чикаго) измерялась радиоактивность митохондрий, супернатанта и среды отмывания, уровень которой в процессе эксперимента приближался к фоновым значениям.


Содержание общего СоА и его кислоторастворимой фракции определяли после соответствующего щелочного или кислотного гидролиза и восстановления дитиотрейтолом с помощью фосфотрансацетилазной реакции [2]. Фосфотрансацетилазу выделяли из E.coli [3].


Белок определяли по модифицированному методу Lowry [4].


Обнаружено, что содержание общего СоА в изолированных митохондриях зависело прямо пропорционально от времени инкубации в течении первых 20 мин, увеличиваясь с 2,52 до 4,28 нмоль/мг белка (р<0,05) (рис.1а). Одновременно за этот же промежуток времени возросло в 2,5 раза поглощение меченого СоА, что дало возможность рассчитать изменение удельной радиоактивности [Н3]-СоА в митохондриях (рис. 1б).
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Рис. 1. Зависимость а) содержания общего СоА (нмоль/мг белка) в изолированных митохондриях печени от времени инкубации; б) удельной радиоактивности [3Н]-СоА в митохондриях печени от времени инкубации; в) содержания общего СоА (нмоль/мг белка) в изолированных митохондриях печени от концентрации СоА в инкубационной среде.


Уровень общего СоА в митохондриях зависел и от концентрации его в среде инкубации - пропорционально увеличиваясь от 25 до 100 mМ с постепенным переходом в плато (рис.1в).


Регистрируемый рост концентрации общего внутримитохондриального кофермента А произошел за счет накопления его короткоцепочечных ацилов, так как содержание фракции кислоторастворимого СоА возрастало пропорционально времени инкубации и концентрации его в среде, а сама инкубационная среда содержала ацил-донорный реагент - пируват.


Способность изолированных митохондрий быстро (в течение первых 5 мин эксперимента) увеличивать содержание СоА и поглощение [Н3]-СоА из инкубационной среды подтверждает ранее высказанное [9] предположение о проницаемости кофермента А через митохондриальную мембрану гепатоцитов.


С целью идентификации продуктов метаболизма СоА в митохондриях одновременно параллельные пробы, инкубированные в течение 30 мин с [Н3]дисульфидом-СоА в присутствии дитиотрейтола, подвергались ВЭЖХ на приборе Ликвохром-2010 (Лабор МИМ, Венгрия). Подсчет радиоактивности в полученных фракциях выявил пять компонентов: кофермент А, дефосфо-СоА, пантотенат, фосфопантотенат и фосфопантетеин, причем СоА и дефосфо-СоА в сумме составили 75% от всех остальных компонентов, а сам СоА - 46%.


Эти исследования подтверждают существование механизма непосредственного транспорта кофермента А через митохондриальные мембраны, однако, столь же вероятно, что транспортной формой параллельно является дефосфо-кофермент А, количество которого вполне сопоставимо с выявленным уровнем радиоактивной фракции к 30 мин инкубации. Кроме того, свободный кофермент А, транспортирующийся в митохондрии, последовательно дефосфорилируясь может превращаться в дефосфо-СоА и фосфопантетеин, что является важнейшим фактором поддержания необходимого соотношения свободного СоА  и его ацилированных производных в митохондриальном матриксе.
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Связывание специфических лигандов с 

опиоидными рецепторами среднего мозга 

и обмен дофамина в стриатуме на фоне 

введения  Д-фенилаланина и налоксона

М.В. Пивоварчик, В.П. Гриневич

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Одним из актуальных направлений фармакологии является изыскание безопасных в наркологическом отношении болеутоляющих средств, так как способность препарата вызывать патологическое пристрастие резко снижает возможность его широкого применения.

 
Д-фенилаланин (ДФА), являясь ингибитором распада опиоидных пептидов, привлек внимание исследователей своими положительными фармакологическими свойствами: отсутствием привыкания к нему и способностью проникновения через гематоэнцефалический барьер. Экспериментальные данные об увеличении под действием ДФА анальгезии у крыс, вызванной введением морфина, энкефалинов (6( и их синтетических аналогов (2(, а также обнаруженные собственные анальгетические свойства препарата (11( дают основание для использования его в качестве обезболивающего средства. Известны случаи применения ДФА как антидепрессанта  при лечении психических заболеваний (7(. Наряду с этим следует отметить, что ДФА был запатентован в США в качестве антинаркотического средства (4(.


Несмотря на широкую область возможного применения препарата, механизм, посредством которого осуществляются его эффекты, до конца не изучен. Некоторые исследователи отрицают связь фармакологического действия ДФА с ингибированием распада энкефалинов (9(. С другой стороны заслуживают внимания данные, в которых показано, что у мышей двух разных генетических линий различия в ответной реакции на введение ДФА коррелируют с плотностью  опиодных рецепторов   (ОР) (5(.


Целью данного исследования явилось изучение влияние ДФА при  введении крысам  отдельно и совместно с налоксоном (антогонист ОР) на характеристики связывания высокоспецифических лигандов 3H-DADL с опиоидными рецепторами (-типа  и 3H-DAGO с рецепторами (-типа в среднем мозге, а также эффекты препаратов на обмен ДА в стриатуме.


Эксперименты выполняли на беспородных крысах-самцах массой 180- 200 г. ДФА (250 мг/кг внутрибрюшинно) вводили  на 6 часов, налоксон ( 20 мг/кг) за 20 минут до ДФА. Параметры связывания ОР измеряли радиорецепторным методом (12(. Использовали меченые специфические лиганды D-ALA²- (tyrosyl-3,5 ³H( enkephalin (5-D-leucine), 52 Кю м/моль - для δ - ОР; D- Ala² - Mephe - Glyol - (tyrosyl-3,5 ³H(-enkephalin; 47 Кю м/моль -  для μ -ОР. Уровень ДА и метаболитов измеряли при помощи высокоэффективного жидкостного хроматографа “ Уотерс-206 ” с электрохимической детекцией.


Ранее нами было обнаружено, что ДФА изменяет параметры связывания δ-рецепторов среднего мозга, причем эффект сохранялся  не менее 6 часов (8(.  Длительное действие  ДФА подтверждается экспериментами, в которых введение препарата за день до тестирования увеличивало его анальгетические свойства (10(.


Настоящие исследования показали, что под действием ДФА  плотность δ-рецепторов через шесть часов после применения уменьшилась в три раза, при этом сродство к лиганду повысилось ( табл.1). Параметры связывания  рецепторов μ-типа остались без изменений. Неодинаковую реакцию  можно объяснить тем, что δ-рецепторы обладают более высоким сродством к эндогенным пептидам, распад которых ДФА ингибирует. 


Применение налоксона не изменило длительных эффектов ДФА на рецепторы. Возможно, что используемая доза налоксона вызвала  однонаправленные с ДФА изменения, что косвенно подтверждается исследованиями, в которых обнаружено, что в зависимости от дозы налоксон может проявлять свойства либо антогониста ОР, либо ингибитора распада энкефалинов (1(. Не исключено, что действие налоксона на рецепторы носит более кратковременный характер, чем ДФА.


Изменения в обмене дофамина в стриатуме под действием ДФА были выражены в повышении уровня тирозина (табл.2).Отсутствие изменений в содержании дофамина и его метаболитов указывает на то, что увеличение тирозина происходит за счет снижения активности тирозингидроксилазы. Косвенным подтверждением этому могут служить данные об уменьшении скорости тирозингидроксилазной реакции в  гипоталамусе крыс,  получавших ДФА ( 3 (.

 
Введение налоксона, как и в случае с рецепторами, действия ДФА на обмен дофамина существенно не изменило.

Таблица 1

Характеристики связывания опиоидных рецепторов среднего мозга крыс со специфическими лигандами 3H-DАDL и 3H-DАGО через 6 часов после внутрибрюшинного введения Д-фенилаланина в дозе 250 мг/кг и налоксона в дозе 20 мг/кг

	   Группы
	3H-DАDL
	3H-DАGО

	
	В макс., фмоль/мг белка
	Кд, нМ
	В макс., фмоль/мг белка
	Кд, нМ 

	Налоксон

+ДФА
	53 ± 6 *
	0,81 ± 0,07 *
	157 ± 38
	2,86 ± 0,63

	ДФА
	 66 ± 30 *
	0,73 ± 0,27 *
	198 ± 39
	1,70 ± 0,30

	Контроль
	178 ± 20
	3,2 ± 0,35
	178 ± 35 
	2,10 ± 0,39


Р< 0,05 к контролю

Таблица 2

Содержание дофамина и  метаболитов в стриатуме крыс после введения Д-фенилаланина в дозе 250 мг/кг на 6 часов внутрибрюшинно и налоксона в дозе 20 мг/кг за 20 минут до введения ДФА

	Группы
	Тирозин

нмоль/г
	Дофук

нмоль/г
	Дофамин

нмоль/г
	ГВК

нмоль/г

	1. Контроль
	72,53±12,66
	3,68±0,37
	97,59±9,09
	4,59±0,33

	2. Налоксон 

+ ДФА
	94,54±18,89
	3,56±0,12
	88,69±4,98
	4,49±0,32

	3. ДФА 
	118,89±10,10*
	3,60±0,19
	97,35±3,32
	4,76±0,41


Р< 0,02 к контролю


Полученные данные  позволяют  сделать вывод о том, что вызванные введением ДФА изменения в содержании опиоидных пептидов  модулируют состояние δ- рецепторов  среднего мозга. Действие ДФА сохраняется не менее 6 часов и не обращается предварительным введением налоксона в дозе  20 мг/кг. Повышение уровня тирозина в стриатуме, наблюдаемое в эксперименте, можно рассматривать как свидетельство возможного взаимодействия  опиоидной и дофаминовой систем в механизмах реализации эффектов ДФА на ЦНС.
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Возможности применения витаминов А, Е и

пантенола при интоксикации формальдегидом

Н. Петушок

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Выживание человека и других видов животных в экологически неблагоприятных условиях зависит от ряда составляющих, но в первую очередь ( от способности организма противостоять повреждающему действию факторов внешней среды. На молекулярном уровне способность эта обусловлена высокоэффективными биохимическими системами: антиоксидантной и детоксицирующей. Внутриклеточный трипептид глутатион (GSH) и связанные с ним ферменты участвуют в работе обеих систем, и, следовательно, играют исключительно важную роль в защите организма как от активных форм кислорода, так и от чужеродных веществ [6, 8]. Витамины прямо или опосредованно принимают участие в регуляции метаболизма, влияя на функционирование механизмов детоксикации и антиоксидантной защиты организма, в связи с чем при интоксикациях увеличивается потребность организма в витаминах и коферментах. Известно также, что многочисленные токсические вещества оказывают на организм неспецифическое антивитаминное действие [5]. Для исследований нами были выбраны витамины Е и А и предшественник пантотеновой кислоты ( пантенол (ПЛ). При моделировании токсического воздействия мы использовали ингаляционную затравку формальдегидом (ФА). Это вещество ввиду масштабности его промышленного применения является весьма распространенным атмосферным загрязнителем.


Опыты проведены на беспородных белых крысах-самках массой 140-150 г. Животных подвергали ингаляционному воздействию формальдегида  в концентрации 10 мг/м3 ежедневно по 7 часов дневного времени в течение 5 дней (35 часов). На время затравки предварительно адаптированных животных помещали в специальную камеру, в которую вместе с воздухом поступали пары формальдегида (ФД). Подопытные животные внутрижелудочно получали следующие препараты: витамин Е в дозе 0,1 мг/г массы тела; витамин А в дозе 0,002 мг/г массы тела; D-пантенол в дозе 26 мг/г массы тела. Витамины вводили каждый день перед 7-часовой затравкой формальдегидом. Определение низкомолекулярных тиолов проводили спектрофотометрически с использованием реактива Эллмана [10], активность глутатионредуктазы (ГР) определяли по убыли НАДФН2 [4], глутатионпероксидазы (ГПО) ( по убыли GSH [2]. Эти показатели определяли в крови и печени. В крови  дополнительно оценивали общую глутатионтрансферазную (ГТ) [7] и каталазную [3] активность, а также концентрацию ТБК-активных продуктов (TBARS) [9].


В ходе экспериментов установлено, что ингаляционное воздействие  паров формальдегида вызывает повышение концентрации ТБК-активных продуктов в эритроцитах и увеличение каталаземии (табл.1). Профилактическое введение витамина А способствовало нормализации этих показателей. Концентрация ТБК-активных продуктов в эритроцитах после применения витамина Е снижается до уровня контроля, активность каталазы в плазме при этом заметно уменьшается. Пантенол способствует понижению содержания ТБК-активных продуктов и активности каталазы до контрольных значений. Дополнительная витаминизация сочетанием вышеназванных веществ (КВ) препятствует активации процессов ПОЛ в эритроцитах, но при этом повышается активность каталазы в плазме.    

Таблица 1

Активность каталазы и концентрация ТБК-активных продуктов в эритроцитах крыс после воздействия формальдегида и  введения витаминов (n=6,  р<0.05 при сравнении: а - с контролем, b - с группой, подвергнутой воздействию формальдегида)

	
	Каталаза,  мкмоль/мин/г белка
	ТBARS, нмоль/мл эр.

	Контроль
	2,19±0,19
	16,42±1,47

	ФА
	3,02±0,21а
	21,51±1,11а

	ФА+А
	2,01±0,40b
	14,48±1,16b

	ФА+Е
	1,26±0,11а b
	17,15±1,46 b

	ФА+ПЛ
	1,38±0,14 b
	14,50±1,25 b

	ФА+КВ
	4,54±0,43а b
	15,76±2,22 b



Достоверных изменений в концентрации GSH и активности ферментов его метаболизма в крови после ингаляционной затравки формальдегидом нами не обнаружено (табл.2).  

Таблица 2

Состояние глутатионовой системы в крови крыс после ингаляции формальдегида и введения витаминов ( n=6,  р<0.05 при сравнении: а- с контролем, b - с группой, подвергнутой воздействию формальдегида, концентрация GSH выражена в мкмоль/мл эритроцитов, активность ГР и ГПО - в нмоль/мин/г Hb, ГТ - в нмоль/мин/г белка)

	
	GSH 
	ГР
	ГПО
	ГТ

	Контроль
	1,97±0,11
	4,64±0,42
	297,5±31,3
	35,74±2,33

	ФА
	2,22±0,05
	4,74±0,88
	354,9±38,6
	35,21±4,51

	ФА+А
	1,71±0,08 b
	2,57±0,26а
	324,7±27,5
	37,05±1,68

	ФА+Е
	1,89±0,05 b
	2,50±0,09а
	267,0±27,4
	33,86±2,91

	ФА+ПЛ
	2,01±0,03 b
	2,22±0,14а
	213,3±36,2 b
	36,07±2,27

	ФА+КВ
	2,24±0,02
	2,03±0,25а b
	458,7±49,4а
	88,78±7,88а b



В печени отмечен  рост концентрации GSH и активности ГР (табл.3). Введение витамина А перед затравкой вело к падению активности ГР и в крови, и в печени. Содержание GSH  в эритроцитах  животных этой  группы от  контроля достоверно не отличалось.  В  печеночной  ткани отмечено  повышение уровня низкомолекулярных небелковых тиолов и снижение активности ГПО. Профилактическое применение витамина Е не оказывает влияния на содержание GSH в печени, в эритроцитах изменение достоверно лишь по отношению к группе, подвергнутой ингаляционной затравке. В крови снижена активность регенерирующей восстановленный глутатион ГР. В печени данный показатель остается на уровне контроля,  активность ГПО повышена. 


Снижение активности ГР в крови отмечено после использования в качестве защитного агента пантенола. В печени возрастает активность ГПО, активность ГР практически не изменяется. Активность ГР в крови животных, получавших смесь витаминов перед ингаляцией формальдегида снижена. У животных этой группы отмечено значительное увеличение общей глутатионтрансферазной активности плазмы. Этот факт позволяет предположить, что происходит нарушение целостности клеточных мембран. 

Таблица 3

Концентрация GSH и активность ферментов его метаболизма в печени крыс после ингаляции формальдегида и введения витаминов (n=6,  р<0.05 при сравнении: а- с контролем, b - с группой, подвергнутой воздействию формальдегида, концентрация GSH выражена в мкмоль/г ткани, активность ГР и ГПО - в нмоль/мин/г ткани)

	
	GSH
	ГР
	ГПО

	Контроль
	6,81±0,43
	66,08±2,38
	347,3±20,0

	ФА
	8,59±0,33а
	87,38±2,93а
	342,0±54,7

	ФА+А
	9,35±0,16а
	51,37±5,63аb
	232,5±17,6a

	ФА+Е
	6,55±1,62
	60,43±7,40b
	670,6±51,9ab

	ФА+ПЛ
	6,72±1,75
	55,77±2,57b
	708,5±40,6ab

	ФА+Комплекс
	8,12±0,21
	66,00±1,64b
	382,2±35,3



Таким образом, можно утверждать, что все испытанные вещества обладают выраженным антиоксидантным действием: каждый их них снижал уровень ТБК-активных продуктов в эритроцитах и в печени. Эти  свойства  витаминов  Е  и А  имеют  огромное  экспериментальное подтверждение [12] имеются данные и о способности пантенола нормализовать процессы ПОЛ в условиях глубокой гипотермии организма [1]. Активность каталазы в плазме снижалась после профилактического введения витаминов А, Е или пантенола. Введение же двух последних препаратов вызывало уменьшение каталаземии даже в сравнении с контрольными животными. Иначе говоря, использованные нами вещества противостояли мембранотоксическому действию формальдегида, а витамин Е и пантенол проявили выраженное мембраностабилизирующее действие. Введение этих витаминов, очевидно, уменьшает неферментативное расходование GSH в антиоксидантных реакциях, а следовательно ( уменьшение содержания GSSG в эритроцитах. Это может служить объяснением падения активности ГР, получающей в этом случае меньшее количество субстрата. К таким же изменениям в крови ведет и профилактическое введение животным пантенола.


Как видно из приведенных результатов, глутатионовая система крови практически однотипно реагирует на индивидуальное введение витаминов А, Е или пантенола. В печеночной ткани нами установлены некоторые различия. В частности, введение витамина А перед ингаляционной затравкой способствует снижению активности как глутатион-потребляющего фермента  ГПО, так и глутатион-регенерирующей ГР. Уровень самого GSH при этом парадоксально повышен. Возможно, витамин А способен влиять на синтез этого трипептида. Поступление витамина Е в организм, подвергающийся действию паров формальдегида, способствует повышению активности ГПО и каталазы в печени. Предполагается, что сам витамин или его метаболиты влияют на посттранскрипционную стабилизацию мРНК ГПО, чем обеспечивают усиление экспрессии ГПО [13]. Сверхэкспрессия только каталазы или ГПО менее эффективна в защите от токсических веществ [11]. После профилактического введения пантенола концентрация GSH, активность ГР и каталазы в печени находятся в пределах нормы. Существенно возрастает активность ГПО. Механизм этих явлений требует более детального изучения. Сочетанное же применение витаминов А, Е и пантенола, к сожалению, дает сомнительный защитный эффект.
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Гипохолестеринемический эффект

андрогенов у крыс с экспериментальной

гиперхолестеринемией и дислипопротеинемией

Ю.В. Попов

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Одним из ведущих факторов риска атеросклероза является дислипопротеинемия и гиперхолестеринемия – увеличение содержания в крови общего холестерина и, соответственно, тех классов липопротеидов, которые транспортируют свободный и связанный холестерин в плазме крови: липопротеидов низкой (ЛПНП) и очень низкой плотности (ЛПОНП), которые называют “атерогенными” классами липопротеидов (ЛП), и снижения холестерина липопротеидов высокой плотности (“антиатерогенных” ЛП) [1, 3]. 


Популяционные исследования в ряде стран показали, что атеросклероз коронарных артерий и инфаркт миокарда встречаются соответственно в 2,5 – 7 раз чаще у мужчин, чем у женщин до наступления менопаузы [2]. В тоже время показано, что риск атеросклероза повышается при снижении базального уровня тестостерона у мужчин 40-59 лет [3]. Все это свидетельствует о важной роли половых гормонов в патогенезе атеросклероза. Исходя из этого, представляет большой интерес изучение влияния половых гормонов на течение экспериментального атеросклероза. 


Самцы взрослых белых крыс массой 200-240 г получали стандартную диету вивария. Атерогенная смесь, состоящая из холестерина (215 мг/мл), холата Na (43 мг/мл) и тиоурацила (21,5 мг/мл), растворенных в прокипяченном сезамовом масле, вводилась перорально ежедневно в количестве 1 мл из расчёта 1 г холестерина/кг м.т. в течении 5 недель. Тестостерон, местеролон и дигидротестостерон (ДГТ) вводились ежедневно в масляном растворе (200 μg/кг м.т.б п/к) в течении всего эксперимента. 4 группы животных получали холестерин, трём из них соответственно  вводили андрогенные препараты. Контрольная группа получала адекватное количество сезамового масла. 

Общий холестерин в сыворотке, аорте и печени, эстерифицированный холестерин после преципитации свободного холестерина дигитонином были определены с использованием набора Lachema (Чехия). Концентрация ЛПНП и суммы ЛПНП и ЛПОНП определялась по методу Климова [4]. Холестерин ЛПВП и ЛПНП измерялся после вышеупомянутого осаждения, используя коммерческий набор Lachema (Чехия). Индекс атерогенности рассчитывался по формуле:     






[3]. 


Липопротеидный спектр был оценен методом диск-электрофореза в ПАГ с окраской пробы суданом Б и последующей денситометрией [5]. Активность супероксиддисмутазы, содержание МДА, наработка перекиси и хемилюминисценция в гомогенате печени определялись общепринятыми методами.


Как видно из таблицы, у крыс, получавших холестерин, повышено содержание фракций холестерина плазмы, печени и общего холестерина аорты, увеличены уровень ЛПНП и холестерина ЛПНП, повышен индекс атерогенности (рис.1), что говорит о возросшем риске атеросклероза у крыс, получавших высокохолестериновую диету.


Введение местеролона снижало содержание общего холестерина плазмы, а тестостерон возвращал этот показатель и свободный холестерин до уровня контрольной группы. Из всех исследуемых соединений только тестостерон снижал общий и связанный холестерин печени, не влияя достоверно на уровень свободного. В свою очередь местеролон нормализовал несвязанный холестерин печени, не изменяя остальные его фракции. ДГТ не влиял на холестерин печени, снижая до нормы общий холестерин аорты, в то время как тестостерон практически не изменял последний параметр. Все три препарата достоверно снижали повышенный индекс атерогенности, возвращая его до уровня нормы (рис.1).


У крыс с высокохолестериновой диетой выявлено достоверное повышение абсолютного и процентного содержания ЛПНП, процентное снижение ЛПОНП и неизмененные ЛПВП. Из всех исследуемых соединений только тестостерон достоверно снижал процентное содержание ЛПНП, возвращая ЛПОНП к уровню контрольной группы.

Таблица 1

Влияние андрогенов на показатели обмена холестерина и липопротеидов у крыс, кормленых холестерином
	         Группа

Пок-ль
	Контроль
	Холестерин
	Холестерин +ДГТ
	Холестерин +тестостерон
	Холестерин +местеролон

	ОХС плазмы,

мг%
	41,8±1,9
	80±7.8*
	100±17,0*
	36,7±6,0@
	57,0±5,7*@

	ЭХС плазмы,

мг%
	20,9(3,5
	34,2±7,8
	67,4±14.3*
	20,4±5,5
	15,9±5,5

	СХС плазмы,

мг%
	20,9(2,3
	45,8±10,5*
	32,6±4,8
	16,3±2,9@
	41,2±4,1*

	ОХС печени,

мг%
	3068±22,1
	1065±129,4*
	951±209*
	570±96,6*@
	819±184,7*

	ЭХС печени,

мг%
	160,7±14,8
	756,3±121,3*
	704,6±124,2*
	304±55,4*@
	677,5±180,0*

	СХС печени,

мг%
	147,4±20,2
	321,6±72,5*
	286±114,9
	228,0±56,39
	118,5±17,4@

	ОХС аорты,

мкг/100г
	129,3±9,1
	219,3±38,8*
	126,7±14,8@
	190,7±19,1*
	166,0±21,6

	ХС-ЛНП,

мМоль/л
	2,2±0,2
	3,2±0,2*
	6,5±0,8*@
	2,98±0,4
	4,0±0,5*

	ХС-ЛВП,

мМоль/л
	6,9±0,57
	8,1±0,8
	21,9±3,7*@
	12,6±1,1*@
	9,5±1,4

	ЛОНП, %
	26,61±0,52
	18,33±1,89*
	16,08±1,89*
	27,46±2,76@
	9,20±0,65@*

	ЛНП, %
	20,74±0,6
	29,25±3,28*
	23,163±1,49
	20,74±1,97@
	30,7±1,16*

	ЛВП, %
	52,18±1,46
	52,9±2,77
	60,76±2,47*
	53,58±1,72
	61,0±0,75@*

	ЛНП, г/л
	3,13(0,08
	3,56(0,13*
	4,9(0,27*@
	3,71(0,13*
	3,5(0,05*

	ЛОНП+ЛНП,

г/л
	6,5(0,13
	7,79(0,95
	6,2(0,46
	5,61(0,29*@
	7,0(0,49


ОХС - общий, ЭХС - эстерифицированный, СХС - свободный холестерин,

ХС-ЛПВП - холестерин ЛПВП, ХС-ЛПНП - холестерин ЛПНП, 

*- p<0.05 в сравнении с контролем@- p<0.05 в сравнении с опытом 


Дигидротестостерон и местеролон снижали относительное содержание ЛПОНП, достоверно повышая ЛПВП. ДГТ и тестостерон снижали абсолютное содержание ЛПОНП+ЛПНП до цифр даже ниже контрольных, а местеролон не оказывал влияния на этот показатель. Ни один из препаратов не оказал влияния на активность супероксиддисмутазы, продукцию Н2О2, содержание МДА, хемилюминесценцию, усиленную люцигенином и люминолом в гомогенате печени.
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Рис.1. Индекс атерогенности по Климову. К - контроль, Д - высокохолестериновая диета, ДГТ – диета + дигидротестостерон, Т - диета + тестостерон, М – диета + местеролон; *- p<0.05 в сравнении с контролем, @- p<0.05 в сравнении с опытом.


В результате проведенных исследований выявлен отчетливый гипохолестеринемический эффект анаболических стероидов у крыс, получавших высокохолестериновую диету. Обнаружено влияние всех исследованных соединений на тот или иной показатель липидного обмена. Ранее проведенные нами эксперименты на кроликах показали, что антиатерогенный эффект эстрогенов и особенно их дигидропроизводных определяется в большей степени их антиоксидантными свойствами [6], поэтому интересно было сопоставить полученные ранее результаты с вышеизложенными. Однако исследование состояния процессов ПОЛ в данном эксперименте позволяет поставить под сомнение антиокислительные механизмы в эффектах анаболических препаратов. Более того, дигидротестостерон, в отличие от дигидроэстрогенов, проявляет наименьшую активность у животных с гиперхолестеринемией. По-видимому, эффекты исследованных препаратов обусловлены исключительно их воздействием на катаболизм и синтез липидов в организме и, в частности, на обмен холестерина. 


Наибольшую антигиперхолестеринемическую активность проявили тестостерон и местеролон, которые снижали общий холестерин плазмы, фракции холестерина печени, нормализовали обмен ЛП. Особый интерес вызывает такой показатель, как индекс атерогенности, который считается довольно точным предсказателем риска развития атеросклероза [3]. Все исследованные препараты достоверно снижали этот показатель, причем ДГТ и тестостерон уменьшали его даже ниже контрольного уровня. Все эти результаты позволяют говорить о вероятных антиатерогенных свойствах стероидов и требуют дальнейших исследований. 
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Метаболические эффекты смеси аминокислот 

с разветвленной углеводородной цепью и 

таурина при радиационном поражении печени

Л.А. Сазонова,  Е.М. Дорошенко, В.Ю. Смирнов, Б.И. Горенштейн, Л.М. Караедова, Л.И. Нефёдов 

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Одним из наиболее перспективных направлений в области разработок но​вых ле​карственных пре​​па​ра​тов являются разработки лекарственных препаратов на основе аминокислот и их производных, которым свойственны практически полное отсутствие побочных эффектов, возможность длительного приёма, возможность целенаправленной коррекции метаболического дисбаланса [1, 3]. Целью настоящей работы было выяснение возможности такой коррекции при действии ионизирующей радиации с помощью аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (АРУЦ), оказывающих гепатопротекторное действие [8, 9, 12], и таурина, обладающего антиоксидантным, мембранстабилизирующим и нейромодуляторным действием [4, 11, 14]. Нами проведено экспериментальное изучение влияния смеси таурина и аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (АРУЦ) - изолейцина, лейцина и валина на показатели, характеризующие основные нейротрансмиттерные системы головного мозга у крыс после внешнего однократного (-облучения в дозе 2 Гр. В этой же экспериментальной ситуации оценивалось влияние субстанции на процессы формирования аминокислотного фонда in vivo в печени, активности ферментов, катализирующих основные реакции промежуточного обмена, а также перекисное окисление липидов в печени. 


В эксперименте использовано 18 белых крыс-самцов гетерогенной популяции массой 140-160 г, находившихся на стандартном рационе вивария. Радиационное поражение печени вызывали путем внешнего однократного (-облучения животных в дозе 2 Гр. Смесь АРУЦ и таурина вводили внутрижелудочно в дозе 500 мг/кг в сутки в течение 10 суток после облучения. Контрольным животным в эквивалентной дозе вводился 0,85% раствор NaCl. Крыс забивали декапитацией. Для определения концентраций пирувата и лактата кровь собирали в пробирки с 6% HClO4, оставшуюся кровь отбирали в гепаринизированные пробирки и получали плазму центрифугированием на холоду. Печень извлекали в течение 1 мин после забоя и фиксировали в жидком азоте, часть печени помещалась на лед, для определения активности ферментов и содержания субстратов в субклеточных фракциях. Головной мозг извлекали и препарировали отделы (гипоталамус, средний мозг и стриатум) на холоду; пробы фиксировали в жидком азоте в течение 2 мин после забоя; время до фиксации каждого из отделов поддерживалось постоянным [10]. Концентрацию свободных аминокислот и их дериватов в печени определяли методом катионообменной хроматографии по реакции с нингидрином на автоанализаторе аминокислот Т-339. Определение уровней биогенных аминов, их производных и нейроактивных аминокислот в отделах мозга проводили в хлорнокислых экстрактах на ВЭЖХ-системе "Waters-206": концентрацию свободных аминокислот определяли методом обращенно-фазной хроматографии с изократическим элюированием после предколоночной дериватизации с о‑фталевым альдегидом и флуориметрическим детектированием; биогенных аминов, их предшественников и метаболитов — методом ион-парной ВЭЖХ с электрохимическим детектированием. Активность супероксиддисмутазы (СОД) определялась спектрофотометрически по методу [16]. Образование перекиси водорода в инкубационной смеси проводилась по методу Hilderbrandt [7]. НАДФН-зависимая хемилюминесценция определялась согласно Muller-Peddinghaus с использованием хемилюминесцентного зонда: люминола. Определение диеновых коньюгатов (ДК) производилось по методу [5]. Определение малонового диальдегида (МДА) производилось спектрофотометрически по методу [6]. Содержание восстановленного глутатионав печени измерялось модифицированным методом Elmann [5]. Активность аспартатаминотрансферазы (AST) и аланинаминотрансферазы (ALT) определяли спектрофотометрически по методу Райтмана и Френкеля [15]. Активность изоцитратдегидрогеназы определялась в печени в митохондриальной и гиалоплазматической фракциях спектрофотометрически по образованию или убыли НАДН [2]. Пируват определяли по окислению НАДН в присутствии избытка лактатдегидрогеназы. Определение уровня глюкозы и глюкозо-6-фосфата производилось спектрофотометрически [13].


Гамма-облучение не вызывало значительной активации процессов перекисного окисления липидов, хотя антиоксидантные системы приходят в выраженное напряжение (повышение уровня глутатиона и СОД). Смесь АРУЦ и таурина обладает значительными антиоксидантными свойствами: снижает уровень МДА и хемилюминесценцию, скорость наработки H2O2 и уменьшает напряжение системы антиоксидантной защиты. Люцигенин усиливает ХЛМ при образовании О- и ОН- радикалов (рис.1).
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Рис. 1. Влияние смеси АРУЦ и таурина на активность ферментов, катализирующих основные реакции промежуточного обмена, регламентирующие превращения аминокислот и их утилизацию, а также перекисное окисление липидов в печени крыс на фоне облучения. Здесь и далее: p<0,05 при сравнении с: * - контролем; † - облучением

Гамма-облучение практически не повлияло на фонд свободных аминокислот и их производных в печени (рис. 2): отмечено только снижение уровня таурина и лейцина. При введении смеси АРУЦ и таурина на фоне облучения уровень лейцина нормализовался, однако концентрация таурина оставалась пониженной. В то же время в печени животных после облучения снижалась активность цитоплазматической изоцитратдегидрогеназы (рис.1); в плазме крови снижалось содержание пирувата при неизменной концентрации лактата, увеличивалось содержание МДА и диеновых конъюгатов (табл.). Применение смеси АРУЦ и таурина на фоне облучения вызывало снижение содержания в плазме лактата, в то время как концентрация пирувата оставалась сниженной, как в группе животных после облучения. Это приводило к снижению отношения лактат/пируват. Кроме этого, содержание МДА и диеновых конъюгатов возвращалось к контрольным значениям.

Таблица 

Активности трансаминаз (нмоль/мг белка/мин), уровни пирувата, лактата (мкмоль), малонового альдегида (нмоль/г) и диеновых конъюгатов (A233/мл) в плазме крови крыс после введения смеси АРУЦ и таурина на фоне облучения

	
	контроль
	облучение
	АРУЦ+таурин на фоне облучения

	AST
	0,967 ± 0,0803
	0,883 ± 0,0749
	0,815 ± 0,0973

	ALT
	0,408 ± 0,0524
	0,478 ± 0,0450
	1,348 ± 0,406

	LA
	3,00 ± 0,192
	2,30 ± 0,344
	1,34 ± 0,075*†

	PA
	0,192 ± 0,026
	0,110 ± 0,0068*
	0,112 ± 0,0049*

	LA/PA
	17,0 ± 2,83
	21,19 ± 3,47
	11,97 ± 0,439†

	МДА
	2,37 ± 0,21
	3,46 ± 0,27*
	2,78 ± 0,20

	ДК
	1,74 ± 0,25
	2,64 ± 0,27*
	1,83 ± 0,16



Смесь АРУЦ и таурина обладала способностью восстанавливать повышенный в гипоталамусе на фоне облучения уровень тирозина, а в стриатуме и гипоталамусе восстанавливать сниженные после облучения уровни 5-окситриптофана, серотонина и 5-оксииндолуксусной кислоты (рис. 3). 
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Рис. 2. Концентрации свободных аминокислот и их производных в печени крыс после введения смеси АРУЦ и таурина на фоне облучения.
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Рис. 3. Содержание биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и нейроактивных аминокислот в отделах мозга крыс после внешнего облучения, а также после введения на этом фоне смеси АРУЦ и таурина.


Этот эффект в гипоталамусе можно объяснить нормализацией уровня предшественника (триптофана), который в этом отделе после облучения был снижен, в то время как в стриатуме такой нормализации не наблюдалось, а в стволе как после облучения, так и при применении на этом фоне смеси АРУЦ и таурина уровень триптофана не изменялся. Таким образом, нормализующее действие смеси АРУЦ и таурина на серотониновую систему после облучения может быть связано частично с увеличением доступности предшественника, частично с ускорением гидроксилирования триптофана. Изменения в фонде нейроактивных аминокислот в этой ситуации были незначительными. В стриатуме и стволе мозга отмечалось снижение содержания глутамина, которое сопровождалось в стволе снижением содержания ГАМК.


Все вышесказанное позволяет заключить, что смесь АРУЦ и таурина в дозе 500 мг/кг в сутки при действии ионизирующей радиации способна оказывать нормализующее действие на показатели ПОЛ и антиоксидантной защиты и корригирующее воздействие на фонд нейроактивных аминокислот и биогенных аминов, в первую очередь на показатели серотониновой системы, в структурах ЦНС не индуцируя аминокислотный дисбаланс в периферических тканях. 
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Влияние апоморфина на ферменты обмена спиртов и альдегидов в печени и мозге крыс

В.И. Сатановская

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Апоморфин известен как агонист дофаминовых рецепторов, стимуляция которых в продолговатом мозге вызывает рвоту, агрессивность, стереотипные движения [6]. Он изменяет скорость обмена не только дофамина, но и ГАМК, серотонина и, особенно, норадреналина [5]. Апоморфин обладает антиокислительными свойствами, угнетая перекисное окисление липидов, и защищает организм от окислительного стресса, вызванного этанолом [1]. Ряд наркотиков (морфин, кокаин), фармакологических препаратов (галоперидол, пимозид, хлорпромазин) и этанол антагонизируют с апоморфином [9]. Есть указания, что апоморфин уменьшает потребление алкоголя у животных, возможно увеличивая уровень эндогенного алкоголя [1]. Известно, что апоморфин изменяет активность ферментов образования  альдегидов (МАО) [2] и уровень кислотных и спиртовых метаболитов биогенных аминов [1]. Ранее нами показано, что морфин, кокаин, барбитураты по разному влияют на альдегиддегидрогеназы (АльДГ) и альдегидредуктазы (АР) мозга и печени крыс [3, 11].


В настоящей работе мы изучали действие однократного введения апоморфина в дозе, вызывающей стереотипию у крыс, на систему ферментов обмена спиртов и альдегидов в ЦНС и  печени.


В эксперименте использованы белые крысы самцы (гетерогенная популяция Рапполово, Санкт-Петербург, Россия) массой 230-270 г, содержавшиеся на стандартном рационе вивария. Апоморфин вводился подкожно в дозе 5 мг/кг массы тела. Контрольным животным аналогично  вводили физиологический раствор хлорида натрия. Спустя 1 час животных декапитировали, быстро выделяли печень и отделы головного мозга и замораживали в жидком азоте. В супернатанте печени (20000 х g, 1час) определяли активность следующих ферментов: альдегиддегидрогеназ (АльДГ) с 5мМ и 50мкМ ацетальдегидом [13]; алкогольдегидрогеназы с 5мМ ацетальдегидом (АДГ-АА) и 2мМ этанолом (АДГ-Э) в качестве субстратов [4].

Отделы мозга гомогенизировали в 0,1М натрий фосфатном буфере, pH  7,4 или в среде Jobsis [8] и в супернатанте (20000 х g, 1час) определяли активность АльДГ [7] с ацетальдегидом и альдегидредуктаз (АР) (НАДФН- и НАДН- зависимых) с паранитробензальдегидом в качестве субстратов [12]. Содержание белка определяли по методу Lowry et. al. [10]. Статистическую оценку различий проводили по t- критерию Стьюдента.


После введения апоморфина мы наблюдали у крыс многие признаки стереотипного поведения (резкая моторная активность, ажитация, тремор головы, грызение и т.д.), но количественно их не оценивали. 


Полученные нами результаты (табл. 1-3) показывают различие действия апоморфина на ферменты мозга и печени.

Таблица 1

Активность альдегиддегидрогеназ и алкогольдегидрогеназы в печени крыс через 1 час после п/к введения апоморфина в дозе 5 мг/кг

	Показатели
	Контроль n=8
	Опыт n=8

	(нмоль НАДН/мин/ мг белка)

	АльДГ-общая
	6,5(0,6
	8,9(0,4*

	АльДГ с низкой Км
	1,5(0,3
	2,2(0,3(

	АльДГ с высокой Км
	5,9(0,3
	6,7(0,3(

	АДГ – Э
	5,16(0,43
	4,41(0,34(

	АДГ – АА
	28,0(2,6
	21,4(1,9(

	(мкмоль НАДН/мин/г ткани)

	АльДГ общая
	1,00(0,04
	1,31(0,03*

	АльДГ с низкой Км
	0,19(0,04
	0,32(0,04*

	АльДГ с высокой Км
	0,81(0,05
	0,99(0,03*

	АДГ – Э
	0,63(0,04
	0,66(0,05

	АДГ – АА
	2,58(0,13
	2,48(0,19


* P: 0.02 – 0.001; ( P: 0.1 – 0.05


Активация  АльДГ печени затрагивает оба фермента с высоким и низким средством к альдегидам. Этот эффект менее выражен на специфическую активность фермента (при расчете на мг белка) и достоверен на общую активность (при расчете на г ткани) (табл. 1). 


При этом апоморфин не оказывает значительного действия на дегидрогеназную (АДГ-Э) и редуктазную (АДГ-АА) активности алкогольдегидрогеназы. Результаты позволяют предположить, что апоморфин может  усиливать детоксицирующую способность печени, защищая организм от излишков ацетальдегида, образующегося в условиях алкогольной интоксикации. Однако, в отделах головного мозга не обнаруживается эффекта апоморфина на альдегиддегидрогеназу (табл. 2).

Таблица 2

Активность альдегиддегидрогеназы в мозге крыс через 1 час после п/к введения апоморфина в дозе 5 мг/кг

	Показатели
	Контроль n=8
	Опыт n=8

	АльДГ  (мкмоль НАДН/час/г белка)

	Гипоталамус
	137,8(12,2
	120,3(9,7

	Большие полушария
	129,2(2,1
	124,3(3,0


	Ствол
	137,3(13,4
	115,3(7,1

	Мозжечок
	113,0(28,9
	69,0(9,1

	Базальные ганглии
	115,1(13,3
	105,0(9,9

	АльДГ (мкмоль НАДН/час/г ткани)

	Гипоталамус
	10,2(1,1
	8,9(0,8

	Большие полушария
	10,5(0,5
	10,2(0,2

	Ствол
	9,1(0,7
	8,3(0,5

	Мозжечок
	4,3(1,7
	4,5(2,0

	Базальные ганглии
	7,0(0,6
	6,8(0,6



После введения апоморфина снижается общая активность НAДH - зависимой АР в мозжечке, однако специфическая активность фермента (на мг белка) не изменена (табл. 3). 


Нами обнаружен активирующий эффект апоморфина на НAДФН - и НAДH - зависимые АР в стволе. При этом необходимо отметить, что активирующее действие апоморфина именно на стволовую часть мозга лежит в основе его рвотного эффекта [9].

Таблица 3

Активность альдегидредуктаз (АР) мозга крыс через 1 час после п/к введения апоморфина в дозе 5 мг/кг

	Показатели
	Контроль n=8
	Опыт n=8

	НАДФН – зависимая АР (мкмоль НАДФН/час/г ткани)

	Ствол
	9,6(1,2
	13,2(0,6*

	Большие полушария
	12,6(1,2
	11,4(1,2

	Мозжечок
	15,6(1,2
	12,0(1,8

	НАДН –зависимая АР (мкмоль НАДН/час/г ткани)

	Ствол
	1,74(0,54
	4,02(0,60*

	Большие полушария
	1,26(0,12
	0,90(0,24

	Мозжечок
	4,26(0,84
	1,56(0,72*

	НАДФН – зависимая АР (мкмоль НАДФН/час/г белка)

	Ствол
	430(40
	540(50

	Большие полушария
	340(30
	320(30

	Мозжечок
	360(40
	320(50

	НАДН – зависимая АР (мкмоль НАДН/час/г белка)

	Ствол
	74(30
	165(30

	Большие полушария
	32(4
	25(7

	Мозжечок
	88(10
	87(23


* P < 0.01


Ранее было показано [6], что высокие дозы апоморфина могут вызывать у животных не только стереотипию, но и конвульсии. А многие антиконвульсанты являются ингибиторами альдегидредуктаз мозга [14]. Полученные нами результаты являются дополнительным доказательством участия апоморфина через редуктазы мозга в регуляции процессов активации и торможения нейропроцессов в ЦНС.
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Использование метода частной корреляции

для изучения действия цианамида кальция на

системы обмена спиртов и альдегидов у крыс

В.И. Сатановская,  Л.Р. Бардина

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Ранее было показано, что цианамид кальция (ЦА), известный ингибитор альдегиддегидрогеназ, подавляя окисление эндогенного ацетальдегида, усиливает продукцию из него эндогенного этанола, вероятно через редуктазную реакцию алкогольдегидрогеназы (AДГ) [3]. При экзогенном поступлении этанола в организм ЦА вызывает резкий подъем уровня ацетальдегида [9]. Поскольку ацетальдегиду отводится значительная роль в развитии алкогольной патологии [2], нами исследовались последствия ацетальдегидных флюктуаций, вызванных сочетанным введением ЦА и этанола. Адаптация ферментов обмена ацетальдегида в этих условиях происходит  под  влиянием многих факторов. Методы биологической статистики и, в особенности, метод частной корреляции [11] являются ценным источником дополнительной информации о сформировавшихся новых связях между изучаемыми показателями.


Использованы белые крысы самцы (гетерогенная популяция Рапполово, Санкт-Петербург, Россия) массой 130-200 г, содержавшиеся в индивидуальных клетках на стандартном рационе вивария. ЦА (нейтрализованный 2н HCl) вводили в/бр в дозе 10 мг/кг массы тела и через 1 час аналогично вводили стерильную воду (группа В, n=8) или этанол в дозе 2.0 г/кг массы тела в виде 20% раствора (объем/вес) - группа С, n=8. Контролем служили интактные животные (группа А, n=6). Инъекции производили утром в 1000  в течение 5 дней. Животных декапитировали спустя неделю после введения препаратов. Печень отмывали от крови с помощью перфузии и выделяли обогащенную пероксисомами (-фракцию, где определялась пероксидазная  активность каталазы с 100 мМ этанолом в качестве субстрата [5]. Для определения активности микросомальной этанол-окисляющей системы (МЭОС) [6] выделяли микросомы Са2+- агрегирующим методом [7]. Активность алкогольдегидрогеназы (АДГ) и альдегиддегидрогеназы (АльДГ) определяли в супернатанте (20000 х g, 1час) с этанолом и ацетальдегидом в качестве субстратов [8, 13]. Простые коэффициенты корреляции определяли по методу Рокицкого [1]. Коэффициенты частной корреляции рассчитывали по формуле:

rxy (  rxz ( ryz
rxy.z  =  --------------------------------------------------

( (1- r2xz) (1- r2yz)

где x, y , z - биохимические показатели, а   rxy, rxz , ryz - коэффициенты простой корреляции. Анализировали только достоверные (р <0,01) связи между изученными показателями, а связи между признаками представляли графически:

rxy
x  _________  y

rxz \          / ryz
\      /

z


Как видно из таблицы, через неделю после  введения препаратов ингибирующий эффект ЦА на альдегиддегидрогеназы уже не обнаруживается. Не выявляются достоверные изменения и в активности других ферментов. Выявленное отсутствие корреляционных взаимоотношений между АльДГ с высокой Км и АльДГ с низкой Км к альдегидам в печени интактных крыс может быть  дополнительным доказательством независимости функционирования этих изоформ.


У крыс, получавших ЦА и воду, альдегидные флюктуации происходили на низком (микромолярном) эндогенном уровне. При этом выявлено ряд достоверных корреляционных связей между показателями: 

r = +0,75

МЭОС  <--------------------> Каталаза

r= - 0,58

МЭОС   <-------------------->АДГ - АА

r= +0,76

Каталаза <--------------------> АДГ - АА


Однако, при  использовании метода частной корреляции достоверность подтверждается только для пар показателей  МЭОС --- каталаза и   каталаза --- АДГ-АА, а связь МЭОС---АДГ-АА, вероятнее всего, является математическим артефактом:

             МЭОС --------------------- Каталаза             r12.3 = 2,273;  P<0,01

                 1       \                          /       2                  r13.2 = -0,0256

                            \                      /                             r23.1 = 2,246;  P<0,01

                              \                 /

                                АДГ- АА

                                        3

Таблица

Активность ферментов печени (нмоль/мин/мг белка) крыс, через неделю после введения 5-кратно препаратов: А – интактные;  В – ЦА в дозе 10 мг/кг, в/бр ( вода через 1 час; С – ЦА в дозе 10 мг/кг, в/бр ( этанол 2 г/кг

в/бр через 1 час
	Показатели
	Группа А n=6
	Группа В n=8
	Группа С n=8

	АльДГ – общая
	13,7(0,8
	13,5(0,7
	15,5(1,0

	АльДГ – с низкой Км
	6,5(1,1
	5,8(0,3
	5,6(0,5

	АльДГ – с высокой Км
	7,3(0,7
	7,7(0,5
	9,9(1,1

	АДГ – Э
	8,2(0,8
	7,8(0,6
	7,4(0,5

	АДГ – АА
	17,3(1,7
	27,3(4,5
	24,8(4,9

	МЭОС
	3,8(0,3
	4,2(0,4
	11,0(3,4

	Каталаза
	9,2(5,6
	36,2(5,9
	45,3(5,7



Ранее нами было показано [2], что при введении крысам цианамида повышается уровень эндогенного этанола. В этой ситуации наиболее вероятным  источником эндогенного ацетальдегида является пируват в пируватдегидрогеназной реакции.  Известно, что  каталаза и МЭОС участвуют в активации цианамида, превращая его в ряд соединений, являющихся истинными ингибиторами AльДГ [10]. Кроме того, в ходе каталазной реакции используется перекись водорода, которая является продуктом - "убийцей" цитохрома Р 450 (компонент МЭОС), поэтому в условиях in vivo обе системы работают синергично, защищая друг  друга от инактивации [4].  Пероксидазная реакция каталазы метаболизирует этанол до ацетальдегида, используя перекись водорода, образующуюся  в реакции цитохрома Р450 с цианамидом. Поскольку Км для этанола в системе МЭОС значительно выше, чем реально наблюдающиеся уровни эндогенного этанола, то в условиях торможения цианамидом системы AльДГ, ацетальдегид, вероятно,  восстанавливается до этанола в редуктазной реакции AДГ.  Выявленная для крыс группы В положительная связь между активностью каталазы и редуктазной активностью AДГ отражает, на наш взгляд, сформировавшуюся новую гомеостатическую связь в регуляции уровня эндогенного этанола. 

Для показателей группы С применение вышеупомянутого метода частной корреляции  достоверных связей не выявило, что может свидетельствовать о сильном разрушающем действии флюктуации экзогенного ацетальдегида на гомеостатические связи обмена спиртов и альдегидов печени в данном эксперименте.


Таким образом, с помощью метода частной корреляции можно получить дополнительные ценные сведения о механизмах биохимической адаптации.
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Конкурентные   взаимодействия  тиазолидина

с лекарственными  соединениями  за  место  связывания  на  молекуле  сывороточного

альбумина  человека

С.Н. Соколовская

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь

Сывороточный альбумин   является  главным  транспортным  белком плазмы крови, это обеспечивается как его высокой концентрацией (до 60 %  всех белков плазмы),  так и уникальной комплексообразующей способностью. С высоким сродством альбумин связывается и переносит целый ряд физиологически активных эндогенных лигандов разнородных по своей химической природе:  билирубин,  длинноцепочечные жирные  кислоты,  гемин, триптофан,  производные порфиринов, стероидные гормоны, катионы металлов Zn, Cu , Co , а также лекарственные средства и яды [7, 9].


Характерной особенностью  ряда  низкомолекулярных  соединений  и пептидов  является их способность наряду с образованием обратимых комплексов,  необратимо взаимодействовать с белками, необратимая модификация белков в результате неферментативных реакций существенно возрастает при патологических состояниях [4]. При патологии и при эндотоксикозе наблюдается также усиление генерации кислородных свободных радикалов и оксидов азота,  что сопровождается повреждением САЧ [1, 4], вплоть до его фрагментации [2, 10], что приводит к нарушению связывающей способности белка.


Пиридоксаль-5-фосфата (PLP) взаимодействует с NH2-группами аминокислот-субстратов,  с образованием  альдиминной  связи  [6,11].  Кроме обратимых комплексов PLP способен образовывать  стабильные  аддукты с аминокислотами и аминами [6,13]. Строение этих соединении подтверждается методом ЯМР-спектроскопии [5].


К таким необратимым аддуктам относятся тиазолидины -  циклические соединения образованные инкубации PLР с аминокислотами,  содержащими SH-группу [13].

     
Нами изучались образование комплекса САЧ с тиазолидином, полученным в результате инкубации PLP с L-цистеином.


Реакция образования  тиазолидина  протекает  через  промежуточный этап образования основания  Шиффа,  затем  наблюдается  взаимодействие альдиминной  группы ОШ с сульфгидрильной группой L цистеина.  Первоначально в растворе наблюдается образование как полумеркапталей,  так  и основания Шиффа.


При смешивании PLP с цистеином  наблюдается  снижение  оптической плотности  в  области  390 нм и возрастание интенсивности поглощения в области 320-325 нм. Реакция образованием тиазолидина ведет к обесцвечиванию раствора, рис. 1, кривая 2. При высоких избытках цистеина наблюдается очень быстрое обесцвечивание раствора (в  течение  нескольких секунд) вследствие образования тиазолидина.


[image: image17.wmf]
Рис. 1. Спектры поглощения PLP в  0,05 М  Na-P буферном растворе (концентрация 10-4 М) - кривая 1; тиазолидина ( концентрация L- цистеина 2 х 10-3 М, PLP - 10-4 М) - кривая 2;  комплекса тиазолидина с САЧ (концентрация  10-4 М) - кривая 3. рН растворов 7,2.


Об образовании тиазолидина свидетельствуют спектры КД, рис. 2, кривая 2.


Тиазолидин устойчив в широком  интервале  значений  РН  среды.  И только при значениях рН больше 11,0 и меньше рН 3.0 наблюдается разрушение циклического соединения.
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Рис. 2. Спектры кругового дихроизма L-цистеина - кривая 1; тиазолидина - кривая 2; комплекса САЧ с тиазолидином - кривая 3. Концентрации САЧ и PLP  в водных растворах 10-4 М, L-цистеина  2 х 10-3 М, рН 6,8.   [ ( ] х 10-3  [град. х см2  х М-1 ].

Если к  водному  раствору тиазолидина добавить САЧ, то наблюдали очень быстрое образование тройного комплекса.  В полосе поглощения альдиминной связи тройного комплекса индуцируется эффект Коттона, знак которого изменяется на противоположный в сравнении со знаком свободного тиазолидина, рис. 2, кривая 3. В спектре поглощения смеси тиазолидина с белком возникает полоса на 420-430  нм,  характерная для основания Шиффа, рис. 1, кривая 3.


Важно отметить,  что такая квазиферментная активность САЧ по разрушению  тиазолидина  специфична только для мономерной фракции данного белка.


Центр высокого сродства тиазолидина локализован  в  гидрофобной области между II и III доменами молекулы альбумина [3].


Исследовались конкурентные взаимодействия тиазолидина с некоторыми лекарственными соединениями: ампициллин, аспирин, бензиленициллин, оксациллин, серотонин, диазепам, (табл., рис. 3). Наибольшую конкурирующую способность к тиазолидину имел диазепам,  центр высокого  сродства находится  во  втором домене молекулы САЧ [8, 12] .

ТАБЛИЦА
Значение оптической плотности комплекса САЧ с  тиазолидином в присутствии различных лекарственных соединений.   Концентрация белка 10-4 М

	                                       Лекарственное 

соединение
	Молярное

соотношение белок - лиганд
	Значение оптической плотности  комплекса  САЧ с тиазолидином на длине

волны 425 нм

	
	
	0,52

	Аспирин 
	( 1 : 10 )
	0,48 ( 0,02

	Ампициллин 
	( 1:10 )
	0,52 ( 0,04

	Бензилпенициллин 
	( 1:5 )
	0,42 ( 0,03

	Оксациллин 
	( 1 : 5 )
	0,28 ( 0,03

	Диазепам  
	( 1 : 3 )
	0,25 ( 0,02

	Серотонин 
	( 1 : 10)
	0,52 ( 0,03




Рис. 3. Изменение оптической плотности в растворе САЧ с тиазолидином на длине волны 425 нм в зависимости от концентрации лекарственного соединения, внесенного в раствор.


Связывание тиазолидина с САЧ  может быть  нарушено  по двум причинам:  конкуренции катаболитов и продуктов деградации аминокислот и белков; и непосредственным повреждением самой молекулы альбумина кислородными свободными радикалами. 


Кроме того, при нарушении транспортных функций САЧ, белок не способен связывать и транспортировать лекарственные соединения. Поэтому важна оценка связывающей способности и функционального состояния альбумина, которая может быть частично осуществлена и с помощью тиазолидина.
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Высокоаффинный транспорт холина синаптосомами при сочетанном  воздействии этанола и тавегила
В.В. Таюрская, О.Ю. Захаров, О.В. Чумакова

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


В последние годы внимание исследователей привлекает вопрос регуляции центрального холинергического проведения через гистаминергические рецепторы [5, 8, 11]. Многие лекарственные препараты, используемые в клинике, являются лигандами гистаминергических рецепторов. К ним относится тавегил.


Тавегил – противогистаминный препарат, действующий на Н1 рецепторы. Может проникать через гематоэнцефалический барьер. Совместное применение алкоголя  и подобных тавегилу гистаминергических блокаторов усиливает  их седативный эффект [1, 9, 10].


Маркером холинергической  функции нервных окончаний является высокоаффинный транспорт холина (ВТХ), поэтому целью нашей работы стало исследование двух процессов, составляющих ВТХ: Na+-зависимого и независимого  от Na+ потоков при сочетанном воздействии тавегила и этанола.


Экспериментальные животные (беспородные белые крысы-самцы массой 240-280 г) были разделены на 3 группы по 5 животных в каждой.


Крысы 2 и 3 групп получали физиологический раствор и тавегил, соответственно. Тавегил вводили в концентрации  10 (М/кг массы тела,   подкожно. Через 90 минут после препаратов был введен   25% раствор этанола (Эт) в дозе 1,0 г/кг массы тела, внутрибрюшинно. Крысам  1 контрольной группы инъецировали физиологический   раствор в равном объеме.


Через 45, 90, 180 и 300 минут после введения Эт индивидуально у    каждой крысы проводили отбор крови из хвостового надреза для       газохроматографического определения содержания Эт и ацетальдегида [2].

Изолированные нервные окончания (синаптосомы) получены из стриатума мозга [13]. Для определения ВТХ за основу был взят метод Simon and Kuhar [12],  интенсивность зависимого и независимого от присутствия ионов натрия в среде компонентов ВТХ определяли как описано ранее [4].  Кинетические параметры рассчитаны с помощью уравнений  прямых в  двойных обратных координатах. Экспериментальные данные обработаны статистически с использованием t-критерия Стьюдента. К однонаправленным сдвигам была применена статистика Вилкоксона (стандартный пакет программ BMDP).


Наибольшее значение Vmax (пмоль[14C]холина мг белка-1 х мин-1) (см. таблицу) отмечено в синаптосомальной фракции животных контрольной группы. Во второй группе ( животные, получавшие этанол) как для Na+- зависимого, так и для Na+- независимого транспорта наблюдается снижение Vmax, в третьей группе (животные с сочетанным воздействием тавегила и Эт) значение Vmax становится наименьшим. Эта закономерность прослеживается как для Na+- зависимого, так и для Na+- независимого процессов. Таким образом, происходит торможение транспорта холина при действии как Эт, так  и Эт на фоне тавегила. Различия Na+-зависимого  и безнатриевого потоков подтверждают известные данные о зависимости процесса ВТХ от присутствия ионов Na+ в среде [7].


Величина Km((М) процессов транспорта в значительной степени свидетельствует о сродстве переносчика к  холину [3, 4]. Как видно из таблицы, Na+- зависимый транспорт протекал почти вдвое интенсивней, чем Na+- независимый. При воздействии Эт Km снижается, то есть сродство переносчика к холину заметно усиливается, особенно в Na+- содержащей среде. Сочетанное действие Эт на фоне тавегила незначительно повышает Km  в сторону нормализации.

В присутствии и в отсутствие ионов Na+ воздействие как Эт, так и Эт на фоне тавегила происходит по-разному: в Na+-содержащей среде  эффекты проявляются ярче. Поскольку именно Na+-зависимый поток поставляет холин для синтеза функционально важного медиатора - ацетилхолина, и, вероятно, большей подверженностью к действию Эт и тавегила отличается  именно этот жизненно важный процесс.

Таблица  1

Высокоаффинный транспорт холина  в  синаптосомальной фракции стриатума в Na+- содержащей и безнатриевой средах при воздействии этанола ( in vivo, 1 г/кг) и тавегила на фоне этанола (in vivo, 1 г/кг)

	Группы

животных
	Na+-содержащая среда
	Безнатриевая

	
	Vmax
	Km
	Vmax/ Km
	Vmax
	Km
	Vmax/ Km

	Контроль (1)
	47,2( 4,50
	0,46(0,044
	103
	46,7(4,16
	0,92(0,080
	51

	Этанол (2)
	27,2( 1,71*
	0,08(0,01*
	340
	11,8(0,59*
	0,14(0,08*
	84

	Тавегил и Эт
	13,5( 1,57***
	0,13(0,02***
	105
	9,2(1,05***
	0,29(0,03***
	32


*- P<0,05- по отношению к 1 группе;

**- P<0,05- по отношению ко 2 группе.


Чтобы охарактеризовать динамичность  транспорта мы воспользовались соотношением Vmax/ Km [3]. Для Na+ -зависимого транспорта оно равно 103 - в  контрольной группе;  воздействие Эт  повышает этот показатель до 340  в опытной группе, на первый взгляд  увеличивая динамизм процесса. Но это происходит за счет резкого уменьшения Km  Na+ -зависимого потока. У животных 3 группы (Эт на фоне тавегила) соотношение Vmax/ Km равно  105, т.е. возвращается к контрольному уровню.


В среде, лишенной ионов Na+, кинетические показатели также снижаются,  однако Vmax/ Km контрольной группы равно 51,  с воздействием Эт – 84, при сочетанном воздействии - 32.


Исходя из вышесказанного можно предположить, что компенсаторные мембранные реакции, влияющие при совместном воздействии тавегила и Эт на изменение как сродства переносчика к субстрату, так и Vmax , нормализуют динамичность только  Na+-зависимого потока.


Предполагается, что большинство нарушений в функционировании нейрональной мембраны - результат нейротропных эффектов Эт и его первичного метаболита ацетальдегида [6]. Эти эффекты проявляются  в нарушениях транспортной функции  синаптических мембран, на что  и указывают  изменения  как кинетических параметров ВТХ , так и их соотношения.


Следует отметить, что концентрация Эт в крови в момент исследования ВТХ – спустя 300 мин после сочетанного введения  тавегила и Эт не отличалась от контрольных значений; изменения отмечали на более ранних сроках:  через 180  мин экспозиции Эт наблюдалась тенденция к его повышению, а к 45 минуте наблюдалось  достоверное повышение ацетальдегида в крови.

Исходя из полученных результатов можно предположить, что в центральный седативный эффект Эт на фоне тавегила, реализуемый и через синаптические мембраны, в  большей степени вовлечена скорость транспорта холина (т.к. Vmax изменяется резче), и в меньшей – сродство к нему переносчика.


Сочетанное влияние тавегила и этанола оказывает слабое протекторное действие на синаптическую мембрану по сравнению с этанолом, но, вероятно, только для Na+-зависимого процесса.
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Роль тиамина в химиотерапевтических

экспериментах

Р.В. Требухина, В.Г. Петушок

Институт биохимии НАНБ, Гродно, Беларусь


Молекулярные механизмы губительного действия опухоли на организм до сих пор окончательно не выяснены. Среди многообразных нарушений, вызываемых присутствием опухоли в организме, влияние ее на процессы метаболизма витамина В1 (тиамина) остается не выясненным, спорным, а подчас и противоречивым. Высокая интенсивность углеводного обмена в опухолевых клетках сопряжена с непрерывным обеспечением их энергией и пластическим материалом [1, 2, 3, 4]. Тиамин как структурный компонент ферментов углеводного обмена (пируват-, оксо–глутаратегидогеназы, транскетолазы) активно используется во внутриклеточном обмене веществ опухолевыми клетками, в результате чего развитие неоплазмы существенным образом зависит от обеспеченности организма витамином В1.


Факт тиаминовой недостаточности в организме животных и человека при росте злокачественной опухоли является общепризнанным [1,4,5]. Отмечена обратная зависимость между стадией заболевания и количеством тиамина в тканях организма-опухоленосителя [9]. Дефицит тиамина у онкологических больных усугубляется оперативным вмешательством [9] и химиотерапией [8,13].  Витамин В1 активно используется в онкологической практике с целью устранения развития его гиповитаминоза и повышения резистентности организма к опухолевому росту  [1,4]. C  другой стороны, витамин В1 активно захватывается самой опухолью, т.к. он необходим злокачественным клеткам для усвоения глюкозы и синтеза нуклеиновых кислот. В эксперименте на животных ранее нами было показано, что распределение 14С-тиамина в тканях мышей с карциномой Эрлиха зависит от обеспечения их витамином В1. При ограниченном поступлении тиамина с пищей в его ассимиляции выявлены конкурентные взаимоотношения между тканями и злокачественными клетками в пользу последних [11]. Аналогичная ситуация может возникнуть у животных в терминальный период злокачественного роста, когда опухоль составляет 1/5 часть массы тела.  В связи с чем возникает вопрос о возможной роли витаминов как стимуляторов опухолевого роста. Литературные данные по этому вопросу довольно противоречивы [8]. Исследования в области экспериментальной химиотерапии привели не только к созданию ряда активных противоопухолевых препаратов, но и позволили разработать новые подходы к комплексной онкотерапии [2]. Лимитирующим фактором широкого применения многих цитостатиков является их высокая токсичность, в связи с чем актуальными являются исследования, связанные с поиском средств,  предотвращающих или снижающих токсическое действие противоопухолевых препаратов. В  монографии Ларионова (1968) показано,что таким защитным эффектом обладают серусодержащие вещества, а также некоторые витамины группы В.


Учитывая то обстоятельство, что тиамин необходим как нормальным так и злокачественным клеткам, противоречивость литературных данных о действии тиамина на рост опухоли,  выяснение вопроса о дополнительном введении витамина В1 в различных дозах и режимах животным-опухоленосителям представляет научный  и практический интерес.


Эксперименты выполнены на белых беспородных крысах массой  140 - 160 г, содержавшихся на рационе вивария, сбалансированного в соответствии с нормами, установленными Институтом питания РАМН по кормам. Карциносаркому Уокер выделяли от крысы-донора в стерильных условиях, гомогенизировали с раствором Хенкса ( 1: 10 ) и  перевивали подкожно в количестве 0,5 мл. Тиамин вводили животным в дозах 0,5 мг/кг и 50 мг/кг подкожно ежедневно. Первой группе (контроль) не вводили тиамин, а только перевили опухоль -  карциносаркому Уокер 256. Вторая и третья группы получали инъекции тиамина в течение 7 дней до перевивки опухоли и после перевивки в течение 8 дней. Четвертая и пятая группы начинали получать тиамин в день перевивки опухоли и продолжали инъекции витамина еще на протяжении 8 дней. Шестая и седьмая группы получали тиамин с 5-го дня после перевивки опухоли до 9-го дня (4 инъекции). Эвтаназию осуществляли путем декапитации крыс  на  9-ые сутки после имплантации им опухоли. Часть животных оставляли для учета естественной их выживаемости. Тимус, селезенку и опухоль выделяли с последующим взвешиванием. Полученные результаты обрабатывали методом вариационной статистики.


Создание искусственной ситуации истощения фондов тканевых запасов тиамина (перевивка быстрорастущей злокачественной опухоли) приводит к развитию конкурентных взаимоотношений в захвате тиамина. Быстро делящиеся опухолевые клетки активно ассимилируют тиамин, “отнимая”  его у клеток организма-хозяина. В данной ситуации применять тиамин необходимо не как дополнительный фактор питания, а как активный фармакологический агент, в дозах превышающих физиологическую потребность в нем в 100 раз (50 мг/кг - лечебная доза).


Результаты, представленные в таблице, показывают, что тиамин в дозе 0,5 мг/кг (физиологическая потребность) дополнительно введенный животным с карциносаркомой Уокер 256  на 5-ый день (режим 3) после имплантации неоплазмы (фаза интенсивного роста) стимулирует рост опухоли на 11%. Увеличение дозы тиамина до 50 мг/кг снижает процент стимуляции до 6%. Насыщение организма тиамином в момент перевивки опухоли (режим 2) приводит к замедлению роста опухоли на 12 и 23 % в зависимости от дозы введенного тиамина. Предварительное насыщение организма тиамином (режим 1) в течение 7 дней, перевивка опухоли и продолжение введения витамина В1 привело к  торможению ее роста. Если вводили дозу 0,5 мг/кг, рост опухоли замедлялся на 39%. В случае использования фармакологической дозы (50 мг/кг) ингибирование роста опухоли было более значительным (50%). В этой серии экспериментов средняя продолжительность жизни животных-опухоленосителей составляла 69±4,5, что было в 2,4 раза больше по сравнению с контролем.


Одновременно с оценкой массы опухоли измеряли массу селезенки и вилочковой железы. Масса селезенки является одним из показательных тестов токсического действия препарата. С повышением эндотоксемии в организме изменяется и масса селезенки. Как видно из таблицы, различные дозы тиамина и режимы его введения не изменяют массы селезенки, что указывает на то, что даже фармакологическая или лечебная доза 50 мг/кг не является для организма токсической.

Таблица

Влияние тиамина на рост карциносаркомы Уокер 256   (n=6, М±m)

	Эксперим. модели
	Режим введения

Т
	Масса опухоли,

г
	Торможение роста,

%
	Масса селезенки, г
	Масса

тимуса,

мг

	КСУ
	0,9  % NaCl
	16,3±0,66


	(
	1,16±0,04


	137±5,18



	КСУ+Т (0,5мг/кг) 
	№ 1
	10,0±0,41*
	39%
	1,33±0,05


	190±6,71*



	КСУ+Т 

(50 мг/кг)
	№ 1
	8,2±0,36*
	50%
	1,28±0,04
	240±9,32*



	КСУ
	0,9%

NaCl
	15,4±0,91
	(
	1,21±0,04
	141±8,3

	КСУ+Т (0,5 мг/кг)
	№ 2
	13,6±0,63
	12%
	1,10±0,02
	159±5,6



	КСУ+Т 

(50 мг/кг)
	№ 2
	12,0±0,47*
	23%
	1,16±0,04
	215±8,71*



	КСУ
	0,9% NaCl
	15,5±0,91
	(
	1,21±0,04
	141±8,3

	КСУ+Т (0,5 мг/кг)
	№ 3
	17,1±0,93
	11%

стимул.
	1,16±0,05
	104±5,2*



	КСУ+Т 

(50 мг/кг)
	№ 3
	16,4±0,83
	6%

стимул.
	1,14±0,04
	136±7,7


Примечания.

1.КСУ-карциносаркома Уокер 256.

2. Т-тиамин. 

3.Режимы введения тиамина: №1-7 дней до перевивки, в день перевивки и продолжение в течение 8 дней ежедневно; №2-в день перевивки и в последующие 8 дней ежедневно; №3-на 5-6-7-8 дней после перевивки.


Вилочковая железа является регулятором и в то же время продуцентом лимфоидных клеток, которые представляют собой основу защитной системы организма в отношении чужеродных молекул. Различные факторы воздействия могут вызывать как гиперпластические, так и гипопластические процессы. Хорошо известно, что росту опухоли способствует подавление иммунитета.  У здоровых животных масса тимуса 180 - 200 мг. Развитие в организме карциносаркомы Уокер 256 снижает массу тимуса на 25- 30%. Длительное введение тиамина крысам с карциносаркомой Уокер 256 (режим 1) увеличивает массу тимуса на 38% в случае ежедневного введения витамина в дозе 0,5 мг/кг. Увеличение дозы  тиамина усиливает процесс гиперплазии тимуса на 75%. Изменение массы тимуса коррелирует с развитием опухоли в организме (стимуляция, торможение). Чем выше масса вилочковой железы, тем медленнее развивается и растет злокачественная опухоль в организме.


Таким образом, развитие опухоли в организме зависит от обеспеченности его витамином В1. Фармакологическая  или лечебная доза тиамина тормозит рост опухоли.
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Транспорт пантотената в изолированные 

гепатоциты и его метаболизм
Т.И. Хомич, И.В. Осакович, В.А. Гуринович, А.Г. Мойсеенок
Институт биохимии НАН  Беларуси, Гродно


Несмотря на потребность организма  млекопитающих в пантотеновой кислоте (ПАК), являющейся незаменимым фактором для биосинтеза СоА, в доступной литературе имеется мало информации о способности пантотената проникать через плазматические мембраны клеток. Показано, что основным механизмом всасывания пантотеновой кислоты слизистой тонкого кишечника крыс в концентрациях, обеспечивающих витаминную потребность организма, является Na+ -зависимый активный транспорт витамина [1]. В исследованиях более раннего периода указывалось на простую диффузию в транспорте ПАК в тонком кишечнике [2, 3]. В адипоцитах механизм транспорта ПАК в деталях не изучен, но найдено, что представляет собой двухфазный процесс и ингибируется компонентами, которые снижают уровень АТФ [4].


В  экспериментах in vivo показаны значительные колебания содержания ПАК в печени, которое зависит как от пищевых, так и других факторов [5-8]. В связи с этим механизм потребления пантотената паренхиматозными клетками печени представляет особый интерес.


Клетки печени выделяли перфузией с коллагеназой на наркотизированных животных по методу Savage [9] в модификации Seglen [10]. Контроль за жизнеспособностью клеток осуществляли путем подсчета их в камере Горяева после окраски трипановым синим. Для работы использовали взвеси клеток, в которых содержание поврежденных клеток составляло не более 10%. 


Потребление пантотената измеряли при 37о С в среде содержащей: CaCl2 - 0,2; KCl - 0,4; MgSO4 - 0,0977; NaCl - 6,8; NaH2PO4 x H2O - 1,4 г/л; 25 мM HEPES, 5,5 мM глюкозы, рН 7,4. Транспорт инициировали добавлением к взвеси клеток (содержание клеток в среде было 5-6 х 106 в 1 мл), после преинкубации в течение 10 мин при 370 С, 14С-пантотената натрия (удельная активность -57,6 mCi/mmol, NEN, Германия) от 30 до 500 (Ci, доводя до необходимой концентрации в пределах 0,2-100 мкМ немеченым препаратом. Инкубацию проводили на водяной бане с постоянным перемешиванием на шейкере. Останавливали процесс быстрым охлаждением и удалением  инкубационной среды центрифугированием с последующей промывкой клеток три раза 10 мл охлажденного раствора следующего состава: NaCl - 0,9%; HEPES - 1мM, рН 7,4. Клеточный белок осаждали 3% хлорной кислотой, экстракты использовали для подсчета радиоактивности на сцинтилляционном счетчике «Марк II» (США).


ВЭЖХ депротеинизированных экстрактов осуществляли в изократном режиме на хроматографе ЛИКВОХРОМ-2010 (Венгрия) на колонке 250х4 мм с предколонкой 50х4,6 мм, заполненных Сепароном С18 [11]. В качестве подвижной фазы применяли 50 мМ калий-фосфатный буфер (рН 5,0), содержащий 8,5% метанола.


Исследования показали, что потребление пантотената изолированными гепатоцитами имеет прямую зависимость от времени инкубации до 30 мин. Зависимость скорости транспорта от концентрации ПАК была линейной до 1,5 мкМ, приобретая в последующем насыщающий характер (концентрация витамина в крови человека 0,3-0,6 мкМ, в крови крыс - 1,0-1,4 мкМ). 


Начальная скорость транспорта ПАК в гепатоциты зависела от концентрации натрия в среде. Инкубационную смесь модифицировали путем замещения натрия изоосмотической концентрацией холин-хлорида (клетки предварительно были двукратно отмыты данной средой). В отсутствии натрия скорость транспорта патотената была незначительной (8% от скорости в натрий-содержащей среде), замещение 50% натрия в условиях эксперимента значительно снижало процесс транспорта (на 43%). Результаты свидетельствуют, что обеднение инкубационной среды натрием, приводит к выраженному ингибированию потребления паренхиматозными клетками печени пантотеновой кислоты. Аналогичная зависимость трансмембранного транспорта ПАК показана на культуре гепатоцитов [12], а также на клетках тонкого кишечника [1]. Механизм транспорта пантотената характеризуется как активный  натрий-зависимый процесс, отдельные моменты которого требуют детального изучения.


Скорость транспорта ПАК в изолированные гепатоциты определяли в присутствии ряда производных пантотената и соединений, которые не являются аналогами витамина, но имеют отношение к его метаболизму в клетках (табл.). 

Таблица

Влияние производных пантотената и других метаболитов на скорость 

накопления 14С-ПАК изолированными гепатоцитами

	     Добавлены в среду инкубации
	накопление 14С-ПАК, мкМ·20мин-1/6·106 клеток

	Контроль
	8,6

	Контроль + ДТТ
	8,9

	Пантетин (100 мкМ)
	7,9

	Пантетин (100 мкМ) + ДТТ
	6,0

	Цистин (5 мМ)
	7,7

	Цистин (5 мМ) + ДТТ
	9,6

	Глутатион окисл. (1 мМ)
	8,4

	Глутатион окисл. (1 мМ) + ДТТ
	8,3

	Глутатион восстановл. (5 мМ)
	8,7

	Фосфопантотенат кальция (100 мкМ)
	8,3

	Гомопантотеновая кислота (100 мкМ)
	8,3



результаты исследования свидетельствуют, что фосфопантотеновая и гомопантотеновая кислоты не конкурируют с пантотенатом при проникновении последнего в клетку. Цистин или цистеин (цистин восстановлен дитиотреитолом) несколько изменяли скорость потребления ПАК, хотя прямой зависимости от концентраций в дополнительных опытах не обнаружено. Глутатион, как в окисленной, так и восстановленной форме, не изменял скорости транспорта. Пантетин в исследуемой концентрации ингибировал потребление 14С-ПАК на 9%, внесение в среду пантетина одновременно с дитиотрейтолом снижало накопление пантотената гепатоцитами в прямой зависимости от концентрации (рис 1), свидетельствуя о явных преимуществах тиольной формы препарата перед дисульфидом. Являясь природным аналогом пантотената, пантетеин, вероятно, имеет достаточно высокое сродство к системе транспорта витамина.
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Рис.1.
 Изменение начальной скорости транспорта 14С-ПАК в гепатоциты в зависимости от различных концентраций пантетина в присутствии ДДТ. 1- контроль; 2-50 мкМ; 3- 10 мкМ; 4- 1 мкМ пантетина. Содержание клеток в среде 5·106 в 1 мл.

В качестве продуктов метаболизма ПАК в изолированных гепатоцитах идентифицированы ВЭЖХ пантотеновая кислота, фосфопантотеновая кислота (ФПК), фосфопантетеин (ФПН) и СоА. За период инкубации от 7 до 25 мин основной процент составляла 14С-ПАК (78-90%) (рис.2). Уровень ФПК колебался в пределах 14-19% и был снижен до 6% при инкубации 25 мин, на этот же период обнаружена фракция СоА.
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Добавление в среду фосфопантотената в концентрации 10 мкМ к заметным изменениям в процентное соотношение метаболитов не привело, при 100 мкМ ФПК фракция СоА  увеличилась в 2 раза и лишь незначительно снизилась фракция ПАК (рис. 3). Одновременное присутствие в среде инкубации пантетина или же пантетина и ДТТ в сочетании позволило установить, что только высокие концентрации пантетеина (100 мкМ ПТ + ДТТ) изменяют скорость биосинтеза СоА, главным образом, на последней стадии  (см. рис. 3). 




Рис. 3. Биотрансформация 14С-ПАК в гепатоцитах в присутствии производных витамина (% метаболитов, *-значения уровня ПАК уменьшены в 10 раз): а) - при внесении в среду инкубации ФПК-Са - I -NaCl 0,9 M, II - 10 мкМ, III - 100 мкМ; б) - добавление в среду ПТ - I - NaCl 0,9 М, II - 10 мкМ ПТ, III - 10 мкМ ПТ + ДТТ, IV - 100 мкМ ПТ, V - 100 мкМ ПТ + ДТТ.

По результатам проведенных исследований можно предположить, что пантотенат транспортируется  в гепатоциты крыс высокоспецифичным переносчиком совместно с ионами натрия. Высокие внеклеточные концентрации ФПК или ПТ приводят к увеличению уровня СоА в клетках, по-видимому, не связанному с процессом фосфорилирования ПАК.
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Более двадцати лет тому назад была выдвинута концепция, согласно которой микроповреждения (на молекулярном, субклеточном и клеточном уровнях) являются необходимыми условиями реализации регенерационного потенциала тканей. Репаративная регенерация протекает эффективнее на фоне стимулированной физиологической регенерации [2]. Для гепатотропных препаратов эта концепция не рассматривалась, в связи с чем целью работы явилось изучение роли предварительного введения одного из наиболее распространенных гепатопротекторов - урсодезоксихолевой кислоты (УДХК) на молекулярные и структурные особенности регенерации печени.


Опыты поставлены на 300 беспородных белых крысах-самцах средней массой 160-180 г. Животным интрагастрально в 10 ч утра вводили раствор метилцеллюлозы (МЦЛ, контроль) или взвесь урсодезоксихолевой кислоты в МЦЛ (200 мг/кг массы тела) в течение 20 дней. Через 24 ч после заключительного введения препаратов у части животных исследовали ткань печени и сыворотку крови. Оставшихся животных подвергали операции 70% частичной гепатэктомии (ЧГЭ). Ткань печени и сыворотку крови исследовали через 24 ч, 4, 10 и 20 суток после ЧГЭ. Светооптические морфологические исследования проводили на срезах, окрашенных гематоксилин-эозином, Для электронномикроскопических исследований кусочки печени фиксировали 1% раствором четырехокиси осмия на 0,1 М буфере Миллонига при рН 7,4 и t 4 оС в течение 2 ч, затем дегидратировали в спиртах восходящей концентрации и ацетоне и заливали в смесь эпона и аралдита. Срезы, изготовленные на ультратоме LKB-III, контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца и изучали с помощью электронного микроскопа ПЭМ-100 при увеличениях 4, 6 и 10 тысяч [7,8,9]. Биохимические показатели исследовали с помощью описанных ранее методов [4]. Полученный цифровой материал подвергнут статистической обработке по Стьюденту-Фишеру.


Двадцатикратное интрагастральное введение УДХК вызвало слабовыраженные признаки воспалительной реакции (табл. 1). Однако репаративная регенерация печени у крыс, предварительно получавших УДХК, протекала на фоне более слабого воспаления по сравнению с контролем (введение МЦЛ). Анализ данных, приведенных в таблице 2 показал, что введение УДХК вызвало появление единичных клеток с вакуольной дистрофией, лизисом и пикнозом ядер, а также - единичных микронекрозов. В то же время морфологические изменения в регенерирующих гепатоцитах были выражены в меньшей степени у животных, которым предварительно вводили УДХК.


Посредством светооптической морфометрии было показано, что МЦЛ и УДХК достоверно увеличивали количество митозов и двуядерных клеток в ткани печени интактных крыс; митогенный эффект УДХК был достоверно выше, чем МЦЛ (табл. 3).


В митотическую фазу репаративной регенерации печени (1-4 сутки после ЧГЭ) у крыс, предварительно получавших УДХК, митотическая активность гепатоцитов была достоверно выше, чем у крыс, получавших МЦЛ. В гипертрофическую фазу репаративной регенерации печени (6-10 сутки после ЧГЭ) у крыс, которым вводили УДХК, митотический индекс был достоверно ниже, чем у контрольных животных.


Полученные методом светооптической морфометрии данные можно интерпретировать так, что предварительное двадцатикратное введение УДХК оказывало микроповреждающее действие. С помощью электронной микроскопии это предположение удалось подтвердить. При сравнении ультраструктуры гепатоцитов интактных, контрольных (введение МЦЛ) и подопытных (введение УДХК) крыс не выявлено изменений ядер и ядрышек; митохондрии многочислены, гранулярная эндоплазматическая сеть хорошо развита [1].  

Таблица 1

Признаки воспаления в печени крыс, получавших УДХК

	Группа крыс
	Баллы
	Капиллярная гиперемия, %
	Инфильтрация лимфоцитами, %
	Грануло​циты, %
	Пролиферация адвентиции,% 
	Пролиферация клеток ретикулоэндотелия, %

	Интактные крысы
	0
	100
	100
	100
	100
	100

	
	1
	0
	0
	0
	0
	0

	
	2
	0
	0
	0
	0
	0

	МЦЛ-20 дней
	0
	100
	24,6
	72,8
	81,8
	72,8

	
	1
	0
	75,4
	27,2
	18,2
	27,2


	
	2
	0
	0
	0
	0
	0

	УДХК-20дней
	0
	71,4
	28,6
	57,2
	57,2
	42,8

	
	1
	28,6
	71,4
	42,8
	42,8
	57,2

	
	2
	0
	0
	0
	0
	0

	МЦЛ-ЧГЭ-24 ч
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	1
	82,0
	84,0
	72,0
	93,0
	80,0

	
	2
	18,0
	16,0
	28,0
	17,0
	20,0

	УДХК-ЧГЭ-24 ч
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	1
	76,0
	80,0
	70,0
	92,0
	78,0

	
	2
	24,0
	20,0
	30,0
	8,0
	22,0

	МЦЛ-ЧГЭ-4 с
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	1
	61,5
	76,9
	69,2
	92,3
	76,9

	
	2
	38,5
	23,1
	30,8
	7,7
	23,1

	УДХК-ЧГЭ-4 с
	0
	40,0
	0
	20,0
	10,0
	0

	
	1
	40,0
	70,0
	60,0
	90,0
	90,0

	
	2
	20,0
	30,0
	20,0
	0
	10,0

	МЦЛ-ЧГЭ-10 с
	0
	22,3
	22,3
	22,3
	33,4
	22,3

	
	1
	55,5
	66,7
	77,7
	66,6
	77,4

	
	2
	21,2
	11,0
	0
	0
	0


Продолжение таблицы 1

	Группа крыс
	Баллы
	Капиллярная гиперемия, %
	Инфильтрация лимфоцитами, %
	Грануло​циты, %
	Пролиферация адвентиции,% 
	Пролиферация клеток ретикулоэндотелия, %

	УДХК-ЧГЭ-10 с
	0
	28,5
	57,2
	57,2
	42,8
	71,5

	
	1
	71,5
	28,5
	42,8
	57,2
	28,5

	
	2
	0
	14,3
	0
	0
	0


Примечание:0-отсутствие изменений, 1-средняя степень выраженности изменений, 2-выраженные изменения.

Таблица 2

Дегенеративные изменения в клетках печени крыс, получавших УДХК

	Группа крыс
	Баллы
	Белковая дистрофия, %
	Вакуольная дистрофия,%
	Микронекрозы, %
	Лизис ядер, %
	Пикноз ядер, %

	Интактные крысы
	0
	100
	100
	100
	100
	100

	
	1
	0
	0
	0
	0
	0

	
	2
	0
	0
	0
	0
	0

	
	3
	0
	0
	0
	0
	0

	МЦЛ-20 с
	0
	100
	100
	72,8
	46,0
	36,4

	
	1
	0
	0
	27,2
	54,0
	63,6

	
	2
	0
	0
	0
	0
	0

	
	3
	0
	0
	0
	0
	0

	УДХК-20 с
	0
	100
	28,6
	42,8
	28,6
	28,6

	
	1
	0
	71,4
	57,2
	71,4
	71,4

	
	2
	58,0
	48,0
	67,0
	80,0
	70,0

	
	3
	10,0
	20,0
	33,0
	20,0
	30,0

	УДХК-ЧГЭ-24 ч
	0
	34,0
	8,0
	0
	0
	0

	
	1
	56,0
	62,0
	56,0
	65,0
	40,0

	
	2
	5,0
	20,0
	40,0
	10,0
	50,0

	
	3
	5,0
	10,0
	4,0
	25,0
	10,0

	МЦЛ-ЧГЭ-4 с
	0
	0
	0
	0
	0
	0


Продолжение таблицы 2

	Группа крыс
	Баллы
	Белковая дистрофия, %
	Вакуольная дистрофия,%
	Микронекрозы, %
	Лизис ядер, %
	Пикноз ядер, %

	
	1
	69,2
	38,5
	0
	0
	0

	
	2
	30,8
	38,5
	61,5
	76,9
	69,2

	
	3
	0
	23,0
	38,5
	23,1
	30,8

	УДХК-ЧГЭ-4с
	0
	60,0
	30,0
	0
	0
	0

	
	1
	30,0
	60,0
	60,0
	60,0
	50,0

	
	2
	10,0
	10,0
	60,0
	40,0
	50,0

	
	3
	0
	0
	0
	0
	0

	МЦЛ-ЧГЭ-10 с
	0
	100
	44,5
	0
	0
	0

	
	1
	0
	55,5
	77,8
	66,7
	66,7

	
	2
	0
	0
	22,2
	33,3
	33,3

	
	3
	0
	0
	0
	0
	0

	УДХК-ЧГЭ-10 с
	0
	100
	71,5
	0
	0
	0

	
	1
	0
	28,5
	85,8
	85,8
	85,8

	
	2
	0
	0
	14,2
	14,2
	14,2

	
	3
	0
	0
	0
	0
	0


Примечание: 0-отсутствие изменений; 1-единичные (случайные) изменения;  2-средняя степень изменений; 3-выраженные изменения.

Однако количество крист в митохондриях, число свободных рибосом в гепатоцитах крыс, получавших УДХК, было сниженным, а количество связанных рибосом, гантелеобразных (делящихся) и мелких (новообразованных) митохондрий было увеличено. У подопытных животных снижено количество пероксисом и выявлены признаки микровакуолизации цитоплазмы. Внутриклеточное микроальтерационное действие УДХК стимулировало процессы физиологической регенерации печени. Удаление 70% ткани органа в это время сопровождалось более выраженной репаративной регенерацией печени.

Таблица 3

Оценка регенераторных процессов в печени крыс, получавших УДХК

	Группа крыс
	Митозы, %0
	Двуядерные клетки, %
	Полиплоидные клетки, %

	Интактные крысы
	0,03+0,012
	23,5+4,50
	22,0+2,55

	МЦЛ-20 с
	0,18+0,0251
	65,7+16,51
	18,0+2,20

	УДХК-20 с
	0,28+0,0321,2
	80,7+8,261
	16,2+3,80

	МЦЛ-ЧГЭ-24 ч
	7,24+0,761
	48,3+6,211
	12,3+1,481

	УДХК-ЧГЭ-24 ч
	12,3+1,861,2
	42,6+3,321
	14,9+1,631

	МЦЛ-ЧГЭ-4 с
	3,23+0,441
	25,0+3,24
	35,1+3,821

	УДХК-ЧГЭ-4 с
	1,50+0,171,2
	32,2+6,44
	32,9+3,961

	МЦЛ-ЧГЭ-10 с
	0,30+0,0261
	22,2+2,38
	22,0+4,86

	УДХК-ЧГЭ-10 с
	0,15+0,0161,2
	32,4+6,72
	26,0+6,32


Примечание: 1-достоверное различие по сравнению с группой “интактные крысы”; 2-достоверное различие по сравнению с соответствующими контрольными группами (введение МЦЛ)


Оценивая маркеры пролиферации, при репаративной регенерации печени можно исследовать: 1) потерю теломеров и образование дицентрических хромосом; 2) признаки апоптоза; 3) признаки повреждения за счет изменения физико-химических свойств и метаболизма биополимеров и низкомолекулярных биорегуляторов; 4) иммунозависимые процессы развития и дифференцировки [6]. В предшествующих исследованиях на культурах клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом  (L-41, L-929) было показано, что УДХК в дозах выше 100 мкг/мл способна оказывать цитотоксические эффекты, которые проявляются в уменьшении числа клеток монослоя, подавлении включения меченых аминокислот, тимидина и уридина в белки, ДНК и РНК, соответственно [3,5].Тот же препарат в дозе 50 мкг/мл способен частично предотвращать некрозогенное и апоптозогенное действие гликохенодезоксихолевой кислоты на изолированных гепатоцитах [5]. Следовательно, для УДХК можно выделить как микроповреждающие, так и стимулирующие метаболизм эффекты. Их выраженность, по всей видимости, определяется дозой препарата и экспозицией его действия.


Рассмотрим динамику некоторых биохимических процессов при регенерации печени у крыс, предварительно получавших 20 интрагастральных введений УДХК в дозе 200 мг/кг.

1. Нуклеиновые кислоты. Двадцатикратное введение УДХК не оказало влияния на содержание нуклеиновых кислот в печени интактных крыс. Однако, через 24 ч после 70% ЧГЭ содержание ДНК и РНК оказалось ниже в регенерирующей печени подопытных крыс (введение УДХК) по сравнению с контролем (введение МЦЛ). Через 96 ч у подопытных крыс было снижено содержание ДНК в ядрах гепатоцитов. Спустя 10 суток уровни РНК и ДНК ядер гепатоцитов подопытных крыс превысили контрольные значения и через 20 суток нормализовались. Включение 3Н-тимидина в ДНК гепатоцитов подопытных крыс через 24 ч после 70% ЧГЭ было ниже, чем у контрольных животных. Следовательно, выявлены признаки цитотоксического эффекта УДХК в митотическую фазу репаративной регенерации печени, сопряженного с ускорением восстановления содержания нуклеиновых кислот в пролиферативную фазу регенерации органа. 

2. Липиды печени. Препарат УДХК не оказал существенного влияния на содержание триглицеридов и холестерина в печени интактных крыс. Через 96 ч после операции ЧГЭ в печени подопытных крыс оказалось больше триглицеридов и меньше холестерина (признаки функционального повреждения печени). Однако, спустя 10 суток у этих крыс содержание липидов в печени полностью нормализовалось, хотя у контрольных животных уровень холестерина оставался сниженным. 

3. Липидтранспортная система крови (ЛТС). Препарат УДХК при введении интактным крысам оказал слабый гепатотоксический эффект, проявившийся в уменьшении в сыворотке крови концентрации холестерина ЛПОНП и увеличении - холестерина ЛПНП. Через 96 ч после ЧГЭ у подопытных крыс обнаружено по сравнению с контролем более высокое содержание общего холестерина за счет фракции холестерина ЛПНП. Спустя 10 суток, у  подопытных крыс основные параметры ЛТС полностью нормализовались, тогда как у контрольных животных оставалось сниженным содержание общего холестерина за счет холестерина ЛПВП и ЛПНП (признак протекания интенсивных восстановительных процессов). 

4. Перекисное окисление липидов. У интактных крыс препарат УДХК не оказал влияния на содержание малонового диальдегида (МДА), диеновых конъюгатов (ДК) и антиокислительную активность сыворотки (АОА) крови, но вызвал накопление МДА в ткани печени. При репаративной регенерации печени крыс контрольной группы обнаружено увеличение содержания МДА и ДК в сыворотке крови и печени, а величина АОА была снижена. Предварительное введение УДХК до операции препятствовало стимуляции перекисного окисления и снижению АОА через 4 и 10 суток после 70% ЧГЭ. 

5. Рутинные биохимические показатели метаболизма в сыворотке крови. Двадцатикратное введение УДХК  интактным крысам не оказало влияния на содержание глюкозы, мочевины, активности (-глутаминилтрансферазы (ГГТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ). По сравнению с контролем через 96 ч после ЧГЭ найдено повышенное содержание глюкозы и мочевины у крыс, получавших УДХК. Спустя 10 суток у подопытных крыс достигнута более быстрая нормализация уровня глюкозы и активности ГГТ и ЩФ.


Заключение: двадцатикратное интрагастральное введение УДХК интактным крысам приводит к незначительным морфологически регистрируемым повреждениям печени, сопровождаемым активацией митотического и амитотического деления клеток. Можно сделать предположение, что УДХК в дозе 200 мг/кг способствует стимуляции физиологической регенерации печени. Предварительное введение УДХК ингибирует включение 3Н-тимидина в ДНК гепатоцитов в митотическую фазу регенерации печени, что следует рассматривать как проявление скрытого цитотоксического эффекта препарата. В регенерирующей печени крыс, предварительно получавших УДХК, через 96 ч после частичной гепатэктомии обнаружены более выраженные нарушения метаболизма, чем у контрольных животных. В поздние сроки репаративной регенерации печени (10-20 сутки) предварительное введение УДХК способствует более быстрому восстановлению морфологических и биохимических показателей печени и крови. Итак, проявление цитотоксического эффекта  в митотическую фазу регенерации печени не оказало ингибирующего влияния на восстановление органа, а по ряду ключевых показателей обеспечило более быструю нормализацию молекулярных и структурных параметров печени в гипертрофическую фазу процесса. 
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Влияние этаноламина на уровень 

кортикостерона у крыс с гипокортицизмом 

в условиях острой алкогольной интоксикации
С.С. Чумаченко, Ю.А. Тарасов 

Институт биохимии НАН  Беларуси, Гродно


Этаноламин (ЭА), естественный компонент биологических систем организма [2], вовлечен в регуляцию ключевых метаболических путей, механизмы которых до сих пор не находят удовлетворительного объяснения. В многостороннем действии этаноламина на процессы жизнедеятельности, по-видимому, определенную роль играет включение его в гуморальные механизмы регуляции метаболизма. Введение ЭА экспериментальным животным значительно изменяет уровень нейротрансмиттерных аминокислот [5], контролирующих синтез кортиколиберина в гипоталамусе и продукцию АКТГ гипофизом [6].


В проведенных ранее исследованиях обнаружен стероидогенный эффект ЭА у интактных крыс, а также показано антистрессорное действие этаноламина при острой алкогольной интоксикации [1].


В настоящей работе исследовали влияние ЭА на уровень кортикостерона у адреналэктомированных крыс при его однократном введении, а также при его совместном введении с этанолом.


Опыты проводили на белых беспородных крысах-самцах массой 0,18 — 0,20 кг. Двухстороннюю адреналэктомию проводили под легким эфирным наркозом. Животных в эксперименте использовали через 7 суток после операции, поскольку к этому времени наблюдается повышение активности добавочной ткани надпочечников. Этаноламин вводили внутрибрюшинно в дозе 100 мг/кг, этанол — внутрижелудочно в дозе 1 г/кг однократно. Животных декапитировали через 1 час после введения препаратов. В плазме крови определяли содержание кортикостерона методом ВЭЖХ [7] на микроколоночном хроматографе "Милихром" (Россия).


Как видно из полученных данных (рис.1), введение адреналэктомированным животным ЭА приводит к значительному стрессорному повышению уровня кортикостерона в плазме крови до 560,28±121,46 нмоль/л. Необходимо отметить, что стероидстимулирующий эффект этаноламина сохраняется на протяжении длительного времени (рис.2), и через 3,5 часа концентрация кортикостерона в крови крыс после однократного введения ЭА достоверно повышена на 164,7% по сравнению с контрольными адреналэктомированными животными (p<0,05). 


Это может быть обусловлено, вероятно, не только выраженной активацией биосинтеза кортикостерона кортикоцитами добавочной ткани коры надпочечников, а также замедлением процессов деградации глюкокортикоидов. Не исключено, что в этих условиях значительно увеличивается период циркуляции кортикостерона в крови за счет связывания его в плазме с кортикостероидсвязывающим глобулином, уровень которого у адреналэктомированных крыс к 7 суткам после удаления надпочечников значительно повышается [3].


Тем не менее, механизм длительного стероидстимулирующего действия этаноламина у крыс с гипокортицизмом однозначно объяснить сложно. При введении ЭА интактным животным максимум концентрации кортикостерона в плазме крови наблюдается через 0,5 часа, и к 1 часу полностью нивелируется [1].


Введение этанола в дозе 1 г/кг адреналэктомированным животным также стимулирует повышение уровня кортикостерона в плазме крови экспериментальных животных в 2,9 раза (рис.1). Вместе с тем, необходимо отметить, что стероидстимулирующий эффект этанола выражен гораздо менее, чем эффект этаноламина, несмотря на 10-кратно более высокую вводимую дозу этанола. Совместное введение этанола и ЭА приводит к снижению выраженности реакции кортикоцитов, по сравнению с реакцией при раздельном введении данных препаратов, — соответственно в 1,6 и 3,1 раза. Не исключено, что антистрессорный эффект этаноламина в условиях острой алкогольной интоксикации может быть обусловлен значительным изменением метаболизма самого этанола, снижением окисления этанола в ацетальдегид вследствие ингибирования алкогольдегидрогеназы [4].
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Рис.1. Содержание кортикостерона в плазме крови адреналэктомированных крыс после однократного в/ж введения этанола (1г/кг) и в/бр введения ЭА в дозе 100 мг/кг или 0,85% NaCl через 1 час после введения.

* — p<0,05 по отношению к АЭ-контролю

† — p<0,05 по отношению к ЭА
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Рис.2. Содержание кортикостерона в плазме крови адреналэктомированных крыс после однократного в/бр введения ЭА в дозе 100 мг/кг. 

* — p<0,05 по отношению к АЭ-контролю


Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что в условиях гипокортицизма этаноламин обладает выраженной способностью модулировать глюкокортикоидный статус организма, а также способен ингибировать стрессогенное повышение уровня кортикостерона при острой алкогольной интоксикации. Механизмы обнаруженной феноменальной регуляции этаноламином концентрации кортикостерона в плазме крови требуют дальнейшей разработки и объяснения.
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 Рис.2. Биотрансформация 14С-ПАК в гепатоцитах в зависимости от времени инкубации. Процентное соотношение радиоактивных пиков, * - значения уровня радиоактивной ПАК уменьшены в 10 раз.
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