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ВВЕДЕНИЕ


Taурин (Tau, 2-аминоэтансульфоновая кислота, H2N-CH2-CH2-SO3H) является конечным продуктом метаболизма серусодержащих аминокислот и их производных (глутатиона, метионина, цистеина, цистина) у млекопитающих. Кроме того, в организм Tau поступает с пищей животного происхождения и является для человека относительно незаменимым нутриентом [1].


Tau обладает радиопротекторным, антиоксидантным, мембраностабили​зирующим действием, является тормозным нейромодулятором, проявляет гепато- и кардиопротекторные, антиаритмические и нормотензивные свойства [2-4]. 


Имеется достаточное число работ, демонстрирующих широкий спектр эффектов фармакологически активных доз этого соединения [5-9]. Однако до сих пор не исследованы регуляторные механизмы влияния Tau в концентрациях, сравнимых с эндогенными, на метаболические процессы, опосредующие реализацию его биологического действия, в частности, на процессы формирования фонда свободных аминокислот и родственных соединений, в том числе — биогенных аминов, на энергозависимые реакции промежуточного обмена, обмен нейромедиаторов. Невыясненными остаются также метаболические последствия недостаточности Tau в организме.


Продемонстрировано, что эндогенная концентрация Tau является информативным показателем при патологических состояниях, сопровождающихся развитием метаболического дисбаланса (как клинических, так и воспроизведенных в эксперименте). Это позволяет предположить, что часть известных эффектов Tau опосредуется влиянием на процессы синтеза de novo и деградации свободных серусодержащих аминокислот, системы антиоксидантной защиты, функционирование транспортных систем, а также патогенетически обосновать рациональность его применения для коррекции метаболического дисбаланса [10].


Свойства этого соединения позволяют использовать лекарственные препараты на его основе как эффективные средства при поражениях печени [11-17], патологии сердечно-сосудистой системы [18-22], заболеваниях центральной нервной системы [23-25] катарактах и глаукоме [26], сахарном диабете [27], интоксикациях, а также наркоманиях и алкоголизме [28]. Кроме того, учитывая высокую степень нутриентной незаменимости этого соединения, оправдана необходимость введения Tau в состав продуктов питания, в первую очередь — детского [29-31].


Поэтому на сегодняшний день существует более чем достаточно предпосылок, обосновывающих актуальность фундаментальных исследований и прикладных разработок для дальнейших ис​пы​та​ний био​ло​ги​че​ской активности и выяснению механизмов действия этого соединения, а так​же пока​за​ний и спо​со​бов его 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 Tau 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. 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 настоящей книге представлены современные литературные сведения, а также результаты собственных 15 летних экспериментальных и клинических исследований по биохимии, фармакологии и медицинскому применению Tau, ставшие основой для регистрации и внедрения в фармацевтическую промышленность нового эффективного отечественного лекарственного препарата гепато- и радиопротекторного действия “таблетки тaурина”, которому 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. 


Исследования в этой области выполнены в нами Институте биохимии НАН Беларуси в сотрудничестве с Институтом физико-органической химии НАНБ, а также с институтами МЗ РБ (Минский, Гродненский и Витебский мединституты) в рамках реализации заданий Государственной научно-технической программы “Лекарственные препараты”. Поэтому изложенный материал представляет интерес не только для научных работников, но и практических врачей, специалистов в области технологии и производства лекарственных препаратов а также студентов и аспирантов медико-биологического профиля.

ГЛАВА 1. Основные физико - химические, токсикологические и фармакологические характеристики тaурина


В данном разделе книги суммированы и анализируются литературные сведения, касающиеся основных токсикологических и фармакологических параметров высокоочищенной субстанции таурина (Tau), а также результаты собственных исследований, полученные в процессе изучения неспецифической фармакологической активности лекарственной формы “таблетки тaурина” в рамках реализации заданий IV раздела Государственной научно-технической программы 43.01.р. "Создать новые эффективные лекарственные препараты на основе аминокислот и их производных” [32]. 

В настоящее время тех​но​ло​гия про​из​вод​ст​ва отечественного Tau освоена в Инсти​ту​те фи​зи​ко-ор​га​ни​че​ской хи​мии НАН Беларуси, соз​да​на опыт​но-про​мыш​лен​ная ус​та​нов​ка (со​дер​жа​ние Tau в пре​па​ра​те не ме​нее 99,0%), а про​мыш​лен​ное про​из​вод​ст​во нового лекарственного препарата "таблетки тaурина" (зарегистрирован и разрешён к применению МЗ РБ решением Фармкомитета РБ от 25.06.97, N12-1-6/4271 в качестве гепато- и радиопротектора) на ос​но​ве дос​туп​но​го сы​рья ос​вое​но на Грод​нен​ском (г. Скидель) за​во​де ме​ди​цин​ских препа​ра​тов.


В физическом отношении таурин (Tau, 2-аминоэтансульфоновая кислота, H2N — CH2 — CH2 — SO3H) представляет собой белый бесцветный кристаллический порошок с молекулярной массой 125,15 у.е. и температурой плавления 321-323оС (с разложением), без запаха, хорошо растворимый в воде (10,5г/100 мл при 25°С, прозрачный бесцветный раствор), 0,1М растворе HCL и практически нерастворимый в 95% этиловом спирте, эфире, ацетоне и хлороформе [1].


При исследовании токсикологических характеристик высокоочищенной субстанции Tau на мышах и крысах нами установлено, что вне зависимости от пола животных определение LD50 для неё затруднено. Так, при подкожном или внутрибрюшинном введении животным 8% раствора Tau LD50 для этого соединения составляет >4,0, а при пероральном введении 25% - 35% растворов Tau — от 6,50 до 7,23 г/кг. При этом назначаемый парентерально Tau вызывает минимальные изменения состояния и поведения животных, описываемые как снижение реакции на внешние раздражители, незначительно выраженные анорексию, гиподинамию и учащение дыхания. Поэтому в соответствии с классификацией С.Д.Заугольникова Tau относится к малотоксичным веществам [32].

Доказано также, что Tau не обладает способностью к кумуляции и его токсичность, оцениваемая по величине LD50 при многократном введении мышам, статистически значимо не отличается от таковой у животных, которым он назначался однократно, а расчётная величина индекса кумуляции (+2,25 — +3,6) свидетельствует о высокой степени обратимости токсического действия этого соединения [32].

При одно- или многократном закапывании в конъюнктивальный мешок 4% или 8% водного раствора Tau кроликам у них не отмечается блефароспазма, изменений в кровенаполнении сосудов роговицы, лакримации и повреждающего влияния на слизистую оболочку. Кроме того, в многочисленных клинических наблюдениях обосновано, что Tau не оказывает раздражающего действия на слизистую конъюнктивы человека и не изменяет величину зрачка, а в форме 4% раствора (лекарственная форма “Taуфон”, Россия) Tau используется в виде глазных капель или для субконъюнктивальных инъекций в терапии офтальмологических заболеваний [1,26,32]. 


В экспериментах по исследованию общерезорбтивного действия субстанции Tau при длительном ежедневном эпикутанном назначении её 25% суспензии в дозе 1г/кг массы тела морских свинок показано, что это соединение обладает способностью всасываться неповрежденной кожей, поскольку при этом определяется значимое (в 1,5 раза) увеличение его концентрации в плазме крови экспериментальных животных. Тестируемые на этом фоне показатели раздражающего действия Tau на кожу, поведенческие реакции, объективный статус, массу тела, а также биохимические и морфологические параметры кожных покровов животных практически не отличались от таковых у интактных особей [32]. 


В испытаниях общей фармакологической активности Tau при его однократном назначении в дозах, равных 1/10 LD50 на кг массы тела животных и оценке через 30-60 минут показателей его нейротропного действия (таких, как спонтанной двигательной активности, ориентировочных реакций, эмоциональной реактивности, антиконфликтного эффекта, условных рефлексов, ректальной температуры, изменений координации движений, судорожной активности и развития максимального судорожного припадка) было продемонстрировано, что он подавляет у мышей спонтанную двигательную активность, оцениваемую по их горизонтальным перемещениям, угнетает ориентировочные реакции животных и оказывает гипотермическое действие, а при введении крысам проявляет антиконфликтные свойства и удлиняет время условного рефлекса активного избегания. После введения Tau в дозе 1/100 LD50 на кг массы животных описанные выше изменения не проявляются, а поведенческие реакции и ректальная температура у мышей и крыс не отличаются от исходного уровня 

[32].


В экспериментах по оценке эффектов Tau при его введении в дозе 1/10 LD50 на кг массы на эмоциональную реактивность мышей в соответствии с пяти-бальной шкалой Брэди и Наута показано, что на фоне стресс-провоцирующей стимуляции он индуцирует усиление эмоциональной реактивности животных, а при введении в дозе, равной 1/100 LD50, не влияет на эти показатели. Одновременно, назначаемый в дозах 1/10 или 1/100 LD50 на кг массы Tau не изменяет координацию движений мышей, и их способность удерживаться на вращающемся стержне в течение контрольного времени. Кроме того, Tau при его предварительном, за 1 час до внутрижелудочного введения гексенала или хлоралгидрата, назначении мышам в дозах, равных 1/10 или 1/100 LD50, дозозависимо удлиняет продолжительность сна, усиливая снотворное действие указанных препаратов соответственно в 7 и 4 раза [32]. 

Показано также, что, вводимый в вышеуказанных дозах мышам, Tau подавляет судороги, вызываемые ареколином, не меняет интенсивность коразоловых судорог и не предупреждая на этом фоне гибели животных. Одновременно при введении в дозе 1/10 LD50 на кг массы, Tau снижает интенсивность судорог вызываемых никотином и предупреждает гибель животных, а при назначении в той же дозе за 1 час до введения тиосемикарбазида удлиняет латентный период индуцированных этим препаратом судорог и предупреждает гибель мышей, не препятствуя развитию тонико-экстензорной фазы судорожного припадка и гибели животных, развивающихся на фоне пропускания через корнеальные электроды переменного тока. Таким образом, Tau изменяет функциональные параметры центральной нервной системы, оказывая депримирующее действие и проявляя противосудорожные свойства [32].


В экспериментах по изучению действия Tau на показатели, характеризующие функциональное состояние сердечно-сосудистой системы, показано, что через короткие интервалы времени (1-60 минут) после его внутривенного введения в дозе 10-100 мг/кг крысам определяется дозозависимое повышение артериального давления главным образом за счёт увеличение ударного объёма. При этом на фоне компенсаторно возникающей брадикардии минутный объём и общее периферическое сопротивление практически не изменяются, а частота дыхания животных увеличивается на 40% [32].


При ежедневном внутрижелудочном введении Tau крысам с 1 по 6, с 6 по 16 и с 16 по 19 дни беременности крысам в дозах близкой к максимально переносимой (5,0г/кг), 1/10 LD50 для самок (0,72 г/кг) или дозе, близкой к расчётной для клинической апробации (1/100 LD50 - 72 мг/кг) доказано, что он не оказывает влияния на репродуктивную функцию и потомство животных, не обладает эмбриотропным (эмбриотоксическим, тератогенным и фетотоксическим) действием. Кроме того, продемонстрировано, что Tau назначаемый в вышеуказанных дозах, не влияет на плодовитость крыс, не изменяет количество жёлтых тел и мест имплантации, постимплантационную гибель плодов, индексы беременности и плодовитости самок, а при ежедневном энтеральном введении в дозе, равной 1/100 LD50 с 6 по 16 день беременности вызывает умеренное (5-7%), но достоверное увеличение средней массы плодов, плацент и плодно-плацентарного коэффициента, не оказывая влияния на количество родившихся живыми крысят и не изменяя показатели перинатальной смертности, физического развития потомства, а также скорости созревания сенсорно-двигательных рефлексов в период вскармливания новорожденных [32]. 


Одновременно у плодов не обнаруживается аномалий развития внутренних органов (сердца, лёгких, бронхов, пищевода, печени, кишечника, поджелудочной железы, мочеполовой системы), нижней челюсти, твердого неба, носовой полости, головного мозга, боковых, третьего и четвертого желудочков мозга и мозжечка), а назначение Tau в дозе 1/100 LD50 с 6 по 16 день беременности самок индуцирует увеличение массы тела крысят в течение их первой недели жизни [32].

Ус​та​нов​ле​но также, что по​сле сенсибилизации и последующей внутрикожной разрешаю​щей инъ​ек​ции 0,05 мл 0,01% рас​тво​ра Tau у мор​ских сви​нок и мышей реги​ст​ри​руются ми​ни​маль​ные из​ме​не​ния внеш​них признаков пове​де​ния и практически не изменяется ректальная температура, что свидетель​ст​ву​ют об отсутствии у препарата ана​фи​лактоген​ной ак​тив​но​сти. Кроме того, на мы​шах-сам​ках ли​нии СВА показано, что Tau при его четырёхкратном под​кож​ном введении че​рез день в до​зах 50 или 150 мг/кг после раз​ре​шаю​щей инъ​ек​ции не изменяет индекс воспалительной реакции и не влия​ния на реакцию ги​пер​чув​ст​ви​тель​но​сти за​мед​лен​но​го ти​па [32].


В экспериментах по исследованию влия​ния Tau на гу​мо​раль​ный и клеточ​ный им​мун​ный от​вет, основанного на определении титра агглютининов в сы​во​рот​ке кро​ви на 7, 15 и 30 су​тки после иммунизации мы​шей ли​нии СВА эрит​ро​ци​тами ба​ра​на, определении количества ан​ти​телоб​ра​зую​щих кле​ток на 5 су​тки в се​ле​зен​ке, а также дей​ст​вии пре​па​ра​та на реак​цию гиперчувствительно​сти замедленного и немед​лен​но​го ти​пов, оцениваемом в опытах на морских свин​ках, сен​си​би​ли​зи​ро​ван​ных подкожным вве​де​ни​ем 0,1мл ло​ша​ди​ной сы​во​рот​ки, показано, что Tau практически не влияет на изученные показатели [32]. 


Хроническая токсичность высокоочищенной субстанции Tau оценивалась нами в экспериментах на кры​сах, кро​ли​ках и со​ба​ках при его ежеднев​ном внутрижелудочном введении в фор​ме взве​си в 2% крах​ма​ле в дозах 50мг/кг (близ​кая к рас​чет​ной су​точ​ной для кли​ни​ческого применения), 300 мг/кг (про​ме​жу​точ​ная) и 700 мг/кг (близ​кая к 1/10 LD50) в течение 90 дней. Оказалось, что Tau, назначаемый в до​зе 50 мг/кг не вы​зы​вает отрица​тель​но​го действия на ин​те​граль​ные по​ка​за​те​ли объективного статуса и по​ве​де​ния животных (по​треб​ление пи​щи и во​ды, двигательную ак​тив​ность, реа​кции на внеш​ние раз​дра​жи​те​ли), а также на изменение мас​сы те​ла. Одновременно показано, что у при на​зна​че​нии Tau в до​зах 300 или 700мг/кг на фо​не слабо выраженных гипотермии и бради​кар​дии от​ме​ча​ет​ся тенденция к уча​ще​нию ды​ха​ния экспериментальных животных.


Кроме того, Tau в указанных до​зах практически не вы​зы​ва​ет изменений в со​дер​жа​нии эрит​ро​ци​тов и уров​не ге​мо​гло​би​на, индуцирует незначительное уменьшение числа тромбоцитов в крови, а регистрируе​мый при этом на фоне повыше​ния со​дер​жа​ния лей​ко​ци​тов умеренный ретикуло​ци​тоз свидетельствует об ак​тив​ной ре​ге​не​ра​тив​ной спо​соб​но​сти ко​ст​но​го моз​га жи​вот​ных и от​сут​ст​вии признаков уг​не​те​ния гемопоэтической тка​ни.


Об​щий ана​лиз эффектов Tau на сис​те​му ге​мо​ста​за по​зво​ля​ет сделать заклю​че​ние о том, что он об​ла​да​ет ан​ти​коа​гу​лянт​ны​м дей​ст​вием. Об этом свиде​тель​ст​ву​ет изменение параметров тромбоэластограммы (уве​ли​че​ние констан​т про​тром​би​на​зы, тром​би​на, то​таль​но​го свёр​ты​ва​ния кро​ви с одновременным умень​шением её мак​си​маль​ной ам​пли​ту​ды, кон​стан​ты эластич​но​сти сгу​ст​ка, удлинения общего вре​мени свёртывания кро​ви), свидетельствующих об угнетении процессов об​ра​зо​ва​ния тром​би​на и снижении кон​цен​тра​ции фиб​ри​но​ге​на в кро​ви. Указанные из​ме​не​ния обратимы, практически не зависят от дозы вводимого Tau, не но​сят про​грес​си​рую​ще​го характе​ра и не при​во​дят к по​яв​ле​нию кро​во​то​чи​во​сти [32].


Кроме того, хро​ни​че​ское назначение Tau в указанных до​зах не изменя​ет диурез и концентрацию гип​пу​ро​вой ки​сло​ты в моче, а, судя по пока​за​те​лям бром​суль​фа​леи​но​вого теста, концентрациям мочевины и креатинина, не влияет на вы​де​ли​тель​ную функ​цию печени и почек, обратимо увеличивая содержание общего белка, процентное содержание альбуминов и уменьшая относительный уровень глобулинов, особенно их (1, (2 и (-фракций, снижая уровень общего билирубина и умеренно активируя активность процессов переаминирования в сыворотке крови.


Кроме того, при хроническом назначении в дозе 300 мг/кг Tau оказывает обратимое липотропное действие, проявляющееся в снижении содержания общих липидов и их фракций в крови животных, а при его назначении в дозе, равной 700 мг/кг оказывает выраженный гиполипидемический эффект, оцениваемый по снижению содержания липидов, уменьшению концентраций общего холестерина, фосфолипидов, триглицеридов, (-липопротеидов и неэстерифицированных жирных кислот.


При длительном хроническом назначении Tau практически вне зависимости от назначаемой дозы и длительности введения и без выраженного влияния на активность лактатдегидрогеназы, а также уровни пирувата и лактата индуцирует умеренное обратимое снижение содержания глюкозы в сыворотке крови крыс, проявляя, таким образом, гипогликемические свойства [32].


Весовые коэффициенты головного мозга, лёгких, сердца и почек после хронического назначения Tau не изменяются, а для печени и селезенки крыс регистрируется их 15-20% увеличение. Морфологическое и гистологическое исследования органов и тканей крыс, получавших Tau в хронических экспериментах, не выявили деструктивных, дегенеративных и дистрофических изменений во внутренних органах [32].


Определение фармакокинетики вводимого внут​ри​вен​но или орально в дозе 50 мг/кг меченного 14С-Tau мышам с определением ме​то​дом нелиней​ной рег​рес​сии параметров двухкамерной мо​дели показало, что ди​на​ми​ка сред​них кон​цен​тра​ций препарата в кро​ви (рис.1) описывается приводимым ниже биэкспоненциальным уравнением:






Сt=64,1e-2,38t+10,9e-0,112t 



(1)
Из результатов, представленных на рисунке 1 и в таблице 1, видно, что период полуэли​ми​на​ции Tau со​став​ля​ет 6,16 час, он бы​ст​ро рас​пре​де​ля​ет​ся по орга​нам и тка​ням со средним пе​ри​одом по​лу​рас​пре​де​ле​ния 0.29 час. При этом кон​стан​та рав​но​вес​но​го рас​пре​де​ле​ния со​став​ля​ет 3,3, а об​щий ки​не​ти​че​ский объ​ем рас​пре​де​ле​ния в 4,3 раза боль​ше объема в цен​траль​ной каме​ре (V1), что под​твер​жда​ет ин​тен​сив​ный за​хват Tau ор​га​на​м и тка​ня​ми из кро​ви [33]
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Рис.1. Ди​на​ми​ка сред​них кон​цен​тра​ций 14С-Tau, вводимого внутривенно или орально (50 мг/кг) у мышей
Таблица 1

Фармакокинетические параметры таурина

	По​ка​за​тель
	Значение

	Ком​плекс​ный па​ра​метр для (-фа​зы, ч-1
	0.11

	Пе​ри​од по​лу​эли​ми​на​ции (t1/2), ч
	6.16

	Ком​плекс​ный па​ра​метр для (-фа​зы, ч-1
	2.38

	Пе​ри​од по​лу​рас​пре​де​ле​ния (t1/2, (), ч
	0.29

	Кон​стан​та ско​ро​сти пе​ре​но​са из цент–ральной ка​ме​ры в пе​ри​ферическую (К12), ч-1
	1.44

	Кон​стан​та ско​ро​сти пе​ре​но​са из периферической ка​ме​ры в центральную (К21), ч-1
	0.44

	Кон​стан​та ско​ро​сти эли​ми​на​ции (Кэл), ч-1
	0.61

	Об​щий кли​ренс (Clt), л/ч
	0.014

	Объ​ем рас​пре​де​ле​ния в центр. ка​ме​ре (V1), л
	0.023

	Ста​цио​нар​ный объ​ем рас​пре​де​ле​ния (Vss), л
	0.0995

	Пло​щадь под кри​вой (АИС) при вве​де​нии в ве​ну (АИСi/v) и в же​лу​док (АИСp/о), мкМ/г
	123.8

89.9

	Аб​со​лют​ная био​дос​туп​ность, %
	72.6

	Кон​стан​та ско​ро​сти вса​сы​ва​ния (К01), ч-1
	19.8

	Пе​ри​од по​лу​вса​сы​ва​ния, ч
	0.035



По​сле ораль​но​го вве​де​ния Tau он бы​ст​ро вса​сы​ва​ет​ся с максимумом кон​цен​тра​ции в кро​ви к 10 минуте (рис.1), но сред​ние значения радио​ак​тив​ности, как и сле​дует ожи​дать, при этом ни​же, чем при внутривенном введении препарата. Однако, после дос​ти​же​ния мак​си​му​ма при назначении Tau per os, его кон​цен​тра​ция экспоненци​аль​но сни​жает​ся при​мер​но с та​кой же ско​ро​стью, как и при внут​ри​вен​ном вве​де​нии. С учётом всасывания ди​на​ми​ка кон​цен​тра​ций 14C- Tau при его ораль​ном на​зна​че​нии может быть описана уравнением 2:





Ct=51,6 e-1,77t + 5,5 e-0,09t – 57,1 e-19,8t 


(2)

Из полученных результатов следует, что фар​ма​ко​ки​не​ти​че​ские параметры 14C-Tau, определённые для ораль​ного способа вве​де​ния, во многом схо​жи с таковыми при внутривен​ном способе его назначения. При этом константа ско​ро​сти всасы​ва​ния Tau из желудоч​но-ки​шеч​но​го трак​та очень высо​ка (К01=19,8 ч-1), а вре​мя дос​ти​же​ния мак​си​му​ма кон​цен​тра​ции соединения в крови (tmax) составляет 0,035 часа.


Сте​пень био​дос​туп​но​сти Tau при его пе​ро​раль​ном вве​де​нии, рассчитанная по ве​ли​чинам пло​ща​дей под кри​вы​ми кон​цен​тра​ции интегрирова​ни​ем урав​не​ния 2 при рав​но​ве​сии доз [image: image37.emf]0
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составляет 72,6%, т.е. в систем​ный кро​во​ток вса​сы​ва​ет​ся около 2/3 Tau. При этом наиболь​шие количест​ва ме​че​но​го Tau уже че​рез 10 минут ре​ги​ст​ри​ру​ют​ся в пе​че​ни и почках с последующим экс​по​нен​ци​аль​ным сни​же​нием его кон​цен​тра​ции в этих органах, сход​ным с тако​вым для кро​ви. 

Кроме того, оказалось, что в дос​та​точ​но боль​ших количе​ст​вах 14C-Tau оп​ре​де​ля​ет​ся в сер​деч​ной мыш​це (пик кон​цен​тра​ции на 45 мин), го​раз​до ни​же его со​дер​жа​ние в го​лов​ном моз​гу, что предполагает относительно пло​хое про​ник​но​ве​ние соединения че​рез гематоэнцефалический барь​ер [32].


По​лу​чен​ные нами данные по экс​кре​ции ра​дио​ак​тив​но​го Tau с мо​чой после его внутривенного, подко​жного или внутриже​лу​дочного вве​де​ния свидетельствуют о том, что он быстро экскретируется. Так, уже че​рез 3 часа после внутривенного вве​де​ния в мо​че оп​ре​де​ля​ет​ся 68,8%, а при подкожном или пероральном — соответственно 63,3 и 54,4% метки. Одновременно при внутривенном вве​де​нии 14C-Tau через 24 ча​са с ка​лом вы​де​ля​ет​ся 6,6%, а при на​зна​че​нии че​рез рот - 4,5% метки [32]. 

Расчёт экс​кре​ции 14C-Tau в течение 12 ча​сов при раз​лич​ных способах его вве​де​ния и оп​ре​де​ление его био​дос​туп​ности у крыс и мышей показали, что при на​зна​че​нии че​рез рот последняя состав​ля​ет в среднем 74,2%, а при под​кож​ном вве​де​нии - 94,5%.


Таким образом, литературные данные [1] и результаты проведенных нами токсикологическихи фармакологических исследований неспецифической активности высокоочищенной субстанции Tau доказывают, что он ма​ло токсичен для ла​бо​ра​тор​ных жи​вот​ных, не ку​му​ли​ру​ет в ор​га​низ​ме, не обла​да​ет раз​дра​жаю​щим дей​ст​ви​ем на ко​жу и сли​зи​стые, не влия​ет на репро​дук​тив​ную функ​цию и по​том​ст​во крыс, не про​яв​ля​ет аллергизирующих свойств и не ока​зы​ва​ет от​ри​ца​тель​но​го влия​ния на имму​ни​тет, а при хро​ни​че​ском его на​зна​че​нии воз​ни​каю​щие из​ме​не​ния мор​фо​ло​ги​че​ских, физиологических и био​хи​ми​че​ских по​ка​за​те​лей не но​сят по​вре​ж​даю​ще​го ха​рак​те​ра, об​ра​ти​мы и воз​вра​ща​ют​ся к ис​ход​но​му уров​ню по​сле от​ме​ны пре​па​ра​та в те​че​ние 8-10 су​ток.

Так, максимальная доза Tau, испытанная в клини​ке и не вызвавшая токсических проявлений — 15 г в день [1,23,24]. 

ГЛАВА 2. Биосинтез, транспорт и катаболизм таурина


В животных клетках, по сравнению с растительными, Tau находят в значительных количествах. Он не инкорпорируется в белки и его концентрация во многих тканях достаточно велика: наибольшее содержание его характерно для тканей сердца (10-40 (моль/г), головного мозга (2-6 (моль/г), скелетных мышц (2-15 (моль/г), где им в зависимости от вида млекопитающих представлено от 30 до 50% всего аминокислотного фонда. Так, например, у крыс Tau составляет 0,15% от общей массы тела, что соответствует его концентрации 1200 (моль/кг массы тела животных, а 75% всего пула Tau сконцентрировано в мышцах и сердце [34]. 

В головном мозге Tau — одна из пяти количественно преобладающих аминокислот (наряду с глутаматом, глутамином, ГАМК, глицином), где его концентрация видоспецифична, а распределение относительно монотонно. Большая часть его при этом сосредоточена в глие. Уровень Tau в синаптических пузырьках составляет 1% от общего содержания в головном мозге и, возможно, представляет собой нейротрансмиттерный пул [5]. Однако, пока нет данных о наличии Tau в синапсах. Кроме того, для мозга характерно эмбриональное накопление и постепенное снижение его концентрации вдвое в постнатальном периоде, хотя общий пул соединения с увеличением массы органа растет. На этом основании Tau называют "фактором роста мозга" [25, 35]. У эмбрионов и взрослых особей уровни Tau и глутамата, особенно в нервных окончаниях, отрицательно коррелируют, и снижение концентрации первого сопровождается увеличением второго [36]. 


Содержание крыс в течение трёх месяцев на диете с 3Н-Tau и 35S‑метионином показало, что 58% Tau поступает с пищей, 29% синтезируется de novo, а 13% представлено остаточным пулом тканей. При исключении Tau из диеты синтез его возрастает до 54%, а остаточный пул — до 46%. Адаптивные механизмы поддержания уровня Tau в тканях, таким образом, реализуются за счёт не только активации его синтеза, но и реабсорбции в почках [37, 38]. 


Процесс биосинтеза Tau является одним из важнейших в катаболизме серусодержащих аминокислот у большинства видов млекопитающих. Скорость синтеза варьирует между видами: она относительно высока у крыс по отношению к человеку, тогда как кошки полностью лишены способности синтезировать Tau [4]. У крыс для его синтеза используется 25% серусодержащих аминокислот, а из двух основных путей распада цистеина в печени (до пирувата или Tau) “тауриновый” составляет 70%. У людей Tau занимает значительно меньшее место в катаболизме серусодержащих соединений. Так, отношение экскретируемых сульфатов к Tau у человека составляет 45, а у крыс и мышей — 3 [34, 39]. 


В организме млекопитающих существует быстро обмениваемый (с периодом полураспада 2-4 дня) и медленно обмениваемый (с периодом полураспада 20-30 дней) пулы свободного Tau [40]. Быстро обмениваемый пул формируется за счёт пищевого Tau и его синтеза de novo. Небольшая часть этого пула пополняет медленно обмениваемый, используется для конъюгации с желчными кислотами, экскретируется с мочой и калом в виде конечных продуктов распада, образующихся под действием микрофлоры кишечника. Желчный Tau реабсорбируется в кишечнике и почках [3]. 


По скорости оборота Tau ткани млекопитающих подразделяются на 3 группы: первая — с высокой скоростью оборота (печень, почки, поджелудочная железа, надпочечники), вторая — с умеренной скоростью (легкие, селезенка, кишечник) и третья — с малой скоростью (сердце, мышцы, мозг). Уровень удельной радиоактивности введенного внутрибрюшинно 35S-Tau достигает максимума в первой группе тканей через 1 сутки после инъекции, во второй — на 2-3 сутки, а в третьей — на 4-7 сутки [40]. Период полураспада Tau у мышей, определенный по включению 35S-метионина, равняется 18,6 дня. У крыс он составляет 11,4 дня и при содержании их на бесТауриновой диете увеличивается до 15 дней [39]. 


Основным предшественником Tau является поступающий с пищей или формирующийся из метионина цистеин (рис. 2). Печень крысы за сутки окисляет около 400 (моль цистеина до Tau. Экзогенный цистин, восстанавливаясь перед его проникновением в клетку глутатионредуктазной системой до цистеина, также вносит важный вклад в пул предшественников биосинтеза Tau. У крыс за сутки на 100 г массы тела синтезируется до 35 (моль Tau, т.е. для этого используется 15-30% серы из метионина и цистеина (рис.2). При интрагастральной нагрузке цистеином из него образуется гораздо меньше (45%) Tau, чем при интраперитонеальной (83%). Это объясняется способностью клеток кишечника метаболизировать цистеин до пирувата через активацию процессов трансаминирования [37,41]. 


Хотя использование цистеина для образования Tau весьма значительно, обсуждение его роли в поддержании "тауринового" гомеостаза требует учёта процессов трансаминирования, активно протекающих в печени, сердце и почках. Так, с учетом вклада трансаминирования промежуточных продуктов на этапах синтеза Tau из экзогенного цистеина in vivo соотношение путей утилизации последнего до пирувата или Tau в печени становится равным. Цистеин может активно трансаминироваться с 2‑оксоглутаратом или пируватом с образованием меркаптопирувата, глутаминовой кислоты и аланина (рис.2) [34, 39].


Из трёх ферментов катаболизма цистеина (цистеин ‑2‑оксоглутаратамино​транс​фераза, цистеин -пируватаминотрансфераза и 3‑меркаптопируватсульфо​транс​фераза) первые два наиболее активны в сердце, а последний — в печени, почках и крови. Трансаминирование цистеина происходит преимущественно в митохондриях, а десульфурирование равномерно распределено между последними и цитоплазмой [42-45]. Процесс переаминирования цистеина стимулируется при добавлении в реакционную среду пирувата и (-кетоглутарата [46, 47]. 


Первый этап окисления цистеина до Tau осуществляется под действием цистеин диоксигеназы (КФ 1.13.11.20) [47-50]. КM для цистеина в этой реакции (печень крыс) значительно меньше, чем в цистеин-трансаминазной (КФ 2.6.1.3) реакции. Поэтому трансаминазный путь деградации цистеина становится особенно значимым при увеличении концентрации субстрата [119, 143]. Фермент очень активен в печени, мозге, сердце, селезенке и локализован преимущественно в цитоплазме [5,39,51]. Как и для целого ряда ферментов метаболизма серусодержащих аминокислот, для него характерна постнатальная активация. Полупериод его деградации в печени составляет 3,7 ч и, в отличие от других ферментов деградации цистеина, не реагирующих на избыток субстрата, увеличивается почти в два раза при парентеральной нагрузке цистеином [49, 52]. Цистеин-оксигеназа in vivo в значительной мере может активироваться гидрокортизоном и NAD+, а in vitro ингибируется кислородом, гомоцистеином и Са2+ [53]. Субстратная индукция фермента из печени крыс, осуществляемая за счет его синтеза de novo, аддитивно усиливается NAD+ или гидрокортизоном [54].


Образующийся в процессе окисления цистеина важнейший предшественник Tau цистеинсульфинат под действием митохондриальной дегидрогеназы печени в незначительной степени превращается в цистеат [55].

В сердце, почках и печени оба продукта могут переаминироваться с пируватом и 2‑оксоглутаратом [46]. У крыс 20% образующегося в печени цистеинсульфината трансаминируется до (‑сульфинилпирувата, распадающегося до пирувата и сульфита спонтанно или под действием микрофлоры кишечника [56, 57]. Избыток цистеина в диете не влияет на активность переаминирования цистеинсульфината с 2‑оксоглутаратом [37, 58]. 


Для мозга крыс показано, что цистеинсульфинаттрансаминаза и аспартатаминотрансфераза являются изоферментами с молекулярными массами 84 и 86 КД соответственно и состоят из двух субъединиц. В митохондриях выше активность первого изоэнзима, в цитозоле — второго. КM для 2-оксоглутарата у этих ферментов составляет соответственно 3·10-4 М и 1,5·10-4 М. Одновременно, концентрации аспартата и цистеинсульфината в организме гораздо ниже, чем 2‑оксоглутарата [37]. В мозге активность его трансаминирования на два порядка выше, чем декарбоксилирования [5]. Приведенные данные подтверждают важность процессов трансаминирования в метаболизме серусодержащих аминокислот и их прямую причастность к образованию Tau. 


Цистеинсульфинатдекарбоксилаза (КФ 4.1.1.29) — пиридоксальзависимый цитозольный фермент, субстратами для которого могут служить как цистеинсульфинат, так и цистеат. In vitro он реактивируется при внесении кофактора (пиридоксаль-5-фосфат-эффект), а in vivo очень чувствителен к недостатку пиридоксина: В6-дефицитная диета вызывает снижение активности фермента уже через несколько дней. В печени крыс 80% цистеинсульфината декарбоксилируется до гипотаурина (2-аминоэтансульфинат) [34, 56, 59].


Декарбоксилазная активность по отношению к цистеинсульфинату в 6-8 раз выше, чем к цистеату, что показано на примере печени крыс, мышей и собак [39]. КМ для обоих субстратов равняется 1,4·10-4 М и 4,0·10-4 М соответственно. Активность декарбоксилазы в печени с цистеинсульфинатом достигает 45, а с цистеатом — 5-10 (моль/г·ч. Активность фермента видоспецифична и слабо коррелирует с концентрацией Tau и его обменом в тканях крыс. В печени человека фермент в 100 раз менее активен, чем у крыс [34]. 


В отличие от цистеин-оксидазы, которая активируется в печени крыс избытком экзогенного метионина и цистеина, цистеинсульфинатдекарбокси​лаза наполовину ингибируется в этих условиях. У самцов активность этого фермента выше, чем у самок, а инъекции эстрадиола вызывают резкое его ингибирование. 
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Рис.2 Схема биосинтеза таурина (по A.Timbrell et.al [41]). Обозначения: ПАЛФ — пиридоксаль-5-фосфат, ФАФС — фосфоаденозилфосфосульфат, SAН — S‑аденозилгомоцистеин, SAM — S‑аденозилметионин.

Введение кортизона, наоборот, активирует фермент в печени. Наиболее активен фермент в печени, мозге, почках, а наименее — в сердце. В результате более низкой активности по сравнению с цистеин-оксидазой, декарбоксилаза может лимитировать синтез Tau в мозге [37].

В отличие от печеночной, цистеинсульфинатдекарбоксилаза в мозге менее вариабельна по активности у различных видов млекопитающих, а по своей локализации в клетке и свойствам схожа с глутаматдекарбоксилазой [35]. Глутамат in vitro ингибирует образование Tau, а высокие концентрации Tau в коре головного мозга всегда ассоциированы с низким уровнем глутамата. Глутаматдекарбоксилаза из мозга быка катализирует образование из цистеата или цистеинсульфината Tau или гипотаурина [5, 25]. 


Фермент, ответственный за превращение в печени гипотаурина в Tau, не выделен, что, вероятно, говорит о существовании в печени механизмов быстрой утилизации промежуточного продукта (гипотаурин определяется только в регенерирующей печени, видимо, из-за превалирования процесса окисления цистеинсульфината над декарбоксилированием). Известно лишь, что это процесс энзиматический, зависит от никотинамидных коферментов, in vivo активно протекает в печени, мозге и почках, а in vitro практически отсутствует. В печени крыс обнаружена гипотауринаминотрансфераза, имеющая КМ по отношению к гипотаурину 8·10-3М, а к пирувату — 1·10-3М [38, 60]. Активность этого фермента в регенерирующей после частичной гепатэктомии печени крыс не меняется [36, 39]. 


Для сердечной мышцы свойственна очень низкая цистеинсульфинат- и цистеатдекарбоксилазная активность. В опытах in vivo показано, что в миокарде всего 4-5% цистеина, добавленного в среду инкубации, превращается в Tau. Наличие наряду с этим высоких концентраций Tau в сердце дало повод для поиска альтернативных источников его образования. Им в первую очередь стал впоследствии достаточно убедительно обоснованный цистеаминовый путь [39]. 


Гипотаурин под действием высокоспецифичной оксидазы может окислятся (90%) до Tau или переаминироваться (10%) до сульфинацетальдегида [38]. Более сложным является вопрос о синтезе самого цистеамина. Фармакологические аспекты действия последнего (радиопротекторное, антиоксидантное) изучены более детально, чем пути превращений. Показано, что он является естественным продуктом обмена веществ у млекопитающих: может образовываться из меченых предшественников (метионина и цистеина) или в результате гидролиза ацетил‑КоА и экскретируется с мочой. Специфичной для цистеина декарбоксилазы не найдено, а в сердце крыс для образования цистеамина расходуется около 4% ацетил-КоА [61]. Гипотетически предполагают даже, что цистеамин может образовываться при транссульфулировании метионина до цистеина [62]. Подобно другим аминотиолам он обладает способностью образовывать дисульфиды с SH‑группами белков, и большая часть его находится в связанном состоянии. Поэтому истинная концентрация цистеамина в тканях, вероятно, в 30-40 раз превосходит определяемую (1 и 4-10 нмоль/г для печени и сердца соответственно) [63]. Одним из наиболее реальных цистеаминсодержащих продуктов является пантотеин, производное которого — 4‑фосфопантотеин — субстрат двух метаболических (до дефосфо-КоА или пантотената) потоков, регулируемых отдельно через фосфатазную или пантотеиназную реакции. Его деградация — своеобразный челнок для активации декарбоксилирования цистеина. Гидролиз с образованием цистеамина в организме животных — единственная специфическая реакция деградации КоА и производных пантотената [64]. 


Определенный вклад в тауриновый пул сердца, кроме того, вносит серин​дегидра​таза (КФ 4.2.1.13) с последующим сульфурированием образующегося из серина (-аминоакрилата фосфоаденозин-фосфосульфаттрансферазой (КФ 2.3.2.-.) до цистеата [34]. Количественно он не охарактеризован и является своеобразным шунтом транссульфурирования: сера в данном случае не переносится, как обычно, с цистеина или метионина на углеродный скелет серина, а активируется сульфурилазой до аденозин-фосфосульфата, который в киназной реакции фосфорилируется до фосфоаденозинфосфосульфата. Этот источник синтеза Tau доказан не только для сердца, но и для печени млекопитающих, где его значимость возрастает в случаях ограничения возможности синтеза Tau по другим путям [38]. 


Проблематичным пока остается существование наработки Tau in vivo по пути цистин — цистиндисульфоксид — цистеамин-дисульфоксид — гипоТаурин — Tau. Возможность такой последовательности превращений доказывается формированием цистеаминдисульфоксида in vitro и экскреции его, наряду с гипотаурином, с мочой при скармливании крысам цистеина. При даче цистиндисульфоксида с пищей собакам он определяется в печени, а экскреция Tauрохолатов с калом при этом повышается [34, 39]. 


Менее существенным источником эндогенного Tau у млекопитающих можно считать синтез его микрофлорой кишечника из сульфита или сульфата [34]. 


Na+-зависимые транспортные системы (-аминокислот, участвующие в транспорте Tau и (-Ala, выделены из мембран ретины, почек, саркоплазматических, синаптосомальных и других плазматических мембран [65]. КМ для транспорта Tau из плазмы в эритроциты составляет 1·10-4 М, процесс поступления его в клетку активируется ионами Na+ и подавляется в анаэробных условиях [5, 66]. В эпителии кишечника крыс выделена Na+-зависимая транспортная система для Tau c КМ=2,5·10-4 М; транспорт в клетки осуществляется против градиента концентрации за счет трансмембранного градиента Na+, Cl- и мембранного потенциала [65]. В клетках гепатоцитов показано наличие раздельного механизма для захвата и выхода Tau, причем захват, осуществляемый двумя насыщаемыми транспортными системами с КМ = 8,9·10-2 и 4,47·10-3М соответственно, ингибируется другими (‑аминокислота​ми, а выход значительно медленнее и не зависит от концентрации Na+ [67].


Введение 3% раствора (-аланина — структурного аналога Tau — вызывает снижение транспорта последнего в различные ткани (особенно печень) у мышей и увеличение его экскреции с мочой [68]. Гипотаурин конкурентно ингибирует транспорт Tau в клетку, а цистеат не влияет на этот процесс [69]. При высоком содержании Tau в пище скорость его транспорта в изолированных сегментах почек снижается, а адаптация к высокой концентрации Tau в пищевых продуктах проявляется у крыс уже через три дня после начала измененного питания и заканчивается на 7-10-й день. Отношение концентрации Tau в полости почечных канальцев к его содержанию во внеклеточном пространстве равно 25 и подтверждает наличие активного переноса Tau в клетку [70]. 


Концентрационный градиент для Tau по отношению к миокардиоцитам равен 400:1. Насыщаемость, специфичность и ингибирование структурными аналогами доказывает присутствие в сердце активных транспортных систем для Tau [39]. На изолированном сердце показано, что перенос Tau в клетки миокарда осуществляется с образованием промежуточного комплекса с переносчиком, удаление же К+ или Nа+ из среды инкубации на порядок снижает поглощение его миокардом [71]. Содержание Tau в диете не влияет на его концентрацию в плазме крови, что в некоторой степени говорит о высокой приспособляемости его транспортных систем [3, 5, 40]. 


Значительная часть экзогенного Tau экскретируется с мочой: получая перорально Tau, интактные крысы экскретируют около 30% поступившего с пищей соединения, а в суточной моче хорьков, которым парентерально инъецировали 14С‑Tau, содержится 26% от введенной дозы. Снижение концентрации Tau в тканях сопровождается усилением его реабсорбции в почках и уменьшением экскреции с мочой [38, 72]. Экскреция Tau с мочой видоспецифична, повышается при несбалансированном белковом питании, введении цистеина, кортикостероидов, на фоне облучения, алкогольной интоксикации, мышечной дистрофии, при гепатитах, нефритах [34].


Процент тaуро-конъюгатов с холевыми кислотами от общей суммы тaуро- и гликохолатов у млекопитающих видоспецифичен — от 5% у людей и обезьян до 80% у крыс [1]. После поступления желчи в кишечник и последующего его гидролиза Tau разлагается кишечной микрофлорой до сульфата. Это важный путь его элиминации из организма [3]. Превращение Tau до карбомоил-таурина, тaуро- и фосфотaуроциамина, определяемых в тканевых экстрактах и моче млекопитающих незначительно. Утилизация его до изотионата под действием тауриндегидрогеназы через промежуточную стадию образования в сульфацетальдегиддегидрогеназной реакции сульфацетальдегида осуществляется, как показано на крысах-гнотобионтах, лишь под действием кишечной микрофлоры [73]. 

ГЛАВА 3. Биологическая активность таурина


В этом разделе суммированы и анализируютя современные литературные сведения и результаты собственных исследований многочисленных биологических эффектов и механизмов реализации метаболической активности Tau (рис.3)

3.1. Мембраностабилизирующий и антиокидантный эффекты, антиатерогенное, кардио-, радио- и гепатопротекторное действие


В настоящее время доказано, что отдельные эффекты Tau связаны с его участием в окислительно-восстановительных реакциях. Так, например, продемонстрировано, что в культуре клеток (нейтрофилы и эозинофилы) он хлорируется, нейтрализуя НОСl, продуцируемую миелопероксидазой, формируя стабильные хлорамины и тем самым предотвращая клетки от аутолиза. Кроме того, показано, что благодаря способности реагировать с гипохлоратом (прооксидантом) и удалять его с образованием относительно стабильного таурохлорамина, Tau ослабляет повреждения ДНК, вызванные ароматическими аминосоединениями in vitro. Высокий уровень Tau и гипотaурина обнаружен также в половых железах, где предполагается, что последний, окисляясь до Tau, действует как антиоксидант [9, 74]. 
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Рис.3 Основные функции и содержание таурина в организме млекопитающих

Показано также, что in vitro Tau препятствует повреждению клеточных мембран различных тканей и клеток (скелетных мышц, миокарда, эритроцитов) внешними агентами, защищает сетчатку глаза и сперматозоиды от действия окислителей, гепатоциты — от токсического влияния СCl4, благодаря гипероксигенации подавляет перекисное окисление липидов, стабилизирует мембранную проницаемость и транспорт ионов [2, 8, 75-77].


Tau способен также предотвращать изменения внутриклеточого объёма, вы​званные изменением осмолярности плазмы. Это можно связать со его способностью модулировать уровень Ca2+ посредством понижения выхода последнего из митохондрий. Предполагается также, что Tau таким же путём, как с фосфатидилэтаноламином, может взаимодействовать с некоторыми мембранными белками, например, с фосфолипид-метилтрансферазой, нарушая структуру белков мембраны и её липидной подложки. Это, в свою очередь, может приводить к изменению функций мембраны. Следовательно, этот тип изменений в функции клеточной мембраны, или другие, например, мембранного потенциала, может привести к изменению внутриклеточной концентрации ионов (Са2+ и др.), а способность модулировать их клеточную концентрацию и, тем самым, регулировать объём клетки, может лежать в основе протекторных свойств Tau [41].


С мембраностабилизирующей функцией Tau связывают и его нейроэффекторное действие, которое подробно обсуждается нами ниже (гл.3.3), предположительно связано с модуляцией ионных потоков, изменением в мозге активности пируватдегидрогеназы, концентрации глутамата, а также подавлением высвобождения возбуждающих нейротрансмиттеров [6, 39, 78, 79]. 

Антиоксидантные и мембраностабилизирующие свойства Tau, предполагающие его антиатерогенное действие, проявляются в меньшей степени, чем у типичных представителей этой группы соединений, однако следует учесть, что Tau содержится в организме в относительно высоких концентрациях и может назначаться в больших дозах [1].


Известно также, что Таu, наряду с глицином, участвует в образовании в печени первичных желчных кислот: глико- и тaурохолатов. Синтез последних филогенетически сформировался раньше, чем гликохолатов [34]. Их присутствие способствует абсорбции липидов, липолизу, всасыванию жирных кислот в кишечнике. С другой стороны, конъюгация Tau с желчными кислотами влияет на элиминацию холестерина из организма и тем самым контролирует холестерогенез [80, 81].

Показано, что назначение Таu крысам, кошкам, индюшатам и цыплятам (1% раствор с пищей или с питьевой водой) активирует процессы конъюгации желчных кислот и увеличивает секрецию желчи [83], а при содержании крыс на высокожировой диете с добавкой Tau послед​ний подавляет подъем холестерина в печени, ингибируя его кишечную абсорб​цию [83, 84].

Кроме того, введённый в дозах 250 и 500 мг/кг массы тела Tau активирует транспорт холестерина из крови и его метаболизм до желчных кислот, а его конъюгация с холатами усиливает элиминацию холестерина и желчных кислот из организма с фекалиями, активирует транспорт холестерина из крови и его метаболизм до желчных кислот [85]. Особенно выражено гипохолестеринемическое действие Таu на фоне потребления высокожировой диеты с избытком холестерина [86,87]. Подобные результаты получены в опытах на морских свинках и крысах с экспериментальным холестазом [88]. 

Экскреция Tau происходит в основном с желчью. Он конъюгирует как с желчными кислотами, так и с ксенобиотиками (чаще — с органическими кислотами) [85]. При даче в течение 2-5 дней 0,5% раствора Tau морским свинкам увеличивается секреция желчи и замена в конъюгатах с желчными кислотами глицина на Tau, уменьшается индуцированный монооксижелчными кислотами холестаз [34]. Добавление 300-500мг Tau в диету снижает концентрацию желчных кислот и холестерина в желчи обезьян и усиливает синтез тaурохолатов у поросят [7, 89]. Возможно, что высокий уровень тaурохолатов у некоторых видов млекопитающих (например крыс) затрудняет моделирование эксперименталь​ного атеросклероза, т.к. скорость обмена желчных кислот увеличивается благодаря образованию холилтаурина. Через образование тaуро-конъюгатов с желчными кислотами осуществляется взаимосвязь стероидогенеза и метаболизма серусодержащих аминокислот [90-92].

Антиатерогенные свойства Tau могут быть также обусловлены его регуляторным действием на ключевые реакции промежуточного обмена серусодержащих аминокислот и в целом процессы формирования внутриклеточного фонда свободных аминокислот и их дериватов — биогенных аминов [5, 15, 23, 24, 79, 93-95]. Кроме того, как показано в ряде исследований, высокие концентрации Tau в тромбоцитах определяют участие этого соединения в процессах агрегации, тромбирования артерий и регуляции сосудистого тонуса [5, 96]. 

Антиатерогенное действие Tau подтверждено нами в модельной ситуации экспериментального атеросклероза у крыс-самцов линии Wistar CRL:(WI) WU BR, содержавшихся в течение 45 суток на атерогенной диете. Адекватность экспериментальной модели подтверждена нами патоморфологической характеристикой специфических изменений эндотелия сосудов [96]. Кроме того, cудя по значительному повышению уровней холестерина в печени и плазме крови опытных животных, а также концентрации малонового диальдегида, активности метаболических реакций (гексокиназа, АсТ, АлТ) и содержанию субстратов (лактата и пирувата) в печени, нами in vivo смоделирована адекватная атеросклерозу метаболическая ситуация [97, 98].


В описанных условиях дополнительное парентеральное введение Tau содержавшимся на атерогенной диете крысам индуцировало патоморфологическую и биохимическую регрессию присущих атеросклерозу признаков: cодержание холестерина в печени и плазме крови и малонового диальдегида в печени снизилось до контрольных показателей у интактных животных, практически не отличалась от нормальных значений и активность гексокиназы, повышенная более чем в 2 раза в печени животных опытной группы (рис.4), что подтверждает наличие у Tau антиатерогенных свойств. 
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Рис. 4 Концентрации свободных аминокислот и их производных в плазме крови (мкМ), печени (мкмоль/г x100), активность гексокиназы (нмоль/г/мин x100), концентрации холестерина (мг% x100) и малонового диальдегида (нмоль/г x100) в печени крыс на фоне экспериментального атеросклероза и введения таурина, 650 мг/кг


Это утверждение согласуется и с полученными нами результатами по исследованию пула свободных аминокислот в плазме крови и печени находившихся на атерогенной диете крыс, потребление которой вызвало снижение содержания АРУЦ и повышение концентрации тирозина в плазме крови, что указывает на снижение антитоксического индекса печени (так называемый индекс Фишера) [99]. При этом отмечался также явный дефицит гликогенных (глутамата, серина, глицина) аминокислот (рис.4). 


После введения Tau концентрации серина, глицина, валина, лейцина и тирозина в плазме крови возвращались к контрольным значениям (рис.4), что указывает на его способность нормализовать величину индекса Фишера, а также восстанавливать при атеросклерозе индуцированные торможениим ключевых реакций глюконеогенеза изменения в фонде гликогенных аминокислот [100].


Кроме того, в печени животных на фоне экспериментального атеросклероза повышается содержание глутамата, аланина и снижаются уровни глицина, этаноламина, фосфоэтаноламина и аммиака (рис.4). Само по себе снижение содержания этаноламина может свидетельствовать либо о нарушении деградации его предшественника серина, либо о снижении антиоксидантной защиты в печени [101, 102]. С учётом однонаправленености сдвигов в содержании этаноламина и АРУЦ при неизменных концентрациях ароматических аминокислот последнее предположение является наиболее вероятным, а повышение, в свою очередь, концентраций глутамата и аланина в печени крыс, находящихся на атерогенной диете, может свидетельствовать об ингибировании глюконеогенеза [103].


Введение Tau на фоне экспериментального атеросклеорза приводило к повышению этого соединения в печени, с одновременным увеличением в ней концентраций лейцина, изолейцина и цистина и нормализацией содержания фосфоэтаноламина (рис.4).


Таким образом, при эксеприментальном атеросклерозе Tau обладет способностью уменьшать проявления метаболического дисбаланса в плазме крови и печени, включая нормализацию фонда свободных аминокислот и их дериватов (увеличение уровня фосфоэтаноламина, соотношения АРУЦ и ароматических аминокислот).


Исследование закономерностей формирования фонда нейроактивных соединений в отделах головного мозга показало, что введение Tau на фоне атеросклероза вызывало повышение содержания ГАМК в гипоталамусе при неизменном относительно опытной группы атеросклероза содержании "возбуждающих" медиаторов (Asp и Glu), которые были достоверно повышены в среднем мозге животных (рис.5).


Последнее может свидетельствовать о нормализующем действии Tau на соотношение уровней "тормозных" и "возбуждающих" медиаторов в головном мозге при атеросклерозе, одним из звеньев патогенеза которого считают нарушения функционалой  активности ГАМК-ергической системы [104]. 
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Рис. 5 Концентрации нейроактивных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и производных в отделах мозга крыс на фоне экспериментального атеросклероза и введения таурина, 650 мг/кг (нмоль/г)


Кроме этого, при введении Tau в среднем мозге и стриатуме (рис.5) наблюдался рост содержания триптофана, тенденция к повышению содержания 5-HT и 5-HIAA, что свидетельствует об активирующем воздействии соединения на серотониновую систему исследованных структур центральной нервной системы при экспериментальном атеросклерозе, опосредованном повышением содержания предшественника — триптофана [105]. 


Введение Tau приводило также к нормализации в среднем мозге уровня тирозина, который был снижен при атеросклерозе (рис. 5). Так как известно, что повышением доступности тирозина удается активировать синтез катехоламинов в головном мозге [107, 108], можно предполагать модулирующее влияние Tau на эти показатели, что подтверждается повышением содержания дофамина в стриатуме (рис.5). 


Практически важным выводом из представленных исследований следует считать наличие у Tau адаптогенного действия на процессы формирования фонда свободных аминокислот в и биогенных аминов при атеросклерозе. Тем самым очевидно, что механизм действия Tau при атеросклерозе не исчерпывается его изветными эффектами.


Одновременно, учитывая сложность моделирования у крыс развёрнутых проявлений атеросклеротических поражений сосудов, нами для сравнения воспроизведена также модель экспериментального атеросклероза у кроликов [108], что позволило вызвать у них макроскопические изменения со стороны крупных артерий, приводящие к нарушениям регионарного кровотока, и в результате — метаболические нарушения, являющиеся следствием хронической гипоксии тканей, а не только самого атеросклероза как системной обменной патологии обмена веществ. Целесообразно при этом напомнить, что практически все известные клинические признаки атеросклероза проявляются лишь при формировании ишемических расстройств, возникновение которых возможно при наличии макроскопически определяемых поражений сосудов [109]. Макро- и микроскопическое исследование аорты кроликов опытной группы в данном эксперименте подтвердили воспроизведение её атеросклеротического поражения с выраженной картиной липоидоза [110]. 


В описываемой ситуации экспериментального атеросклероза в плазме крови и тканях кроликов нами выявлен выраженный аминокислотный дисбаланс, характеризующийся снижением содержания предшественника Tau цистина, а также гликогенных аминокислот (серина, аспартата, глутамина, валина), лейцина и этаноламина. Полученные результаты свидетельствуют о дефиците серусодержащих аминокислот, не опосредованном снижением уровня метионина, их основного предшественника [37]. Снижение на этом фоне, как и при моделировании атеросклероза у крыс, соотношения АРУЦ и ароматических аминокислот (рис.6), также является признаком угнетения антитоксической функции печени [99].


Таким образом, характер аминокислотного дисбаланса при экспериментальном атеросклерозе у кроликов (рис.6) практически не отличается от такового у крыс (рис.4), у которых воспроизведены в основном метаболические нарушения, свойственные этой патологии. Однако, только у кроликов удалось выявить явный дефицит Tau в плазме крови и тканях. Так как на этом фоне содержание цистина при нормальном уровне метионина было значительно снижено (рис.6), возможно, существует метаболический блок на уровне S-аденозилметионинсинтазы или реакций трансметилирования в печени [111].
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Рис. 6 Концентрации серусодержащих аминокислот в плазме крови (мкМ) и тканях (нмоль/г) кроликов на фоне экспериментального атеросклероза и введения таурина, 650 мг/кг в сутки, внутрижелудочно, в течение 21 суток


Кроме того, в печени опытных кроликов на фоне дефицита Tau содержание метионина и цистеиновой кислоты было выше контрольных значений, а цистина – снижено (рис.6). Это, с одной стороны, подтверждает предположение об ингибировании при атеросклерозе синтеза цистеина [112], а с другой, позволяет предположить также торможение декарбоксилирования цистеата [55]. Таким образом, снижение синтеза Tau при экспериментальном атеросклерозе, очевидно, не обусловлено изменением соотношения между окислением и переаминированием цистеина [46].


Кроме перечисленных на фоне экспериментального атеросклероза изменений, в ткани печени кроликов снижается концентрация этаноламина, что, по-видимому, не обусловлено изменением уровня его предшественника серина (рис.6) и поэтому позволяет предположить угнетение антиоксидантных функций печени [101] Последнее, в свою очередь, подтверждается низкой концентрацией цистина. При этом соотношение между концентрациями АРУЦ и ароматических аминокислот в печени изменялось за счет повышения уровня тирозина однонаправленно с таковым в плазме крови (рис.6).


В сердечной мышце опытных кроликов также обнаружено существенное снижение содержания Tau и одновременное уменьшение концентраций его предшественников (цистина и цистеата). Кроме того, в миокарде уменьшалось также содержание мочевины и гликогенных аминокислот (глутамата, глутамина, гистидина и серина) (рис.6). Тем самым дефицит Tau в миокарде на фоне атеросклероза может быть обусловлен как угнетением синтеза цистеина, так и перераспределением путей его утилизации в трансаминазноой или окисдазноой реакциях [46].


Наконец, при экспериментальном атеросклерозе в скелетных мышцах кроликов на фоне неизменных концентраций цистина и цистеиновой кислоты и повышенного уровня метионина также, как в печени и плазме крови, имело место снижение содержания Tau (рис.6).


Таким образом, в ситуации экспериментального атеросклероза у кроликов во всех исследованных тканях и плазме крови выявлен абсолютный дефицит Tau, механизмами развития которого могут быть торможение активности S-аденозилметионинсинтазы, перераспределение путей деградации цистеина в пользу его переаминирования, а также угнетение декарбоксилирования цистеата. Любой из этих механизмов, как и их сочетание, позволяет считать назначение метионина в данной ситуации метаболически необоснованным, так как основным нарушением в обмене серусодержащих аминокислот является дефицит Tau, который, как абсолютно очевидно из результатов, полученных при анализе закономерностей формирования аминокислотного фонда, не будет эффективно устраняться в применением метионина при атеросклерозе.


После применения Tau у кроликов с экспериментальным атеросклерозом макроскопические изменения стенки исследованных сосудов были менее выражены, чем при моделировании атеросклероза: ни у одного животного после применения Tau при макроскопическом исследовании не были обнаружены бляшки в брюшном отделе аорты и если у животных без применения Tau атеросклеротические бляшки практически сливались в восходящей части аорты, а также в начальном отделе грудной аорты, то у животных, получавших Tau, степень выраженности атеросклероза по этим признакам была значительно меньше (наблюдались лишь отдельные бляшки в области дуги и восходящем отделе, а также в грудной части аорты). Таким образом, морфологическая картина поражений сосудов у экспериментальных животных различалась по распространенности процесса [113]. 


Применение Tau при экспериментальном атеросклерозе у кроликов одновременно приводило к повышению его концентрации в плазме крови до контрольных значений. Нормализовалось также содержание цистина, а уровень цистеата стал ниже контрольных значений, вернулись к контрольным значениям концентрации аспартата, валина и лейцина, а уровни треонина, серина, глицина, глутамина и изолейцина увеличились и стали выше контрольных цифр интактных животных. Тем самым Tau, за счет повышения содержания АРУЦ, устранял сдвиги в соотношениях между концентрациями АРУЦ и ароматических аминокислот, значительно смягчался также существовавший дефицит гликогенных аминокислот (рис.6).


В печени кроликов после применения на фоне атеросклероза Tau его концентрация также нормализовалась, в то время как уровень цистеата имел тенденцию к дополнительному повышению, а содержание цистина оставалось сниженным (рис.6). Это подтверждает наше предположение о том, что одним из механизмов развития недостаточности Tau при атеросклерозе в печени является торможение декарбоксилирования цистеата. Тем самым назначение Tau представляется единственным возможным способом устранения дисбаланса уровней серусодержащих аминокислот в печени на фоне атеросклероза.


В миокарде концентрации Tau, цистина и цистеата после его применения также нормализовались. Кроме этого по сравнению с группой животных, не получавших Tau, повышалось содержание метионина, глицина, и лейцина, а также нормализовались измененные при атеросклерозе уровни серина, аланина, глутамата, глутамина и гистидина, что указывает на способность Tau устранять практически все проявления аминокислотного дисбаланса и одновременно подтверждает его кардиопротекторное действие при экспериментальном атеросклерозе [114]. Основными его эффектами в данном случае являются нормализация пула серусодержащих и повышение суммарного содержания гликогенных аминокислот (рис.6).


В скелетной мускулатуре кроликов при применении Tau на фоне атеросклероза также происходила нормализация его уровня; содержание серусодержащих аминокислот-предшественников при этом практически не изменялось, а концентрация метионина оставалась повышенной. При этом нормализовалось содержание серина; а цистатионина, глутамата и фосфоэтаноламина снижалось (рис.6). Снижение содержания цистатионина, обнаруженное нами в мышцах и сердце, тем самым, может быть одним из механизмов нормализующего действия Tau на уровни серина и цистина – соединений, являющихся предшественниками цистатионина [115]. 


Таким образом, применение Tau в экспериментальной модели атеросклероза у кроликов оказалось достаточно эффективным с позиций его нормализующего действия на пул серусодержащих аминокислот, гликогенных аминокислот и восстановление нормального соотношения АРУЦ и ароматических аминокислот в печени и плазме крови. Поэтому дополнительное экзогенное введение Tau с метаболических позиций представляется обоснованным для ликвидации существующего при атеросклерозе дисбаланса в обмене веществ.


Известно, что для (-аминокислот существует общая система активного транспорта внутрь клеток и поэтому введение структурных аналогов нарушает утилизацию Tau тканями и реабсорбцию его в почках. Наиболее эффективно пероральное введение инги​биторов транспорта Tau. Так, например, потребление per os 3% раствора (-аланина или его парентеральное введение крысам в дозе 3,6 г/кг приводит через сутки к гипертауринурии и снижению содержания Tau в тканях: содержание Tau в 1-й день после введения (‑аланина уменьшается в почках и печени, на 4-й день в сердце, через 2-4 недели — в кишечнике, коре головного мозга, таламусе [68]. 


Благоприятное влияние Tau на функции печени позволило рекомендовать его для лечения гепатитов и циррозов, а его внутривенное введение (16 ммоль) боль​ным циррозом печени увеличивает диурез и концентрацию Na+ в моче, снижая одновременно содержание аль​достерона в крови [11]. Пероральное назначение Tau (3 г/сутки в течение 4 недель) предупреждает возникновение судо​рог у данной категории больных [13]. Показано также, что назначение Tau (1,5г/сут) улучшает конъюгацию и секрецию желчных кислот, другие био​химические показатели и общее состояние больных с хроническим гепатитом в послеоперационном периоде [12]. Хорошие результаты получены также при лечении детей с холестазом: назначаемый по 1г в день Tau снижает содержание билирубина и жирных кислот в сыворотке крови, повышая выведение 1‑(‑гидроксилированных жирных кислот [116, 117], а у детей с муковисцидозом назначение 15-40мг/кг в сутки Таu улучшает всасывание триглицеридов, общих жирных кислот, линолевой кислоты, активирует метаболизм желчных кислот и снижает их выделение. При этом улучшение экскреторной и обезвре​живающей функций печени, индуцируемые Tau, его гепатопротекторные свойства, авторы исследований связывают с ан​тиоксидантным действием соединения и активацией медленных Ca2+- каналов [118-122].


C целью исследования закономерностей формирования аминокислотного дисбаланса при поражениях печени и выяснения механизмов гепатопротектоного действия Tau нами на изолированных паренхимальных клетках из печени белых крыс линии Wistar (ложнооперированных или с 10 суточным внепечёночным механическим холестазом, моделируемым перевязкой общего желчного протока) в экспериментах in vitro изучены закономерности формирования фонда свободных аминокислот и их производных в динамике (0, 30, 60, 90 минут) инкубации гепатоцитов. Очевидно, что такой экспериментальный подход позволяет исключить вероятное влияние процессов межорганного перераспределения исследуемых соединенений на индуцируемый холестазом аминокислотный дисбаланс.


В результате проведенных исследований нами показано, что накопление свободных аминокислот и родственных соединений в паренхиматозных клетках печени ложнооперированных животных зависит от времени инкубации и наиболее отчетливо проявляется в отношении серусодержащих (Tau, цистеин), гликогенных (треонин, глицин, серин, глутамат) ароматических и аминокислот c разветвленной углеводородной цепью (табл. 2). 

Таблица 2

Содержание свободных аминокислот и их производных (нмоль/106 клеток) в динамике инкубации изолированных гепатоцитов ложнооперированнных (К) или на фоне холестаза (Х) крыс. 

	АК
	Время от начала инкубации

	
	0
	30
	60
	90

	
	К
	Х
	К
	Х
	К
	Х
	К
	Х

	CA
	3,9 ± 0,4
	4,5 ± 0,2
	4,0 ± 0,7
	5,8 ± 0,8
	3,6 ± 0,4
	18 ± 5*
	4,1 ± 0,7
	4,6 ± 0,5

	Таu
	2,7 ± 0,4
	23  ±  12
	4,0 ± 0,7
	8,8 ± 2,7
	4,1 ± 0,4
	79 ± 33*
	4,8 ± 0,4
	23  ±  10

	Asp
	6,0 ± 0,7
	7,2 ± 1,5
	6,0 ± 1,4
	8,1 ± 1,0
	5,5 ± 0,6
	24 ± 9*
	6,2 ± 0,8
	8,1 ± 0,6

	Thr
	7,8 ± 1,5
	13 ± 1*
	24 ± 1,4
	22 ± 7,0
	25 ± 2,6
	88 ± 9*
	29 ± 3,2
	31 ± 7,6

	Ser
	4,4 ± 1,1
	11 ± 2*
	11 ± 3,2
	14  ± 5,3
	12 ± 1,2
	17 ± 14*
	29 ± 16
	27 ± 5,8

	Gly
	6,7 ± 3,0
	25 ± 10
	17 ± 4,7
	28 ± 8,4
	24 ± 3,2
	158 ± 2*
	30 ± 4,1
	37 ± 13

	Gln
	5,9 ± 2,4
	0,8 ± 0,1
	14 ± 1,2
	15 ± 9,1
	23 ± 4,1
	76 ± 16*
	32 ± 6,5
	32 ± 4,3

	Pro
	33 ± 2,3
	41 ± 11
	32 ± 9,0
	36 ± 15
	26 ± 4,3
	86 ± 39
	27 ± 5,1
	28 ± 11

	Glu
	28 ± 8,3
	53 ± 6,7
	62 ± 14
	57 ± 16
	69 ± 6,8
	258 ± 9*
	72 ± 8,8
	104 ± 9*

	Ala
	40 ± 11
	84 ± 26
	73 ± 16
	70 ± 27
	71 ± 13
	280 ± 9*
	67 ± 12
	65 ± 24

	Val
	14 ± 2,3
	34 ± 5*
	35 ± 6,9
	39 ± 13
	51 ± 6,0
	231 ± 9*
	63 ± 8,5
	97 ± 9*

	Met
	3,3 ± 0,5
	1,0 ± 0,1
	8,4 ± 0,6
	1,0 ± 0,2
	8,3 ± 1,9
	1,0 ± 0,3
	6,4 ± 0,7
	1,0 ± 0,2

	Ile
	9,7 ± 0,9
	14 ± 3,4
	31 ± 1,9
	32 ± 17
	35 ± 4,0
	136 ± 9*
	44 ± 5,3
	66 ± 6*

	Leu
	16 ± 1,6
	21 ± 1*
	41 ± 10
	50 ± 17
	58  ± 6,5
	245 ± 9*
	73 ± 9,1
	119 ± 5*

	Tyr
	0,5 ± 0,1
	33 ± 0,1
	3,5 ± 0,2
	0,8 ± 0,2
	12 ± 3,1
	87 ± 34
	11 ± 3,1
	25 ± 9,8

	PEA
	15 ± 3,2
	15 ± 2,5
	15 ± 3,1
	18 ± 5,3
	17 ± 1,7
	93 ± 19*
	17  ± 1,0
	49 ± 11*

	NH3
	101 ± 30
	239 ± 9
	186 ± 38
	355 ± 90
	168 ± 9
	801 ± 9
	187 ± 18
	260 ± 9

	Orn
	13 ± 0,5
	21 ± 4,6
	28 ± 8,4
	22 ± 8,3
	15 ± 1,7
	88 ± 15*
	18 ± 1,0
	41 ± 20

	Lys
	18 ± 3,0
	23 ± 5,6
	40 ± 13
	32 ±  18
	36 ± 6,7
	140 ± 9
	48  ± 7,4
	39 ± 6,3

	Hys
	0,5 ± 0,0
	0,8 ± 0,0
	26 ±  13
	10 ± 8,6
	12 ± 2,2
	69 ± 8*
	15 ± 2,8
	24 ± 3*



* - р<0,05 "К" по отношению к "Х"


+ - р<0,05 "Х" по отнощению к "Х+Tau"


Одновременно, отличительной особенностью формирования пула исследованных соединений в изолированных гепатоцитах крыс с холестазом является заметное "затухание" их синтеза de novo к 90 минуте с максимумом накопления этих соединений на 60 минуте инкубации. При этом на фоне увеличения содержания предшественников синтеза (серин, цистеин, цистеат) в контрольных гепатоцитах значительно увеличивается концентрация Tau, а в гепатоцитах, изолированных из печени животных с холестазом, этого не отмечается (рис.7, таб.2).
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Рис. 7. Динамические различия по фонду свободных аминокислот в изолированных гепатоцитах ложнооперированных крыс и крыс с холестазом. 

В анализируемой ситуации очевидно, что метаболическая активность изолированных из "холестазной" печени гепатоцитов в отношении синтеза аминокислот снижена, а их внутриклеточный фонд, кроме того, обедняется и за счёт пассивного выхода последних в среду инкубации через поврежденную гепатоцеллюлярную мембрану. 


При этом сравнение спектра исследованных показателей на отдельных временных интервалах инкубации показывает, что в самом начале гепатоциты животных с внепеченочным холестазом по сравнению с таковыми на фоне ложной операции содержат больше NH3, этаноламина и треонина, а в отношении АРУЦ, глицина и серина прослеживается отчетливая тенденция увеличения содержания. Примечательно, что, как описано ниже, практически аналогичные результаты были получены нами в дальнейшем при исследовании in vivo метаболических последствий экспериментального холестаза (табл.3) или в клинических условиях (глава 4) на фоне длительно существующей подпечёночной желтухи. 

Кроме того, характерно, что к 30 минуте инкубации контрольные и опытные гепатоциты in vitro практически не отличаются по уровню определяемых показателей, а к 60 отмечаются максимальная разница в их концентрациях инкубационной среде (табл.2, рис.7). При этом отчетливо видна разница в уровне аминокислот-маркёров поражения печени (АРУЦ, ароматические, серусодержащие), а также интермедиатов, субстратов и продуктов цикла мочевинообразования (аспартат, орнитин, глутамат, глутамин, аммиак), в том числе —  гликогенных аминокислот. При линейно-дискриминантном анализе спектра исследованных показателей наиболее информативными (меняющимися) в порядке убывания оказались Tau, NH3, лейцин, глутамат, лизин, глутамин и фенилаланин.


В последующем с целью выяснения механизмов действия Tau на метаболические процессы при поражениях печени нами in vivo на модели 10 суточного внепеченочного холестаза, моделируемого перевязкой общего желчного протока у белых крыс-самцов линии Wistar CRL:(WI) WU BR исследованы закономерности формироваения фонда свободных аминокислот и их производных в плазме крови и печени животных. 

Как следует из результатов, представленных в табл. 3, на фоне внепечёночного холестаза и поражения печени, подтверждённого измененями маркёрных для гепатобилиарной патологии биохимических параметров (повышением уровней конъюгированного и неконъюгированного билирубина, активацией щелочной фосфатазы и реакций переаминирования) в печени опытных животных на фоне практически пятикратного снижения соотношения незаменимых к заменимым аминокислотам (НА/ЗА) наблюдается выраженная тенденция к увеличению суммарного (Σ АК) фонда свободных аминокислот. 


При этом в печени особенно отчётливо прослеживается увеличение концентраций фосфоэтаноламина, аспартата, серина, а также снижение уровней глутамина и аланина. Характерно, что перечисленные изменения в спектре исследованных показателей касаются, прежде всего, гликогенных аминокислот (серин, аланин, глутамин, аспартат), играющих важнейшую роль в промежуточном обмене этого класса соединений, нарушение процессов синтеза и утилизации которых в печени является одним из характерных и возникающим уже на ранних стадиях гепатобилиарной патологии признаком [123-127]. Механизмы указанных нарушений оценивается чаще всего с позиций ингибирования реакций утилизации глюкозы и функционирования глюкозо-аланинового цикла [128-130]. 

Таблица 3

Концентрация (мкмоль/кг) свободных аминокислот и их производных в печени интактных (К) крыс, на фоне экспериментального холестаза (Х) и при дополнительном введении на фоне холестаза таурина (Х+Таu).

	Показатель
	К
	Х
	Х+Таu

	CA
	202 ± 18
	264 ± 72*
	282 ± 50

	Tau
	3785 ± 465
	5047 ± 1018*
	5195 ± 736

	PEA
	833 ± 80
	8090 ± 783*
	6150 ± 422+

	Asp
	4458 ± 342
	7782 ± 1178*
	7193 ± 736

	Thr
	1270 ± 184
	2836 ± 754
	1289 ± 969

	Ser
	3068 ± 314
	5400 ± 744*
	3314 ± 599

	Asn
	1068 ± 100
	1000 ± 90
	785 ± 60

	Glu
	4258 ± 328
	4950 ± 255
	3630 ± 1000

	Gln
	8541 ± 720
	1255 ± 116*
	4165 ± 1254

	Gly
	5165 ± 378
	4658 ± 856
	2070 ± 177+

	Ala
	4166 ± 920
	1028 ± 95*
	2451 ± 305+

	(-aba
	200 ± 25
	116 ± 27
	157 ± 58

	Ctr
	305 ± 40
	280 ± 30
	305 ± 60

	Val
	555 ± 81
	165 ± 48*
	120 ± 23

	Cys
	571 ± 60
	174 ± 40*
	182 ± 17

	Ctn
	115 ± 37
	68 ± 25
	74 ± 28

	Met
	217 ± 24
	315 ± 40*
	285 ± 35

	Ile
	421 ± 45
	473 ± 171
	236 ± 25

	Leu
	614 ± 71
	207 ± 69*
	342 ± 25

	Tyr
	521 ± 55
	678 ± 57*
	645 ± 51

	Phe
	464 ± 46
	974 ± 158*
	210 ± 37+

	EA
	410 ± 62
	369 ± 29
	321 ± 79

	Lys
	833 ± 87
	439 ± 59*
	522 ± 82

	His
	565 ± 43
	1476 ± 163*
	1438 ± 34

	Σ АК
	37175 ± 3875
	32802 ± 4948
	2956 ± 5823

	НА/ЗА
	1,179
	0,253
	0,123

	ССА
	4890 ± 604
	5868 ± 1195
	6018 ± 866

	АРУЦ/ААК
	1,614
	0,512
	0,816



Образование фосфоэтаноламина и серина, в свою очередь, регламентировано процессами биосинтеза и распада мембранных фосфолипидов [52, 130, 131] и повышение их содержания в печени может косвенно свидетельствовать в пользу активации процессов деградации последних, приводящих к нарушению проницаемости гепатоцеллюлярных мембран [129]. 


Кроме перечисленных сдвигов, в аминокислотном фонде печени животных с экспериментальным холестазом отчетливо прослеживается тенденция обогащения фонда свободных серусодержащих аминокислот (метионин, цистеин) и их дериватов (цистеат, Tau). В первую очередь указанный сдвиг определяется повышением концентрации Tau (табл. 3). 


Механизмы формирования дисбаланса фонда серусодержащих аминокислот и их производных в описываемой экспериментальной ситуации, как следует из анализа литературных сведений и собственных результатов, определяются нарушением процессов утилизации метионина и образования желчных солей [93]. 


Общие закономерности аминокислотного дисбаланса в печени животных с экспериментальных холестазом подтверждаются также исследованием пула свободных аминокислот и их производных в плазме крови (табл. 4), где повышение их суммарного содержания на фоне увеличения уровня этаноламина свидетельствуют о деструкции клеточных мембран, усиленном катаболизме печеночных белков и нарушении антитоксической функции печени, наряду с рядом признаков, характерных для ее поражения [132-135]. При этом необходимо отметить так же и трехкратное снижение антитоксического индекса Фишера в печени опытных животных в результате уменьшения суммарного фонда АРУЦ и увеличения концентрации ароматических аминокислот (табл. 4). 


Однонаправленность в изменениях содержания аминокислот в печени и плазме хорошо иллюстрируется результатами, представленными на рис.7, где отображены сдвиги в уровнях гликогенных, серусодержащих, разветвленных и ароматических аминокислот. 


Таким образом, полученные нами результаты подтверждают предположение о нарушении процессов утилизации аминокислот (глюконеогенез, детоксикация аммиака, реакции переаминирования, биосинтез белка do novo) и доказывает их воспроизводимость на уровнях in vitro и in vivo. Последнее является основанием для заключения, что найденные нами закономерности формирования фонда свободных аминокислот на фоне внепеченочного холестаза являются характерными для этой патологии и отражают поражение печёночных клеток при желчестазе.


Практически важным выводом из полученных на модели экспериментального холестаза результатов по аминокислотному дисбалансу в печени и плазме крови можно считать то, что они подтверждают вовлечение печени в патологический процесс и являются характерными для гепатобилиарной патологии. 


Специфичность найденных изменений для внепеченочного холестаза может быть выявлена в экспериментальных условиях изолированных гепатоцитов, где возможно исключение некоторых факторов (транспорт аминокислот кровью из мышц, энтерогепатическая рециркуляция и другие) из многочисленных патогенетических звеньев исследуемого процесса. 
Таблица 4

Концентрация (мкмоль/л) свободных аминокислот и их производных в плазме крови интактных (К) крыс, на фоне экспериментального холестаза (Х) и при дополнительном введении на фоне холестаза Таурина (Х+Таu). 

	Показатель
	К
	Х
	Х+Таu

	CA
	6 ± 3
	15 ± 5
	18 ± 5

	Tau
	195 ± 21
	305 ± 14*
	310 ± 27

	PEA
	30 ± 10
	125 ± 10*
	55 ± 14+

	Asp
	20 ± 2
	81 ± 2*
	76 ± 5

	Thr
	420 ± 120
	210 ± 35
	178 ± 20

	Ser
	460 ± 70
	860 ± 204
	941 ± 73

	Asn
	250 ± 50
	130 ± 11
	500 ± 359

	Glu
	560 ± 140
	761 ± 30
	790 ± 101

	Gln
	520 ± 80
	553 ± 24
	426 ± 41+

	Gly
	450 ± 50
	803 ± 61*
	675 ± 32

	Ala
	170 ± 10
	186 ± 8
	147 ± 16

	(-Aba
	80 ± 9
	95 ± 5
	74 ± 18

	Ctr
	80 ± 10
	143 ± 7*
	49 ± 9+

	Val
	120 ± 20
	71 ± 2
	68 ± 11

	Cys
	180 ± 30
	130 ± 4
	112 ± 12

	Ctn
	30 ± 10
	190 ± 12*
	174 ± 15

	Met
	80 ± 2
	167 ± 5*
	147 ± 14

	Ile
	100 ± 7
	137 ± 4*
	115 ± 4+

	Leu
	40 ± 10
	110 ± 5*
	86 ± 8

	Tyr
	290 ± 30
	246 ± 54
	376 ± 23

	Phe
	60 ± 10
	242 ± 25*
	156 ± 10+

	EA
	3820 ± 653
	4978 ± 494
	4975 ± 764

	Lys
	1,591
	0,397
	1,337

	His
	361 ± 43
	558 ± 31
	451 ± 49

	Σ АК
	3,917
	1,084
	1,019


* - р<0,05 "К" по отношению к "Х"

+ - р<0,05 "Х" по отношению к "Х+Tau"


Дополнительное введение Tau на фоне экспериментального холестаза оказало нормализирующее действие на уровень исследуемых соединений (фосфоэтаноламин, этаноламин, серусодержащие, ароматические, разветвленные аминокислоты) в печени (табл. 3) и плазме крови (табл. 4) животных. Особенно это заметно по аминокислотному пулу плазмы крови, где соотношение незаменимых к заменимым и уровень серусодержащих аминокислот практически нормализовались. Относительно меньшую эффективность Tau в этом отношении для печени по сравнению с плазмой крови мы склонны расценивать как результат необратимых морфологических изменений в этом органе, развивающихся на фоне моделируемого холестаза [129]. Полученные результаты суммированы на рис.8.
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Рис.8. Уровень гликогенных (ГАК), серусодержащих (ССА), ароматических (ААК) и разветвленных (АРУЦ) аминокислот в печени и плазме крови крыс на фоне экспериментального холестаза и при дополнительном введении им таурина. 


Таким образом, в результате проведенных in vitro  и in vivo исследований мы получили экспериментальное подтверждение целесообразности клинической апробации Tau в качестве фармакологического средства, способствующего ликвидации аминокислотного дисбаланса при внепечёночном холестазе.

Гепатопротекторные эффекты Tau и механизмы их реализации при поражениях печени доказаны нами также на фоне вызванного 3-кратным внутрибрюшинным введением CCl4 (1мл/кг, c интервалом 48 час) белым крысам-самцам линии Wistar CRL:(WI) WU BR токсического гепатита, который охарактеризован нами по спектру информативных для поражения печени показателям метаболического контроля: изменению концентрации маркёрных для поражения печени активностей трансаминаз, уровней пирувата и лактата (табл. 5), аминокислот и их производных в плазме крови (уменьшение концентрации серусодержащих цистеата и цистина, повышению концентрации субстратов цикла мочевинообразования цитруллина и орнитина, увеличению содержания гликогенных аминокислот валина, аспартата, гистидина и серина, а также (-аминомасляной кислоты и тирозина (табл. 6), свидетельствующих об ингибирование цикла мочевинообразования, нарушении утилизации ароматических аминокислот и процессов глюконеогенеза, а также окислительно-восстановительных реакций в гепатоцитах [51, 129, 134]. 

Таблица 5

Концентрации пирувата и лактата (мкмоль/мл) и активности трансаминаз (нмоль/мг белка/мин) в крови крыс на фоне токсического гепатита и дополнительного введения таурина (внутрижелудочно, 100 мг/кг, в течение 10 дней) 

	
	Контроль
	гепатит
	Tau
	Tau + гепатит

	PA
	0,2250 ± 0,0150
	0,122 ± 0,0091*
	0,2080 ± 0,0102
	0,190 ± 0,0222†

	LA
	2,228 ± 0,483
	0,970 ± 0,0797*
	1,847 ± 0,364
	2,980 ± 0,483†

	PA/LA
	0,1013 ± 0,0228
	0,1285 ± 0,0144
	0,1166 ± 0,0138
	0,0748 ± 0,0145†

	AST
	1,005 ± 0,125
	1,740 ± 0,287*
	0,9200 ± 0,0800
	2,083 ± 0,347*

	ALT
	0,507 ± 0,0827
	1,730 ± 0,447*
	0,560 ± 0,143
	2,840 ± 0,336*


p<0,05 при сравнении с группами

* — контроль

† — гепатит


Перечисленные изменения в уровнях аминокислот-маркёров и их производных на фоне развившегося гепатита в печени (табл. 7) были менее выражены, чем в плазме крови (табл. 6) и проявлялись повышением содержания глутаминовой кислоты и этаноламина, свидетельствующем об активации процессов переаминирования и деструкции мембран гепатоцитов [136]. Кроме этого, на фоне гепатита в печени наблюдался ряд метаболических изменений (активация гексокиназы, снижение уровней глюкозы, G6Р, пирувата и лактата (табл. 8), направленность которых свидетельствует об активации процессов гликолиза [137].


Введение Tau интактным животным вызывало снижение концентраций ароматических (фенилаланина и тирозина) и гликогенных аминокислот (аланина, аспартата, глутамина) и (-аминобутирата в плазме крови (табл. 6), а также повышение уровня фосфоэтаноламина и снижение аланина в печени (табл. 7). Перечисленные изменения свидетельствуют об активации процессов глюконеогенеза, катаболизма ароматических соединений в печени и стабилизирующем действии Tau на гепатоцеллюлярные мембраны [138,139]. 

Таблица 6

Концентрация свободных аминокислот и их производных в плазме крови крыс ((М) на фоне токсического гепатита и дополнительного энтерального введения таурина (100 мг/кг, в течение 10 дней)

	Показатель
	контроль
	гепатит
	Tau
	Tau + гепатит

	CA
	18,03 ± 0,0635
	12,34 ± 1,50*
	17,5 ± 0,212*
	12,6 ± 0,783*†

	Tau
	310,3 ± 12,2
	266,4 ± 18,6
	312,9 ± 11,4
	269,4 ± 17,6

	urea
	188,73 ± 8,90
	158,2 ± 35,7
	153,04 ± 8,19*
	307,1 ± 32,3*†

	Asp
	24,76 ± 1,75
	38,06 ± 4,97*
	20,62 ± 0,631*
	38,98 ± 9,90

	Thr
	380,3 ± 12,9
	355,7 ± 67,1
	395,2 ± 32,1
	439,7 ± 57,6

	Ser
	440,46 ± 8,77
	462,21 ± 2,72*
	406,6 ± 15,5
	428,4 ± 80,1

	Asn
	54,78 ± 6,72
	57,44 ± 5,12
	50,35 ± 4,97
	73,5 ± 12,3

	Glu
	100,0 ± 15,9
	116,04 ± 3,03
	103,46 ± 4,00
	148,5 ± 25,8

	Gln
	2024,3 ± 75,3
	1931,5 ± 65,9
	1738,8 ± 53,2*
	1733 ± 113

	Pro
	135,2 ± 12,2
	161,0 ± 84,2
	111,7 ± 15,1
	189,3 ± 30,3†

	Gly
	566,6 ± 25,3
	548,97 ± 5,91
	528,46 ± 9,51
	436,0 ± 71,1

	Ala
	497,7 ± 12,6
	604,2 ± 49,6
	398,7 ± 24,0*
	473 ± 107

	Ctr
	68,72 ± 4,82
	241,5 ± 28,7*
	61,03 ± 3,93
	65,27 ± 6,41

	(-Aba
	57,98 ± 3,18
	96,1 ± 10,5*
	48,95 ± 1,97*
	46,70 ± 1,60*

	Val
	206,19 ± 2,70
	282,13 ± 7,46*
	204,04 ± 3,20
	265,9 ± 13,2*†

	Cys
	86,64 ± 2,93
	43,39 ± 6,50*
	96,17 ± 4,31
	94,5 ± 12,7

	Met
	48,53 ± 2,45
	59,6 ± 10,2
	46,88 ± 2,19
	62,43 ± 7,90

	Ctn
	1,562 ± 0,217
	1,452 ± 0,529
	2,291 ± 0,505
	1,974 ± 0,136

	Ile
	90,83 ± 2,22
	86,6 ± 10,8
	85,90 ± 1,98
	92,79 ± 4,29

	Leu
	129,81 ± 1,20
	143,3 ± 20,7
	120,3 ± 3,62*
	150,5 ± 4,95*†

	Tyr
	81,396 ± 0,842
	149,9 ± 14,7*
	74,99 ± 0,975*
	122,8 ± 22,1

	Phe
	56,887 ± 0,596
	64,9 ± 10,7
	48,92 ± 0,698*
	86,2 ± 12,1*†

	(-Ala
	8,24 ± 1,73
	20,51 ± 9,73
	3,84 ± 0,00
	11,75 ± 1,41†

	EA
	179,42 ± 4,71
	344,9 ± 97,6
	198,07 ± 8,56
	190,9 ± 0,694*

	NH3
	616,2 ± 69,6
	1664 ± 603
	541,4 ± 16,3
	626,0 ± 51,2

	Orn
	53,11 ± 1,86
	139,9 ± 28,6*
	56,92 ± 2,42
	156,5 ± 26,8*†

	Lys
	399,4 ± 10,8
	351,8 ± 31,7
	391,0 ± 12,0
	383,9 ± 55,8

	His
	79,48 ± 1,50
	109,26 ± 3,91*
	74,66 ± 1,98
	105,3 ± 0,85*†



p<0,05 при сравнении с группами:


* — контроль


† — гепатит

Таблица 7

Концентрация свободных аминокислот и их производных в печени крыс ((моль/г) на фоне токсического гепатита и дополнительного энтерального введения Таурина (100 мг/кг, в течение 10 дней)

	
	контроль
	гепатит
	Tau
	Tau + гепатит

	CA
	0,0799 ± 0,00630
	0,0959 ± 0,00580
	0,0743 ± 0,00610
	0,116 ± 0,0194

	Tau
	1,79 ± 0,0638
	1,41 ± 0,203
	2,269 ± 0,455
	1,53 ± 0,247

	PEA
	0,798 ± 0,0809
	0,874 ± 0,0319
	1,09 ± 0,0994*
	1,12 ± 0,164

	urea
	0,579 ± 0,207
	0,436 ± 0,0415
	0,584 ± 0,236
	0,969 ± 0,271

	Asp
	3,02 ± 0,297
	3,02 ± 0,122
	2,52 ± 0,578
	3,92 ± 0,968

	Thr
	0,287 ± 0,0417
	0,323 ± 0,0696
	0,292 ± 0,0568
	0,618 ± 0,0437*†

	Ser
	0,814 ± 0,106
	0,777 ± 0,0478
	0,672 ± 0,102
	1,09 ± 0,153

	Glu
	1,57 ± 0,130
	1,897 ± 0,0621*
	1,13 ± 0,198
	3,95 ± 0,308*†

	Gln
	8,426 ± 0,255
	7,40 ± 1,03
	7,46 ± 1,78
	8,61 ± 1,34

	Gly
	1,37 ± 0,0944
	1,26 ± 0,161
	1,44 ± 0,315
	1,79 ± 0,226

	Ala
	0,827 ± 0,0672
	1,07 ± 0,116
	0,517 ± 0,104*
	1,37 ± 0,0796*

	(-ABA
	0,235 ± 0,00430
	0,268 ± 0,0246
	0,258 ± 0,00320*
	0,0983 ± 0,028*†

	Val
	0,302 ± 0,0164
	0,3804 ± 0,0359
	0,3197 ± 0,0363
	0,474 ± 0,0123*†

	Cys
	0,0712 ± 0,00530
	0,0954 ± 0,0205
	0,0899 ± 0,00830
	0,156 ± 0,0078*†

	Met
	0,0245 ± 0,00660
	0,0295 ± 0,0111
	0,0170 ± 0,00540
	0,0700 ± 0,013*†

	Ctn
	0,0108 ± 0,00290
	0,0149 ± 0,00160
	0,0129 ± 0,00200
	0,0105 ± 0,00300

	Ile
	0,0500 ± 0,00520
	0,0565 ± 0,0120
	0,0526 ± 0,0112
	0,0793 ± 0,0065*

	Leu
	0,114 ± 0,0131
	0,136 ± 0,0189
	0,0982 ± 0,0240
	0,165 ± 0,00930*

	Tyr
	0,110 ± 0,00800
	0,133 ± 0,0101
	0,129 ± 0,0207
	0,114 ± 0,0114

	Phe
	0,0316 ± 0,00360
	0,0246 ± 0,00350
	0,0262 ± 0,00700
	0,0776 ± 0,0078*†

	EA
	0,904 ± 0,0668
	1,18 ± 0,0972*
	1,007 ± 0,00960
	0,586 ± 0,056*†

	NH3
	7,59 ± 1,40
	6,45 ± 1,46
	5,44 ± 0,512
	5,27 ± 0,307

	Orn
	0,392 ± 0,0527
	0,465 ± 0,0181
	0,318 ± 0,0497
	0,658 ± 0,0374*†

	Lys
	0,358 ± 0,0349
	0,656 ± 0,193
	0,421 ± 0,110
	1,16 ± 0,109*†

	His
	0,364 ± 0,0183
	0,358 ± 0,0481
	0,315 ± 0,0811
	0,475 ± 0,0788


p<0,05 при сравнении с группами:

* — контроль

† — гепатит


При этом на энергозависимые процессы и реакции промежуточного обмена аминокислот, за исключением незначительной активации митохондриальных ALT и IDH, в печени Tau практически не влиял (табл. 8).

Таблица 8

Активность ферментов и уровни субстратов в печени крыс на фоне токсического гепатита и дополнительного введения таурина (в/ж, 100 мг/кг в течение 10 дней) PDH, AST, ALT, — нмоль/мг белка/мин; IDH, MDH — (моль/мг белка/мин

	
	контроль
	гепатит
	Tau
	Tau + гепатит

	PDH
	18,80 ± 2,99
	17,20 ± 1,53
	23,60 ± 2,42
	15,67 ± 1,48

	ASTm
	25,17 ± 1,89
	30,00 ± 2,61
	30,50 ± 1,45*
	28,83 ± 3,72

	ASTc
	138,0 ± 14,4
	136,3 ± 13,4
	136,0 ± 12,5
	149,3 ± 20,3

	ALTm
	32,17 ± 2,36
	33,67 ± 1,65
	39,17 ± 3,00
	38,40 ± 3,16

	ALTc
	344,8 ± 31,8
	305,4 ± 15,3
	278,3 ± 21,5
	282,2 ± 47,7

	MDHm
	0,186 ± 0,0402
	0,145 ± 0,0334
	0,149 ± 0,0417
	0,193 ± 0,0442

	MDHc
	0,455 ± 0,0519
	0,423 ± 0,0596
	0,484 ± 0,0681
	0,468 ± 0,0773

	IDHc
	0,0846 ± 0,0207
	0,0947 ± 0,0139
	0,102 ± 0,0081
	0,0948 ± 0,0108

	IDHm
	0,0320 ± 0,0016
	0,0375 ± 0,0035
	0,0381 ± 0,0017*
	0,0403 ± 0,0024*

	HK
	4,667 ± 0,399
	5,967 ± 0,362*
	4,700 ± 0,533
	6,017 ± 0,502

	G6PS
	0,526 ± 0,105
	0,4360 ± 0,0471
	0,4983 ± 0,0331
	0,218 ± 0,0445*†

	GL
	3,632 ± 0,584
	1,536 ± 0,235*
	3,312 ± 0,489
	2,946 ± 0,237†


	G6P
	0,2873 ± 0,0786
	0,568 ± 0,0793*
	0,3120 ± 0,0591
	0,3072 ± 0,0853


p<0,05 при сравнении с группами:

* — контроль

† — гепатит


Одновременно, применение Tau на фоне токсического гепатита вызвало в плазме крови нормализацию уровней пирувата и лактата (табл. 5), увеличение уровней мочевины и орнитина, свидетельствующих об активации цикла мочевинообразования, и повышение концентраций разветвлённых аминокислот (валин, лейцин) (табл. 6), подтверждающих активацию реакций глюконеогенеза и процессов детоксикации в печени [140]. Предлагаемые механизмы гепатопротекторного действия Tau на фоне моделируемого нами токсического гепатита подтверждаются также и выявленными при применении этого соединения изменениями в спектре свободных аминокислот печени: увеличение содержания ССА — метионина и цистина, глутаминовой кислоты, валина и снижение концентраций (-аминобутирата и этаноламина (табл. 7). Одновременно, Tau, вводимый на фоне поражения печени, практически нормализовал повышенные уровни молочной и пировиноградной кислот и глюкозы, а также активность глюкозо-6-фосфатазы в печени (табл. 8).


Таким образом, дополнительное введение Tau на фоне токсического гепатита сопровождается выраженной тенденцией к нормализации процессов формирования аминокислотного фонда в плазме крови и печени. Полученные данные могут служить метаболическим обоснованием применения Tau для коррекции аминокислотного дисбаланса, развивающегося на фоне поражений гепатобилиарной системы, вызванных токсическими агентами. 


Одновременно известно, что поражения печени токсического генеза сопровождаются функциональными нарушениями в центральной нервной системе, а одним из их проявлений является изменение метаболизма нейроактивных аминокислот (в том числе и Tau, обладающего нейромодуляторной активностью) и биогенных аминов в структурах головного мозга [6]. В этой связи нами исследованы метаболические последствия токсического гепатита в отношении процессов формирования фонда нейроактивных соединений в головном мозге и оценена возможность их коррекции экзогенным Tau.


Токсический гепатит сопровождался снижением содержания в стриатуме крыс глицина и ГАМК (табл. 9), что приводило к сдвигу соотношения тормозных аминокислот-трансмиттеров к возбуждающим. Внутрижелудочное введение Tau (ежедневно по 100мг/кг) интактным животным вызывало снижение содержания адреналина в гипоталамусе (табл. 10), при этом в стриатуме повышалось содержание норадреналина и снижалось — дофамина и его метаболитов, а также 3-MT, при неизменной концентрации предшественника (табл. 9).


Таким образом, при введении в указанном режиме, Tau способен изменять соотношение метаболических потоков в превращениях тирозина: увеличивать относительную значимость (-гидроксилирования дофамина по отношению к его О-метилированию и окислительному дезаминированию. Соотношение между дофаминовой и норадреналиновой системами в этой ситуации должно изменяться в сторону последней.


Одновременно при применении Tau в гипоталамусе экспериментальных животных наблюдалось достоверное по отношению к группе крыс с токсическим гепатитом снижение содержания аргинина, а также повышение содержания 5-окситриптофана по отношению к группе сравнения, получавшей Tau (табл. 10). В стриатуме на фоне токсического гепатита Tau вызывал снижение содержания аспартата и нормализацию уровня ГАМК, что свидетельствует о нормализующем эффекте Tau на соотношение тормозных и возбуждающих аминокислот-трансмиттеров в этом отделе мозга (табл. 9). Эффекты Tau в отношении содержания норадреналина и соединений, характеризующих дофаминовую систему, на фоне гепатита не были зарегистрированы.

Таблица 9

Содержание нейроактивных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов (нмоль/г ткани) в стриатуме крыс при токсическом гепатите (CCl4 1 мл/кг, в/бр 3-кратно, через 48 час) и ежедневном внутрижелудочном введении таурина (100 мг/кг) в течение 10 дней.

	
	контроль
	гепатит
	Tau
	гепатит + Tau

	Asp
	1973 ± 314
	1944 ± 253
	1532 ± 166
	1199 ± 172†

	Glu
	10722 ± 1219
	9409 ± 400
	8545 ± 1531
	8013 ± 1323

	Ser
	1245,7 ± 90,7
	1151 ± 172
	1131 ± 132
	1136 ± 173

	Gln
	6697 ± 385
	6690 ± 662
	7347 ± 1140
	7884 ± 1085

	Arg
	108,02 ± 7,53
	100,4 ± 14,4
	79,8 ± 10,9
	78,0 ± 11,2

	Gly
	608,1 ± 42,1
	481,5 ± 20,7*
	607,7 ± 58,6
	478,6 ± 19,7*

	Thr
	541,1 ± 60,3
	517,1 ± 74,4
	509,7 ± 45,4
	488,7 ± 86,9

	PEA
	1597 ± 227
	1447 ± 331
	1390,3 ± 61,6
	1661 ± 209

	Ala
	353,8 ± 48,3
	280,5 ± 44,4
	324,3 ± 62,2
	326,2 ± 41,0

	(-Ala
	58,87 ± 6,73
	62,91 ± 9,88
	67,73 ± 4,81
	59,29 ± 6,73

	Tau
	3792 ± 234
	3315 ± 325
	3220 ± 254
	3322 ± 187

	GABA
	1649 ± 168
	1137 ± 120*
	1865 ± 370
	1334 ± 114

	Tyr
	36,74 ± 4,32
	49,7 ± 12,4
	38,39 ± 7,67
	64,32 ± 8,24*‡

	NE
	0,580 ± 0,107
	0,588 ± 0,104
	1,559 ± 0,318*
	0,4423 ± 0,067‡

	5-HTP
	0,597 ± 0,141
	0,602 ± 0,166
	0,758 ± 0,168
	0,7109 ± 0,098

	DOPAC
	5,515 ± 0,406
	5,423 ± 0,851
	2,515 ± 0,301*
	3,973 ± 0,583

	DA
	82,56 ± 5,85
	74,50 ± 3,51
	37,46 ± 2,29*
	69,2 ± 11,0

	5-HIAA
	0,355 ± 0,186
	0,803 ± 0,171
	0,743 ± 0,162
	1,055 ± 0,142*

	Trp
	4,264 ± 0,722
	6,02 ± 1,17
	6,085 ± 0,432
	6,598 ± 0,417*

	HVA
	1,504 ± 0,181
	1,174 ± 0,355
	0,683 ± 0,183*
	1,273 ± 0,208

	3-MT
	1,0456 ± 0,088
	0,7273 ± 0,097
	0,406 ± 0,086*
	0,812 ± 0,134

	5-HT
	0,809 ± 0,216
	1,242 ± 0,324
	1,565 ± 0,402
	1,433 ± 0,342


Условные обозначения : p<0,05 при сравнении с группами

* — контроль

† — гепатит

‡ — таурин


Однако, при введении Tau на фоне гепатита в стриатуме повышалось содержание триптофана и 5-HIAA (табл. 9), что может свидетельствовать о стимулирующем действии препарата на серотониновую систему, опосредованном повышением доступности предшественника.


Это подтверждается и уже упомянутым повышением содержания 5-HTP в гипоталамусе (табл. 10). В среднем мозге также было зарегистрировано повышение содержания триптофана и, кроме того, повышалось содержание дофамина по отношению к группе животных с токсическим гепатитом (табл. 11). Наконец, во всех исследованных отделах мозга при применении Tau на фоне гепатита повышалось содержание тирозина, достоверное по отношению ко всем остальным экспериментальным группам (табл. 9- 11).

Таблица 10

Содержание нейроактивных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов (нмоль/г ткани) в гипоталамусе крыс при токсическом гепатите (CCl4 1 мл/кг, в/бр 3-кратно, через 48 час) и ежедневном внутрижелудочном введении таурина (100 мг/кг) в течение 10 дней.

	
	контроль
	гепатит
	Tau
	гепатит + Tau

	Asp
	1046 ± 121
	1841 ± 590
	896 ± 200
	862 ± 109

	Glu
	5592 ± 706
	6129 ± 862
	4683 ± 1053
	4040 ± 466

	Ser
	912,9 ± 95,2
	1413 ± 557
	744,2 ± 78,0
	686,4 ± 59,1

	Gln
	5667 ± 482
	8020 ± 967
	5194 ± 706
	6159 ± 813

	Arg
	99,5 ± 12,0
	126,50 ± 7,03
	110,81 ± 7,24
	93,4 ± 10,5†

	Gly
	855,8 ± 84,8
	950 ± 130
	901,8 ± 45,6
	994,4 ± 90,8

	Thr
	293,5 ± 28,1
	382,4 ± 62,0
	277,8 ± 52,1
	271,0 ± 38,0

	PEA
	1547,7 ± 98,1
	1509 ± 206
	1490 ± 229
	1426,0 ± 29,0

	Ala
	205,9 ± 48,6
	181,9 ± 50,0
	143,8 ± 43,5
	97,7 ± 26,5

	(-Ala
	97,6 ± 20,0
	103,2 ± 16,9
	77,96 ± 8,03
	92,9 ± 11,2

	Tau
	1768 ± 211
	1964 ± 608
	1544,0 ± 90,9
	1501 ± 129

	GABA
	2856 ± 302
	3286 ± 360
	3122 ± 309
	3024,7 ± 94,8

	Tyr
	32,04 ± 3,92
	37,41 ± 6,38
	49,94 ± 7,62
	96,58 ± 3,13*†‡

	NE
	3,925 ± 0,474
	4,207 ± 0,340
	3,778 ± 0,336
	3,695 ± 0,353

	E
	0,4795 ± 0,054
	0,499 ± 0,134
	0,291 ± 0,030*
	0,479 ± 0,115

	5-HTP
	0,817 ± 0,120
	0,7866 ± 0,081
	0,6788 ± 0,018
	0,8169 ± 0,049‡

	DOPAC
	0,2649 ± 0,045
	0,3057 ± 0,080
	0,2644 ± 0,049
	0,3510 ± 0,098

	NM
	0,252 ± 0,0306
	0,2926 ± 0,056
	0,2652 ± 0,016
	0,3106 ± 0,016

	DA
	3,096 ± 0,976
	2,496 ± 0,348
	1,877 ± 0,409
	2,334 ± 0,269

	5-HIAA
	0,3547 ± 0,091
	0,437 ± 0,150
	0,535 ± 0,195
	0,2807 ± 0,077

	Trp
	8,10 ± 1,94
	8,43 ± 2,32
	10,674 ± 0,864
	12,52 ± 2,09

	HVA
	0,1207 ± 0,024
	0,1277 ± 0,014
	0,1168 ± 0,026
	0,1366 ± 0,021

	5-HT
	1,686 ± 0,399
	1,890 ± 0,567
	2,013 ± 0,638
	1,500 ± 0,385


Условные обозначения : p<0,05 при сравнении с группами

* — контроль

† — гепатит

‡ — таурин


Отсутствие изменений в показателях дофаминовой системы в этих условиях может говорить о тормозящем действии Tau на синтез дофамина или об усилении синтеза медиатора в норадреналиновой системе [106]. Более вероятным является второе предположение, так как в среднем мозге у этой группы животных повышалось содержание норметанефрина (табл. 11), который можно рассматривать как маркер синаптического выброса норадреналина. Это повышение было достоверным по отношению к группе с гепатитом, а также к интактным животным, но не к группе крыс, получавших Tau.

Таблица 11

Содержание нейроактивных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов (нмоль/г ткани) в среднем мозге крыс при токсическом гепатите (CCl4 1 мл/кг, в/бр 3-кратно, через 48 час) и ежедневном внутрижелудочном введении таурина (100 мг/кг) в течение 10 дней.

	
	контроль
	гепатит
	Tau
	гепатит + Tau

	Asp
	1125,1 ± 68,3
	1343 ± 153
	968,9 ± 53,8
	1367 ± 352

	Glu
	5040 ± 592
	4981 ± 539
	4317 ± 155
	4362 ± 811

	Ser
	645,8 ± 95,2
	639 ± 112
	503,8 ± 31,8
	725,1 ± 62,5‡

	Gln
	4067 ± 470
	4548 ± 426
	3340,3 ± 86,7
	5603 ± 1178

	Arg
	127,56 ± 5,09
	111,8 ± 15,5
	127,4 ± 16,4
	136,60 ± 7,75

	Gly
	1348 ± 165
	1343 ± 209
	1578 ± 271
	1173 ± 101

	Thr
	287,0 ± 31,5
	300,1 ± 32,9
	284,3 ± 34,7
	459 ± 143

	PEA
	883 ± 105
	948,5 ± 78,2
	1103,8 ± 68,2
	956 ± 130

	Ala
	175,1 ± 12,4
	171,2 ± 24,2
	145,7 ± 15,5
	170,8 ± 50,7

	(-Ala
	89,02 ± 5,79
	100,9 ± 13,1
	103,24 ± 8,28
	100,5 ± 14,3

	Tau
	1633 ± 220
	1283 ± 199
	1735 ± 134
	1177 ± 100‡

	GABA
	2480 ± 271
	2488 ± 138
	2952 ± 164
	2464 ± 296

	Tyr
	25,92 ± 2,61
	34,96 ± 5,18
	24,72 ± 2,61
	62,77 ± 8,96*†‡

	NE
	0,941 ± 0,171
	0,7875 ± 0,0644
	1,237 ± 0,344
	0,9346 ± 0,0570

	5-HTP
	0,541 ± 0,104
	0,4874 ± 0,0723
	0,801 ± 0,121
	0,654 ± 0,125

	DOPAC
	0,265 ± 0,037
	0,1697 ± 0,0388
	0,2245 ± 0,0546
	0,1964 ± 0,0459

	NM
	0,318 ± 0,039
	0,3335 ± 0,0320
	0,4378 ± 0,0656
	0,479 ± 0,049*†

	DA
	0,700 ± 0,258
	0,3537 ± 0,0607
	0,568 ± 0,222
	0,6038 ± 0,091†

	5-HIAA
	0,201 ± 0,078
	0,2215 ± 0,0514
	0,361 ± 0,112
	0,2743 ± 0,0476

	Trp
	4,852 ± 0,746
	5,692 ± 0,778
	6,583 ± 0,680
	7,135 ± 0,513*

	HVA
	0,053 ± 0,013
	0,0446 ± 0,0063
	0,0576 ± 0,0070
	0,0559 ± 0,0083

	5-HT
	0,782 ± 0,247
	0,728 ± 0,157
	1,141 ± 0,253
	0,784 ± 0,153


Условные обозначения : p<0,05 при сравнении с группами

* — контроль

† — гепатит

‡ — таурин


Таким образом, Tau при его внутрижелудочном применении на фоне токсического гепатита, индуцируемого введением CCl4, способен оказывать нормализующее действие на ряд метаболических звеньев синтеза и деградации нейроактивных соединений в центральной нервной системе, нарушение которых наблюдается при печеночной энцефалопатии [141]. Механизмы действия Tau при этом включают в себя: нормализацию соотношения тормозных и возбуждающих аминокислот-трансмиттеров, изменение функционально-метаболических соотношений между дофаминовой и норадреналиновой системами ствола мозга в сторону последней, увеличение доступности предшественника в серотониновой системе. С этих позиций применение Tau для коррекции функциональных сдвигов в центральной нервной системе при сочетанных поражениях печени может считаться обоснованным.


Показано также, что повышение экскреции Tau из организма — одна из наиболее ранних реакций на ионизирующую радиацию. При этом сам Tau обладает радиопротекторными свойствами. Так, описано положительное влияние Таu на картину периферической крови при радиационном воздействии на организм. Многочисленными экспериментальными исследованиями продемонстрировано, что в ранние сроки (первые 5-6 часов) после воздействия ионизирующей радиации экскреция Таu у с мочой у крыс возрастает почти в 10 раз, а его противолучевое действие проявляется в увеличении выживаемости облученных животных и резистентности форменных элементов крови к действию радиации. Tau способствует также пострадиационному восстановлению последних и нормализует энергетический, углеводный, белковый и гормональный обмены веществ. Указанные свойства Tau убедительно обоснованы Е.И.Ярцевым и соавторами [1, 72]. 


На этапе доклинического изучения неспецифической фармакологической активности Tau нами продемонстировано, что его пероральное введение (однократно, в дозе 1г/кг) облученным мышам (600 и 700 р) на третьи сутки после воздействия ионизирующей радиации статистически значимо (Р<0,01) увеличивает на 20% их выживаемость. Эффективным оказалось и четырехкратное введение Таu в дозе 200 мг/кг облучённым (700 р) крысам также эффективно, приведшее к увеличению их выживаемости на 29,4% [32]. 

Кроме того нами показано, что Таu, практически не изменяя общей динамики развития лейкопении у облученных (600 рад) крыс, к 7-10 дню эксперимента вызывает у них нейтрофилез, менее выраженную депрессию лимфоцитов и восстановление общего количества лейкоцитов в более ранние сроки по сравнению с облучённым в той же дозе контролем. При этом масса (весовые индексы) лимфоидных органов (тимус, селезенка) оказалась статистически значимо выше у крыс, получавших Tau, по сравнению с облучённым контролем [32]. 


Еще более выраженные эффекты, подтверждающие радиорпотекторное действие Tau, получены нами на облученных (600 рад) кроликах, у которых, кроме вышеперечисленных, измененний, обнаружено повышение фибринолитической активность крови, снижение содержания гликогена в печени и уровня глюкозы вкрови. Показано также, что Таu (внутрибрюшинно, четырёхкратно, 200мг/кг массы тела) на фоне облучения крыс стимулирует гликогенсинтетическую функцию печени и снижает гипергликемический эффект радиации [32].


В серии доклинических испытаний радиозащитных свойств Tau с целью изучения влияния различных доз и режимов его введения на выживаемость мышей при их (-облучении в дозах от 6,0 до 8,0Гр мы подвергали животных общему равномерному (-облучению на установке УГУ-420 от источника 60Со при средней мощности дозы излучения 0,5-1 Гр/мин., а радиозащитное действие Tau на протяжении 30 суток после облучения сравнивали с эффективностью эталонных радиопротекторов (цистамина и мексамина). 


Оказалось, что при облучении контрольных мышей в дозе, равной 6,0Гр в течение 30 суток выживает 43,7% животных. Tau, назначаемый им энтерально однократно в дозах 100мг/кг увеличивает выживаемость мышей до 75,0%. Сходный эффект Tau зарегистрирован нами и при других режимах (трехкратное профилактическое введение до или лечебное введение cсоединения после облучения) его введения. 


Кроме того, однократное энтеральное или парентеральное введение Tau в дозе 1300 мг/кг за 30 минут до облучения повышает выживаемость мышей в среднем до 41,7%. Его радиопротекторное действие проявляется и при назначении препарата однократно в дозе, равной 650 мг/кг до или на 2 и 5 сутки после облучения, а также в режиме четырёхкратного введения на 1,3,5 и 7 сутки после воздействия радиации [32]. 


Tau при его однократном энтеральном за 30 минут до или при ежедневном назначении в течение 3 недель после облучения в дозе 100мг/кг, которая сравнима с терапевтическими дозами препаратов сравнения (цистеамина и мексамина), оказывает сходное с ними по эффективности действие на выживаемость мышей. Соединение оказалось также эффективным и при его назначении в дозе 300 мг/кг на 1,3,5 и 7 сутки после четырехкратного облучения или (в дозе 100мг/кг) на фоне ежедневного облучения в течение 3 недель [32]. 


Результаты хронических экспериментов по влиянию различных доз и режимов введения Tau на выживаемость крыс в течение 30 суток после их (-облучения в дозах, равных 7,0 — 8,0 Гр показали, что препарат назначаемый энтерально однократно за 30 мин до облучения или четырёхкратно на 1,3,5 и 7 сутки после облучения практически в 2 раза повышает их выживаемость: с 33,3 в контроле до 69%. в опыте, а назначаемый в той же дозе четырежды или в течение 3 недель после облучения крыс (9,0 Гр) не оказывает влияния на их выживаемость, увеличивая только продолжительность жизни животных.


Одновременно, на фоне развивающейся у крыс острой лучевой болезни Tau нивелирует наиболее выраженные к 12 суткам после облучения характерные изменения (постлучевая ретикулоцитопения, анемия, лейко-, нейтро- лимфопения и тромбоцитопения), практически не оказывая в первые две недели после облучения значимого влияния на содержание гемоглобина и эритроцитов в крови. При этом назначение Tau в дозе 100мг/кг облучённым (6-8Гр) крысам на 12 день индуцирует, хотя и не достигающего контрольных значений в циркулирующей крови интактных животных, увеличение на 134,8% количества тромбоцитов по сравнению с облучённым контролем [32].


Однако наиболее выраженные изменения отмечаются в динамике изменения количества лейкоцитов в крови получавших Tau облученных опытных крыс: начиная с 5 дня эксперимента содержание лейкоцитов в периферической крови у них статистически значимо выше цифр, регистрируемых в эти же сроки у контрольных животных , а к 15 дню опыта этот показатель практически приближается к цифрам до облучения (у контрольных животных данная реакция регистрируется только к 20 дню эксперимента).


Назначение животным Tau уменьшает также выраженность вызванных облучением изменений в лейкоцитарной формуле: уже начиная со вторых суток после облучения Tau предупреждает депрессию лимфоцитов, а к концу эксперимента (на 30 сутки) количество лимфоцитов у опытных крыс статистически значимо выше, чем у контрольных, превышая даже значения исходного фона [32]. 

Еще более интенсивно восстанавливается у получавших Tau крыс количество нейтрофилов: начиная с 5 дня эксперимента уровень сегментоядерных нейтрофилов приблизитнельно в 2 раза выше, чем у контрольных животных, а уровень палочкоядерных увеличивается в среднем 5,5 раза, превышая при этом в последующие дни опыта значения исходного фона. 


Tau в указанных режимах введения начиная с 9 дня после облучения предупреждает также вызванную радиационным воздействием депрессию эозинофилов, а с 15 и в последующие дни эксперимента индуцирует эозинофилию, практически не оказывая действия на исходное содержание моноцитов.


Результаты экспериментов по влиянию вводимого ежедневно в течение 3 недель в желудок в дозе 100 мг/кг Tau после облучения на изменённые гематологические показатели крови (снижение степени угнетения лейкопоэза, прогрессирующей лейкопении, анемии) облучённых (6,0 Гр) кроликов также подтверждают его радиозащитное действие. При этом режиме введения действия на количество тромбоцитов Tau практически не оказывал [32].


Кроме того нами показано, что при энтеральном введении (100 мг/кг ежедневно в течение 3 недель или 300 мг/кг четырежды на 1,3,5 и 7 сутки после облучения (6,0 Гр) Tau препятствует снижению массы и весовых коэффициентов лимфоидных органов (селезенка — на 60,2%, тимус на – 26,2%) животных. Так, на 9 день после облучения весовые коэффициенты селезенки получавших Tau крыс на 47,6%, а тимуса – на 300% были выше, чем у соответствующего контроля [32]. 


Таким образом, проведенные нами эксперименты свидетельствуют о выраженных противолучевых свойствах Tau: назначаемый в различных дозах и различных режимах введения, он увеличивает послерадиоционную выживаемость мышей и крыс, препятствует депрессии форменных элементов крови и весовых коэффициентов лимфоидных органов, что позволяет рекомендовать его в качестве противорадиационного средства при лучевых поражениях.


Высокая концентрация Tau в сердце, стабильность его уровня в экспериментальных условиях и антенатальное накопление в миокарде свидетельствуют о его важной роли в функциональной деятельности этого органа. Уровень Tau в сердце меняется при ряде патологических состояний: он повышается при ин​фаркте миокарда, длительной адренергической стимуляции (стресс) и форми​ровании застойной сердечной недостаточности, в том числе вызванной в экс​перименте введением ионотропных препаратов потере Са2+ [142, 143]. 


В опытах на изолированных сердцах кроликов и у кошек in situ Tau оказывает положительное инотропное действие. При недостаточности Таu в пище животных развиваются симптомы кардиомиопатии [144, 145]. Высокую эффективность проявляет Tau при формировании застойной сердечной недостаточности у кроликов [146, 147], а на различных моделях аритмии показано, что Таu у крыс и собак (100 мг/кг внутривенно) оказывает выраженное противоаритмическое действие. Кроме того, Таu предупреждает развитие некротических изменений миокарда, вызванных изадрином и норадреналином, или двухчасовой окклюзией левой коронарной артерии. Высокую эффективность проявляет Таu при формировании застойной сердечной недостаточности у кроликов, препятствуя прогрессированию аортальной недостаточности, нормализует работу сердца у крыс при гипоксии и гемодинамической недостаточности [148]. На основании экспериментальных данных препарат применяется в клинике для лечения больных хронической застойной недостаточностью сердца [19] и кардиомиопатией [18], назначение которым Tau в дозе 3г в сутки в течение 6 недель улучшает работу левого желудочка.


Показано также, что Tau (внутрь 50-400 мг/кг или 1% с пищей) снижает артериальное давление у крыс при спонтанной гипертензии, гипертонии, вызванной введением дезоксикортикостеронацетата или нефрэктомией. При этом у животных, кроме снижения артериального давления (главным образом систолического), уменьшается частота сердечных сокращений и содержание катехоламинов в плазме. У нормотензивных крыс артериальное давление действием Tau не изменяется [20].


Влияние Tau на сокращение сердечной мышцы через модуляцию ионых потоков (например, Na+ или Ca2+), позволяет применять его при различных патологических состояниях сердца [21]. Так, добавление Tau в аминокислотный раствор для холодового паралича сердца при обводных операциях, позволяет нормализовать концентрации внутриклеточных аминокислот после операции [149]. Предоперационное внутривенное введение Tau при таких операциях понижает липидную пероксидацию и уменьшает разрушение клеток [150].


Как уже указывалось, многочисленные физиологические и фармакологические эффекты Tau зачастую удовлетворительно объясняются изменением концентраций цитоплазматического и мембраносвязанного Са2+. На этом основании выдвигается предположение о функции Tau как универсального модулятора уровня цитоплазматического Са2+ и своеобразного природного "внутриклеточного антагониста кальция". Хелатируя двухвалентные катионы (Zn2+, Mg2+, Ca2+) Tau тем самым активирует глутаминсинтетазу и Na+, К+-зависимую АТФ-азу [5, 23]. 


Так, доказано, что Tau изменяет метаболизм фосфолипидов миокардиоцитов двумя способами: первый — влияние опосредованный инозитол трифосфатом на выход Са2+ из внутриклеточного пространства, второй — метилирование фосфатидилэтаноламина, а фосфатидилхолин, образующийся в результате этой реакции, в свою очередь, влияет на уровень кальция посредством Ca2+-транспортеров (особенно — на обмен Na+ - Ca2+). Продемонстрировано, что снижение активности этого обмена и связанная c ним функция миокарда восстанавливаются при этом таурином [41].


Мембраностабилизирующее, антиаритмическое, ионотропное и нейромодуляторное дейст​вие Tau на миокард могут, как уже указывалось выше, объясняться его взаимодействием с Са2+ ещё и потому, что около 8% Ca2+ в миокарде связано с Tau, а механизмы влияния Tau на функциональную деятельность сердца объ​ясняются усилением АТФ-зависимого связывания Са2+ сарколеммой (Са2+‑зависи​мое стабилизирующее действие), повышением концентрации К+ в миокардиоцитах и регуляции потока Na+ из них [5]. Кроме того, стабилизация мембранной проницаемости клеток миокарда может быть связана с конформа​ционными изменениями самой мембраны, так как сам Tau является цвиттерионом [39,147,151].


Показано также, что Tau оказывает протекторное действие на миокард, предупреждая нейтрофил-индуцированное поражение миокардиоцитов при реперфузии изолированного сердца [152], а включение Tau в состав кардиоплегического раствора при операциях с использованием искусственного кровообращения сопровождается выраженным кардиопротекторным действием в период аноксии и реперфузии, спобствует сохранению энергетического резерва и сократительной способности миокарда, обеспечивая полноценное восстановление функции сердечной мышцы в постперфузионном периоде [153].


Tau составляет 40% от суммарного содержания аминокислот сетчатки глаза, где активны практически все пути его синтеза. Он улучшает трофические процессы в сетчатке [153], стимулирует пролиферацию пигментного эпителия [154], снижает внутриглазное давление у кроликов при различных моделях глау​комы за счет снижения продукции водянистой влаги и активации окислитель​ных процессов [155], предупреждает повреждение глаз кроликов гипохлорной кислотой [156]. Концентрация Tau в клетках сетчатки в 400 раз выше, чем во внеклеточной жидкости, увеличивается при темновой и уменьша​ется при световой адаптации [1]. Процесс накопления Tau сетчаткой и его выхода, происходит относительно быстро: полупериод составляет 1час После введения 3Н-Tau внутрь стекловидного тела он накапливается в клетках ядер​ного слоя сетчатки [39], а выход Tau из них стимулируется светом, что предпо​лагает его участие в регуляции циркадных ритмов [76]. Все это указывает на важную роль Tau в зрительном акте и участие его в передаче нервного возбуж​дения в сетчатке, где он выполняет функции не только нейротрансмиттера, но и осморегулятора, регулятора Са2+ гомеостаза, ингибирует фосфорилирование специфических мембранных белков. При этом Tau стабилизирует клеточные мембраны и свя​зывает гипохлорит, генерируемый пигментным эпителием [38]. 


Исследования апикальной мембраны бычьей сетчатки выявили наличие в ней двух особых транспортных систем, использующих в качестве субстрата как Tau, так и ГАМК, причем свойства этих систем для Tau сходны, а для ГАМК имеются существенные различия [157]. Считают, что одним из механизмов дейст​вия Tau в сетчатке являются дозозависимое накопление Са2+ фоторецепторны​ми клетками и их деполяризация [5].

У нас в стране 4%-й раствор Tau ((ФС 42-3036-94, регистрационное удостоверение 86/1126/5), фармакопейное название "тaуфон") рекомендован в качестве препарата [26] в форме глазных капель и подконъюнктивальных инъекций для лечения многих глазных заболеваний: дистрофических поражений сетчатой оболочки глаза, в том числе тапеторетинальной дегенерации; при дистрофиях роговицы и желтого пятна; старческих, диабетических, травматических и лучевых катарактах, осложненной миопии, а также как средство для стимуляции восстановительных процессов при травмах роговицы [158]. Есть данные об эффективности "тaуфона" при открытоугольной глаукоме [159].


Показано также, что при внутривенном введении Tau в дозе 15 или 25 мг/кг массы тела бере​менным самкам обезьян возрастает его концентрация как в плазме крови мате​ри, так и у плода, что говорит о существовании его трансплацентарного транспорта [38], а определение скорости оборота меченого Tau и его субклеточной локализации в мозге при поступлении от матери к плоду позволяет предполагать существова​ние там нескольких (в митохондриях и микросомах) необмениваемых его пулов [3, 149]. 


Роль Tau в центральной нервной системе до конца не ясна. Доказано, что Tau ингибирует передачу нервных импульсов, оказывая угнетающее дей​ствие на функции последней, а заключение о нейромедиаторных функциях этого соединения базируется на его взаимодейст​вии (влияние на захват и высвобождение) с нейротрансмиттерами (ГАМК) или их рецепторами, стабилизации нейромембраны и подавлении нейрональной активности, регуляции внутриклеточного уровня Са2+ [5]. С этой точки зрения более вероятна модуляторная, нежели нейротрансмиттерная роль аминокислот в проведении нервного импульса [35, 66, 161, 162]. Тем не менее, допускается существование отдельных от ГАМК и глицина специфических постсинаптичес​ких "тауриновых" рецепторов, предполагается даже наличие тауринсодержа​щего нейронного пути (от обонятельных луковиц в коре) [39]. последние ис​следования кинетических и фармакологических свойств туриновых рецепто​ров показывают, что в предположении модели связи Tau в единственном участ​ке их Кd = 92 нМ, Вmax = 6,0 пмоль/мг белка. Связь Tau с рецептором высокоспе​цифична и не подвержена воздействию агонистов и антагонистов других рецеп​торов, одно- и двухвалентных анионов и нуклеотидов и вторичных переносчи​ков (АTP, АDP и др.), но подвержена мощному (более 50% связей) ингибирова​нию аналогами Tau (гомотаурин и гипотаурин), цистеиновой кислотой, (‑аланином, валином, тирозином и цистеином [162].


Доказано также, что Tau стимулирует на ранних этапах развития рост аксонов и транспорт в них макромолекул, является потенциальным предшественником нейропептидов и контролирует ионный обмен в мозге [5, 6]. Однако, до тех пор, пока не будут идентифицированы тауринергические нейроны, изолирова​ны специфические рецепторы, найдены агонисты, можно считать, что он игра​ет более универсальную, чем нейротрансмиттерная, нейроэффекторную роль. В этой связи необходимо указать на существующие отличия между классически​ми нейромедиаторами (ацетилхолин, биогенные амины) и нейроактивными аминокислотами. Последние содержатся в мозге в гораздо больших концентра​циях, рассредоточены относительно равномерно и за немногим исключением не утилизируются в синаптической области. 

Более того, участие аминокислот в межуточном обмене, энергопродукции, синтезе белка и пептидов затрудняет интерпретацию экспериментальных результатов с точки зрения специализиро​ванной функции в нервной передаче. Все это предполагает для реализации нейромедиаторной функции наличие активных систем деградации этих соеди​нений или же альтернативного присутствия эффективных механизмов транс​порта. 


Для мозга доказано существование двух насыщающих систем активного транспорта Tau. Одна из них работает при низких (Кm=5·10-7 М), вторая — при высоких (Km=5,8·10-3М) концентрациях Tau. Процесс поглощения Tau срезами мозга мышей строго зависит от присутствия ионов Na+ и соответствует кинети​ке насыщения. При низких концентрациях Na+ изменяется скорость оборота переносчика, а не аффинность связывающих сайтов [78]. Tau аккумулируется в основном синаптосомами и клетками глии. Перенос его в синаптосомы, оп​ределенный по включению 35S-Tau, энерго- и термозависим, а ионы Nа являют​ся положительными эффекторами транспортной системы [5]. Именно увели​чением поступления Tau из крови в период постнатального развития объясняют рост его концентрации в мозге при одновременном снижении там активности цистеинсульфинат-декарбоксилазы. При этом показано, что Tau относительно плохо проникает через гематоэнцефалический барьер: равновесие между плаз​мой и мозгом при парентеральном введении 35S-Tau наступает через двое суток [3, 36]. Содержание крыс на диете с добавкой Tau (50 мг/мл) приводит на вторые сутки к повышению концентрации в плазме, целом мозге и его отделах Tau (особенно там, где его исходный уровень меньше), глутамата, аспартата, глицина и снижению — аланина [163]. Показано также, что выход Tau из астроцитов коры мозга и церебеллума и нейронов ядер мозжечка крыс является следствием клеточного роста [164].


В изучении биохимического действия Tau наряду с разработкой основной рабочей гипотезы о его стабилизирующем влиянии в отношении возбудимых структур, акценты сейчас фиксируются на механизмах изменения уровня ней​роактивных аминокислот и биогенных аминов. Эти механизмы регламентиро​ваны активностью специфических ферментов синтеза и деградации указанных соединений, контролируются уровнем вторичных посредников (Ca2+, cAMP) на мембранном или рецепторном уровнях при участии предшественников, субстра​тов и коферментов, связанных с метаболизмом аминокислот. На этом основа​нии предполагается влияние Tau на координацию глутамат-, ГАМК- и катехо​ламинергических систем головного мозга на этапах синтеза, депонирования, высвобождения, обратного захвата и деградации тормозных и возбуждающих нейромедиаторов. Изменение в результате этого их уровня и соотношения в конечном итоге определяет функциональную активность центральной нервной системы [79]. 


Tau синтезируется и активно накапливается в мозге. Промежуточный продукт превращений серусодержащих аминокислот до Tau и важнейший предшественник последнего на пути транссульфурирования — S‑аденозилметионин — одновременно служит донором метильных групп в ре​акциях биосинтеза и деградации катехоламинов [23]. 


Tau, как и ГАМК, ингибирует передачу нервных импульсов. Предшест​венники обоих соединений (глутамат и цистеинсульфинат) обладают противо​положным возбуждающим действием [6]. Tau оказывает общий угнетающий эффект на центральную нервную систему и, по мнению целого ряда исследователей, обладает большин​ством признаков нейромодулятора [23, 38]. Аналогия между ГАМК и Tau су​ществует не только в структурном отношении, но и по ферментам синтеза обоих соединений, системам транспорта в мозге, их чувствительности к раз​личным фармакологическим агентам. Однако, специфические антагонисты ингибиторного действия Tau в центральной нервной системе не найдены [5, 25].


Показано, что Tau, меняя содержание ацетилхолина в синапсах при введении в желу​дочки мозга (0,1-3,0 мг) угнетает его синтез; в коре и полосатом теле выступает в роли слабого (-адренергетического агониста, увеличивая синтез DOPA в большинстве отделов мозга крыс [23]. Действие Tau на уровне холинергических систем подтверждается ингибированием Nа+-стимулируемого высвобождения ацетилхолина в кортикальных срезах [5, 164]. 


Дополнительное введение Tau внутрь желудочков мозга или дача его с пищей приводят к увеличению концентрации данного соединения в мозге крыс и мышей на 50% [163]. При введении in vivo в дозе 50 мг/кг массы тела Tau ока​зывает наиболее сильный противосудорожный эффект в ряду Tau, ГАМК и (‑аминобутират [160], защищает 50% крыс от судорог, вызванных гипоксией, угнетает нервно-мышечную передачу и снижает индуцированную морфином нарушения локомоторной активности, а у мышей (перорально 15 ммоль/кг) Tau удлиняет пен​тобарбиталовый сон, снижает двигательную активность и ректальную темпера​туру, оказывает противоэпилептический эффект при различных моделях судорожных состояний [165]. 

Концентрация Tau, как и ГАМК, снижена в эпи​лептических очагах. Предполагают, что он участвует в инициации судорог при эпилепсии, а на пациентах-эпилептиках показана высокая эффективность его терапевтического действия [23, 25]. При внутривенном введении кошкам или пероральном назначении людям Tau оказывает выраженный противоэпилепти​ческий эффект с заметной тенденцией к нормализации аминокислотного пула коры мозга [39]. Введение его предотвращает возникновение эпилептических припадков, оказывается эффективным при лечении хронической формы забо​левания, особенно — при сочетанном применении с тиамином, глутамином, пиридоксином. Механизм действия Tau в этом случае, возможно, заключается в нормализации в синаптосомах измененного уровня глутамата через регуляцию утилизации последнего до глутамина [131].


Целым рядом исследований показан лечебный эффект Tau в терапии паркинсонизма, слабоумия, повышенной локомоторной активности и других нервных заболеваний, при которых, как правило, содержание Tau в структурах мозга снижено [166]. Изменение содержания Tau в различных участках голо​вного мозга найдено при мозжечковой атрофии, хорее Гентингтона, эпилепсии [39, 163]. 


Предполагаемый механизм противоэпилептического действия Tau заключа​ется в связывании ингибирующих глутаминсинтетазу и мозговую АТФ-азу двухвалентных катионов. Тем самым уменьшается возбуждающее действие глу​тамата, "смягчается" существующий дефект Nа+-К+-насоса [23]. Показано также, что он нормализует дисбаланс аминокислот в мозге эпилептиков, снижая прежде всего уровень глутамата и влияя на соотношение глутамата и глутамина в нейрональном и глиальном компартментах (влияние Tau на "глутаматную компартментализацию"): при насыщении нейронального компартмента таурином, последний "уходит" в глиальный, что сопровождается переходом туда и инактивацией возбуждающей аминокислоты глутамата с трансформацией последнего в глутамин [35]. 


Производные Tau, фталимидэтансульфон-N-алкиламины (МY-111, 113, 117), значительно липофильнее Tau и испытываются как перспективные анти​конвульсанты. Так, фталимидэтансульфон-N-изопропиламид, обладающий очень низкой токсичностью, рассматривается в последнее время как потенциальное противосудорожное средство [78]. 


Среди прочих эффектов известно, что пероральный прием Tau в дозе 10,6 мг/кг массы тела устраняет снижение его концентрации в мозге при острой ал​когольной интоксикации, предотвращает синдром отмены у алкоголиков [167-172]. Производное Tau 3-аминопропансульфонат (гомотаурин) в эквимолярных до​зах оказывает более выраженный эффект. Кальциевая соль ацетилгомотаурин, связываясь с ГАМК-рецепторами, снижает у крыс добровольное потребление этанола и увеличивает период ремиссии у алкоголиков [173]. 


Нормализующее действие Tau на ряд метаболических звеньев синтеза и деградации нейроактивных соединений в центральной нервной системе при печёночной энцефалопатии (нормализация соотношения тормозных и возбуждающих аминокислот-трансмиттеров, изменение функционально-метаболических соотношений между дофаминовой и норадреналиновой системами ствола мозга, увеличение доступности предшественника в серотониновой системе), обосновывающем применение Tau для коррекции функциональных сдвигов в центральной нервной системе при сочетанных поражениях печени, продемонстрировано нами, как уже указывалось выше, на модели токисческого гепатита.


Кроме того, в наших исследованиях показано, что хроническая алкогольная интоксикация животных с последующим развитием синдрома отмены этанола (СОЭ) индуцирует в плазме крови крыс снижение концентраций треонина и цистина и повышение уровней аланина, метионина и гистидина (табл.12), а в печени — уменьшение содержания Tau и его предшественника цистатионина, треонина, глицина, лизина, глицина, фенилаланина и повышение уровней глутамата, (-аминобутирата и гистидина (табл.13), которые, как было показано нами ранее, является характерным проявлениями процессов формирования аминокислотного фонда, обусловленными специфическими изменениями обмена веществ при СОЭ [136]. 

Таблица 12

Концентрация свободных аминокислот и их производных в плазме крови крыс на фоне СОЭ и дополнительного введения таурина (однократно, в/бр, 650 мг/кг, за 30 мин до декапитации), (М

	
	контроль
	СОЭ
	Tau + СОЭ

	CA
	16,511 ± 0,568
	14,09 ± 2,42
	8,612 ± 0,456*†

	Tau
	391,8 ± 44,4
	320,1 ± 38,4
	4582 ± 630*†

	urea
	165,0 ± 25,5
	148,0 ± 12,4
	291,4 ± 11,3*†

	Asp
	55,62 ± 4,18
	48,59 ± 1,35
	46,83 ± 1,48

	Thr
	362,8 ± 25,5
	187,5 ± 23,9*
	134,84 ± 5,01*

	Ser
	475,2 ± 22,9
	519,862 ± 0,578
	383,1 ± 22,4*†

	Asn
	68,8 ± 10,2
	47,8 ± 10,3
	36,04 ± 3,61*

	Glu
	118,92 ± 7,68
	155,9 ± 23,4
	131,79 ± 5,58

	Gln
	2047 ± 116
	1740 ± 154
	1857,7 ± 46,1

	Pro
	209,5 ± 40,5
	414 ± 120
	227,8 ± 22,8

	Gly
	502,68 ± 2,07
	509,9 ± 30,2
	508,1 ± 34,0

	Ala
	502,3 ± 29,4
	1017 ± 155*
	636,3 ± 19,9*†

	Ctr
	94,3 ± 10,6
	118,6 ± 11,8
	86,82 ± 4,37†

	(-Aba
	31,98 ± 3,86
	34,9 ± 20,3
	17,58 ± 5,81

	Val
	248,9 ± 32,6
	246,3 ± 11,6
	202,30 ± 4,80†

	Cys
	59,25 ± 7,39
	23,34 ± 5,45*
	29,12 ± 3,95*

	Met
	43,18 ± 2,78
	59,07 ± 1,95*
	42,85 ± 2,60†

	Ctn
	4,86 ± 2,79
	2,559 ± 0,734
	2,894 ± 0,724

	Ile
	71,16 ± 5,74
	83,28 ± 3,96
	64,53 ± 1,14†

	Leu
	151,4 ± 25,8
	147,70 ± 8,18
	104,69 ± 2,14†

	Tyr
	51,9 ± 13,0
	85,8 ± 10,5
	55,21 ± 3,13†

	Phe
	64,73 ± 4,07
	67,46 ± 7,61
	50,19 ± 2,50*

	(-la
	15,06 ± 7,29
	4,41 ± 0,00
	8,12 ± 2,61

	EA
	110,3 ± 11,0
	123,02 ± 2,65
	122,94 ± 4,28

	NH3
	705 ± 217
	822 ± 336
	608 ± 128

	Orn
	54,57 ± 2,50
	69,7 ± 11,8
	44,90 ± 4,23

	Lys
	423,6 ± 37,2
	208,4 ± 45,4*
	196,4 ± 22,1*

	His
	116,0 ± 19,8
	106,68 ± 3,78
	78,35 ± 4,62†


p<0,05 при сравнении с группами

* — контролем

†- СОЭ

Одновременно, в крови и печени животных отмечены метаболические сдвиги, в целом также свойственные развитию СОЭ [174]: снижение в мозге активности митохондриальной AST (табл.14), повышение в крови уровня пировиноградной кислоты (табл.16), активацию в печени цитоплазматической AST, увеличение уровня глюкозы, снижение концентрации G-6-P и активности гексокиназы (табл.15), которые с учётом развивающихся изменений в спектре свободных аминокислот и их производных свидетельствуют об активации реакций переаминирования и ингибировании процессов гликолиза при СОЭ [136].

Таблица 13

Концентрация свободных аминокислот и их производных в печени крыс на фоне СОЭ и дополнительного введения таурина (однократно, в/бр, 650 мг/кг, за 30 мин до декапитации), (моль/г
	
	контроль
	СОЭ
	Tau + СОЭ

	CA
	0,2449 ± 0,0716
	0,1625 ± 0,0262
	0,1466 ± 0,0151

	Tau
	2,5361 ± 0,0950
	1,9396 ± 0,0891*
	21,28 ± 3,32*†

	PEA
	2,352 ± 0,171
	2,915 ± 0,375
	4,408 ± 0,181*†

	urea
	0,686 ± 0,184
	1,077 ± 0,107
	2,116 ± 0,147*†

	Asp
	6,273 ± 0,379
	6,764 ± 0,618
	5,191 ± 0,244

	Thr
	0,8294 ± 0,0979
	0,1934 ± 0,0321*
	0,1918 ± 0,0322*

	Ser
	3,019 ± 0,496
	2,2695 ± 0,0880
	2,036 ± 0,174

	Glu
	4,856 ± 0,521
	6,702 ± 0,267*
	5,258 ± 0,269†

	Gln
	20,65 ± 2,27
	24,802 ± 0,944
	27,77 ± 1,33

	Pro
	0,2144 ± 0,0583
	0,1223 ± 0,0385
	0,11 ± 0,00

	Gly
	4,3136 ± 0,0786
	3,216 ± 0,156*
	3,6264 ± 0,0335*

	Ala
	1,8118 ± 0,0633
	2,592 ± 0,434
	1,854 ± 0,120

	(-Aba
	0,0641 ± 0,0114
	0,00920 ± 0,00310*
	0,0196 ± 0,0114

	Val
	0,6323 ± 0,0396
	0,5296 ± 0,0194
	0,5535 ± 0,0667

	Cys
	0,1614 ± 0,0500
	0,0820 ± 0,0223
	0,1174 ± 0,0136

	Met
	0,0524 ± 0,0102
	0,04880 ± 0,00350
	0,04260 ± 0,00490

	Ctn
	0,01320 ± 0,00170
	0,006000 ± 0,000300*
	0,00660 ± 0,00150*

	Ile
	0,1262 ± 0,0199
	0,07950 ± 0,00400
	0,0830 ± 0,0114

	Leu
	0,3295 ± 0,0151
	0,1897 ± 0,0136*
	0,1682 ± 0,0110*

	Tyr
	0,1551 ± 0,0353
	0,1729 ± 0,0167
	0,1862 ± 0,0111

	Phe
	0,14510 ± 0,00280
	0,1010 ± 0,0125*
	0,1046 ± 0,0209

	(-Ala
	0,2518 ± 0,0555
	0,2166 ± 0,0128
	0,2319 ± 0,0370

	EA
	0,5699 ± 0,0230
	0,5889 ± 0,0197
	0,6761 ± 0,0757

	NH3
	10,03 ± 3,57
	6,92 ± 1,33
	7,95 ± 1,54

	Orn
	0,812 ± 0,149
	0,4630 ± 0,0703
	0,3879 ± 0,0274*

	Lys
	1,1824 ± 0,0743
	0,3002 ± 0,0900*
	0,5160 ± 0,0723*

	His
	0,9372 ± 0,0787
	1,1870 ± 0,0231*
	0,9905 ± 0,0434†


p<0,05 при сравнении с группами

* — контролем

†- СОЭ


Предварительное введение животным Tau на фоне значительного повышения концентрации этого соединения в плазме крови и печени (табл.15,16) и развития СОЭ в значительной степени устраняло аминокислотный дисбаланс в печени (нормализация уровней глутамата и гистидина) и плазме крови животных (содержание аланина и цитруллина, маркёрных для поражения печени ароматических аминокислот — тирозина и фенилаланина, а также гистидина) (табл.12).

Таблица 14

Активности ферментов в ткани головного мозга крыс на фоне СОЭ и дополнительного введения таурина (однократно, в/бр, 650 мг/кг, за 30 мин до декапитации), мкмоль/г белка/мин

	
	Контроль
	Tau
	Этанол
	Этанол+ Tau

	PDH
	27,00 ± 1,34
	27,50 ± 1,80
	111,2 ± 78,6
	31,00 ± 2,35

	ASTc
	158,5 ± 11,0
	166,67 ± 9,03
	148,5 ± 17,1
	107,50 ± 5,14*

	ALTc
	14,67 ± 1,28
	10,67 ± 1,09*
	18,75 ± 3,09
	9,250 ± 0,479*†

	ASTm
	18,33 ± 1,31
	15,333 ± 0,882
	12,50 ± 0,289*
	11,0 ± 0,408*†

	ALTm
	3,800 ± 0,273
	3,617 ± 0,482
	3,675 ± 0,450
	4,125 ± 0,463


* — p<0,05 при сравнении с контролем

† — p<0,05 при сравнении с группой, получавшей этанол

Таблица 15

Активности ферментов (мкмоль/г белка/мин) и концентрации субстратов гликолиза (мкмоль/г) в печени крыс на фоне СОЭ и дополнительного введения таурина
	
	Контроль
	Tau
	СОЭ
	СОЭ + Tau

	PDH
	25,67 ± 4,57
	26,17 ± 2,39
	31,75 ± 3,73
	27,75 ± 2,46

	ASTc
	79,83 ± 4,56
	76,67 ± 4,67
	102,00 ± 7,65*
	80,7 ± 22,2

	ALTc
	172,7 ± 13,7
	174,3 ± 10,7
	192,7 ± 16,7
	218,2 ± 12,7

	ASTm
	20,33 ± 1,61
	21,00 ± 1,59
	22,00 ± 3,08
	19,75 ± 1,03

	ALTm
	17,50 ± 1,59
	21,67 ± 1,65
	21,25 ± 5,04
	19,00 ± 1,00

	GL
	4,26 ± 0,319
	3,940 ± 0,513
	5,275 ± 0,160*
	6,980 ± 0,738*

	G6P
	0,246 ± 0,0160
	0,256 ± 0,0298
	0,197 ± 0,007*
	0,302 ± 0,0455

	G6PS
	20,2 ± 2,07
	22,2 ± 1,02
	23,7 ± 1,65
	30,3 ± 2,49*

	HK
	4,360 ± 0,160
	3,360 ± 0,271*
	1,975 ± 0,312*
	1,320 ± 0,183*


— p<0,05 при сравнении с контролем

Таблица 16

Активность ALT (мкмоль/г белка/мин), концентрации пирувата и лактата (мкмоль/мл крови) в крови крыс на фоне СОЭ и дополнительного введения таурина (однократно, в/бр, 650 мг/кг, за 30 мин до декапитации)

	Показа​тель
	Контроль
	Tau
	СОЭ
	СОЭ+ Tau

	ALT
	0,432 ± 0,0270
	0,328 ± 0,016*
	0,475 ± 0,0479
	0,368 ± 0,0276

	PA
	0,108 ± 0,0111
	0,125 ± 0,0072
	0,18 ± 0,0071*
	0,204 ± 0,031*

	LA
	2,750 ± 0,294
	1,883 ± 0,277
	3,498 ± 0,573
	5,04 ± 1,77


* — p<0,05 при сравнении с контролем

Кроме того, предварительное введение Tau на фоне СОЭ индуцировало снижение в плазме крови содержания его предшественника серина, аминокислот с разветвлённой углеводородной цепью (табл.12) предполагающих активацию глюконеогенеза [51,100] и предупреждало у 25% животных опытной группы развитие судорог на фоне СОЭ. 


Кроме того, в печени животных при введении Tau на фоне СОЭ наблюдалась выраженная тенденция к нормализации или практически полная нормализация активности процессов переаминирования в митохондриях и цитоплазме гепатоцитов (табл.15).

Таким образом, с позиций нормализации аминокислотного дисбаланса в печени и плазме крови, а также процессов трансаминирования в печени приведенные данные могут служить метаболическим обоснованием применения Tau для коррекции аминокислотного дисбаланса на фоне развивающегося при хронической алкогольной интоксикации СОЭ. 


Продемонстрирован также ряд эффектов Tau адаптагенного характера на эндокринную систему. Так, у крыс он предупреждает гипергликемическое действие адреналина и вызываемое им изменение баланса К+, Na+ и Ca2+ в крови и тканях [175]. Приём Tau внутрь в дозе 4-7 г/кг в день оказывает адреналинсохраняющее действие на надпочечники при стрессе, в среднем на 30% подавляет подъем уровня сахара в крови, а при его внутриартериальном или пероральном введении собакам в дозе 200 мг/кг увеличивает инсулиновую активность плазмы [176]. 

В наших исследованиях показано, что наиболее информативными для состояний гипо- и гиперкортицизма являются концентрации Tau и фосфоэтаноламина: в ситуациях гиперкортицизма содержание Tau в печени увеличивается, а фосфоэтаноламина уменьшается, при адреналэктомии ситуация обратная, а уровень Tau в печени высокодостоверно (р<0.02) положительно коррелирует с концентрацией кортикостероидов в плазме крови крыс. Корреляционный и линейно-дискриминантный анализ уровня 11-оксикортикостероидов, свободного кортикостерона и всего спектра исследованных показателей в печени крыс доказывает, что тем самым уровень Tau может служить своеобразным маркером функционального состояния коры надпочечников [177].

Введение Tau в дозе 300 мг/кг парентерально при аллоксановом диабете крысам или обезьянам увеличивает содержание печеночного гликогена и стимулирует утилизацию глюкозы мышцами, снижает экскрецию глюкозы с мочой и содержание ее в крови [178]. Действие Tau в данном случае инсулиннезависимое. Tau предотвращает у крыс гипергликемию, индуцированную стрептозотоцином, а при аллоксановом диабете стимулирует секрецию инсулина и инсулинактивирующую функцию печени, нормализует уровень стероидных гормонов в крови [176, 179]. В экспериментах с изолированными рецепторами инсулина человека показано, что Tau обратимо и специфически связывается с ними, что, в некоторой степени, объясняет механизм его гипогликемического действия [176].

Показано также, что Tau in vivo потенцирует эффект инсулина, активируя утилизацию глюкозы в сердце, вызывая повышение фруктозо-1,6-дифосфата, лактата (но не пирувата) и усиление окисления цитоплазматического NADН. При этом активируется фосфофруктокиназа, а уровень АТФ и цитрата снижается. Tau in vivo оказывает стимулирующее действие на выделение поджелудочной железой инсулина без участия адренергических рецепторов путем активации гликолиза в (-клетках и, защищая от токсического действия островки Лангерганса, предотвращает вызываемые стрептозотоцином гипергликемию и снижение уровня иммунореактивного инсулина, активирует выброс инсулина в кровь по цАМФ-зависимому механизму. Считают, что регуляция гормональной активности Tau осуществляется на уровне гипофиза, а введенный в дозе 4-8 г в день он вызывает повышение концентрации гормона роста в плазме крови крыс [176, 180].

Кроме того, как показано нами, ежедневное внутривенное введение Tau в дозе 1/10LD50 в модельной ситуации острого деструктивного панкреатита у устраняет возникающий в плазме крови и поджелудочной железе собак аминокислотный дисбаланс (в первую очередь — обедненение фонда гликогенных, серусодержащих аминокислот и Tau) и, тем самым, является предпосылкой для клинической апробации Tau при консервативном и хирургическом лечении острых и хронических панкреатитов в качестве средства направленной метаболической терапии [181].


Инъекция крысам недавно открытого гормона паращитовидной железы — глутаурина (производного Tau), значительно увеличивает концентрацию глюкокортикоидов в крови и не влияет на уровень эстрадиола. Глутаурин увеличивает уровень ренина в плазме крови крыс и собак [5, 38].


Интрацеребральное введение Tau приводит к умеренной гипотермии, гипофагии и уменьшению потребления воды. Терморегуляторное действие Tau при его введении внутрь желудочков мозга реализуется на уровне серотонинергических систем или через активацию гипоталамической секреции ацетилхолина [5, 23, 34]. 


Известно, что Tau в больших концентрациях присутствует в тромбоцитах. In vitro показано, что Tau (15 мМ) ингибирует агрегацию тромбоцитов человека, индуцированную АDP, адреналином и коллагеном [182], усиливает антиагрегационное действие аспирина и индометацина [183]. Tau (100 - 200 мг/кг в сутки) стимулирует синтез простациклина ПГI2 и угнетает синтез тромбоксана А2 в артериях, матке и сердца у крыс. Антиагрегационные свойства Tau связывают с его антиоксидантным действием.


Tau проявляет антигипоксические свойства при острой гипоксической гипоксии у крыс, нормализуя пул аденина, энергетический обмен и перекисное окисление липидов, а при острой гемической гипоксии повышает рО2 и снижает уровень метгемоглобина [184-186].


Описаны также антиноцицептивные (болеутоляющие) свойства Tau у мышей (20 - 100 мг/кг перорально или подкожно) в тестах “горячей пластинки”, формалиновых или уксуснокислых “корчах”, а также противовоспалительный эффект Tau (каррагениновый отек лапы) у крыс (внутрижелудочное введение, 10-50 мкг) [183, 187].


Tau является незаменимым в процессе роста организма. Как уже указывалось, для человека это соединение является относительно незаменимой аминокислотой и при длительном парентеральном питании или недостаточном поступлении его с пищей, сопровождающимися снижением его концентрации в тромбоцитах, лимфоцитах и эритроцитах, а также в плазме крови и моче, возникают нарушения в процессах конъюгации желчных кислот и абсорбции липидов. Поэтому в состав искусственных смесей для детского питания ("Семилак", США) или наши смеси "Тонус-1" (Беларусь), а также используемых в педиатрической практике аминозолей ("Вамин-Лакт" — Швеция, "Левамин-Лакт" — Финляндия), в количествах, восполняющих суточные потребности, добавляют Tau. Так, показано, что у детей при полном парентеральном бестауриновом питании снижается концентрация Tau в плазме [30, 65], обнаруживаются нарушения в электроретинограмме [188, 189], пониженная абсорбция витамина D [190]. Кроме того, обнаружено что пониженный уровень Tau в плазме крови является фактором холестаза у новорожденных. Поэтому для новорожденных Tau в настоящее время рассматривается как незаменимая аминокислота и хотя у взрослых, по сравнению с новорожденными, биосинтез Tau в обычных условиях относительно достаточен, стресовые состояния (тяжёлые физические нагрузки, пред- и послеоперационные периоды, травмы, тяжелые болезни и формирующийся в период реконвалесценции астенический синдром) как правило, приводят к обеднению пула Tau в организме и возникновению так называемого функционального дефицита этого соединения. Указанные состояния, как правило, усугубляются формирующимся при этом аминоккислотным дисбалансом в тканях и физиологических жидкостях [191].

При включении же Tau в состав смеси для искусственного питания детей в концентрации 30 (моль/100 мл смеси, его концентрация в плазме крови и моче нормализуется, становясь равной обнаруживаемой у новорожденных при естественном вскармливании [192].


Показано, что Tau позитивно влияет на эмбриональное развитие мышей, при применении его в среде для оплодотворения in vitro [193]. Транспорт Tau от матери к плоду является активным процессом, благодаря которому концентрация Tau в крови плода выше, чем у матери [194]. Исследования in vitro с использованием интактной доношенной плаценты человека и искусственных мембранных везикул показали наличие на пограничной мембране синцитиотрофобласта транспортной системы, специфичной для Tau и других (‑аминокис​лот. Перенос Tau активизируется трансмембранным градиентом Na+, а поступление зависит от концентрации Na+ [195, 196]. Концентрация Tau в ткани плаценты в 100-150 раз выше, чем в крови матери или плода [197], что не наблюдается ни для одной другой аминокислоты. Быстрый рост плода ведет к накоплению в его организме Tau, а необходимый уровень этого соединения в мышцах и мозге из-за недостаточной активности ферментных систем его синтеза в неонатальном периоде не достигается. Последнее влечет за собой необходимость дополнительного экзогенного поступления Tau [31].


Все вышеперечисленные данные свидетельствуют не только о важной роли Tau, которую он играет в функциональной деятельности мозга, но и убе​дительно доказывает необходимость изучения и применения этого соединения в терапии целого ряда патологических состояний центральной нервной системы.


В заключение следует отметить, что Tau предложен (и запатентован) как антиагрегантное средство для лечения артериальных и артериолярных тромбозов [198, 199], неврологических заболеваний (в том числе мигрени) [200], фиброзно-кистозной дегенерации [201].

Таким образом, Tau является высокоактивным природным соединением, действие которого на функциональные системы организма может быть оценено в целом как адаптогенное. Данные по биохимии, физиологии и фармакологии Tau уже сегодня позволяют рассматривать его как эффективное средство метаболической коррекции и заместительной терапии широкого спектра патологических состояний. 


Малая токсичность, богатый спектр фармакологических, физиологичес​ких и биохимических эффектов позволяют рассматривать Tau и его дериваты как весьма перспективные лечебные средства при целом ряде заболеваний: ост​рые и хронические гепатиты, циррозы, алкоголизм, стенокардия, аритмия, ате​росклероз, лучевая болезнь и др. 

3.2. Влияние таурина на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных в плазме крови и периферических тканях

3.2.1. Недостаточность таурина

С целью выяснения механизмов реализации биологической активности Tau, в частности — в процессах формирования фонда нейроактивных аминокислот и биогенных аминов в отделах головного мозга с различной-функционально-метаболической ориентацией (гипоталамус, средний мозг, стриатум) и аминокислотного дисбаланса в плазме крови и периферических тканях (печень, мышцы, миокард) мы моделировали функциональную недостаточность этого соединения путём хронического введения введения его структурного аналога и транспортного антагониста — (‑Ala в виде а) 3% раствора на сроки 1, 8 и 14 суток в качестве единственного источника питья или б) однократного внутрибрюшинного введения (-Ala в дозах 0,46; 0,92; 1,84 и 3,68 г/кг на 24 ча​са (концентрации эквимолярны с учётом доз вводимого Tau в моделях его избыточного поступления in vivo) [34]. 


Внут​ри​брю​шин​ное вве​де​ние кры​сам (-Ala в до​зах 0,46; 0,92; 1,84 и 3,68 г/кг привело че​рез 24 ча​са к достоверному увеличению его содержания в периферических тканях и плазме крови (что свидетельствует о корректности моделирования нами экспериментальной ситуации избыточного содержания (-Ala), а также ин​ду​ци​ро​ва​ло ами​но​кис​лот​ный дис​ба​ланс, про​яв​ившийся в сни​же​ни​и кон​цен​тра​ций Таu, метионина, цистеина, тирозина, изолейцина в пе​че​ни. Одновременно, в пе​че​ни экс​пе​ри​мен​таль​ных жи​вот​ных про​ис​хо​дит ингибирование ми​то​хон​д​ри​аль​ной ма​лат​де​гид​ро​ге​на​зы (MDHm), причем снижение активности данного фермента происходило достоверно при всех дозах (рис.9).


Полученные результаты подтверждают возможность снижения содержания серусодержащих и метаболически связанных с ними аминокислот при недостаточности поступления Tau в организм.

Рис. 9. Содержание свободных аминокислот, их производных (мкмоль/г) и активность митохондриальной малатдегидрогеназы (ммоль/г/мин) в печени крыс через 24 ч после внутрибрюшинного введения (-Ala
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Подобная печени картина при вве​де​нии (-Ala наблюдалась в плаз​ме кро​ви, где также отмечено сни​же​ние концентрации Tau, и в сердечной мышце (табл. 17), где сни​зилась концентрация цистеина. В плазме крови, кроме этого, повышался уровень аспартата. В скелетной мышце наблюдалось изменение концентраций большинства определяемых аминокислот, в том числе повысился уровень аспартата, аспарагина, глицина, аланина, етаноламина, лизина и снизился — фосфоэтаноламин и лейцин (табл. 18), что позволяет говорить о вызванном недостаточностью Tau аминокислотном дисбалансе, наиболее сильно проявившемся при вве​де​нии (-Ala в дозах 1,84 и 3,68 г/кг.


Кроме того, при введении (-Ala в дозе 0,46 г/кг в плазме крови появляются высоко достоверные положительные корреляции между уровнями серусодержащих (цистин, цистатионин) и метаболически или функционально связанных с ними аминокислот (серин, глицин). В печени обращает на себя внимание возникновение отрицательной коррелятивной зависимости Cys - Met (в дозе 0,92 г/кг), в дозе 1,84 г/кг — положительной корреляции между концентрацией Tau и его структурного аналога и транспорного антагониста PEA, а при введении (-Ala в дозе 3,68 г/кг — отрицательной корреляции между уровнями Tau в печени и его предшественника — серина в плазме крови животных. Кроме того, исчезали (или меняли свою наравленность) отрицательные корреляционные зависимости между уровнями Tau и его структурных аналогов в печени и их уровнями в плазме крови (исчезновение корреляций между уровнем Tau в плазме и уровнем фосфоэтаноламина в печени, возникновение — между уровнем Tau в печени и (-Ala в плазме, а также между уровнем Tau в плазме и его уровнем в печени).

Таблица 16

Содержание свободных аминокислот и их производных в плазме крови крыс через 24 часа после внутрибрюшинного введения (-аланина, (M

	
	контроль
	(-аланин

	
	
	0,46 г/кг
	0,92 г/кг
	1,84 г/кг
	3,68 г/кг

	Tau
	750,0 ± 74,8
	677,4 ± 26,8
	552,0 ± 39,0*
	610,3 ± 41,5
	557,0 ± 38,8*

	Urea
	487,1 ± 61,9
	384,3 ± 55,3
	437,0 ± 30,3
	536 ± 149
	491 ± 116

	Asp
	38,78 ± 0,856
	45,65 ± 2,44*
	46,45 ± 4,74
	43,83 ± 5,59
	41,02 ± 3,24

	Thr
	475,0 ± 32,2
	506,6 ± 42,7
	458,9 ± 39,2
	504,0 ± 38,7
	444,0 ± 67,1

	Ser
	518,8 ± 45,7
	531,4 ± 59,4
	541,6 ± 34,1
	543,0 ± 44,8
	547,1 ± 67,5

	Asn
	103,9 ± 12,9
	109,98 ± 6,60
	106,32 ± 9,25
	102,7 ± 16,9
	89,6 ± 16,2

	Glu
	252,9 ± 18,2
	278,0 ± 29,6
	285,9 ± 23,9
	289,2 ± 19,4
	261,6 ± 20,9

	Gln
	1383 ± 123
	1575 ± 264
	1603 ± 146
	1575,9 ± 99,6
	1538 ± 152

	Pro
	299,7 ± 54,9
	447,7 ± 87,5
	502,8 ± 81,0
	526,8 ± 87,7
	510 ± 121

	Gly
	630,2 ± 49,3
	696,4 ± 84,2
	662,5 ± 62,5
	686,3 ± 62,3
	652,1 ± 49,9

	Ala
	844 ± 135
	945 ± 117
	901 ± 128
	925 ± 150
	1065 ± 230

	(-ABA
	16,29 ± 2,95
	10,57 ± 2,60
	17,54 ± 3,53
	20,98 ± 6,91
	12,38 ± 3,44

	Cys
	52,18 ± 6,70
	53,6 ± 14,6
	46,67 ± 8,70
	47,89 ± 8,10
	49,44 ± 9,85

	Met
	68,78 ± 6,13
	57,06 ± 9,06
	67,08 ± 5,00
	57,19 ± 8,70
	59,38 ± 5,00

	Ctn
	1,623 ± 0,292
	2,87 ± 1,15
	1,988 ± 0,689
	2,87 ± 2,08
	1,184 ± 0,365

	Leu
	295,0 ± 18,6
	280,8 ± 24,0
	260,09 ± 8,20
	295,6 ± 29,3
	268,27 ± 8,01

	Tyr
	222,5 ± 22,3
	241,7 ± 10,9
	212,3 ± 13,2
	219,5 ± 24,6
	204,4 ± 24,1

	Phe
	104,4 ± 10,2
	110,8 ± 12,0
	95,73 ± 9,32
	91,2 ± 13,6
	97,0 ± 13,4

	(-Ala
	9,41 ± 2,26
	10,00 ± 2,49
	28,77 ± 7,59*
	46,3 ± 13,1*
	101,3 ± 40,6*

	NH3
	1025,7 ± 44,4
	1178,9 ± 74,9
	1116,5 ± 93,7
	1264 ± 246
	1025,4 ± 44,0

	Orn
	120,6 ± 12,7
	133,4 ± 15,4
	108,9 ± 19,3
	106,70 ± 8,54
	115,11 ± 6,92

	Lys
	462,6 ± 33,6
	431,0 ± 46,4
	469,6 ± 24,1
	436,4 ± 37,0
	480,3 ± 57,9

	His
	128,57 ± 9,17
	150,7 ± 20,8
	131,7 ± 14,8
	133,5 ± 11,4
	128,4 ± 15,9


* - p < 0,05 по отношению к контролю

Тем самым, проведенный коррелятивный анализ позволяет предположить, что недостаточность Tau, индуцированная парентеральным введением (-Ala, оказывает влияние на процессы формирования фонда свободных аминокислот и их производных (в первую очередь серусодержащих аминокислот или структурных аналогов Tau) как на уровне метаболических превращений этого класса соединений, так и на уровне их конкуренции за общие системы активного транспорта.


По данным дискриминантного анализа, наиболее информативными показателями, характеризующими фонд исследованных соединений в плазме крови, являлись (-Ala и Tau (F-константы Фишера 3,99 и 3,10), в сердечной мышце — (‑Ala и Met (F = 3,53 и 3,04). В скелетной мышце наиболее информативными показателями (F>6) являлись аспартат, аспарагин, серин, валин и орнитин. При этом в плазме крови и скелетной мышце наблюдалась корректная классификация реализаций по группам, т.е. по распределению индивидуальных значений определяемых показателей группы животных, получавших (-Ala и интактный контроль различались весьма существенно. 

Таблица 17

Содержание аминокислот и их производных в сердце крыс через 24 ч после внутрибрюшинного введения (-Ala, нмоль/г

	
	контроль
	(-аланин

	
	
	0,46 г/кг
	0,92 г/кг
	1,84 г/кг
	3,68 г/кг

	Tau
	25890 ± 904
	25870 ± 2280
	26959 ± 956
	25920 ± 1940
	27420 ± 1260

	PEA
	1321 ± 358
	1752 ± 213
	1544 ± 130
	1845 ± 356
	1654,5 ± 98,6

	urea
	1765 ± 715
	1902 ± 648
	3179 ± 648
	2254 ± 443
	3022 ± 615

	Asp
	3675 ± 232
	3726 ± 357
	4182 ± 462
	4152 ± 653
	3992 ± 347

	Thr
	384,7 ± 30,3
	370,5 ± 36,2
	398 ± 19,2
	366 ± 23,5
	418,6 ± 20,6

	Ser
	486,6 ± 55,5
	427,9 ± 24,5
	544,6 ± 72,2
	625,6 ± 84,5
	555,4 ± 97,8

	Glu
	4769 ± 248
	5217 ± 932
	6005 ± 670
	5097 ± 438
	5870 ± 902

	Gln
	8656 ± 721
	10450 ± 1600
	10585 ± 932
	9243 ± 790
	9690 ± 1130

	Gly
	522,5 ± 36,1
	550,5 ± 41
	600,3 ± 75,6
	578,9 ± 66
	579 ± 37,8

	Ala
	1316,8 ± 90,4
	1217 ± 103
	1376 ± 213
	1403 ± 109
	1350 ± 171

	(-ABA
	31,4 ± 3,3
	35,7 ± 18,8
	29,2 ± 11,8
	19,9 ± 4,1
	23,0 ± 4,7

	Val
	149 ± 9,1
	152,1 ± 25
	116,8 ± 9,2*
	121,7 ± 9,1
	121,9 ± 9,9

	Cys
	27,7 ± 4,1
	43,1 ± 16
	18,3 ± 7,3
	9,50 ± 2,50*
	14,0 ± 2,7*

	Met
	78,7 ± 12,5
	125 ± 33,4
	324 ± 120
	85,2 ± 11,1
	124,3 ± 17,7

	Ile
	51,7 ± 8,7
	57,0 ± 9,8
	87,3 ± 27,3
	60,7 ± 10,6
	51,3 ± 10,3

	Leu
	163,7 ± 21,4
	180,2 ± 28,7
	142,6 ± 22,2
	132,1 ± 13,9
	137,2 ± 22,4

	Tyr
	113,7 ± 9,7
	139,3 ± 23,2
	135,1 ± 12,6
	170 ± 45,8
	132,6 ± 6,5

	Phe
	62,6 ± 5,8
	64,9 ± 5,8
	59,5 ± 4,8
	51,7 ± 4,5
	62,8 ± 7,7

	(-Ala
	93,1 ± 15,6
	114,7 ± 29,3
	121,2 ± 14,8
	217,8 ± 87
	338,4 ± 88,7*

	EA
	425,9 ± 16,2
	448,3 ± 18,8
	386,8 ± 29,5
	469 ± 37,6
	408,8 ± 15,4

	NH3
	5646 ± 134
	5756 ± 527
	5920 ± 267
	5455 ± 359
	5734 ± 218

	Orn
	77,7 ± 6,1
	86,6 ± 15,2
	112,5 ± 28,2
	76,3 ± 14,2
	77,0 ± 7,6

	Lys
	424,2 ± 39,5
	419,6 ± 46,6
	466,9 ± 80,8
	394,6 ± 57,2
	415,1 ± 45

	His
	136,8 ± 8,4
	126,8 ± 10,2
	146,3 ± 18,9
	124,7 ± 16,8
	118,8 ± 12,6


* - p < 0,05 по отношению к контролю

Проведенный анализ позволяет сказать, что изменения концентраций свободных аминокислот и их производных в исследованных тканях и плазме крови были обусловлены, главным образом, изменениями уровней Tau, Met и (‑Ala.


Исследования закономерностей формирования фонда свободных аминокислот и их производных в тканях (печень, сердечная и скелетная мышца, отделы головного мозга) и плазме крови в динамике хронического (14 суток) перорального введения 3% раствора (-Ala показали, что уже на 1 сутки эксперимента на фоне значительного повышения уровеня (-Ala в периферических тканях и плазме крови крыс наблюдалась тенденция обеднения пула Tau (рис., табл. 19-22). При таком способе введения (-Ala в периферических тканях и плазме крови изменения в уровнях свободных аминокислот и их производных были менее выражены, чем при его парентеральном введении, и касались в первую очередь аспартат, треонин, метионин и тирозин. 

Таблица 18

Содержание аминокислот и их производных в скелетной мышце крыс через 24 ч после внутрибрюшинного введения (-Ala, нмоль/г

	
	контроль
	(-аланин

	
	
	0,46 г/кг
	0,92 г/кг
	1,84 г/кг
	3,68 г/кг

	Tau
	35820 ± 3260
	34140 ± 2500
	39007 ± 664
	46197 ± 183*
	37630 ± 5340

	PEA
	2120 ± 116
	1070 ± 59*
	1180 ± 175*
	1460 ± 210*
	1630 ± 220

	urea
	329 ± 8,9
	465,2 ± 48,1*
	725 ± 36,3*
	793,7 ± 66,4*
	863,6 ± 62,1*

	Asp
	831 ± 39,8
	794 ± 23
	1010 ± 10*
	877 ± 1
	1010 ± 0,5*

	Thr
	789 ± 39
	886,1 ± 6,1
	736,6 ± 63,1
	814,6 ± 34,9
	1065 ± 20,3*

	Ser
	1650 ± 130
	1480 ± 37
	1410 ± 130
	1400 ± 2,6
	1750 ± 28

	Asn
	571 ± 65,9
	816 ± 2*
	818 ± 25,2*
	553 ± 12,3
	908 ± 43,7*

	Glu
	1220 ± 250
	959 ± 83,5
	1350 ± 115
	968 ± 6,5
	985 ± 128

	Gln
	9640 ± 1540
	10910 ± 144
	10057 ± 16,9
	10519 ± 155
	10630 ± 1070

	Pro
	483 ± 12
	642 ± 73,5
	647 ± 74,6
	624 ± 2*
	591 ± 52,4

	Gly
	1252 ± 64,6
	2008 ± 424
	1627 ± 43*
	1975 ± 100*
	1428 ± 175

	Ala
	1404 ± 138
	2058 ± 33,8*
	2039 ± 203*
	2163 ± 34,8*
	2130 ± 205*

	(-ABA
	50,0 ± 0,1
	169 ± 62,5
	60,0 ± 0,1
	68,6 ± 5,4
	50,1 ± 0,08

	Val
	138 ± 11,7
	149 ± 26,5
	145 ± 18,4
	194 ± 11,5*
	137 ± 7,6

	Cys
	40,0 ± 0,3
	-
	110 ± 8,0
	34,8 ± 3,8
	-

	Met
	93,9 ± 22,4
	117 ± 41
	117,8 ± 23,2
	72,5 ± 5,1
	69 ± 14,8

	Ile
	53,8 ± 19,8
	55,8 ± 2,7
	86,1 ± 8,6
	63,5 ± 5,5
	61,7 ± 0,9

	Leu
	114,9 ± 1,7
	87,1 ± 4*
	115,5 ± 19,9
	102,6 ± 1,4*
	87,8 ± 10,2*

	Tyr
	75 ± 7,8
	79,1 ± 14,9
	112 ± 27,3
	116,6 ± 12*
	79,2 ± 3

	Phe
	52,1 ± 10,3
	89,3 ± 23,7
	129,6 ± 9,8*
	62,2 ± 7,6
	64,6 ± 5,1

	(-Ala
	120 ± 3,4
	-
	760 ± 5,1
	2897 ± 87,4*
	9020 ± 1040*

	EA
	914 ± 71,6
	902 ± 42,9
	1163 ± 25,6*
	1052 ± 50,9
	1169 ± 55,2*

	NH3
	13270 ± 1280
	13460 ± 787
	15890 ± 280
	15121 ± 499
	14709 ± 33,4

	Orn
	144 ± 37,8
	41,1 ± 1,9*
	103 ± 2,5
	72,4 ± 17,9
	78,1 ± 2,6

	Lys
	748 ± 49,5
	846 ± 7,9
	994 ± 36,7*
	796 ± 5,9
	1088 ± 129*

	His
	216 ± 7,0
	184 ± 1,5*
	357 ± 13,5*
	299 ± 7,0*
	343 ± 83,8


- p < 0,05 по отношению к контролю

Таким образом, введение (‑Ala per os оказывает значительно меньшее влияние на формирование фонда свободных аминокислот, чем его парентеральное введение, что указывает на предпочтительность моделирования недостаточности Tau путем парентерально введения (-Ala.

Таблица 19

Содержание аминокислот и их производных в плазме крови крыс в динамике введения (-Ala (3% раствор, per os), (М

	
	1 сутки
	8 суток
	14 суток

	
	Контроль
	Опыт
	Контроль
	Опыт
	Контроль
	Опыт

	Tau
	191 ± 25
	160 ± 9,91
	168 ± 26
	126 ± 6,4
	223 ± 28
	240 ± 26,5

	Urea
	627 ± 47,7
	753 ± 81,8
	836 ± 85,2
	905 ± 126
	965 ± 97,7
	1008 ± 76

	Asp
	19,9 ± 2,55
	26,6 ± 1,53*
	20,8 ± 2,62
	24,4 ± 2,25
	30,2 ± 2,35
	39,3 ± 5,98

	Thr
	113 ± 18,2
	79,3 ± 9,01
	102 ± 20,5
	93,2 ± 11,6
	242 ± 22,9
	142 ± 10,9*

	Ser
	210 ± 11,7
	197 ± 14,0
	172 ± 18
	202 ± 9,4
	289 ± 17
	318 ± 33,2

	Asn
	22,3 ± 2,28
	19,3 ± 8,43
	44,9 ± 4,8
	46,5 ± 2,93
	74,0 ± 12,7
	67,3 ± 7,18

	Glu
	72,0 ± 11,4
	100 ± 15,9
	66,31 ± 7,07
	87,3 ± 7,66
	108 ± 3,6
	134 ± 11,7

	Gln
	712 ± 60,6
	667 ± 44,7
	711 ± 85,1
	749 ± 63,7
	1276 ± 73,7
	1129 ± 36

	Pro
	233 ± 49,1
	205 ± 14,9
	237 ± 26,1
	248 ± 43,4
	221 ± 42,4
	177 ± 10,2

	Gly
	330 ± 33,1
	280 ± 24,8
	250 ± 23,3
	270 ± 24,8
	402 ± 31
	425 ± 39,0

	Ala
	457 ± 38
	395 ± 28,1
	383 ± 59
	433 ± 17
	570 ± 27
	623 ± 28,6

	(-ABA
	16,9 ± 1,2
	15,1 ± 1,52
	11,7 ± 1,5
	12,4 ± 2,0
	10,5 ± 2,99
	6,90 ± 1,64

	Val
	108 ± 18
	112 ± 4,95
	114 ± 11
	121 ± 6,8
	148 ± 6,4
	159 ± 7,85

	Cys
	48,2 ± 20,5
	31,1 ± 1,73
	27,8 ± 2,3
	23,3 ± 3,35
	39,7 ± 4,1
	37,5 ± 6,07

	Met
	23,8 ± 1,9
	21,2 ± 1,48
	24,8 ± 2,2
	21,3 ± 1,0
	34,9 ± 1,6
	36,7 ± 2,65

	Ctn
	2,28 ± 0,24
	1,71 ± 0,25
	2,57 ± 0,96
	1,76 ± 0,34
	0,958±0,117
	1,10 ± 0,20

	Ile
	75,3 ± 4,4
	52,1 ± 3,46*
	44,7 ± 2,47
	50,0 ± 3,0
	69,4 ± 3,99
	74,5 ± 4,72

	Leu
	104 ± 6,2
	88,8 ± 3,0*
	97,6 ± 8,6
	85,9 ± 3,4
	87,1 ± 4,6
	104 ± 4,83*

	Tyr
	80,8 ± 5,8
	64,2 ± 2,35*
	71,0 ± 3,1
	59,8 ± 2,86*
	72,1 ± 4,5
	76,8 ± 2,6

	Phe
	39,1 ± 4,04
	34,4 ± 1,96
	39,4 ± 2,96
	33,2 ± 1,68
	37,5 ± 2,95
	43,9 ± 2,17

	(-Ala
	13,9 ± 1,48
	112 ± 33*
	12,4 ± 3,50
	53,6 ± 16,5*
	14,7 ± 7,59
	48,2 ± 15,4

	EA
	47,8 ± 3,12
	49,2 ± 4,58
	52,9 ± 5,95
	63,9 ± 7,90
	62,6 ± 6,69
	77,1 ± 4,29

	NH3
	483 ± 15
	623 ± 26,5*
	437 ± 69
	602 ± 18,7*
	713 ± 73
	678 ± 26

	Orn
	39,5 ± 0,7
	39,3 ± 1,86
	67,6 ± 21,3
	43,8 ± 3,0
	58,6 ± 16,8
	45,0 ± 3,05

	Lys
	126 ± 18,8
	73,0 ± 4,43*
	86,8 ± 21,3
	78,3 ± 4,8
	203 ± 37
	249 ± 47,3

	His
	29,8 ± 6,62
	46,0 ± 4,99
	65,3 ± 6,25
	93,0 ± 8,31*
	127 ± 9,9
	157 ± 16,5


* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока


По значениям F-константы Фишера наиболее информативными показателями являлись: (-Ala в печени, сердечной, скелетной мышце и плазме крови (F = 8,20 7,82: 5,78 и 4,35 соответственно); Tau в сердечной мышце (F = 4,38) и Met в плазме крови и печени (F = 6,66 и 3,54 соответственно). На плоскости двух главных компонент положение (определяемое значениями D2 Махалонобиса) опытной группы наиболее сильно отличалось от положения контрольной группы на последнем сроке (14 суток) в плазме крови, печени и сердечной мышце. В плазме крови и печени наблюдалась полностью корректная классификация реализаций по группам. 

Таблица 20

Содержание аминокислот и их производных в печени крыс в динамике введения (-Ala (3% раствор, per os), нмоль/г

	
	1 сутки
	8 суток
	14 суток

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	Tau
	2010 ± 296
	1400 ± 79
	2400 ± 500
	1380 ± 110
	2070 ± 116
	2010 ± 87

	PEA
	1280 ± 180
	1170 ± 91
	1610 ± 228
	1480 ± 201
	1570 ± 413
	1600 ± 360

	urea
	869 ± 177
	781 ± 62
	1010 ± 215
	1450 ± 587
	842 ± 144
	760 ± 99

	Asp
	3490 ± 473
	3360 ± 550
	3140 ± 271
	4120±276*
	4360 ± 310
	4390 ± 224

	Thr
	261 ± 27
	229 ± 22
	270 ± 74,8
	211 ± 21,8
	396 ± 53,2
	284 ± 21,3

	Ser
	1370 ± 129
	1410 ± 34
	1020 ± 105
	1210 ± 110
	1320 ± 88
	1250 ± 126

	Glu
	2950 ± 420
	2660 ± 180
	2890 ± 350
	2460 ± 360
	3570 ± 438
	3370 ± 200

	Gln
	7940±1000
	8380 ± 175
	5740 ± 884
	7730 ± 729
	10300±860
	9380 ± 398

	Pro
	432 ± 111
	665 ± 207
	459 ± 75
	364 ± 39
	323 ± 32
	278 ± 29

	Gly
	2030 ± 122
	2010 ± 170
	1730 ± 183
	1830 ± 97
	2280 ± 79
	2370 ± 270

	Ala
	1490 ± 113
	1410 ± 49
	993 ± 74,1
	1480±139*
	1350 ± 59
	1120 ± 76*

	(-ABA
	49,4 ± 5,5
	66,1 ± 3,4*
	65,5 ± 3,8
	65,1 ± 7,7
	77,5 ± 8,8
	78,7 ± 6,5

	Val
	245 ± 11
	286±13,6*
	249 ± 8,7
	262 ± 11
	318 ± 17
	381 ± 25

	Cys
	15,1 ± 3,5
	32,6 ± 7,7
	78,2 ± 55,1
	27,6 ± 6,7
	42,4 ± 5,7
	38,7 ± 4,1

	Met
	32,1 ± 4
	50,8 ± 4,6*
	36 ± 5,3
	37,4 ± 6,5
	68,6 ± 12,5
	51,8 ± 6,5

	Ctn
	9,8 ± 2,8
	13,7 ± 2,4
	7,9 ± 1,3
	15,3 ± 3,2
	18,7 ± 3,7
	14,3 ± 1,8

	Ile
	87,5 ± 13
	93,8 ± 6,3
	73 ± 5,4
	86,5 ± 17,3
	101 ± 12
	99,5 ± 14,3

	Leu
	190 ± 17,9
	217 ± 3,2
	195 ± 14,6
	189 ± 17,4
	239 ± 31,6
	265 ± 26,7

	Tyr
	143 ± 14,9
	125 ± 6,9
	126 ± 19
	130 ± 13
	153 ± 15
	165 ± 23

	Phe
	81,9 ± 10,4
	102 ± 11
	80,4 ± 11
	79,5 ± 6,4
	104 ± 14
	110 ± 14

	(-Ala
	192 ± 29,5
	2220±587*
	239 ± 18
	867 ± 124*
	344 ± 108
	726 ± 188

	EA
	328 ± 32
	327 ± 61
	312 ± 40
	299 ± 45
	354 ± 13
	357 ± 19

	NH3
	2310 ± 152
	2620 ± 230
	2620 ± 287
	3580 ± 442
	5600 ± 358
	5680 ± 190

	Orn
	234 ± 34,2
	314 ± 39
	265 ± 61,5
	391 ± 109
	253 ± 13
	326 ± 57

	Lys
	211 ± 36,9
	226 ± 92,1
	148 ± 22,9
	175 ± 67
	264 ± 44,6
	436 ± 132

	His
	550 ± 65
	593 ± 14
	523 ± 109
	595 ± 46
	567 ± 33
	744 ± 122


* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока


Таким образом, при недостаточности Tau in vivo в исследованных нами биологических объектах отчетливо прослеживается аминокислотный дисбаланс, который может свидетельствовать о нарушении процессов промежуточного обмена аминокислот (в первую очередь серусодержащих) и связанных с ними реакциями утилизации их углеродных скелетов (гликолиз, глюконеогенез, цикл трикарбоновых кислот), а также транспорта этих соединений.

Таблица 21

Содержание аминокислот и их производных в скелетной мышце крыс в динамике введения (-Ala (3% раствор, per os), нмоль/г

	
	1 сутки
	8 суток
	14 суток

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	Tau
	10140 ± 621
	9194 ± 590
	9270 ± 362
	7125 ± 703*
	7965 ± 913
	6321 ± 613

	PEA
	542,4 ± 63,4
	602,8 ± 53,3
	572,9 ± 64
	533 ± 62,9
	841 ± 184
	375,4 ± 35,6*

	urea
	1680 ± 297
	1222 ± 154
	1484 ± 117
	1404 ± 276
	1266 ± 136
	1002 ± 164

	Asp
	1454 ± 89,9
	1431 ± 71,1
	1300 ± 92,9
	1383 ± 73,9
	1573 ± 63,6
	1388 ± 145

	Thr
	450,3 ± 54,7
	337,1 ± 50,8
	424 ± 58,4
	367,4 ± 42,8
	655,4 ± 87,7
	388 ± 46,7*

	Ser
	1469 ± 84,4
	1531 ± 148
	1365 ± 75,3
	1435,7 ± 64
	1533 ± 214
	1527 ± 195

	Asn
	200,4 ± 22,9
	143,5 ± 16,7
	190,2 ± 26,9
	152,9 ± 18
	147,5 ± 30,2
	153,9 ± 29

	Glu
	1800 ± 150
	1919 ± 69,8
	1718 ± 188
	1787 ± 47,8
	1751 ± 172
	1357 ± 151

	Gln
	7375 ± 399
	7664 ± 940
	9099 ± 387
	8182 ± 712
	8780 ± 1260
	8305 ± 703

	Pro
	356,5 ± 35,8
	449,1 ± 87,6
	379,5 ± 42,8
	373 ± 70,3
	311,3 ± 53,7
	197,2 ± 26,8

	Gly
	5029 ± 497
	4249 ± 201
	3600 ± 195
	3685 ± 224
	3550 ± 551
	4304 ± 520

	Ala
	2163 ± 108
	2256 ± 105
	2222 ± 194
	2202 ± 142
	1866 ± 248
	1932 ± 202

	(-ABA
	27,2 ± 3,1
	31,4 ± 2,2
	31,1 ± 2,2
	37,2 ± 3,6
	30,9 ± 0,6
	27,5 ± 1,5

	Val
	228 ± 9
	215 ± 9,5
	217,6 ± 11,4
	209 ± 10
	173 ± 7,7
	181,6 ± 7,2

	Cys
	6,01 ± 1,50
	5,90 ± 1,60
	5,70 ± 2,2
	6,20 ± 1,7
	5,50 ± 1,0
	6,30 ± 1,3

	Met
	33,5 ± 2,5
	28,0 ± 3,2
	35,9 ± 2,0
	27,2 ± 2,4*
	24,5 ± 2,8
	23,7 ± 1,8

	Ctn
	3,40 ± 0,7
	3,80 ± 0,6
	4,10 ± 1,0
	3,50 ± 0,4
	3,91 ± 0,5
	2,2 ± 0,3*

	Ile
	65,2 ± 8,8
	59,2 ± 4,1
	66,4 ± 4,5
	57,7 ± 3,5
	51 ± 3,8
	55,5 ± 5,9

	Leu
	182 ± 7
	166,9 ± 6,8
	176 ± 10,1
	174 ± 6,9
	146 ± 5,5
	147 ± 3,2

	Tyr
	178,9 ± 7,8
	159,9 ± 13,6
	162,6 ± 7,2
	145,3 ± 10,9
	135,6 ± 9
	135 ± 11,9

	Phe
	56,6 ± 3
	54,1 ± 4,8
	61,6 ± 5,3
	44,5 ± 4,2*
	37,7 ± 2,3
	38,1 ± 3,2

	(-Ala
	274,2 ± 14,9
	1972 ± 467*
	425,9 ± 50,6
	1390 ± 236*
	376 ± 128
	1012 ± 218*

	EA
	348,8 ± 24,6
	357,3 ± 23,8
	403,2 ± 17
	358,9 ± 12,1
	405 ± 14,3
	367,4 ± 23,4

	NH3
	9005 ± 440
	9390 ± 671
	9404 ± 316
	8586 ± 313
	8750 ± 742
	9353 ± 560

	Orn
	112 ± 12,9
	108 ± 14,3
	103,6 ± 8
	92,7 ± 7,9
	95,9 ± 13,2
	102,6 ± 5,4

	Lys
	295,6 ± 76,2
	164,5 ± 29,3
	259,9 ± 50,6
	118 ± 10,3*
	427 ± 101
	406,1 ± 76,3

	His
	305,9 ± 29,4
	368,8 ± 45,3
	476,3 ± 9,2
	395,7 ± 65,1
	375,3 ± 65,6
	457,7 ± 59,9


* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока

Таблица 22

Содержание аминокислот и их производных в сердце крыс в динамике введения (-Ala (3% раствор, per os), нмоль/г

	
	1 сутки
	8 суток
	14 суток

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	Tau
	22980 ± 1310
	15700 ± 151*
	16430 ± 1580
	16230 ± 1220
	24480 ± 2480
	19570 ± 185

	PEA
	930 ± 89,4
	487 ± 45*
	666 ± 74,5
	1360 ± 565
	820 ± 58,2
	724 ± 70,5

	urea
	1250 ± 320
	1490 ± 211
	1410 ± 233
	1530 ± 216
	1400 ± 158
	1450 ± 250

	Asp
	5350 ± 348
	4520 ± 351
	5730 ± 2010
	4070 ± 300
	3840 ± 609
	2680 ± 285

	Thr
	264 ± 48
	267 ± 56,3
	305 ± 36
	197 ± 25,1*
	398 ± 21,3
	193 ± 23,1*

	Ser
	552 ± 33,3
	738 ± 78,5
	714 ± 253
	458 ± 18,4
	554 ± 69,7
	510 ± 76,7

	Glu
	5850 ± 278
	6410 ± 670
	8470 ± 3140
	6890 ± 649
	5770 ± 445
	5130 ± 393

	Gln
	5950 ± 587
	6170 ± 526
	8580 ± 3280
	5840 ± 513
	7270 ± 305
	5090 ± 479*

	Pro
	319 ± 68,5
	232 ± 30,9
	4170 ± 3880
	316 ± 37
	242 ± 44,7
	135 ± 17,4*

	Gly
	814 ± 75,1
	809 ± 77,2
	601 ± 95,8
	624 ± 39
	754 ± 134
	687 ± 55,9

	Ala
	1160 ± 98,5
	1097 ± 69
	1540 ± 594
	994 ± 49,4
	958,2 ± 87,4
	900 ± 49,9

	(-ABA
	22,9 ± 5,0
	22 ± 2,6
	41,5 ± 10,4
	21,5 ± 2,8
	19,5 ± 1,6
	20,3 ± 1,4

	Val
	234 ± 22,2
	241 ± 16
	343 ± 110
	223 ± 7,1
	189,4 ± 14,5
	211 ± 11,8

	Cys
	11,4 ± 2,3
	19,1 ± 1,7*
	16,4 ± 4,8
	13,4 ± 3,0
	9,9 ± 2,9
	20,9 ± 4,8

	Met
	41,6 ± 6,9
	45,1 ± 6,9
	51,8 ± 19,9
	28,4 ± 3,4
	38,9 ± 9,0
	30,9 ± 4,1

	Ctn
	17,3 ± 9,2
	12,3 ± 1,5
	16,6 ± 5,5
	6,8 ± 1,2
	7,5 ± 0,7
	7,8 ± 1,7

	Ile
	77,6 ± 11,1
	82,2 ± 9,9
	128 ± 25,4
	81,8 ± 1,8
	61,3 ± 6,1
	72,9 ± 6,1

	Leu
	135 ± 15
	137 ± 18
	126 ± 12
	131,9 ± 5,8
	87,2 ± 9,0
	102 ± 7,6

	Tyr
	127 ± 9,8
	122 ± 8,9
	133 ± 10,1
	105 ± 5,0*
	106 ± 12,5
	104 ± 5,4

	Phe
	58,4 ± 3,1
	64,1 ± 4,3
	71,9 ± 12,3
	51,6 ± 6,3
	45,8 ± 6,9
	46,1 ± 2,0

	(-Ala
	403 ± 332
	1860 ± 367*
	148,1 ± 55,2
	1066 ± 318*
	188 ± 108
	621 ± 190

	EA
	511 ± 36,6
	538 ± 48,9
	475 ± 126
	569 ± 23,3
	403 ± 78,9
	447 ± 32,3

	NH3
	5120 ± 224
	5700 ± 356
	6770 ± 1800
	5110 ± 98
	4970 ± 327
	5070 ± 166

	Orn
	60,6 ± 17,3
	136 ± 28*
	115 ± 34,1
	102 ± 6,6
	50,4 ± 10,3
	40,4 ± 5,4

	Lys
	257 ± 66,2
	251 ± 48,4
	361 ± 178
	182 ± 11,7
	337 ± 38,8
	289 ± 71,7

	His
	168 ± 26
	209 ± 32,7
	277 ± 83,5
	208 ± 23,6
	171 ± 32,3
	179 ± 20,8


* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока

3.2.1.1 Формирование фонда нейроактивных аминокислот и биогенных аминов в отделах головного мозга при недостаточности таурина


Введение (-Ala во всех исследованных дозах и сроках введения приводило к достоверному росту его содержания в стволе мозга, чего не наблюдалось в стриатуме и гипоталамусе (рис.10), что свидетельствует об опосредовании его эффектов в центральной нервной системе через антагонизм в отношении системы транспорта Tau в мозг и что полученные нами эффекты в отношении содержания нейротрансмиттеров не являются собственными нейрохимическими эффектами (-Ala.


Внутрибрюшинное введение (-Ala в дозе 0,46 г/кг приводило к достоверному росту содержания в стволе мозга MHPG, являющегося основным воостановленным метаболитом норадреналина в центральной нервной системе; эти изменения исчезали при введении препарата в дозах 0,92 г/кг и 1,84 г/кг, а при введении (‑Ala в дозе 3,68 г/кг возникали вновь (рис.10). 
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Рис. 10. Содержание свободных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и коэффициенты корреляции между их уровнями в отделах головного мозга крыс через 24 часа после в/бр введения (-Ala


В стриатуме достоверных изменений в содержании биогенных аминов, их предшественников и метаболитов, а также нейроактивных аминокислот не наблюдалось при всех использованных дозах (‑Ala (рис. 10). 


В гипоталамусе при дозе 0,46 г/кг снижалось содержание 5‑HIAA; при дозе 0,92 г/кг — концентрации Tau, Asp, Glu, Tyr и 5-HTP, содержание последнего соединения оставалось сниженным и при максимальной примененной дозе (-Ala (3,68 г/кг). Кроме этого, при всех дозах (-Ala (за исключением 3,68 г/кг) снижалось содержание Trp в этом отделе головного мозга (рис. 10).


Наряду с этим в гипоталамусе нарушалась корреляционная связь (-Ala - Trp при введении препарата в дозах 0,92, 1,84 и 3,68 г/кг; корреляционные связи между содержанием (-Ala с одной стороны и 5-HT, 5-HIAA — с другой сто​ро​ны нарушались в дозах 1,84 и 3,68 г/кг, а корреляционная связь Trp - 5-HT — при всех исследованных дозах (‑Ala (рис. 10). 


В ство​ле моз​га при всех дозах нарушались корреляционные зависимости (‑Ala - 5-HT и (-Ala - Trp, а также связь 5-HT - Trp (рис 10). 


В стриа​ту​ме при дозе 3,68 г/кг появилась положительная корреляционная связь 5-HT - 5-HIAA и отрицательная (‑Ala - HVA. Кроме того, при всех исследованных дозах нарушались корреляционные связи (‑Ala с DA и DOPAC (рис. 10).


Дискриминантный анализ полученных данных показал, что наиболее информативными показателями (F-константа Фишера > 2,0) в гипоталамусе являлись Trp, (-Ala и HVA, в стволе мозга — (-Ala и в стриатуме — PEA.


Та​ким об​ра​зом, внут​ри​брю​шин​ное вве​де​ние (-Ala в до​зах 0,46; 0,92; 1,84 и 3,68 г/кг из​ме​ня​ет функ​цио​ни​ро​ва​ние до​фа​ми​но​вой и се​ро​то​ни​но​вой ней​ротранс​мит​тер​ных сис​тем, а так​же взаи​мо​свя​зи ме​ж​ду ни​ми. Пре​иму​ще​ст​вен​но ан​ти​се​ро​то​ни​но​вой яв​ля​ет​ся на​прав​лен​ность эф​фек​тов (-Ala в стриа​ту​ме и ство​ле моз​га, до​фа​ми​нер​ги​че​ские струк​ту​ры ко​то​рых на​хо​дят​ся в тес​ной мор​фо-функ​цио​наль​ной взаи​мо​свя​зи. Ин​ги​би​ро​ва​ние се​ро​то​ни​но​вой сис​те​мы, по дан​ным кор​ре​ля​ци​он​но​го ана​ли​за, вклю​ча​ет сни​же​ние дос​туп​но​сти пред​ше​ст​вен​ни​ка, ве​ро​ят​но, из-за сни​же​ния транс​пор​та в мозг аро​ма​ти​че​ских ами​но​кис​лот, а так​же ско​ро​сти гид​ро​кси​ли​ро​ва​ния трип​то​фа​на. Мож​но пред​по​ла​гать так​же на​ру​ше​ние нор​маль​ных со​от​но​ше​ний ме​ж​ду по​ка​за​те​ля​ми сис​тем тор​моз​ных и воз​бу​ж​даю​щих транс​мит​те​ров (снижение в гипоталамусе уровней Glu и Asp и ис​чез​но​ве​ние кор​ре​ля​ции Tau - GABA и Tau - Asp).
3.2.2. Избыточное поступление таурина 

3.2.2.1 Однократное парентеральное введение


Однократное внутрибрюшинное введение Tau в дозе 650 мг/кг вызывает увеличение концентрации этого соединения в печени и плазме крови в среднем в 2-3 раза. В плазме крови на этом фоне увеличилось содержание цистеата, а уровни метионина, аланина, серина, АРУЦ и ААК снизились на 50% (рис.11). В печени содержание цистеина практически не изменилось, а метионина и цистеата снизилось вдвое. Так же, как и в плазме, в печени уменьшилось количество серина и, особенно — аланина, а треонина и глицина выросло (рис.11). При этом возникли высокодостоверные отрицательные связи (р<0,02, r = —0,85 — 0,90) в содержании гликогенных аминокислот и АРУЦ печени и плазмы крови. 


С позиций мембранотропных эффектов Tau возникшая метаболическая ситуация объясняется, прежде всего, активной экстракцией перечисленных аминокислот из кровеносного русла тканями, т.е. активацией в них метаболических процессов [202, 203]. Мембранстабилизирующее антиоксидантное действие Tau подтверждено нами в опытах in vitro, где Tau в концентрациях, соответствующих его уровню в тканях (10-4 — 10-6 М) (табл.12), проявлял выраженную антирадикальную активность, подавляя на 30-40% люминесценцию спиртового раствора олеата, вызванную Fe2+.. В гомогенатах печени опытных животных была достоверно выше на 12% суммарная антиокислительная активность. Приблизительно на столько же увеличилось в печени содержание общих фосфолипидов и их фракций — фосфатидилхолина и сфингомиелина, уровень этаноламина снизился, а фосфоэтаноламина увеличился (рис.12). Ранее было продемонстрировано гиполипидемическое действие таурина [69].

Увеличение синтеза фосфолипидов можно также рассматривать не только как один из аспектов мембраностабилизирующего и гепатопротекторного, но и антиатерогенного влияния Tau на показатели липидного обмена. Перечисленные изменения, так же как и продемонстрированное нами увеличение уровня восстановленного глутатиона и КоАSН, снижение соотношения в печени АРУЦ/ААК (рис.11), конкурирующих за общие транспортные системы при их поступлении в клетку, указывают на наличие мембранстабилизирующего, антиокислительного действия Tau. Наличие связи между концентрациями фосфоэтаноламина и Tau было ранее продемонстрировано для плазмы крови и ткани печени, а также отделов головного мозга при стрессе [177].
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Рис.11 Изменения уровней свободных аминокислот и их производных в печени и плазме крови крыс, соотношения митоходриальных НАД+/НАДН, активностей PDH и GDH, содержания 2-OG в печени через 30 мин после однократного в/бр введения Tau (650 мг/кг)
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Рис 12. Антиоксидантная активность, содержание общих фосфолипидов и их фракций,  уровни ЭА, ФЭА, КоАSH, GSH и соотношение АРУЦ/ААК в печени крыс через 30 минут после в/бр введения таурина (650 мг/кг)
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Рис 13. Активность ферментов, регламентирующих активность ЦТК (ГДГ, ПДГ, 2-ОГД) и деградацию цистеина (ЦО, ЦТ, ЦД), а также уровень 2-ОГ, ТДФ и соотношения митоходриальных NAD+/NADH в печени крыс через 30 минут после в/бр введения таурина (650 мг/кг)
3.2.2.2 Длительное парентеральное введение


Ежедневное внутрибрюшинное введение Tau в дозе 1/10 LD50 вызвало к 1 суткам эксперимента снижение в печени концентрации глутамина, а также абсолютно незаменимой аминокислоты лизина. Кроме этого, повышались уровни аланина и тирозина (рис. 14). 


Одновременно в печени экспериментальных животных происходило снижение активностей митохондриальной малатдегидрогеназы (MDHm) и цитоплазматической изоцитратдегидрогеназы (IDHc). Кроме того, наблюдалось повышение уровня лактата (рис.14). 


На этом фоне в плазме крови опытных животных отмечены менее выраженные сдвиги в содержании исследованых соединений: достоверно увеличились лишь концентрации аланина и пролина (рис.15). 


К 3 суткам эксперимента в печени животных, получавших Tau, повысилась активность PDH, что указывает на активацию процессов декарбоксилирования пирувата; увеличилась активность цитоплазматической малатдегидрогеназы (MDHc), определяющей NAD‑зависимое превращение малата в оксалацетат в цитоплазме гепатоцитов, а также сохранился повышенный уровень лактата (рис. 14). При этом в печени на 1 - 3 сут наблюдалась положительная корреляцонная зависимость между активностью цитоплазматической MDH и уровнем Tau. Примечательно, что при этом значительно снижаются концентрация структурного аналога Tau — (-Ala (рис. 14) и возникают высокодостоверные (r > 0,90) положительные корреляции между уровнем Tau и его структурного аналога — фосфоэтаноламина в печени, в уровнях Tau и лизина — в плазме крови и отрицательные — между содержанием Tau и активностью ALT в плазме крови. Вышеперечисленное, а также снижение уровня глюкозы на 8 сут, может свидетельствовать об активации процессов гликолиза в печени животных на фоне дополнительного введения Tau. Кроме того, снижение на 1 и 3 сутки соотношения активностей митохондриальной и цитоплазматической форм MDH свидетельствует об ингибировании процессов глюконеогенеза на ранних сроках внутрибрюшинного введения Tau [204].


К 8 и 15 суткам тенденции изменений в уровнях аминокислот и активностях ферментативных реакций, возникшие в более ранние сроки эксперимента, практически сохраняются, кроме этого, на 8 сутки наблюдалось достоверное повышение уровня Tau в печени и плазме крови, а на 15 сутки в печени возникла отрицательная корреляция Tau - (-Ala. Такая фазовость уровня Tau может объясняться насыщением систем его конъюгации с желчными кислотами, в то время, как в более поздние сроки могут включаться дополнительные адаптивные механизмы поддержания него концентрации. На этом фоне в плазме крови отчетливо прослеживается увеличение концентрации незаменимых аминокислот Thr и Lys, в печени — снижение уровней глюкозы (GL). На 15 сутки в плазме крови и печени повышалась концентрация аланина (рис. 14,15), что, вероятно, может свидетельствовать об активации к концу эксперимента процессов глюконеогенеза под действием вводимого Tau.


Обращает на себя внимание появление в печени на 15 сутки эксперимента положительной корреляции в уровнях Tau и метионина, что может служить доказательством усиления синтеза эндогенного Tau при его дополнительном введении в течении длительного срока, и появление отрицательной корреляции в уровнях Tau и цистатионина, что, вероятно, свидетельствует о уменьшении относительной значимости других путей превращения метионина. Так уменьшение скорости образования цистатионина может привести в свою очередь и к усилению относительной значимости других путей превращения серина. В пользу последнего предположения говорит появление положительной корреляционной зависимости (r = 0,87) между уровнями Tau и глицина, хотя повышение уровня последнего не было достоверным.


На фоне дополнительного внутрибрюшинного введения Tau значительно возросла его концентрация в скелетной мышце (рис.17). Последнее особенно характерно для 3 суток эксперимента, когда в опыте возникают высокодостоверные отрицательные корреляции между уровнями Tau, глицином и (-Ala. Одновременно наблюдалось обеднение аминокислотного пула сердечной мышцы (снижение концентраций треонина, аланина, метионина, лейцина, лизина) (рис.16) и, в меньшей степени, скелетной мышцы (рис.17), что не наблюдалось в более поздние сроки. К 15 суткам эксперимента в скелетной мускулатуре на фоне высокого содержания Tau снижались концентрации глицина, аспартата и структурного аналога и транспортного антагониста Tau — (-Ala. Примечательно, что к этому сроку опыта имеется тенденция к снижению содержания Tau в сердечной мышце по сравнению с контролем (рис.16), что подтверждает существование автономных систем транспорта и превращений Tau в сердце. 

В целом мозге опытных животных дополнительное внутрибрюшинное введение Tau на ранних сроках (1 и 3 суток) от начала эксперимента повысило активность PDH и GDH и ингибировало на 3 сутки ALT и цитоплазматическую MDH (табл. 23). 
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Рис. 14. Изменения уровней свободных аминокислот и их производных, субстратов гликолиза и активностей ферментов в печени крыс в динамике ежедневного внутрибрюшинного введения Tau в дозе 1/10 LD50
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p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока

Рис.15 Содержание свободных аминокислот, их производных, концентрации субстратов и продуктов гликолиза ((M), а также активность реакций переаминирования ((моль/мл/мин), регламенти​ру​ющих превращения аминокислот в плазме крови крыс в динамике ежедневного внутрибрюшинного введения таурина в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела)
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Рис. 16 Содержание свободных аминокислот и их производных в сердце крыс в динамике ежедневного внутрибрюшинного введения таурина в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела ), (моль/г
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Рис.17 Содержание свободных аминокислот и их производных в скелетной мышце крыс в динамике ежедневного внутрибрюшинного введения таурина в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела), (моль/г

Таблица 23

Концентрации субстратов и продуктов гликолиза, активность ферментов цикла трикарбоновых кислот а также реакций, регламентирующих превращения аминокислот в мозге крыс в динамике ежедневного внутрибрюшинного введения таурина в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела ), (моль/г/мин

	
	1 сут
	3 сут

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	PDH
	19,00 ± 1,38
	22,600 ± 0,600*
	12,600 ± 0,748
	14,20 ± 1,24

	GDH
	16,400 ± 0,678
	15,00 ± 1,22
	15,600 ± 0,678
	19,80 ± 1,32*

	AST
	165,6 ± 21,7
	184,8 ± 11,9
	58,80 ± 5,25
	67,00 ± 4,99

	ALT
	31,40 ± 2,50
	29,00 ± 1,84
	16,000 ± 0,707
	12,60 ± 1,17*

	MDHc
	410,8 ± 71
	503,6 ± 37
	564,68 ± 17,84
	378,8 ± 21,4*

	MDHm
	20,6 ± 2,38
	21,44 ± 1,9
	21 ± 2,58
	24,64 ± 1,52

	IDHc
	20,98 ± 2,42
	14,4 ± 2,38
	8,28 ± 0,28
	7,52 ± 0,5

	IDHm
	38,44 ± 0,98
	37,54 ± 2,54
	41,84 ± 4,38
	46,84 ± 3,22

	
	8 сут
	15 сут

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	PDH
	15,00 ± 1,61
	13,000 ± 0,894
	12,20 ± 1,83
	14,60 ± 3,01

	GDH
	11,200 ± 0,583
	14,20 ± 1,53
	12,00 ± 1,30
	12,60 ± 1,44

	AST
	173,00 ± 5,76
	189,6 ± 17,5
	165,20 ± 5,17
	167,40 ± 6,63

	ALT
	31,60 ± 1,29
	29,00 ± 2,32
	17,80 ± 1,16
	21,000 ± 0,837

	MDHc
	900,4 ± 57,4
	898 ± 30,2
	763,8 ± 107,6
	674,6 ± 76,2

	MDHm
	36,32 ± 3
	44,44 ± 7,9
	25,5 ± 1,56
	27,2 ± 2,72

	IDHc
	106,12 ± 13,92
	111,6 ± 8,64
	9,76 ± 0,38
	11,52 ± 0,44*

	IDHm
	17,16 ± 1,14
	17,88 ± 0,7
	36,92 ± 7,62
	35,76 ± 3,52



* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующей группы
3.2.2.3 Длительное субконъюктивальное введение


Концентрация Tau в печени и плазме крови при его субконъюнктивальном способе введения (ежедневно, в течение 15 дней, в суммарной дозе 650 мг/кг массы) не изменилась. Однако уже в первые сутки эксперимента в печени увеличилось содержание LА, в плазме крови — аланина и (-Ala и снизилось — изолейцина (рис.18,19). 


Наиболее выраженные изменения при этом способе введения в периферических тканях отмечены к 3 и 8 суткам от начала эксперимента и касаются, в первую очередь, незаменимых и заменимых гликогенных аминокислот. В плазме крови на этих сроках произошло обогащение фонда незаменимых аминокислот (треонин, валин и изолейцин), увеличились концентрации серусодержащих аминокислот (метионин и цистин), АРУЦ (валин, лейцин), а также дикарбоновых аминокислот (глицин, глутамат). Однако, на 15 сутки наблюдалась полная нормализация всего фонда свободных аминокислот в плазме крови (рис.18). Такая фазовость в изменениях уровней аминокислот вероятно можно объяснить изменением процессов их деградации или распада белка. На этом фоне в печени опытных животных возникают высокодостоверные положительные коррелятивные связи между содержанием Tau и уровнем его структурного аналога фосфоэтаноламина (рис.19). В плазме крови опытных животных при субконъюнктивальном способе введения его концентрация высокодостоверно коррелирует с содержанием большинства гликогенных аминокислот. Значительных изменений в концентрациях аминокислот в печени при этом не наблюдалось: на ранних сроках снизилось содержание фенилалнина, а на 15 сутки повысился уровень лейцина и понизился — этаноламина (EA) (рис.18). На 15 сутки в печени, кроме того, снизились активности ALT и цитоплазматической IDH (рис.19).
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Рис.18 Изменения уровней свободных аминокислот и их производных в плазме крови крыс в динамике ежедневного субконъюнктивального введения таурина в суммарной дозе 1/10 LD50

Субконъюнктивальное введение Tau незначительно отразилось на структуре фонда свободных аминокислот в скелетной мускулатуре — содержание Tau не изменилось практически на всех сроках, и только на 3 сутки снизилось содержание глутамата, а к 8 суткам повысился уровень глицина (рис.21). При этом возникали высокодостоверные положительные корреляции между концентрациями Tau, глутамин и этаноламин (r>0,90). В сердечной мышце, также, как и в скелетной, субконъюнктивальное введение Tau не изменило его уровень и привело к увеличению на 1 сутки уровня глицина, на 3 сутки — аспартата, треонина, цистина и орнитина (рис.20). На 15 сутки эксперимента в этих структурах произошла полная нормализация всего фонда аминокислот.


Таким образом, полученные данные доказывают, что субконъюнктивальное введение Tau на протяжении 15 суток в суммарной дозе 650 мг/кг практически не влияет на процессы формирования аминокислотного фонда в периферических тканях — печени, скелетной и сердечной мышц; наблюдаемые фазные изменения в уровнях свободных аминокислот в плазме крови исчезают к 15 суткам.
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Рис.19. Содержание свободных аминокислот, их производных, концентрации субстратов и продуктов гликолиза ((моль/г), активность ферментов цикла трикарбоновых кислот и реакций, регламентирующих превращения аминокислот ((моль/г/мин) в печени крыс в динамике ежедневного субконъюнктивального введения таурина в дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела) (* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока)
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Рис.20. Содержание свободных аминокислот и их производных в сердце крыс в динамике субконъюнктивального введения таурина в суммарной дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела ), (моль/г

(* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока)
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Рис.21. Содержание свободных аминокислот и их производных в скелетной мышце в динамике субконъюнктивального введения таурина в суммарной дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела ), (моль/г

(* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующего срока)

Субконъюнктивальное введение Tau приводило, в некоторой степени, к схожим изменениям в целом мозге: на 1 сутки от начала эксперимента активация GDH сопровождалась возникновением положительных корреляций с цитоплазматической IDH, а к 15 суткам на фоне активации митохондриальной IDH, лимитирующей функциональную активность ЦТК (табл. 24), возникали положительные корреляции между активностью ее цитоплазматической формы и процессами переаминирования (активностями AST и ALT).

Таблица 24

Концентрации субстратов и продуктов гликолиза, активность ферментов цикла трикарбоновых кислот а также реакций, регламентирующих превращения аминокислот в мозге крыс в динамике субконъюнктивального введения таурина в суммарной дозе 1/10 LD50 (650 мг/кг массы тела ), (моль/г/мин

	
	1 сут
	3 сут

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	PDH
	18,00 ± 1,14
	17,60 ± 1,63
	17,60 ± 1,33
	16,800 ± 0,735

	GDH
	16,400 ± 0,927
	22,00 ± 2,02*
	9,200 ± 0,860
	9,800 ± 0,917

	AST
	137,0 ± 19,1
	154,60 ± 9,24
	174,8 ± 17,2
	170,8 ± 19,9

	ALT
	28,20 ± 2,65
	29,20 ± 2,40
	31,40 ± 1,83
	29,40 ± 1,33

	MDHc
	481,4 ± 29,8
	452,64 ± 15,02
	1027,6 ± 63,6
	1064,2 ± 43,4

	MDHm
	32 ± 2,04
	32,48 ± 1,58
	30,72 ± 2,92
	30,56 ± 1,28

	IDHc
	18,46 ± 2,04
	21,68 ± 2,1
	14,32 ± 1,22
	13,2 ± 1,04

	IDHm
	36,04 ± 2,1
	36,8 ± 4,38
	51,12 ± 17,88
	32,4 ± 1,88

	
	8 сут
	15 сут

	
	контроль
	опыт
	контроль
	опыт

	PDH
	6,60 ± 1,12
	7,600 ± 0,927
	13,600 ± 0,678
	13,800 ± 0,200

	GDH
	11,80 ± 1,77
	8,600 ± 0,245
	14,200 ± 0,970
	14,600 ± 0,872

	AST
	196,6 ± 25,5
	184,2 ± 10,3
	152,6 ± 10,3
	158,2 ± 16,1

	ALT
	32,80 ± 3,43
	26,20 ± 1,74
	18,200 ± 0,583
	17,80 ± 1,11

	MDHc
	848 ± 28,6
	854,6 ± 38,6
	873 ± 49
	887,8 ± 57,2

	MDHm
	33,64 ± 2,72
	41,16 ± 7,18
	23,12 ± 1,04
	23,08 ± 1,08

	IDHc
	12,72 ± 0,68
	13,44 ± 1,48
	13,92 ± 0,76
	14,76 ± 1,18

	IDHm
	35,8 ± 1,54
	35,72 ± 0,94
	16,36 ± 0,7
	29,64 ± 2,82*



* - p < 0,05 по отношению к контролю соответствующей группы

3.3. Нейрэффекторное действие таурина и процессы формирования фонда нейроактивных аминокислот и биогенных аминов в головном мозге

3.3.1 Парентеральное введение таурина 

Выбор отделов головного мозга с различной метаболической ориентации для выяснения механизмов действия Tau на процессы формирования фонда нейроактивных аминокислот и биогенных аминов в центральной нервной системе обусловлен тем, что гипоталамус является структурой с наиболее высокой проницаемостью гематоэнцефалического барьера (что может означать высокую функциональную активность систем активного транспорта). Кроме этого в гипоталамусе представлены практически все трансмиттерные системы, в том числе значительная часть серотонинергических нейронов [205]. Средний мозг — структура, содержащая основную часть тел дофаминергических нейронов (нигростриального пути), а также значительную часть рецепторов тормозного типа. Выбор стриатума обусловлен низкой активностью МАО в этой структуре. что предполагает наличие в ней постоянно высокой концентраций моноаминов (особенно дофамина) по отношению к продуктам их деградации. Кроме этого в стриатуме наиболее высока концентрация таурина [5, 6, 23].


Исследование влияния однократного внутрибрюшинного введения Tau (1/10 LD50 на 30 мин) на процессы формирования пула нейроактивных аминокислот и биогенных аминов в отделах мозга выявило значительное (более чем в 2 раза) снижение в гипоталамусе опытных животных концентрации (-Ala — структурного аналога Tau (рис.22), что подтверждает конкурентные взаимоотношения этих соединений при транспорте в мозг. Абсолютные значения концентраций Tau, константы его связывания и скорость транспорта в отделах головного мозга разнятся и не коррелируют между собой [39]. Это предполагает наличие нескольких изоформ Tau-переносящих белков и различный региональный уровень эндогенных биологически активных соединений, конкурирующих за общие с Tau системы транспорта. Концентрация природных аналогов Tau ((-Ala, GABA) значительно выше в гипоталамусе по сравнению с другими отделами. Этим, возможно, и объясняется отсутствие повышения уровня Tau в гипоталамусе опытных животных. Стабильный уровень Tau на фоне нагрузки, несмотря на высокую проницаемость сосудистой сети гипоталамуса, свидетельствует, прежде всего, о функциональной значимости Tau в этом отделе ЦНС и существовании активных механизмов поддержания его концентрации.


Отделить метаболическую функцию аминокислот от медиаторной невозможно, поскольку нельзя определить из каких пулов (компартментов) произошло их освобождение. Однако, ослабление в опыте положительной коррелятивной связи уровней Glu и Asp c их амидами может расцениватся как нарушение процесса инактивации возбуждающих аминокислот. Характерно, что соотношение суммы тормозных медиаторов (Tau + GABA) и суммы возбуждающих (Glu + Asp) уменьшается (рис.22). 


Концентрация катехоламинов (NE и DA) при этом уменьшается, что свидетельствует об угнетении процессов гидроксилирования Tyr. Положительная корреляция Tyr - Tau в гипоталамусе опытных животных становится недостоверной, однако на фоне уменьшения уровня продукта окисления дофамина — DOPAC, возникает прямая коррелятивная связь в содержании DA – Tau (рис.22).


Анализ сложившейся в гипоталамусе метаболической ситуации позволяет предположить, что наряду с ингибированием синтеза катехоламинов, происходит  адаптивное снижение их катаболизма. Тем самым подтверждается влияние Tau на координацию взаимодействия Glu-, GABA-, и катехоламинергических систем. 


Дисбаланс пула тормозных медиаторов на этом фоне сопровождается активизацией процессов образования 5-HT: уровень последнего при введении Tau увеличивается и положительно коррелирует с содержанием Trp. В целом, однако, в данной экспериментальной ситуации в гипоталамусе возникает относительное обеднение пула тормозных медиаторов, чем по-видимому, могут объяснятся возникающие в эксперименте и на практике случаи амбивалентных эффектов Tau в ЦНС. 


В стриатуме содержание Tau на фоне нагрузки выросло почти на 30% (рис.22), что прежде всего говорит о большой проницаемости гематоэнцефалического барьера для этого соединения в этих структурах мозга по сравнению с гипоталамусом. При этом увеличение уровня GABA в стриатуме, по-видимому, объясняется связыванием накопившимся Tau цитоплазматического Са2+ на нейрональной мембране и активацией в результате этого глутаматдекарбоксилазы.


В стриатуме опытных животных, кроме этого, выросло содержание DA (рис.22), что с возникновением отрицательных корреляций Tau с NE и метаболитами DA — DOPAC и HVA может свидетельствовать об угнетении процессов инактивации DA. Функционально эти сдвиги могут служить основой тормозного действия Tau и стабилизации им моторной функции ЦНС. 


Оценка создавшейся в исследованных отделах мозга ситуации позволяет предположить существование различной степени деформации метаболических процессов, обусловленной, прежде всего, индивидуальными для структур мозга особенностями транспорта экзогенного Tau кровью. Для сформировавшегося мозга активный транспорт Таu против градиента концентрации является одним из наиболее значимых в поддержании стабильного уровня этого соединения.
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Рис.22. Изменения уровней нейроактивных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов, коэффициентов корреляции между их уровнями в отделах головного мозга крыс через 30 мин после однократного внутрибрюшинного введения Tau (650 мг/кг)


Исследование ежедневного внутрибрюшинного введения Tau в дозе 1/10 LD50 показало, что в стволе мозга через 1 сутки происходит достоверное увеличение содержания Asp, Gly, (-Ala, 5-HIAA и снижение PEA. Эти изменения исчезали на сроках 3 и 8 суток, а через 15 суток после начала введения наблюдалось снижение содержания Trp и Gly (рис.23). 


В стриатуме через 1 сутки также происходило снижение содержания PEA; через 8 суток — DA и Gly, однако через 15 суток наблюдалось повышение содержания DА, а также 3-МТ (рис.23). 


Содержание Tau в стриатуме и стволе мозга было достоверно выше, чем в контроле, только в сроке 15 сут, а в гипоталамусе — начиная со срока 3 сут (рис.23). 


В гипоталамусе в сроках 1 и 15 сут снижалось содержание 5-НТР; кроме того, в сроке 1 сут снижалось содержание Glu и Ala, в сроке 3 сут — повышалось содержание Gly и снижалось Thr, в сроке 8 сут — повышалось содержание Trp (рис.23). 


Содержание Tau в стволе мозга в сроках 1 и 8 сут, в стриатуме — в сроках 1, 8 и 15 сут коррелировало с содержанием DA и его метаболитов — DOPAC и HVA. Корреляционная связь между содержанием Tau, с одной стороны, и 5-HT и 5‑HIAA, с другой стороны, появлялась в стволе мозга к 15 сут эксперимента и нарушалась в гипоталамусе в сроках 3 и 8 сут (рис.23). 


В стволе мозга в сроках 3 и 8 сут нарушалась корреляция 5-HT - 5-HIAA; эта связь, а также связи Tau - 5-HT, Tau - 5‑HIAA и Trp - 5-HT появлялись в сроке 15 сут. В стриатуме, напротив, на 3 сут появлялась положительная корреляция 5-HT - 5-HIAA и нарушались — 5-HTP - 5-HT и Trp - 5-HT (рис.23).. 


Наконец, в гипоталамусе в ранние сроки (1 и 3 сут) нарушалась корреляционная связь DOPAC - HVA, на 3 сут — связи Tau с 5-HT и 5‑HIAA и начиная с 3 сут — связи Trp - 5-HT и 5-HT - 5-HIAA (рис.23).


Дискриминантный анализ полученных данных показал, что в этих отделах мозга наблюдалась практически 100% корректная классификация реализаций по группам. При этом наиболее информативными показателями в гипоталамусе являлись Trp, Thr, Tau, 5-HT, Ala, 5‑HTP (F-константы Фишера > 3,3); в среднем мозге — (-Ala, Ala, GABA, Trp, 5‑HIAA. На плоскости двух главных компонент для среднего мозга расположение (определяемого значениями D2 Махалонобиса) опытной группы наиболее сильно отличалось от расположения контрольной группы на сроке 15 суток.


Таким образом, ежедневное внутрибрюшинное введение Tau в течение 15 суток изменяет функционирование дофаминовой и серотониновой нейротрансмиттерных систем. Преимущественно дофаминергической является направленность эффектов Tau в стриатуме и стволе мозга, дофаминергические структуры которых находятся в морфо-функциональной взаимосвязи. Активация дофаминовой системы, по данным корреляционного анализа, включает усиление как синтеза (положительная корреляция Tyr - DA на 1 и 3 сут), так и распада медиатора (положительные корреляции DA - DOPAC и DA - HVA в этих же сроках); к концу эксперимента вероятно также усиление синаптического выброса DA в стриатуме (повышение уровня 3-MT). Можно предполагать также нарушение нормальных соотношений между показателями систем тормозных и возбуждающих трансмиторов (исчезновение в гипоталамусе на сроках 1, 3 и 8 суток корреляции Tau - GABA, а также Tau - PЕА, Tau - (-Ala, и на 8 сутки — Tau - Asp и Tau - Glu). Изменение функционирования серотониновой системы в гипоталамусе под действием Tau, вероятнее всего, включает в себя угнетение синтеза медиатора и его деградации
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Рис. 23. Изменения содержания свободных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов, коэффициенты корреляции между их уровнями в отделах головного мозга крыс в динамике ежедневного в/бр введения таурина в дозе 1/10 LD50

3.3.2. Субконъюнктивальное введение таурина

Сравнительно низкая проницаемость гематоэнцефалического барьера для таурина затрудняет воспроизведение его нейрохимических эффектов при периферических способах введения. Особенности кровоснабжения и проницаемости гематоэнцефалического барьера для гипоталамуса позволяют предполагать реализацию возможных нейрохимических эффектов таурина при субконъюнктивальном способе его введения и, возможно, приравнять его к центральным. В связи с тем, что для таурина не доказано наличие иных метаболических превращений, кроме конъюгации с желчными кислотами, мы исходили из предположения, что весь определяемый нами счет метки относится к таурину. 


Результаты эксперимента по исследованию закономерностей распределения меченого 14C-таурина при его субконъюнктивальном введении животным свидетельствуют о наличии накопления метки в ткани гипоталамуса с максимумом через 6 ч после введения препарата (рис.24) и одновременным снижением уровня метки в плазме крови животных (рис 25). 


На этом фоне кривая накопления 14C-таурина в целом мозге (рис.26) имеет вид, сходный с таковой для гипоталамуса, однако в мозге отмечается рост счёта метки вплоть до 5 сут эксперимента. Одновременно, кривая, отражающая закономерности накопления 14C-таурина для плазмы крови (рис.25) соответствует классической кривой элиминации, за исключением падения счета через 2 ч, после чего вновь наблюдалось увеличение счета (3 и 6 ч). 


На основе полученных данных можно предположить существование процессов пассивной диффузии и активного транспорта таурина в гипоталамус при его субконъюнктивальном введении. Указанные процессы определяются особенностями кровоснабжения этого отдела, на что указывает высокий уровень накопления меченого 14C-таурина в гипоталамусе уже через 30 мин после введения метки (рис.24). Очевидно, что в дальнейшем (1-120 ч) таурин проникает в мозг только путём активного транспорта, что подтверждается характером элиминации метки из крови: наиболее интенсивное накопление метки в гипоталамусе (6 ч) по времени совпадает с резким снижением счёта в плазме крови, где эта кривая явно отклоняется от обычной экспоненциальной формы (рис.25).
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Рис. 24. Накопление метки в ткани гипоталамуса после однократного субконъюнктивального введения 30 (Сi 14C-таурина
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Рис. 25. Счет метки в плазме крови крыс через различные сроки после однократного субконъюнктивального введения 30(Сi 14C-Таурина.
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Рис. 26. Накопление метки в целом мозге крыс после однократного субконъюнктивального введения 30(Сi 14C-Таурина


Из полученных нами данных очевидно, что мозг имеет более чем одну систему активного транспорта таурина: с более низким сродством была активной и явно превалировала в гипоталамусе в ранние сроки (3 ч) от введения 14C-таурина, т.е. на фоне высокой концентрации метки в системном кровотоке; другая, очевидно, была ответственной за поздний (до 120 ч) подъём кривой в целом мозге и, таким образом, может быть преимущественно представлена в других структурах ЦНС. Кроме этого, в гипоталамусе имеется также пассивная диффузия таурина, чем объясняется проникновение метки в первые минуты после введения. В то же время, в гипоталамусе вплоть до конца эксперимента счёт метки оставался стабильно высоким с тенденцией к наличию второго максимума накопления — к 3 сут после введения.


Кинетические константы для таурина, рассчитанные из данных настоящего эксперимента, составили: 

а) в гипоталамусе: 

константа элиминации 0,01016 ± 0,00552 мин-1
период полувыведения Т1/2 68,22 мин

константа скорости всасывания Kt 0,72122 ± 0,37076

среднее время всасывания 1,38 мин

период полувсасывания 0,96 мин

максимальная концентрация 3,32 (cpm*1000)

б) в плазме крови:

период полувыведения Т1/2 13,88 час

константа элиминации 0,05 ± 0,026 мин-1


Таким образом, данные настоящего эксперимента подтверждают, что таурин является относительно долгоживущим соединением в ЦНС, и свидетельствуют, что: 


1) субконъюнктивальное введение таурина позволяет получить его избирательное накопление в гипоталамусе за счет пассивной диффузии соединения, что можно объяснить особенностями кровообращения этого отдела мозга — наличием у гипоталамуса и тканей глазницы общих путей венозного оттока; 


2) мозг располагает как минимум двумя системами активного транспорта Таурина, причем одна из них вызывает раннее, т.е. в первые часы после введения таурина, проникновение соединения, и представлена в гипоталамических структурах; 

3) эффекты таурина при его субконъюнктивальном введении могут быть получены не только в гипоталамусе, но и в других структурах цнс и могут иметь длительный характер.


Одновременно, субконъюнктивальное введение Tau в течение 15 суток в суммарной дозе 650 мг/кг (1/10 LD50) приводило в сроке 3 сут к повышению содержания Trp во всех отделах мозга; (-Ala — в стриатуме и гипоталамусе; GABA — в гипоталамусе. Содержание возбуждающих трансмиттеров Asp и Glu увеличивалось на 1 сутки опыта в стволе мозга и уменьшалось в стриатуме на 3 сутки, в сроках опыта 8 и 15 сут изменений в определяемых показателях не зарегистрировано (рис.27). 


Во все сроки опыта, кроме 15 сут, в стволе мозга наблюдалась достоверная положительная корреляция Tau - (-Ala в опытных группах и ее отсутствие (или отрицательная корреляция на 8 сут) в контроле. В стриатуме такая же картина наблюдалась к 15 сут опыта (рис.27). 


В стволе мозга на сроках 1 и 3 сут после введения Tau появлялась положительная корреляция Tau - Asp; кроме того, в сроках 3 и 8 сут — положительные корреляции между уровнями Tau, с одной стороны, и DA и его метаболитов — DOPAC и HVA, с другой. В гипоталамусе наблюдалось появление положительной корреляции Tau - Gly в сроках 1, 3 и 8 сут, а также исчезновение Tau - GABA — в сроках 1 и 3 сут (рис.27). 


Таким образом, субконъюнктивальное введение Tau приводит к дисбалансу в содержании тормозных и возбуждающих аминокислот-трансмитторов в среднем мозге и гипоталамусе и, в меньшей степени, в стриатуме. Кроме этого, субконъюнктивальное введение Tau приводит к повышению в отделах мозга Trp в коротких сроках эксперимента. Отсутствие повышения содержания Tau в отделах мозга в определенной мере может объясняться появлением положительной корреляции между его уровнями и уровнем его транспортного антагониста, (-Ala, зарегистрированной в стволе мозга. 
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Рис.27 Изменения содержания свободных аминокислот, биогенных аминов, их предшественников и метаболитов в отделах головного мозга крыс в динамике субконъюнктивального введения таурина в суммарной дозе 1/10 LD50
ГЛАВА 4. Клинические аспекты применения таурина


Результаты и перспективы использования Tau и его аналогов в клинической практике, отражающие современное состояние проблемы, изложены в главе 2. В предлагаемом разделе представлены результаты I и II стадий кли​ни​че​ских ис​пы​та​ний Tau в качестве ра​дио​- и гепатопротектор​но​го сред​ст​ва по соответ​ст​вую​щим кон​крет​ным по​ка​за​ни​ям к проведены в спе​циа​ли​зи​ро​ван​ных кли​ни​ках и от​де​ле​ни​ях г.Грод​но, Витебска и Минска, в процессе реализации которых создан и зарегистрирован новый эффективный отечественный лекарственный препапрат “таблетки таурина”.


Клинические испытания на I стадии в рандомизированных исследованиях проведены нами в клинике инфекционных болезней ГГМИ на 10 практически здоровых волонтёрах (студенты 6 курса ГГМИ, средний возраст —22г, 1таб. Х 3 раза в день, на протяжении 7 дней) с соблюдением всех этических и юридических правил.


В процессе исследования, кроме субъективных признаков и объективного статуса добровольцев, в крови из локтевой вены до и после курса Tau определялись маркёрные для печени клинико-биохимические показатели, а также пул свободных аминокислот и их дериватов.


Испытания препарата на волонтёрах не выявили никаких побочных эффектов препарата (таб.25). Кроме того, его применение сопровождалось обогащением пула серусодержащих аминокислот (таб. 26), что может свидетельствовать об активации их синтеза и превращений и подтверждает обоснованные ранее антиоксидантные, радио- и гепатопротекторные свойства Tau.


II стадия клинических испытаний препарата (1 таблетка 3 раза в день в течение 3-х недель) в рандомизированных исследованиях проведена:

· в клинике инфекционных болезней у 21 больного острым вирусным гепатитом А; 

· в педиатрической клинике в комплексном лечении у 100 больных детей с дискинезиями желчевыводящих путей (65), гепатитами вследствие внутриутробного инфицирования (20) или дуоденогастральным рефлюксом (15);

· в клинике онкологии у 25 больных раком желудка II-III стадии;

· в клинике лучевой диагностики и лучевой терапии у 30 больных раком лёгкого II-III стадии; 

· в хирургической клинике на фоне лечения облитерирующего атеросклероза сосудов нижних конечностей (30 больных);

Результаты применения препарата у больных вирусным гепатитом А в желтушный период представлены в таблице 27. На фоне применения таблеток таурина у данной категории больных по сравнению с группой контроля, получавшей традиционное базисное лечение быстрее происходит улучшение общего состояния и уменьшение интоксикации в острую фазу болезни по сравнению с контрольной группой: общее состояние больных в испытуемой группе улучшалось раньше на 1-2 дня, исчезновение желтухи и длительность желтушного периода сокращалась на 2 дня, чем в контрольной группе. 

Таблица 25

Клинико-биохимические показатели волонтёров до- и после курсового назначения таурина (0,5х3 — 7 дней)

	Показатель
	Волонтёры

	
	до назначения Таu 
	после курса Таu

	Эритроциты
	4,30 ± 0,05
	4,30 ± 0,07

	Гемоглобин
	147 ± 2,8
	141, ± 3,85

	Лейкоциты
	4,6 ± 0,6
	5,1 ± 0,5

	базофилы
	1,3 ± 0,3
	1,0 ± 0,01

	эозинофилы
	2,6 ± 0,14
	2,6 ± 0,24

	нейтрофилы палочко-ядерные
	3,1 ± 0,56
	2,8 ± 0,2

	нейтрофилы сегменто-ядерные
	60,9 ± 1,2
	57,7 ± 1,9

	лимфоциты
	29 ± 0,9
	33,4 ± 2,1

	моноциты
	5,0 ± 0,6
	5,4 ± 0,8

	СОЭ
	4,5 ± 0,9
	6,1 ± 0,7

	Протромбиновый индекс
	0,90 ± 0,01
	0,90 ± 0,01

	Фибриноген
	1,99 ± 0,09
	2,24 ± 0,16

	Глюкоза
	4,5 ± 0,1
	4,8 ± 0,6

	Общий белок 
	80 ± 1,1
	79,8 ± 1,2

	Альбумины
	56 ± 0,49
	54 ± 0,9

	Щелочная фосфотаза
	42 ± 3,4
	47 ± 3,1

	Мочевина
	4,8 ± 0,36
	4,9 ± 0,3

	Общий билирубин
	12,2 ± 0,462
	10,4 ± 1,37

	ALT
	28,7 ± 5,04
	24,9 ± 4,65

	AST
	38,7 ± 7,07
	31,8 ± 7,46

	ГГТП
	
	


- p<0,05 при сравнении с группой до приёма Tau

Таблица 26

Свободные аминокислоты и их производные ((М) в плазме крови волонтёров до- и после курсового назначения таурина (0,5 х3 — 7 дней)

	
	Волонтёры до назначения Tau 
	Волонтёры после курса Tau 

	CA
	10,2 ± 0,8
	27,5 ± 0,5*

	Tau
	124 ± 4,0
	170± 7,8*

	PEA
	5,0 ± 0,7
	5,8 ± 0,3

	urea
	484 ± 27
	368 ± 23

	Asp
	25,9 ± 1,73
	24,5 ± 0,6


	Thr
	144 ± 5,0
	144± 8,6

	Ser
	165 ± 7,8
	165 ± 7

	Asn
	41,7 ± 1,9
	56,5 ± 7,7

	Glu
	34,2 ± 4,5
	32,9 ± 3,4

	Gln
	14399 ± 49
	1553 ± 34

	Pro
	218 ± 26
	175 ± 16

	Gly
	238 ± 16
	258 ± 13

	Ala
	595 ± 17
	403 ± 35*

	Ctr
	73 ± 3,1
	69,7 ± 6,8

	(-Aba
	35,2 ± 3,8
	33,6 ± 3,6

	Val
	252 ± 10
	261 ± 10,0

	Cys
	110 ± 8,4
	154 ± 5,5*

	Met
	27,8 ± 1,3
	28,7 ± 2,1

	Ctn
	4,3 ± 0,4
	1,86 ± 0,24*

	Ile
	97,6 ± 4,8
	84,3 ± 5,5

	Leu
	188,8 ± 8,90
	173,34 ± 8,1

	Tyr
	100,2 ± 3,9
	97,7 ± 2,8

	Phe
	65,1 ± 5,9
	72,6 ± 3,5

	EA
	74,8 ± 2,8
	60,9 ± 3,6*

	NH3
	528 ± 74
	618 ± 116

	Orn
	104 ± 6,1
	104,1 ± 4,1

	Lys
	190,7 ± 5,6
	198,2 ± 7,9

	His
	108 ± 5,1
	109,9 ± 3,7


* - p<0,05 при сравнении с группой до приёма Таурина 

Таблица 27

Сравнительная характеристика клинико-лабораторных показателей при лечении препаратом “таблетки таурина” больных вирусным гепатитом А в желтушный период.

	Показатели
	Виды терапии

	
	Базисная терапия

+ “таурин”
	Контроль

Базисная терапия

	Улучшение состояния (день)
	9,87 ( 1,03
	10,18 ( 1,13

	Исчезновение желтухи (день)
	7,42 ( 0,59
	9,13 ( 0,67

	Длительность желтушного периода (день)
	8,76 ( 0,73
	10,94 ( 0,43

	Нормализация размеров печени (день)
	17,84 ( 1,16
	19,93 ( 1,75

	Общий билирубин:
	
	

	при поступлении
	56,24 ( 6,27
	54,25 ( 4,17

	при выписке
	8,55 ( 0,48
	9,76 ( 0,69

	АлТ:
	
	

	при поступлении
	6,08 ( 0,18
	5,97 ( 0,21

	при выписке
	1,21 ( 0,06
	0,93 ( 0,04

	через 10 дней после выписки
	0,54 ( 0,02
	0,84 ( 0,03

	Средний койко-день
	20,07 ( 1,24
	19,18 ( 1,16


Динамика биохимических показателей у больных гепатитом, получавших препарат, была более положительной: через 10 дней после выписки из стационара активность АлАТ, в отличии от контрольной группы, полностью нормализовалась. Всё перечисленное предполагает, что препарат “таблетки таурина” может быть использован в качестве базисного гепатопротекторного средства в лечении гепатита.

При испытании препарата в качестве радиозащитного средства у больных раком легкого II-III стадии на фоне гипоксирадиотерапии в контрольной группе установлено статистически значимое снижение числа лейкоцитов на 25% к концу 1 этапа лечения, в исследуемой группе это снижение составило 12,7% и было статистически недостоверным. Клинические признаки общей лучевой реакции отмечались у 21% больных исследуемой группы, получавшей таурин, и у 31% контрольной группы. Установлено также, что применение препарата “таблетки таурина” способствует нормализации лимфопении, что обосновывает его применение в качестве средства симптоматической терапии, снижающей уровень общих лучевых реакций у онкологических больных (таб. 28).

Таблица 28

Показатели морфологического состава периферической крови у больных 

раком лёгкого, получавших лучевую терапию и “таурин”
	Группы 
	До лечения

	
	Эритроциты

х1012/п
	Гемоглобин

г/л
	Лейкоциты

х109/п
	Лимфоциты

х109/п
	Моноциты 

х109/п
	Сегментоядерные х109/п
	СОЭ мм/ч

	ГРТ
	3,98(0,13
	131,6(4,4
	5,8(0,5
	1,23(0,17
	0,37(0,05
	3,94(0,3
	33,0(4,0

	ГРТ+

Таu
	3,93(0,14
	128,4(4,0
	5,8(0,4
	1,24(0,1
	0,31(0,06
	3,86(0,4
	30,2(4,3

	
	После 1 этапа лучевой терапии

	ГРТ
	4,2(0,1
	139,0(1,0
	4,8(0,2
	0,69(0,06*
	0,29(0,05
	3,45(0,15
	35,6(3,3

	ГРТ+

Таu
	3,9(0,08
	129,0(2,9
	5,1(0,4
	0,97(0,09**
	0,29(0,06
	3,65(0,3
	36,2(5,0


* — различия статистически достоверны относительно исходного уровня, p<0,01;

** — различия статистически достоверны относительно контрольной группы, p<0,02. 

При испытании препарата у 30 больных раком желудка II-III ст. на фоне химиолучевой терапии или в предоперационном периоде ни в одном случае не отмечено реакций, связанных с приёмом препарата, он не вызывает токсических и аллергических реакций.
Каких-либо изменений в течение опухолевого процесса при назначении препарата не отмечено, однако у пациентов, получавших “таблетки таурина”, отмечается улучшение аппетита и уменьшение диспептических проявлений. Препарат существенно не влиял на показатели красной крови, оказывая нормализующее влияние на содержание лейкоцитов и лимфоцитов, активность аминотрансфераз и содержание билирубина, способствуя снижению концентрации мочевины в плазме крови. Кроме того, назначение препарата индуцировало увеличение количества Т-лимфоцитов, Т-хелперов, устранение дисфункции гуморального иммунитета, повышение неспецифической резистентности организма (таб. 29-35). Вышеперечисленное обосновывает применение “таблеток таурина” в онкологической практике в предоперационном периоде в качестве средства коррекции нарушений гомеостаза, связанных с нарушением функции печени и радиопротекторного средства, улучшающего течение раннего послеоперационного периода.

В клинике педиатрии показано, что при применении препарата “таблетки таурина” в комплексном лечении детей (дискинезии желчевыводящих путей, гепатиты, дуоденогастральный рефлюкс) побочных реакций не было. Назначение препарата на фоне гепатитов, возникающих вследствие внутриутробного инфицирования клинического и лабораторного эффекта не выявило. Результаты применения препарата при дискинезиях желчевыводящих путей гипотонического или гипертонического типа выявили нивелирование основного компонента дискинезии, нормализацию клинико-лабораторных показателей, нормализацию самочувствия, аппетита, окраски кожных покровов, исчезновение симптомов раздражения над проекцией желчного пузыря. В комплексе стандартной терапии детей с дуодено-гастральным рефлюксом назначение таурина приводило к исчезновению тошноты, неприятных ощущений в эпигастральной области и позволило наполовину уменьшить дозу церукала. Перечисленное даёт основание рекомендовать таурин для широкого использования в клинике гастроэнтерологии при лечении функциональных нарушений.

Таким образом, применение таурина в качестве гепато- и радиопротекторного средства является оправданным и целесообразным. По этим показаниям препарат был рассмотрен и рекомендован для регистрации Фармкомитетом МЗ РБ. 
Таблица 29

Общий анализ крови у больных раком желудка II стадии, получавших таурин

в предоперационном периоде

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	Эритроциты x 1012/л
	3,94±0,17
	3,68,±0,12
	3,83±0,11

	Гемоглобин, г/л
	133,67±6,12
	122,21±4,74
	126,30±4,19

	Лейкоциты x 109/л
	6,43±0,43
	7,04±0,51
	8,52±0,761

	Базофилы, %
	1,20±0,20
	1,20±0,20
	1,00±0

	Эозинофилы, %
	2,46±0,56
	2,93±0,61
	3,81±0,70

	Палочкоядерные, %
	3,45±0,47
	7,33±1,90
	7,26±1,131

	Сегментоядерные,%
	63,83±1,88
	68,00±2,13
	64,05±2,60

	Лимфоциты, %
	25,30±1,73
	17,30±2,001
	19,11±2,331

	Моноциты, %
	5,74±0,49
	5,87±0,64
	6,10±0,59

	Тромбоциты, %
	245,0±26,0
	188,2±17,1
	230,5±19,5

	Свёртывание крови
	183,0±4,4

219,6±11,1
	194,4±15,3

230,0±15,1
	210,0±25,3

256,0±16,8

	СОЭ, мм/час
	20,17±2,69
	37,30±3,521
	35,0±3,381


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной.

Таблица 30

Общий анализ крови у больных раком желудка III стадии, получавших таурин

в предоперационном периоде

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	Эритроциты x 1012/л
	3,87±0,19
	3,52±0,13
	3,90±0,17

	Гемоглобин, г/л
	131,76±7,11
	128,81±6,74
	130,13±5,09

	Лейкоциты x 109/л
	6,48±0,81
	7,02±0,80
	7,44±0,21

	Базофилы, %
	1,10±0,13
	1,15±0,20
	1,03±0,09

	Эозинофилы, %
	3,00±0,61
	2,08±0,19
	3,31±0,85

	Палочкоядерные, %
	4,03±0,74
	6,30±1,20
	6,91±1,011

	Сегментоядерные,%
	66,13±2,01
	68,21±1,95
	65,92±2,01

	Лимфоциты, %
	24,72±2,12
	20,13±1,87
	21,35±2,17

	Моноциты, %
	5,80±0,64
	6,01±0,55
	6,13±0,72

	Тромбоциты, %
	249,1±28,1
	200,1±18,3
	240,3±25,3

	СОЭ, мм/час
	22,13±2,71
	34,31±4,721
	30,12±2,72


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной,

Таблица 31

Биохимический  анализ крови у больных раком желудка II стадии, получавших таурин

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	Общий белок, г/л
	69.30±1.65
	64.09±1.891
	66.18±2.05

	Мочевина, ммоль/л
	6.39±0.38
	6.71±0.42
	6.22±0.88

	Билирубин,ммоль/л
	9.32±0.57
	12.151.32±
	12.41±1.531

	АлАТ, ммоль/л
	0.66±0.15
	1.28±0.181
	1.12±0.15

	АсАТ, ммоль/л
	0.49±0.07
	0.90±0.101
	0.64±0.09

	K+, ммоль/л
	4.22±0.11
	4.17±0.14
	4.24±0.12

	Na+, ммоль/л
	139.86±1.34
	139.68±1.56
	141.73±1.58

	Cl-, ммоль/л
	101.20±0.96
	101.60±1.40
	101.67±1.53

	Глюкоза, ммоль/л
	5.25±0.16
	5.88±0.42
	5.24±0.25


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной,

Таблица 31

Биохимический анализ крови у больных раком желудка III стадии, получавших Таурин

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	Общий белок, г/л
	67.27±1.33
	65.81±1.21
	68.35±2.71

	Мочевина, ммоль/л
	6.21±0.72
	6.13±0.25
	6.01±0.66

	Билирубин,ммоль/л
	10.31±0.96
	11.12±1.12
	10.21±1.77

	АлАТ, ммоль/л
	0.68±0.10
	0.77±0.31
	0.75±0.33

	АсАТ, ммоль/л
	0.52±0.13
	0.69±0.21
	0.58±0.19

	K+, ммоль/л
	4.31±0.70
	4.43±0.18
	4.40±0.25

	Na+, ммоль/л
	130.12±2.10
	133.21±1.71
	138.37±1.29

	Cl-, ммоль/л
	100.13±1.03
	104.80±1.73
	102.76±1.35

	Глюкоза, ммоль/л
	5.65±0.19
	5.90±0.21
	5.17±0.31



1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной,

Таблица 32

Иммунограмма больных раком желудка II стадии, получавших таурин

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	T-лимфоциты (E-POK), %
	66,5±2,5
	63.6±4.2
	62.5±3.5

	T-лимфоциты (E-POK), x 109/л
	0.92±0.11
	1.00±0.17
	1.13±0.16

	T-лимфоциты (активные), %
	38.3±3.2
	37.2±2.9
	44.5±6.3

	T-лимфоциты (активные), x 109/л
	0.52±0.06
	0.59±0.10
	0.74±0.091

	T-POK теофиллинчувствительные, %
	5.65±1.46
	3.25±0.84
	3.90±0.98

	T-POK теофиллинрезистентные, %
	62.2±2.7
	58.1±3.8
	63.0±3.2

	E-POK с левамизолом, %
	67.9±2.9
	63.4±3.8
	66.8±4.5

	Jg G, г/л
	12.16±0.93
	11.79±0.78
	11.52±1.36

	Jg A, г/л
	3.18±0.28
	2.94±0.27
	3.25±0.33

	Jg M, г/л
	1.02±0.11
	1.15±0.14
	1.66±0.201.2

	Титр комплемента по 50% гемолизу
	51.29±5.09
	59.21±4.13
	53.14±5.88

	Фагоцитарная активность нейтрофилов
	53.86±4.15
	49.54±6.44
	43.11±4.56

	T-контроль, %
	65.6±2.9
	59.7±3.1
	63.0±4.0

	T-активин, %
	67.2±3.5
	59.7±4.2
	68.7±3.7


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной,

2 – p<0,05 в сопоставлении с показателем на 1-3 сутки после операции,

Таблица 33

Иммунограмма больных раком желудка III стадии, получавших таурин

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	T-лимфоциты (E-POK), %
	61.3±1.8
	63.2±3.7
	66.1±5.1

	T-лимфоциты (E-POK), x 109/л
	0.89±0.13
	1.10±0.15
	1.19±0.11

	T-лимфоциты (активные), %
	39.1±2.2
	38.7±3.0
	49.4±4.1

	T-лимфоциты (активные) , x 109/л
	0.50±0.10
	0.59±0.13
	0.83±0.13

	T-POK теофиллинчувствительные, %
	6.13±1.17
	4.93±1.22
	3.27±1.83

	T-POK теофиллинрезистентные, %
	61.8±3.1
	59.9±2.7
	64.3±2.2

	E-POK с левамизолом, %
	66.7±1.9
	68.1±4.9
	67.7±5.0

	Jg G, г/л
	11.17±0.88
	12.23±0.92
	12.00±0.76

	Jg A, г/л
	2.97±0.14
	3.13±0.52
	3.41±0.89

	Jg M, г/л
	1.13±0.25
	1.18±0.41
	1.17±0.28

	Титр комплемента по 50% гемолизу
	52.21±4.17
	62.12±5.01
	61.91±6.13

	Фагоцитарная активность нейтрофилов
	55.28±3.82
	54.44±6.12
	55.09±4.17

	T-контроль, %
	68.0±2.4
	60.1±3.7
	63.0±5.9

	T-активин, %
	66.7±3.1
	60.9±7.1
	68.3±4.4


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной,

2 – p<0,05 в сопоставлении с показателем на 1-3 сутки после операции,

Таблица 34

Коагулограмма больных раком желудка II стадии, получавших таурин

	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	АКТ на 8 мин (сек)
	9.33±0.49
	9.67±0.71
	11.12±1.08

	Время рекальцификации (сек)
	91.56±4.45
	91.67±10.38
	107.17±9.21

	Протромбиновый индекс, %
	0.90±0.02
	0.91±0.03
	0.87±0.02

	Фибриноген, г/л
	2.94±0.16
	4.38±0.401
	4.25±0.311

	Тромбиновое время (сек)
	17.18±0.59
	15.08±0.561
	15.14±0.451

	Гематокрит, %
	0.40±0.05
	0.36±0.02
	0.32±0.01

	Фибриназа (сек)
	42.11±1.57
	42.45±2.24
	44.58±1.39


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной

Таблица 35

Коагулограмма больных раком желудка III стадии, получавших таурин
	Показатели
	Сроки наблюдений

	
	при поступлении
	1-3 сутки после операции
	7-10 сутки после операции

	АКТ на 8 мин (сек)
	8.47±0.57
	8.93±0.81
	10.72±1.22

	Время рекальцификации (сек)
	90.44±5.22
	91.21±6.44
	97.39±5.81

	Проторомбиновый индекс, %
	0.88±0.09
	0.91±0.12
	0.94±0.08

	Фибриноген, г/л
	3.01±0.19
	4.55±0.311
	4.39±0.201

	Тромбиновое время (сек)
	18.03±0.49
	16.00±0.28
	15.83±0.381

	Гематокрит, %
	0.46±0.08
	0.40±0.04
	0.36±0.06

	Фибриназа (сек)
	44.12±1.33
	41.73±2.03
	43.64±1.59


1 – p<0,05 в сопоставлении с исходной величиной

На основании анализа литературных данных, обосновывающих антиатерогенные свойства Tau, результатов, полученных нами в модельной ситуации атеросклероза (глава 3.1), а также при исследовании процессов формирования аминокислотного фонда в плазме крови больных облитерирующим атеросклерозом нижних конечностей (ОАСНК) (снижение концентрации Tau и обеднение фонда свободных серусодержащих аминокислот в плазме крови и тканях экспериментальных животных и больных) [27, 95, 96, 110, 206, 207], в качестве патологии для расширения показаний к применению таурина в клинике мы исследовали возможность коррекции этим соединением аминокислотного дисбаланса при ОАСНК.

Tau применялся на фоне традиционного лечения 30 больных ОАСНК III-IV стадии в виде обогащённой этим соединением (4г на 100г сухой смеси) питательной смеси “Тонус-1” (“Беллакт”, г. Волковыск) по 1 десертной ложке 3 раза в день, в течение 3 недель. Назначение обогащённой Tau питательной смеси приводило к нормализации уровней серусодержащих, гликогенных аминокислот (рис. 28), а также АРУЦ в плазме крови больных ОАСНК II-IV стадии, что свидетельствует об активации процессов синтеза и транспорта серусодержащих соединений, глюконеогенеза [10]. Концентрации ароматических аминокислот оставались сниженными (рис. 28). 

Таким образом, основным результатом применения таурина в виде компонента лечебного питания при ОАСНК является достигнутая нами коррекция фонда серусодержащих аминокислот, а также тенденция к нормализации содержания гликогенных аминокислот и АРУЦ, а полученные результаты обосновывают целесообразность включения питательной смеси “Тонус-1” в схему лечения больных ОАСНК в III-IV стадии заболевания.

Рис. 28. Содержание свободных аминокислот в плазме крови больных ОАСНК III-IV стадии при назначении обогащённой Tau питательной смеси “Тонус-1”
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Кроме того, нами для коррекции аминокислотного и метаболичемского дисбаланса в целом у больных ОАСНК II стадии (30 человек) на фоне традиционного лечения назначался препарат “таблетки таурина” (0,5(3 раза в день, 21 день). 


Применение препарата на фоне традиционной терапии ОАСНК уже в середине лечения индуцировало увеличение его концентрации до контрольных значений. Содержание цистеиновой кислоты при оставалось повышенным, а уровни аспартата, серина и этаноламина в середине лечения практически нормализовались. Препарат не оказал влияния на содержание в плазме крови больных ОАСНК метионина, однако нормализовал концентрацию цистина (рис.29). 

Таким образом, препарат, очевидно, способен включать цепь метаболических превращений метионина, активируя поток серусодержащих аминокислот и способствует ликвидации существующего аминокислотного дисбаланса в плазме крови больных ОАСНК.

Кроме того, назначение препарата способствует улучшению объективного статуса, сокращению сроков пребывания больных в стационаре и снижению процента ампутации конечностей [110]. На основании проведенных исследований нами обоснована необходимость заместительной терапии и целенаправленной метаболической коррекции аминокислотного дисбаланса, формирующегося при ОАСНК, прераратом “таблетки таурина”.

[image: image34.emf]0

100

200

300

400

500

600

700

CA

Tau

urea/10

Asp

Thr

Ser

Glu

Gln/10

Pro

Gly

Ala/10

Val

Cys

Met

Ctn

Ile

Leu

Tyr

Phe

EA

NH3/10

Lys

His

Б


Рис. 29. Содержание свободных аминокислот в плазме крови у больных ОАСНК II стадии (контроль, поступление, середина лечения, выписка) на фоне применения таурина, мкМ

Столбцы с обводкой: p<0,05 по отношению к значениям при поступлении
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Рис.30. Содержание биогенных аминов и их метаболитов в плазме крови у больных ОАСНК II стадии (контроль, поступление, середина лечения, выписка) на фоне применения таурина. Тrp - мкмоль/л, остальные (кроме отношения NE/E) - нмоль/л

Столбцы с обводкой: p<0,05 по отношению к значениям при поступлении
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Рис.31. Содержание свободных аминокислот в плазме крови у больных ОАСНК III-IV стадии (контроль, до – и после лечения) на фоне применения В — таурина, мкМ

* -- p < 0,05 по отношению к контролю

Проведенное нами ранее исследование закономерностей формирования аминокислотного фонда печени, плазмы крови и желчи пациентов на фоне функционально-обратимых поражений гепатобилиарной системы при острых и хронических холециститах показало, что как острая, так и хроническая форма холецистита сопровождается гипераминоацидемией в основном за счет гликогенных, ароматических и серосодержащих аминокислот, а также аминокислот и их производных — маркёров антитоксической функции печени (мочевина, аммиак, (-аминобутират) [10]. Сдвиги в содержании указанных соединений более выражены при хронической форме заболевания, особенно - за счёт увеличения суммарного фрнда серосодержащих аминокислот.


В дальнейшем на фоне развившейся печёночной недостаточности у 147 больных с подпечёночной желтухой на этапах оперативного устранения желчной гипертензии нами были исследованы закономерности формирования аминокислотного пула. Аминокислотный дисбаланс в плазме крови этой группы больных характеризуется гипераминоацидемией в равной степени как за счет ЗА, так и НА, резким снижением концентрации АРУЦ и уменьшением отношения АРУЦ/ААК. Характерным для плазмы крови является резкое увеличение концентрации серосодержащих аминокислот или образующих парные соединения с желчными кислотами аминокислот (глицин). Изменения в содержании исследуемых соединений в печени на фоне ее недостаточности в целом свидетельствуют об ингибировании реакций синтеза аминокислот в печени, поступления их в желчь и снижении активности процессов энтерогепатической рециркуляции [10,14, 16]. 


Тем самым внепечёночный холестаз на фоне развивающейся печёночной недостаточности характеризуется выраженным аминокислотным дисбалансом, который формируется главным образом за счет изменения уровня гликогенных и серосодержащих аминокислот. Линейно-дискриминантный анализ аминокислотного фонда биоптатов печени этих больных показал, что, несмотря на имеющееся повышение содержания его предшественников, уровень таурина практически не отличается от контрольных цифр. Очевидно, что в такой ситуации увеличение концентрации таурина в печени может быть достигнуто только за счёт его экзогенного введения. Математическое моделирование процессов формирования фонда свободных аминокислот в печени обосновывает целесообразность дополнительного экзогенного введения таурина при гепатобилиарной патологии [10]. 


Таким образом, на фоне функционально-обратимых или морфологических изменений в печени при гепатобилиарной патологии у людей формируется качественно сходные метаболические нарушения, приводящие к аминокислотному дисбалансу и увеличению концентрации серосодержащих, ароматических и гликогенных аминокислот в печени и плазме крови.


На основании полученных результатов нами обоснована целесообразность мониторинга аминокислотного фонда и эффективность применения аминозолей, обогащенных серосодержащими аминокислотами или таурином для нормализации аминокислотного дисбаланса, функционального состояния печени в целях диагностики и лечения начальных стадий ее поражения. 


Одновременно, введение в желчные протоки 60мл 4% раствора таурина ("Тауфон"), растворённого в 500 мл изотонического раствора хлорида натрия под давлением 140 - 180 мм водного столба с первых суток после наложения лапароскопической холецистостомы приводит к контролируемой декомпрессии, коррекции аминокислотного дисбаланса и существенному уменьшению проявлений печёночной недостаточности и клинико-биохимических показателей, а также снижает частоту послеоперационных осложнений и сроки пребывания больных в стационаре [14]. 


Учитывая известные и продемонстрированные нами в эксперименте (глава 3) свойства Tau в качестве соединения, способствувствующего ликвидации аминокислотного дисбаланса и обладающего эффектами тормозного нейромодулятора [208], а также на основании результатов исследования спектра свободных аминокислот и их дериватов в плазме крови больных остеохондрозом (обеднение фонда серусодержащих аминкислот и снижение концентрации Tau в плазме крови) [209] нами для расширения показаний применения препарата таблетки таурина в клинике проведены клинические испытания по его применению для терапии дегенеративно-дистрофических процессов у больных с неврологическими проявлениями остеохондроза (1 таб 3 раза в день, 21 день). 

Физиологическими критериями эффективности препарата у данной категории больных на фоне болевого синдромома являлись улучшение биоэлектрической активности скелетных мышц спины и нижних конечностей, позитивная динамика амплитуды и частоты электромиограммы и увеличение фона активных двигательных единиц. 

По нашим данным [208], у больных, получавших препарат “таблетки таурина” в сравнении с лечившимися без него наблюдалось ослабление выраженности болевого синдрома, нормализация тонуса скелетных мышц и увеличение объема активных движений. Кроме того, назначение  таблетированного таурина индуцировало процессы, направленные на нормализацию уровня эндогенного таурина и цистеина в плазме крови больных. 

На этом основании нами обоснована целесообразность сочетанного применения мануальной терапии и метаболической коррекции таурином при болевом синдроме, обусловленном остеохондрозом позвоночника, которое вследствие нормализации электрофизиологических и метаболических процессов в опорно-двигательном аппарате создает предпосылки для стойкой ремиссии [208].

ГЛАВА 5. Механизмы регуляторных эффектов и стратегия использования L-аминокислот и их производных в качестве эффективных средств метаболической терапии и новых лекарственных препаратов


Известно, что свободные аминокислоты и их производные являются одними из наиболее универсальных природных регуляторов и эндогенных модификаторов биологических реакций [210], поскольку:

1. in vivo они представлены широким спектром родственных по химической структуре соединений, формирующих в физиологических жидкостях и тканях аминокислотный пул или, соответственно, фонд [10, 211];

2. транспорт, промежуточный обмен, синтез и утилизация этих соединений унифицированы по основным метаболическим реакциям [52, 131, 212];

3. 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 [10];


На сегодняшний день существует более чем достаточно доказательств в пользу того, что аминокислоты относятся к соединениям, на основе которых могут быть разработаны новые эффективные лекарственные препараты направленного метаболического действия [213]. 


Фармацевтические отрасли промышленности большинства высокоразвитых стран в настоящее время уже активно “эксплуатируют” высокоочищенные L-аминокислоты не только в качестве полноценных пищевых добавок, но и субстанций для производства широкого спектра жизненно важных лекарственных препаратов [215, 216]. При этом подавляющее большинство современных технологий производства аминокислот разработаны в Японии, а производство лекарств на их основе сконцентрировано в Германии, Финляндии, Японии, Швеции и США, где, по мнению экспертов в области фарминдустрии, в последние годы происходит “аминокислотная революция” [17, 135, 140].


Поэтому в фундаментальном и прикладном аспектах, очевидно, что сегодня наиболее актуальным и оправданным является теоретическое обоснование и экспериментальное исследование новых эффектов и механизмов действия аминокислот и родственных соединений, а также их клиническая апробация. 


Сегодня при имеющихся в Беларуси приоритетных разработках в этой области, обосновывающих возможность и рациональность применения L-аминокислот для метаболической терапии и направленной коррекции обмена веществ в качестве новых лекарственных средств. 


Так, в соответствии с заданиями Государственной научно-технической программы 43.01.р. "Создать новые эффективные лекарственные препараты на основе аминокислот и их производных” эти соединения составляют основу производства Гродненского завода медпрепаратов, на котором к 2010г. запланирован выпуск "полных", т.е. состоящих из 18-20 аминокислот, смесей для парентерального питания и в качестве кровезаменителей. 


Сложность этой задачи связана с тем, что требуется одновременное освоение производства большого количества субстанций L-аминокислот, условия синтеза и химико-фармацевтические требования к которым носят совершенно различный характер. Для каждой из субстанций требуется прохождение полного цикла доклинических и клинических испытаний, т.е. огромный объем исследовательской работы, результаты которой должны удовлетворять жестким международным стандартам.


Однако, разработка «полных» аминокислотных смесей для парентерального питания далеко не исчерпывает всех перспектив медицинского применения аминокислот. Существует принципиально иной подход к стратегии применения этого класса соединений, заключающийся в целенаправленной коррекции нарушенного при определенном заболевании обмена веществ с помощью специализированных смесей нескольких аминокислот или даже отдельных соединений. Именно в этом направлении разработки белорусских ученых являются в наибольшей степени приоритетными на мировом уровне [10, 29, 212]. 


В настоящее время многочисленные биологические свойства L-аминокислот на практике пока что эксплуатируются главным образом с позиций восполнения дефицита или реализации их неспецифических эффектов. “Полные” растворы аминокислот для парентерального питания, содержащие кроме их высокоочищенных субстанций энергетические субстраты, витамины и микроэлементы, относительно стандартизированы по своему составу и применяются в клинической практике для заместительной терапии или парентерального питания. Разработаны и используются десятки разновидностей таких смесей для применения в педиатрической и хирургической практике [10,16,51,132,133,211,215-219]. 


Одновременно, незаменимые L-аминокислоты, витамины и микроэлементы включаются также в состав энтеральных лекарственных препаратов для терапии печёночной, почечной недостаточности или назначаются на фоне неспецифического адаптационного синдрома (стресса), когда имеется дефицит незаменимых нутриентных факторов. Этот, первый уровень, самый простой и распространенный, чаще всего эксплуатируется в клинической практике [215-217].


Кроме того, известно, что большинство L-аминокислот при их введении в организм в более высоких дозах, чем они поступают в организм с пищей, вызывают определенные специфические (фармакологические) эффекты. В настоящее время созданы или находятся в стадии разработки многочисленные лекарственные препараты на основе отдельных аминокислот, “эксплуатирующих” их фармакологическую активность, включающую обычно эффекты активации окислительно-восстановительных процессов, реакций энергетического обмена, обезвреживания ксенобиотиков. В первую очередь это относится к препаратам на основе отдельных L-аминокислот (метионин, глутаминовая, аспарагиновая), а также к их смесям или комплексам с витаминами и микроэлементами (глутамевит, аспаркам, панангин), которые в целом активируют обменные процессы и применяются при заболеваниях гепатобилиарной и сердечно-сосудистой систем, различного рода интоксикациях и психоневрологических расстройствах (орницетил и орнитин-аспартат, фалькамин-форте, лобамин-цистеин, S-аденозилметионин, глицин, реэргин). Этот второй уровень активно исследуется и чаще всего эксплуатируется клиническими фармакологами, гепатологами и кардиологами [16, 142, 215-216].


Однако на уровне использования отдельных L-аминокислот или их композиций для восполнения дефицита или реализации прямых фармакологических эффектов практически не учитывается регуляторное действие этих соединений на метаболические процессы и ключевые реакции обмена веществ. Под регуляторным действием понимают действие аминокислот на метаболические процессы и жизненно важные функции, которое проявляется при естественных или близких к ним концентрациях этих соединений в физиологических жидкостях и тканях [10,17]. Получить регуляторный эффект от введения L-аминокислот можно, применяя либо отдельные L-аминокислоты, либо сочетания их небольшого набора, в химически чистом виде.


Очевидно, что эффективное использование L-аминокислот или их производных для метаболической коррекции и направленного изменения обмена веществ при патологических или экстремальных состояниях ограничивается накопленными сведениями о механизмах регуляторных эффектов этих соединений, исследованных при концентрациях, сопоставимых с их естественным уровнем.


На протяжении последнего десятилетия в Институте биохимии НАН Беларуси разрабатывается собственная стратегия применения L-аминокислот в качестве лекарственных препаратов, которая заключается в направленном воздействии на компенсаторно-приспособительные реакции организма, изменяющиеся при конкретных заболеваниях, за счёт влияния этих соединений на механизмы регуляции обмена веществ.


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, возможность длительного приёма, усиления полезных эффектов других лекарственных препаратов и препятствие проявлению их побочного действия, а также адаптогенные эффекты в отношении вредных факторов окружающей среды. Это третий уровень эксплуатации биологических свойств аминокислот.


Указанная стратегия уже нашла подтверждение своей правильности в результатах клинических испытаний новых лекарственных препаратов гепато - и радиопротекторного ("Таурин"), иммуномодуляторного и иммунокорректорного ("лейцин") действия, исследований специфической активности новых лекарственных препаратов противоопухолевого (“деглутам”), нейроэффекторного, антиоксидантного и радиопротекторного (“тавамин”), антинаркотического и снотворного (“триптофан”) действия [10, 17, 29] .


При таком подходе к применению L-аминокислот их дозы, как правило, значительно ниже, чем при их традиционном применении. Это позволяет разрабатывать сравнительно дешёвые препараты и схемы лечения. Кроме этого, производство препаратов направленного действия на основе отдельных аминокислот или обоснованного сочетания нескольких соединений может быть организовано значительно раньше, чем будет завершен цикл доклинических и клинических испытаний всех субстанций аминокислот, необходимых для создания «полных» аминокислотных смесей для парентерального питания.


Поэтому экономически оправданным подходом к выполнению вышеуказанной Программы являются исследования с целью разработки и апробации таблетированных и инъекционных лекарственных препаратов на основе уже сегодня реально имеющихся у нас в стране высокоочищенных L-аминокислот: не дожидаясь многолетних дорогостоящих разработок их “полных" смесей, такой подход позволит уже в самое ближайшее время обеспечить Республику Беларусь высокоочищенными субстанциями и лекарственными препаратами на основе L-аминокислот, а также возможность их экспорта. Это позволит в определённой степени уменьшить степень валютной нагрузки на Республику в результате частичной замены импортируемых лекарственных препаратов различных групп, в том числе — жизненно важных, или приобретать их в результате реализации высокоочищенных субстанций аминокислот.


При этом мы считаем, что наиболее оптимальной схемой является следующая последовательная трехступенчатая система замещения импорта на основе развития производства индивидуальных L-аминокислот и их композиций в Республике Беларусь, этапы которой взаимосвязаны и последовательно дополняют друг друга. Cознавая возможную субъективность своих взглядов, можно предположить, что отечественное производство лекарств на основе аминокислот на Гродненском заводе медпрепаратов позволит частично отказаться от импорта следующих групп лекарственных препаратов, или импортировать последние за счёт экспорта препаратов на основе аминокислот:


I. пищевых добавок, без которых в настоящее время не обходится практически ни одна из современных отраслей пищевой промышленности. Примером их использования является производство безалкогольных и алкогольных напитков, добавление к которым, например, аминокислоты Таурина, защищает печень от повреждающего действия алкоголя, уменьшает его токсическое действие на центральную нервную и сердечно-сосудистую системы и др. Как показали последние исследования, проведенные в Институте биохимии НАНБ, даже у практически здоровых доноров в возрасте 18-25 лет отчётливо выявляется аминокислотный дефицит. Кроме того, уже существуют и достаточно широко применяются сбалансированные энтеральные смеси для лечебного питания, в периоде реабилитации больных, а также используемые при повышенной физической нагрузке, такие, как нитана (Германия), промот (Голландия), матерна (Швейцария), новемикс (Польша) и др. [215].


II. энтеральных лекарственных препаратов [215-221] для терапии:

· злокачественных новообразований и иммунодефицита — антинеопластоны — производные L-глутамина (США);

· печёночной, почечной недостаточности — гепамерц, фалькамин и кетостерил (Германия); нефрамин (Япония), гепареген (Чехия);

· адаптационного синдрома, стрессовых и астенических состояний — мориамин (Япония), антистресс — (США), кальма (Германия); стимол (Польша); обабуфен (Франция).

· заболеваний сердечно-сосудистой системы — аспаркам, глицин, реэргин, глутамевит (Россия), панангин (Венгрия), динемон (Италия), энол (Словения); танганил (Франция); 

· интоксикаций — метионин, цистеин, глутаминовая, аспарагиновая кислоты (Россия);

· поражений центральной нервной системы, психоневрологических расстройств, расстройств сна, депрессий, алкоголизма и наркоманий, задержки физического и умственного развития, нарушениях интеллекта и старческом слабоумии, в периоде реконвалесценции после нарушений мозгового кровообращения — кальма (Германия), тритонин (США), ацеспаргин, лактомаг, магневит, магнокал (Польша).

· лучевых поражений — орницетил (Франция), фалькамин-форте, лобамин-цистеин, саммет (Германия);

· препаратов различных групп, которые в определенной степени могут быть заменены лекарственными средствами на основе высокоочищенных аминокислот или их производных [215, 220]:

1. снотворные и седативные средства;

2. протиэпилептические и противосудорожные препараты;

3. антидепрессанты;

4. противоаритмические, гипотензивные, антитромботические препараты и средства для лечения атеросклероза, коронарной и цереброваскулярной недостаточности;

5. антациды и противоязвенные препараты;

6. препараты для терапии импотенции у мужчин и усиливающие оргазм у женщин;


III. “полных” аминокислотных смесей для внутривенного введения — крове- и плазмозамещающие инфузионные растворы и средства для парентерального питания (аминозоли, содержащие сбалансированный набор L-аминокислот) — "Инфезол", "Аминостерил - гепа", "Аминостерил - нефро", " Аминостерил - пед", “Кетостерил”, "Аминостерил - травма", "Аминоплазмаль", “Аминосол”, (фирмы “Фрезениус”, “Берлин-Хеми”, Германия), “Вамин”, ”Вамин - Н” (фирма “Каби-Витрум”, Швеция) [215-221].


На протяжении последних 15 лет в Институте биохимии НАНБ и на базе клиник ГГМИ проведены исследования аминокислотного фонда в биологических средах (плазма и форменные элементы крови, спинномозговая жидкость, моча, биоптаты неизмененных и опухолевых тканей) практически здоровых людей, пациентов с поражениями печени различной этиологии, злокачественными новообразованиями, неврологическими расстройствами и сердечно-сосудистой патологией (всего более 6300 случаев) 


Анализ результатов проведенных исследований позволяет заключить, что их уровень в физиологических жидкостях является одним из интегральных показателей обмена веществ, обосновывает применение отдельных L-аминокислот или их сочетаний для целенаправленной коррекции обмена веществ при конкретных заболеваниях и, таким образом, расширяет область практического использования этих соединений [10, 17, 29, 96, 136, 212, 221-229]. 


Так, как уже было указано выше нами доказано, что кроме известных свойств антиоксиданта, радиопротектора, нейромодулятора и стабилизатора клеточных мембран Tau способен активировать энергопродукцию, а также нормализовать обменные процессы в центральной нервной системе. 


При этом дополнительное включение в рацион питания больных атеросклерозом сосудов нижних конечностей смеси “Тонус-1”, обогащённой таурином, позволило добиться относительной нормализации важнейших клинико-лабораторных показателей, а применение таблеток таурина в качестве лекарственного средства оказалось эффективным для улучшения объективного статуса больных с печёночной недостаточностью и в предоперационной подготовке онкологических больных на фоне лучевой терапии, увеличивая шансы на успех оперативного вмешательства и повышая её переносимость. Таким образом, полученные нами данные, с одной стороны, позволили рекомендовать Tau для включения в состав пищевых продуктов, искусственных смесей для энтерального и парентерального питания, а с другой — в качестве средства лечения гепатобилиарной патологии и в предоперационной подготовке хирургических больных и зарегистрировать его как новый лекарственный препарат (глава 4).


На основании полученных в эксперименте результатов о гепатопротекторном и иммуноактивирующем действии аминокислоты L-лейцина [230], нами впервые доказана его способность активировать отдельные звенья клеточного и гуморального иммунитета как у практически здоровых людей, так и на фоне вторичного иммунодефицита при онкологических заболеваниях. Результаты, полученные в результате клинических испытаний препарата “таблетки лейцина” у 299 больных с различными видами злокачественных заболеваний, кроме того, обосновывают целесообразность его применения для профилактики послеоперационных осложнений при оперативном или комбинированном лечении указанных больных [226]. В 1999г. по этим показаниям таблетки лейцина также зарегистрированы МЗ РБ как новый лекарственный препарат.


Несомненно наличие регуляторных свойств и у аминокислоты L-глутамина [6, 224]. Так, например, показано, что он является незаменимым фактором роста злокачественных опухолей и поэтому избирательно накапливается в опухолевых тканях, что приводит к его дефициту в организме больного. Одновременно, производные L-глутамина, получившие название “антинеопластоны”, обладают выраженным противоопухолевым действием [224, 231]. Это направление исследований, как перспективное в области природной, нетоксической химиотерапии злокачественных опухолей, активно развивается в 90-х годах в США и Японии [232].


Нами впервые установлено, что противоопухолевый эффект производных L-глутамина зависит не только от дозы и способа их введения, но в первую очередь определяется уровнем самого глутамина в опухоли и организме больного. Результаты этих исследований позволили нам разработать оригинальную лекарственную форму нового эффективного противоопухолевого препарата «деглутам», который может назначаться в качестве средства профилактики рецидивов после радикального лечения злокачественных новообразований или для снижения активности процессов метастазирования [223, 233].


Одновременно L-глутамин является одним из важнейших соединений в центральной нервной системе [136, 6, 142]. Продемонстрировано, что его назначение оказывается эффективным при состояниях, сопровождающихся сочетанными поражениями печени и головного мозга (например, при алкоголизме) [5]. В этой связи очевидна необходимость более детального исследования лечебных эффектов этого соединения.


Недостаточно исследованными являются также эффекты аминокислоты триптофана. Так, за рубежом на протяжении последних лет неоднократно делались попытки применять его как безвредное снотворное средство, однако, в силу трудно предсказуемых побочных эффектов применение этого соединения ограничено [234]. Эти побочные эффекты связывают с наличием примесей, образующихся в процессе микробного синтеза триптофана. В связи с разработкой в ИФОХ НАН Беларуси новых экстракционной технологий очистки аминокислот появилась возможность получить препарат, свободный от таких побочных эффектов. Одновременно, собственные и литературные данные позволяют использовать L-триптофан в сочетании с L-лейцином, L-валином, L-изолейцином и Tau при поражениях печени. В эксперименте нам удалось дополнить эффекты триптофана при алкогольной и наркотической зависимости уже известным лечебным действием указанных аминокислот с разветвлённой углеводородной цепью [235]. 


В связи с этим актуальным является исследование механизмов регуляторного действия таких композиций L-аминокислот, которые, по нашему замыслу, позволят эффективно реализовать регуляторное действие входящих в их состав компонентов. В состав таких композиций в определённых соотношениях могут входить практически любые L-аминокислоты, их структурные аналоги или производные с известным механизмом действия. Имеются лишь единичные исследования регуляторных эффектов композиций L-аминокислот, но они уже позволяют обосновать их перспективность. Так, в последние годы нами разрабатывается концепция [10,14,17,29,212], обосновывающая применение оригинальных аминокислотных композиций направленного действия (миниаминозолей) с целью нормализации обмена веществ при поражениях печени, онкологических заболеваниях, вторичных иммунодефицитных состояниях и неврологических расстройствах, алкоголизме и наркоманиях, а также в пред- и послеоперационном периодах, при этом не исключая их использования в качестве пищевых добавок. 

.
В рамках этой концепции нами разработана оригинальная композиция аминокислот (“тавамин”), которая обладает выраженным гепатопротекторным действием, и, кроме того, способна устранять нарушения деятельности центральной нервной системы при поражениях печени [236].


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