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Предисловие

Юбилейная научная конференция «Биологически активные соединения в регуляции метаболического гомеостаза» посвящена 30-летию Института биохимии Национальной академии наук Беларуси (до 1985 – Отдел регуляции обмена веществ АН БССР) и 75-летию со дня рождения заслуженного деятеля науки Республики Беларусь академика Юрия Михайловича Островского.

30-летняя история формирования творческого научного коллектива Института неразрывно связана с деятельностью его основателя – академика Островского Ю.М. Под влиянием неоспоримого авторитета учёного и организатора сформирована нынешняя структура учреждения в составе 10 лабораторий, возглавляемых его учениками: биохимии аминокислот и их производных (Л.И. Нефёдов), биофизики (И.И. Степуро), биохимии коферментов (А.Г. Мойсеенок), биохимии спиртов и альдегидов (П.С. Пронько), биохимической фармакологии (И.В. Зверинский), биохимии эндокринных желез (В.В. Виноградов), нейрохимии (О.В. Чумакова), экологической биохимии (Р.В. Требухина), экспериментальной гепатологии (В.У. Буко), энзимологии (А.Ф. Макарчиков).

Научные изыскания сотрудников Института по приоритетным направлениям «молекулярные механизмы регуляции обмена веществ и его коррекция биологически активными соединениями природного происхождения» и «биохимические механизмы алкогольной зависимости» представлены в государственных программах фундаментальных и прикладных исследований и охватывают самые различные аспекты функциональной биохимии человека и животных. 

В настоящее время институт осуществляет координацию научных исследований в республике по проблемам биохимии животных и человека, участвует в выполнении государственных программ фундаментальных исследований «Гомеостаз» и «Функционирование биосистем», проводит исследования по VI разделу государственной научно-технической программы 43.01р. «Создать новые эффективные лекарственные препараты на основе аминокислот и их производных» и заданиям Государственной программы Республики Беларусь по минимизации и преодолению последствий катастрофы на Чернобыльской АЭС, отдельным отраслевым проектам ГКНТ, грантам Белорусского республиканского фонда фундаментальных исследований, активно сотрудничает с организациями и предприятиями республики, близкими по профилю научными учреждениями стран СНГ (Россия) и дальнего зарубежья (Польша, Германия, Австрия, США, Финляндия). 

В Институте работает 69 научных сотрудников, в том числе 9 докторов и 37 кандидатов наук (4 из них имеют звание профессора, 23 – звание доцента или старшего научного сотрудника). За 30-летний период защищено 19 докторских и 105 кандидатских диссертаций, издано 27 монографий, 1723 статей, 2498 тезисов докладов, 8 сборников научных трудов и 3 учебно-методических издания, проведено 7 международных симпозиумов и организационный съезд биохимиков Беларуси.

Значительным является вклад Института в подготовку кадров высшей квалификации для Гродненского региона: 34 докторские и 63 кандидатские диссертации, защищённые сотрудниками Гродненского государственного медицинского университета, кафедр биологического профиля Гродненского государственного университета и Гродненского сельскохозяйственного университета выполнены на базе или с участием Института биохимии НАН Беларуси.

Важнейшим фактором эффективного развития института стала интеграция академической и медицинской биохимии, реальным результатом которой явилось решение многочисленных проблем практического здравоохранения в областях диагностики, профилактики и разработки новых способов метаболической коррекции, создание новых лекарственных препаратов для терапии широкого спектра заболеваний и патологических состояний.

Так, на основе ряда биологически активных соединений (витамины, гормоны, ненасыщенные жирные кислоты и др.) разработаны рецептуры, повышающие резистентность организма человека в условиях воздействия вредных техногенных факторов окружающей среды, предупреждающие развитие различных патологических состояний, врожденные пороки развития; на основе фундаментальных исследований особенностей обмена веществ, предрасполагающих к употреблению алкоголя и метаболических последствий его употребления, подтверждена диагностическая ценность новых лабораторных тестов раннего выявления злоупотребления алкоголем и больных алкоголизмом, определен характер взаимодействия нейротрансмиттерных и этанолметаболизирующих систем в механизмах адаптации организма к алкоголю; на основании разработок по изучению молекулярных механизмов регуляции обмена веществ L-аминокислотами и их производными созданы новые лекарственные препараты гепато- и радиопротекторного, иммуномодуляторного и иммунокорректорного действия, представлены для клинических испытаний новые лекарственные препараты противоопухолевого, нейроэффекторного, антиоксидантного и радиопротекторного, антинаркотического и снотворного действия. Значительным вкладом в развитие фармацевтической промышленности республики стала разработанная и представленная в Фармкомитет Министерства здравоохранения Республики Беларусь и НПО «Белмедпрепараты» номенклатура лекарственных средств на основе аминокислот и их композиций для Гродненского завода медицинских препаратов (г. Скидель).

В нынешнем году Институт, сохранив преемственность основных направлений исследовательской работы, в качестве головной организации разработал и представил в Президиум НАН Беларуси проект Государственной программы фундаментальных исследований Республики Беларусь «Метаболизм» на 2001 – 2005 гг., важнейшими разделами которой являются исследования функционально-метаболических взаимоотношений между нейротрансмиттерными системами, механизмов ангио- и кардиопротекторного, противоопухолевого действия L‑амино​кислот, метаболических и структурных механизмов действия физических факторов и ксенобиотиков, механизмов формирования антиоксидантного гомеостаза и поддержания стабильности биологических структур, биологической роли окислов азота, нарушений гомеостаза при стрессе и экологически обусловленной патологии щитовидной железы, молекулярных механизмов алкогольной зависимости, биохимических и транспортных механизмов регуляции внутриклеточного уровня коферментов и витаминзависимых реакций.

Результаты выполнения этой программы должны составить теоретическую базу для разработок на основе эубиотиков (аминокислот, гормонов, витаминов и коферментов) новых способов метаболической терапии и профилактики патологических состояний центральной нервной системы, сердечно-сосудистых заболеваний, алкогольной зависимости, поражений печени и эндокринной системы, создания новых противоопухолевых препаратов, путей повышения резистентности биологических систем при действии неблагоприятных факторов окружающей среды.
Представленные в сборнике публикации в значительной степени отражают результаты фундаментальных и прикладных исследований биохимиков Республики Беларусь и стран СНГ. 
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УДК 577.15:616.721.7-08
Активность сывороточной холинэстеразы у больных неврологическими проявлениями поясничного остеохондроза при применении некоторых методов лечения

Г.М. Авдей 

Гродненский медицинский университет, 
Гродненская областная больница

Имеется большое количество публикаций, посвященных изучению этиологии и патогенеза остеохондроза позвоночника [2,3,5,6,7,8,9,13].

Анализ литературных данных свидетельствует о том, что при данной патологии изучены ряд систем, в том числе и холинергическая. У больных неврологическими проявлениями поясничного остеохондроза (НППО) отмечены колебания уровней ацетилхолина, ацетилхолинэстеразы и холинэстеразы крови в зависимости от выраженности болевого синдрома, клинической симптоматики [11, 14, 15, 16]. Имеются многочисленные указания на непосредственное влияние иглорефлексотерапии на активность моноаминергических систем [4, 12]. Установлен [12] параллелизм между характером изменений концентрации ацетилхолина в крови и терапевтической эффективностью акупунктуры. Значительное уменьшение или полное устранение боли сопровождается снижением содержания ацетилхолина в крови.

Цель нашей работы – выявить изменения активности сывороточной холинэстеразы у больных НППО в зависимости от степени интенсивности болевого синдрома, продолжительности заболевания и при применении некоторых методов лечения.

Активность сывороточной холинэстеразы (ХЭ) определялась калориметрическим методом [10].

В качестве контроля активности ХЭ крови использованы результаты обследования 22 практически здоровых доноров в возрасте от 22 до 56 лет.

При формулировке диагноза и определении характера течения заболевания мы руководствовались классификацией вертеброгенных заболеваний нервной системы, разработанной БелНИИ неврологии, нейрохирургии и физиотерапии [1].

Выделены группы больных, получавших только комплексное медикаментозное (никотиновая кислота, индометацин, раствор анальгина с димедролом) и физиотерапевтическое (синусоидально-модулированные токи в чередовании с переменным магнитным полем по общепринятой методике, массаж поясницы и ног, вытяжение на столе «Finntrac») лечение, т.е. «базисную» терапию и больные, которым проводилась еще и иглорефлексотерапия (по сегментарным точкам – меридиан VII (мочевого пузыря) первым и вторым вариантами тормозного метода).

В результате проведенного исследования у 47 больных НППО выявлено увеличение активности ХЭ в сыворотке крови (445,2 ( 36,6 ммоль/ч.л, p<0,001) по сравнению с таковой у лиц контрольной группы (260,0 ( 10,0 ммоль/ч.л). Активность фермента в общей группе больных НППО не зависела от выраженности болевого синдрома и длительности заболевания. У 32 (68%) пациентов с интенсивными болями в пояснице и ногах и у 15 (32%) больных с умеренным болевым синдромом, у 20 (43%) человек с давностью болезни до 5 лет и у 27 (57%) обследованных с хроническим (свыше 5 лет ) течением заболевания она оставалась высокой.

У 11 (23,4%) больных с рефлекторным синдромом поясничного остеохондроза отмечена высокая активность сывороточной ХЭ (520,0 ( 70,2 ммоль/ч.л, p<0,01) крови. Аналогичные изменения ее обнаружены у 2 (18%) человек с выраженными и у 9 (82%) пациентов с умеренными (p<0,05) болями в пояснице и ногах, 7 (63,6%) обследованных – со сроком болезни до 5 лет (p<0,05) и 4 (36,4%) больных – с хроническим течением заболевания (p<0,05).

Высокие показатели активности сывороточной холинэстеразы по сравнению с данными у лиц контрольной группы (p<0,001) установлены и у 36 (76,6%) больных с корешковым синдромом поясничного остеохондроза. Тем не менее интенсивные боли в пояснице и ногах, отмеченные нами у большинства пациентов (30 человек – 83,3%), сопровождались повышением ферментативной активности (p1<0,001), в то время, как у 6 (16,7%) больных с умеренными болями она колебалась в пределах контрольных цифр. Длительность заболевания не оказывала существенного влияния на активность холинэстеразы в сыворотке крови. Уровень ее был высокий как у лиц (13 больных – 36%) с малым сроком болезни (до 5 лет), так и при хроническом течении остеохондроза в поясничном отделе позвоночника (у 23 больных – 64%).

«Базисная» терапия не влияла на активность сывороточной холинэстеразы в периферической крови. Она оставалась высокой в группе больных до и после лечения (p<0,05) и не зависела от интенсивности проведенной терапии.

У лиц, получавших наряду с общепринятым лечением иглоукалывание, обнаружено достоверное (p<0,05) снижение (в 2 раза) ее по сравнению с группой больных до лечения ( 488,0 ( 51,23 ммоль/ч.л – до лечения, 220,0 ( 19,32 ммоль/ч.л – после лечения). 

Таким образом, у всех больных НППО отмечалась высокая активность сывороточной ХЭ. При этом у лиц с корешковым синдромом поясничного остеохондроза ее колебания в крови были прямо пропорциональны интенсивности болевого синдрома. Иглоукалывание снижало ферментативную активность.
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Фотосенсибилизированное рибофлавином выделение NO под действием УФ или видимого света на S-нитрозотиолы

Р.И. Адамчук, С.Н. Соколовская, И.И. Степуро 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Одним из физиологических эффектов видимого излучения является релаксация стенок сосудов, этот эффект напоминает расслабление сосудов под действием EDRF (endothelium-derived relaxing factor) и зависит от присутствия доноров NO. Предполагается, что в качестве фоточувствительных доноров выступают S-нитрозотиолы и S-нитрозобелки, а также нитрозоHb, которые под действием УФ излучения диссоциируют с освобождением NO [1, 2], который и может быть ответственен за благоприятный терапевтический эффект.

Мы исследовали фотохимические реакции под воздействием УФ и видимого света на S-нитрозо-глутатион и фосфопиридоксил S-нитрозоглутатион в атмосфере воздуха и в анаэробных условиях. В присутствии в растворе рибофлавина (РФ), реакция фотолиза ускорялась.

Результаты и обсуждение. Под действием УФ и видимого излучения наблюдали быстрое разрушение S-нитрозоглутатиона. Фотолиз S-нитрозосоединений сопровождался высвобождением NO и образованием тиильных радикалов, которые затем дисмутировали в дисульфиды. Концентрация NO, измеряемая спектрофотометрически по образованию НbNO, хорошо совпадала с количеством разрушенных S-нитрозотиолов и их соотношение приближалось к 1,0. Выход NO возрастал с увеличением интенсивности излучения действующего на водные растворы S-нирозоглутатиона. В анаэробных условиях основными конечными продуктами фотолиза были NO и окисленный глутатион.

На основании полученных результатов можно предположить, что главным процессом фотодиссоциации в S-нитрозосоединениях в анаэробных условиях является разрыв связи RS-NO и образование тиильных радикалов и оксида азота. 

RSNO + h( ( RS + NO
(1)

RS + RS ( RSSR
(2)

В присутствии РФ наблюдали ускорение реакции фотодеструкции GSNO (табл.1). Спектры поглощения РФ не изменялись до тех пор, пока не происходило полное разрушение S-нитрозосоединения.

Tаблица 1. Действие полного спектра излучения лампы СВД-120 на водные GSNO и GSNO в присутствии РФ и других органических соединений

	Состав облучаемого раствора
	0
	5
	10
	20
	40

	GSNO
	100 %
	72 %
	65 %
	45 %
	36 %

	GSNO+РФ
	100 %
	32 %
	18 %
	10 %
	6 %

	GSNO+РФ+NADH
	100 %
	21 %
	12 %
	6 %
	4 %

	GSNO+ ОДТХ
	100 %
	81 %
	72 %
	54 %
	38 %

	GSNO+ТХ
	100 %
	87 %
	-
	-
	42 %


После полного разрушения S-нитрозосоединения происходило быстрое образование бесцветной лейко-формы РФ. В облученном растворе наблюдали образование SH-групп, в отличие от случая прямого воздействия света на S-нитрозосоединения.

Реакция фотодеструкции S-нитрозотиолов усиливается, если в растворе кроме рибофлавина присутствуют доноры электронов: NADH, пируват. В присутствии продуктов окислительной трансформации тиамина – оксодигидротиохрома(ОДТХ), тиохрома (ТХ) – скорость фотодеструкции GSNO снижалась.

Как известно, при поглощении света молекулы рибофлавина переходят в синглетные возбужденные состояния, которые затем превращаются в триплетные. В присутствии доноров электронов, например, спиртов, NADH и других органических соединений рибофлавин в триплетном состоянии может отрывать электрон от донора, давая полувосстановленную радикальную форму, которая, в свою очередь, захватывая электрон, превращается в бесцветную лейко-форму.

3РФ + NADH ( + NAD +РФН 
(3)

РФН + NADH ( NAD + РФН2 
(4)

Мы предполагаем, что семихинонная и лейко-формы рибофлавина восстанавливают S-нитрозосоединения:

РФН + GSNO(РФ + GSH + NO. 
(5)

РФН2 + GSNO(РФН + GSH + NO 
(6)

Рибофлавин обладает сенсибилизирующим действием и в отсутствие доноров электронов, потому что он содержит встроенный в молекулу восстанавливающий агент – рибозную группу. Два атома водорода, необходимые для образования лейко-формы, отрываются от этих групп. Фотовосстановление люмифлавина, боковая цепь которого содержит только метильную группу, в отсутствие восстановителей практически не происходит.

Граница пропускания для видимого света через живые ткани, лежащая при длинах волн короче 600 нм, вероятно, связана со спектральными характеристиками гемоглобина, имеющего сильные полосы поглощения при 541 и 572 нм. Длинноволновая полоса поглощения S-нитрозоглутатиона, и особенно длинноволновая полоса фосфопиридоксил-S-нитрозоглутатиона, не перекрываются полностью гемоглобином. Поэтому интенсивный видимый свет с длинами волн в спектральном диапазоне 600-650 нм при воздействии на GSNO и 600-700 нм при воздействии на фосфопиридоксил – GSNO соответственно способен освобождать NO.

Давно известно благоприятное воздействие света на живые организмы [3-6]. В последнее время получены многочисленные экспериментальные и клинические данные, свидетельствующие о благоприятном воздействии лазерного излучения на организм гипертонических больных, больных с сердечно-сосудистой недостаточностью, на скорость заживления ран [4, 5].

Как известно, видимые лучи способны проникать сквозь ткани и кожу человека на глубину несколько десятков миллиметров, а ультрафиолетовые лучи всего лишь на сотые доли миллиметра для длины вол​ны 289 нм или десятые доли миллиметра для длины волны 366 нм [3].

В большом числе работ показано ускорение заживления ран при облучении раневой поверхности интенсивным красным светом, светом гелий-неонового лазера [5,6]. Предполагается, что механизм этого явления основан на реактивирующем действии света лазера (=632 нм на защитные ферменты – каталазу и СОД, имеющие поглощения в красной области спектра. По мнению авторов, в очаге воспаления происходит усиленная генерация О2- фагоцитами, и при недостаточной активности каталазы может происходить инактивация СОД пероксидом водорода. Под действием света лазера с длиной волны 632 нм происходит реактивация СОД [6]. Полученные нами данные позволяют предположить участие NO в механизме как усиления циркуляции крови, так и снижения токсичности супероксиданионов, что оказывает благоприятный эффект на заживление ран. Усиление циркуляции крови может быть связано с прямым или фотосенсибилизирующим действием видимого света на S-нитрозосоединения, приводящим к увеличению освобождения NO. Во-вторых, усиленная генерация NO под действием красного света приведет к снижению уровня О2-. Это вызвано тем, что NO c очень высокой скоростью взаимодействует с супероксидом с образованием пероксинитрита. Под действием NO пероксинитрит трансформируется в нитрит и нитрат:

NO +O2- ( -OONO 
(7) 

OONO + NO ( NO2-- + NO3- 
(8)

Таким образом, генерация NO может приводить как к усилению циркуляции крови, так и вызывать антиоксидантный, эффект трансформируя супероксид и пероксинитрит в нитриты и нитраты. Оксид азота высвобождается как под прямым действием света на S‑нитрозосоединения, так и в сенсибилизированных витаминами группы В. Наибольшей фотосенсибилизирующей активностью обладал рибофлавин.

Список литературы

1. Stamler J.S., Jaraki O., Osborne J., Simon D.J., Keanei J.,. Vita J., Singel D., Valeri C.R.,. LoscalzoC. R. // Proc. Natl. Acad. Sci.USA .( 1992 ( V. 89.( P.7674-7678.

2.  Borisenko G. G.,. Osipov A. N., Kazarinov K. D., Vladimirov Yu. A. // Biochemistry (Moscow). ( 1997. ( V.62.( P.774-780.

3.  Галанин И. Ф. Лучистая энергия и ее гигиеническое значение. – Л.: Медицина, 1969. ( 182 с.

4.  Sliney D., Trokel S.. Medical Lasers and Their Safe Use. – N.Y.– London – Berlin – Paris, 1993. ( 200 p.

5.  Улащик В.С. , Филлипович В. И. // Здравоохранение .( 1999.( V.4.( P.28-33.

6. Владимиров Ю.А., Потапенко А.Я. Физико-химические основы фотобиологических процессов. – М.: Высшая школа,1989. ( 199 с.

УДК 577.152.1 + 577.152.3

Особенности липидного состава эритроцитов и антиоксидантного статуса организма больных ишемической болезнью сердца и хроническим бронхитом в пожилом и старческом возрасте

Л.И. Алехнович, В.С. Камышников 

Белорусская медицинская академия последипломного образования, Минск

Исследование липидного состава плазмы (сыворотки) крови больных пожилого и старческого возраста не позволяет с уверенностью диагностировать происходящие в их организме атерогенные нарушения. Это во многом обусловлено возрастными особенностями метаболизма липидов, а также тем, что он может характерно изменяться под влиянием часто отмечающихся у данного контингента больных сопутствующих заболеваний. Среди них особое место занимают хронические воспалительные заболевания легких.

Целью исследования явилось изучение липидного состава плазмы и антиоксидантного статуса организма больных пожилого и старческого возраста, страдающих ишемической болезнью сердца и хроническим бронхитом.

Исследовано 176 человек, в том числе 136 больных с кардиореспираторной патологией (в возрасте старше 70 лет) и 40 практически здоровых людей, составивших контрольную группу.

Фракционный спектр липидов плазмы, липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) и мембран эритроцитов изучался с применением метода тонкослойной хроматографии на пластинах «Silufol» (Чехия). Примененный в работе метод (в модификации В.С. Данильчика) позволил идентифицировать фракции холин- и аминсодержащих фосфолипидов, лизолецитинов, фосфатидилинозитола, фосфатидилсерина, гликолипидов, моно- и диацилглицеринов, свободного холестерола, эфиро​связанного холестерола, неэфиросвязанных жирных кислот, триацилглицеринов, свободных углеводородов. Устанавливалось также содержание общих липидов, общих триацилглицеринов и общих фосфолипидов плазмы, эритроцитов крови и ЛПВП.

В сыворотке крови определялся уровень первичных (диеновые конъюгаты), вторичных (малоновый диальдегид) и конечных (Шиффовы основания) продуктов перекисного окисления липидов. Об антиокислительной активности сыворотки судили по содержанию в ней альфа-токоферола и ретинола.

Установлено, что у больных сочетанной кардиореспираторной патологией происходит снижение уровня общих липидов, общих триацилглицеринов и, более выраженное, – фосфолипидов плазмы, что согласуется с изменениями, отмеченными у аналогичной группы больных среднего возраста [В.С. Камышников, 1991].

На фоне такой направленности изменений выявлено увеличение уровня моноацил- и диацилглицеринов, гликолипидов, а также фосфатидилхолинов в плазме крови.

Отмеченные сдвиги, по-видимому, отражают активацию липолиза и повреждение клеточных структур. Возможно, что они вызываются также усилением биосинтеза отдельных фракций липидов при кардиореспираторной патологии.

Исследование липидного состава ЛПВП позволило прийти к заключению об увеличении содержания в их липидной фазе трудноокисляемых липидов, а следовательно, – о повышении ее микровязкости.

Особенностью нарушения липидного спектра эритроцитов больных, страдающих обострением хронического бронхита, явилось констатированное у этого контингента пациентов возрастание уровня свободного холестерола и соотношения «свободный/эфиросвязанный холестерол».

Наряду с изменениями в липидном составе плазмы, эритроцитов крови и ЛПВП отмечено увеличение уровня конечных продуктов перекисного окисления липидов в плазме крови больных с сочетанной кардиореспираторной патологией и снижение содержания антиоксидантов – альфа-токоферола и ретинола. Полученные данные свидетельствуют об активации процессов перекисного окисления липидов у данного контингента больных, что может быть одной из причин отмеченных нами сдвигов в липидном составе плазмы, эритроцитов крови и ЛПВП. 
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Оценка витаминного и иммунологического состояния у больных хроническим тонзиллитом

И.Ч. Алещик*, Т.И. Хомич**, В.А. Гуринович**, И.В. Осакович**, Л.И. Сушко**, Б.И. Горенштейн**, Т.И. Дюрдь***

*Гродненский государственный медицинский университет,
**Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 
***Гродненская областная больница

Многочисленные вопросы, связанные с физиологией и патологией лимфоаденоидного глоточного кольца, вылились в тонзиллярную проблему. В развитии хронического тонзиллита и связанных с ним заболеваний решающее значение принадлежит снижению реактивности организма, его сопротивляемости по отношению к инфекционным возбудителям. При этом заболевании страдает местная и общая иммунологическая реактивность организма, нарушается количественное и качественное содержание всех компонентов лимфоидной ткани и иммуноглобулинов. При хроническом тонзиллите нарушаются различные стороны обмена веществ [1]. Замечено, что недостаточное поступление в организм витаминов приводит к гистоморфологическим изменениям с развитием гипоксии в структуре небных миндалин, переходу болезни из острой формы в хроническую и к появлению некоторых особенностей в течении тонзиллярных заболеваний [2, 3]. Витамины обладают выраженными иммуномодулирующими и иммунорегулирующими свойствами. Дефицит их вызывает иммунологические нарушения. Они способствуют ускорению выздоровления, предупреждению рецидивов заболевания.

Некоторые авторы указывают на полигиповитаминоз при хроническом тонзиллите, характеризующийся недостаточностью витаминов В1, В2, В6, РР. Степень развития гиповитаминоза находится в прямой зависимости от тяжести клинического течения заболевания [3].

Настоящее исследование посвящено изучению витаминной обеспеченности организма больных хроническим тонзиллитом по результатам анализа биологических жидкостей, преимущественно полученных неинвазивными методами (моча, слюна), и плазмы крови.

Материалы и методы. Нами обследовано 17 пациентов в возрасте от 16 до 44 лет (женщин 13, мужчин 4). У всех обследованных клинически диагностирован хронический тонзиллит. У больных в анамнезе были ангины, при осмотре наблюдалась гиперемия краев небных дужек, рубцовые спайки между небными миндалинами и небными дужками, наличие патологического отделяемого в лакунах небных миндалин, увеличения региональных лимфатических узлов за углами нижней челюсти.
Все больные были разделены на две группы: 1 группа – больные хроническим тонзиллитом, у которых не диагностировано каких-либо осложнений; 2 группа – больные хроническим тонзиллитом с осложнениями. В 1 группу вошло 10 пациентов в возрасте 16–44 года (в среднем 24,3 года), женщин – 7, мужчин – 3. Больных беспокоили рецидивы ангин 2–3 раза в год, длительность заболевания от 2 до 8 лет (в среднем 4,2 года). Во 2 группу вошло 7 пациентов в возрасте 16–37 лет (в среднем 24,2 года), женщин – 6, мужчин – 1. У этих больных диагностированы тонзиллогенные осложнения: пиелонефрит – 3, вегетососудистая дистония – 3, субфебрилитет – 1.

Проведено комплексное клинико-лабораторное обследование больных. Лабораторное обследование включало общий анализ крови и мочи, биохимический анализ крови, исследование общего иммунитета и определение уровня витаминов в плазме крови, моче и слюне [4]. Отмечена четкая корреляция по уровню витаминов между плазмой крови и слюной.

Оценка состояния иммунной системы проводилась по следующим показателям: определение относительного и абсолютного числа общих и «активных» Т – лимфоцитов (Е – РОК); Е – РОК в нагрузочных тестах инкубацией с теофиллином и левамизолом; содержания иммуноглобулинов А, M, G; титра комплемента; фагоцитарной активности нейтрофилов.

Результаты и обсуждение. При исследовании биохимических показателей крови не обнаружено каких–либо существенных различий в обеих группах. У пациентов с исследуемой патологией в большинстве случаев резко выражена витаминная недостаточность судя по экскреции витаминов с мочой. Из 17 обследуемых, только у 2 человек норма по витамину С (что составляет 93%), низкий уровень этого нутриента в плазме крови у 66,6% от численности группы. Значительные нарушения выявлены в обеспеченности больных ниацином (экскреция метилникотинамида) и пиридоксином (4 – пиридоксиловая кислота): гиповитаминоз наблюдается у 36% и 43% обследуемых соответственно, по витамину В2 – ниже границ дефицита у 36% обследуемых. По другим витаминам (группы В) средняя величина обеспеченности в пределах нормы. При дифференцированном подходе к результатам видно, что разброс данных в группе соответствует 10-кратным величинам. Содержание некоторых витаминов в слюне имеет сниженные значения по сравнению с контрольной группой. 

Сравнительный анализ уровня исследуемых витаминов в группах 1 и 2 показал, что витаминная недостаточность значительно более выражена в группе больных с осложнениями (2 группа). Аналогичная картина наблюдается по результатам содержания витаминов в слюне (табл. 1). 

На фоне недостаточности витаминов, отмечается отклонение от нормы иммунологических показателей (табл. 2). Выявлен дисбаланс в Т-клеточном иммунном ответе. В первой группе отмечено увеличение числа Т- и В-лимфоцитов. В обоих группах снижено соотношение Т‑лимфоцитов к Т-лимфоцитам активным. Однако в группе больных осложненным хроническим тонзиллитом это снижение более значительно выражено. Содержание Т–РОК–теофелинчувствительных лимфоцитов во второй группе снижено. Фагоцитарная активность нитрофилов снижена в обеих группах, однако во второй группе отмечается более выраженное снижение.

Все показатели Т- и В-клеточного иммунитета у больных второй группы значительно ниже, чем в первой группе (табл. 2). Причем абсолютное число Т-лимфоцитов и Т-лимфоцитов активных, а также относительное их число достоверно различаются у больных с осложненными и неосложненными формами хронического тонзиллита (р(0,05).

Исследование иммуноглобулинов обнаружило снижение уровня Ig G во второй группе. В этой же группе обнаружено выраженное нарушение соотношения Ig G/Ig M, по сравнению с первой группой больных, что говорит о дисиммуноглобулинемии.

Таблица 1. Содержание витаминов у больных осложненным и неосложненным хроническим тонзиллитом
	Показатель, витамины
	Норма
	Группы

	
	
	1
	2

	МОЧА, на мг креатинина
	
	
	

	В1, мкг
	0,15 – 0,4
	0,28 ( 0,042
	0,19 ( 0,013

	В2, мкг
	0,2 – 1,0
	0,29 ( 0,05
	0,19 ( 0,035

	С, мкг
	10 – 24
	6,0 ( 1,06
	2,29 ( 0,4

	N1- MHA, мкг
	1,6 – 4,3
	4,28 ( 0,99
	0,16 ( 0,043

	4 - пиридоксиловая кислота, мкг
	2 – 4
	2,35 ( 0,3
	2,33 ( 0,29

	Метилмалоновая кислота, мкг
	( 2
	1,0 ( 0,21
	0,69 ( 0,27

	СЛЮНА, на мг белка 
	
	
	

	В1, мкг/мг белка
	0,14 – 
	0,06 ( 0,015
	0,022 ( 0,006

	В2, мкг/мг белка
	0,2
	0,071 ( 0,018
	0,01 ( 0,001

	С, мкг/мг белка
	
	2,0 ( 0,4
	1,7 ( 0,2

	Метилмалоновая кислота, мкг
	
	0,045 ( 0,01
	0,03 ( 0,007


Таблица 2. Результаты иммунологического обследования больных хроническим тонзиллитом

	Показатель
	Норма
	1 группа
	2 группа

	Т-лимфоциты, %
	58-69
	72,5(5,03
	65(10,02

	Т-лимфоциты, на 10 /л
	1,0-1,2
	1,7(0,16
	1,13(0,23*

	Т-лимфоциты активные, %
	24-30
	55,2(5,3
	46(8,6

	Т-лимфоциты активные, на 10 /л
	0,4-0,5
	1,22(0,08
	0,93(0,12*

	В-лимфоциты, %
	5-10
	17,5(5,3
	6(1,2*

	В-лимфоциты, на 10 /л
	0,1-0,2
	0,4(0,1
	0,12(0,02*

	Т-РОК-теофилинчувствительные, %
	5-20
	5,83(2,33
	4,5(2,2

	Т-РОК-теофилинрезистентные, %
	50-65
	67,8(2,1
	61,5(4,2

	Фагоцитарная активность нейтрофилов, %
	60-95
	58,7(4,0
	55,5(3,4

	Ig G, г/л
	7,2-16,3
	11,2(1,9
	6,6(1,8

	Ig M, г/л
	0,61-1,82
	0,85(0,03
	1,4(0,4

	Титр комплемента по 50% гемолизу
	50-55 гем. ед.
	55,7(7,6
	54,2(6,9


* – достоверные различия между группами (р(0,05).

Полученные результаты дают основание считать, что степень гиповитаминоза находится в прямой зависимости от тяжести течения заболевания. Назначение витаминов группы В и С оказывает положительное действие на динамику клинических симптомов при хроническом тонзиллите. При разработке комплексной терапии больных с данной патологией также необходимо учитывать связь витаминного и белкового обменов. Целесообразны «аминокислотные» диеты, содержащие незаменимые аминокислоты с добавлением витаминов группы В, С, Е [3,5] и иммуномодулирующих препаратов. 
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Пострадиационные изменения холинергической регуляции биомеханической функции сердца при гипотиреозе

А.Н. Антоненко, Л.М. Лобанок 

Институт радиобиологии НАНБ, Минск

В патогенезе лучевого поражения сердечно-сосудистой системы существенную роль играют эффекты радиации на механизмы нейрогормонального контроля. Установлено, в частности, что при облучении значительной модификации подвергается парасимпатическая регуляция [1]. Эпидемиологическими исследованиями показано увеличение частоты заболеваний сердечно-сосудистой системы, щитовидной железы (гипофункция) у населения, проживающего на загрязненной радионуклидами территории [2]. Не исключено, что гипотиреоз может вносить свой аспект в патогенез сердечно-сосудистой патологии, вызванной действием ионизирующего излучения. Цель настоящих исследований ​– изучение пострадиационных эффектов на холинергическую регуляцию биомеханической функции сердца в условиях гипотиреоза. 

Все эксперименты выполнены на белых крысах-самках 5-8-месячного возраста. Гипотиреоз моделировался введением с пищей мерказолила, из расчета 10 мг/кг веса в течение 21 суток [3], после чего животных подвергали общему острому (мощность дозы 10-3 Гр/с) или пролонгированному (2,8(10-7 Гр/с) (-облучению в дозе 1,0 Гр. Гипотиреоидное состояние во время облучения и в пострадиационном периоде поддерживалось введением в рацион крыс мерказолила из расчета 5 мг/кг. Животных брали в опыт на  10-е, 30-е и 90-е сутки после радиационного воздействия. Под тиопенталовым наркозом (60 мг/кг внутрибрюшинно) вскрывали грудную клетку и извлекали сердце. Выделенный орган помещали в термостатируемую камеру и перфузировали по Лангендорфу раствором Кребса-Хензелейта. В ходе исследования регистрировали и анализировали следующие показатели биомеханической активности сердца: частоту сердечных сокращений (ЧСС, сокр./мин), максимальное систолическое давление, развиваемое миокардом левого желудочка (Рmax,  мм рт.ст.), скорости  его нарастания (+dP / dtmax, мм рт.ст./с) и падения (-dP / dtmax, мм рт.ст./с). Для оценки периферических звеньев холинергической регуляции функции сердца осуществляли стимуляцию М-холинорецепторов карбахолином (10-9-10-6 М).

У контрольных животных агонист М-холинорецепторов карбахолин вызывал характерное дозозависимое уменьшение частоты сердечных сокращений, систолического давления, максимальных скоростей его нарастания и падения. Отрицательное хронотропное действие карбахолина связано с уменьшением медленного входящего тока и активацией выходящего калиевого тока в пейсмекерных клетках синусового узла [4], что приводит к урежению ЧСС и, в конечном итоге, прекращению спонтанной активности сердца. Отрицательное инотропное действие М-холиноагониста на миокард может быть результатом опосредуемой М-холинорецепторами через Gi-белок инактивации аденилатциклазы и изменения метаболизма цАМФ, что ведет к ингибированию (-адреностимулируемого медленного тока Ca2+ в кардиомиоцит [5]. Кроме того, негативный инотропный эффект М-холиноагонистов связывают с активацией ими через белок-трансдуктор, аналогичный Gi-белку, K+-каналов, ответственных за выход K+ из клетки [6], а также с увеличением внутриклеточной концентрации цГМФ [7], опосредующего регуляцию кальциевого тока по каналам L-типа [8].

Внешнее (острое и пролонгированное) (-облучение животных вызывало снижение инотропного ответа миокарда на карбахолин. При этом изменения наступали независимо от мощности дозы в ранние сроки пострадиационного периода (10-е сутки) и сохранялись в течение, как минимум, одного месяца. Под воздействием низкоинтенсивного (‑излучения модификация холинергической регуляции сократительной функции сердца наблюдалась и на 90-е сутки после облучения, то есть являлась более длительной. 

Что же касается механизмов пострадиационных сдвигов парасимпатического контроля сократительной активности миокарда, то исследований, посвященных этому вопросу, мало и их выводы неоднозначны. На наш взгляд, ослабление холинергической регуляции функции сердца после облучения можно объяснить изменениями структурно-функционального состояния М-холинорецепторного аппарата и последующих звеньев гормон-рецепторного взаимодействия. По-видимому, облучение в относительно малых дозах приводит к уменьшению количества М-холинорецепторов, их способности связываться с агонистами, уровня ц-ГМФ в миокарде, а также к снижению активности ключевых ферментов обмена ацетилхолина, в частности, холинацетилтрансферазы и холинэстеразы [1,9]. 

При гипотиреозе хроно- и инотропный ответы изолированного сердца на стимуляцию М-холинергических рецепторов повышались. Усиление холинергических механизмов сердца при гипотиреозе можно объяснить увеличением числа мускариновых холинорецепторов без изменения их сродства к агонисту, повышением содержания ц‑ГМФ-зависимой протеинкиназы, уменьшением всех эффектов ц-АМФ по сравнению с действием ц-ГМФ [10,11]. Кроме того, при гипотиреозе отмечается низкий уровень обмена ацетилхолина в миокарде, обусловленный снижением активности холинацетилтрансферазы, ключевого фермента синтеза ацетилхолина, и холинэстеразы [12]. По-видимому, при патологии щитовидной железы возникает перестройка холинергическо-адренергических взаимоотношений в организме, существенная роль в которой принадлежит изменению холинергических кардиотропных влияний, усиливающихся при гипотиреозе.

Эффекты острого и пролонгированного (-облучения животных на М-холинергическую регуляцию функционального состояния сердца при гипотиреозе отличались от таковых в условиях нормального тиреоидного статуса организма. Эти различия заключались в следующем: облучение гипотиреоидных животных в отличие от эутиреоидных снижало не только инотропный, но и хронотропный ответ изолированного сердца на карбахолин; пострадиационная модификация М-холинергической реакции миокарда при гипотиреозе являлась более значительной и длительной, чем при эутиреозе. 

Таким образом, низкий уровень тиреоидных гормонов в организме приводит к усилению пострадиационных структурно-функциональных изменений холинергического звена регуляции биомеханической функции сердца.

Список литературы

1. Липшиц Р.У., Кратинова М.А. // Радиобиол.– 1989. – Т.29.– Вып.1. – С.123-125.

2. Мрочек А.Г. // Отдаленные последствия Чернобыльской катастрофы: Матер. 2-й Межд. конф. – Киев,1-6 июня.1998 г. – Киев,1998. – С. 90. 

3. Конопля Е.Ф., Багель И.М., Маркова А.Г. // Эксперим. и клин. фармакол. – 1993. – №4.– С.39-41.

4. Inoue D., Hachisu M., Pappano A. // Circ. Res. – 1983. – V.53, №2. – P.158-167. 

5. Fischmeister R., Mery P.F., Shrier A. et al. // Subcellular Basis of Contractile Failure / Editors B. Korecky, N.S. Dhalla. – Boston: Kluwer Acad. Publ.,1990. – P.39-54.

6.  Schui Z., Boyett M.R., Zang W.-J. et al. // J.Physiol. – 1995.– V.487, №2. – P.359‑366.

7. Ten Eick R., Nawrath H., McDonald T.F., Trautwein W. // Pflugers. Arch. – 1976. –V.361.–P.207-213.

8. Mery P.-F., Lochmann S.M., Walter U., Fischmeister R.// Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 1991.–V.88. – P.1197-1201.

9. Запольская Н.А. // Тр. по рад. гигиене Ленингр. НИИ радиац. гигиены.– 1978.– Вып.7.– С.83-88. 

10. Sharma V.K., Banerjee S.P. // J. Biol. Chem. – 1977.– V.252. – №21.– P.7444-7446. 

11. Одинокова В.А., Мравян С.Р. // Соврем. медицина. – 1991. – №2. – С.36-41.

12. Файфура В.В. Автореф. дис. ... д-ра мед. наук: 14.00.16 / Науч.-исслед. ин.-т общей патол. и патол. физиол. – М., 1986. – 42 с. 

УДК 577.115 + 577.125.343:612.17
Антиокислительное действие N-стеароилэтаноламина на эссенциальные фосфолипиды сердца крыс в условиях постишемической реперфузии

М.В. Артамонов 
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В конце 70-х – в начале 80-х годов сотрудниками Гормелевского института (США) под руководством проф. H.H.O. Schmid было открыто накопление малополярных липидов – N-ацилфосфатидилэтаноламина (NАРЕ) и N-ацилэтаноламина (NAE) в инфарктной зоне миокарда собаки через 6-27 часов после окклюзии коронарной артерии [1]. В дальнейших работах, выполненных группами H.H.O.Schmid, H.S. Hansen и H.M. Гулой [2, 3, 4] сформулирована гипотеза о мембранопротекторном действии NAE, которое реализуется в условиях повреждения клетки. Важным звеном приложения мембранопротекторного действия NAE являются фосфолипиды ткани миокарда, ацильний спектр которых существенным образом модифицируется под влиянием NAE в условиях оксидативного стресса [5]. Существуют публикации о том, что NAE является мощным кардиотропным агентом и имеет положительные инотропные свойства [6]. Нашими исследованиями было показано, что предварительное введение подопытным животным NAE в дозе 3 мкг/100 г массы тела предотвращает развитие вызванной вазопрессином аритмии и существенным образом уменьшает образование лизофосфатидилхолина (ЛФХ) в ткани миокарда [7].

В последнее время внимание исследователей привлекает изучение феномена реперфузии миокарда. При восстановлении кровоснабжения, которое было ограничено вследствие ишемии, развивается реперфузионный синдром. Показано, что в первом периоде реперфузии активируются процессы свободнорадикального окисления вследствие восстановления снабжения кислородом. В этот период развиваются значительные нарушения в жизнедеятельности миокардиоцитов вследствие чрезмерного входа ионов Са2+ в цитозоль и уменьшения образования АТР [8, 9]. Продемонстрировано, что на протяжении 24 час ишемии миокарда количество общих фосфолипидов в ткани сердца уменьшается вследствие повышения уровня их окислительного катаболизма. Это приводит к увеличению количества лизофосфолипидов (особенно ЛФХ) и арахидоновой кислоты [10]. Следует подчеркнуть, что ЛФХ является активным агентом, вызывающим аритмии в ишемизированном миокарде [11].

В связи с вышеизложенным, цель работы – изучить действие N-стеароилэтаноламина (NSE) на уровень ЛФХ и жирнокислотный состав фосфатидилхолина сердца крыс в условиях постишемической реперфузии.

Материалы и методы. Опыты проводили на изолированных сердцах 26 крыс-самцов (9 мес) линии Вистар. Исследуемые изолированные сердца были разделены на три группы: контроль – (перфузию проводили на протяжении 1 ч), ишемия-реперфузия – (через 30 мин после подключения сердца к перфузионной системе снабжение кислородом и перфузионным раствором прекращали на 10 мин, после чего проводили 20-минутную реперфузию) и группа ишемия-реперфузия+NSE (также на 30-й мин перфузии прекращалось на 10 мин снабжение кислородом и перфузионным раствором, с последующей 20-минутной реперфузией и с добавлением в перфузат NSE в конечной концентрации М*10-6). Коронарную перфузию осуществляли по Lagendorff. Сокращение изолированного сердца происходило в спонтанном ритме в изоволемическом режиме. Период адаптации изолированного сердца составлял 30 мин. На 30 мин в группах ишемия-реперфузия и ишемия-реперфузия+NSE моделировали острую аноксию, полностью перекрывая доступ перфузионного раствора к сердцу. Через 10 мин питание восстанавливали, а реперфузия продолжалась на протяжении еще 20 мин. После это сердце помещали в жидкий азот до проведения биохимических исследований.

Экстракцию липидов проводили по методу E. G. Bligh и W.I.Dyer [12]. Качественный и количественный анализ фосфолипидного состава липидных экстрактов сердца проводили методом двухмерной МТСХ, как описано нами ранее [2]. Фосфатидилхолин препаративно выделяли методом двухмерной МТСХ. Для получения метиловых эфиров жирных кислот (МЕЖК), которые входят в состав фосфатидилхолина (ФХ), использовали методические приемы, приведенные нами ранее [13].

Результаты и обсуждение. Как представлено на рис. 1., при введении в перфузионный раствор NSE (1мкМ), существенно уменьшается количество лизофосфатидилхолина (ЛФХ), что может свидетельствовать об антиокислительных свойствах NSE. Учитывая, что ФХ является важнейшим эссенциальным фосфолипидом мембран, нами был изучен его жирнокислотный состав. Следует отметить, что в условиях ишемии-реперфузии в составе ФХ уменьшается количество следующих ненасыщенных жирных кислот: пальмитолеиновой (16:19), линолевой (18:26), линоленовой (18:36). Вместе с тем отмечено увеличение количества стеариновой кислоты (18:0). При добавленнии в перфузат NSE наблюдается увеличение количества арахидоновой кислоты (20:46), а также полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) 3-ряда: ейкозатетраеновой (20:43), докозапентаеновой (22:53) и докозагексаеновой (22:63). Уменьшение количества ПНЖК и одновременное увеличение количества 18:0 кислоты может быть результатом ремоделирования ацильных остатков ФХ в условиях ранней ишемии [14]. Увеличение количества 20:46 и 3-жирных кислот при добавлении в перфузат NSE по всей видимости свидетельствует об антиокислительном действии NSE на эссенциальные фосфолипиды мембран.

Таким образом, проведенными исследованиями впервые показано, что введение N-стеароилэтаноламина (1мкМ) в перфузионный раствор уменьшает накопление лизофосфатидилхолина и снижает распад полиненасыщенных жирных кислот (в особенности арахидоновой) в миокарде изолированного сердца крыс при ишемии-реперфузии.
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Рис. 1. Влияние N-стеароилэтаноламина на уровень лизофосфатидил​холина сердца крыс в условиях постишемической реперфузии (%), (M(m; n=6-10)

Таблица. Влияние NSE на жирнокислотный состав фосфатидилхолина из сердца крыс в условиях постишемической реперфузии (10‑6 М/мг белка)
	N
	Жирные кислоты
	Контроль
	Ишемия-реперфузия
	Ишемия-реперфузия+ NAE (1 мкМ)

	1
	
	0,06
	0,04
	0,5

	2
	
	6,06
	5,09
	5,46

	3
	
	2,15
	0,81
	0,09

	4
	
	4,62
	8,89
	8,47

	5
	
	3,77
	2,77
	2,98

	6
	
	9,84
	5,48
	4,87

	7
	
	3,36
	1,25
	0,11

	8
	
	4,29
	5,4
	9,98

	9
	
	1,69
	1,06
	3,89

	10
	
	0,04
	0,04
	0,11

	11
	
	0,09
	0,16
	0,18

	12
	
	0,1
	0,19
	0,96

	13
	
	0,03
	0,03
	0,08

	14
	
	0,12
	0,22
	0,32
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Адаптивные изменения прооксидантно-антиоксидантного состояния микросом печени и кислородтранспортной функции крови при эмоционально-болевом стрессе

А.Н. Арцукевич*, И.К. Дреза, А.Н. Мальцев, В.В. Зинчук 

*Институт биохимии НАН Беларуси 

Гродненский государственный медицинский университет

Общеизвестно, что активация ПОЛ в жизненно важных органах является ключевым звеном в патогенезе стрессорного повреждения. В связи с этим можно предположить, что в антистрессовом эффекте адаптации важная роль принадлежит антиоксидантным системам организма. Отсутствие корреляций между уровнем антиоксидантов в тканях и их устойчивостью к «окислительному стрессу», многостадийность процессов пероксидации липидов предполагает многоуровневую мультисистемную организацию их регуляции [1]. Особое место в сложной иерар​хии антиоксидантной системы занимают кислородсвязующие свойства крови, являющиеся одним из важных факторов, определяющих условия диффузии кислорода в ткани и величину тканевого напряжения кислорода.

Целью нашего исследования явилось изучение изменения кислородтранспортной функции крови и прооксидантно-антиоксидантного равновесия микросомальных мембран печени при эмоционально-болевом стрессе.

Материалы и методы. Опыты проводились на белых беспородных крысах самцах массой 150-200 г. Животные подвергались эмоционально-болевому стрессу (ЭБС) [3] в течение 10 минут. Забор материала для исследования осуществлялся под теопенталовым наркозом сразу же после стресс-воздействия. Анализировали влияние острого, 3-х, 6-ти и 10‑тидневного стресса, а также через сутки после каждого воздействия.

Сродство гемоглобина к кислороду (СГК) оценивалось по показателю р50, который определялся методом смешивания в модификации [4]. Измерения проводились на микрогазоанализаторе ABL-330 «Radiometer» (Дания). Микросомальную фракцию гепатоцитов выделяли дифференциальным центрифугированием постмитохондриального супернатанта на центрифуге VAC-602 Janetzki (Германия). Осадок ресуспендировали в 0,1 М трис-HCl буфере (рН 7,4) и разводили до концентрации 0,5 мг белка в 1мл. Содержание белка в пробе определяли по Лоури. Оценивались продукты ПОЛ (диеновые конъюгаты (ДК) [5], основания Шиффа (ОШ) [6]) и факторы антиоксидантной защиты (активность каталазы (КАТ) [7], супероксиддисмутазы (СОД) [8], содержание (-токоферола и ретинола [9].

Результаты и их обсуждение. Исследование сродства портальной крови к кислороду показало, что как при остром, так и во все сроки ЭБС наблюдается сдвиг кривой диссоциации оксигемоглобина вправо. Наиболее выраженное повышение показателя р50 наблюдается при 3-х дневном стрессе, затем он снижается и на 10-е сутки ЭБС практически достигает уровня контроля. Следует отметить, что через сутки после стресс-воздействия р50 снижается после острого и 10-ти дневного стресса, в то время как после 3-х и 6-ти дневного стресса данный показатель повышается.

Таким образом, стрессовые воздействия вызывают сдвиг кривой диссоциации оксигемоглобина портальной крови вправо, что снижает сродство Hb к О2 и способствует повышению напряжения кислорода в крови и тканях, а в нашем случае – в печени. 

Увеличение свободного кислорода в портальной крови и печени, в свою очередь, может являться одной из причин активации ПОЛ. Так нами показано, что при остром ЭБС наблюдается незначительное повышение образования ДК и ОШ в микросомах печени, которое увеличивается через сутки после стресса. Причем следует отметить, что в этот период данные показатели достигают своих максимальных величин. При 3-х и 6-ти дневном стрессе содержание ДК и ОШ достоверно выше как уровня контроля, так и острого стресса, однако значительно ниже содержания данных продуктов через сутки после острого стресса. Следует также отметить, что через сутки после каждого вышеприведенного стресс-воздействия содержание ДК и ОШ снижается. На 10-й день стресса содержание ДК снижается практически до уровня контроля, в то время как ОШ все еще превышало контрольный уровень, а через сутки после 10-ти дней стресса оба показателя возрастали.

Острый стресс приводит к повышению активности антиоксидантных ферментов КАТ и СОД и содержания токоферола. Через сутки после острого стресса активность антиоксидантных ферментов и содержание витамина Е продолжает расти. Содержание витамина А при остром стрессе и сутки после его не изменяется. На 3-й и 6-ой день стресса наблюдается падение активности КАТ и в особенности СОД. Происходит резкое снижение содержания токоферола. Через сутки после 3-х и 6-ти дней стресса активности КАТ и СОД возрастают, причем подъем актив​ности КАТ более выражен, чем СОД. Содержание витамина Е снижается как при 3-х и 6-тисуточном стрессе, так и сутки после них. На 10-й день стресса активности КАТ и СОД возрастают и через сутки после 10 дней стресса достигают уровня контроля. Следует отметить, что содержание токоферола на 10-й день стресса оставалось пониженным и лишь через сутки достигало контрольного уровня. Содержание витамина А в микросомах печени практически не менялось во все сроки стресса.

Таким образом, на ранних этапах стресса наряду с усилением ПОЛ наблюдается активация антиоксидантной защиты за счет повышения активности СОД и КАТ, затем на фоне высокой активности пероксидации липидов происходит снижение их активности. В литературе также имеются данные, что при экспериментальном синдроме пероксидации, вызванном исключением из рациона животных антиоксидантных ферментов, наблюдается рост активности СОД и КАТ на ранних этапах и последующее снижение их активности [10]. Авторы предполагают, что снижение активности связано с повреждением генов, ответственных за биосинтез антиоксидантных ферментов продуктами ПОЛ. В нашем эксперименте мы не связываем снижение активности антиоксидантных ферментов с нарушением их биосинтеза, поскольку в поздние сроки стресса мы наблюдали рост их активности практически до контрольного уровня. На наш взгляд, данная динамика обусловлена взаимовлиянием антиоксидантных витаминов и ферментов. Например, показано, что повышение содержания токоферола в митохондриях печени снижает активность СОД и, наоборот, его снижение приводит к активации фермента [11]. В нашем эксперименте заслуживают внимания данные о повышение содержания антиоксидантных витаминов после острого стресса и через сутки после него несмотря на то, что для инактивации свободных радикалов, в отличие от ферментов, требуется эквимолярное их расходование. Вероятно, это обусловлено повышением поступления антиоксидантных витаминов в микросомы из депо гепатоцитов. Кроме того, возможно, происходит активация процесса восстановления токоферола НАД*Н сукцинатом и в окислительном процессе, связанном с восстановлением цитохрома с, что предотвращает как накопление токофероксильных радикалов, так и расход витамина Е [12]. 

Сопоставляя полученные данные, можно констатировать, что кратковременное, периодическое стрессирование, при умеренной силе стрессора, не сопровождается глубокими, необратимыми расстройствами метаболизма печени, а, наоборот, способствует активации адаптационных процессов как на уровне функционирования организма в целом, о чем позволяет нам говорить адаптация кислородтранспортной функции крови, так и на субклеточном уровне, что подтверждается адаптационными изменениями прооксидантно-антиоксидантного состояния микросомальных мембран печени.
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Влияние эмоционально-болевого стресса на физические свойства микросомальных мембран печени

А.Н. Арцукевич*, А.Н. Мальцев, И.К. Дремза 

*Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 
Гродненский медицинский университет

Структурные и функциональные свойства мембран тесно взаимосвязаны и являются весьма чувствительными к различным физиологическим и физическим воздействиям как in vivo, так и in vitro и зависят как от состояния липидной и белковой фазы, так и их взаимодействия [1]. Отмечаются качественные и количественные изменения в структуре мембран при воздействии радиации [2], электромагнитных полей [3], химической модификации [4] и т. д. Сочетанное воздействие на организм человека и животных различных доз радиации, являющейся следствием аварии на Чернобыльской АЭС, и стрессорных факторов делает актуальным вопрос изучения адаптационных механизмов на молекулярном уровне.

Целью нашего изучения явилось влияние острого и хронического эмоционально-болевого стресса на физические свойства микросомальных мембран печени.

Материалы и методы. Опыты проводились на белых беспородных крысах-самцах массой 150-200 г. Животные подвергались эмоционально-болевому стрессу (ЭБС) [5] в течение 10 минут. Забор материала для исследования осуществлялся под теопенталовым наркозом сразу же после стресс-воздействия. Анализировали влияние острого, 3-х, 6-ти и 10-тидневного стресса, а также через сутки после каждого воздействия.

Микросомальную фракцию гепатоцитов выделяли дифференциальным центрифугированием постмитохондриального супернатанта на центрифуге VAC-602 Janetzki (Германия). Осадок ресуспендировали в 0,1 М трис-HCl буфере (рН 7,4) и разводили до концентрации 0,5 мг белка в 1мл. Содержание белка в пробе определяли по Лоури. Титрование микросомальных мембран флуоресцентным зондом пиреном осуществляли по методике, описанной в работах. Регистрацию спектров эмиссии проводили на спектрофлуориметре SFL-1211A (SOLAR). Соотношение колебательных полос мономера при длинах волн ( = 372 нм и ( = 393 нм характеризует такой физический параметр, как полярность микроокружения зонда. Помимо мономерной флуоресценции, пирен способен образовывать димеры или эксимеры. Флуоресценция эксимера наблюдается в области ( = 462 нм. Эксимеризация – диффузионно лимитируемый процесс и определяется вязкостными свойствами окружения зонда, встроенного в микросомальную мембрану. Соотношение мономерной полосы при ( = 393 нм и эксимерной при ( = 462 нм будет характеризовать микровязкость липидной фазы мембран [6, 7].

Результаты и их обсуждение. Изменение полярности окружения зонда, встроенного в свободные липиды, показано на рис. 1.
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Рис. 1. Изменение полярности липидной фазы микросомальных мембран гепатоцитов при эмоционально-болевом стрессе. I1 – интенсивность флуоресценции мономера при (=372 нм; I2 – интенсивность флуоресценции мономера при (= 393 нм (1) – контроль, 2) – острый стресс, 3) – сутки после острого стресса, 4) – стресс 3 дня, 5) – сутки после 3-х дней стресса, 6) – 6 дней стресса, 7) – сутки после 6-ти дней стресса, 8) – 10 дней стресса, 9) – сутки после 10-ти дней стресса)

Прерывистая линия характеризует полярность свободных липидов в различные сроки ЭБС и через сутки после стресс-воздействий. Мы наблюдали рост полярности, максимальное его значение отмечается через сутки после острого стресса, затем происходит снижение полярности на 3-и сутки стресса. Через день после 3-хдневного стресса полярность свободных липидов возвращается к контрольным значениям.

В дальнейшем при 6-ти и 10-тидневных стрессах полярность свободных липидов немного превышает контрольный уровень, а через сутки после данных сроков стресса практически не изменяется. Изменение полярности анулярных липидов (сплошная линия на рисунке 1) происходит аналогичным образом, однако оно имеет более выраженный характер по сравнению со свободными липидами.
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Рис. 2. Изменение микровязкости липидной фазы микросомальных мембран гепатоцитов при эмоционально-болевом стрессе. Iм – интенсивность флуоресценции мономера при (=372 нм; Iэ – интенсивность флуоресценции эксимера при (= 462 нм (1) – контроль, 2) – острый стресс, 3) – сутки после острого стресса, 4) – стресс 3 дня, 5) – сутки после 3-х дней стресса, 6) – 6 дней стресса, 7) – сутки после 6-ти дней стресса, 8) – 10 дней стресса, 9) – сутки после 10-ти дней стресса)

Микровязкость свободных липидов (рис. 2) при остром стрессе не изменяется, но возрастает через сутки после него. Затем после 3-х дней стресса немного снижается, однако данный показатель превышает контроль. Через сутки после 3-х дней стресса этот показатель снижается ниже контрольного уровня. При дальнейшем стрессировании микровязкость свободных липидов микросомальных мембран гепатоцитов постепенно повышается, приближаясь к уровню контроля.

В области анулярных липидов при остром стрессе микровязкость уменьшается, однако через сутки она возрастает выше контрольного уровня. Стрессирование в течение 3-х дней вновь вызывает резкое уменьшение микровязкости анулярных липидов мембран. Через сутки после 3-х дней стресса происходит увеличение микровязкости, однако ее значения достоверно находятся ниже контроля. Затем на 6-е сутки стресса микровязкость повышается выше контрольного уровня и в дальнейшем на протяжении остальных сроков эксперимента остается выше уровня контроля.

Повышение полярности свободных и анулярных липидов, по мнению ряда авторов [8], обусловлено проникновением молекул воды в область локализации нитроксильного фрагмента в результате перекисной модификации поверхностного бислоя. В нашем эксперименте мы также наблюдаем увеличение полярности, причем данные изменения более выражены для анулярных липидов. Такие изменения в липидной и белковой фазе мембран могут быть вызваны их модификацией продуктами ПОЛ и тем самым нарушать белок-липидные взаимодействия, что увеличивает упорядоченность липидного окружения. Более жесткая структурированность липидной фазы приводит к увеличению микровязкости. Уменьшение полярности и микровязкости на 3-и сутки стресса, на наш взгляд, является включением адаптационных механизмов, связанных с активацией фосфолипидного обмена. Мы предполагаем, что изменение физического состояния как анулярных, так и свободных липидов может служить сигналом для включения процессов адаптации. В дальнейшем нами показано, что мембрана релаксирует к нормальному состоянию.

Список литературы

1. Heron D.S., Israeli M., Hershkowitz M. et al. // Eur. J. Pharmacol. – 1981. – V. 72. – № 2. – P. 361-364.

2. Последствия Чернобыльской катастрофы: Здоровье человека / Под ред. Е.Б. Бурлаковой. – М., 1996. – 187 с.

3. Механизмы биологического действия электромагнитных излучений. – Пущино, 1987.

4. Первый съезд белорусского общества фотобиологов и биофизиков. – Минск, 1994. – С.121.

5. Меерсон Ф.З. Адаптация к стрессовым ситуациям и физическим нагрузкам.

6. Окунь И.М., Калер Г.В., Волковец Т.М. и др. // Биохимия.– 1986.– Т.51.– Вып.7. – С.1132-1140.

7. Самойленко С.Г., Окунь И.М., Аксенцев С.П. и др. // Биофизика.– 1992.–Т.37. – Вып.2. – С.290-294.

8. Панасенко О.М., Вольнова Т.В., Азизова О.А., Владимиров Ю.А. // Биол. мембраны. – 1987. – Т.4. – № 8. – С.875-881.

УДК 615.367-06:611.814.1-018.1-018.82

Ультраструктурные основы реакций медиальной преоптической области гипоталамуса на действие в организме пирогенов

Л.И. Арчакова 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Многочисленными исследованиями установлено, что важную роль в поддержании температурного гомеостаза выполняют определенные участки центральной нервной системы и прежде всего ядра переднего гипоталамуса — медиальная преоптическая область, передняя гипоталамическая область, сосудистый орган концевой пластинки и др. Указанные структуры содержат термочувствительные нейроны — теплочувствительные и холодочувствительные, формируют центральные механизмы терморегуляции, осуществляющие суммацию температурных сигналов и регуляцию всей системы теплообмена [3,4,7,8,10]. Вместе с тем, морфологические характеристики реакций, имеющих место в гипоталамических ядрах при изменении температуры тела, долгое время оставались невыясненными.

В настоящем исследовании изучены субмикроскопические признаки реактивных изменений, наступающих в нервных и других элементах термочувствительных ядер гипоталамуса после воздействия на организм пирогенных веществ.

Материал и методы исследования. Объектом исследования являлась медиальная преоптическая область (МПО) гипоталамуса кошки. Реакцию МПО на действие пирогенала изучали на животных, получавших внутривенно инъекцию этого препарата в дозе 10 мкг/кг. Через 1,5‑2 часа после введения пирогенала и подъема температуры тела на 0,5о–1,5оС выше исходной, у животных под наркозом материал иссекали, подвергали альдегид-осьмиевой фиксации по общепринятой методике [1] и заключали в аралдит. Материал резали на ультратоме LKB, просматривали и фотографировали в электронном микроскопе JEM‑100 СХ.

Результаты и их обсуждение. Результаты исследований показали, что у лихорадящих животных отмечаются изменения субмикроскопической организации многих компонентов медиальной преоптической области гипоталамуса. После введения пирогенала отмечается активация, а также краевое стояние и прилежание лимфоцитов, моноцитов и сегментоядерных лейкоцитов к эндотелию терминальных сосудов. В результате происходящих между ними взаимодействий эндотелий капилляров активируется и так же, как и иммунокомпетентные клетки крови, начинает синтезировать и выделять пептид интерлейкин-1, а также простагландин Е2, которые в организме выполняют роль медиаторов лихорадки [9, 11].

Установлено, что активированные эндотелиоциты капилляров мозга лихорадящих животных синтезируют и выделяют вышеперечисленные вещества не только в просвет сосудов, но и в перикапиллярное пространство термочувствительных структур гипоталамуса. Указанные вещества (эндогенные пирогены) активируют перициты сосудов и микроглию МПО, которые у лихорадящих животных меняют свою организацию и трансформируются в макрофаги мозга.

Электронно-микроскопические исследования показывают, что под влиянием пирогенала активируется не только околососудистая микроглия, но и микроглия, локализованная в более удаленных областях нейропиля, а также прилежащая к нейронам МПО. В результате происходящих изменений микроглия приобретает морфологические признаки фагоцитирующих клеток. Реакция аналогичного характера происходит в телах и отростках астроглии, особенно тех, которые оканчиваются недалеко от сосудов. Эти отростки, окружающие капилляры и накапливающие крупные электронноплотные образования типа фагосом, создают своего рода барьер между сосудами и нейропилем медиальной преоптической области. Активированная глия — астро- и микроглия, макрофаги, эндотелиоциты мозга продуцируют в ЦНС цитокины, в том числе интерлейкин-1, которые оказывают стимулирующее влияние и на нервные элементы — нейроны, их отростки и синапсы, приводя их в состояние функционального напряжения. Во многих нейронах отмечены реактивные изменения, проявляющиеся в накоплении секреторных пузырьков, митохондрий, лизосом, а также в увеличении размеров их цитоплазмы. Во многих синапсах синаптические пузырьки образуют конгломераты и сливаются с синаптической мембраной. Возрастает протяженность и электронная плотность зон синаптического контакта. 

Наблюдаемые реактивные изменения части нейронов медиальной преоптической области могут быть обусловлены их принадлежностью к термочувствительному пулу. 

Отмеченные изменения в организации медиальной преоптической области, вызванные действием пирогенала, указывают на активацию различных клеточных групп этой области. Активированная микроглия, макрофаги, эндотелиоциты продуцируют в ЦНС интерлейкин-1 [6], который оказывает свое влияние на нервные элементы – нейроны, их отростки и синапсы, приводя их в состояние функционального напряжения.

Регуляторные пептиды, простагландины, нейромедиаторы и др. служат коммуникативным сигналом межклеточных взаимодействий как в клетках иммунной и фагоцитирующих систем, так и в ЦНС [2, 5]. Таким путем при сохранении основных свойств гематоэнцефалического барьера может передаваться информация в ЦНС об изменениях постоянства внутренней среды, а также происходить регуляция некоторых защитно-приспособительных реакций организма.

Полученные результаты свидетельствуют, что при действии пирогенала происходит активное взаимодействие между иммунной и нервной системами, проявлением которого является формирование новых функциональных отношений в системе крови, эндотелиальных, глиальных и нервных клеток.
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Гормоны фето-плацентарной системы у беременных при воздействии малых доз радиации

Е.И. Барановская

Витебский филиал научно-исследовательского клинического института радиационной медицины и эндокринологии 

Физиологическое течение беременности в значительной степени определяется функцией желез внутренней секреции. Эндокринная система наиболее чувствительна к воздействию ионизирующей радиации, поэтому влияние последней на течение и исход беременности не вызывает сомнений. Влияние вредных факторов на внутриутробный плод может проявиться в отдаленные сроки. Различные соматические заболевания могут быть запрограммированы внутриутробно в критические сроки развития плода. У имевших при рождении низкий вес и/или рост детей впоследствии чаще развивается ИБС, нарушение толерантности к глюкозе, повышение АД и уровня холестерина в крови [4] .

Отрицательное влияние на течение беременности оказывает как непосредственное ионизирующее излучение, так и опосредованный им стресс. У беременных, проживающих в Наровлянском районе Гомельской области, с высокими показателями счетчика инкорпорированных частиц (СИЧ) – 3,059 ( 0,871 мкКи – 0,101 ( 0,018 БЭР обнаружены наиболее глубокие изменения в фето-плацентарной системе по сравнению с беременными с низкими цифрами СИЧ [3].

На наличие ФПН и дезинтеграцию тиреоидной системы указывают Акулич Н.С. и соавт. (1998), которыми при обследовании 180 беременных, получивших дозу внутреннего облучения 63,0 ( 10 с Гр обнаружено в крови достоверное повышение ТТГ, Т4 и снижение Т3 и ТСГ по сравнению с беременными из «чистых» зон. Предельные нормы кортизола у облученных беременных, а также низкое содержание Е2 и Е3 и неравномерный характер их секреции указывают на напряжение адаптационных процессов. При внутреннем облучении 43,74 ( 13,64 с Гр у беременных в первые дни после аварии на ЧАЭС обнаружена дезинтеграция эндокринной системы, что обусловило развитие фето-плацентарной недостаточности [2].

Цель нашего исследования – выявить частоту нарушения функции фето-плацентарной системы на основании определения уровня гормонов у беременных, проживающих в Ветковском районе Гомельской области и г. Витебска.

Материалы и методы. Нами было обследовано 76 беременных женщин в возрасте 17-37 лет со сроком беременности от 14 до 38 недель. Из них 25 женщин (1 группа) постоянно проживают в Ветковском районе Гомельской области, где уровень загрязнения территории свыше 15 Ки/км2 по Сs 137, и 51 женщина (2 группа) – в г. Витебске. 

Эстриол, прогестерон определяли в сыворотке крови радиоиммунологическим методом (“Стерон-Е3-125I”, “Риа-прогестерон”, ХОП института Биоорганической химии НАН Беларуси).

Все беременные были обследованы общеклиническими методами, ультразвуковым сканированием.

Результаты и обсуждение. Анамнез 25 беременных, проживающих в Ветковском районе, выявил, что самопроизвольные выкидыши были у 8, у двоих выкидыши были дважды, у 4 предыдущие беременности закончились преждевременными родами, из них одна пациентка имела преждевременные роды дважды, у двоих беременность прерывалась по медико-генетическим показаниям. Течение настоящей беременности у 12 женщин 1 группы (48%) осложнилось угрозой ее досрочного прерывания , что потребовало госпитализации пациенток. 

Из 51 женщины 2 группы неразвивающуюся беременность в анамнезе имели двое, самопроизвольное прерывание беременности в ранние сроки имели 9 обследованных. По причине угрозы прерывания настоящей беременности 30 женщин (58,8%) были госпитализированы. 

Анамнестические данные о предыдущих беременностях женщин обеих групп приведены в таблице 1.

Таблица 1. Репродуктивная функция 

	Группа
	Роды, к-во
	Мед.аборты,

к-во
	Самопроизвольные выкидыши

	
	1
	2 и более
	1
	2-3
	1
	2 и более

	1-я группа

n=25
	9

36,0%
	5

20,0%
	6

24,0%
	3

12,0%
	6

24,0%
	2

8,0%

	2-я группа

n=51
	16

31,4%
	13

25,5%
	5

9,8%
	6

11,8%
	8

15,7%
	1

2,0%



Таким образом, соотношение первородящих женщин в обеих группах было одинаковым, но во 2 группе чаще беременности заканчивались медицинским абортом или самопроизвольным выкидышем. Сопутствующей соматической патологией беременные страдали одинаково часто в обеих группах.

Результаты определения количества эстриола и прогестерона в крови выявили снижение их уровня у женщин, проживающих на загрязненной радионуклидами территории во все сроки беременности (табл. 2).

Достоверно снижен уровень прогестерона у женщин 1 группы по сравнению со 2 группой в 1 и 3 триместрах беременности. Прогестерон в ранние сроки беременности синтезируется желтым телом и недостаточность последнего сопровождается низким количеством этого гормона в крови. Во второй половине беременности уровень прогестерона свидетельствует об эндокринной функции плаценты, а снижение его секреции – о плацентарной недостаточности. Эстриол – маркер состояния внутриутробного плода, около 90% его имеет плодовое происхождение. Снижение уровня эстриола в крови беременных 2 группы было недостоверным, но на фоне плацентарной недостаточности указывает на нарушение развития плода. Измерение количества как плацентарных гормонов (прогестерон), так и плодовых (эстриол) позволяет оценить разные звенья фетоплацентарной системы, компенсированность плацентарной недостаточности и состояние плода, определить тактику ведения беременности и родов.

Таблица 2. Уровень эстриола и прогестерона в крови беременных, проживающих на загрязненной радионуклидами и «чистой» территориях
	Гормон (нмоль/л)
	Срок беременности
	1 группа (п=25)
	2 группа (п=51)

	Эстриол
	1 триместр
	16,7(2,1    (п=9)
	19,9(4,1     (п=11)

	
	2 триместр
	67,9(12,3   (п=8)
	72,3(7,7     (п=15)

	
	3 триместр
	102,3(18,5  (п=8)
	127,5(9,3    (п=16)

	Прогестерон
	1 триместр
	124,2(20,2( (п=9)
	222,3(44,5   (п=13)

	
	2 триместр
	296,5(55,4  (п=8)
	354,6(40,0   (п=16)

	
	3 триместр
	505,8(56,0(((п=8)
	724,5(54,6   (п=16)


Достоверно по сравнению со 2 группой. ( – Р <0,05; (( – Р < 0,01.

Полученные нами данные позволяют сделать вывод о нарушении функции фетоплацентарной системы у женщин, получающих малые дозы ионизирующего облучения, вследствие того, что они постоянно проживают на территории с высоким уровнем загрязнения радионуклидами. Обследованные нами беременные проживают в Ветковском районе Гомельской области, где загрязнение территории составляет более 15 Ки/км2. Возможно, данная патология связана не только с воздействием радиации, но и с социально-экономическими факторами. В этих районах происходит высокая миграция населения. Практическое здравоохранение сталкивается с проблемами обеспечения медицинских льгот, которыми пользуются все проживающие на указанных территориях. Контрацепция, профилактика, своевременная диагностика и лечение осложнений беременности, воспалительных заболеваний половых органов, в том числе передаваемых половым путем, требует повышения качества жизни населения, санитарной культуры, полового воспитания, медицинского обслуживания, социальной защиты.
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Влияние комбинированной анестезии с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады на некоторые показатели липидного обмена у больных раком желудка

В.В. Баум*, В.У. Буко

*Областная клиническая больница, Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Онкологические заболевания развиваются часто у лиц в возрасте 50 лет и старше [3]. При поражении желудочно-кишечного тракта, как правило, обнаруживаются различные нарушения белкового обмена, выражающиеся в гипо- и диспротеинемии [2], изменении корреляции между содержанием отдельных белков в сыворотке крови и свободных аминокислот [1], сдвиги в водно-электролитном обмене [5], а также нарушение липидного обмена. Работ, посвященных изучению влияния комбинированной анестезии с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады на некоторые показатели липидного обмена у больных раком желудка, в доступной литературе мы не встречали. В связи с вышеизложенным, нам представилось интересным изучение влияния комбинированной анестезии с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады на некоторые показатели липидного обмена у больных раком желудка.

Материалы и методы. Исследования выполнены у 31 больного раком желудка II – IV стадии в возрасте 38-78 лет (муж. 19, жен. 12), оперируемого под комбинированной анестезией с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады в плановом порядке. 

Премедикацию осуществляли за 30-40 минут до поступления больного в операционную внутримышечным введением атропина в дозе 0,01 мг/кг и промедола в дозе 0,2-0,3 мг/кг, соответствующих возрасту и массе тела с добавление внутримышечно 10 мг седуксена. На операционном столе больной укладывался на бок, вводный наркоз осуществляли внутривенным введением калипсола в дозе 2,0 мг/кг, после чего производили пункцию эпидурального канала на уровне Т8-Т10 с последующим дренированием его микроирригатором. В эпидуральное пространство вводили 10-15 мл 0,5% раствора дикаина, после внутривенного введения 100 мг листенона осуществлялась интубация трахеи. Искусственную вентиляцию легких проводили аппаратом РО-6Н-05 в режиме умеренной гипервентиляции. Наркоз поддерживали закисью азота с кислородом в соотношении 2:1, 3:1 и внутривенным введением калипсола в дозе 1,5 мг/кг с интервалом 15-20 минут. По ходу операции в эпидуральное пространство вводили фракционно 0,5% раствора дикаина (общее количество 15-25 мл). Послеоперационное обезболивание у больных проводили введением в эпидуральное пространство 7,0-10,0 мл 2% раствора тримекаина через 3 часа в течение трех суток.

Концентрацию общих липидов определяли турбодиметрическим методом [4], холестерин – по цветной реакции Либермана-Бурхарда [6], количество общих фосфолипидов определяли по содержанию липоидного фосфора [7]. Анализ жирных кислот производили на газовом хроматографе «Хитачи – 063» (Япония) в плазме крови. Исследования выполнены на этапах: I-й – за сутки до операции, II-й – после премедикации, III-й – в наиболее травматический момент операции, IV-й – после экстубации, V-й – первые сутки после операции, VI-й – вторые сутки после операции, VII-й – третьи сутки после операции. Данные обрабатывали методом вариационной статистики.

Результаты исследования и их обсуждение. Динамика изменения липидных показателей и спектра жирных кислот в плазме крови у больных раком желудка, оперируемых под комбинированной анестезией с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады (М(m), представлены в таблице.

Таблица

	Показатели


	Этапы исследований

	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII

	Общие 
липиды г/л

Холестерин ммоль/л

Общие фосфо-липиды ммоль/л

Миристи-новая к-та

Пальмити-новая к-та

Пальмито-олеиновая к-та 

Стеарино-вая к-та 

Олеиновая 
к-та 

Линолевая 
к-та 

Эйкозот-риеновая к-та

Арахидо-новая к-та
	6,02(0,29

2,55(0,14

146,73

( 6,04

0,76(0,07

27,13(1,09

5,20(0,30

14,03

( 0,42

27,43

( 0,64

16,38(0,83

1,66(0,16

5,48(0,45
	6,25(0,26

2,52(0,16

140,36

( 6,05

0,79(0,09

27,89(0,57

4,54(0,25

13,78

( 0,47

30,39

( 0,66*

15,15(1,10

2,57(0,35*

4,91(0,34
	6,33(0,27

2,19(0,13

127,70

( 6,64*

1,00(0,09*

28,22(0,64

4,58(0,23

10,57

( 0,51*

30,40

( 1,28*

17,75(0,67

2,02(0,21

5,33(0,48
	5,74(0,29

2,57(0,20

121,34

( 2,64*

0,82(0,08

27,63(0,90

4,76(0,31

11,71

( 0,49*

28,73

( 0,52

17,13(0,68

2,37(0,19*

5,66(0,28
	5,92(0,31

2,34(0,13

120,48

( 6,28*

0,85(0,07

26,83(0,65

5,22(0,27

11,06

( 0,44*

27,14

( 0,73

16,02(0,44

1,45(0,14

5,18(0,32
	6,65(0,23

2,44(0,10

108,16

( 4,96*

0,69(0,04

25,28(0,49

4,27(0,29*

11,14

( 0,51*

29,40

( 0,69*

17,58(0,68

2,38(0,32

6,32(0,41
	5,63(0,18

2,29(0,09

111,39

( 4,13*

0,87(0,09

28,20(0,53

4,97(0,33

11,64

( 0,68*

28,80

( 0,71

17,21(1,28

1,92(0,07

5,26(0,58


Примечание: * – означает достоверное отклонение (р<0,05) по t‑крите​рию Стьюдента в сравнении с исходным уровнем, где за исходный уровень взят 1-й этап исследований.

Как видно из приведенных данных, изменение концентрации общих липидов, холестерина, общих фосфолипидов и спектра жирных кислот в плазме крови у больных раком желудка, оперируемых под комбинированной анестезией с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады, на этапах исследований были незначительными и статистически недостоверны и только после премедикации отмечалось увеличение олеиновой кислоты на 10,7% и эйкозотриеновой кислоты на 54,8%. В наиболее травматичный момент операции наблюдалось снижение общих фосфолипидов на 12,9% и увеличение миристиновой кислоты на 31,5%, олеиновой кислоты на 10,8% и снижение стеариновой кислоты на 24,6%. После экстубации отмечалось снижение общих фосфолипидов на 17,3%, стеариновой кислоты на 16,5% и увеличение эйкозотриеновой кислоты на 42,7%. В послеоперационном периоде в первые сутки после операции наблюдалось снижение общих фосфолипидов на 17,8% и стеариновой кислоты на 21,1%. На вторые сутки после операции оставался сниженным уровень общих фосфолипидов на 26,2%, пальмитоолеиновой кислоты на 17,8%, стеариновой кислоты на 20,5%, и происходило увеличение олеиновой кислоты на 7,1%. На третьи сутки после операции отмечено снижение общих фосфолипидов на 24%, стеариновой кислоты на 17%.
Таким образом, отсутствие существенных различий спектра жирных кислот на этапах исследований свидетельствует об эффективности премедикации и обезболивания, снимающих стрессогенные факторы, которые, в свою очередь, могли бы активировать процессы перекисного окисления липидов и вызвать сдвиги спектра жирных кислот в сторону ненасыщенных кислот.

Список литературы

1. Бех Н.Д., Захараш П.М. // Сб. тез. Всесоюзного симпозиума «Современные проблемы парентерального питания». – М., 1982. – С.37.

2. Озеренская И.М., Травников Ю.И., Лобанова Е.Д. // Сб. тез. Всесоюзного симпозиума «Современные проблемы парентерального питания».– М., 1982.– 
С.63.

3. Рябцев В.Г., Исаев Н.М., Корман Д.Б. Рак желудка. – М., 1975. – 55 с.

4. Прохорова М.И., Тупикова З.Н. Большой практикум по углеводному и липидному обмену. – Л.: ЛГУ, 1965. – 220 с.

5. Тагизаде С.Б., Султанов И.Б. // Азербайджанский медицинский журнал. – 1977.– № 8. – С.15‑19.

6. Ruszkowski M. // Polsky tyg. lek. – 1957. – V. 12. – № 27. – Р. 1038-1039.

7. Svandorg A., Svennerholm J. // Acta Med. Scand. – 1961. – Р. 43-49.

УДК 615.211:612.396]:616.33-006.6

Сравнительная оценка влияния современных видов комбинированного обезболивания на уровень молочной, пировиноградной кислот и избыток молочной кислоты в крови больных раком желудка

В.В. Баум*, М.Г. Величко

*Областная клиническая больница, Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Опухолевый процесс характеризуется резкой активацией гликолиза, очень выраженными перестройками углеводного обмена не только в самой опухоли, но и в организме ее носителя. Путем воздействия на углеводный обмен, в частности на уровень молочной кислоты (лактата), в организме удалось благоприятным для больного образом повлиять на течение опухолевого процесса, затормозить рост опухоли [5].

Вполне очевидно, что содержание в крови лактата и его предшественника пирувата может характеризовать эффективность комбинированного обезболивания при оперативных вмешательствах у онкологических больных [2, 3, 4]. В настоящей работе проведена сравнительная оценка влияния современных видов комбинированного обезболивания на уровень молочной, пировиноградной кислот и избыток молочной кислоты в крови больных раком желудка.

Материалы и методы. Исследования выполнены у 105 больных (муж. 60, жен. 45) раком желудка II – IV ст. в возрасте 36-75 лет. Все больные были разделены на 5 групп. Премедикация – за 30-40 мин до поступления больного в операционную в/м введением атропина в дозе 0,01 мг/кг и промедола в дозе 0,2-0,3 мг/кг, а у больных 4-й – 5-й групп, кроме атропина и промедола, введением в/м 10 мг седуксена. Интубацию трахеи проводили после в/в инъекции листенона в дозе 100 мг. Искусственную вентиляцию легких выполняли аппаратом РО-6Н-05 в режиме умеренной гипервентиляции на фоне тотальной миорелаксации d‑тубо​курарином или ардуаном.

1-я группа (22 чел.) оперирована под эндотрахеальным эфирно-кислородным наркозом. Вводный наркоз – введение в/в 300-600 мг гексенала. Основной наркоз проводили N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1, концентрация эфира составляла 2-3 об%.

2-я группа (21 чел.) оперирована в условиях НЛА. Вводный наркоз – в/в 200-400 мг гексенала или тиопентала натрия. Основной наркоз – N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 и в/в введением 10 мг дроперидола и 0,2 мг фентанила по показаниям. Анестезию поддерживали фракционным введением дроперидола в дозе 0,114-0,159 мг/кг/час и фентанила в дозе 0,0008-0,0053 мг/кг/час.

3-я группа (20 чел.) оперирована в условия комбинированной анестезии с использованием закиси азота, виадрила, фентанила и дроперидола. Вводный наркоз – в/в виадрил «Г» в дозе 12-14 мг/кг (медленно в течение 2-3 мин.), разведенный в 20 мл 0,25% р-ра новокаина. Анестезию поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 с фракционным введением дроперидола и фентанила. В наиболее травматичный момент операции в/в вводили виадрил «Г», общая доза которого за операцию не превышала 1500 мг. Послеоперационное обезболивание у больных 1-й – 3-й групп проводилось в/м введением промедола в дозе 0,12 – 0,25 мг/кг через 3-4 часа. 

4-я группа (21 чел.) оперирована под комбинированной анестезией с использованием закиси азота, оксибутирата натрия и эпидуральной блокады. На операционном столе больной укладывался на бок, вводный наркоз – в/в оксибутират натрия 100-120мг/кг с добавлением гексенала или тиопентала натрия 100-200мг, после чего производилась пункция эпидурального канала на уровне Т8-Т10 с дренированием его микроирригатором и введением 10-15мл 0,5% р-ра дикаина. Анестезию поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 с фракционным введением в эпидуральное пространство 0,5% р-ра дикаина, общая доза которого не превышала 20-25мл. 

5-я группа (21 чел.) оперирована под комбинированной эндотрахеальной анестезией с использованием калипсола, закиси азота и эпидуральной блокады. Вводный наркоз – в/в калипсол в дозе 2,0 мг/кг, после чего производили пункцию эпидурального канала на уровне Т8-Т10 с дренированием его микроирригатором и введением в эпидуральное пространство 10-15 мл 0,5% р-ра дикаина. Наркоз поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 и в/в введением калипсола в дозе 1,5 мг/кг с интервалом 15-20 мин с фракционным введением в эпидуральное пространство 0,5% р-ра дикаина (общее количество 15-25 мл). Послеоперационное обезболивание у больных 4-й – 5-й групп проводили введением в эпидуральное пространство 7,0-10,0 мл 2% р-ра тримекаина через 3 ча​са в течение трех суток. 

Кровь для исследований брали на следующих этапах: I-й – за сутки до операции, II-й – после премедикации, III-й – в наиболее травматический момент операции, IV-й – после экстубации, V-й – 1-е сутки после операции, VI-й – 2-е сутки после операции, VII-й – 3-и сутки после операции. Содержание МК и ПВК определяли ферментными методами [1]. Избыток XL в крови рассчитывался по формуле W. Huckabee [6]: 
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 – исходное, контрольное количество МК и ПВК; 
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 – количество этих кислот после воздействия наркотических веществ. Данные обрабатывали методом вариационной статистики.

Результаты исследования и их обсуждение. Динамика изменений МК, ПВК и XL в крови у больных раком желудка, оперируемых под различными видами комбинированной анестезии, представлена в таблице.

Как видно из приведенных данных, у больных 1-й группы содержание лактата достоверно увеличилось в наиболее травматичный момент операции и после экстубации, что, однако, не привело к его избытку, возможно, вследствие превращения этого субстракта в пируват, так как содержание ПВК увеличилось более чем на 40% в наиболее травматичный момент операции и после экстубации. 

Предполагается, что, возможно, обезболивание нейролептаналгезией, проводимое у больных 2-й группы, наиболее адекватно в условиях онкопроцесса, так как содержание МК и ПВК не менялось на всех этапах исследования, и, что наиболее важно, не отмечалось увеличение избытка лактата в организме оперируемых больных. 

Таблица. Динамика изменений МК, ПВК и XL в крови у больных раком желудка, оперируемых под различными видами комбинированной анестезии (M(m)
	Показатели
	Группа
	Этапы исследований

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII

	МК,
ммоль/л


	1

2

3

4

5


	2,39(
0,09

1,76(
0,07

2,13(
0,08

1,75(
0,05

2,10(
0,08
	2,62(
0,12

1,69(
0,11

1,99(
0,15

1,87(
0,07

2,13(
0,15
	2,95(
0,18*

1,70(
0,11

2,01(
0,10

1,68(
0,05

2,10(
0,08
	3,56(
0,40*

1,72(
0,12

2,43(
0,13

2,13(
0,08*

2,04(
0,11
	2,49(
0,22

1,66(
0,06

2,05(
0,15

1,75(
0,08

2,18(
0,14
	2,30(
0,13

1,65(
0,08

2,31(
0,08

1,86(
0,06

1,83(
0,04*
	2,16(
0,13

1,81(
0,06

2,07(
0,09

1,89(
0,06

2,02(
0,08


Таблица (продолжение)

	Показатели
	Группа
	Этапы исследований

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII

	ПВК, ммоль/л

XL, 
ммоль/л
	1

2

3

4

5

1

2

3

4

5
	0,093(
0,010

0,071(
0,004

0,093(
0,006

0,077(
0,003

0,072(
0,003


	0,086(
0,016

0,080(
0,003

0,069(
0,008*

0,081(
0,006

0,056(
0,005*

+0,41

-0,27

+0,42

+0,04

+0,48
	0,137(
0,017*

0,074(
0,010

0,060(
0,004*

0,057(
0,004*

0,062(
0,019

-0,58

-0,11

+0,65

+0,39

+0,28
	0,154(
0,049*

0,081(
0,006

0,091(
0,008

0,086(
0,004

0,059(
0,005*

-0,41

-0,28

+0,95

+0,18

+0,31
	0,088(
0,021

0,068(
0,003

0,076(
0,007

0,072(
0,007

0,060(
0,005

+0,02

0

+0,31

+0,11

+0,43
	0,061(
0,013

0,093(
0,005*

0,079(
0,009

0,082(
0,004

0,065(
0,005

+0,74

-0,64

+0,51

-0,005

-0,09
	0,107(
0,022

0,072(
0,005

0,087(
0,006

0,082(
0,004

0,067(
0,004

-0,60

+0,05

+0,08

+0,03

+0,05


Примечание: * – означает достоверное отклонение (р<0,05) по t-крите​рию Стьюдента в сравнении с исходным уровнем, где за исходный уровень взят 1-й этап исследований.
У больных 3-й группы избыток лактата прослеживался на всех этапах исследований (II – VII), что свидетельствует об усилении гипоксического фона в организме. При этом виде обезболивания для предупреждения осложнений, связанных с гипоксией, возможно, необходимо дополнительное введение в организме антигипоксантов. Аналогичные данные, то есть наличие избытка лактата в разной степени выраженности, наблюдались у больных 4-й и 5-й групп.

Таким образом, на основании полученных данных о содержании МК, ПВК и избытка лактата в крови можно сделать вывод, что наименьшие изменения наблюдаются у больных, оперированных под комбинированным эфирно-кислородным наркозом и НЛА. При применении различных видов комбинированной анестезии: комбинированной анестезии с использованием закиси азота, виадрила, фентанила и дроперидола; комбинированной анестезией с использованием закиси азота, оксибутирата натрия и эпидуральной блокады; комбинированной анестезией с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады – следует учитывать их действие, проявляющееся в виде избытка молочной кислоты, что свидетельствует о развитии гипоксии, а для ее предупреждения, возможно, необходимо применение антигипоксантов.
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Сравнительная оценка влияния современных видов комбинированной анестезии на некоторые показатели 
гипофизарно-надпочечниковой системы у больных раком желудка

В.В. Баум*, Ю.А. Тарасов

*Областная клиническая больница, 
Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Среди онкологических заболеваний рак желудка занимает одно из ведущих мест. Известно, что рак как хронический стрессорный фактор вызывает снижение функции коры надпочечников [1, 4], поэтому одной из причин развития нарушений гемодинамики во время операции и в ближайшем послеоперационном периоде у больных раком желудка нередко является недостаточная функциональная активность коры надпочечников [2], а увеличение в организме количества глюкокортикоидов резко изменяет в нем обмен веществ [3]. В связи с вышеизложенным, нам представлялось интересным изучение влияния различных видов комбинированной анестезии на некоторые показатели гипофизарно-надпочечниковой системы.

Материалы и методы. Исследования выполнены у 105 больных раком желудка II – IV ст. в возрасте 36-75 лет (муж. 60, жен. 45). Все больные были разделены на 5 групп. Премедикация – за 30-40 мин до поступления больного в операционную в/м введением атропина в дозе 0,01 мг/кг и промедола в дозе 0,2-0,3 мг/кг, а у больных 4-й – 5-й групп, кроме атропина и промедола, введением в/м 10 мг седуксена. Интубацию трахеи проводили после в/в инъекции листенона в дозе 100 мг. Искусственную вентиляцию легких выполняли в режиме умеренной гипервентиляции на фоне тотальной миорелаксации d-тубокурарином или ардуаном.

1-я группа (22 чел.) оперирована под эндотрахеальным эфирно-кислородным наркозом. Вводный наркоз – введение в/в (300-600мг) гексенала или тиопентала натрия. Основной наркоз проводили N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1, концентрация эфира составляла 2-3 об%. 

2-я группа (20 чел.) оперирована в условиях комбинированной анестезии с использованием закиси азота, виадрила, фентанила и дроперидола. Вводный наркоз – введение в/в виадрила «Г» в дозе 12-14 мг/кг (медленно в течение 2-3 мин), разведенного в 20 мл 0,25% р-ра новокаина. Анестезию поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 с фракционным введением дроперидола и фентанила. В наиболее травматичный момент операции в/в вводили виадрил «Г», общая доза которого не превышала 1500 мг. Послеоперационное обезболивание у больных 1-й – 3-й групп проводилось в/м введением промедола в дозе 0,12 – 0,25 мг/кг через 3-4 часа. 

3-я группа (21 чел.) оперирована в условиях нейролептаналгезии. Вводный наркоз – введение в/в (200-400мг) гексенала или тиопентала натрия. Основной наркоз – N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 аппаратом РО-6H-05 и в/в введением 10 мг дроперидола и 0,2 мг фентанила по показаниям. Анестезию поддерживали фракционным введением дроперидола в дозе 0,114-0,159 мг/кг/час и фентанила в дозе 0,0008-0,0053 мг/кг/час.

4-я группа (21 чел.) оперирована под комбинированной анестезией с использованием закиси азота, оксибутирата натрия и эпидуральной блокады. На операционном столе больной укладывался на бок, вводный наркоз – введение в/в оксибутират натрия (100-120 мг/кг) с добавлением гексенала или тиопентала натрия (100-200 мг), после чего производилась пункция эпидурального канала на уровне Т8-Т10 с дренированием его микроирригатором и введением 10-15 мл 0,5% р-ра дикаина. По ходу операции анестезию поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 с фракционным введением в эпидуральное пространство 0,5% р-ра дикаина, общая доза которого не превышала 20-25 мл. 

5-я группа (21 чел.) оперирована под комбинированной эндотрахеальной анестезией с использованием калипсола, закиси азота и эпидуральной блокады. Вводный наркоз – в/в калипсол в дозе 2,0 мг/кг, после чего производили пункцию эпидурального канала на уровне Т8-Т10 с дренированием его микроирригатором. В эпидуральное пространство вводили 10-15 мл 0,5% р-ра дикаина. Наркоз поддерживали N2O с O2 в соотношении 2:1, 3:1 и в/в введением калипсола в дозе 1,5 мг/кг с интервалом 15-20 мин с фракционным введением в эпидуральное пространство 0,5% р-ра дикаина (общее количество 15-25 мл). Послеоперационное обезболивание у больных 4-й – 5-й групп проводили введением в эпидуральное пространство 7,0-10,0 мл 2% р-ра тримекаина через 3 часа в течение трех суток. 

Содержание связанных с белком, свободных и суммарных форм 11-оксикортикостероидов (11-ОКС) в плазме крови определяли флюориметрическим методом [5]. Концентрацию АКТГ в плазме крови определяли радиоиммунным методом, используя стандартные наборы, поставленные фирмой «CAE-Ire-sorin» (Франция). Исследования выполнены на этапах: I-й – за сутки до операции, II-й – после премедикации, III‑й – в наиболее травматический момент операции, IV-й – после экстубации, V-й – 1-е сутки после операции, VI-й – 2-е сутки после операции, VII-й – 3-и сутки после операции. Данные обрабатывали методом вариационной статистики.

Результаты исследования и их обсуждение. Динамика изменения уровня 11-ОКС и АКТГ в плазме крови у больных раком желудка, оперируемых под различными видами комбинированного обезболивания (М(m), представлена в таблице.

Как видно из приведенных данных, после премедикации наблюдалось увеличение связанных с белком 11-ОКС у больных 3-й и 4-й групп на 12,4% и 32,6% соответственно, суммарных форм 11-ОКС у больных 4-й группы на 22% и АКТГ у больных 1-й группы на 38,6%.

В наиболее травматичный момент операции отмечалось увеличение связанных с белком 11-ОКС у больных 1-й, 3-й, 4-й и 5-й групп на 42,3%, 22,9%, 16,9% и 29,8% соответственно и увеличение свободных форм 11-ОКС у больных 5-й группы на 179,4%, а также происходило увеличение суммарных форм 11-ОКС у больных 1-й, 2-й, 3-й и 5-й групп на 36%, 18,5%, 12,5% и 56,4% соответственно, АКТГ у больных 
1-й группы увеличивалось на 138,9%. 

После экстубации происходило увеличение связанных с белком 11-ОКС у больных 1-й, 3-й и 4-й групп на 24,1%, 20,7% и 33% соответственно, свободные формы 11-ОКС увеличились у больных 5-й группы на 130,3%, содержание суммарных форм 11-ОКС оставалось увеличенным у больных 1-й, 3-й, 4-й и 5-й групп на 22,5%, 16,3%, 22,5% и 34,1% соответственно, уровень АКТГ оставался увеличенным у больных 1-й, 3-й и 5-й групп на 145%, 41,4% и 23,7% соответственно.

В первые сутки после операции наблюдалось увеличение связанных с белком 11-ОКС у больных 1-й, 3-й и 4-й групп на 26,9%, 18% и 31,5% соответственно, уровень свободных форм 11-ОКС был увеличен на 54,6% у больных 2-й группы, одновременно происходило увеличение суммарных форм 11-ОКС у больных 1-й, 2-й и 4-й групп на 25,5%, 21,5% и 23,8% соответственно, содержание АКТГ было увеличенным у больных 1-й и 3-й групп на 97,5% и 29,5% соответственно, а у больных 2-й группы отмечено снижение АКТГ на 17,6%.

Таблица

	Показатели
	Группа
	Этапы исследований

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII

	11-ОКС связанные с белком, мкг/л

11-ОКС свободные, мкг/л
	1

2

3

4

5

1

2

3

4

5


	168,86(
5,21

167,05(
7,95

172,48(
4,49

167,31(
5,29

156,03(
7,68

39,52(
4,16

48,70(
6,19

44,58(
5,94

42,64(
5,47

40,80(
6,03
	176,38(
5,38

181,35(
9,16

193,89(
6,47*

222,07(
12,17*

151,10(
9,54

47,56(
4,17

56,00(
6,77

34,80(
3,31

34,39(
3,18

60,50(
6,42
	240,54(
9,97*

196,82(
10,21

211,91(
9,24*

195,61(
9,39*

202,67(
15,18*

42,47(
3,36

59,30(
6,07

38,94(
3,56

35,27(
2,42

114,08(
9,46*
	209,77(
7,22*

169,35(
13,04

208,12(
8,89*

222,69(
11,66*

165,29(
12,85

45,09(
4,49

62,80(
5,67

47,39(
4,09

34,61(
3,27

94,00(
5,89*
	214,55(
9,39*

190,65(
7,58

203,57(
10,70*

220,12(
15,19*

159,93(
4,11

48,35(
5,99

75,30(
7,15*

35,37(
3,25

39,93(
4,28

46,70(
6,51
	213,69(
8,53*

184,41(
16,03

190,75(
10,02

235,79(
13,15*

171,64(
10,60

47,89(
4,96

67,00(
1,68*

45,24(
4,36

38,42(
2,34

66,11(
6,74*
	212,29(
11,76*

161,22(
20,39

175,39(
10,45

182,39(
16,32

174,64(
5,78

49,87(
5,33

55,20(
5,79

44,68(
5,34

33,62(
4,13

51,13(
6,97



	11-ОКС суммарные мкг/л

АКТГ, пг/мл
	1

2

3

4

5

1

2

3

4

5


	208,04(
8,32

216,08(
10,72

220,28(
6,28

210,01(
9,12

190,30(
12,90

72,47(
5,79

81,18(
3,63

61,07(
5,23

87,89(
5,18

82,81(
5,82
	226,33(
8,90

235,33(
14,71

208,32(
7,63

256,47(
12,88*

211,50(
9,40

100,40(
9,81*

78,18(
5,71

59,57(
4,83

89,94(
5,68

89,40(
6,08
	282,94(
9,66*

256,15(
9,60*

247,94(
9,70*

229,55(
8,96

297,80(
18,30*

173,00(
17,16*

73,29(
4,79

75,71(
4,95

77,33(
6,80

96,11(
7,01
	254,88(
6,81*

233,84(
19,20

256,38(
7,87*

257,31(
11,75*

255,30(
19,90*

177,40(
10,32*

73,62(
3,77

86,36(
7,62*

90,56(
5,94

102,50(
2,43*
	261,17(
12,07*

262,51(
12,83*

243,40(
44,53

260,07(
12,69*

204,20(
6,20

143,00(
14,15*

66,88(
3,78*

79,07(
4,94*

101,39(
5,94

82,43(
10,28
	255,33(
13,39*

251,39(
16,95

210,89(
11,39

274,19(
11,94*

237,80(
12,50*

114,08(
8,38*

74,29(
4,54

69,86(
9,53

84,89(
4,03

89,75(
8,37
	262,16(
14,24*

222,99(
21,60

220,32(
9,56

216,01(
19,09

226,00(
12,30

81,67(
10,96*

82,27(
5,54

58,29(
7,63

84,71(
8,06

91,27(
10,05


Примечание: * – означает достоверное отклонение (р<0,05) по t-крите​рию Стьюдента в сравнении с исходным уровнем, где за исходный уровень взят 1-й этап исследований.

На вторые сутки после операции отмечалось увеличение связанных с белком 11-ОКС у больных 1-й и 4-й групп на 26,4% и 40,8% соответственно, содержание свободных форм 11-ОКС оставалось увеличенным у больных 2-й группы на 37,5%, уровень суммарных форм 11-ОКС был увеличен у больных 1-й, 4-й и 5-й групп на 22,7%, 30,5% и 24,9% соответственно, увеличение содержания АКТГ на 57,5% наблюдалось у больных 1-й группы.

На третьи сутки после операции оставалось увеличенным содержание связанных с белком, суммарных форм 11-ОКС и АКТГ у больных 1-й группы на 25,5%, 26% и 12,7% соответственно.

Таким образом, современные виды комбинированной анестезии вызывают однотипные изменения в состоянии гипофизарно-надпочечниковой системы у больных раком желудка, однако наименьшие изменения в системе гипофиз – кора надпочечников отмечены у больных, оперируемых под нейролептаналгезией и комбинированной анестезией с использованием закиси азота, калипсола и эпидуральной блокады.
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Важную роль в регуляции метаболического гомеостаза играет монооксигеназная ферментная система (МФС). Ее терминальной оксидазой является цитохром Р-450 (Цит Р-450), представленный большим числом изоэнзимов, отличающихся аминокислотными последовательностями и субстратной специфичностью [1]. Так, у человека к настоящему времени идентифицировано свыше сорока изоэнзимов. Причем их конкретный качественный и количественный состав зависит от ряда факторов и определяет направление и, в особенности, скорость превращения широкого спектра эндогенных и экзогенных соединений, включая лекарственные препараты. Несмотря на большие успехи в изучении монооксигеназ, тонкие механизмы регуляции их активности на уровне клетки и организма, взаимосвязи с состоянием окружающей среды остаются неясными, что, в свою очередь, затрудняет создание медицинских средств направленного типа действия. Поэтому целью настоящей работы стало исследование функциональных свойств монооксигеназной системы микросом печени крыс в условиях комплексного воздействия на организм ионизирующего излучения и ионов кадмия, поиск путей коррекции каталитической активности с помощью препаратов общестимулирующего профиля. В качестве препаратов общестимулирующего действия использованы коммерческие комплексы витаминов «Крепыш», «Витус» и «Гравитус», оценка возможной роли которых в коррекции монооксигеназной активности печени в условиях устойчивого загрязнения внешней среды представляет, на наш взгляд, не только фундаментальный, но и практический интерес. 

Методика эксперимента. Исследование проводили на крысах-самцах линии Вистар, весом 220-250 г, возраст в начале эксперимента 16-18 недель. Гамма-облучение осуществляли на гамма-установке УГУ 10, 20 раз в течение первого месяца наблюдения. Мощность дозы составляла 0,07 Гр/ч, а суммарная доза – 1 Гр на животное. Дополнительно на протяжении первого месяца опытные крысы получали раствор хлористого кадмия в питьевой воде из расчета 4 мкг (по иону) на 1 кг массы тела. Введение поливитаминных комплексов осуществляли в желудок через 2 дня 10 раз по 1 таблетке в день на протяжении первого месяца эксперимента. Животных забивали путем декапитации по прошествии 30, 60 и 90 суток от начала эксперимента.

Микросомы выделяли с помощью дифференциального ультрацентрифугирования [2]. Содержание ЦитР-450 определяли по методу Омура и Сато [3]. Концентрацию белка устанавливали методом Лоури и соавт. [4]. Активность НАДФН-цитохром Р-450-редуктазы (ОР) характеризовали согласно [5]. Для определения ферментативной активности микросом использовали в качестве субстрата 7-этоксикумарин (7-ЭК) [6].

Результаты и их обсуждение. В соответствии со схемой опытов состояние МФС характеризовали на различных стадиях эксперимента. Данные для одной из таких стадий показаны в таблице.

Отметим, что приведенные в таблице параметры микросомальной фракции для контрольной группы животных хорошо согласуются с аналогичными показателями, известными из литературы. В то же время введение животным в течение 30 суток ионов кадмия на фоне ионизирующего облучения приводит к увеличению удельного содержания Цит Р-450 и удельной активности ОР, а также росту скорости ферментативной реакции, сопровождаемому повышением сродства субстрата к ферменту. Прекращение негативного воздействия влекло за собой постепенное снижение содержания Цит Р-450, которое спустя 60 суток достигало нормального уровня (данные не показаны). Однако этот процесс не сопровождался нормализацией функциональной активности и эффективности электронного транспорта системы. Так, после первоначального роста происходило резкое снижение обоих параметров, их значения к концу адаптационного периода составляли лишь 80 и 60% от нормы, соответственно. Анализ полученных данных показывает, что не​полное восстановление каталитической активности после прекращения внешнего воздействия скорее всего связано с пониженной эффективностью электронного транспорта. Этот вывод, на наш взгляд, имеет принципиальное значение, поскольку использованный нами субстрат отражает тенденцию к восстановлению каталитических свойств МФС лишь по отношению к определенной части спектра субстратов Цит Р-450, имеющих кумариновую структуру. В то же время, более низкая активность ОР должна сказываться на эффективности превращения большин​ства эндогенных и экзогенных соединений, и поэтому сохранение ее активности на пониженном уровне может кардинально влиять на функциональные свойства эндоплазматического ретикулума клеток печени.

Таблица. Влияние длительного введения хлорида кадмия на фоне гамма-облучения на основные свойства монооксигеназной ферментной системы печени крыс-самцов спустя 30 суток от начала эксперимента
	Показатели
	Ед.изм.
	Опыт
	Норма

	
	
	X ( Sх
	n
	% от нормы
	X ( Sх
	P

	Удельное содержание 

Цит Р-450

Удельная активность ОР

Vmax.10-8
Km.10-5
	нмоль

мг белка

ед/мг белка

М/мин

М
	0,81(0,03

0,3(0,01

8,9(0,24

5,61(0,18


	5

5

9

9
	114

115

134

82
	0,71(0,03

0,26(0,02

6,67(0,31

6,81(0,23
	( 0,05

(0,05

(0,05

(0,05


Эти обстоятельства стали основанием для характеристики влияния коммерческих поливитаминных препаратов «Крепыш», «Витус» и «Гравитус» на адаптационные возможности животных в условиях совместного действия ионизирующего облучения и ионов кадмия. Анализ полученного нами массива экспериментальных данных позволяет утверждать, что поливитаминные препараты оказывают достоверное влияние на свойства монооксигеназной системы микросом печени как на первом этапе (при их введении на фоне гамма-облучения и действия ионов кадмия), так и в последующий период, продолжительность которого составляла 60 суток. Вместе с тем, нами не зарегистрировано достижение нормы по всем без исключения использованным показателям, что может быть следствием частично необратимых изменений в организме животных. В ходе эксперимента выявлены различия в механизмах влияния препаратов на функциональные свойства эндоплазматического ретикулума клеток печени, что указывает на возможность регуляции эффекта при комплексном использовании препаратов в различных комбинациях. В целом, полученные результаты позволяют сделать вывод, что поливитаминные препараты «Крепыш», «Витус» и «Гравитус» обладают выраженным защитным эффектом в отношении монооксигеназной ферментной системы и тем самым имеют хорошую перспективу для применения с целью поддержания и улучшения функционального состояния печени групп населения, проживающих на экологически загрязненных территориях.
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Влияние фосфатидилхолиновых липосом на метаболические и функциональные показатели миокарда при стрессе

Е.В. Богатырева, А.В. Стефанов, Т.Г. Скоробогатая, 
Л.В. Соколовская 

Донецкий государственный медицинский университет, Донецк, Украина; Институт фармакологии АН Украины, Киев

Возможность использования липосом в качестве переносчиков лекарственных и биологически активных веществ показана в многочисленных экспериментальных исследованиях [I]. В последние годы было обнаружено, что фосфолипиды липосом дают выраженный корригирующий эффект при гипоксических состояниях различной этиологии [2], синдроме стрессорного легкого, изменяют чувствительность и селективность адренорецепторов у животных, увеличивают аденилатциклазную активность и содержание цАМФ в мозге мышей. Кроме того, в результате взаимодействия липосом с клетками может существенно модифицироваться мембранная структура и изменяться функциональная активность клеток в целом.

Цель настоящих исследований состояла в том, чтобы оценить влияние фосфатидилхолиновых липосом на показатели перекисного окисления липидов (ПОЛ) и порог фибрилляции желудочков сердца при стрессе.

Эксперименты выполняли на крысах-самцах линии Вистар массой 180-250 грамм. Первая группа служила контролем. У крыс 2 и 3 групп иммобилизационный стресс вызывали фиксацией за четыре конечности на спине в течение 6 часов. Животным 3 группы через 4 часа после начала стресса внутрибрюшинно вводили фосфатидилхолиновые липосомы в дозе 10 мг/100 г веса. После 6-часовой иммобилизации животным вводили нембуталовый наркоз и определяли порог фибрилляции [3]. Липосомы готовили из яичного лецитина методом ультразвуковой обработки фосфолипида [4]. Сердца крыс замораживали непосредственно в грудной клетке щипцами Воленберга. Замороженные сердца были использованы для определения показателей ПОЛ. В ткани миокарда определяли содержание продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, содержание диеновых коньюгатов (ДК), супероксиддисмузы (СОД), каталазы, содержание восстановленного глутатиона (ГSH ) и глутатионзависимых ферментов – глутатионредуктазы и глутатионпероксидазы. Величину экстинции регистрировали на спектрофотометре «Хитачи». 

Из представленных в таблице данных следует, что внутрибрюшинное введение фосфатидилхолиновых липосом крысам ограничивает активацию процессов ПОЛ и накопление токсичных для клетки продуктов. Иммобилизационный стресс вызывает хорошо известный комплекс изменений миокарда: содержание ДК увеличивается на 179%, уровень вторичного продукта ПОЛ – малонового диальдегида (МДА) повышался в 3,7 раза на фоне значительного падения антиокислительного статуса организма. Введение липосом приводит к снижению уровня продуктов ПОЛ почти к контрольным величинам. При этом ингибирование ПОЛ сопровождается активацией как ферментативной, так и неферментативной антиоксидантных систем. Активность СОД, ограничивающей образование свободных форм кислорода, увеличилась на 20%, активность каталазы, расщепляющей токсичные гидроперекиси на 15%.

Как следует из результатов эксперимента наиболее существенная роль в ограничении концентрации перекисей в миокарде при стрессе принадлежит глутатионзависимой ферментной системе. На фоне 30% падения уровня эндогенного антиоксиданта ГSН , активность глутатионпероксидазы снижалась в 3 раза.

Введение фосфолипидов при стрессе существенно повышает
эффективность обезвреживания токсичных продуктов глутатионзависимым каскадом ферментов.

Содержание ГSН увеличивается до контрольных значений, способствуя активации глутатионпероксидазы в 3 раза. Полученные результаты согласуются с литературными данными о высоком коэффициенте корреляции между уровнем ПОЛ и ГSH, равном 0,95, и временной зависимости изменений уровней дыхания, ПОЛ и глутатиона. ГSH играет важную роль в защите клетки как от эндогенных, генерированных дыхательной цепью, так и от экзогенных токсичных агентов [5].

Таблица. Влияние липосом на показатели ПОЛ в миокарде при стрессе, n=10

	Показатель
	Контроль
	Стресс
	Стресс+липосомы

	МДА, ннмоль/г
	3,25(0,19
	10,87(0,9*
	3,08(2,2**

	ДК, ннмоль/г
	4,61(0,9
	8,25(1,1*
	4,75(0,6**

	ГSH, ммоль/г
	21,15(2,6
	14,08(0,9*
	20,23(1,1**

	Каталаза, ммоль/мг(мин
	38,72(2,27
	33,60(2,08
	35,82(1,1

	СОД, усл.ед/мг белка
	48,29(3,17
	33,29(2,59*
	43,40(7,5**

	Глутатионпероксидаза, ммоль/мг белка·мин
	15,36(0,97
	5,48(0,41*
	14,52(1,08**

	Глутатионредуктаза, ммоль/мг белка ·мин
	24,10(3,1
	26,86(5,1
	24,39(1,2


* – достоверность различий с контролем; 

** – достоверность различий со стрессом без липосом. 

Антиоксидантный эффект липосом может быть частично объяснен прямым неферментативным ингибированием ПОЛ за счет экзогенного фосфатидилхолина, обладающего антиоксидантными свойствами. Однако такого объяснения, по-видимому, недостаточно. Активация процессов ПОЛ вызывает изменения фосфолипидного состава клеточных мембран и их структурной организации. Индуцируемое катехоламинами разобщение окисления и фосфорилирования в митохондриях сопровождается утечкой электронов из электронно-транспортной цепи, что в свою очередь приводит к новому витку активации ПОЛ в мембранах митохондрий. В ранее выполненных экспериментах было показано, что липосомы способствуют нормализации биомеханики внешнего дыхания, транспорта кислорода из крови в ткани, корригируют постстрессорную гипоксию. 

Подтверждением полученных результатов на уровне клеточного метаболизма явились эксперименты по изучению влияния липосом на функциональную активность миокарда после перенесенного стресса. Эксперименты показали, что липосомы при стрессе предупреждают падение порога фибрилляции желудочков сердца, возникающего в ответ на электростимуляцию сердца. Преждевременный одиночный импульс, подававшийся в верхушку сердца от электростимулятора, запускавшегося зубцом R ЭКГ, закономерно вызывает у контрольных животных транзиторную фибрилляцию сердца. После перенесенного стресса величина порога оказалась сниженной более чем в 2 раза. Липосомы значительно предупреждали падение порога, тем самым уменьшая возможность возникновения фибрилляции. В соответствии с существующими представлениями, это означает, что введение липосом существенно уменьшает вероятность возникновения аритмий и фибрилляции при инфаркте.

Таким образом, применение липосом, по нашему мнению, позволяет эффективно корригировать постстрессорные нарушения миокарда и является одним из перспективных направлений исследований.
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Активность ферментов метаболизма ДНК как тест при химиотерапевтическом лечении онкологических больных метаболитами и антиметаболитами нуклеинового обмена

Б.Г. Борзенко, Е.М. Бакурова, О.А. Верхова, 
С.И. Аврамов, Т.А. Швец
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В настоящее время при лечении больных раком молочной железы наметилась четкая тенденция к широкому использованию полихимиотерапии при наличии регионарных метастазов[12]. Повышение ее результативности может быть достигнуто определением чувствительности опухоли к тому или иному препарату еще до начала специального лечения[10]. Для выработки соответствующих критериев проводились исследования иммунологического гомеостаза, гормонального статуса, клинических показателей, уровня гормональных рецепторов, стероидных гормонов, пролиферативной активности, онкогенной амплификации [6]. Целью нашей работы явилось исследование сравнительной активности тимидинкиназы (ТК), тимидинфосфорилазы (ТФ), аденозиндезаминазы (АДА) и 5'-нуклеотидазы АМФ (5'-НУ) в сыворотке крови здоровых людей и больных раком молочной железы различного возраста, влияния на активность ферментов оперативного и лекарственного лечения и возможности использования динамики их активности при оценке эффективности химиотерапии. Ферменты метаболизма предшественников ДНК выбраны нами потому, что именно метаболиты и антиметаболиты нуклеинового обмена широко используются в качестве химиотерапевтических препаратов [13]. Нами использовано соотношение ТК (КФ 2.1.2.1), катализирующей начальную стадию анаболизма тимидина и прямо коррелирующей с индексом клеточной пролиферации [8], и ТФ (КФ 2.4.2.4), фермента катаболизма тимидина, принимающего участие в «летальном» синтезе 5-фторурацила в опухолях человека [II]. Сочетанная активность АДА (КФ 3.5.4.4) и 5'-нуклеотидазы ( КФ 3.1.3.5) тесно связана с клеточным иммунитетом и может быть использована для оценки иммунного статуса больного.

Материал и методы. Обследованы 74 больные раком молочной железы Т3 NiMo стадии в возрасте от 36 до 70 лет. В контрольную группу вошли 52 здоровые женщины этого же возраста. У больных проводилось исследование сыворотки крови до начала лечения. Помимо этого, у 29 женщин – через каждые 5 дней в процессе его, у 44 – до и после него. Лимфоциты выделялись в градиенте фиколл-верографина [9]. Активность сывороточной ТК определяли по общеизвестному методу [2] в некоторой модификации, используя в качестве субстрата 14С‑тимидин отечественного производства. Активность ТФ изучали спектрофотометрически [1] на СФ-46 при 300 нм по увеличению оптической плотности тимина в 0,01н NaOH. Активность лимфоцитарной и сывороточной АДА исследовали также спектрофотометрическим методом [5] по начальной скорости реакции. Активность лимфоцитарной и сывороточной 5'-нуклеотидазы АМФ определяли по количеству неорганического фосфата [4] в цветной реакции с двухлористым оловом, используя в качестве субстрата Na-глицерофосфат. Сывороточный белок оценивали по методу Лоури [7].

Результаты и обсуждение. Для исключения возможного влияния предоперационной терапии на активность ферментов метаболизма тимидина и аденозина мы проанализировали данные обследования больных различного возраста, не получавших предоперационного лечения, и сравнили эти данные с результатами обследования здоровых женщин аналогичных возрастных групп (табл. 1).

Таблица 1. Сравнительная активность ферментов метаболизма предшественников ДНК в сыворотке крови здоровых женщин и женщин, больных раком молочной железы различного возраста

	Возраст, годы
	ТК,

нмоль/(ч·мг)
	ТФ,

усл. ед.
	АДА нмоль/(мин·мг)
	5'-НУ АМФ нмоль/(мин·мг)

	
	Здоровые
	РМЖ
	Здоровые
	РМЖ
	Здоровые
	РМЖ
	Здоровые
	РМЖ

	36-45
	1,79± 0,35
	3,58± 0,45
	0,3 0± 0,03
	0,18± 0,02
	3,43± 0,45
	7,85± 0,45
	5,48± 0,52
	11,96± 0,49

	46-60
	3,14± 0,55
	4,28± 0,28
	0,36± 0,04
	0,23± 0,03
	1,68± 0,22
	8,88± 1,01
	5,76± 0,26
	11,27± 0,65

	61-70
	1,55± 0,25
	2,95± 0,90
	0,37± 0,06
	0,12± 0,03
	2,10± 0,40
	7,82± 0,87
	5,63± 0,46
	11,83± 0,55


Примечание. В возрасте 36-45 лет показатели изучены у 12 здоровых, 13 больных;46-60 лет – 22 и 44; 61-70 лет – 20 и 17 соответственно.

Активность ТК в сыворотке крови онкологических больных всех возрастных групп достоверно выше, чем у здоровых женщин. Наибольшая активность ТК, по сравнению с нормой, наблюдается у больных раком молочной железы в возрасте от 36 до 45 лет (группа менструирующих женщин). Увеличение активности ТК в сыворотке крови онкологических больных не случайно, так как именно этот фермент является маркером пролиферативных процессов [8]. Активность ТФ в сыворотке крови онкологических больных снижена по сравнению с нормой, особенно у больных с 36-45 и 61-70 лет. Возможно, это является проявлением наблюдающейся в опухолях репрессии катаболизма. Активность АДА и 5'-НУ в сыворотке крови больных резко повышена. Так активность АДА в возрасте 46-60 лет в 5 раз превышает норму. При сравнительном исследовании АДА в сыворотке крови и лимфоцитах здоровых людей и онкологических больных нами установлено повышение АДА в сыворотке крови на фоне сниженной активности фермента в лимфоцитах, что вызывает нарушение функциональной готовности лимфоцитов, и возможно, связанные с этим нарушения иммунного статуса организма. Изучена динамика активности ферментов в сыворотке крови онкологических больных в возрасте 46-60 лет при послеоперационной полихимиотерапии по схеме CV MF (табл.2).

Таблица 2. Активность ферментов метаболизма предшественников ДНК в сыворотке крови больных раком молочной железы до и в процессе химиотерапии

	
	ТК,
нмоль/(ч-мг)
	ТК,
нмоль/(ч-мг)

	Группы
	Кол-во
	До лечения
	Дни проведения ПХТ
	До лечения
	Дни проведения ПХТ

	
	
	
	5
	10
	15
	
	5
	10
	15

	1-я

	15
	3,14 ± 0,95

	1,б7 ± 0,34
	3,22 ± 0,61
	9,16 ± 1,22
	0,11 ± 0,03

	0,17 ± 0,05

	0,13 ± 0,03

	0,16 ± 0,05


	2-я

	14
	2,97 ± 0,34
	1,05 ± 0,06
	1,13 ± 0,02
	1,85 ± 0,67
	0,36 ± 0,03
	0,33 ± 0,07
	0,33 ± 0,04
	0,46 ± 0,01

	
	АДА, нмоль/(мин · мг)
	5'-НУ АМФ, нмоль/(мин · мг)

	1-я
	15
	9,84 ± 1,15
	7,83 ± 0,72
	10,97 ± 1,02
	8,83 ± 0,98
	10,5б ± 2,01
	6,3 5 ± 1,31
	7,46 ± 1,20
	9,06 ± 2,05

	2-я
	14
	7,75 ± 1,59
	4,26 ± 0,88
	9,94 ± 1,17
	5,60 ± 1,01
	4,87 ± 0,98
	7,27 ± 1,03
	3,б3 ± 0,74
	3,71 ± 0,92


После определения исходной (до лечения) активности ферментов все обследуемые были произвольно разделены на 2 группы, резко отличающиеся по исходной активности ТФ. В 1-й группе (15 человек) исходная активность ТФ была резко снижена – 0,11±0,03 усл. ед., во 2-й (14 человек) колебалась в пределах нормы – 0,36±0,03 усл. ед. Необходимо отметить, что у больных 1-й группы при гистологическом исследовании опухоли был обнаружен скиррозный рак, а 2-й – адено​карцинома различной степени дифференцировки. В процессе лечения у женщин 1-й группы активность ТФ, АДА и 5'-НУ не изменялась, активность же ТК увеличивалась в 3 раза. У пациенток 2-й группы активность ТФ достоверно увеличивалась, активность же ТК, АДА и 5'‑НУ снижалась. Был проведен анализ отдаленных результатов лечения в течение 4 лет. Смертность среди больных 1-й группы составила 25%, а во 2-й – летальных исходов не было. По-видимому, низкая эффективность полихимиотерапевтического лечения по схеме CV MF у больных с резко сниженной исходной активностью ТФ может быть связана с участием именно этого фермента в «летальном» синтезе 5-фторурацила, входившего в схему лечения. Повышение ТК в процессе лечения связано, возможно, с влиянием 5-фторурацила и метотрексата как ингибиторов синтеза ТМФ de novo. Наши данные согласуются с данными других авторов [З], обнаруживших резкое (в 30 раз) увеличение активности ТК в цитозоле опухоли молочной железы T3N1M0 стадии после проведенной химиотерапии.

Проведенное исследование показало, что активность ТК, ТФ, АДА и 5'-НУ в сыворотке крови больных раком молочной железы отличается от активности этих ферментов в организме здоровых женщин, эти отличия имеют также и возрастной характер. Определение динамики активности ферментов до и в процессе химиотерапевтического лечения может, вероятно, использоваться как биохимический тест эффективности проводимой терапии.
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Кислородcвязующие свойства крови и прооксидантно-антиоксидантное состояние в условиях коррекции L‑аргинин‑NO системы 
при окислительном стрессе

Л.В. Борисюк, В.В. Зинчук 

Медицинский университет, Гродно

Избыточная генерация прооксидантов в стационарных условиях тканей уравновешивается образованием ферментативных и неферментативных внутри- и внеклеточных антиоксидантов, формируя определенный оптимальный уровень прооксидантно-антиоксидантного равновесия. Система транспорта кислорода участвует в поддержании оптимального уровня этого баланса организма, что наблюдалось в экспериментах при введении липополисахарида (ЛПС), а также при целенаправленной модификации сродства гемоглобина к кислороду (СГК) при этом [Zinchuk V.V., 1999]. В ряде случаев имеет место избыточная активация перекисного окисления липидов (ПОЛ), обозначаемая как окислительный стресс. Данный термин впервые был употреблен в работе Paniker N.V. et al. [1970]. За последние годы интерес к данной проблеме значительно вырос: по данным MedLine было опубликовано в 1980 году – 73, в 1990 – 209, в 1999 – 1120 работ. Окислительный стресс представляет собой состояние напряжения антиоксидантных систем, возникающее в результате либо высокого уровня образования активных кислородных метаболитов, либо недостаточной эффективности работы антиоксидантных механизмов [Меньщикова Е.Б., Зенков Н.К., 1993]. Кения М.В.и соав.[1999] определяют окислительный стресс, как сдвиг тканевого баланса антиоксидантов и прооксидантов в сторону последних. Schettler V.et al. [1999] характеризуют данное состояние, как нарушение прооксидантно-антиоксидантного клеточного баланса. По мнению Gaara J.D. et al. [1999], окислительный стресс есть увеличение внутриклеточного уровня активных метаболитов кислорода. Противоречие между использованием кислорода для поддержания процессов жизнедеятельности и токсичностью его метаболитов определяет основной парадокс аэробной жизни, т.е. необходимости существования в условиях непрекращающегося окислительного стресса [Davis K.J., 1995]. Особый интерес вызывает окислительный стресс, вызываемый введением ЛПС. Клинические проявления его: эндотоксемия и сепсис являются одной из наиболее частых причин смерти больных. В США ежегодно регистрируется 200 000 случаев септического шока, летальность которого составляет 20-80% [Allen J.N. et al., 1996].

В настоящее время возрастает интерес к различным аспектам биологического действия оксида азота (NO), уникальной молекулы, выполняющей роль физиологического мессенджера, а в некоторых условиях, цитотоксической эффекторной молекулы [Wink D.A. et al., 1995]. Образование этой молекулы происходит из аминокислоты L-аргинина под контролем фермента NO-синтазы в присутствии восстановленного никотинамидадениндинуклеатидфосфата, кальмодулина и других кофакторов. NO имеет важное значение для регуляции сосудистого тонуса, способен связываться с гемоглобином, образуя нитрозогемоглобин [Stamler J.S. et al., 1997], а также взаимодействовать с супероксиданионом, генерируя мощный окислитель, пероксинитрит. В тоже время О2 является важным фактором, определяющим активность NO-синтазы в гипоксических тканях. 

Исследовался эффект коррекции L-аргинин-NO-пути (метиловый эфир NG-нитро-L-аргинина, нитроглицерин) на кислородтранспортную функцию крови и прооксидантно-актиоксидантное равновесие у крыс при окислительном стрессе, создававшегося путем внутримышечного введения ЛПС. В смешанной венозной крови измерялись рН, pCO2 и pO2 , а также показатель СГК (р50), в эритроцитах и тканях (печень, почки, сердце) – основания Шиффа, активность каталазы и уровень (-токоферола. Ингибитор NO-синтазы уменьшал реальное р50 до 28,89(0,83 мм рт.ст. (у получавших ЛПС 34,24 (1,63 мм рт.ст.). Наблюдался меньший рост оснований Шиффа и меньшее истощение параметров антиоксидантной защиты в эритроцитах и тканях, чем у животных, получивших только ЛПС. При введении нитроглицерина и ЛПС наблюдались аналогичные значительные нарушения кислородтранспортной функции крови и активация свободнорадикальных процессов, как и в группе животных, получивших только ЛПС. Ингибирование активности NO-синтазы сопровождается менее выраженными нарушениями кислородсвязующих свойств крови, сдвигом кривой диссоциации оксигемоглобина (КДО) влево и меньшей активацией ПОЛ. Между показателем р50 и параметрами прооксидантно-антиоксидантного равновесия выявлены высокие корреляционные зависимости, что позволяет рассматривать СГК и NO как важные факторы физиологической системной организации поддержания прооксидантно-антиоксидантного равновесия организма.

При лихорадке, индуцированной введением ЛПС, сдвиг КДО коррелирует с параметрами свободнорадикального окисления [Zin​chuk V.V., 1999], что позволило рассматривать СГК, как один из факторов, участвующих в поддержании прооксидантно-антиоксидант​ного равновесия организма. Введение различных эндотоксинов обуславливает экспрессию индуцибельной изоформы NO-синтазы, что приводит к образованию больших количеств NО, взаимодействующего с О2- с образованием пероксинитрита. Очевидно, выявленный меньший прирост продуктов ПОЛ вызван ингибированием, прежде всего, индуцибельной изоформы NO-синтазы и уменьшением проявления её негативных свойств, связанных с избыточной продукцией NO. Ингибирование NO-син​тазы сопровождается сдвигом кривой диссоциации оксигемоглобина вле​во и меньшей активацией свободнорадикального окисления.

Антиоксидантную защиту нельзя рассматривать только на уровне клеточной системы. Положение о свободнорадикальном окислении как, функции концентрации кислорода в клетке, дает основание представить эту защиту более сложной, мультисистемной. Некоторый оптимум концентрации кислорода, и следовательно, ПОЛ, зависит от уровня функционирования системы транспорта кислорода, состояния ее отдельных механизмов. Скулачев В.П. [1995] указывает, что существующие механизмы антиоксидантной защиты в ряде случаев "не предотвращают зло, а лишь борются с его последствиями", в связи с чем "снижение внутриклеточной концентрации кислорода могло бы стать более кардинальным решением проблемы кислородной опасности". Особое место в сложной иерархии антиоксидантных систем занимает СГК, которое задает условия диффузии кислорода в ткани и определяет, в конечном итоге, величину тканевого pO2. Концентрация О2 в клетке, в отдельных её компартментах, и в частности, митохондриях, регулируется как системой транспорта кислорода, так и механизмами, сопрягающими окисление и фосфорилирование. При изменении рО2 в клетке нарушается прооксидантно-антиоксидантное равновесие. Очевидно, что систему оптимизации поддержания уровня кислорода, необходимого для обеспечения ресинтеза АТФ и генерации свободных радикалов в физиологических концентрациях, следует рассматривать на основе принципа мультипараметрического взаимосодействия. По-видимому, сдвиг КДО вправо в условиях дизоксии обуславливает дисбаланс различных путей утилизации кислорода в организме, и в частности, усиление процессов одноэлектронного переноса, сопровождающегося образованием таких высокореакционноспособных интермедиатов, как синглетный кислород, супероксиданион, гидроксильный радикал. Последние инициируют цепные окислительные реакции, вызывая лавинообразное нарастание окислительной деструкции ненасыщенных липидов биомембран. Очевидно, сдвиг КДО влево при перегревании и пирогеналовой лихорадке, оптимизируя поток кислорода в ткани, уменьшает его долю в свободнорадикальных реакциях.

Таким образом, полученные данные о тесной связи СГК с параметрами свободнорадикального окисления при ингибировании синтеза NO в условиях окислительного стресса позволяют рассматривать способность гемоглобина изменять свои кислородсвязующие свойства и L-аргинин–NO систему как важные звенья физиологических механизмов поддерживания прооксидантно-антиоксидантного состояния.

Данная работа выполнена частично благодаря поддержке Фонда фундаментальных исследований РБ (№ Б99-055).
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Биохимические нарушения при токсических поражениях печени крыс и их коррекция НИЛИ

А.Н. Бородинский, В.А. Бородинский*, О.В. Коноваленко, 
В.А. Гуринович, В.Г. Стенько**

Институт биохимии НАН Беларуси, *Больница скорой медицинской помощи, **Медицинский университет, Гродно

В последние годы появились работы об использовании низкоинтенсивного лазерного излучения (НИЛИ) при патологии печени [1-3]. В литературе имеются убедительные сведения о значительной проникающей способности лазерного излучения в ближних ИК-диапазонах спектра. Так, через кожу белых крыс проникает около 60% излучения полупроводникового лазера, печени достигает до 30% ИК-излучения, что является достаточным для активации метаболических процессов в органе [4].

Хорошо известно, что расстройство метаболических функций печени приводит к тяжелым нарушениям в организме, которые в довольно короткие сроки могут привести его к гибели. Токсическое поражение печени сопровождается эндогенной интоксикацией, обусловленной распадом клеток печеночной паренхимы и резким нарушением функции органа. На моделях токсической гепатопатии у крыс, вызванной введением таких гепатотропных препаратов как тетрахлорметан (CCl4) и тиоацетамид (Т), была изучена возможность НИЛИ на состояние перекисного окисления липидов в печени. Тем более известно, что важная роль в патогенезе печеночной недостаточности обусловлена интенсификацией процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) и сниженной антиоксидантной защитой [1].

Материалы и методы. Исследования проводились на 40 крысах-самцах массой 150-160 г, находившихся на стандартном рационе вивария. Т парентерально вводили в дозе 500 мг/кг массы тела на 24 часа, CCl4 – в/желудочно трехкратно в дозе 2,5 мл на животное с интервалом введения 2 суток. Опытные группы животных получали 4-хкратное чрезкожное НИЛИ печени с выходной мощностью 20 мВт с экспозицией 120 с. Эвтаназию животных проводили на 5 сутки после последнего введения гепатотропных ядов. Изучена активность каталазы (К), супероксиддисмутазы (СОД), аланиновой и аспарагиновой трансаминаз (АЛТ и АСТ) и содержание малонового диальдегида (МДА) в печени. Активность СОД определяли по супероксидзависимому окислению кверцитина [5], К – по убыли Н2О2 [6], АЛТ, АСТ – с использованием коммерческих наборов реактивов LAChema (Брно). Содержание продуктов ПОЛ оценивали по ТБК-тесту [7].

Результаты и обсуждение. Как видно из рис. 1, введение Т и CCl4 приводит к повышению активности трансаминаз – ферментов, осуществляющих в печени переаминирование между глютаминовой и щавелевоуксусной, пировиноградной кислотами. Повышение активности этих ферментов (наиболее чувствительный тест повреждения печеночной паренхимы) указывает на вероятное повреждение мембран гепатоцитов. Токсический гепатит, вызванный обоими агентами, приводит к активации процессов свободнорадикального окисления и накоплению вторичных продуктов пероксидации липидов. Один из них – МДА обладает способностью оказывать повреждающее действие на функциональное состояние биологических систем. Это обусловлено тем, что липиды биомембран отличаются высоким содержанием полиненасыщенных жирных кислот, которые легко подвергаются перекисному окислению.

Хорошо известно, что защиту организма от повреждающих эффектов токсических продуктов ПОЛ осуществляет антиоксидантная система организма [8, 9]. Представленные нами результаты (рис. 1, 2) показывают, что токсическое поражение печени сопровождается снижением активности некоторых антирадикальных, антиперекисных ферментов, таких как СОД и К.

Чрезкожное НИЛИ печени нормализует активность трансаминаз в печени при одновременном возрастании активностей К и СОД. 
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Рис.1. Активность К, СОД, АЛТ, АСТ и содержание МДА (в % к контролю) в печени крыс, получавших Т * – p<0,05, по отношению к контролю (100%), ** – p<0,05, по отношению к группе крыс, получавших Т

[image: image10.emf]60

180

195

205

160

175

55

105 107

95

0

50

100

150

200

250

K СОД АЛТ АСТ МДА

%

ССl4 НИЛИ+CCl4

** **

**

*

*

*

*

*

* *


Рис.2. Активность К, СОД, АЛТ, АСТ и содержание МДА (в % к контролю) в печени крыс, получавших CCl4; * – p<0,05 по отношению к контролю (100%), ** – p<0,05, по отношению к группе крыс, получавших CCl4
Известно, что фотоактивация в таком сложном биологическом объекте, как организм животного, происходит в виде многоступеньчатого процесса [6]. Поглощенный квант света приводит к фотофизическому эффекту, связанному с образованием фотосенсибилизированных продуктов в тканях. В организме имеется огромное количество различных фотоакцепторов, в том числе железо- и медьсодержащие ферменты (К и СОД). Отмеченные изменения в активностях К и СОД при НИЛИ в печени на фоне токсического гепатита, по всей видимости, связаны с тем, что после восприятия световых лучей наступает трансформация их молекулярной композиции и изменение физико-химического состояния. Это, в свою очередь, может инициировать в изучаемых ферментах рост количества активных центров. Таким образом, в условиях острой интоксикации тетрахлорметаном и в равной степени тиоацетамидом НИЛИ печени оказывает выраженный защитный эффект, связанный со снижением процессов ПОЛ и повышением антиоксидантной защиты.
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Неструктурированные липиды и их производные в антиоксидантной защите организма

В.У. Буко

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Считается общепринятым, что понятие «эндогенные антиоксиданты» включает в себя ферменты, некоторые другие белки и низкомолекулярные соединения. Среди антиоксидантов, поступающих в организм с пищей, имеются компоненты пищевых масел и жиров. Липиды традиционно рассматриваются, как субстраты перекисного окисления липидов. В первую очередь, это компоненты клеточных мембран, полиненасыщенные жирные кислоты фосфолипидов и другие липидные соединения, подвергающиеся цепной реакции, которая инициируется реактивными формами кислорода. 

Однако, если мембранные липиды активно подвергаются перекисному окислению, некоторые неструктурированные липиды и производные липидов (эйкозаноиды, некоторые желчные кислоты и стероиды) проявляют достаточно выраженный антиоксидантный эффект. Так, отдельные исследователи рассматривают холестерин как существующую in vivo антиоксидантную систему. Холестерин легко окисляется активными формами кислорода, образуя оксистеролы. Согласно современной точке зрения, именно оксистеролы, а не собственно холестерин являются фактором, вызывающим атерогенез. В опытах in vitro холестерин предупреждает фосфолипидные липосомы и эритроциты от окислительного повреждения. Одна из гипотез утверждает, что эндогенный холестерин крови и тканей действует как перехватчик свободных форм кислорода и является антиоксидантом, защищающим целый организм от повреждающего действия окислительного стресса [1]. 

В то же время холестерин не является единственным стероидом, обладающим антиоксидантными свойствами. Многие природные и полусинтетические стероиды, например 6-альфа-метилпреднизолон и 21-аминостероиды, способны угнетать ПОЛ. Нами исследованы антиоксидантные свойства стероидных соединений, 17альфа- и 17бета-эстрадиола, а также их дельта-8,9-дегидропроизводных под шифрами J811 и J861 (Йенафарм, Германия). 

Исследования были проведены на кроликах, получавших атерогенную высокохолестериновую диету. Скармливание такой диеты оказывает прооксидантный эффект, вызывая существенное увеличение как показателей, имеющих отношение к свободно-радикальным процессам (активность супероксиддисмутазы – СОД – в сыворотке крови, наработка Н2О2, хемилюминесценция, индуцируемая люцигенином, а также содержание супероксиданиона), так и к ПОЛ (малондиальдегид – МДА) в микросомах печени. Все исследуемые соединения в дозе 0,1 мг/кг снижали вышеприведенные показатели, причём эффект J811 и J861 был наиболее выражен. Используя метод спин-траппинга, мы показали, что именно эти дегидропроизводные наиболее активно улавливают свободные кислородные радикалы [2]. Совокупность полученных данных указывает на то, что эти эстрогены и их производные улавливают преимущественно супероксиданион. 

Другое соединение стероидной структуры – урсодезоксихолевая кислота (УДХК) также обнаруживает in vivo антиоксидантные свойства [3]. У крыс, подверженных действию ионизирующей радиации в дозе 1 Гр, УДХК снижала активность СОД, интенсивность хемилюминесценции, усиленной люминолом и люцигенином, наработку Н2О2, содержание супероксиданиона, МДА и карбонилсодержащих продуктов ПОЛ (алкенали, алканали, кетоны и гидроксиалкенали). Однако в опытах in vitro УДХК снижала наработку МДА, индуцированную терт-бутилгидропероксидом (тБГП) только в микросомах печени, не влияя на этот показатель в эритроцитах человека и гомогенатах печени крыс (Буко, Заводник, неопубликованные данные). В микросомах печени под влиянием УДХК снижался и уровень супероксиданиона [3]. В то же время в бесклеточной среде УДХК не изменял интенсивность ЭПР-сигнала при использовании спиновой ловушки POBN. Сопоставляя результаты, полученные in vitro и in vivo, мы предположили, что антиоксидантный эффект УДХК реализуется через её метаболиты, обладающие свойствами перехватчиков жирных кислот. Действительно, около 60% вводимого УКДХК очень быстро метаболизируется в микросомах печени до 22-дегидропроизводных [4], которые, как и другие дегидрированные формы стероидов, способны связывать активные формы кислорода.

В опытах с хронической алкогольной интоксикацией нами исследовалась антиоксидантная активность простагландинов серии Е (ПГЕ). Полученные данные свидетельствуют, что длительное потребление этанола повышает содержание продуктов ПОЛ в печени: МДА, диеновые конъюгаты, карбонил-содержащие продукты ПОЛ. Активируются СОД и каталаза печени, повышается интенсивность хемилюминесценции, индуцируемой люминолом, в гомогенатах и микросомах печени. ПГЕ1 и ПГЕ2 значительно снижают содержание продуктов ПОЛ, за исключением диеновых конъюгатов, нормализуют интенсивность хемилюминесценции и ингибируют активность ферментов антирадикальной защиты [5].

Хроническая алкогольная интоксикация повышает содержание цитохрома Р-450 в печени и активность сопряжённых с ним ферментов, а введение ПГЕ1 нормализует эти показатели [6]. Мы предполагаем, что антиоксидантный эффект ПГЕ реализуется через его влияние на цитохром Р-450, который служит основным источником активных форм кислорода в печени. Аналогичный антиоксидантный эффект получен нами при использовании другого эйкозаноида – простациклина I2. Кроме того, мы считаем, что и эндогенные эйкозаноиды вносят существенный вклад в антиоксидантную защиту организма. Введение крысам ингибитора циклооксигеназы, индометацина, оказывало умеренное прооксидантное действие. 

Ранее нами были продемонстрированы защитные свойства полиненасыщенного фосфатидилхолина (ПФХ) из бобов сои при алкогольном поражении печени [7] и диабетической патологии печени [8]. Одновременно нами было обнаружено, что ПФХ снижает уровень МДА в печени. Результат был несколько неожиданным, поскольку ПФХ содержит два остатка линолевой кислоты, являющейся субстратом для ПОЛ. Этот эффект мы вначале отнесли за счёт возможных примесей витамина Е в препарате. Однако при использовании высокоочищенного препарата ПФХ, свободного от витамина Е (Наттерманн, Германия) этот феномен был воспроизведен. Позже в лаборатории проф. Чарльза Либера (Бронкс, США) были получены данные по снижению уровня 4-гидроксиноненаля в печени крыс под влиянием ПФХ [9]. Известно, что в пищевой промышленности фосфатидилхолин используется для стабилизации масел, поскольку его фосфохолиновый фрагмент обладает антиоксидантными свойствами [10]. Вполне вероятно, что этот фрагмент, образующийся в результате гидролиза ПФХ в желудочно-кишечном тракте и поступающий в печень для ресинтеза, определяет антиоксидантную активность ПФХ, а возможно, в какой-то степени и эндогенного фосфатидилхолина. Кроме того, фосфолипиды могут реализовать свой антиоксидантный эффект за счёт связывания ионов металлов жирорастворимой фосфорной кислотой.

Таким образом, липиды являются не только субстратами для перекисного окисления, но и обладают антиоксидантными свойствами. Основываясь на собственных и литературных данных, мы выдвигаем гипотезу о существовании липидной системы антиоксидантной защиты. Как и любая другая гипотеза, она требует тщательного дальнейшего рассмотрения и изучения.
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Онтогенетические особенности постлучевой перестройки регуляторных функций аденилатциклазной системы миокарда крыс

К.Я. Буланова, Е.С. Комар, Л.М. Лобанок 

Институт радиобиологии НАН Беларуси, Минск

На воздействие ионизирующей радиации сердечно-сосудистая система отвечает длительной дестабилизацией своего функционального состояния. Выполненные к настоящему времени исследования позволяют утверждать, что биологические эффекты низкоинтенсивного ионизирующего излучения не прямо, а опосредованно инициируются через изменения нейрогормональной, иммунной и антиоксидантной систем. Одним из наиболее важных регуляторных звеньев, определяющих метаболизм и функцию сердца, является аденилатциклазная система. Функциональное состояние организма, его чувствительность к повреждающим воздействиям определяются многими факторами, в том числе возрастом. Цель настоящего исследования – установить механизмы функционирования аденилатциклазной системы миокарда в раннем онтогенезе в условиях действия низкоинтенсивного ионизирующего излучения.

Половозрелые и неполовозрелые крысы (самцы) подвергались пролонгированному (-облучению в дозе 1 Гр. Установлены возрастные изменения функционального состояния отдельных компонентов АЦС, которые в значительной мере определяют особенности постлучевой перестройки рецептор- и G-белок-зависимой регуляции активности аденилатциклазы (АЦ). 

В частности, уровень базальной (нестимулированной) активности АЦ не изменяется с возрастом. Изопротеренол-, F--, ГТФ-(-S-зависимые процессы регуляции фермента более выражены у неполовозрелых крыс. С возрастом эффективность активации аденилатциклазы снижается. В основе возрастных изменений функционального состояния АЦ лежат изменения плотности мембранных (‑адренорецепторов [1], содержания и функции отдельных типов G-белков. У зрелых животных кривая дозозависимой активации АЦ гуаниловыми нуклеотидами имеет S-образную форму и имеет характерные признаки регуляции фермента GS-белками. У неполовозрелых животных ГТФ-стимулируемая активация АЦ осуществляется по бимодальному типу регуляции: низкие концентрации ГТФ (10-9 М) максимально активируют фермент; повышение концентрации нуклеотида ведет к нелинейному снижению активирующих воздействий. Такой тип регуляции характеризует участие ингибиторных G-белков в модуляции активности АЦ [2,3]. Изопротеренол повышает степень ответной реакции, но не изменяет характер регуляции гуаниловыми нуклеотидами. Это указывает на сопряжение (‑адрено​рецепторов с GI-белками. Можно полагать, что половые гормоны способны регулировать включение в мембрану GS-белков и репрессировать процессы включения в нее GI-белков. Получены данные, свидетельствующие, что эстрогены вызывают репрессию гена, ответственного за синтез м-РНК (-субъединицы GI2-белка [4]. 

Пролонгированное облучение неполовозрелых животных приводит к значительному (в 4 раза) повышению изопротеренолстимулированной активности АЦ миокарда в первые сутки после облучения. У зрелых облученных животных ресенситизация АЦ к изопротеренолу весьма незначительна. Полученные данные указывают на различия в механизмах постлучевой перестройки АЦ кардиомиоцитов у зрелых и неполовозрелых крыс. У молодых животных на 3-и сутки после облучения сохраняется состояние ресенситизации АЦ к катехоламинам, но ее выраженность уменьшена. На 10-е и 30-е сутки после облучения отмечается нарастающая десеситизация АЦ к катехоламинам. У зрелых животных за этот же промежуток времени состояние ресенситизации-десенситизации АЦ к изопротеренолу повторяется дважды (1, 3-е и 10, 30-е сутки). Полученные данные свидетельствуют, что постлучевые перестройки в рецепторном звене АЦ у неполовозрелых животных имеют более выраженный и затяжной характер. 

Постлучевое состояние регуляторных функций G-белков тестировали с помощью F-, ГТФ и его негидролизуемого производного ГТФ(S. У неполовозрелых животных на 1, 3-е сутки постлучевого периода отмечается усиление эффектов активации нуклеотидами и ионами фтора, тогда как на 10, 30 сутки – нарастание ингибиторных влияний. Таким образом, у молодых животных рецептор- и G-белок-зависимые процессы изменяются однонаправлено. Ведущую роль в постлучевой ресенситизации АЦ играют механизмы, определяющие плотность (‑адрено​рецепторов и их функцию. 

У зрелых животных ресенситизация аденилатциклазы к ионам фтора и гуаниловым нуклеотидам отмечается на 1, 3 и 30-е, а десенситизация только на 10-е сутки постлучевого периода. Степень реактивности АЦ у зрелых животных значительно выше по сравнению с неполовозрелыми. Это позволяет предположить, что ведущую роль в постлучевых перестройках функций АЦ зрелых животных приобретают регуляторные G-белки. Следует также отметить, что к 30-м суткам на фоне постлучевой десенситизации (-адренорецепторов в миокарде зрелых животных наблюдается, наоборот, ресенситизация АЦ к гуаниловым нуклеотидам и F-. Подобная динамика отмечается и на начальных стадиях сердечно-сосудистых заболеваний, при этом повышение эффективности ГТФ-зависимой регуляции рассматривается как механизм, направленный на компенсацию снижения стимуляции АЦ, обусловленного падением плотности (-адренорецепторов [5].

Анализ дозозависимой активации АЦ миокарда гуаниловыми нуклеотидами также выявил особенности постлучевых изменений регуляторных функций G-белков. У неполовозрелых животных после пролонгированного (-облучения эффект активации низкими концентрациями ГТФ был более значительным. Пролонгированное облучение зрелых животных приводит не только к повышению эффектов стимуляции АЦ гуаниловыми нуклеотидами, но и к изменению типа регуляции. Полученные данные позволяют предположить, что после пролонгированного облучения у зрелых животных вновь появляется фракция GI-белков, конкурирующая с GS –белками. При низких концентрациях ГТФ, когда не участвуют GS-белки, регуляция активности АЦ осуществляется Gi-белками. При высоких концентрациях ГТФ регуляторная функция GS-белков проявляется в наибольшей мере.
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Метаболические эффекты адаптации к пониженному атмосферному давлению
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 О.Г. Лаппо, Г.И. Юпатов 

Республиканский липидный лечебно-диагностический центр метаболической терапии, Витебск, 
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Издавна известно благоприятное воздействие высокогорья на состояние здоровья организма человека (4(. Гипоксия является одним из наиболее мощных факторов, модифицирующих метаболические процессы в организме. Пребывание в условиях гипоксии позволяет активизировать адаптационные и метаболические резервы организма, сформировать длительный по времени «структурный след», который обеспечивает сохранение лечебного эффекта в течение 6-12 месяцев и проявляется в виде увеличения емкости коронарного русла, увеличения массы и дыхательной поверхности легких, увеличения эффективности систем, ответственных за выведение из организма натрия и воды (2-5(. При этом в коре головного мозга накапливаются такие ограничивающие стресс-факторы, как дофамин, серотонин (1,7(. В печени увеличивается активность детоксикационных систем, которые обеспечивают также окисление холестерина и выделение его из организма в виде желчных кислот. 

Целью настоящей работы была оценка метаболических эффектов, возникающих в процессе адаптации человека к высоте.

Материалы и методы. Лечение пациентов проводилось в 20-тиместной гипобарокамере «Урал-Антарес».

Схема курса гипобаротерапии включала: «ступенчатые подъемы» на высоту 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 метров над уровнем моря; начиная с 5-го и все последующие сеансы, пациенты находились на высоте 3500 м не менее 1 часа; «подъем» осуществлялся со скоростью 3-5 м/сек., «спуск» – 2-3 м/сек.; курс лечения состоял из 20 сеансов.

С ноября 1999 года по июль 2000 года в барокамере прошли курс гипобарической адаптации 111 человек со следующими нозологическими единицами: бронхиальная астма, гипертоническая болезнь I-II степени, нейроциркуляторная дистония, депрессивный невроз, поллиноз, хронический бронхит, ЖДА, нейродермит и псориаз, сахарный диабет, аллергический дерматит, деформирующий артроз. У больных оценивали следующие метаболические параметры: общий холестерин (оХС), мочевину, холестерин ЛПВП,
креатинин, холестерин ЛПНП, билирубин (общий), триглицериды сыворотки крови, АЛТ, индекс атерогенности, АСТ, щелочную фосфатазу, гамма-ГТП, мочевую кислоту, глюкозу сыворотки крови, а также количество эритроцитов, лейкоцитов и гемоглобин в периферической крови.

Результаты и обсуждение. Пребывание пациентов на высоте 3500 м приводило к выраженным субъективным сдвигам в состоянии здоровья в виде повышения психоэмоциональной устойчивости, улучшения сна, повышения работоспособности, исчезновения головных болей, повышения настроения, снижение потребления базисных препаратов, что близко к данным литературы (1(. Указанные эффекты сохраняются на протяжении 6-и месяцев (срок наблюдения) после курса гипобаротерапии, причем отмечается выраженная тенденция к нарастанию позитивных изменений во времени (формирование «структурного следа» по Ф.З. Меерсону (4().

На протяжении курса бароадаптации и через 1 месяц после нее не отмечено негативных сдвигов в формуле периферической крови. На фоне лечения отмечается достоверное повышение числа лейкоцитов (р(0,05), которое тем не менее остается в пределах физиологической нормы. В общей группе больных не отмечен рост числа эритроцитов и, одновременно, имеет место рост гемоглобина (140(2,3 г/л против 147(2,9, Р(0,05), что свидетельствует об увеличении концентрации гемоглобина в 1 эритроците. Более контрастны показатели в группах больных, выделенных по принципу: более 130 г/л и менее 130 г/л. В первом случае имел место рост гемоглобина со 146(10,1 г/л до 157(14,0 г/л (различия недостоверны за счет малого числа наблюдений); во втором случае рост гемоглобина носил более выраженный характер: на 16 г/л сразу после курса лечения и на 10 г/л через 1 месяц после лечения.

Таблица. Некоторые показатели метаболического статуса у больных, прошедших курс гипобаротерапии
	№ п/п
	
	До ГБТ
	Через

	
	
	
	14 дней лечения
	28 дней лечения
	1 месяц после лечения

	1.
	Эритроциты (х1012/л)
	4,5 ( 0,07
	4,5 ( 0,08
	4,6 ( 0,07
	4,5 ( 0,17

	2.
	Гемоглобин (г/л)
	140 ( 2,3
	Нд
	142 ( 3,1
	147 ( 2,9

	3.
	Лейкоциты (х109/л)
	5,9 ( 0,24
	Нд
	5,6 ( 0,3
	6,7 ( 0,4

	4.
	Гемоглобин (( 130 г/л)
	122 ( 4,7
	133 ( 12,3
	138 ( 8,5
	132 ( 10,1

	5.
	Гемоглобин (( 130 г/л)
	146 ( 10,1
	158 ( 8,0
	157 ( 14
	156 ( 9

	6.
	Холестерин (мМ/л)
	5,3 ( 0,13
	5,4 ( 0,16
	5,3 ( 0,19
	5,2 ( 0,21

	7.
	ХС ЛПВП (мМ/л)
	1,5 ( 0,05
	1,4 ( 0,06
	1,6 ( 0,05
	1,5 ( 0,08

	8.
	Триглицериды (мМ/л)
	1,4 ( 0,14
	1,1 ( 0,12
	1,9 ( 0,77
	1,1 ( 0,09

	9.
	ИА
	2,7 ( 0,19
	3,0 ( 0,25
	2,5 ( 0,15
	2,5 ( 0,17

	10.
	ОХС ((5,2 мМ/л)
	5,8 ( 0,44
	5,9 ( 0,73
	5,5 ( 1,2
	5,6 ( 0,7

	11.
	ОХС (( 6,0 мМ/л)
	6,5 ( 0,29
	6,2 ( 1,0
	5,4 ( 0,22
	5,14 ( 1,5

	12.
	Глюкоза (мМ/л)
	4,8 ( 0,12
	5,1 ( 0,12
	5,0 ( 0,13
	4,7 ( 0,14

	13.
	Мочевина (мМ/л)
	5,5 ( 0,24
	5,1 ( 0,3
	5,3 ( 0,2
	5,3 (0,4

	14.
	Креатинин (мМ/л)
	99 ( 4,0
	91 ( 2,4
	97 ( 2,9
	98 ( 2,7

	15.
	Общий белок (г/л)
	73 ( 0,9
	74 ( 0,9
	76 ( 0,7
	74 ( 1,0

	16.
	Билирубин (М/л)
	12 ( 1,1
	10 ( 1,1
	10 ( 0,85
	12 ( 2,5

	17.
	АСТ (ЕД/л)
	27 ( 1,5
	27 ( 1,3
	28 ( 1,3
	29 ( 1,2

	18.
	ALT (ЕД/л)
	29 ( 1,9
	26 ( 2,1
	25,8 ( 1,7
	24,8 ( 2,2

	19.
	Щелоч.ф-за (мМ/л)
	95,6 ( 5,1
	86 ( 5,9
	102 ( 4,5
	88 ( 5,4

	20.
	Альбумин (г/л)
	44 ( 0,78
	45 ( 0,49
	65 ( 18
	44,5 ( 0,5

	21.
	Глюкоза (( 5,5 мМ/л)
	6,0 ( 0,4
	5,9 ( 0,8
	5,4 ( 0,9
	4,7 ( 0,79


В общей группе больных изменений в содержании общего ХС практически не отмечено (5,3(0,13 мМ/л против 5,2(0,21 мМ/л); уровень ХС ЛПВП и ХС ЛПНП в течение лечения практически не меняется. Следует обратить внимание на снижение индекса атерогенности (2,7(0,19 против 2,5(0,17). Невыраженные изменения связаны с тем, что исходный средний индекс атерогенности был в пределах нормы. Незначительное падение уровня общего холестерина отмечено и в группе больных, имевших его более 5,2 мМ/л (5,8(0,44 против 5,6(0,17 мМ/л). В тоже время существенное падение ОХС отмечено у лиц, с его исходным уровнем более 6,0 мМ/л (6,5(0,29 против 5,4(0,22 мМ/л Р(0,05).

Отсутствие негативного влияния пребывания в гипобарических условиях подтверждается биохимическими данными: не выявлено изменений в содержании мочевины, креатинина, общего белка, альбуминов. Не выявлено изменений в активности ферментов, характеризующих гепатобилиарную систему: аланиновой и аспарагиновой трансаминаз щелочной фосфатазы. Не изменилось содержание общего билирубина.

В общей группе больных динамика изменения содержания глюкозы имеет тенденцию к снижению (4,8 ( 0,12 против 4,7 ( 0,14). Однако если мы рассмотрим группу больных с исходно повышенным содержанием глюкозы (более 5,2 мМ/л), то можно отметить статистически достоверное снижение содержания глюкозы как сразу после окончания курса гипобаротерапии (5,4 ( 0,9, р ( 0,05), так и через 1 месяц после окончания лечения (4,7 ( 0,8, р ( 0,05). 

Таким образом, курс баротерапии в течение 20 дней (пребывание на высоте 3500 м в течение 1 часа) не вызывает негативных изменений со стороны всех органов и систем испытуемых и приводит к выраженным субъективным положительным эффектам: повышению психоэмоциональной устойчивости, работоспособности, улучшению сна и настроения. Курс баротерапии приводит к росту гемоглобина, снижению глюкозы крови и общего холестерина; указанные эффекты имеют длительность не менее 6-ти месяцев после окончания курса баротерапии.
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Определение ацилов L-карнитина в тканях 
и биологических жидкостях

И.Л. Быков

Гродненский государственный медицинский университет

Качественный и количественный анализ ацилов L-карнитина (ацил-LC) в биологических пробах является важным критерием пренатальной и антенатальной диагностики заболеваний человека, связанных с врожденными и приобретенными нарушениями обмена веществ, проявляющихся в каждом отдельном случае специфической органической ацидурией [1, 2]. Тяжесть патологии и зачастую неблагоприятный прогноз этих заболеваний диктуют необходимость проведения экстренной диагностики с использованием относительно простых, адекватных методов анализа как органических кислот, так и специфических ацил- LC в биологических жидкостях и биоптатах тканей. Основная сложность заключается в том, что методы газожидкостной хроматографии (GC) или GC в сочетании с масс-спектрометрией (GC/МS), обычно применяемые для определения органических кислот различных классов в биологических жидкостях (плазма крови, моча), мало приемлемы для определения ацил-LC, являющихся нелетучими соединениями, образующими при дериватизации относительно нестабильные производные [3].

Целью настоящего исследования являлось изучение возможности применения метода тандемной масс-спектрометрии с ионизацией бомбардировкой быстрыми атомами (FAB-MS/MS) для идентификации специфических ацил-LC в тканях и биологических жидкостях крыс при экспериментальных гиповитаминозах (биотиновая и В2‑недостаточ​ность), являющихся моделями недостаточности карбоксилаз (пропионовая ацидемия, Mc Kusick 23200) и множественной недостаточности ацил-КоА-дегидрогеназ (Mc Kusick 23168) человека [4].

Материалы и методы исследования. Стандарты ацил-LC были синтезированы по методу Bohmer and Bremer. N-[D3-метил]-L-карнитин (Cambridge Isotope Laboratories, Woburn, MA, USA), HCL в метаноле (3 моль/л) (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA).

В экспериментах были использованы белые крысы-самцы линии Wistar с начальной массой тела 37-40 г, размещенные в индивидуальных обменных клетках. Крысы первой опытной группы на протяжение 8-ми недель получали синтетический биотин-дефицитный рацион, обогащенный белком куриного яйца. Животные другой опытной группы находились на В2-дефицитной диете в течение 10 недель. Крысы отдельных опытных групп получали водный раствор L-карнитина в суточной дозе 200 мг/кг массы тела на протяжении всего эксперимента. По окончании эксперимента животных декапитировали после предварительной анестезии пентабарбиталом (5 мг/100 г). Пробы мочи (12-ти часовые) отбирали раз в неделю, образцы крови получали сердечной пункцией. Быстро извлеченные ткани немедленно замораживали в жидком азоте и хранили при –80оС до анализа. 

Подготовка образцов биологического материала для FAB-MS/MS анализа:

1.Ткани (100-200 мг) гомогенизировали в 2 мл метанола (+4оС) (стеклянный гомогенизатор) с дейтерированными аналогами ацил-LC в качестве внутренних стандартов (12 - 40 нмоль [D3] ацетилкарнитин, 6 - 20 нмоль [D3] пропионилкарнитина (биотиновый гиповитаминоз) и 20 нмоль [D3] ацетилкарнитина, 10 нмоль [D3] бутаноилкарнитина, 2 нмоль [D3] гексаноилкарнитина и 0,5 нмоль [D3] деканоилкарнитина (B2-гиповитаминоз)). Гомогенаты тканей центрифугировали при +4оС при 30000 g в течение 10 минут. Полученный супернатант упаривали в токе азота, растворяли в 3 мл дистиллированной воды и экстрагировали хлороформом. Неорганический слой, полученный после центрифугирования (30000 g, 10 мин) лиофилизировали, лиофилизат метилировали в 3 ммоль/HCl при 65оС в течение 15 мин и центрифугировали при 1000 g в течение 10 мин. Супернатант упаривали в токе азота и растворяли в 40 мкл матрикса (метанол/глицерол/тиоглицерол, 1:1:1). 

2. Образцы плазмы (200 мкл) смешивали с 2 мл метанола, добавляли 8 нмоль [D3] ацетилкарнитина и 4 нмоль [D3] пропионилкарнитина (биотиновый гиповитаминоз); 5 нмоль [D3] ацетилкарнитина, 2 нмоль [D3] бутаноилкарнитина, 0,5 нмоль [D3] гексаноилкарнитина, 0,2 нмоль [D3] деканоилкарнитина (B2-гиповитаминоз). Подготовленные образцы плазмы подвергали обработке по методике, описанной выше для тканей.

3. Образцы мочи (200 мкл) смешивали с 2 мл метанола, добавляли 8 нмоль [D3] ацетилкарнитина и 4 нмоль [D3] пропионилкарнитина (биотиновый гиповитаминоз); 5 нмоль [D3] ацетилкарнитина, 2 нмоль [D3] бутаноилкарнитина, 0,5 нмоль [D3] гексаноилкарнитина, 0,2 нмоль [D3] деканоилкарнитина (B2-гиповитаминоз). Подготовленные образцы мочи подвергали обработке по методике, описанной выше для тканей.

Для FAB-MS/MS анализа был использован масс-спектрометр MODEL TSQ 700 (Finnigan MAT Instruments Inc., Tokyo, Japan). 1 мкл раствора глицеринового матрикса с пробой наносили на мишень. Ионизацию осуществляли пучком ионов Xe+ c энергией 8 кЭВ в источнике FAB. В качестве газа-реактанта во втором квадрипуле использовали аргон при давлении 0,8 m Torr и энергии 15 eV. Измерения проводили в диапазоне 100-400 m/z, используя режим сканирования ионов, продуцирующих дочерний ион с m/z 99 для регистрация спектра ацил-LC. Интенсивности ионов, полученных в результате 20-30 последовательных измерений усреднялись. Содержание ацил-LC в исследуемых образцах рассчитывали используя интенсивность ионов соответствующих дейтерированных внутренних стандартов ацил-LC.

Результаты и обсуждение. Типичный FAB-MS\MS спектр метилированных производных ацил-LC, полученный в режиме сканирования родительских ионов с дочерним ионом m/z 99 представлен молекулярными ионами всех метиловых эфиров ацил-LC, детектированных в пробе (ткани, плазма крови, моча). Молекулярные ионы с m/z 221, 235, 249, 277 и 333 соответствуют дейтерированным аналогам ацил-LC, использованных в качестве внутренних стандартов ([D3] ацетилкарнитин, [D3] бутаноилкарнитин, [D3] гексаноилкарнитин и [D3] деканоилкарнитин, соответственно). Калибровочные графики, полученные при анализе метилированных внутренних стандартов ацил-LC отличались линейностью в диапазоне 0,005 мкг–5,0 мкг в 50 мкл раствора. В FAB-MS\MS спектре метиловых производных ацил-LC ион с m/z 99 был доминирующим и, по-видимому, являлся фрагментом, образующимся в результате отщепления как ацильной группировки от молекулы ацил-LC, так и триметиламина. Структура этого характерного фрагмента может быть формально представлена в виде +СН2—СН=СН—СО2СН3. Характерно, что в FAB-MS/MS спектре изотопно меченых ацил-LC, имеющих в ацильном фрагменте или триметил-аминогруппе 2Н или 13С, также обнаруживается этот характерологический ион. 

Ионы с m/z 131, 191 и 283, определявшиеся в FAB-MS/MS спектре биологических образцов, по-видимому, соответствуют аддуктам метанола и глицерола с ионами, высвобождающимися из фосфата (НО)4Р+ (m/z 99) к тому же, кроме фосфата, молекулы, содержащие алкильные группировки длиннее чем С7, могут также давать сигнал, соответствующий иону с m/z 99 (С7Н15). Однако большинство соединений, дающих при анализе масс ионы свыше 200 m/z и имеющие в спектре дочерний ион с m/z 99, являются исключительно производными ацил-LC. 

Чувствительность метода FAB-MS\MS при анализе проб мочи составила 2 пмоль в 1,0 мкл матрикса для ацетил- и октаноилкарнитина, при отношении сигнал/шум – 4:1, что соответствует концентрации 1,0‑2,0 нМ/мл и значительно ниже физиологического уровня ацил-LC, составляющего свыше 50 нМ/мг креатинина мочи. При анализе образцов плазмы крови и тканей метод FAB-MS\MS позволял определить ацил-LC в концентрациях ниже 0,5-1 нМ/мл или г ткани. Таким образом, аналитический метод экстракции и FAB-MS\MS метод определения ацил-LC в биологических образцах, включая ткани и физиологические жидкости, обеспечивает получение удовлетворительных результатов качественного и количественного анализа спектра ацил-LC.

В FAB-MS\MS спектрах биопроб от контрольных животных были идентифицированы следующие ацил-LC: ацетил – (С2, m/z 218); пропионил – (С3, m/z 232); бутирил – + изобутирил – (С4, m/z 246); октеноил – (С8:1, m/z 300); октаноил – (С8, m/z 202); глутарил – (С5, m/z 304); адипил – (С6, m/z 318); С6:1 – m/z 316; С10 – m/z 330; С10:1 – 328; суберил – (С8, m/z 346).

В FAB-MS\MS спектрах образцов, полученных от биотиндефицитных крыс доминирующими были масс ионы, соответствующие следую​щим ацил-LC: пропионил – (С3, m/z 232); бутирил – + изобутирил – (С4, m/z 246); изовалерил – + валерил – + 2-метилбутирил – (С5, m/z 260).

FAB-MS\MS спектры биопроб от В2-дефицитных животных характеризовались увеличением интенсивности масс ионов, соответствующих изовалерил – + валерил – + 2-метилбутирил – (С5, m/z 260); С6:1 – m/z 316; адипил – (С6, m/z 318) и глутарил – (С5, m/z 304) карнитинам.

Таким образом, режим FAB-MS/MS дает возможность существенно повысить селективность и предел обнаружения ацил-LC в биологических пробах за счет увеличения соотношения сигнал/шум, обеспечивая чувствительность на порядок выше обычно применяемого для этих целей метода FAB-MS, чувствительность которого, как правило, не превышает 50 нМ/мл [4, 5]. Применение режима FAB-MS/MS позволяет также уменьшить влияние сложных матриц, снижая требования к подготовке проб и существенно повышает чувствительность определения за счет снижения фоновых помех.
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Антиоксидантная защита мембраны эритроцита при фотодинамическом воздействии

Т.Н. Вадецкая, А.В. Воробей 

Институт фотобиологии НАН Беларуси

Наблюдаемое в последнее время повышение интереса к исследованию фотодинамических реакций вызвано возможностью их использования в медицине и сельском хозяйстве. В качестве сенсибилизаторов в медицинских целях часто используют порфирины и мероцианин 540, при освещении которых происходит перенос энергии с долгоживущего триплетного состояния сенсибилизатора на кислород с образованием синглетного кислорода (1О2), способного непосредственно окислять биосубстраты [1]. Цитотоксичность фотодинамического воздействия остро ставит задачу изучения его молекулярно-клеточных механизмов и поиска путей соответствующей защиты клеток и организма. Антиоксидантные системы (АОС) клеток представлены большим числом ферментов и низкомолекулярных веществ, механизмы функционирования которых зависят от интенсивности и места приложения окислительного воздействия. При фотодинамическом воздействии ключевую роль в антиоксидантной защите клеток играют локализованный в бислое мембраны (-токоферол (ТФ) и растворенный в цитоплазме клетки глутатион (ГТ). ТФ блокирует развитие перекисного окисления липидов (ПОЛ) путем перехвата липидных радикалов, восстанавливая липидные перекиси до гидроперекисей, при этом 1 молекула ТФ может “оборвать” 2 цепи ПОЛ [2]. Кроме того, ТФ защищает мембранные липиды от непосредственного воздействия синглетного кислорода [3]. В поддержании уровня ТФ в мембранах важную роль играют растворенные в цитоплазме клетки аскорбат и глутатион [4,5]. Глутатион обеспечивает защиту клеток от активных форм кислорода и используется в качестве восстановительного эквивалента для осуществляемого глутатионредуктазами перевода гидроперикисей липидов в неучаствующие в разветвлении цепи ПОЛ спирты. Кроме того, глутатионзависимые ферменты защищают от окисления белковые SH-группы путем образования с ними смешанных дисульфидов [6]. Рядом авторов показана возможность восстановления с участием антиоксидантных ферментов потенциально летальных повреждений в разных типах клеток, сенсибилизированных к свету мероцианином 540 [7, 8, 9]. Ранее [10] мы показали резкое снижение содержания ТФ в эритроцитах, освещенных в присутствии гематопорфирина сразу после фотодинамического воздействия при незначительной убыли глутатиона до начала перекисного окисления липидов. В случае темнового гемолиза заметно слабее протекало окисление липидов и ТФ, а эффективнее расходовался внутриклеточный глутатион. На основании этих данных был сделан вывод, что основную нагрузку по защите мембран в процессе темнового гемолиза, вероятно, выполняет глутатион. В настоящей работе мы изучили роль (-токоферола и глутатиона в процессах фотогемолиза эритроцитов, сенсибилизированных Мц 540.

Материалы и методы. Эритроциты донорской крови, отмытые в изотоническом растворе NaCl, ресуспендировали либо в 140 мМ растворе NaCl, забуференном 20 мМ Na-фосфатным буфером (рН 7,4) (ЗФР), либо в среде, содержащей дополнительно 5 мМ KСl, 1,5 мМ MgCl2 и 10 мМ глюкозы. После добавления в суспензию эритроцитов мероцианина 540 ее помещали в термостатирумую ячейку и освещали светом диапроектора. Степень гемолиза эритроцитов определяли после их осаждения по оптической плотности супернатантов при 415 нм; о перекисном окислении липидов судили по накоплению продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК-прод.) [11]. Содержание (-токоферола оценивали с помощью метода Тейлора [12], уровень глутатиона регистрировали с использованием метода Бутлера [13]. В работе использовали мероцианин 540 (Мц 540) производства фирмы «Serva», остальные реактивы были отечественного производства марки «х.ч.» и «ч.д.а.» Фотометрические измерения проводили на спектрофотометре Hitachi 150-20, флуориметрические – на спектрофлуориметре Joben-Ivon JY3CS.

Результаты и обсуждение. В таблице 1 представлены экспериментальные данные, полученные при изучении действия света на гемолиз, содержание ТБК-продуктов, (-токоферола и глутатиона в сенсибилизрованных мероцианином 540 эритроцитах. Непосредственно после освещения в течение 18 мин наблюдается гемолиз 50% клеток, накапливается 3,6 нмоль на 1 мл пасты эритроцитов ТБК-прод., окисляется более половины (65%) от исходного количества мембраносвязанного (-токоферола и до 38% глутатиона. После освещения суспензии эритроцитов в течение 3-х мин клетки сохраняют свою целостность и их 50% гемолиз происходит только после 18 часов инкубации в темноте. Как видно из таблицы, за время темновой стадии гемолиза практически не накапливаются ТБК-прод. и незначительно падает содержание (-токоферола, тогда как концентрация глутатиона уменьшается на 30%. 

Таблица 1. Содержание ТБК-прод., (-токоферола и глутатиона в суспензии эритроцитов, освещенных в присутствии Мц 540. Эритроциты ресуспендированы в ЗФР, освещение и инкубация при 25( С
	Регистрируемый 

параметр
	Без освещения
	Освещен-ный 18 мин
	Освещенный 3 мин
	Освещенный 3 мин+18 ч темноты

	ТБК-прод., нмоль /мл
	0,2(0,1
	3,8(0,6
	0,2(0,1
	0,7(0,3

	(-токоферол, нмоль/мл
	4,4(0,3
	1,5(0,2
	3,5(0,3
	3,2(0,2

	Глутатион, мкмоль/мл
	1,5(0,1
	1,0(0,1
	1,4(0,1
	1,0(0,1


Приведенные данные позволяют предположить важную роль глутатиона в обеспечении устойчивости эритроцитов на темновых стадиях после фотодинамического воздействия. Снижение его содержания (на 80%) путем обработки эритроцитов реагентом на SH-группы N-этилмалеимидом  после освещения эритроцитов приводит к усилению темнового гемолиза, введение же после освещения экзогенного глутатиона (2 мМ) повышает устойчивость клеток (табл. 2). Эритроциты, энергетически обогащенные (инкубировали в полной среде при 37( С в течение 2-х часов) были устойчивее по сравнению с истощенными (инкубированным без глюкозы при 37(С в течение 4-х часов) к фотосенсибилизированному темновому гемолизу и содержание глутатиона в них также было выше (табл. 2). Значительное влияние на устойчивость эритроцитов при темновом гемолизе оказывает режим освещения. При фракционированном освещении (1 минута света чередовалась с 2 минутами темноты) суспензии эритроцитов степень гемолиза меньше по сравнению с непрерывным освещением. Оказалось, что содержание глутатиона в суспензии эритроцитов после фракционированного освещения больше, чем в образцах после непрерывного освещения (табл. 2). Это позволяет предположить, что повышение устойчивости эритроцитов при фракционированном освещении обусловлено функционированием глутатионзависимых АОС. В пользу этого предположения свидетельствует то, что эритроциты, истощенные по глутатиону, при помещении в среду с глюкозой при температуре 37( С способны в течение 2-3-х минут полностью восстанавливать содержание глутатиона. Кроме этого, защитный эффект фракционированного освещения отсутствует на препаратах эритроцитов, выделенных из длительно хранившейся крови (10 суток), в также при освещении и инкубации образцов при 20( С или в ЗФР.

Таблица 2. Влияние экзогенного глутатиона, NEM и режима освещения на задержанный гемолиз сенсибилизированных Мц 540 эритроцитов 
	Режим освещения, среда освещения
	Обработка после освещения
	Содержание глутатиона, мкмоль/мл клеток
	Гемолиз, %

	Непрерывное освещение 
	-
	1,47(0,06
	45,5(5,5

	Непрерывное освещение
	2 мМ глутатиона
	-
	25,1(8,6

	Непрерывное освещение 
	0,2 мМ NEM
	0,12(0,05
	85,3(6,1

	Непрерывное освещение истощенных эритроцитов в ЗФР
	-
	1,18(0,06
	59,7(6,6

	Фракционированное освещение
	-
	1,69(0,11
	31,2(3,4


Примечание. Суспензию энергезированных клеток в среде с глюкозой освещали (5 мин) и инкубировали (3 часа) при 37(С.

Приведенные данные указывают на важную роль клеточных антиоксидантных систем для нормального функционирования клеток в условиях фотодинамического воздействия. Одним из механизмов защитного действия АОС может являться восстановление потенциально летальных повреждений с участием глутатионзависимых ферментов.
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Влияние недостаточности тиреоидных гормонов на активность свободнорадикального окисления в мозге крыс

О. И. Валентюкевич, З. В. Нецецкая, Л.И. Надольник 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Развитие гипотиреоза сопровождается значительным изменением активности антиоксидантных систем в тканях (6, 12(. Однако наиболее выраженной чувствительностью к недостаточности тиреоидных гормонов обладают клетки мозга (5(. В связи с этим представляет значительный интерес изучение активности процессов свободнорадикального окисления и антиоксидантных систем защиты в мозге крыс с экспериментальным гипотиреозом, поскольку реактивные формы кислорода, включая, главным образом, перекись водорода и гидроксильные радикалы (13(, являются факторами, влияющими на структуру и целостность клеточных мембран, и вовлечены в патогенез целого ряда заболеваний (7, 11(.

Материалы и методы. Работа была проведена на крысах самцах «Wistar» массой 130-150 г. Животным в течение 4-х недель вводили внутрижелудочно через зонд водную суспензию мерказолила (МЗ) в дозе 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 мг/кг в сутки. Контрольным животным вводилась вода. Декапитацию проводили через 18 часов после последнего введения МЗ. В ткани щитовидной железы определяли базальный и спонтанно активированный уровни соединений, реагирующих с тиобар​битуровой кислотой (ТБКРС). Равновесный уровень ТБКРС определялся после инкубирования гомогената в течение часа при 37(С. Активность каталазы в мозге крыс определяли по методу Королюк М.А. (2(, а супероксиддисмутазы – по методу Костюк В.А. (3(, концентрацию глутатионредуктазы (ГР) – по методу Верболович В.П. (1(, глутатионпер​оксидазы (ГП) – по методу Кругликовой А. А. (4(. Содержание тиро​ксина (Т4) и трийодтиронина (Т3) в плазме крови определяли с помощью радиоиммунологических наборов РИО–Е4–ИПР и РИО–Т3–ИПР (ХОП ИБОХ НАНБ) Минск.

Результаты и обсуждение. Как видно из представленных данных (рис. 1), введение мерказолила приводит к снижению уровня Т4 и Т3 в плазме крови соответственно в 1,45-5,24 и 1,75 раза при использовании дозы 2,5–5,0 мг/кг в сутки. Введение более высоких доз мерказолила приводит к практически полному ингибированию гормоногенеза в клетках ЩЖ и развитию выраженного гипотиреоза. В этих условиях значительно повышается концентрация стабильных альдегидных продуктов ПОЛ в мозге крыс (рис. 2). Базальный уровень ТБКРС возрастает на 143–208 % по сравнению с контролем, причём наиболее выраженно при дозе МЗ 10,0 мг/кг. При спонтанной активации ПОЛ содержание вторичных альдегидных продуктов возрастает как в мозге контрольных животных, так и животных с гипотиреозом в 1,18–1,65 раза.

Поскольку процессы свободнорадикального окисления в клетке регулируются сложной антиоксидантной системой (АОС), которая обеспечивает нейтрализацию свободных радикалов и утилизацию продуктов ПОЛ, то повышение уровня ТБКРС в мозге может свидетельствовать о нарушении функционирования АОС и смещении антиоксидантно-прооксидантного равновесия в сторону повышения наработки перекисей. Определение активности основных АОС позволило установить повышение активности суперокиддисмутазы (СОД), каталазы, глутатионредуктазы (ГР) (рис. 3) в мозге экспериментальных животных.
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Рис. 1. Концентрация (нМ/л) тироксина и трийодтиронина в плазме крови крыс получавших мерказолил. По оси абсцисс доза вводимого мерказолила, * – р < 0,05 (те же обозначения и на других рисунках)
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Рис. 2. Концентрация ТБКРС (мкМ/г тк) в мозге крыс, получавших мерказолил. Светлые столбики – базальный уровень, тёмные спонтанно активированный

Активность СОД увеличилась в 1,78 раза только при использовании дозы МЗ – 2,5 мг/кг в сутки, что свидетельствует об увеличении образования активных форм кислорода в мозге крыс при гипотиреозе; при использовании более высоких доз МЗ активность СОД снижается в 3,18 раза. Активность каталазы повышена в мозге крыс всех экспериментальных групп животных на 123–193%, что может быть обусловлено повышением наработки Н2О2 в мозге крыс с гипотиреозом. Мы не обнаружили изменение активности глутатионпероксидазы и уровня глутатиона, можно лишь отметить повышение активности глутатионредуктазы у животных, получавших МЗ в дозе 10,0–30,0 мг/кг в сутки.
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Рис. 3. Активность супероксиддисмутазы (ЕА/мин г тк), каталазы (нМ/мин г тк) и глутатионредуктазы (МЕ/мин мг б) в мозге крыс, получавших мерказолил

Однако, как видно из представленных данных, повышения активности АОС недостаточно для ингибирования активации процессов перекисного окисления липидов в мозге крыс в условиях гипотиреоза. Не исключено, что выраженный сдвиг антиоксидантно-прооксидантного равновесия в сторону активации ПОЛ в мозге при недостаточности тиреоидных гормонов в отношении АОС организма. Однако роль гормонов щитовидной железы в регуляции активности важнейших АОС окончательно не установлена. Показано, что тиреоидные гормоны повышают активность Cu, Zn–СОД и негативно влияют на активность ГП в сердечной мышце (8(. Низкий уровень тиреойдных гормонов влечёт за собой снижение активности Mn–СОД и ГП в лимфоидных органах (10(. При гипертиреозе в мозге крыс возрастает активность каталазы, Mn–СОД и ГП (9(.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о выраженной активации процессов свободнорадикального окисления в клетках мозга в условиях гипотиреоза, что может играть, безусловно, определённую роль в нарушении функциональной активности клеток мозга в условиях недостаточности тиреоидных гормонов.
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патофизиологические предпосылки и клинические эффекты повышения антиоксидантной защиты клеточных мембран при остром пиелонефрите у детей

К.У. Вильчук 

Медицинский университет, Гродно

Введение. Анализ прооксидантных и антиоксидантных эффектов оксида азота (NO) широко представлен в научной литературе при многих патологических процессах (1, 6, 8(. 

В ряде работ показано, что при воспалительных процессах в почках у детей имеет место активация свободнорадикальных процессов, которые могут усугубить течение острого пиелонефрита (2, 9(. 

Известно, что в определенных ситуациях при развитии патологических процессов в организме молекула NO может забуферивать на себе свободные радикалы кислорода и предупреждать повреждение тканей (5, 10, 11(.

В других случаях при неблагоприятном течении патологических процессов гиперпродукция NO микро- и макрофагами может выступать как мощный поставщик свободных радикалов кислорода (пероксинитрит, перекись водорода и др.) в очаг воспаления и вызывать цитолиз клеток (5, 6, 12(.

Имеются отдельные работы в которых анализируется патофизиологическая роль прооксидантных и антиоксидантных эффектов NO при пиелонефритах у детей (2, 7, 4(. Предполагается, что препараты антиоксидантной природы могут нивелировать повреждающие эффекты NO при пиелонефрите у детей.

Целью нашего исследования явился анализ клинических особенностей течения острого пиелонефрита у детей, в лечении которых присутствовали препараты антиоксидантной природы.

Материал и методы исследования. Анализу подвергнуты клинические особенности течения острого пиелонефрита у 28 детей, в лечении которых присутствовали препараты антиоксидантной природы в обычной дозировке (витамины А, Е) (I группа), и 23 ребенка, в схемах лечения которых препараты с антиоксидантными свойствами не использовались (II группа). 

Все дети находились на стационарном лечении в детской областной клинической больнице г. Гродно и получали стандартную терапию по основному заболеванию.

Клинической оценке подвергнуты длительность и выраженность протеинурии, лейкоцитурии, темпы снижения СОЭ и некоторые другие параметры. Полученные результаты статистически обработаны.

Результаты и их обсуждение. Установлено, что в первой группе больных детей с пиелонефритом длительность протеинурии составила 15(0,8 дней, лейкоцитурии – 18(1,2 дня. Во II группе длительность протеинуриии сохранялась 22(1,1 дня (р<0,05), а лейкоцитурии – 28(1,4 дня (р<0,05). 

Анализ темпов снижения СОЭ показал, что на 15-22 день госпитализации СОЭ в I группе больных составило 12(0,3 мм/час, а во II группе – 18 ( 0,5 мм/час (р<0,05). 

Кроме этого, у детей, получавших в схемах лечения острого пиелонефрита препараты с антиоксидантным механизмом действия, быстрее восстанавливался аппетит и улучшалось общее состояние. 

Предполагается, что коррекция антиоксидантной защиты клеток организма при остром пиелонефрите может способствовать быстрейшему выздоровлению детей, снижению суммарных доз антимикробных препаратов и уменьшению побочных эффектов от их применения у этой категории больных.
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Состояние обмена ГАМК в головном мозге крыс при острой морфиновой интоксикации 

А.Г. Виницкая, В.В. Лелевич

Гродненский государственный медицинский университет

В последние годы активно обсуждается метаболическая роль (-аминомасляной кислоты (ГАМК) в ЦНС в связи с ассоциацией ее метаболизма с циклом трикарбоновых кислот [1,2]. Полагают, что через минорный ГАМК-шунт происходит компенсация дефицита энергии и субстратов ЦТК, наблюдаемая при некоторых экстремальных воздействиях (хроническая алкогольная и другие интоксикации), причем интенсивность обходного пути превращения (-кетоглутарата в сукцинат через переаминирование ГАМК различается в структурах мозга в зависимости от концентрации в них ГАМК-ергических нейронов [2 ]. 

По имеющимся данным, ГАМК-ергическая система ЦНС опосредовано участвует в формировании физиологических механизмов положительного подкрепления при действии алкоголя и опиатов [3], а также вовлечена в развитие толерантности и зависимости от морфина [4]. Известно, что однократное введение морфина (15 и 30 мг/кг) увеличивает содержание ГАМК в коре, гипоталамусе и стволе мозга [5]. При болевом раздражении у крыс наблюдали увеличение содержания ГАМК в сером веществе коры больших полушарий, гипоталамусе и ретикулярной формации ствола мозга, которое полностью снималось однократным введением анальгетических доз морфина [6]. Предположительно, действие морфина и других опиатов осуществляется через рецепторы в пре- и постсинаптических образованиях ГАМК-ергических и других нейронов, что свидетельствует о модуляторном характере действия опиатов на синаптические механизмы [7]. Неясной остается степень участия ферментов метаболизма ГАМК в эффектах острой и хронической морфиновой интоксикации и их вовлечения в компенсацию нарушений углеводно-энергетического обмена, вызываемых введением наркотических препаратов.

В связи с вышеизложенным, целью данного исследования явилось изучение катаболизма ГАМК и сукцинатдегидрогеназы в структурах мозга крыс с высокой плотностью ГАМК-ергических рецепторов при однократном введении разных доз морфина гидрохлорида.

Материалы и методы. Эксперименты были проведены на белых беспородных крысах-самцах массой 180-200 г. Животные были разделены на четыре группы по восемь особей в каждой из них. Контрольным животным вводили эквиобъемные количества 0,9% раствора хлорида натрия (I группа). В II опытной группе животным вводили внутрибрюшинно 1% раствор морфина гидрохлорида в дозе 10 мг/кг массы тела; во III – морфин в дозе 20 мг/кг; в IV - в дозе 40 мг/кг массы тела. 

После декапитации крыс через 1 час после инъекций морфина и физиологического раствора извлекали головной мозг и выделяли кору больших полушарий и стволовую часть мозга. В гомогенатах отделов мозга определяли активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ: КФ 1.3.99.1) [8], ГАМК-аминотрансферазы (ГАМК-Т: КФ 2.6.1.19) и дегидрогеназы янтарного полуальдегида (ЯПА-ДГ: КФ 1.2.1.24) [9]. Содержание белка в пробах определяли по Лоури [10]. Активность ферментов выражали в нмоль НАДН/мг белка в минуту. Обработку экспериментальных данных проводили параметрическим методом с применением критерия Стьюдента при помощи программ STATISTICA for WINDOWS (Release 4.3.) .

Результаты и обсуждение. Введение крысам морфина привело к дозозависимым изменениям изученных параметров катаболизма ГАМК, степень которых определялась плотностью опиатных рецепторов в исследуемых отделах мозга. По литературным данным, в стволовой части мозга обнаружено намного больше опиатных рецепторов по сравнению с корой больших полушарий [5]. В нейронах стволовых структур было отмечено преобладание реакций ГАМК-шунта по отношению к превращению субстратов через основной путь ЦТК [11]. Существует предположение, что в нейронах головного мозга присутствуют две разные популяции митохондрий, обладающие обычным набором ферментов ЦТК и с преобладанием ферментов обмена ГАМК, причем в нейронах коры больших полушарий соотношение популяций равно 1:1 [1].

Введение морфина в дозе 10 мг/ кг, в/бр (группа II) вызвало угнетение активности СДГ в коре больших полушарий на 27% без достоверных изменений остальных изученных показателей в обоих отделах мозга (таблица).

При введении двукратной дозы наркотика (группа III) в коре наблюдали угнетение активности ГАМК-Т и СДГ (на 24 и 14% соответственно). В стволе мозга крыс этой группы было зафиксировано только достоверное падение активности СДГ на 27% (таблица). 

Введение максимальной дозы морфина (40 мг/кг, в/бр, 1 час, группа IV) вызвало наиболее выраженные изменения в динамике исследуемых показателей (таблица). В коре больших полушарий было отмечено угнетение активности ГАМК-Т и СДГ (на 13 и 15% соответственно) и активация ЯПА-ДГ (на 21%) по сравнению с контролем. В стволовой части мозга наблюдали снижение активности обоих ГАМК-катаболизирующих ферментов и достоверное повышение активности СДГ на 26%.

Таблица. Активность ферментов катаболизма ГАМК и сукцинатдегидрогеназы (нмоль/мг белка мин; n=8) в структурах мозга крыс при остром введении морфина гидрохлорида
	Группы

Показатели
	I группа
	II группа
	III группа
	IV группа

	
	
	Кора больших полушарий
	

	ГАМК-Т
	2,14 ( 0,03
	2,15 ( 0,13
	1,62 ( 0,10 *
	1,87 ( 0,07 *

	ЯПА-ДГ
	9,83 ( 0,18
	10,39 ( 0,17
	10,39 ( 0,07
	11,89 (0,50 *

	СДГ
	29,54 ( 0,78
	24,66 ( 0,55 *
	25,49 ( 0,46 *
	25,02 ( 0,72 *

	
	
	Ствол
	

	ГАМК-Т
	1,78 ( 0,21
	1,47 ( 0,09
	1,58 ( 0,18
	1,16 (0,04 *

	ЯПА-ДГ
	9,29 ( 0,38
	9,86 ( 0,35
	9,37 ( 0,47
	7,15 (0,54*

	СДГ
	20,14 (0,79
	17,41 ( 1,06
	16,45 ( 1,12 *
	25,50 (1,58*


Примечание: * – p < 0,05 по сравнению с контролем.

Согласно полученным данным, острая морфиновая интоксикация способствует угнетению катаболизма ГАМК и СДГ, наиболее выраженному в коре больших полушарий. Этот феномен согласуется с результатами, полученными другими авторами, наблюдавшими замедление оборота ГАМК в мозге крыс при действии высоких доз морфина [12]. Достоверное уменьшение активности ГАМК-Т в коре больших полушарий (дозы морфина 20 и 40 мг/кг) и в стволе (доза 40 мг/кг) также может указывать на активацию в структурах ГАМК-ергического проведения – одной из причин седативного действия препарата. Снижение активности СДГ, вызванное морфином, свидетельствует также о снижении оборота субстратов в ЦТК, наиболее выраженном в коре больших полушарий по сравнению со стволом мозга. 

Таким образом, введение морфина в дозах 20 и 40 мг/кг (в/бр) приводит к дозозависимому угнетению катаболизма ГАМК и реакций ЦТК, что позволяет предположить нарушение в нейронах процессов производства энергии. Наиболее чувствительными к морфину оказались ГАМК-ергические нейроны коры больших полушарий по сравнению со стволом мозга, несмотря на большее содержание в последнем опиатных рецепторов. Можно предположить, что указанный метаболический эффект морфина проявился вторично вследствие модификации опиатных рецепторов, расположенных на ГАМК-ергических нейронах. Для определения более точных молекулярных механизмов взаимодействия опиатов и системы ГАМК требуются дополнительные исследования других параметров ГАМК-ергической системы в отдельных структурах головного мозга. 
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Основные постулаты некоферментной витаминологии 

В.В. Виноградов 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

1. Главный парадокс современной клинической витаминологии заключаете в том, что она в строгом смысле перестала быть разделом науки о витаминах. Сейчас очевидные успехи практического применения витаминов в лечебных целях уже не являются критерием истинности витаминной идеологии, т.е. справедливости ее центрального постулата о специфическом механизме действия витаминов при конкретных заболеваниях.

Витамины все реже применяются с целью коррекции их недостаточности в организме (классические авитаминозы стали относительно редки), а используются, главным образом, для лечения болезней, которые фактически не могут квалифицироваться как соответствующие гипо- или авитаминозы.

Открытие тканевых факторов, лимитирующих проявление специфической активности вводимых витаминов (наличие тканевого депо легкодоступных коферментов и отсутствие свободных апоферментов), позволяет радикально пересмотреть прежние представления об основополагающих принципах современной витаминотерапии и витаминопрофилактики [1, 2].

2. Многолетние исследования теоретических аспектов витаминно-гормональных взаимоотношений, фундаментального изучения морфобиологии стресса, механизмов перекрестной адаптации, патобиохимии эндокринных желез, роли гормонов в обеспечении системных реакций организма и биоритмов привели к созданию альтернативной концепции гормонального опосредования действия витаминов, позволяющей описать лечебные (некоферментные) эффекты вне терминов традиционного механизма и объяснить их, не прибегая к обычному приему поиска окольных путей на метаболической карте обмена веществ для обеспечения кажущейся функциональной связи обнаруженного сдвига с той или иной витаминзависимой реакцией.

Некоферментные эффекты, составляющие сейчас почти на 100% предмет клинической витаминологии, – это метаболическое эхо первичного влияния витаминов на функцию конкретных эндокринных органов, т.е. по сути они результат гормонального опосредования действия витаминов [3, 4].

3. По смыслу термин «витамины» содержит 2 заблуждения: во-пер​вых, – это не только амины «дающие жизнь», а во-вторых, – это не толь​ко незаменимый «строительный материал», необходимый живой клетке. И первому, и второму условиям скорее удовлетворяют эссенциальные аминокислоты. Главная биологическая роль витаминов в другом – это средства улучшения качества жизни.

Стресс обеспечивает постоянную рабочую нагрузку регуляторных систем гомеостаза. Если убрать эту нагрузку (анабиоз, летаргия, зимняя спячка), – качество жизни резко снижается.

Жизнь не радует и при чрезмерной нагрузке, которая приводит к «дисадаптации» и соответствующим болезням (стрессорные язвы, иммунодефициты, кардиопатии, врожденные уродства и т.п.). Витамины, являясь мощными адаптогенами, позволяют организму противостоять суперстрессу, снижают актуальность раздражения, оптимизируют рабочую нагрузку на системы регуляции и тем самым препятствуют развитию болезней дисадаптации.

Поэтому, стресс и стрессорная патология – это ареалы действия, т.е. патофизиологическая ниша витаминов, а их отношение к стрессреализующим и стресслимитирующим системам – это квитэссенция концепции витаминно-гормональных связей [5].

4. Практическое значение предлагаемой альтернативной концепции состоит в том, что она позволяет обосновать принципиально отличную от существующей стратегию витаминотерапии и витаминопрофилактики.

Таким образом, впервые за весь "некоферментный" период развития клинической витаминологии на основе изучения прикладных аспектов концепции витаминно-гормональных взаимоотношений, которая не нуждается в гипотезе коферментного механизма, появляется реальная перспектива создания стройной и научно-обоснованной методологии целенаправленного использования конкретных витаминов в лечебной практике, тактически речь идет о реализации предсказательной силы концепции через создание новой нетрадиционной (т.е. некоферментной) витаминологии, как отдельной научно-практической дисциплины в медицине. Это – расшифровка антистрессорных и адаптогенных эффектов витаминов, изучение механизмов гормонального опосредования и разработка новых показаний к их применению в лечебной практике [6].

5. Некоферментная витаминология не занимается собственно вопросами фонового витаминного обеспечения организма. Ее прерогативой является патогенетический подход и, в частности, маркировка витаминов по отношению к стрессреализующим и стресслимитирующим системам.

При лечебном использовании больших доз, как правило, не эксплуатируется собственное витаминное начало препаратов и они, в этом случае, лишь условно могут называться витаминами, фактически являясь биоактивными соединениями с некоферментным механизмом действия, составляющим предмет альтернативной витаминологии [6].
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Биохимические и иммунологические показатели при аппендикулярном перитоните у детей

А.Н. Воронецкий 

Витебский государственный медицинский университет

Большее число проблем в повседневной работе детского хирургического стационара доставляет перитонит аппендикулярного генеза. Достаточно отметить, что послеоперационные осложнения после экстренных оперативных вмешательств на органах брюшной полости при аппендикулярном перитоните возникают в 4,4% случаев [1]. Причинами раневых и брюшно-полостных осложнений считаются технические погрешности, хирургические манипуляции, а также прогрессирование воспалительного процесса [2].

Целью нашего исследования явилось изучение динамики биохимических и иммунологических показателей при аппендикулярном перитоните у детей, а также использование этих данных для прогнозирования послеоперационных осложнений. 

Материалы и методы. Нами обследовано 10 детей в возрасте 5-14 лет (средний возраст 8,8(0,9 лет). Все обследованные дети поступали в клинику детской хирургии Витебского медицинского университета по экстренным показаниям с диагнозом перитонит. Сроки от начала заболевания до поступления в стационар составили от 1 до 5 суток. После проведенной кратковременной предоперационной подготовки все дети были оперированы. Причиной перитонита у всех детей явился острый гангренозный перфоративный аппендицит. Бурное развитие клиники перитонита, наклонность к генерализации процесса можно объяснить структурной и функциональной незрелостью анатомических образований, вовлеченных в воспалительный процесс. В процессе оперативного вмешательства 7-и пациентам выполнена аппендэктомия, лаваж и дренирование брюшной полости; одному – лапароскопическая санация брюшной полости, аппендэктомия, дренирование брюшной полости; одному – программированная лапаростомия, и в одном случае брюшная полость не дренировалась. Средняя продолжительность пребывания детей в стационаре составила 23,8(2,9 суток.

Всем детям в послеоперационном периоде проводилось динамическое исследование различных биохимических и иммунологических показателей. Методики их определения приведены в руководстве по лабораторным методам исследования под редакцией профессора В.В. Меньшикова (1987).

Результаты и обсуждение. Основные данные обследования представлены в таблицах №1 и №2. Как видно из представленных в таблице 1 данных, нами отмечено достоверное повышение уровня мочевины к концу четвертых суток после оперативного вмешательства, несмотря на активно проводимую инфузионную терапию в условиях отделения интенсивной терапии. Отмечалось также достоверное снижение уровня общего белка в сыворотке крови. Иммунологические показатели (табл. 2), – динамика изменения указывает на повышение содержания ЦИК, а также снижение содержания в сыворотке крови Ig M.

Выводы. 1.Выявленные иммунологические нарушения указывают на необходимость более углубленного обследования детей в процессе лечения, а также на необходимость применения в комплексном лечении иммунокорректоров. 2.Адекватность проводимого лечения в условиях отделения интенсивной терапии подтверждается стабильностью основных биохимических параметров, однако выявленное повышение содержания в сыворотке крови мочевины может указывать на необходимость дополнительного пересмотра программы инфузионного лечения.

Таблица 1.Биохимические показатели (1-4 сутки после оперативного вмешательства, n(10, М(m)
	
	К (ммоль(л)
	Na

(ммоль(л)
	Са

(ммоль(л)
	Cl (ммоль(л)
	Сахар

(ммоль(л)
	Мочевииа  (ммоль(л)
	О(белок

(г(л)

	1
	4,2(0,2
	137(0,7
	2,2(0,1
	100(1,1
	5,9(0,4
	4,7(0,7
	61(3,8

	2
	4,4(0,1
	134(0,6
	2,4(0,2
	102(1,7
	5,5(0,6
	4,9(0,9
	60(4,0

	3
	4,6(0,3
	140(0,4
	2,5(0,1
	106(1,4
	5,1(0,3
	5,9(0,7
	59(3,1

	4
	4,0(0,1
	136(0,7
	2,0(0,1
	104(1,4
	5,2(0,1
	6,0(0,7(
	57(2,8(


( – достоверно по отношению к исходным данным р(0,05.

Таблица 2. Иммунологические показатели (1-4 сутки после оперативного вмешательства, n(10, М(m)
	Сутки
	Ig G
	IgA
	IgM
	ЦИК

	1
	20(9,9
	0,7(0,1
	0,6(0,04
	50(8,0

	2
	17,5(7,1
	0,6(0,5
	0,4(0,8
	54(4,5

	3
	16(8,4
	0,6(0,4
	0,5(0,1
	49(5,1

	4
	15,7(4,6
	0,5(0,3
	0,4(0,02(
	83(6,4(


( – достоверно по отношению к исходным данным р(0,05.
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Роль транспортных белков крови в защите организма от низкомолекулярных токсинов 

В.Б. Гаврилов, А.С. Михайлов, Н.Ф. Лобко, С.В. Конев 

Институт фотобиологии НАН Беларуси, Минск

Развитие интоксикации организма, возникающей при многих тяжелых заболеваниях, зависит от баланса двух противоположно направленных процессов – интенсивности образования и выхода в кровь эндотоксинов, с одной стороны, и элиминации (детоксикации) этих веществ, осуществляемой защитными системами организма, с другой стороны. Первый этап защиты от токсинов заключается в их связывании специализированными молекулами и клетками крови, обеспечивающими доставку токсинов в органы детоксикации (печень, легкие, клетки иммунной системы), где происходит биотрансформация этих веществ. На заключительном этапе токсины выводятся из организма через почки, желудочно-кишечный тракт, легкие и кожу.

Важная роль иммунной системы организма в защите от токсинов к сожалению ограничена лишь высокомолекулярными веществами, которые эффективно связываются антителами и иммунными клетками. Для элиминации неиммунногенных низкомолекулярных токсинов с молекулярным весом менее 5000 Да в организме существует вторая система защиты, представленная транспортными белками крови. До последнего времени основное внимание уделяли участию этих белков в транспорте лекарственных веществ. В результате фармакологических исследований было установлено, что транспорт низкомолекулярных гидрофобных лигандов (ГФЛ) обеспечивается в основном тремя белками плазмы: альбумином (ЧСА), липопротеинами низкой и очень низкой плотности (ЛНП) и (1-кислым гликопротеином (АГП), входящим в группу белков острой фазы [1]. ЧСА способен связывать практически все ГФЛ, однако наибольшее сродство к нему имеют анионные лиганды, такие как билирубин, жирные кислоты, салицилаты и др. ЛНП отвечают за связывание наиболее гидрофобных, обычно нейтральных соединений, в частности каротиноидов и противоопухолевых цитостатиков. Реально незаряженные ГФЛ распределяются между ЧСА и ЛНП со сдвигом распределения в сторону ЛП при увеличении липофильности соединения. Наконец, АГП осуществляет связывание и транспорт катионных лигандов (хинидин, пропранолол, лидокаин и др).

Последние исследования позволяют расширить биологическое значение транспортных белков плазмы и говорить об их важной роли в связывании низкомолекулярных гидрофобных токсинов, которые, как и многие лекарства, относятся к классу низкомолекулярных ГФЛ. По аналогии с лекарственными препаратами можно считать, что за токсический эффект несет ответственность свободная фракция токсина. Токсическое воздействие оказывают также токсины, сорбирующиеся клетками крови, как за счет прямого повреждения этих клеток, так и в результате перераспределения токсинов между клетками крови и других тканей и выхода медиаторов воспаления из поврежденных клеток. Противоположный защитный эффект имеет связывание токсинов транспортными белками крови. 

Вместе с тем, для оценки концентрации низкомолекулярных токсинов обычно используют измерение в плазме крови содержания молекул средней массы (МСМ) – пептидных компонентов, образующихся в процессе протеолиза в поврежденных тканях. Этот показатель в основном отражает содержание водорастворимых токсических продуктов и лишь косвенно свидетельствует о накоплении гидрофобных продуктов, подавляющая часть которых сорбирована транспортными белками. Прогресс в изучении связывания ГФЛ с белками плазмы был обусловлен применением флуоресцентных зондов, обладающих сродством к определенному типу белков [2].

В нашей работе этот подход был использован для решения следующих задач:

анализ распределения ГФЛ между водной фазой, белками и клетками крови;

изучение связывания МСМ с транспортными белками;

оценка дисбаланса между накоплением и связыванием низкомолекулярных токсинов при развитии эндогенной интоксикации.

Содержание МСМ оценивали по УФ-поглощению депротеинизированной плазмы микрометодом [3], связывающую способность ЧСА измеряли с помощью анионного флуоресцентного зонда пиронового красного [4], ЛНП – по флуоресценции незаряженного зонда нильского красного [5] и АГП – по флуоресценции катионного зонда хинальдинового красного [6].

Для оценки распределения ГФЛ между белками и клетками крови нами были использованы данные по распределению флуоресцентных зондов в системе плазма/эритроциты и буфер/эритроциты. Доля свобод​ной фракции (Mf), связанной с белками (Mp) и клетками (Mc) фракций лиганда по отношению к его общему количеству приведена в таблице 1.

Таблица 1

	Флуоресцентный зонд
	Свободная фракция Mf, %
	Белковая фракция Mp, %
	Клеточная фракция Mc, %

	НК, нильский красный 
	1,9
	78,4
	19,7

	ПК, пирроновый красный
	19,6
	55,0
	25,4

	НГ, нильский голубой
	15,9
	33,1
	51,0

	ХК, хинальдиновый красный
	17,0
	28,4
	54,6


Можно видеть, что заряд лиганда определяет тип его распределения между компонентами крови и, соответственно, проявление токсического эффекта. Почти 80% гидрофобных незаряженных лигандов (НК) сорбируется белками (ЛНП). Заряд лигандов, независимо от его вида, примерно в 10 раз увеличивает их свободную концентрацию, но характер распределения оставшейся части лигандов между белками и клетками крови различен: для анионных лигандов распределение белки:клетки составляло 2:1, а для катионных лигандов – 1:1,9–1:1,5. Катионные лиганды, обладающие наибольшим сродством к клеткам крови, по нашему мнению, должны проявлять максимальный токсический эффект в отличие от анионных лигандов, которые почти в 2 раза сильнее сорбируются белками крови. 

Для оценки взаимодействия МСМ с транспортными белками был использован метод конкурентного вытеснения флуоресцентных зондов с центров связывания белка. Ранее было показано, что МСМ не изменяют связывание анионных зондов с ЧСА, что свидетельствует об их слабом связывании с гидрофобными центрами ЧСА [7]. Взаимодействие МСМ с АГП было изучено нами по вытеснению с белка зонда ХК. Для получения МСМ из плазмы крови предварительно проводили ограниченный протеолиз белков с помощью химотрипсина, затем после осаждения белков ТХУ выделяли МСМ путем ультрацентрифугирования. Установлено, что в присутствии МСМ происходит резкое 5‑крат​ное снижение флуоресценции ХК, достигающее плато в области 2-4 мкг/мл МСМ. Полученные данные убедительно свидетельствуют о ведущей роли АГП в сорбции МСМ и принадлежности МСМ к группе катионных ГФЛ.

При исследовании содержания МСМ и транспортных белков у больных с эндогенной интоксикацией было показано, что их изменения независимы друг от друга [5]. С учетом этого для характеристики дисбаланса между накоплением и связыванием гидрофобных токсинов в плазме крови были предложены новые критерии интоксикации КИ = МСМ/ТБ, измеряемые по отношению двух показателей – концентрации МСМ и концентрации одного из транспортных белков (ТБ): КИ1 = МСМ/ЧСА, КИ2 = МСМ/ЭКА, КИ3 = МСМ/АГП и КИ4 = МСМ/ЛНП, где ЭКА – эффективная концентрация альбумина, характеризующая его способность к связыванию гидрофобных лигандов [2]. Оценка содержания МСМ, ТБ и предложенных критериев интоксикации у детей с онкогематологическими заболеваниями в 3-й стадии эндогенной интоксикации (в % к норме), по данным работы [5], приведена в таблице 2. 

Таблица 2

	МСМ Д280
	ЧСА
	ЭКА
	АГП
	ЛНП
	КИ1
	КИ2
	КИ3
	КИ4

	216%
	50%
	45%
	158%
	95%
	432%
	480%
	137%
	227%


Было установлено, что диспротеинемия, характерная для синдрома ЭИ, резко изменяет связывание гидрофобных лигандов в плазме крови. Выраженная гипоальбуминемия, обусловленная ингибированием белок-синтетической функции печени, многократно в 4,3-4,8 по сравнению с контролем усиливает дисбаланс между накоплением и связыванием анионных лигандов. Обратная ситуация наблюдается для АГП, повышение концентрации является защитной реакцией организма на процессы повреждения, в том числе интоксикацию организма. Полученные результаты позволяют говорить о новой функции белков острой фазы, заключающейся в связывании низкомолекулярных токсинов. Тем не менее, повышение концентрации АГП не полностью компенсирует выброс МСМ из поврежденных тканей и дисбаланс между накоплением и связыванием катионных токсинов (КИ3) составляет 137% по отношению к норме. Из-за отсутствия выраженных изменений в содержании ЛНП при ЭИ дисбаланс между накоплением и связыванием нейтральных ГФЛ практически соответствует уровню повышения МСМ. Таким образом, новые критерии эндогенной интоксикации обосновывают стратегию проведения детоксикационной терапии, которая должна обеспечить эффективное устранение дисбаланса между накоплением токсинов и сорбционной емкостью транспортных белков плазмы крови. Важно отметить, что выведение низкомолекулярных токсинов из крови, по нашему мнению, не может быть проведено только с помощью альбумина, который сорбирует в основном лишь один тип анионных лигандов и практически не удаляет МСМ. Необходима разработка комплексных сорбентов, способных связывать все типы гидрофобных соединений и в первую очередь – наиболее токсичные катионные лиганды.
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Пироглутамил-глутамин представляет собой дипептид, характерный для N-концевой части бомбезинподобных пептидов (бомбезина, литорина, ранатензина S и др.). Бомбезинподобные пептиды регулируют деятельность центральной нервной системы, процессы пищеварения, сокращение гладкой мускулатуры и ряд других жизненно важных процессов. Однако наиболее важным свойством бомбезинподобных пептидов, отличающим их от других пептидных биорегуляторов, является способность оказывать воздействие на систему терморегуляции организмов. Введение бомбезина в мозг животного приводит к полному выключению терморегуляционных процессов [1, 2]. Терморегуляторное действие бомбезинподобных пептидов зависит от способа и места введения в организм, носит температуро- и дозозависимый характер. До сих пор роль эндогенного бомбезина до конца не выяснена, и не получены производные бомбезина, активные при периферическом введении в организм. Полифункциональность, трудоемкость как выделения, так и синтеза бомбезинподобных пептидов затрудняют их практическое использование.

Широкий спектр биологической активности бомбезинподобных пептидов предполагает их взаимодействие с различными рецепторными системами, которое осуществляется, по-видимому, с помощью разных участков молекул этих пептидов. Терморегуляторную активность бомбезинподобных пептидов традиционно связывают со свойствами С-концевой части их молекул. Зафиксировано отсутствие терморегуляторного действия у N-концевого пентапептида бомбезина [3]. Однако терморегуляторное действие более коротких N-концевых фрагментов бомбезинподобных пептидов не исследовалось.

Нами изучалось влияние синтетического пироглутамил-глутамина на терморегуляцию животных. Эксперименты проводились в различных температурных режимах: в термонейтральной среде (23-27оС), в холодной среде (5-8оС), в жаркой среде (31-32оС). Эффективность действия пироглутамил-глутамина сравнивали с действием эквимолярного количества синтезированного нами литорина [4] или бомбезина.

Пироглутамил-глутамин синтезировали в одну стадию конденсацией пироглутаминовой кислоты и глутамина с помощью N-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолина в водно-спиртовой среде при рН 8,5-9.

Для исследования терморегуляторного действия пироглутамил-глутамина при центральном введении в организм использовали кроликов с хронически введенными канюлями в структуры переднего гипоталамуса. Животных адаптировали к условиям окружающей среды в течение 45 минут, затем вводили водный раствор пироглутамил-глутамина или литорина в объеме 1 мкл в дозе 1-5 мкг и фиксировали ректальную температуру каждые 15 минут. Животным контрольной группы вводили такой же объем растворителя. Было показано, что введение пироглутамил-глутамина кроликам, адаптированным к термонейтральной среде, вызывало статистически достоверное изменение ректальной температуры в зависимости от дозы вводимого препарата. Введение препарата в малых дозах (до 1 мкг) приводило к незначительной гипертермии (0,4(0,05оС), а в больших дозах (5 мкг и выше) – к гипертермии. Продолжительность эффекта составляла 100-120 мин. Аналогичные изменения ректальной температуры вызывало введение эквимолярного количества литорина, однако максимум эффекта для пироглутамил-глутамина наступал ранее, чем максимум эффекта литорина (45 и 90 мин соответственно).

Изучалось совместное воздействие простагландина Е2 и пироглутамил-глутамина или литорина на терморегуляцию кроликов. Введение простагландина Е2 в дозе 1 мкг в 2 мкл воды вызывало у кроликов контрольной группы резкую гипертермию (до 2(0,05оС) с продолжением эффекта до 150 мин. Кроликам опытной группы через 45 мин после инъекции простагландина Е2 вводили пироглутамил-глутамин в дозе 5 мкг. Это приводило к стабилизации ректальной температуры животного и препятствовало ее росту. Литорин также устранял вызванную простагландином Е2 гипертермию и приводил к снижению ректальной температуры ниже исходного уровня.

Тестирование пироглутамил-глутамина в холодной и жаркой средах не выявило различий в изменении ректальной температуры кроликов опытной и контрольных групп.

Однако необходимость внутримозговых инъекций существенным образом снижает возможность применения пироглутамил-глутамина в практике. Ранее отмечалось, что бомбезинподобные пептиды не проявляли терморегуляторного действия при интравентрикулярном, внутримышечном и внутрибрюшинном введении в организм [1-3]. Нами в качестве периферического способа введения в организм было избрано простое и доступное интраназальное введение. Тестирование проводили на самцах белых беспородных крыс, находящихся в специальной термокамере, позволяющей поддерживать или изменять заданную температуру окружающей среды. В ходе эксперимента крыс помещали в индивидуальные пеналы, которые ограничивали подвижность животного, но позволяли ему принимать любые положения. На всем протяжении тестирования велась непрерывная регистрация ректальной температуры крыс. Одновременно регистрировали температуру кожи хвоста (специфический орган теплообмена крыс), находящегося за пределами термокамеры. Мануальный контакт с животными в ходе эксперимента исключался. Крыс адаптировали к температуре среды в течение 1 часа, затем интраназально вводили водный раствор пироглутамил-глутамина или бомбезина. Контрольным животным вводили воду из расчета 10 мкл на 100 г веса.

Интраназальное введение 50 мкг/кг пироглутамил-глутамина крысам, находящимся в холодной среде, вызывало статистически достоверное снижение ректальной температуры на 1,2(0,05оС за 90 мин. Введение эквимолярного количества бомбезина (300 мкг/кг) в этих условиях приводило к снижению ректальной температуры на 1,4(0,05оС. Гипотермический эффект пироглутамил-глутамина был близок к эффекту центрально введенного бомбезина, составляющего для крыс 1,5-3оС за 90-120 мин [1].

Изучение динамики изменения температуры кожи хвоста крыс после введения пироглутамил-глутамина показало резкое увеличение температуры (на 1-1,5оС) в начале эксперимента с максимумом эффекта на 10 минуте с последующей гипотермией и снижением температуры к концу опыта на 0,6оС по сравнению с начальной температурой. Такие же изменения температуры кожи хвоста наблюдались и при введении бомбезина. По-видимому, это обусловлено усилением периферического кровотока в начале эксперимента с последующим запуском других механизмов холодовой адаптации. У животных контрольной группы наблюдалось плавное снижение температуры кожи хвоста. 

В условиях термонейтральной и жаркой среды пироглутамил-глутамин не вызывал изменения состояния системы терморегуляции.

Следует добавить также, что пироглутамил-глутамин вызывает как торможение, так и возбуждение тепловых и нетермочувствительных нейронов [5,6].

Таким образом, проведенное биологическое тестирование показало, что пироглутамил-глутамин обладает выраженным терморегуляторным действием, которое проявляется не только при центральном, но и при периферическом введении в организм. Терморегуляторное действие пироглутамил-глутамина при периферическом введении в организм приближалось к эффекту центрально введенного бомбезина. Синтетическая доступность и удобство интраназального способа введения в организм делают пироглутамил-глутамин перспективным для использования в медицинской практике.
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Витамин Е как элиситор молекулярных механизмов реализации системной антивирусной устойчивости у растений семейства 
Solanaceae Juss

Г.А. Геращенков, Н.А. Рожнова

Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра Российской академии наук, Уфа

Известно, что альфа-токоферол обладает неспецифическим регуляторным действием на метаболизм высших организмов [1]. Как полагает Г.В. Донченко [2], этот эффект в основном реализуется через обмен и функционирование убихинонов. Соответственно в виде витамина Е альфа-токоферол широко используется в медицине [3] и животноводстве [4]. Имеются данные и о положительных результатах при лечении инфекционного гепатита и других вирусных болезней человека [3], а его производные – сульфатированные токоферилолигосахариды рекомендованы для борьбы с ВИЧ [5]. В литературе описаны также свойства альфа-токоферола как регулятора роста растений [6], однако до сих пор остаются не затронутыми вопросы инициирования им локальной и системной антивирусной устойчивости у растений.

Настоящая работа проведена с целью изучения свойств альфа-токо​ферола как индуктора устойчивости растений к вирусным патогенам.

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

Интактные растения табака и картофеля in vitro, а также отделенные листья и листовые диски экспонировали на рассеянном свету 9-10 кЛк, 16 ч/сут, температуре днем 22-23(С, ночью – 20(С и относительной влажности воздуха 70%.

Вирусы и индукторы устойчивости к фитовирусам. Для инфицирования растений табака и картофеля использовали обыкновенные штаммы ВТМ, ХВК, МВК и УВК. В качестве индукторов устойчивости использовали фармакопейный препарат витамина Е (50%-ный (-токоферола ацетат в масле). Вирусные инокуляты и препарат витамина Е перед нанесением стерилизовали с помощью фильтров FlowPore D с диаметром пор 0,45 мкм (ФРГ «Sartorius»).

Скрининг препаратов на антивирусную активность и статистическая обработка. Анализ антифитовирусной активности осуществляли методом ИФА, как описано в работе [7]. Статистическую обработку проводили с использованием статистических программ SuperCalc 5. Достоверность различий между двумя средними значениями оценивали по критерию Стьюдента на 5%-ном уровне значимости. В таблицах приведены средние значения 3-6 биологических повторностей, а также стандартные ошибки и в некоторых случаях значения t-критерия.

Результаты и обсуждения. Результаты первой серии опытов представлены в табл.1. Эти данные показывают, что при прединфекционной обработке тестируемыми препаратами в концентрации 10-8 М листьев среднего яруса табака Samsun NN наблюдается наиболее эффективное ингибирование растениями репродукции фитовирусов. Вместе с тем, оптимальный диапазон концентраций этих соединений, активирующих защитные реакции растений, значительно шире, и находится в пределах 10-7-10-9 М. Сходная картина выявлена и в оздоровленных пробирочных растениях картофеля in vitro. При этом, однако, диапазон активных концентраций обоих индукторов значительно уже, хотя наиболее оптимальная концентрация равна той же величине – 10-8 М. Наряду с этим представляют интерес и данные о стимуляции в ряде случаев репродукции фитовирусов в опытных растениях при использовании сверхмалых доз индукторов устойчивости к фитовирусам (10-11–10-13 М). Следовательно, при использовании этих соединений в практических целях является очень важным строгая регламентация физиологически активных доз применяемых коммерческих препаратов.

Из представленных данных обращает на себя внимание факт ингибирования растениями репродукции фитовирусов независимо от видовой принадлежности пасленовых и их вирусов. Это свидетельствует о неспецифическом характере активации защитных реакций растений при их обработке индукторами устойчивости, что фактически связано с механизмами горизонтальной устойчивости [9]. Инокуляция ВТМ листьев растений гиперчувствительного табака, как правило, завершается образованием в них локальных некрозов [8]. В этой связи в следующей серии опытов было изучено не только накопление ВТМ в инокулированных листьях, но и количество в них некротических пятен. Как видно из табл. 2, предобработка листьев нижнего яруса табака альфа-токоферола ацетатом в концентрации 10-8 М способствует ингибированию в листьях как накопления ВТМ, так и последующего некрозообразования.

Таблица 1. Влияние разных концентраций витамина Е на эффективность индуцированной у растений устойчивости к фитовирусам, % от контроля
	Концентр-ация препаратов, М
	Табак
	Картофель

	
	ВТМ
	ХВК
	МВК
	УВК
	ВТМ
	ХВК
	МВК
	УВК

	10-5
	101
	111
	92
	107
	118
	124
	126
	121

	10-6
	110
	115
	79
	108
	109
	117
	110
	112

	10-7
	29*
	37*
	13*
	18*
	99
	94
	107
	104

	10-8
	7*
	6*
	2*
	6*
	40*
	43*
	55*
	47*

	10-9
	33*
	40*
	23*
	15*
	82
	89
	92
	94

	10-10
	87
	113
	87
	104
	88
	90
	100
	98

	10-11
	97
	133*
	104
	119
	97
	94
	102
	104

	10-12
	102
	125
	102
	127
	102
	110
	113
	114

	10-13
	96
	120
	108
	143*
	117
	122
	127
	125


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

Таблица 2. Накопление ВТМ и количество некрозов в листьях табака Samsun NN при прединфекционной обработке витамином Е
	Варианты
	Содержание ВТМ, % от контроля
	Некрозы в листьях, шт.

	
	7 суток
	14 суток
	7 суток
	14 суток

	Контроль (ВТМ-инфицирование)

	Верхние листья
	100
	100
	27 ± 5
	39 ± 3

	Нижние листья
	100
	100
	89 ± 7
	117 ± 8

	альфа-токоферола ацетат + ВТМ-инфицирование

	Верхние листья
	7*
	9*
	0
	0

	Нижние листья
	47*
	33*
	36 ± 3*
	40 ± 3*


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

В завершающей серии опытов нами была изучена динамика накопления ХВК в системно инфицированных пробирочных растениях картофеля при предварительном индуцировании у них устойчивости к вирусам. При этом авторы учитывали, что in vitro у растений томатов [10] и картофеля [11] усиливается свойство самозащиты от инфицированных вирусов, которые со временем элиминируются самими растениями. Независимо от этого явления, как видно из табл. 3, предобработанные индукторами устойчивости растения картофеля характеризуются более эффективным подавлением репродукции ХВК.

Таблица 3. Влияние витамина Е на динамику накопления ХВК при прединфекционной обработке (нг/г)
	Варианты
	Содержание ХВК, нг/г веса

	
	1 сутки
	3 суток
	7 суток
	14 суток
	21 сутки

	Контроль (ХВК)
	12±0,7
	57±3,9
	84±3,0
	83±4,6
	97±6,1

	(-токоферола ацетат + ХВК
	10±0,9
	29±3,6
	58±3,5
	68±4,0
	76±6,3

	T-критерий
	1,84
	5,12
	5,58
	2,38
	2,44


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

Таким образом, обнаружено, что альфа-токоферола ацетат индуцирует локальную и системную устойчивость у разных видов пасленовых как к собственным фитовирусам, так и вирусам других хозяев из данного семейства. Предполагается, что механизм действия альфа-токоферола на растения в рассматриваемом случае сопряжен с активацией неспецифических защитных реакций.
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Характер изменения уровня кортикостероидной активности в сыворотке крыс при действии солей свинца и аммония

Н.Б. Горбунова, В.Н. Калюнов

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

В настоящее время общественность многих стран волнуют схожие проблемы, среди которых можно выделить стресс и загрязнение окружающей среды ( главные факторы, воздействующие на здоровье населения.

Выделенные нами модели свинцовой и аммонийной интоксикаций являются и моделями хронического стресса. С этой точки зрения целесообразно изучение уровня кортикостероидов, как одного из показателей состояния гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы.

Первую серию составляли крысы, которым в течение 4-х недель вводили уксуснокислый свинец (per os) в дозе 25-30 мг/кг. Контролем в данном случае служили крысы, получавшие per os дистиллированную воду в объеме 1 мл.

Вторая серия представлена животными, которым в течение 6-8 недель внутримышечно инъецировался сернокислый аммоний и контрольными крысами, которым наносился внутримышечно ложный укол.

Третья серия включала 2 группы: с четырехнедельным введением ацетата свинца (per os) в разовой дозе 25-30 мг/кг в сочетании с одновременной инъекцией сульфата аммония (17,5 мг/кг). Контролем в этом случае были крысы, которые per os получали воду в эквивалентном количестве водному раствору ацетата свинца и внутримышечно ложный укол. В другой группе этой серии доза свинца составила 50-60 мг/кг, а сульфата аммония 35 мг/кг в течение 2-х недель.

Контроль сывороточной концентрации кортикостероидов осуществлялся с использованием радиоиммунологического набора СТЕРОН ( 125I, изготовленного ХОПИБОХ НАНБ (Минск). Он предназначен для анализа кортизола у человека. Однако имеет место частичный иммуноперекрест человеческого гормона с кортикостероидами, характерными для организма грызунов. Отсюда, учитывая, что кортизол, как метаболит, для организма крыс не характерен, корректней назвать эту фракцию обобщающим термином «кортикостероидная активность», однако имеются случаи (1, 2( привлечения радиоиммунных наборов для опреде​ления содержания кортизола применительно к мышам без каких-либо оговорок.

Вносимая в желудок вода незначительно на (25,3%) повышает содержание кортикостероидов, тогда как введение ацетата свинца достоверно увеличивает его, как в сравнении с контрольными (на 47,4%) так еще в большей степени (на 85%) в сопоставлении с интактными животными (табл.). Поскольку отравление аммонием предусматривало курсовые инъекции требуемого вещества, дополнительным контролем служило нанесение ложного укола, который относится к слабым стрессорам (3(. Хронический ложный укол ограничивается тенденцией к подъему изучаемого показателя. Что касается сульфата аммония, то индуцируемый им рост содержания кортикостероидов на 77,2% оказался статистически значимым только относительно интактных крыс. Статистически значимый ответ по отношению к интактным зарегистрирован и при проведении контрольного вливания воды в сочетании с ложным уколом (53,4%).

Сочетанное воздействие испытуемых веществ статистически значимо увеличивает на 157,8% количество кортикостероидов по сравнению с интактными животными, причем только в случае меньших, но длительно применяемых доз (4 недели). Аналогичная же комбинация свинца и аммония в больших количествах, но в течение короткого периода времени (2 недели) индуцирует меньший позитивный ответ.

Таблица. Уровни кортикостероидной активности в сыворотке крови крыс при раздельном и комбинированном введении ацетата свинца и аммония (нмоль/л)
	Условия опытов
	n
	х(Sх
	В % по отношению к интактным
	В % по отношению к контролю

	Интактные
	9
	8,67(3,42
	
	

	Вода per os (недели)
	5
	10,88(5,19
	125,3
	

	Ацетат свинца per os 

(4 недели)
	14
	16,04(5,01
	185,0***
	147,4**

	Укол (6 недель)
	8
	13,33(7,37
	153,7
	

	Сульфат аммония 

(6-8 недель)
	15
	15,37(7,81
	177,2**
	115,3

	Вода per os + укол 

(4 недели)
	5
	13,3(5,77
	153,4**
	

	Ацетат свинца + сульфат аммония (4 недели)
	6
	22,35(10,33
	257,8**
	168,0

	Ацетат свинца + сульфат аммония (2 недели)
	6
	16,76(11,76
	193,31
	126,0


Общетоксическое действие указанных веществ сопровождается поражением и эндокринной системы организма. Гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая система является стержневой в опосредовании патологических состояний. Повышенные концентрации кортикостероидов предполагают повышенную функциональную активность гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы в ответ на обработку крыс солями свинца и аммония, что согласуется с данными литературы по введению в организм свинца (4,5,6(. Таким образом, констатировано развитие стрессорной реакции организма в ответ на повреждающие воздействия раздельного и комбинированного приложения ацетата свинца и сульфата аммония, поскольку все их вариации сопровождаются подъемом кортикостероидной активности в сыворотке крови, что свидетельствует о вовлечении гипоталамо-гипофизарно адреналовой оси.
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К вопросу о влиянии низкодозового облучения инкорпорированным цезием-137 на некоторые биохимические показатели тканей лабораторных крыс

А.И. Грицук, А.Н. Коваль, С.М. Сергеенко, В.Т. Свергун

Гомельский государственный медицинский институт

В условиях нашего региона существенную угрозу для здоровья человека представляют инкорпорированные радионуклиды Cs, поступающие естественным путем – преимущественно с загрязненной пищей. Ответная реакция организма на любое экстремальное, в том числе и радиационное воздействие требует адекватного энергообеспечения и формируется при непосредственном участии системы тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования митохондрий, которая является наиболее лабильным, быстро реагирующим звеном адаптации и может служить надежным индикатором состояния компенсаторно-приспособительных реакций организма [4].

Утилизируемый в процессе митохондриального окисления кислород – как в норме, так и при действии радиации – может превращаться в активные формы, которые инициируют перекисные реакции, вызывая повреждение тканей.

Однако проблема влияния инкорпорированных радионуклидов Cs в диапазоне доз, реально возможных у населения, на функциональные параметры митохондриального окисления в тканях организма, остается неисследованной, хотя она представляется исключительно актуальной для теории и практики медицины. Последнее определило цель настоящего исследования.

Материалы и методы. В работе использовались белые беспородные крысы-самцы массой 180-200 г, содержавшиеся на обычном рационе вивария. В группе контрольных животных в течении 7 суток в рацион вводились «чистые» сушеные белые грибы. Поступление 137Cs в организм опытных животных осуществлялось путем скармливания также в течении 7 суток сушеных белых грибов с активностью 43,54 кБк/кг. Ежедневно осуществлялся дозиметрический контроль на сцинтилляционном гамма-спектрометре. Таким образом были сформированы 4 опытные группы с накоплением соответственно – 60, 170, 230, 420 и 600 Бк/кг.

Расчеты [2] свидетельствуют о том, что это соответствует дозам облучения в 1,5, 4, 6, 10 и 15 мкГр.

Животных забивали путем декапитации, извлеченные ткани миокарда, икроножных мышц, печени и почек отмывали физраствором от крови, охлаждали в растворе Хэнкса и продавливали через плунжер с диаметром отверстий 0,5 мм. Полученные таким образом тканевые препараты использовались для изучения показателей тканевого дыхания и окислительного фосфорилирования на полярографе ПУ-1 (РБ), в закрытой термостатируемой ячейке объемом 2 мл с помощью закрытого платинового электрода Кларка при температуре 30°C, в растворе Хэнкса. Скорость поглощения кислорода тканевым препаратом выражали в нМ О2/мин/мг белка [3]. Количество белка определяли биуретовым методом.

Определяли скорость дыхания тканевых препаратов на эндогенных субстратах (Vэнд) и глутамате (Vглу), в присутствии ингибиторов – натриевых солей амитала (Vам) и малоната (Vмал), а также динитрофенола (Vднф). На основании полученных данных рассчитывали относительные показатели – коэффициенты амитал- и малонатрезистентного дыхания, (АРД = Vам/Vэнд), (МРД = Vмал/Vэнд), стимулирующего действия глутамата (СДглу = Vглу/Vэнд) и динитрофенола (СДднф = Vднф/Vглу) [3].

Интенсивность перекисного окисления липидов в миокарде опреде​ляли путем измерения содержания малонового диальдегида (МДА) [5].

Статистическая обработка результатов осуществлялась с использова​нием непараметрического критерия U (Вилкоксона-Манна-Уитни) [1].

Результаты и их обсуждение. Полученные данные свидетельствуют о том, что инкорпорация 137Cs существенно влияет на показатели тканевого дыхания препаратов мышечной ткани. Так, в миокарде в условиях инкорпорации 137Cs в количестве 60, 170, 230 и 420 Бк/кг отмечается достоверное увеличение скорости дыхания на эндогенных субстратах, тогда как, в условиях инкорпорации 137Cs в количестве 600 Бк/кг скорость эндогенного дыхания миокарда незначительно снижалась. Вместе с тем, Vэнд в скелетных мышцах во всех группах экспериментальных животных достоверно возрастала.

Подобная тенденция – стимуляция дыхательной активности, отмечается при анализе показателя Vглу как в миокарде, так и в скелетной мускулатуре.

Ингибиторный анализ свидетельствуент о том, что в системе сопря​жения окислительного фосфорилирования наблюдается лабилизация, которая в ряде случаев сопровождается разобщением окислительного фосфорилирования, на что указывает достоверное снижение показателя СДднф. Вполне возможно, что разобщение окислительного фосфорилирования связано с увеличение интенсивности бета-окисления жирных кислот, являющихся, как известно, мощными разобщителями. В пользу данного предположения свидетельствует увеличение показателя МРД.

В тканевых препаратах печени изменения параметров тканевого дыхания менее выражены. Так, показатель Vэнд во всех экспериментальных группах изменялся назначительно, скорость дыхания препаратов печени на глутамате достоверно возрастал лишь при инкоропорации 420 Бк/кг. Система сопряжения окислительного фосфорилирования, насколько это можно судить по коэффициенту СДднф, отличалась большей стабильностью.

В препаратах почек обнаружены также незначительные изменения, которые проявлялись в том, что наблюдалась небольшое снижение скорости эндогенного дыхания, незначительное увеличение скорости дыхания на глутамате при инкорпорации 420 и 600 Бк/кг. По всей видимости в условиях накопления радиоцезия в количестве 170 и 230 Бк/кг возрастает интенсивность окисления жирных кислот, в связи с чем отмечается разобщение окислительного фосфорилирования.

Вполне вероятно, что описанная картина изменений энергетического обмена изучаемых тканей связана с инициацией в них перекисных процессов. Это подтверждается данными о тканевом содержании конеч​ного продукта перекисного окисления липидов – МДА, согласно которым в плазме крови, миокарде, скелетных мышцах и печени практически всех экспериментальных групп отмечается увеличение его концентрации.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что митохондриальный ответ различных тканей существенно отличается в условиях инкорпорации радиоцезия. Более выраженный ответ системы митохондриального окисления миокарда и скелетных мышц связан, по-видимому, с мощностью дозы за счет большей, по сравнению с печенью и почками, аккумуляцией радионуклида в мышечной ткани.

Таким образом система митохондриального окисления различных тканей реагирует на инкорпорацию небольших количеств радиоцезия в виде стимуляции дыхательной активности на эндогенных субстратах и экзогенном глутамате. В системе сопряжения окислительного фосфорилирования наблюдается лабилизация, завершающаяся в ряде случаев разобщением. Последнее обстоятельство представляет исключительный интерес, поскольку способствует снижению эффективности энергообразования за счет расточительного использования субстратов энергетического обмена и истощения их эндогенного пула.
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Исследование свойств тиаминтрифосфатазы из мембран почек быка

И.Э. Гуляй, А.Ф. Макарчиков 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Как известно, в тканях животных присутствуют два различных фермента с тиаминтрифосфатазной активностью, один из которых локализован в цитозоле (растворимая ТТФаза), а другой ( в мембранных структурах клетки (мембранно-связанная ТТФаза) [1-4]. Растворимая ТТФаза, выделенная из мозга, очищена и хорошо изучена. Это белок с молекулярной массой 33,9 кДа абсолютно зависимый от ионов Mg2+, катализирующий гидролиз ТТФ при щелочных значениях рН [5]. Природа мембранной ТТФазы неизвестна, поскольку в мембранах содержатся фосфатазы с широкой субстратной специфичностью, способные катализировать гидролиз различных фосфорных эфиров, в том числе и ТТФ. Основная трудность, с которой приходится сталкиваться при выделении мембранно-связанного белка с ТТФазной активностью, заключается в его инактивации в процессе солюбилизации из мембран и низкой стабильности растворимого препарата [2].

Цель настоящей работы заключалась в солюбилизации и исследовании свойств мембранной ТТФазы из почек быка.

Материалы и методы. В работе использованы тритон Х-100, твин-40 «Ferak»; додецилсульфат Na (ДСН) «Fluka»; фенилметилсульфофторид, тиаминдифосфат (ТДФ) «Serva»; альбумин из сыворотки человека (ЧСА), алкогольдегидрогеназа, НАДН «Reanal»; сефакрил S-200 «Pharmacia»; ДЭАЭ-тойоперл 650М «Toyo Soda Co». Остальные реактивы производства «Реахим» высокой степени чистоты.

Стандартная реакционная смесь для определения ТТФазной активности содержала 20 мМ ацетатный буфер, рН 5,5, 0,1 мМ ТТФ, 0,1 мг/мл ЧСА, 50 мМ MgSO4 и 10-20 мкг белка в объеме 0,5 мл. Реакцию осуществляли 30 мин при 37(С и останавливали добавлением 2 мл 0,5 М фосфатного буфера, рН 6,8. Количество образующегося ТДФ определяли ферментативным методом [6].

Для получения мембранного препарата размороженные образцы почек, хранившиеся при –20(С в течение суток, измельчали, добавляли 3 объема охлажденного до 4(С трис-HCl буфера (50 мМ, рН 7,3), содержащего 0,15 М KCl, 0,2 мМ ЭДТА и гомогенизировали в гомогенизаторе с тефлоновым пестиком (2000 об ( мин-1, 10 циклов). Гомогенат центрифугировали 60 мин при 30000 (g, супернатант отбрасывали, оставшиеся в осадке мембраны хранили при –20(С до использования. Все операции по солюбилизации ТТФазы выполнялись при 4( С. Мембраны размораживали и гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе в трис-HCl буфере (50 мМ, рН 7,5), содержащем 0,1 мМ ФМСФ, 1 мг/мл йодацетамид и 1% детергент. После инкубации в течении 30 мин гомогенат центрифугировали 60 мин при 105000g. Степень солюбилизации определяли как отношение количества ТТФазной активности в супернатанте к общей активности гомогената. Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорда [7], используя в качестве стандарта ЧСА.

Результаты и обсуждение. рН-зависимость начальной скорости ТТФазной реакции, катализируемой мембранным препаратом, свидетельствует о присутствии в почках мембранно-связанного фермента, обладающего максимальной активностью в кислой области рН. В отличие от ТТФаз мозга, скелетной мышцы крысы и электрического органа Electrophorus electricus, рН-оптимумы которых составляли соответственно 6,5 [2], 7,0 [3] и 6,8 [4], мембранный фермент почек быка характеризовался более низким значением рН-оптимума, проявляя максимальную активность при рН 5,0 (рис. 1). Подобно ТТФазам из других исследованных тканей животных [2-4] ТТФаза почек активировалась ионами Mg2+, Ca2+ и Mn2+; активность фермента наблюдалась и в отсутствие двухвалентных катионов (рис. 2). Реакция гидролиза ТТФ подчинялась кинетике Михаэлиса-Ментен в диапазоне концентраций субстрата 0,02-0,2 мМ; Км для ТТФ, рассчитанная из графика в двойных обратных координатах, составляла 114 мкМ, что на порядок ниже значений Км ТТФаз, ассоциированных с мембранами мозга крысы и электрического органа угря, величины Км которых равны 1,5 и 1,8 мМ.
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	Рис. 1. рН-зависимость ТТФазной активности мембран почек быка
	
	Рис. 2. Влияние двухвалентных катионов на начальную скорость реакции гидролиза ТТФ мембранами почек быка


Исследованные нами детергенты оказывали различное влияние на активность ТТФазы. Так, в присутствии 1% тритона Х-100 общая ТТФазная активность гомогената мембран почек в среднем возрастала на 17%, дезоксихолат натрия (ДОХ) активировал фермент на 29%, тогда как ДСН ингибировал ТТФазную активность на 58%. Твин 40 не влиял на активность фермента. Степень солюбилизации при использовании в качестве детергента тритона Х-100 составляла 50,9 %, ДОХ экстрагировал 39% активности, ДСН – 9,6%, твин 40 – 5,2%. Подбирая оптимальные условия солюбилизации, мы исследовали влияние различных концентраций тритона Х-100. Степень солюбилизации возрастала пропорционально увеличению концентрации детергента, достигая максимального значения в 1% растворе. Более высокие концентрации тритона Х‑100 вызывали инактивацию ТТФазы. Дезинтегрированный из мембран фермент проявлял высокую стабильность, сохраняя активность в 1% растворе тритона Х-100 при 4(С в течение нескольких суток. После удаления детергента диализом ТТФаза оставалась в растворе подобно водорастворимым белкам.

Солюбилизация фермента приводила к некоторому изменению его кинетических свойств: максимальная активность солюбилизированной ТТФазы наблюдалась при рН 5,5 (рис. 3), значение Км для ТТФ снижалось до 67 мкМ (рис. 4).
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	Рис. 3. Влияние рН на активность солюбилизированной ТТФазы из мембран почек быка
	
	Рис. 4. Зависимость начальной скорости реакции, катализируемой солюбилизированной ТТФазой из мембран почек быка, от концентрации субстрата в двойных обратных координатах


Таким образом, представленные в настоящей работе результаты показывают, что в мембранах почек быка присутствует фермент с ТТФазной активностью, отличающийся по свойствам от описанных в литературе мемранно-ассоциированных ТТФаз. Наиболее приемлемым детергентом для солюбилизации ТТФазы является тритон Х-100, использование 1% раствора которого позволяет получить высокоактивный растворимый препарат фермента, пригодный для дальнейшей очистки традиционными методами, применяемыми при работе с водорастворимыми белками.
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Влияние интерлейкинов ИЛ-1( и ИЛ-10 на перекисное окисление липидов в лимфоцитах тимуса in vitro после индукции монооксигеназной системы печени in vivo 

А.Г. Давыдовский 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск 

Индукция цитохром Р450-зависимой монооксигеназной системы (Р450МС) в печени вызывает изменения функционально-метаболической активности иммунокомпетентных клеток  [1], которая подвержена регуляторным влияниям провоспалительных (интерлейкины ИЛ-1(, -1(, -1(, ИЛ-6, ИЛ-8, интерфероны ИФ-(, -(, -( фактор некроза опухолей ФНО-() и антивоспалительных (ИЛ-4, ИЛ-10, ИЛ-13) цитокинов. Биорегуляторные эффекты провоспалительных и антивоспалительных цитокинов связаны с изменениями окислительно-восстановительных реакций, в частности,  процессов свободно-радикального перекисного окисления липидов (ПОЛ) и механизмов антиокислительной системы (АОС) в клетках различных типов [2]. В связи с этим вызывает интерес характер влияния провоспалительных и антивоспалительных цитокинов на процессы ПОЛ в лимфоцитах тимуса, обладающих АОС, эффективно утилизирующей альдегидные продукты ПОЛ [3], в условиях активации реакций окислительного метаболизма, энергетических и биосинтетических процессов, вызванных индукцией Р4540МС в печени. В работе изучены эффекты провоспалительного ИЛ-1( и антивоспалительного ИЛ-10 на накопление альдегидных продуктов ПОЛ в клеточных мембран лимфоцитов тимуса in vitro на фоне предварительной индукции цитохром Р450-зависимой монооксигеназной системы (Р450МС) печени in vivo у белых крыс.

Материалы и методы. Использованы контрольная (1) и экспериментальная (2) группы животных по 6 беспородных белых крыс-самцов в каждой. Р450МС в печени индуцировали внутрибрюшинным введением фенобарбитала (ФБ) (80 мг/кг, в течение 5 дней). Общий цитохром Р450 определяли спектрофотометрически [4] в микросомах печени, полученных низкоскоростным центрифугированием [5]. Лимфоциты тимуса культивировали в среде RPMI-1640 48 часов и стимулировали конканавалином-А (Кон-А) (2,5 мкг на мл суспензии клеток, 5х106 клеток в 1 мл) [6]. Рекомбинантные ИЛ-1( и ИЛ-10 вносили в культуру в концентрациях 10 и 50 нг/мл суспензии клеток. Накопление продуктов ПОЛ, реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК-РП), определяли спектрофлюориметрически [7]. 

Результаты и обсуждение. Обнаружено, что ИЛ-1( в концентрации 10 нг/мл стимулирует накопление ТБК-РП при Fe2+/аскорбат-индуцированном ПОЛ в лимфоцитах тимуса после ФБ-индукции Р450МС, а в концентрации 50 нг/мл вызывает усиление интенсивности индуцированного ПОЛ как в нестимулированных, так и в Кон-А-стимулированных лимфоцитах тимуса (НСЛТ и Кон-А-СЛТ, соответственно), выделенных от животных обеих групп. В концентрациях 10 и 50 нг/мл ИЛ-1( вызывает усиление ПОЛ в Кон-А-СЛТ. ИЛ-10 в концентрации 50 нг/мл усиливает ПОЛ в НСЛТ и Кон-А-СЛТ in vitro от животных, подвергавшихся предварительной ФБ-индукции Р450МС печени in vivo. ИЛ-1( и ИЛ-10 совместно в концентрациях по 50 нг/мл усиливают интенсивность ПОЛ как в НСЛТ, так и Кон-А-СЛТ, тогда как в концентрациях по 10 нг/мл – только в Кон-А-СЛТ, взятых от интактных животных (таблица). 

Таким образом, полученные результаты указывают возможную роль предварительной ФБ-индукции Р450МС в печени, которая сопровождается заметной модификацией эффектов ИЛ-1( и ИЛ-10 на ПОЛ в клеточных мембранах лимфоцитов тимуса. ИЛ-1( в концентрации 50 нг/мл значительно усиливает ПОЛ в стимулированных и нестимулированных лимфоцитах тимуса животных как интактных животных, так и прошедших ФБ-индукцию Р450МС в печени. Интенсивность свободно-радикального ПОЛ в клеточных мембранах лимфоцитов оценена по накоплению ТБК-РП в системе Fe2+/аскорбат-индуцированного ПОЛ. Тем самым фактически охарактеризованы особенности влияния обоих цитокинов на способность липидов мембран подвергаться окислению при индуцированном ПОЛ. Окисляемость мембранных липидов значительно зависит от структурированности липидной фазы мембран, их жирнокислотного состава, который находится под контролем фосфолипааз-А2 (ФЛ-А2) и -С (ФЛ-С), а также существенно определяется содержанием в мембранах гидроперекисей липидов (ГПЛ) и других продуктов ПОЛ [8, 9]. Влия​ние ИЛ-1( на лимфоциты тимуса может сопровождаться стиму​ляцией пролиферативной активности клеток, что сопряжено с изменениями жирнокислотного состава цитоплазматических мембран клеток, интенсификацией в них свободно-радикального и ферментативного механизмов ПОЛ, изменениями функциональной активности интеграль​ных белков – транспортных, рецепторных, сигнальных и других [10, 11].

Таблица. Накопление ТБК-РП (нмоль/106 клеток) в лимфоцитах тимуса крыс-самцов in vitro через 24 часа после внесения в культуру ИЛ-1( и ИЛ-10

	
	Интактные животные
	ФБ-индукция Р450МС

	Экспериментальные группы


	Нестимули-рованные лимфоциты
	Кон-А-сти-мулированные лимфоциты
	Нестимулиро-ванные

лимфоциты
	Кон-А-стиму-лированные

лимфоциты

	1. Контроль 

 (физраствор)
	1,2+0,45
	4,2+0,12
	3,1+0,38
	5,4+0,15

	2. ИЛ-1( (10 нг/мл)
	1,8+0,21
	7,8+0,4
	4,5+0,4*
	8,1+0,5*

	3. ИЛ-1( (50 нг/мл)
	3,3+0,27*
	13,5+0,23**
	6,7+0,75**
	17,3+0,29**

	4. ИЛ-10 (10 нг/мл)
	1,35+0,5
	3,8+0,35
	2,7+0,31
	5,3+0,25

	5. ИЛ-10 (50 нг/мл)
	1,9+0,32
	4,8+0,09
	1,8+0,30*
	4,2+0,12*

	ИЛ-1(+ИЛ-10

    (10нг/мл)
	2,1 +0,75
	6,7+0,18*
	3,3+0,32
	5,9+0,28

	7. ИЛ-1( + ИЛ-10

    (50 нг/мл)
	2,7+2,8*
	8,6+0,13*
	2,8+5,6
	6,7+0,28*

	Микросомальный цитохром р450

  (пкмоль/мг белка) 
	650+129
	1932+167


Примечание:  * – P<0,05; ** – P<0,01 (n=6).

Накопление ТБК-РП в мембранах лимфоцитов тимуса при индуцированном ПОЛ in vitro после ФБ-индукции Р450МС печени in vivo под влиянием обеих концентраций ИЛ-1( может быть связана с активацией фосфолипазных ферментов, изменениями фосфолипидного состава клеточных мембран лимфоцитов, а также жирнокислотного состава мембранных липидов. ИЛ-10 в концентрации 50 нг/мл угнетает интенсивность ПОЛ в лимфоцитах тимуса после индукции Р450МС в печени. Очевидно, что обнаруженные эффекты ИЛ-1( и ИЛ-10 в некоторой степени зависят от функциональной активности цитохром Р450-зависимых механизмов и катализируемых системой цитохрома Р450 окислительных реакций в печени. Причем изменения накопления ТБК-РП в лимфоцитах тимуса под влиянием ИЛ-1( по направлению совпадает, а под влиянием ИЛ-10 – противоположны изменению (увеличению) содержания общего микросомального цитохрома Р450 в печени in vivo (табл.).

Индукция Р450МС в печени сопровождается изменением баланса тканевых концентраций метаболитов биологически активных эндогенных соединений с молекулярной массой 250+200 кДа, таких как стероидные гормоны, жирные кислоты, простагландины и лейкотриены, их изомеры, желчные кислоты, каротиноиды, ряд витаминов. При этом нарушаются “физиологически безопасные” равновесные уровни эндогенных низкомолекулярных биорегуляторов [12]. Индукция Р450МС также сопровождается стимуляцией ПОЛ в мембранах .эндоплазматического ретикулума (ЭПР) гепатоцитов вследствие собственных проокислительных свойств цитохрома Р450 [13]. Физико-химические перестройки клеточных мембран in vitro при индуцированном ПОЛ могут быть объяснены предшествующей физико-химической модификацией клеточных мембран. При этом модифицирующими факторами могут быть метаболиты ксенобиотиков и эндогенных соединений, которые продуцируются в цитохром Р450-зависимых монооксигеназных реакциях, а также продукты ферментативного цитохром Р450-зависимого ПОЛ, в частности,  ГПЛ и альдегиды, которые способны модифицировать рецепторный аппарат клеток и механизмы внутриклеточной сигнальной трансдукции, такие как протеинкиназы-С (ПК-С) [7], ФЛ-А2 и ФЛ-С [8], аденилатциклазы (АЦ) [14].  После ФБ-индукции Р450МС в печени in vivo ИЛ-10 в концентрации 50 нг/мл in vitro снижает Fe2+/аскорбат-индуцированное ПОЛ в клеточных мембранах лимфоцитов тимуса. Это может быть связано с активацией антиокислительных механизмов, которые в лимфоцитах тимуса сравнительно высокоэффективны [3].  Напротив, ИЛ-1( вызывает подавление механизмов АОС в лимфоцитах тимуса. По-видимому, роль ИЛ-1( и ИЛ-10 в регуляции различных механизмов ПОЛ в тимусе возрастает в условиях индукции Р450МС в печени. Основу этого явления могут составлять модифицирующие и/или регуляторные влияния цитохром Р450-зависимых метаболитов и долгоживущих продуктов ПОЛ (ГПЛ, альдегиды) на важнейшие компоненты системы сигнальной трансдукции – ПК-С, ФЛ-А2 и ФЛ-С, АЦ [8, 9, 14]. Таким образом, провоспалительный цитокин ИЛ-1( повышает окисляемость липидов клеточных мембран и интенсивность процессов свободно-радикального (неферментативного) индуцированного ПОЛ и, вероятно, снижает мощность антиокислительных механизмов, тогда как антивоспалительный цитокин ИЛ-10 уменьшает интенсивность процессов индуцированного ПОЛ в лимфоцитах тимуса на фоне предварительной ФБ-зависимой индукции Р450МС в печени. 
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Состояние некоторых звеньев системы антиоксидантной защиты при экспериментальном радиационном и химическом воздействии на организм беременных крыс
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Т.М. Юрага, Т.А. Тимошенко 

Белорусский государственный институт 
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Минский диагностический центр

Система антиоксидантной защиты, контролирующая процессы свободнорадикального окисления липидов, занимает ведущее место в обеспечении компенсаторно-адаптационных реакций организма, находящегося в неблагоприятных экологических условиях [1, 4]. Наиболее чувствителен к радиационному и химическому воздействию организм беременной женщины и новорожденного ребенка [2, 3], но в клинических условиях практически невозможно изучить воздействие на организм матери и плода как отдельных вредных для здоровья факторов, так и их сочетаний.

Целью исследования явилось экспериментальное изучение влияния низких доз радиации и химических токсикантов при их раздельном и сочетанном воздействии в течение беременности на некоторые показатели антиоксидантной защиты (АОЗ) крыс-самок.

Был проведен эксперимент на 40 беременных крысах, которые были разделены на 4 равные группы: 1 – контроль; 2 – животные, получавшие в течение всей беременности хроническое гамма-облучение (0,5 Гр за весь период беременности); 3 – получавшие с пищей химические токсиканты (ацетат свинца в дозе 0,25 мг/сут и нитрат натрия в дозе 0,65 мг/сут); 4 – сочетанное действие ионизирующей радиации и химических токсикантов. Облучение проводили на установке «Гаммарид» (цезий-137, мощность дозы 110 мР/ч). Анализ течения беременности у крыс различных групп позволил сделать заключение, что выбранные для исследования малые дозы внешнего гамма-облучения, ацетата свинца и нитрата натрия не вызывают существенных изменений хода беременности и не являются высокотоксичными для взрослых половозрелых крыс-самок. Развитие беременности у опытных животных мало отличалось от такового у контрольной группы.

Сразу после родов крысы-самки были декапитированы, у них бралась кровь для проведения биохимических исследований.

О состоянии антиоксидантной системы судили по активности супероксиддисмутазы (СОД), содержанию альфа-токоферола ((-Тф) и ретинола (Рет). Активность СОД определяли в эритроцитах методом спектрометрии [6], результат выражали в % блокирования восстановления нитросинего тетразолия. Содержание альфа-токоферола и ретинола в плазме крови исследовали в одной пробе методом спектрофлюориметрии [5].

Данные о содержании в крови беременных крыс показателей антиоксидантной защиты приведены в таблице 1.

Результаты исследований показали, что под воздействием неблагоприятных факторов в организме беременных крыс происходят разнонаправленные изменения в показателях АОЗ.

Содержание ретинола в плазме крови крыс-самок под влиянием исследуемых факторов снижалось, причем радиационное воздействие оказалось наиболее слабым (P>0,05), химические токсиканты вызывали уже достоверное снижение этого показателя (P<0,05), а наиболее выраженные изменения наблюдались под действием комбинированного фактора (P<0,01).

Таблица 1. Показатели системы АОЗ крови крыс-самок, подвергшихся в течение беременности воздействию неблагоприятных факторов (Х+Sx)
	Показатели
	Группы

	
	1

Контроль
	2

Радиационное

воздействие
	3

Химические токсиканты
	4

Комбинированное воздействие

	СОД,  %
	31,333+0,92
	26,456+0,850

Р(0,001
	29,79+1,309

Р(0,05
	28,852+1,901

Р(0,05

	РЕТ., мкмоль/л
	0,521+0,040
	0,443+0,017

Р>0,05
	0,368+0,047

Р(0,05
	0,338+0,038

Р(0,01

	(-ТОК., мкмоль/л
	2,736+0,506
	3,800+0,243

Р(0,05
	2,328+0,370

Р(0,1
	4,083+0,326

Р(0,05


Р приведены по отношению к контролю.

Уровни (-Тф при раздельном влиянии радиационного и химического факторов достоверно не изменялись (P>0,05), тогда как комбинированное воздействие привело к достоверному повышению этого показателя (P<0,01).

Наиболее чувствительным к неблагоприятному воздействию оказалось ферментативное звено АОЗ: достоверное угнетение активности СОД наблюдалось во всех группах, но действие ионизирующей радиации оказалось наиболее сильным (P<0,001).

Таким образом, при действии радиационного фактора в течение беременности в организме крыс-самок происходит в первую очередь угнетение ферментативного звена АОЗ. Химические токсиканты вызвали в организме беременных крыс ослабление как ферментативной (СОД), так и неферментативной (ретинол) антиоксидантной защиты. При сочетанном радиационно-химическом воздействии в течение беременности в организме крыс-самок происходит компенсаторная перестройка системы АОЗ, выразившаяся в активации некоторых неферментативных звеньев ((-Тф) и направленная на повышение уровней адаптации организма в неблагоприятных условиях за счет включения дополнительных механизмов антиоксидантной защиты.
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Гипотеза молекулярных механизмов действия гепатотропных веществ

Е.О. Данченко 

Витебский государственный медицинский университет

На протяжении последнего десятилетия на кафедре биохимии ВГМУ проведен комплекс исследований, посвященных изучению молекулярных механизмов действия гепатотропных веществ – лекарственных препаратов. Основные результаты этой работы можно сформулировать в виде следующих положений.

1. Молекулярные механизмы действия гепатотропных веществ, включая лекарственные препараты, определяются отсутствием, наличием и степенью выраженности их цитотоксичности. Гепатотропные препараты можно разделить на 2 группы: не проявляющие цитотоксичности в терапевтическом диапазоне доз и обладающие разной степенью цитотоксичности.

2. К непроявляющим цитотоксичности гепатотропным веществам следует отнести эндогенные биорегуляторы пролиферации и дифференцировки гепатоцитов (ростовые вещества) и экзогенные низкомолекулярные вещества, способные включаться в специфичные для гепатоцита метаболические процессы. Экзогенные препараты оказывают прямое антинекрозогенное и/или антиапоптозогенное действие, которые могут сопровождаться опосредованными метаболическими эффектами на уровне других тканей (например, инсулиноподобные эффекты).

3. Обладающие разной степенью цитотоксичности гепатотропные вещества оказывают микроповреждающее действие, вызывающее активацию процессов физиологической регенерации, что обеспечивает более эффективное протекание процессов репаративной регенерации органов. 

4. Оценка цитотоксичности препаратов базируется на определении прямого цитотоксического эффекта с использованием культур клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом, опосредованных цитотоксических эффектов через продукцию цитокинов и выявлении действия на процессы апоптоза и/или некроза в изолированных гепатоцитах. 

Для подтверждения этой гипотезы были проведены исследования с использованием культур клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом. Изучено влияние урсодезоксихолевой кислоты (УДХК) в дозах 50-1000 мкг/мл на пролиферацию клеток линий L929 и L41 на протяжении 4 суток культивирования. Выявлено уменьшение числа клеток в монослое более чем на 20% при содержании УДХК 200 мкг/мл. Этот эффект угнетения пролиферации клеток проявлялся после 48 ч инкубации. Обнаружена обратная корреляционная зависимость между дозой УДХК и количественными характеристиками пролиферации клеток линии L929 (количество клеток, биосинтез ДНК и белков). При пролиферации клеток линии L41 УДХК уменьшала интенсивность биосинтеза ДНК, но не оказывала влияния на биосинтез белков. Препарат в дозах 50-100 мкг/мл стимулировал биосинтез белков в клетках этой линии на 4-е сутки инкубации. Более гидрофильный аналог УДХК – тауроурсодезоксихолевая кислота (ТУДХК) оказывала аналогичное действие в дозах, превышающих 400 мкг/мл. Препарат – экстракт солянки холмовой (ЭСХ) не обладал прямой цитотоксичностью на данных культурах клеток в широком диапазоне концентраций 50-1000 мкг/мл, а в дозах 50-200 мкг/мл стимулировал биосинтез белков в монослоях клеток. С помощью жировых эпидидимальных клеток крыс установлен инсулиноподобный эффект ЭСХ, проявляющийся в стимуляции липогенеза из 14С-глюкозы. Все три препарата не оказывали опосредованного цитотоксического эффекта на пролиферацию клеток через секрецию фактора некроза опухоли перитонеальными макрофагами мышей [1]. 

В исследованиях на первичной культуре гепатоцитов крыс изучено влияние гепатотропных веществ на процессы некроза и апоптоза. В качестве индуктора повреждения гепатоцитов использовали гликохенодезоксихолевую кислоту (ГХДХК). Через 4 часа инкубации гепатоцитов с ГХДХК в дозах 25-50 мкг/мл по активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в инкубационной среде выявлены признаки незначительного цитолитического эффекта. При концентрациях 100-400 мкг/мл высвобождение ЛДГ в инкубационную среду увеличивалось с 4,89(0,19% (контроль) до 45,7(0,19% (400 мкг/мл) (Р<0,05). УДХК и ТУДХК оказали аналогичный результат только при концентрации 400 мкг/мл. Препарат ЭСХ не обладал цитотоксичностью в изученном диапазоне доз. ТУДХК уменьшала цитолитический эффект ГХДХК и при концентрации 200 мкг/мл полностью предотвращала его. УДХК в дозах выше 50 мкг/мл потенцировала некрозогенный эффект ГХДХК. При изучении биосинтеза ДНК выявлено, что ГХДХК (25-400 мкг/мл) уменьшала, УДХК и ТУДХК не влияли, а препарат ЭСХ стимулировал включение [3H]тимидина в ДНК гепатоцитов. ТУДХК обладала дозозависимым протективным эффектом и предотвращала ингибирование включения предшественника в ДНК, вызванное ГХДХК. Защитного эффекта УДХК и препарата ЭСХ на биосинтез ДНК не выявлено. 

Препараты желчных кислот по-разному влияли на процесс апоптоза и некроза. Инкубация гепатоцитов с 50 мкг/мл ГХДХК индуцировала апоптоз, что подтверждалось наличием типичной ДНК «лестницы», конденсацией хроматина и фрагментацией ядра. После инкубации с ГХДХК количество апоптотических клеток повышалось с 0,67(0,8% в контроле до 15,2(3,49% в экспериментальной группе. ТУДХК, УДХК и препарат ЭСХ не вызывали ни апоптоз, ни некроз гепатоцитов. Тем не менее, препараты желчных кислот оказывали антиапоптозогенный эффект, а ТУДХК обладала выраженным антинекрозогенным эффектом. Препарат ЭСХ оказывал гепатотропное действие через введение в метаболизм гепатоцитов низкомолекулярных внутриклеточных биорегуляторов [2].

В эксперименте на крысах показано, что 20-дневное интрагастральное введение УДХК (200 мг/кг) оказывала скрытый цитотоксический эффект на клетки печени, который был выявлен в митотическую фазу репаративной регенерации печени: найдено значительное снижение скорости биосинтеза ДНК в гомогенатах и ядрах гепатоцитов на 57% и 48% соответственно. В гипертрофическую фазу репаративной регенерации печени препарат ускорял восстановление структуры и метаболизма гепатоцитов. При воспроизведении алиментарной гиперхолестеринемии параллельное введение УДХК уменьшало накопление холестерина в печени на 57,2%, а триацилглицеринов – на 29,2%, а также препятствовало снижению содержания ДНК в гомогенатах и ядрах гепатоцитов. Обнаружен положительный эффект препарата на активность сывороточных АлАТ, ГГТ и щелочной фосфатазы (ЩФ). Препарат нормализовал биосинтез ДНК, а также содержание белков и липидов в регенерирующей печени крыс в условиях алиментарной гиперхолестеринемии. Препарат обладал незначительным гипогликемическим эффектом. УДХК оказала нормохолестеринемический эффект при радиационно-индуцированной дислипопротеинемии (0,25 Гр), препятствовала накоплению липидов в печени облученных крыс и обладала позитивным мембранотропным эффектом [3].

20-дневное введение ЭСХ в дозе 200 мг/кг подтвердило наличие инсулиноподобного эффекта препарата (использование аминокислот с разветвленным радикалом не только в метаболизме гепатоцитов, но и клеток инсулярного аппарата поджелудочной железы): 1) гипогликемическое действие; 2) стимуляция биосинтеза ДНК (усиление включения [3Н]тимидина в ДНК ядер гепатоцитов на 110,4% через 24 часа после 70% частичной гепатэктомии); 3) накопление триацилглицеринов в печени, но снижение их уровня в плазме крови; 4) усиление биосинтеза экспортных белков печени (например, апопротеинов липопротеинов) и мембраностабилизирующий эффект (по активности АлАТ, АсАТ и ЩФ). В условиях воспроизведения алиментарной гиперхолестеринемии у крыс инсулиноподобный эффект ЭСХ практически полностью утрачивался. Препарат ЭСХ оказал многогранное нормолипидемическое действие при транзиторной радиационно-индуцированной дислипопротеинемии у крыс (0,25 Гр и 5,0 Гр). Инсулиноподобный эффект ЭСХ у облученных животных практически не проявлялся. В экспериментах с острой и хронической алкогольной интоксикацией удалось показать, что интрагастральное введение ЭСХ уменьшало токсическое действие этанола и стимулировало реакции пентозофосфатного пути обмена углеводов с целью более эффективного синтеза фосфорибозилпирофосфатата [4]. 

Сравнение фармакодинамики УДХК и ЭСХ показало, что препарат желчной кислоты через стимуляцию физиологической регенерации способен активировать репаративные процессы в печени при достаточно жестких воздействиях (удаление 70% массы печени, алиментарная гиперхолестеринемия, облучение, ишемия, а также сочетание этих факторов). Метаболические эффекты препарата ЭСХ, не обладающего цитотоксичностью, и заключающиеся в поддержании метаболизма экзогенными низкомолекулярными метаболитами и биорегуляторами, не могут обеспечить защиту метаболизма при моделировании относительно грубых нарушений обмена веществ. 

Препарат ТУДХК занимает промежуточное положение между УДХК и ЭСХ по проявлениям цитотоксичности и гепатотропным эффектам. Его применение при экспериментальной и клинической патологии печени, по всей видимости, предпочтительно. 

Клинико-лабораторная оценка эффективности препаратов ЭСХ показала следующее: 1) использование низкой концентрации ЭСХ в виде чая у больных ИБС с признаками легкой степени повреждения печени не оказало нормализующего влияния на показатели липидтранспортной системы, но способствовало снижению концентрации билирубина и мочевины, а также активности АлАТ, АлАТ и ГГТ в сыворотке крови; 2) использование сиропа ЭСХ у лиц с признаками хронической стресс-реакции способствовало уменьшению концентрации холестерина ЛПНП и уменьшению уровня билирубина; 3) повышение концентрации препарата ЭСХ в сочетании с витамином С оказало положительное действие на метаболические признаки синдрома Х; 4) 3% спиртовой препарат ЭСХ в сочетании с энтеросорбентом оказался эффективным средством выведения пациентов из состояния абстинентного синдрома [5].

Список литературы
1. Chirkin A., Danchenko E., Dargel R. // Medical Science. – 1999. – V.5.– Suppl.1. – P.109‑114.

2. Чиркин А.А., Данченко Е.О., Шейбак В.М. // Вестник фармации. – 1998. – №4. – С. 24-30.

3. Данченко Е.О., Абакумова О.Ю., Чиркин А.А.,Таушел Х.-Д. / Тез. стенд. докл. «Новые направления в гепатологии»; Фальк-симпозиум № 92.– С.-Петербург, 1996. – С.323.

4. Данченко Е.О. // Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии. – Витебск, 1999. – С.119-123.

5. Чиркин А.А., Данченко Е.О., Луняк Н.К. Метаболическая терапия препаратами солянки холмовой. – М.: Фитос, 1999. – 46 с.

УДК: 612.014.482+546.175:577.15:616.428:616.391-092.9

Влияние введения радионуклидов и нитратов на некоторые метаболические показатели в лимфоидных органах молодых крыс с полигиповитаминозом

Л.Н. Дворянинович

Гродненский государственный медицинский университет

В последние годы загрязняющие окружающую среду нитраты и радионуклиды являются опасными факторами, угрожающими здоровью и жизни людей. Поступая в организм, они снижают защитные механизмы и приводят к развитию заболеваний.

В доступной литературе сведения о влиянии нитратов и радионуклидов на биохимические реакции в организме, имеющие непосредственное отношение к формированию защитных иммунных процессов, немногочисленны [6]. Особое значение в сохранении гомеостаза при действии повреждающих факторов на организм принадлежит витаминам группы В, которые непосредственно влияют на клеточные факторы неспецифической защиты, стимулируют функциональную активность лейкоцитов [2]. Известно, что дефицит водорастворимых витаминов встречается у разных групп населения вследствие целого ряда причин.

Целью настоящей работы явилось исследование в лимфоидных органах (тимус, селезенка и мезентериальные лимфоузлы) молодых интактных и полигиповитаминозных крыс влияния введения в организм радионуклидов и нитратов на показатели, характеризующие общую иммунореактивность (щелочная фосфатаза – ЩФ, масса органа) и на активность фермента транскетолазы (ТК), являющегося лимитирующим звеном пентозофосфатного пути превращения углеводов и имеющего прямое отношение к образованию пентозного компонента нуклеиновых кислот и энергообеспечению организма, т.е. к тем реакциям, которые непосредственно связаны с процессами биосинтеза иммунных белков.

Материалы и методы. Опыты поставлены на 48 молодых беспородных крысах-самцах массой 80 – 100 г, содержавшихся на обычном рационе вивария. Животные были разделены на 6 групп: 

интактные крысы (общий контроль); 

подопытные полигиповитаминозные (ПГ) крысы, получавшие в течение 4-х недель автоклавированное зерно (АКЗ); 

подопытные крысы, получавшие в течение 4-х недель АКЗ и нитраты (5% NaNO3) с питьевой водой из расчета 5 мг/кг массы; 

подопытные ПГ крысы, получавшие в течение 4-х недель АКЗ и радионуклиды с радиоактивным зерном (137Cs – 445,7 Бк/кг, 90Sr – 15,5 Бк/кг); 

подопытные ПГ крысы, получавшие в течение 4-х недель АКЗ, радионуклиды и нитраты в тех же дозах; 

подопытные ПГ крысы, получавшие в течение 4-х недель АКЗ, радионуклиды, нитраты и дополнительно окситиамин (ОТ) с питьевой водой из расчета 4 мг/кг массы.

Активность ТК определяли по количеству седогептулозо-7-фосфата [3], активность ЩФ исследовали биотестом ALP-200 П (Хемапол, Прага, Чехословакия) по количеству освобожденного 4-нитрофенола, количество общего белка по Лоури [4].

Результаты и обсуждение. Полученные результаты представлены в таблице 1. Состояние ПГ, вызванное содержанием подопытных крыс на рационе с АКЗ, привело к достоверному уменьшению массы всех лимфоидных органов и количества белка в селезенке, снижению активности ТК в тимусе и мезентериальных лимфоузлах и ЩФ в мезентериальных лимфоузлах (гр. 2). 

Введение нитратов животным с ПГ (гр. 3) вызвало достоверное увеличение массы мезентериальных лимфоузлов и количества общего белка в тимусе и мезентериальных лимфоузлах, повышение активности ТК во всех исследуемых органах и ЩФ в селезенке и мезентериальных лимфоузлах в сравнении с группой ПГ крыс. Введение радионуклидов ПГ крысам (гр. 4) также повысило активность ТК до исходного уровня в тимусе, а ЩФ во всех лимфоидных органах. Совместное введение нитратов и радионуклидов (гр. 5) привело к более выраженному повышению активности исследуемых ферментов в сравнении с группами животных, получавших нитраты и радионуклиды раздельно. Углубление ПГ состояния дополнительным введением ОТ (гр. 6) вызвало снижение активности ТК во всех исследуемых органах, а ЩФ в селезенке и мезентериальных лимфоузлах. Полученные в эксперименте изменения исследуемых показателей (масса органов, общий белок, активность ТК и ЩФ) в разных лимфоидных органах неоднозначны, что, по-видимому, обусловлено различиями и особенностями метаболизма этих органов в связи с их функциональной направленностью. 

Таблица 1. Метаболические показатели в лимфоидных органах крыс при поступлении нитратов и радионуклидов
	ОРГАНЫ
	ГРУППЫ

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Тимус:

масса, мг
	304(12,0


	112(18,7*


	129(17,2*
	69,0(7,1*

Р2-4<0,05
	63,0(10,5*

Р2-5<0,05

Р3-5<0,01
	69,0(14,9*

Р3-6<0,05

	мг белка /г ткани


	190(9,4


	186(9,5


	223(9,7


	155(8,1*

Р2-4<0,05
	143(15,8

Р2-5<0,05
	158(6,8*

Р2-6<0,05

	ТК, мкМ/мг б/ч


	1,05(0,13


	0,64(0,03*


	0,82(0,06

Р2-3<0,02
	0,93(0,13

Р2-4<0,05
	1,55(0,15*


	1,10(0,12

Р2-6<0,05

Р5-6<0,05

	ЩФ, нМ/г тк/15’
	339(32,7
	262(29,8


	312(27,5
	411(22,5

Р2-4<0,01
	504(39,9*

Р2-5<0,001

Р3-5<0,01
	448(66,8

Р2-6<0,05

	Селезенка:

масса, мг


	836(59,5
	547(60,4*
	687(58,1
	398(38,4*
	318(44,0*

Р2-5<0,02

Р3-5<0,001
	472(45,1*

Р3-6<0,05

	мг белка/г ткани


	281(7,5
	252(6,7*
	253(6,6*
	282(11,7

Р2-4<0,05
	250(10,8*
	245(9,9*

Р4-6<0,05

	ТК, мкМ/мг б/ч


	0,74(0,09
	0,67(0,02
	0,80(0,05

Р2-3<0,05
	0,65(0,08
	0,96(0,07

Р2-5<0,01

Р4-5<0,01
	0,72(0,04

Р5-6<0,02

	ЩФ, нМ/мг б/15’
	780(130
	483(51,6

Р1-2<0,1
	902(65,7

Р2-3<0,001
	870(57,0

Р2-4<0,001
	1086(34,3*

Р2-5<0,05

Р3-5<0,05

Р4-5<0,01
	705(103

Р5-6<0,001

	Мезентериальные

лимфоузлы: 

масса, мг


	408(33,4
	110(10,8*
	245(18,8*

Р2-3<0,001
	225(14,5*

Р2-4<0,001
	170(20,3*

Р2-5<0,05
	221(31,2*

Р2-5<0,01

	мг белка/г ткани
	193(15,3
	171(6,0
	190(1,7

Р2-3<0,01
	189(5,3

Р2-4<0,05
	154(8,3*
	182(4,6

Р5-6<0,02

	ТК, мкМ/мг б/ч


	1,18(0,07
	0,75(0,02*
	0,95(0,06*

Р2-3<0,01
	0,82(0,11*
	1,49(0,09*

Р2-5<0,01

Р4-5<0,001
	0,88(0,07*

Р5-6<0,001

	ЩФ, нМ/мг б/15’
	492(49,1
	336(20,2*
	503(33,0

Р2-3<0,001
	493(28,6

Р2-4<0,001
	761(64,4*

Р2-5<0,001

Р3-5<0,01

Р4-5<0,01
	530(45,0

Р5-6<0,02


Примечание: * – достоверность показателей по сравнению с показателями 1-й группы, Р<0,05. 

Необходимо отметить важную роль селезенки как органа фагоцитоза и антителообразования, тогда как тимус контролирует функциональную активность лимфоцитов, осуществляющих иммунологический надзор в организме. Отмеченное в опытах снижение активности ТК в лимфоидной ткани ПГ крыс, очевидно, обусловлено дефицитом в организме коферментной формы тиамина, а снижение активности ЩФ, по-видимому, может свидетельствовать о нарушении функциональной активности клеток лимфоидной ткани. По данным ряда авторов [1, 5], активность этого фермента служит достоверным индикатором биологической активности клеток лимфоидной ткани. Выявленное в опытах повышение активности ТК и ЩФ при введении нитратов и радионуклидов, вероятно, следует расценивать как адаптивную реакцию, направленную на поддержание функционального состояния лимфоидной ткани на должном метаболическом уровне при действии повреждающего фактора.

Указанные изменения свидетельствуют о нарушении активности исследуемых ферментов в лимфоидных органах ПГ крыс при введении нитратов и радионуклидов, причем совместное их введение и увеличение глубины ПГ (введение ОТ) делает эти сдвиги более выраженными.

Таким образом, результаты эксперимента выявили нарушение активности пентозофосфатного пути превращения углеводов и функциональной активности лимфоидной ткани у молодых растущих крыс, получавших радионуклиды и нитраты, причем состояние полигиповитаминоза усугубляет эти нарушения.
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Активность щелочной фосфатазы в лимфоидных органах крыс с алкогольным абстинентным синдромом и после введения аминокислотной смеси

Л.Н. Дворянинович, В.В. Лелевич

Гродненский государственный медицинский университет

В последние годы в Республике Беларусь отмечается значительный рост больных алкоголизмом [4]. Употребление алкоголя приводит к снижению иммунологической реактивности организма и развитию заболеваний [1]. Лимфоидная ткань является местом, где реализуются иммунологические реакции. Важную роль в функционировании лимфоидных клеток играет фермент – щелочная фосфатаза (ЩФ), физиологическая роль которого выражается в регуляции проницаемости клеточной мембраны при переносе метаболитов. ЩФ, являясь маркерным ферментом цитоплазматических мембран, служит достоверным индикатором функционального состояния клеток лимфоидной ткани [3,8]. В доступной литературе сведения о влиянии этанола на активность ЩФ в лимфоидных органах немногочисленны [2].

Целью настоящей работы явилось исследование активности ЩФ в лимфоидных органах (тимус, селезенка, мезентериальные лимфоузлы) животных с алкогольным абстинентным синдромом (через 1, 3 и 7 суток после отмены введения этанола), а также исследовалась возможность коррекции выявленных изменений в активности фермента с помощью введения аминокислотной смеси.

Материалы и методы. Опыты поставлены на молодых беспородных белых крысах-самцах (56 животных) массой 160-180 г, содержавшихся на обычном рационе вивария. Алкогольный абстинентный синдром (ААС) вызывали методом интрагастральной интубации по Майхровичу в модификации [7]. Животным внутрижелудочно (в/ж) вводили 25% раствор этанола в суммарной дозе 10 г/кг массы 2 раза в сутки (по 5 мг/кг массы) с интервалом 12 часов на протяжении 5 дней. Через сутки, 3 и 7 дней после последней инъекции алкоголя производили их декапитацию. Контрольные животные получали в/ж равные по объему количества физиологического раствора. На фоне абстинентного синдрома (1 сутки, 3 суток и 7 суток) подопытным крысам вводили смесь аминокислот (СА) (лейцин, изолейцин, валин, таурин, триптофан) дважды в день утром и вечером внутрибрюшинно в дозе 500 мг/кг в течение суток. Обоснованием для применения СА явились литературные данные [5] о том, что при хронической алкогольной интоксикации использование диеты, обогащенной аминокислотами с разветвленной углеводородной цепью, частично предупреждает морфологические и структурные изменения в печени. Животные были разделены на 7 групп:

интактные (общий контроль); 

подопытные с ААС (отмена 1 сутки);

подопытные крысы с ААС, которым вводилась СА (отмена 1 сут);

подопытные крысы с ААС (отмена 3 сутки);

подопытные крысы с ААС (отмена 3 сут), которым вводилась СА;

подопытные с ААС (отмена 7 сутки);

подопытные крысы с ААС (отмена 7 сут), которым вводилась СА.

Активность ЩФ определяли биотестом La Chema БРНО ALP 200 П (Хемапол, Прага, Чехословакия) по количеству освобожденного 4-нитрофенола, количество общего белка по Лоури [6].

Результаты и обсуждение. Полученные результаты представлены в табл. 1. У животных с ААС (отмена 1 сутки) отмечено уменьшение массы селезенки, активность ЩФ существенно не менялась. У крыс с ААС (отмена 3 суток) выявлено уменьшение массы тимуса и селезенки и достоверное повышение активности ЩФ в тимусе и селезенке. Через 7 суток после прекращения введения этанола отмечено уменьшение массы селезенки и снижение активности ЩФ в мезентериальных лимфоузлах. Введение СА крысам с ААС (отмена 1 сутки) снизило массу мезентериальных лимфоузлов и не изменило существенно активность ЩФ. Введение минизоля крысам через 3 суток после введения этанола вызвало повышение массы тимуса и снижение активности ЩФ в тимусе и селезенке до контрольного уровня. Введение подопытным животным СА через 7 дней после отмены этанола снизило массу мезентериальных лимфоузлов и повысило активность ЩФ в мезентериальных лимфоузлах до контрольного уровня.

Отмеченные в опытах изменения активности ЩФ в разных лимфоидных органах неоднозначны, что, по-видимому, обусловлено особенностями метаболизма в этих органах. Наиболее выраженные изменения активности исследуемого фермента выявлены в центральном органе иммуногенеза – тимусе, который контролирует функциональную активность лимфоцитов, осуществляющих иммунологический надзор в организме. Выявленное в наших опытах повышение активности ЩФ в лимфоидных органах крыс с ААС (гр. 4) следует, видимо, расценивать как адаптивную реакцию, направленную на поддержание функционального состояния лимфоидной ткани на должном метаболическом уровне. Дополнительное введение подопытным крысам СА при отмене этанола (3 и 7 суток) сопровождается достоверным снижением активности ЩФ в тимусе и селезенке и повышением ее активности в мезентериальных лимфоузлах до контрольного уровня.

Таблица 1. Активность ЩФ в лимфоидных органах крыс с ААС и после введения аминокислотной смеси
	ОРГАНЫ
	ГРУППЫ

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Тимус:

масса, мг
	100(13,1
	147(22,9
	95,5(13,5
	57,9(4,21
	140(28,4

Р4-5<0,02
	142(23,3
	121(13,1

	мг белка/г тк
	87,0(4,65
	89,0(5,10
	95,5(5,51
	93,1(6,41
	97,0(3,42
	88,8(6,06
	94,7(4,44

	ЩФ, мкМ/мг б/30
	0,17(0,02
	0,17(0,02
	0,22(0,02

Р2-3<0,1
	0,27(0,03*


	0,18(0,01

Р4-5<0,01
	0,15(0,02
	0,13(0,01

Р1-7<0,1

	Селезенка:

масса, мг
	1306(69,7
	867(103*
	858(60,8*


	836(59,0*
	929(79,2*
	1036(54,1*
	992(71,8*

	мг белка/г тк
	104(2,40
	109(7,15
	99,0(3,17
	107(3,73
	113(7,75
	107(32,9
	108(8,28

	ЩФ, мкМ/мг б/30
	0,31(
	0,34(0,06 (6)
	0,38(0,02
	0,40(0,03*
	0,36(0,03
	0,29(0,02
	0,26(0,02

Р1-7<0,1

	Мезентериальные лимфоузлы:

масса, мг
	241(22,5
	188(23,3
	172(14,4*
	197(18,9
	167(16,1*
	183(18,5
	145(8,9*

	мг белка/г тк
	77,8(2,66
	77,2(1,82
	81,5(2,48
	80,0(1,89
	78,9(3,19
	82,7(3,36
	82,0(3,20

	ЩФ, мкМ/мг б/30
	0,31(0,02
	0,36(0,06
	0,35(0,02
	0,29(0,02
	0,26(0,02
	0,21(0,013*
	0,25(0,015

Р1-7<0,1


Примечание: * – достоверность показаний по сравнению с показателями 1-й группы, Р<0,05.

Таким образом, результаты эксперимента выявили нарушение функциональной активности лимфоидных клеток тимуса, селезенки и мезентериальных лимфоузлов у крыс с ААС (отмена 3 и 7 суток), что, несомненно, является одним из звеньев в цепи нарушений иммунных механизмов при алкогольной интоксикации. Введение СА крысам с ААС оказало корригирующее влияние на отмеченные сдвиги в активности фермента.

Список литературы

1. Анохина И.П. // Вестник Российской Академии медицинских наук.– М., 1999. – № 6. – С.43-47.

2. Дворянинович Л.Н., Сидорович Е.М., Лелевич В.В. // В кн.: IV Всесоюзный симпозиум «Пентозофосфатный путь превращения углеводов, его механизмы и регуляция».– Калинин (Карачарово), 1984.– С.29-30.

3. Кишковская О.В. // Механизмы некот. патол. процессов.– Ростов-на-Дону, 1972.– Вып.4. – Ч.2.– С.35-45.

4. Козловский А.В., Разводовский Ю.Е., Лелевич В.В. и др. // Медицинские новости.– 2000.– №1.– С.21-24.

5. Farbiszewski K., Chiczewski L., Holownia A. et al. // Patol. Pol.– 1990.– V.41.– N.4.– Р.183-186.

6. Lowry O.H., Rosenbrouch et al. // J. Biol. Chem.– 1951.– V.193.– Р.265-275.

7. Maijchrowich E. // Psycopharmacologia.– 1975.– V.43.– P.245-254.

8. Nossal J.J. // Aust. Ann. Med. – 1965.– V.14.– Р.321.

УДК 611.36:612.014.46

Ультраструктурные изменения в печени крыс под влиянием эндотоксина и некоторых химических факторов

Н. П. Денисенко 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

За последние десятилетия в результате физиологических, биохимических и клинических исследований выявилось значение печени в осуществлении и регулировании основных звеньев обмена веществ, что определяет ее важную роль в поддержании гомеостаза организма. Установлено ведущее значение печени в синтезе различных классов белков, глюкопротеидов, липопротеидов, глюкозы, метаболизме жирных кислот [2, 3, 10]. Имеются данные о существовании в печени термочувствительных рецепторов [8], что обусловливает ее значение в поддержании температурного гомеостаза. Установлено, что как чужеродные вещества, попадающие в организм, так и биологически активные вещества эндогенного происхождения, подвергаются процессам метаболических превращений, в основном, в печени [4]. Получены доказательства участия печени в механизмах лихорадки [9, 10].

Настоящая работа посвящена изучению ультраструктурных изменений в гепатоцитах крыс, вызванных введением эндотоксина бактериального происхождения, а также токсических техногенных соединений свинца и нитрита.

Материалы и методы. Исследования выполнены на печени контрольных и опытных белых крыс массой 160-220 г. В I-ой экспериментальной группе животных использован бактериальный эндотоксин пирогенал, введенный однократно внутрибрюшинно в дозе 60 мкг/кг. Ректальную температуру измеряли с помощью электротермометра ТПЭМ‑2. Материал иссекали под эфирным наркозом через 1, 3, 6, 12 и 24 ч после введения пирогенала. Во II-ой группе крыс использован раствор ацетата свинца, который в объеме 1 мл из расчета 0,6 мг/кг вводили через пищевод с помощью зонда в течение месяца, а в III-й группе – нитрит натрия, данный животным с питьевой водой в дозе 15 мг/кг также в течение месяца. Участки ткани печени подвергали альдегид-осмиевой фиксации и заключали в аралдит. Срезы после контрастирования просматривали в микроскопе JEM-100CX и фотографировали. 

Результаты и обсуждение. После введения крысам пирогенала и подъема ректальной температуры в среднем на 2,3о С отмечены признаки повышения функциональной активности гепатоцитов. Выявлены набухание митохондрий с просветлением их матрикса, расширение каналов гранулярного эндоплазматического ретикулума, обилие свободных и связанных рибосом, множество секреторных везикул, пероксисомы, возрастание количества ядрышек в ядрах, а также двухядерных клеток. Установленный нами факт активации митохондрий согласуется с результатами биохимических исследований [1] о возрастании активности дыхательных ферментов митохондрий печени после введения пирогена​ла, что свидетельствует об усилении роли аэробного пути энергообразования, в то время как в норме для печени более характерен анаэробный гликолиз. Усиленное функционирование белок-синтезирую​щей системы гепатоцитов и активация секреторных процессов, по всей вероятности, связаны с продукцией острофазных протеинов (1-анти​трип​сина, (2-макроглобулина и др., выполняющих важную роль при эндотоксемии [10, 12]. Выявленную в данной работе гиперплазию гладкого эндоплазматического ретикулума можно связать с активацией синтеза липидов, а также усилением реакций биотрансформации токсинов [3,6].

Вместе с тем, после введения пирогенала усиливаются процессы деструкции в печени. В цитоплазме гепатоцитов появляются участки, представляющие собой гомогенный материал пониженной электронной плотности, ограниченные однослойной мембраной, а также содержащие пустоты и мембранные структуры. Отмечено усиление процессов аутофагии; наряду с первичными лизосомами чаще встречаются группы вторичных лизосом, аутофагосомы, аутофаголизосомы. После введения пирогенала обнаружена также гетерофагия эритроцитов паренхиматозными клетками печени, что, наряду с фагоцитозом эритроцитов Купферовыми клетками, представляется одним из возможных механизмов инициации процессов, ведущих к увеличению массы печени в случае ее повреждения.

Под воздействием химических факторов на организм крыс (ацетат свинца и нитрит натрия) деструктивные процессы в печени возрастали. Отмечены лизис участков цитоплазмы, миелоподобные включения и микрофиламентозные образования, сферические аморфные тела деградации с повышенной электронной плотностью. Выявлено высокое содержание липидных капель, часть которых опустошена и имеет вид вакуолей. Для митохондрий гепатоцитов крыс II и III групп, как правило, характерен темный матрикс, что свидетельствует о снижении активности энергетического аппарата клеток и согласуется с биохимическими исследованиями [5]. Нередко в митохондриях обнаруживаются еще более электронноплотные крупные интрамитохондриальные гранулы, а также мелкие вакуольки. Гиперплазия гладкого эндоплазматического ретикулума и гипертрофия комплекса Гольджи, по всей вероятности, связаны с усилением процессов метаболических превращений и обезвреживанием чужеродных веществ. Изучение динамики преобразования лизосомальных структур дает возможность сделать предположение об изоляции токсических веществ, поступающих в организм из внешней среды, в аутофагических вакуолях. Нередко наблюдается выход эритроцитов за пределы синусоидов  и захват их гепатоцитами; соседство «темных» и «светлых» клеток. По-видимому, «светлые» гепатоциты со сниженным содержанием рибосом и гликогена образуются из «темных» в результате расходования последними части структур и энергии, что говорит об активации катаболических процессов.

Установленные в настоящей работе перестройки субмикроскопической организации гепатоцитов под влиянием химических факторов могут лежать в основе функциональных изменений, выявленных рядом авторов биохимическими и физиологическими методами [5,7, 11]. 

Таким образом, если после однократного введения эндотоксина выявлены признаки функционального напряжения гепатоцитов и активации компенсаторно-адаптивных процессов в печени, то в результате хронического воздействия указанных химических веществ, напряжение становится чрезмерным и изменения носят более выраженный патологический характер.
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Ингибирование перекисного окисления липидов мембраноадресованными фенольными и нитроксильными антиоксидантами

В.И. Долгопалец, В.Ю. Давыдов, М.А. Кисель 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

Свободнорадикальные реакции, протекающие в клеточных мембранах человека и животных, играют важную роль в патогенезе воспалительных процессов, рака, ишемической болезни и в развитии дегенеративных явлений, таких, как старение, артрит и иммунодефицит. К наиболее изученным свободнорадикальным реакциям относится перекисное окисление липидов (ПОЛ) [1]. В клетках существует система подавления свободнорадикальных процессов, в состав которой входят как полимерные (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатионзависимые пероксидазы и трансферазы), так и низкомолекулярные биоантиоксиданты. Низкомолекулярные антиоксиданты в свою очередь подразделяются на водорастворимые (витамин С, глутатион) и липофильные (витамины А, Е и К). Последние ингибируют ПОЛ в гидрофобной области мембраны, в то время как гидрофильные антиоксиданты нейтрализуют зарождающиеся в водной фазе активные частицы кислорода [2]. 

В последние годы многие исследователи заняты поиском синтетических ингибиторов радикальных процессов, которые рассматриваются ими как потенциальные лекарственные вещества для профилактики и лечения патологий, обусловленных сбоями в антиокислительной системе организма. Важными условиями эффективного проявления антиоксидантных свойств синтетическими ингибиторами представляются их способность к встраиванию в липидный бислой и определённая локализация активной группировки в мембране. Таким условиям могут удовлетворять некоторые амфипатические (мембраноадресованные) антиоксиданты – аналоги фосфолипидов, производные жирных кислот и холестерина. Подтвеждением этому предположению служат данные о существенно большем ингибировании ПОЛ в микросомах нитроксидным аналогом холестерина по сравнению с 2,2,2',2'-тетраметилпиперидин​оксидом (ТЕМПО) [3]. 

С целью поиска новых эффективных антиоксидантов мы синтезировали ряд амфипатических соединений – аналогов фосфолипидов и производных жирных кислот, содержащих пространственно-затруднённую фенольную группу [4] или нитроксидный радикал. В настоящей работе исследована роль структурных особенностей полученных соединений в проявлении ими ингибирующего действия на ПОЛ в липосомах и гомогенате мозга. Как видно из рис. 2, фенольный антиоксидант (3,5-ди-трет-бутил-2-гидроксифенил)гексадецил фосфат (ГФП) уже при концентрации 10-5 М эффективно ингибировал накопление активных в тесте с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) продуктов ПОЛ. При концентрации ГФП и (3,5-ди-трет-бутил-2-гидроксифенил) холестерилфосфата (ХФП), равной 10-3 М, образование ТБК-активных продуктов снижается до 5,5 и 18,2% соответственно. При этой концентрации токоферола выход ТБК-активных продуктов составляет 75% от контроля. При низких концентрациях практически не проявляет активности фенольный антиоксидант на основе холестерина ХФП. По данным распределения в системе н-бутанол-вода, он явлется более гидрофобным, чем ГФП (коэффициенты распределения для ГФП и ХФП были 10,6 и 17,0 соответственно). По-видимому, при добавлении к гомогенату мозга большая часть молекул ХФП подвергается агрегации, что приводит к резкому снижению эффективной концентрации антиоксиданта как в водной фазе, так и в мембранах.
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Рис. 1. Химическая структура синтезированных соединений

В качестве ингибиторов ПОЛ были также испытаны липофильные соединения, содержащие в своем составе пиперидин-N-оксидный и оксазолидин-N-оксидный стабильные радикалы: ТЕМПО, 4-, 7-, 12-, 16-доксилстеариновые кислоты (ДСК), N-миристоиламино-ТЕМПО (М-ТЕМПО) и N-(7-доксилстеароиламино)-ТЕМПО (7-ДСК-ТЕМПО). ПОЛ в липосомах из фосфатидилхолина печени крысы инициировали комплексом Fe2+/ADP, ход реакции оценивали по накоплению альдегидов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой. Из данных, представленных на рис. 3, видно, что ингибирующий эффект доксилстеариновых кислот зависит от локализации радикала относительно карбоксильной группы и увеличивается в ряду 4-ДСК(7-ДСК(12-ДСК(16-ДСК. Метиловый эфир (7-ДСКМЭ) и амид 7-доксилстеариновой кислоты (7-ДСКА) являются более слабыми ингибиторами ПОЛ, по сравнению с 7-ДСК. Лучшим ингибитором среди испытанных соединений является М-ТЕМПО, который замедляет ПОЛ в большей степени, чем токоферол, 4-ДСК и бис-радикальное соединение 7-ДСК-ТЕМПО. Самым слабым ингибитором показал себя ТЕМПО, не содержащий в составе молекулы длинных углеводородных цепей.
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	Рис. 2. Зависимость накопления ТБК-активных продуктов в единицах малонового диальдегида (МДА) в гомогенате мозга от концентрации добавленных антиоксидантов: 1 – токоферол; 2 – ГФП; 3 – ХФП


	
	Рис. 3. Ингибирование образования ТБК-активных продуктов в единицах МДА в липосомах из фосфатидилхолина печени крыс (соотношение липид : антиоксидант = 100:1): 1 – без ингибитора; 2 – ТЕМПО; 3 – токоферол; 4 – 4-ДСК; 5 – 7-ДСК; 6 – 12-ДСК; 7 – 16-ДСК; 8 – М-ТЕМПО; 9 – 7-ДСК-ТЕМПО; 10 – 7-ДСКМЭ; 11 – ДСКА; 12 – стеариновая кислота


Таким образом, антиоксидантные свойства синтезированных соединений зависят от гидрофобно-гидрофильного баланса молекулы и локализации активной группы в липидном бислое мембраны. 
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Влияние комплексного витаминного препарата «Метовит» на ферментную систему антиоксидантной защиты организма

Г.В. Донченко, Ю.М. Пархоменко, И.В. Кузьменко 

Институт биохимии НАН Украины, Киев

В связи с ухудшением экологической ситуации на нашем континенте, довольно часто наблюдается нарушение витаминного статуса организма человека. Это в свою очередь приводит к возникновению дисбаланса в клеточном обмене и как последствие – к снижению сопротивляемости организма. При воздействии неблагоприятных факторов на организм первый удар принимает на себя система антиоксидантной защиты. Далеко не всегда в этих условиях введение в организм потерпевших людей комплекса витаминов с микроэлементами, которые входят в состав широко рекламируемых поливитаминных препаратов, приводит к нормализации клеточного обмена. Результаты наших исследований свидетельствуют, что для стабильного функционирования организма существенную роль играет не только уровень обеспеченности его витаминами, но и не в меньшей степени – способность тканей усваивать витамины, трансформировать их в биологически активные формы, а также присутствие в организме других биологически активных веществ, способствующих активации обмена витаминов. При одновременном введении в организм всего комплекса витаминов может иметь место конкуренция между отдельными витаминами на уровне их транспорта или метаболизма. Поэтому более рациональным мы считаем разработку витаминсодержащих препаратов, в состав которых входит ограниченное количество компонентов, синергично действующих на отдельные звенья клеточного метаболизма.

Все вышесказанное принималось нами во внимание при создании композиции биологически активных веществ, предназначенной для повышения устойчивости организма человека к неблагоприятным факторам окружающей среды. 

В состав композиции входят несколько витаминов и аминокислота метионин. Эта композиция легла в основу разработанного нами комплексного витаминного препарата, получившего название «Метовит». Благодаря активации в тканях узких звеньев клеточного метаболизма, в частности – реакций транссульфирования и трансметилирования, способствующих синтезу восстановленного глутатиона, препарат должен способствовать, прежде всего, активации системы антиоксидантной защиты.

Влияние препарата на ферментную систему антиоксидантной защиты организма мы изучали на модели гипоксической гипоксии. Модель гипоксии вызывали с помощью барокамеры. Для биохимических исследований животных в барокамере поднимали на условную высоту 9 тыс. м (давление – 230 мм рт. ст.) на 20 мин, после чего давление снижали и крыс брали в эксперимент. Препарат вводили животным на протяжении 7 дней до подъема их на условную высоту в дозе 25 мг на 1 кг массы, в качестве препарата сравнения использовали комплексный витаминный препарат «Декамевит».

Полученные данные свидетельствуют, что введение препарата предупреждает значительную часть нарушений в метаболизме экспериментальных животных, вызванных гипоксией, в частности, предупреждает  снижение активности ферментов антиоксидантной защиты. Особенно наглядно это отражают данные, полученные на ткани мозга опытных крыс, приведенные в табл. 1. Как видно из этих данных, у опытных животных, которым вводили препарат «Метовит», активность ферментов супероксиддисмутазы и каталазы остается практически на уровне нормы, в то время как введение «Декамевита» не предупреждает снижения активности этих ферментов в условиях гипоксии. 

Таблица 1. Активность супероксиддисмутазы (СОД, ед. за мин. на 1 мг Hb), каталазы (КАТ, мкмоль за мин на 1 мг Hb), глутатионредуктазы (Гр., мкмоль за мин на 1 мг белка), содержание Г-SH (мкмоль на 1 мг белка) и МДА (мкмоль на 1 мг белка в цитоплазма​тической фракции клеток мозга
	Показатель
	Группа животных

	
	Контроль
	Гипоксия
	Гипоксия +

«Метовит»
	Гипоксия +

«Декамевит»

	СОД
	79,6(2,1
	15,2(1,1*
	75,2(3,5**
	14,1(1,2*

	КАТ
	85,5(4,2
	58,6(3,0*
	83,2(2,1**
	69,7(3,1*

	Гр.
	15,9(0,4
	4,7(0,3*
	5,8(0,2**
	7,1(0,3*

	Г-SH
	169,1(3,0
	175,4(4,3
	147,5(4,9
	175,5(4,8

	МДА
	0,6(0,1
	2,7(0,1*
	0,9(0,1**
	1,8(0,1*


Аналогичные результаты получены при анализе сыворотки крови животных различных групп, о чем говорят данные, приведенные в табл. 2.

Таблица 2. Активность супероксиддисмутазы (СОД, ед. за мин. на 1 мг Hb), каталазы (КАТ, мкмоль за мин на 1 мг Hb), содержимое малонового диальдегида (МДА, мкмоль на 1 мл) и АОА в сыворотке крови крыс, которые получали различные препараты до подъема на высоту
	Показатель
	Группа животных

	
	Контроль
	Гипоксия
	Гипоксия +

«Метовит»
	Гипоксия +

«Декамевит»

	СОД
	4,6(0,1
	1,2(0,1*
	10,2(0,5**
	2,1(0,1

	КАТ
	586(12
	836(14*
	775(11**
	637(10**

	МДА
	3,4(0,1
	4,6(0,1*
	3,8(0,1**
	4,4(0,1*

	АОА (% торможения )  
	28,(2,1
	43,4(3,9*
	51,2(4,6*
	42,8(3,4*


Исходя из вышеприведенных данных, а также данных по другим биохимическим показателям, которые здесь не приводятся, можно констатировать, что препарат «Метовит» активирует систему антиоксидантной защиты организма, нормализует тканевой энергетический обмен (активность окислительных ферментов), интенсифицирует биосинтез белков в тканях (повышение отношения РНК/ДНК), повышает редокс-потенциал тканей (отношение лактат/пируват), что в целом способствует повышению выживаемости животных в условиях гипоксии.
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Изыскание новых лекарственных препаратов является одной из основных задач практической медицины. Особое значение здесь приобретают соединения, обладающие низкой токсичностью и одновременно достаточно выраженной биологической активностью. Наиболее перспективным оказался поиск таких препаратов среди естественных метаболитов организма, а также целенаправленный синтез соединений, схожих по химическому строению с метаболитами или представляющих собой комбинированные препараты.

Весьма удачными оказались изыскания среди витаминных препаратов и их производных с другими биологически активными веществами. Большая группа медицинских препаратов создана на основе витамина В3 – пантотеновая кислота (ПК), являющегося структурным компонентом кофермента ацетилирования (КоА), который, в свою очередь, занимает центральное положение в обменных процессах живого организма. Среди них уже применяются в медицинской практике пантотенат кальция (ПНК), пантенол (ПТ), препараты КоА, гомопантотенат кальция (ГПК) и ряд комплексных препаратов. Однако ввиду широкого спектра фармакологической активности ПК-производных [2,4], их физико-химических особенностей и фармакокинетических характеристик, зачастую определяющих их применение в той или иной области медицины, создание новых соединений на основе ПК и расширение показаний к уже известным лекарственным формам, представляет интересную и перспективную задачу.

В результате таких поисков в лаборатории гетероциклических соединений НПО «Витамины» (г. Москва) под руководством профессора В.М.Копелевича синтезирован пантоилгомотаурин (ПГТ). Это соединение представляет собой производное ПК и гомотаурина, обладающее низкой токсичностью и выраженной нейротропной активностью [3]. Поскольку фармакокинетические особенности препарата не изучены, материалы фармакокинетических исследований меченого 14С-ПГТ представлены в настоящей работе.

Методическая часть. Как показали предварительные исследования, ПГТ оказался весьма малотоксичным соединением. Величина LD50 для мышей при в/бр. введении составила 10,25 г/кг, а для крыс – 10,0 г/кг. Оральное назначение препарата животным не позволило определить величину LD50 в силу его малой токсичности. Ранее нами показано, что оптимальной дозой ПК для получения метаболических эффектов в условиях эксперимента является доза в 30 мг/кг, а терапевтическая – 70-100 мг/кг. В пересчете на ПГТ это составило (36 мг/кг (124 мкмоль/кг), полученную дозу мы и использовали в фармакокинетических экспериментах.

Полученный радиоактивный препарат 14С-ПГТ с удельной радиоактивностью 0,504 мкКu/мг разбавляли немеченым до дозы 36 мг/кг. В среднем каждое животное получало в желудок (с помощью иглы-зонда) или в вену 0,3 мл раствора ПГТ.

Через 5, 10, 30 мин, 1 час, 2, 4, 6, 12, 24 часа опытных мышей декапитировали. Кровь в количестве 0,1 мл или гомогенаты тканей (приготовленные на воде дистиллированной в соотношении 1:10) в количестве 0,3 мл вносили в свежеприготовленный раствор сцинтиллятора. Радиоактивность полученных образцов измеряли в течение 1 мин на жидкостном сцинтилляционном счетчике типа Mark (США). Эффективность счета радиоактивных проб оценивали с помощью метода внешнего и внутреннего стандарта (с учетом коэффициента гашения счета проб). Цифровой материал обрабатывали по правилам вариационной статистики [1,5].

Для описания фармакокинетики 14С-ПГТ применяли двухчастевую модель при внутривенном введении и трехчастевую при введении в желудок. Параметры модели определяли методом нелинейной регресии с применением систем программы АСПИД [6].

Полученные результаты. Как показали проведенные исследования, после введения 14С-ПГТ опытным животным в вену, в крови сразу же создаются очень высокие концентрации, которые затем экспоненциально снижаются. Это позволило описать происходящие фармакокинетические процессы с использованием двухчастевой математической модели. В рамках этой модели динамика средних концентраций в сыворотке крови мышей (С, мкг/мл) описывается биэкспоненциальным уравнением (t, час):

С=115*I-3,34t+0,947*I-0,081t.

Период полувыведения препарата и его метаболитов составил 8,5 часов, а среднее время удержания – 9,37 ч, что указывает на значительное удержание метки в тканях периферической камеры. Об этом свидетельствует и константа равновесного распределения Кd=d1d2=k12 k21=7,27, что говорит о том, что после достижения равновесия в тканях периферической камеры находится (d2) в 7,3 раза больше радиоактивного материала, чем в центральной камере. Судя по объему центральной камеры (V2=3,1 мл, на мышь 20 г), который составляет около 9% от массы животных, можно предположить, что к центральной камере относится кровь и небольшое количество жидкостей других тканей. Стационарный объем распределения (Vss) оказывается в 8,4 раза большим, чем подтверждает интенсивный захват препарата и его метаболитов тканями организма. Период полураспределения метки между камерами составляет 12,5 мин, что указывает на быстрый захват препарата и его метаболитов тканями периферической камеры.

После назначения препарата через рот он достаточно быстро всасывается: максимальная концентрация в крови регистрируется уже через 10 минут. Однако средние уровни концентрации в начальные сроки оказываются существенно ниже, чем при внутривенном введении, но уже к 1,5-2 час они выравниваются и становятся сопоставимы с таковыми в случае внутрисосудистого введения 14С-ПГТ. После достижения максимума сывороточные концентрации экспоненциально снижаются, что позволило применить для описания динамики концентрации уравнение 2 фармакокинетической модели с учетом всасывания (С в мкг/мл, t в час):

С=61,5*I-9,11t+1,84*I-0,086t-63,3*I-115t.

Константа скорости элиминации и период полувыведения при назначении внутрь были близки к таковым после внутривенного введения препарата. Константа скорости всасывания из желудочно-кишечного тракта очень высока – k01 = 115-1 ч, время достижения максимума концентрации (tmax) равно 0,024 ч ((1,4 мин). Судя по среднему времени удерживания и кинетическому объему, препарат и его метаболиты при оральном назначении захватываются тканями так же интенсивно, как и при внутривенном введении.

Наиболее высокие концентрации радиоактивного материала регистрировались уже через 5 мин после введения препарата в вену (за исключением печени и мозга, где более высокий уровень метки отмечался через 10 мин). Дополнительные подъемы концентраций наблюдались для печени через 1 час на 12,4% и для сердца через 6 час на 109,6%, по сравнению с предыдущим определением.

Схожая картина распределения радиоактивного материала в тканях наблюдалась и после орального назначения 14С-ПГТ. Наибольшее количество метки в исследуемых тканях регистрировалось в первые 10 мин (за исключением печени и почек – через 2 часа). Абсолютные значения концентраций были значительно ниже в начальные сроки наблюдения, в последующие временные промежутки эти величины выравнивались. Дополнительные подъемы концентраций (от значений предыдущего измерения) наблюдались для печени через 1 час на 63,3%, через 2 часа на 41,3% и через 6 часов на 13,3%; для почек через 2 часа на 27,1%; для сердца через 1 час на 75%, через 6 часов на 132% и через 24 часа на 130%; и для мозга через 6 часов на 46,2%.

Таким образом динамика распределения метки в тканях подтверждает интенсивный захват препаратов органами животных, в особенности печенью, где, вероятнее всего, происходит утилизация соединения, и почками, посредством которых осуществляется элиминация 14С-ПГТ и его метаболитов.

Заключение. Проведенные исследования указывают на высокую биодоступность препарата при оральном назначении (59,9%). 14С-ПГТ очень быстро всасывается в желудочно-кишечном тракте (tmax=0,024 час) и интенсивно захватывается тканями организма (после достижения равновесия в тканях периферической камеры находится в 7,3 раза больше радиоактивного материала, чем в центральной камере – кровь и некоторое количество жидкостей других тканей). Среднее время удержания препарата в организме мышей составляет ( 9 часов. Препарат проникает через гематоэнцефалический барьер, через 30 мин–1 час концентрация радиоактивного материала в мозге находится практически на одном уровне с таковой в крови. Утилизация соединения происходит, по всей вероятности, в печени, о чем говорят достаточно высокие уровни метки в организме на протяжении всего срока наблюдения. Элиминация препарата и его метаболитов происходит, в основном, через почки (t1/2=8 часов).
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Эффекты совместного введения триптофана, аминокислот с разветвленной углеводородной цепью и таурина на фонд нейроактивных соединений в отделах головного мозга крыс при синдроме отмены этанола

Е.М. Дорошенко, Ю.Е. Разводовский

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Ранее нами было установлено, что введение триптофана на фоне синдрома отмены этанола и опиатов корригируют нарушения в функционировании серотонинергической системы [1, 3]. Менее выраженные эффекты нормализации показателей дофаминергической системы, очевидно, носят вторичный характер.

Целью данной работы являлась наработка данных для создания в будущем комбинированного аминокислотного препарата направленного действия, содержащего триптофан, для коррекции нейрохимических сдвигов, имеющих место в патогенезе алкогольного абстинентного синдрома.

Мы исследовали содержание биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и нейроактивных аминокислот в стриатуме, гипоталамусе и стволе мозга крыс при синдроме отмены этанола после принудительной алкоголизации по Majchrowiсz. Синдром отмены этанола вызывали после форсированной алкоголизации крыс по Majchrowicz et al. в течение 7 сут, вводя этанол внутрижелудочно с интервалами 12 ч. Срок отмены этанола — 12 ч, при котором выраженность проявлений абстиненции максимальна. 

Определение нейроактивных аминокислот, биогенных аминов их предшественников и метаболитов в отделах головного мозга проводили на ВЭЖХ-системе «Waters-206» (Millipore-Waters, США). Нейроактивные аминокислоты определяли методом обращенно-фазной хроматографии на колонке 3х150 мм, Диасорб-130 С16Т (8 (м) (Элсико, Россия) с изократическим элюированием после предколоночной дериватизации с о‑фталевым альдегидом и 2-меркаптоэтанолом и флуориметрическим детектированием (338/425нм). Биогенные амины, их предшественники и метаболиты определялись методом ион-парной ВЭЖХ на колонке Сепарон SGX C18, (5 (м, 3х150 мм) с электрохимическим детектированием [2]. 

Отмена этанола приводила к повышению содержания DA, DOPAC, Asp и Glu в гипоталамусе; Tyr — в стриатуме, снижение Tau во всех исследованных отделах мозга (табл. 1-3). Введение в процессе эксперимента животным смеси аминокислот с разветвленной углеводородной цепью и таурина (Leu:Ile:Val:Tau 1:0,25:0,25:1, композиция 1) 2 раза в сутки по 500 мг/кг внутрижелудочно приводило к нормализации уровня таурина во всех отделах мозга, возбуждающих аминокислот-трансмиттеров в гипоталамусе, хотя уровни DA и DOPAC оставались повышенными. В гипоталамусе препарат вызывал повышение уровня NM, что можно расценивать как повышение скорости синаптического выброса норадреналина. Последнее подтверждается также увеличением концентрации NE в стриатуме. В стриатуме препарат вызывал снижение содержания триптофана, а в гипоталамусе — снижение содержания 5-HT и 5-HIAA; концентрация последнего соединения снижалась также в стволе мозга. 

Таблица 1. Влияние исследованных композиций аминокислот на содержание биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и свободных аминокислот в гипоталамусе крыс при синдроме отмены алкоголя, нмоль/г
	
	контроль
	отмена этанола
	отмена этанола + композиция 1
	отмена этанола + композиция 2

	Tyr
	105,8 ± 23,7
	112,47 ± 5,30
	72,99 ± 5,61b
	68,04 ± 8,52b

	NE
	8,245 ± 0,303
	9,193 ± 0,383
	9,346 ± 0,519
	7,976 ± 0,341bc

	E
	0,2216 ± 0,0266
	0,1346 ± 0,0144a
	0,1412 ± 0,0169a
	0,0867 ± 0,0187ac

	5-HTP
	0,0022 ± 0,0006
	0,0038 ± 0,0008
	0,0027 ± 0,0009
	0,0109 ± 0,002abc

	DOPAC
	0,1647 ± 0,0099
	0,2381 ± 0,0214a
	0,2268 ± 0,0148a
	0,1647 ± 0,0085bc

	NM
	0,0522 ± 0,0073
	0,0569 ± 0,0060
	0,0848 ± 0,0081ab
	0,0620 ± 0,0095

	DA
	1,7805 ± 0,0611
	2,1270 ± 0,0985a
	2,2067 ± 0,0926a
	1,874 ± 0,106c

	5-HIAA
	5,008 ± 0,254
	5,355 ± 0,313
	3,561 ± 0,295ab
	7,341 ± 0,378abc

	Trp
	16,54 ± 1,56
	13,745 ± 0,837
	12,26 ± 2,79
	28,95 ± 2,75abc

	HVA
	1,177 ± 0,109
	1,1783 ± 0,0714
	1,3110 ± 0,0526
	1,3889 ± 0,0964

	5-HT
	12,480 ± 0,434
	12,807 ± 0,711
	10,144 ± 0,462ab
	14,117 ± 0,611c

	Asp
	6286 ± 950
	10575 ± 942a
	6037 ± 1318b
	3493 ± 335ab

	Glu
	22460 ± 3826
	34825 ± 3225a
	18594 ± 3735b
	12495 ± 1030ab

	Ser
	2653 ± 354
	3868 ± 339a
	2833 ± 300b
	2323 ± 371b

	Gln
	16713 ± 2747
	24820 ± 2872
	17053 ± 2455
	10498 ± 1014abc

	Arg
	224,5 ± 56,1
	404,9 ± 40,8a
	358,0 ± 64,2
	168,7 ± 12,4bc

	Gly
	1278 ± 139
	1653 ± 161
	1045 ± 162b
	1362 ± 190

	Thr
	1592 ± 285
	1282 ± 182
	655 ± 101ab
	617,9 ± 61,8ab

	PEA
	4378 ± 639
	5866 ± 471
	2681 ± 609b
	4257 ± 527b

	Ala
	1076 ± 129
	1548 ± 136a
	1133 ± 164
	748,9 ± 41,7abc

	(Ala
	185,2 ± 50,3
	220,3 ± 32,3
	165,1 ± 15,7
	182,4 ± 46,3

	Tau
	6494 ± 797
	8413 ± 990
	7458 ± 709
	6161 ± 943

	GABA
	10563 ± 1180
	12289 ± 880
	7723 ± 893b
	8622 ± 543b


Условные обозначения: p<0,05 при сравнении с группами: a – контроль, b – отмена этанола, c – отмена этанола + композиция 1.

Введение животным смеси аминокислот с разветвленной углеводородной цепью, таурина и триптофана (Leu:Ile:Val:Tau:Trp 1:0,25:0,25:1:0,1, композиция 2) 2 раза в сутки по 500 мг/кг внутрижелудочно приводило к нормализации уровней DA и DOPAC в гипоталамусе; концентрация тирозина снижалась в стритуме и гипоталамусе по отношению к отмене этанола. В гипоталамусе снижался также уровень норадреналина. Во всех исследованных отделах головного мозга до​стигнут достоверный рост содержания триптофана, в гипоталамусе – также повышение уровней 5-HTP и 5-HIAA по отношению как к контролю, так и к отмене этанола. Содержание возбуждающих аминокислот-тринсмиттеров (Asp и Glu) в гипоталамусе снижалось по сравнению с отменой этанола почти в 3 раза. В гипоталамусе и стриатуме снижалось содержание Gln, а также GABA, метаболически связанной как с Glu, так и с Gln, что позволяет предполагать угнетение как синтеза, так и деградации ГАМК. Уровень Ala нормализовался во всех исследованных отделах головного мозга, в Tau – в стритуме и стволе мозга.

Таблица 2. Влияние исследованных композиций аминокислот на содержание биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и свободных аминокислот в стриатуме крыс при синдроме отмены алкоголя, нмоль/г

	
	контроль
	отмена этанола
	отмена этанола + композиция 1
	отмена этанола + композиция 2

	Tyr
	104,93 ± 7,86
	140,86 ± 7,61a
	96,39 ± 7,32b
	93,05 ± 5,98b

	NE
	0,1343 ± 0,0159
	0,2601 ± 0,0524
	0,2162 ± 0,0291a
	0,2761 ± 0,0264a

	5-HTP
	0,0277 ± 0,0067
	0,0344 ± 0,0075
	0,0202 ± 0,0049
	0,0531 ± 0,0086c

	DOPAC
	2,299 ± 0,121
	2,684 ± 0,144
	2,618 ± 0,161
	2,273 ± 0,138

	DA
	56,99 ± 2,92
	69,52 ± 5,20
	65,64 ± 4,16
	61,73 ± 5,40

	5-HIAA
	3,343 ± 0,446
	3,716 ± 0,653
	3,545 ± 0,493
	4,385 ± 0,537

	Trp
	14,809 ± 0,746
	13,64 ± 1,16
	10,79 ± 1,34a
	30,33 ± 6,74bc

	HVA
	6,028 ± 0,569
	7,444 ± 0,430
	6,611 ± 0,188
	8,49 ± 3,12

	3-MT
	1,910 ± 0,215
	1,745 ± 0,167
	1,904 ± 0,207
	1,814 ± 0,162

	5-HT
	4,236 ± 0,545
	4,174 ± 0,566
	4,389 ± 0,552
	4,474 ± 0,555

	Asp
	1908 ± 216
	2117 ± 304
	2566 ± 256
	2023 ± 265

	Glu
	13973 ± 1461
	14267 ± 1882
	15711 ± 1139
	13015 ± 1471

	Ser
	7034 ± 832
	6621 ± 856
	4031 ± 420ab
	3215 ± 568ab

	Gln
	8380 ± 919
	9159 ± 1352
	9565 ± 951
	6807 ± 782c

	Arg
	252,4 ± 97,7
	338 ± 179
	198,82 ± 8,53
	128,15 ± 9,93c

	Gly
	530 ± 105
	470,0 ± 54,1
	471,8 ± 75,1
	348,0 ± 31,4

	Thr
	707,5 ± 71,6
	478,8 ± 72,1
	528,1 ± 67,8
	509,4 ± 89,0

	PEA
	1895 ± 209
	2135 ± 230
	3734 ± 290ab
	3850 ± 353ab

	Ala
	758 ± 163
	490,3 ± 68,3
	875,5 ± 85,4b
	798,6 ± 84,2b

	(Ala
	243,79 ± 0,00
	35,80 ± 0,00
	86,7 ± 17,3a
	138,0 ± 27,2

	Tau
	24548 ± 1745
	17469 ± 1907a
	24336 ± 1905b
	21409 ± 2690

	GABA
	2542 ± 389
	2689 ± 294
	1549,7 ± 75,7ab
	1725 ± 152b


Условные обозначения: p<0,05 при сравнении с группами: a – контроль, b – отмена этанола, c – отмена этанола + композиция 1.

Основными отличиями в эффектах обеих исследованных композиций, помимо стимулирующего эффекта композиции 2 в отношении показателей серотониновой системы, является то, что только после введения композиции 1 в гипоталамусе наблюдалось усиление синаптического выброса норадреналина, оцениваемое по уровню норметанефрина (NM), композиция 2 оказывала более выраженное влияние на содержание возбуждающих аминокислот-трансмиттеров в гипоталамусе (табл. 1) серина и глутамина в стриатуме (табл. 2). Более выраженным был эффект нормализации уровня аланина в стволе мозга и гипоталамусе (в последней структуре он снижался ниже контрольных цифр).

Таблица 3. Влияние исследованных композиций аминокислот на содержание биогенных аминов, их предшественников, метаболитов и свободных аминокислот в стволе мозга крыс при синдроме отмены алкоголя, нмоль/г
	
	контроль
	отмена этанола
	отмена этанола + композиция 1
	отмена этанола + композиция 2

	Tyr
	88,14 ± 5,90
	102,28 ± 5,67
	84,25 ± 4,67b
	82,20 ± 8,45

	NE
	1,541 ± 0,167
	1,4513 ± 0,0727
	1,458 ± 0,143
	1,333 ± 0,138

	5-HTP
	0,0183 ± 0,0083
	0,0194 ± 0,0055
	0,0065 ± 0,0011
	0,0121 ± 0,0030

	DOPAC
	0,0647 ± 0,0134
	0,0526 ± 0,0085
	0,0625 ± 0,0050
	0,0658 ± 0,0036

	DA
	0,6511 ± 0,0687
	0,7300 ± 0,0650
	0,7315 ± 0,0730
	0,6915 ± 0,0866

	NM
	0,0528 ± 0,0157
	0,0350 ± 0,0027
	0,0414 ± 0,0064
	0,0375 ± 0,0049

	5-HIAA
	7,570 ± 0,757
	6,769 ± 0,573
	5,411 ± 0,380a
	8,995 ± 0,608bc

	Trp
	14,995 ± 0,561
	13,60 ± 1,06
	12,35 ± 1,21
	22,60 ± 2,13abc

	HVA
	1,497 ± 0,438
	1,0529 ± 0,0630
	1,813 ± 0,736
	1,433 ± 0,150b

	5-HT
	10,690 ± 0,738
	9,137 ± 0,553
	9,194 ± 0,451
	9,636 ± 0,525

	Asp
	913 ± 116
	582,1 ± 55,6a
	600,1 ± 26,6a
	838 ± 175

	Glu
	3004 ± 399
	1855 ± 150a
	1934 ± 110a
	2613 ± 426

	Ser
	3124 ± 803
	1805 ± 237
	2196 ± 303
	1896 ± 161

	Gln
	2399 ± 330
	1543 ± 127a
	1584,9 ± 99,3a
	1744 ± 295

	Arg
	47,87 ± 7,01
	36,26 ± 2,80
	50,77 ± 5,41b
	40,60 ± 4,96

	Gly
	692 ± 176
	460,6 ± 34,7
	569,1 ± 41,5
	581,6 ± 61,0

	Thr
	423,2 ± 65,1
	243,5 ± 28,6a
	407,8 ± 45,0b
	376,0 ± 46,0b

	PEA
	598,5 ± 95,4
	692,2 ± 46,6
	1009,8 ± 81,0ab
	1038,1 ± 98,3ab

	Ala
	269,1 ± 21,3
	162,6 ± 11,0a
	162,4 ± 14,4a
	369,8 ± 85,5bc

	(Ala
	192,7 ± 40,1
	132,4 ± 10,5
	148,5 ± 18,4
	96,9 ± 15,7a

	Tau
	3448 ± 740
	1978,5 ± 99,6a
	2729 ± 154b
	2620 ± 346

	GABA
	4020 ± 831
	3372 ± 201
	4576 ± 350b
	4470 ± 234b


Условные обозначения: p<0,05 при сравнении с группами: a – контроль, b – отмена этанола, c – отмена этанола + композиция 1.

Таким образом, композиция аминокислот, содержащая таурин и аминокислоты с разветвленной углеводородной цепью, обладает способностью устранять ряд нейрохимических сдвигов, наблюдающихся при отмене этанола, однако следует считать рациональным дополнительную коррекцию показателей серотониновой системы предшественником, т.е. введение триптофана в ее состав. Смесь аминокислот, содержащая триптофан, позволяет уменьшить проявления аминокислотного дисбаланса при синдроме отмены этанола, причем ее эффекты выходят за рамки метаболических эффектов отдельных аминокислот, входящих в ее состав [4, 5]. Основными эффектами смеси можно считать нормализующее действие в отношении дофамин- и серотонинергических систем в гипоталамусе, а также систем возбуждающих аминокислот-трансмиттеров.
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Средства сухой химии в оценке факторов риска атеросклероза

Э.А. Доценко, Аль Бов Бакер, Г.С. Стасевич, А.А. Чиркин

Республиканский липидный лечебно-диагностический центр метаболической терапии. 
Витебский государственный медицинский университет

В Республике Беларусь действует Государственная программа «Кардиология», согласно раздела 3 которой следует «обеспечить населению республики старше 30 лет с факторами риска развития атеросклероза скрининг гиперхолестеринемии на всех уровнях оказания диагностической и лечебной помощи (ЦРБ, городские поликлиники, областные, городские больницы)». Для выполнения этой программы необходимо приблизить биохимические исследования обследуемых к рабочему месту, что может быть реализовано путем применения средств сухой химии, в частности, тест-полосок и анализатора «Рефлотрон-IV» фирмы «Рош-диагностика». Кроме того известен алгоритм лабораторного выявления гиперхолестеринемии, используя кровь предварительно не голодавших пациентов [1]. Среди факторов риска атеросклероза в последние годы серьезное внимание уделяется оценке «пищевого риска», производимой с помощью специальных опросников [2]. Целью работы явилась апробация алгоритма обследования людей на рабочих местах, включая определение общего холестерина и заполнение трех анкет.

Обследованию были подвергнуты 177 человек – жителей Брестской области. Обследование производила выездная бригада Республиканского липидного лечебно-диагностического центра метаболической терапии. Для определения общего холестерина использовали 32 мкл капиллярной крови. Количество холестерина определяли ферментативным методом по технологии фирмы "Рош-диагностика". Все обследуемые заполняли 3 анкеты: анкета определения индивидуального риска ИБС; опросник для определения частоты потребления жиров; опросник для определения частоты потребления зерновых продуктов, овощей и фруктов [2]. Анкета определения индивидуального риска ИБС включает 9 пунктов с дифференцированной оценкой регистрируемых признаков: возраст (1–5 баллов), пол (1–2 балла), стресс (0–8 баллов), наследственность (0–8 баллов), курение (0–5 баллов), питание (1–7 баллов), артериальное давление (0–8 баллов), масса тела (0–6 баллов), физическая активность (2–8 баллов). По общему количеству баллов пациенты разделяются на 5 подгрупп: 1) 36 баллов и более – индивидуальный риск ИБС максимальный; 2) 29–35 баллов – выраженный; 3) 22–28 баллов – явный; 4) 14–21 балл – минимальный; 5) 13 баллов и менее – отсутствует. Опросник для определения частоты потребления жиров включал сведения о потреблении следующих продуктов: 1) масло сливочное, маргарин, другие животные жиры, включая используемые для приготовления блюд (для жарения, выпечки); 2) говядина жирная; 3) молоко, кефир, йогурт, ряженка с жирностью более 3%; 4) сметана, сливки, мороженое сливочное, пломбир; 5) печень, мозги, почки; 6) колбаса вареная, жирная, сосиски, сардельки; 7) колбаса полукопченая, копченая; 8) сыр жирностью 30% и более; 9) творог жирный (18%), творожная масса; 10) яйца; 11) свинина, баранина, ветчина; 12) жареная курица, гусь, утка (с кожей); 13) жареный картофель, чипсы; 14) сало; 15) печенье, пирожное, торт, шоколад. По общему количеству баллов все пациенты разделяются на 5 подгрупп: 1) более 27 баллов – чрезвычайно высокое потребление жиров; 2) 25–27 баллов – высокое; 3) 22-24 балла – среднее (типичное для современного человека); 4) 18–21 балл – умеренное; 5) 17 баллов и менее – низкое. Опросник для определения частоты потребления зерновых продуктов, овощей и фруктов включал сведения о потреблении следующих продуктов: 1) хлеб пшеничный (белый, серый); 2) хлеб ржаной (черный); 3) картофель вареный; 4) морковь, свекла, капуста, огурцы, томаты, кабачки, баклажаны, перец сладкий; 5) макароны, рис, ячмень, пшено, крупа перловая; 6) крупа овсяная, манная, гречневая; 7) бобовые (фасоль, бобы, чечевица); 8) апельсины, груши, бананы, яблоки, соки (апельсиновый, яблочный); 9) абрикосы, арбуз, виноград, грейпфрут, дыня, мандарины, персики, сливы, черешня, ананас, ягоды (клубника, крыжовник и др.), сухофрукты. По общему количеству баллов все пациенты разделяются на 3 подгруппы: 1) более 30 баллов – достаточное потребление; 2) 20–29 баллов – сниженное потребление; 3) менее 20 баллов – низкое потребление. Обработка анкет суммарного риска атеросклероза (ИБС) дала следующие результаты: факторы риска отрицались 5 пациентами, у 43 пациентов был минимальный риск, у 66 – явный, у 62 – выраженный и у 4 пациентов – максимальный. Учитывая малое количество лиц, отнесенных к группам с отсутствием факторов риска и наличием максимальной выраженности факторов риска, не производился анализ общего холестерина в крови. В остальных группах, достаточных по количеству наблюдений, была выявлена прямая зависимость между выраженностью суммарного риска атеросклероза и уровнем гиперхолестеринемии: минимальный риск – 5,12(0,155 ммоль/л, явный риск – 5,28(0,136 ммоль/л, выраженный риск – 5,72(0,167 ммоль/л (приведены средние величины и величины стандартных ошибок).

По потреблению жиров с пищей обследуемые лица распределились следующим образом: чрезвычайно высокое – 47, высокое – 42, среднее – 26, умеренное – 27 и низкое потребление – 38 пациентов. Примерно одинаковое содержание холестерина в крови обнаружено у лиц с чрезвычайно высоким, высоким и умеренным потреблением липидов – 5,60(0,189 ммоль/л, 5,49(0,188 ммоль/л и 5,55(0,222 ммоль/л, соответственно. У обследуемых со средним и низким потреблением жиров содержание холестерина в крови было достоверно ниже – 5,27(0,191 ммоль/л и 5,21(0,209 ммоль/л соответственно. Достаточное потребление углеводов было выявлено при опросе у 109 человек, сниженное – у 68 и низкое – у трех лиц. У лиц с достаточным потреблением углеводов содержание холестерина составило 5,56(0,115 ммоль/л, а у лиц со сниженным потреблением уровень холестеринемии был достоверно ниже – 5,22(0,147 ммоль/л.

Таким образом, проведенные исследования показали возможность использования алгоритма выявления факторов риска атеросклероза на рабочем месте, включая определение уровня холестерина в капиллярной крови. Подтверждена прямая зависимость между величинами суммарного риска атеросклероза и холестерина крови. Выявлена прямая зависимость между уровнем потребления жиров пищи и содержанием холестерина в крови. Такая зависимость нарушена только в подгруппе обследованных с умеренным потреблением жиров. Этот факт требует спе​циального изучения, поскольку разброс данных по холестерину во всех подгруппах был примерно одинаков. Лица, потреблявшие достаточное количество углеводов, имели более высокий уровень холестерина в крови. Это связано с преобладанием легко усвояемых углеводов пищи.
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Антиоксидантная защита ионолом клеточных мембран внутренних органов и глаза при шоке

В.Н. Ельский, С.В. Колесникова, Т.Л. Заведея, М.С. Сидун, 
Н.А. Бахтина 

Донецкий государственный медицинский университет 
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Нарушение структуры мембран клетки и ее органелл является наиболее общим механизмом патогенеза травматического шока на клеточном и субклеточном уровнях. Установлено, что чрезмерная активация процессов ПОЛ (перекисного окисления липидов) при шоке в тканях сердца, печени, крови и структурах глаза приводит к мембранодеструктивным процессам клеток и выходу лизосомальных и митохондриальных ферментов, усугубляющих процессы деструкции в клетке, что может служить причиной возникновения метаболических сдвигов, нарушения метаболического обмена, а, в конечном итоге, гибели клеток. Активации ПОЛ благоприятствует также накопление в органах свободных жирных кислот вследствие разрушения фосфолипазой А мембранных фосфолипидов и индуцированного гипоксией и катехоламинами липолиза [1, 3].
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При недостатке биогенных антиоксидантов для коррекции нарушений ПОЛ применяют синтетические антиоксиданты, например, ионол (2,6-ди(трет)бутил-4-метилфенол). Внутрибрюшинное, а также сочетанное (внутрибрюшинное и парабульбарное) в область глаза введение ионола способствовало снижению уровня процессов ПОЛ (диеновых  конъюгатов), увеличению активности антиоксидантов ( (-токоферола, супероксиддисмутазы), нормализации активности лизосомальных (катепсина, кислой фосфатазы) энзимов и митохондриальной цитохромоксидазы в тканях печени, сердца, крови, в хрусталике, склере, роговице и сосудистой оболочке глаза в ранний (2 ч) и поздний (24 ч) декомпрессионные периоды. Ультраструктурные исследования вышеперечисленных тканей в эти периоды шока на фоне инфузии ионола показали, что деструктивные процессы стали менее выражены, обнаружено меньше контактов активированных лизосом с митохондриями и фрагментами миофибрилл. Наблюдались менее выраженные повреждения наружных клеточных мембран, хотя сохранялся отек саркоплазмы. В кардиомиоцитах менее выражены деструктивные процессы: лизис ядер и саркоплазмы, глыбчатый распад отмечался лишь в отдельных кардиомиоцитах. В глазу – менее выражен отек зрительного нерва, в сосудах микроциркуляторного русла отсутствуют фибринные микротромбы, сладжи эритроцитов.

Наиболее вероятный для травматического шока механизм протекторного действия ионола состоит в том, что в ходе восстановления свободные радикалы регенерируются ионолом, который при срыве физиологической антиоксидантной системы включается в глютатион-аскорбат-токоферол систему и занимает в ней место токоферола. Обладая широким спектром метаболического действия, ионол может влиять на множественный контроль активности ферментов ЦТК и челночных систем транспорта восстановленных эквивалентов через митохондриальные мембраны при острой и длительной гипоксической гипоксии [2, 4, 5, 6].

Результаты проведенных биохимических и морфоструктурных  исследований свидетельствуют о том, что инфузия ионола в первые минуты декомпрессии позволила защитить как клетки внутренних органов, крови, так и зрительные клетки от повреждения продуктами ПОЛ и свободными радикалами. Введение ионола предупредило снижение активности антиоксидантной системы, стабилизировав клеточные мембраны в условиях гипоксии, ацидоза и токсемии при шоке. Подтверждением протекторного действия ионола на клеточные мембраны при травматическом шоке явились результаты морфоструктурных исследований. Полученные данные позволяют рекомендовать включение антиоксиданта ионола в систему профилактических мер, а также в комплексную терапию травматической болезни.
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Влияние фенобарбитала и липополисахарида E. сoli на синтез ДНК в культуре тимоцитов крыс 

Т.И. Житкевич, Т.Б. Бокуть, Т.Я. Данилова 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск 

Препараты барбитурового ряда широко применяются в экспериментальной биологии и клинической практике. Их действие на центральную и периферическую нервные системы изучено достаточно хорошо: они используются в качестве снотворных, спазмолитических и противосудорожных средств. Вместе с тем, известны немногочисленные данные о том, что барбитураты способны оказывать влияние на функциональное состояние иммунной системы. Имеются сообщения, что прием этих препаратов может приводить к угнетению гиперчувствительности замедленного типа, антителообразования, синтеза ДНК в лейкоцитах периферической крови [5]. 

Несомненный интерес, с нашей точки зрения, представляет изучение влияния фенобарбитала (ФБ) на иммунный статус организма в условиях введения препаратов, обладающих выраженными иммуностимулирующими свойствами. Поэтому цель данной работы заключалась в изучении влияния фенобарбитала и липополисахарида (ЛПС) E. coli на пролиферативные процессы в культуре лимфоцитов тимуса.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на белых крысах самцах массой 180-200 г. Одной группе животных 10-кратно внутрибрюшинно вводили фенобарбитал в дозе 35 мг/кг, другой группе – 10‑кратно липополисахарид (Sigma) в дозе 25 мкг/кг, третья группа крыс получала последовательно инъекции обоих препаратов. Фенобарбитал и ЛПС разводили апирогенным физиологическим раствором. Контрольным животным 10-кратно вводили по 0,5 мл физиологического раствора. 

Через 1 сут после последней инъекции препаратов в тимусе крыс изучали синтез ДНК, активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ; К.Ф.1.1.1.49.) и содержание катехоламинов (КА) в нервных волокнах органа. 

Пролиферативную активность оценивали по интенсивности включения 3Н-тимидина в культурах нестимулированных и стимулированных конканавалином А (Кон А, Serva; 10 мкг/мл) клеток тимуса [3]. Величину синтеза ДНК выражали в имп/мин. 

Активность Г-6-ФДГ определяли спектрофотометрически [4] и выражали в мкмоль/г/мин.

Содержание КА определяли глиоксиловым методом в модификации Швалева и Жучковой (1987) [1]. Измерения осуществляли с помощью микроскопа-фотометра LEITZ MPV-2 (ФРГ), снабженного ЭВМ. Концентрацию КА выражали в условных единицах. 

Результаты и обсуждение. Установлено, что 10-кратные инъекции ФБ или ЛПС приводили к увеличению на 50 и 74% соответственно, пролиферативной активности в культуре нестимулированных тимоцитов. При совместном введении препаратов активирующий эффект каждого из них не проявлялся – синтез ДНК в этой экспериментальной группе животных не отличался от контрольного уровня (рис. 1.). 

Стимуляция клеток Кон А выявила в разной степени выраженное уменьшение синтеза ДНК в культуре тимоцитов во всех опытных группах животных (рис.1). При этом после раздельного и совместного введения ФБ и ЛПС в нервных волокнах тимуса нами был обнаружен некоторый подъем (на 21-23%) содержания КА (рис. 2), повышение уровня которых, по данным [2], может приводить к подавлению митоген-индуцированной пролиферативной активности лимфоцитов.

Упомянутое выше снижение пролиферативной активности стимулированных тимоцитов было статистически значимым у животных, получавших ФБ и ФБ вместе с ЛПС. Вероятно, определяющую роль в ингибировании митотической активности лимфоцитов тимуса играет ФБ, так как этот барбитурат способен ингибировать митоген-индуцированные процессы увеличения содержания внутриклеточного свободного Ca2 и продукции ИЛ-2 [6], которые необходимы для осуществления пролиферации тимоцитов. 
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Рис.1. Влияние 10-кратных введений ЛПС (25 мкг/кг) и фенобарбитала (35 мг/кг) на синтез ДНК в культурах нестимулированных и стимулированных Кон А тимоцитов; * – достоверные изменения по сравнению с контролем (Р<0,05)
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Рис.2. Влияние 10-кратных введений ЛПС (25 мкг/кг) и фенобарбитала (35 мг/кг) на активность Г-6-ФДГ в тимусе и содержание КА в нервных волокнах этого органа; * – достоверные изменения по сравнению с контролем (P<0,05); ~ – тенденция (P<0,1)
Необходимо, однако, отметить, что введение ЛПС на фоне действия ФБ приводило к более выраженному по сравнению с эффектом одного ФБ снижению синтеза ДНК. При этом было обнаружено, что совместное введение препаратов вызывало достоверное угнетение активности Г-6-ФДГ (рис. 2), начального фермента пентозофосфатного цикла, который является поставщиком субстратов для синтеза нуклеиновых кислот. Снижение активности этого фермента при введении обоих препаратов может являться одной из причин угнетения пролиферации в культуре стимулированных тимоцитов и снижения интенсивности этого процесса (по сравнению с группами с раздельным введением ФБ и ЛПС) в культуре нестимулированных клеток тимуса. 

Таким образом, установлено, что раздельные 10-кратные введения крысам ФБ и ЛПС E. coli приводили к повышению пролиферативной активности в культуре нестимулированных лимфоцитов тимуса. Однако активирующий эффект каждого из препаратов отменялся в случае совместного их применения. Стимуляция тимоцитов Т-митогеном позволила выявить угнетение функциональной активности клеток центрального органа иммунитета при совместном введении животным ФБ и ЛПС, о чем свидетельствовали уменьшение в тимусе активности Г-6-ФДГ и снижение синтеза ДНК.
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Дексаметазон как регулятор биологической активности бактериальной популяции

А.И. Жмакин 
Гродненский государственный медицинский университет

Изменение микробиоценоза организма (прежде всего кишечника) человека рассматривается в настоящее время как одна из основополагающих проблем медицины и подвергается интенсивному изучению (1(. Особый интерес представляют такие состояния, когда дисбактериоз кишечника развивается при патологии органов и систем, напрямую с желудочно-кишечным трактом не связанных, что наводит на мысль, что дисбиотические явления в этом случае обусловлены изменениями среды обитания микробов, а микробный пейзаж является отражением этих изменений (2(. Таким образом, дисбактериоз может рассматриваться одновременно и как индикатор неблагоприятных влияний на организм и как этиологический фактор той или иной патологии. В этом случае нарушение микробиоценоза, состояние иммунного статуса и проявление болезни следует рассматривать в единстве (3(.

В связи с изложенным представляется актуальной проблема выявления тех веществ, с помощью которых может осуществляться описанное изменение среды обитания микробов в том или ином биотопе человеческого организма с последующим развитием дисбактериоза. На наш взгляд, такими веществами, среди прочих, вполне могут выступать гормоны.

Цель нашего исследования – изучить влияние на бактерии, входящие в нормобиоценоз кишечника, кортикостероидного гормона дексаметазона. В работе использовали динатриевую соль дексаметазон-фосфата производства фирмы «Дексона» (США), используемую для внутримышечных и внутривенных инъекций.

Дексаметазон в концентрациях 4 – 125 мкг/мл питательной среды добавляли перед посевом бактерий в мясо-пептонный бульон. В качестве интегрального показателя биологической активности бактериальной популяции измеряли прирост микробной массы (определяемой на ФЭКе при длине волны 535 нм) за 6 ч инкубации при 37(С после засева 0,1 мл синхронизированной холодом 18-часовой бульонной культуры в 5,0 мл мясо-пептонного бульона (для культивирования энтерококка в эту среду добавляли 1% глюкозы).

При обработке полученных данных мы абстрагировались от абсолютных цифр, рассматривая исключительно их изменения, для чего показатели прироста бактериальной массы и контрольных культур принимали за 100%.

В опыт были взяты культуры грамположительных (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) и грамотрицательных (Escherichia coli, Salmonella typhimurium) бактерий. Результаты эксперимента приведены в таблице 1.

Полученные данные свидетельствуют о том, что дексаметазон по-разному действует на бактерии различных видов. Достойно внимания, что на бактерии-сочлены нормобиоценоза кишечника человека изученные концентрации дексаметазона оказывали статистически достоверный эффект, в то время как на сальмонеллы, не входящие в нормобиоценоз кишечника, не влияли.

Порог чувствительности к дексаметазону у грамположительных кокков оказался более высоким, чем у грамотрицательной кишечной палочки. В то же время стимулирующий эффект дексаметазона на стафилококк ограничивался областью концентраций 12 – 75 мгк/мл, в то время как у энтерококка он начинался уже с концентрации 4 мкг/мл и сохранялся при максимальной из изученных концентраций.

Порог чувствительности к дексаметазону у кишечной палочки оказался равен 50 мкг/мл и также выходил за рамки изученных концентраций, но в отличие от кокков дексаметазон оказывал на кишечную палочку ингибирующий эффект.

Таблица 1. Влияние дексаметазона на бактериальные культуры
	Концентрация дексаметазона, мкг/мл
	Staphylococcus aureus
	Enterococcus faecalis
	Escherichia coli
	Salmonella typhimurium

	0 (контроль)
	100,0 ( 0,9
	100,0 ( 0,5
	100,0 ( 1,7
	100,0 ( 1,2

	4
	100,5 ( 2,4
	104,9 ( 1,3(
	не изучалось
	не изучалось

	12
	108,6 ( 2,4(
	105,8 ( 0,9(
	не изучалось
	не изучалось

	25
	118,4 ( 2,7(
	103,8 ( 0,8(
	99,3 ( 1,3
	96,4 ( 2,2

	50
	113,2 ( 5,0(
	103,5 ( 1,0(
	94,4 ( 1,1(
	96,6 ( 1,8

	75
	115,4 ( 2,2(
	105,1 ( 1,0(
	93,0 ( 1,3(
	98,3 ( 1,2

	100
	102,9 ( 3,7
	108,0 ( 1,7(
	92,3 ( 1,7(
	96,6 ( 1,8

	125
	109,5 ( 1,8
	108,6 ( 1,3(
	84,6 ( 2,3(
	98,3 ( 1,2


( – статистически достоверная разность по сравнению с контролем.

Полученные результаты позволяют сделать вывод о возможном влиянии в человеческом организме гормонов на бактериии-сочлены микробиоценоза. С одной стороны, это объясняет развитие дисбактериоза при патологических состояниях, сопровождающихся гормональными нарушениями, а с другой – позволяет предположить о принципиальной возможности существования у бактерий гормоноподобных веществ, регулирующих процессы взаимодействия отдельных бактериальных клеток в рамках единой микробной популяции, которая, согласно концепции бактериальной консорции, функционирует подобно единому многоклеточному организму (4(.

Если наше предположение подтвердится при дальнейшем изучении этого вопроса, то можно будет говорить о принципиально новом аспекте взаимоотношения человеческого организма с микроорганизмами, как с представителями нормальной микрофлоры, так и с возбудителями микробных заболеваний – патогенными или условно-патогенными. Вполне вероятно, что ряд биологически активных веществ человеческого организма являются также активаторами или ингибиторами бактериальных клеток, при этом эти биологически активные вещества, например гормоны, могут опосредовать свое действие на бактериальную популяцию влиянием на межклеточные взаимоотношения внутри неё. В свою очередь вышеизложенное позволяет дополнить наши представления о механизмах поддержания гомеостаза человеческого организма новыми интересными подробностями, равно как и заставляет задуматься о возможном существовании дополнительных побочных эффектов гормонотерапии.
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Развитие дисбиотических явлений у крыс при хроническом потреблении этанола
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Гродненский государственный медицинский университет

Дисбактериоз кишечника рассматривается в настоящее время как одна из основополагающих проблем медицины и подвергается интенсивному изучению, особенно учитывая тот факт, что, как выяснилось, более 90% населения некоторых стран (например, России) в той или иной мере страдает дисбактериозами (1(.

Такое внимание к этой патологии со стороны исследователей обусловлено, с одной стороны, чрезвычайно важной ролью, которую играет кишечная микрофлора в жизнедеятельности организма в качестве, например, иммуномодуляторного механизма (2( или источника необходимых ему метаболитов (3(. 

С другой стороны, биоценоз кишечника нарушается не только при заболеваниях органов пищеварения (4(, но и других органов и систем: инфекционном эндокардите (5(, пиелонефритах (6(, при острой кровопотере (7(, у больных хроническими бронхитами (8(, при экземе и нейродермите (9(, атопическом дерматите (10(, что позволяет рассматривать дисбактериоз кишечника в качестве важного патогенетического звена в развитии патологического процесса практически в каждом органе человеческого организма.

Особенно интересен вопрос о взаимоотношении состояния микробиоценоза кишечника и функционального состояния печени (11-14(. Последнее делает особенно актуальным изучение микробиоценоза кишечника при состояниях, сопровождающихся повреждением печени, в частности алкоголизме. Тем более, что в последнее время дисбактериоз рассматривается не столько как индикатор неблагоприятных влияний на организм, сколько как этиологический фактор той или иной патологии. В этом случае нарушение микробиоценоза, состояние иммунного статуса и проявление болезни следует рассматривать в единстве, причем роль пускового механизма в каждом конкретном случае может принадлежать любому из этих компонентов триады. В одних случаях дисбактериоз непосредственно вызывает патологический процесс, в других случаях – через формирование иммунодефицита, в третьих – вызывает оба этих взаимосвязанных процесса.

Целью нашего исследования явилось изучение динамики развития дисбиотических явлений у крыс в условиях хронического потребления этанола.

В опыт были взяты крысы-самцы с исходной массой 150-170 г, которые ежедневно получали этанол внутрижелудочно через зонд один раз в день из расчета 5 г/кг массы тела в виде 30% водного раствора в течение 60 дней.

Видовой состав микрофлоры кишечника определяли в начале, в середине (через 30 дней) и в конце опыта, засевая разведения фекалий (10‑1–10-6) в количестве одной стандартной бактериологической петли на среду Эндо (для определения количества Escherichia coli), желточно-солевой агар (для определения количества стафилококка) и среду Сабуро (для определения количества грибков рода Candida). Посевы инкубировали при 37(С в течение суток, идентификацию микроорганизмов проводили по морфолого-культуральным признакам. Количество микроорганизмов обозначали в ln максимального разведения, из которого они высевались. Результаты опыта приведены в таблице 1.

Таблица 1. Оценка микробиоценоза кишечника крыс в динамике
	Показатель
	День взятия материала (от начала опыта)

	
	0
	30
	60

	E. coli
	3,00 ( 0,10
	3,28 ( 0,26
	2,86 ( 0,21

	Стафилококк
	2,06 ( 0,07
	2,55 ( 0,14
	2,55 ( 0,20

	Candida
	3,11 ( 0,12
	3,32 ( 0,19
	2,95 ( 0,22


Анализ приведенных результатов показывает, что содержание стафилококка в фекалиях крыс статистически достоверно увеличивалось в течение всего опыта (по сравнению с началом опыта, р(0,001 и р(0,005 через 30 и 60 дней соответственно), кишечной палочки – только на 30 день опыта (р(0,009), возвращаясь к исходному уровню на 60 день, а кандид – не изменялось.

Обращает на себя внимание возрастание в течение опыта величины ошибки средней, что косвенно указывает на увеличение гетерогенности выборок. Для проверки этого предположения был рассчитан показатель их ассиметрии, увеличение которого свидетельствует о возрастании гетерогенности популяции по изучаемым признакам (табл. 2).

Статистическая достоверность изменения гетерогенности популяции опытных крыс по изученным показателям определялась по Levense(s test (табл. 3).

Таблица 2. Ассиметрия изучаемых показателей
	Показатель
	День взятия материала (от начала опыта)

	
	0
	30
	60

	E. coli
	0,00 ( 0,33
	1,25 ( 0,46
	1,05 ( 0,50

	Стафилококк
	0,44 ( 0,39
	0,86 ( 0,49
	1,07 ( 0,53

	Candida
	0,02 ( 0,33
	1,21 ( 0,46
	0,93 ( 0,52


Таблица 3. Статистическая достоверность (р, по сравнению с началом опыта) изменения гетерогенности популяции по изученным признакам
	Показатель
	День взятия материала (от начала опыта)

	
	0
	30
	60

	E. coli
	0
	0,009
	0,109

	Стафилококк
	0
	0,00005
	0,0003

	Candida
	0
	0,500
	0,439


Из таблицы видно, что по содержанию в фекалиях кишечной палочки гетерогенность популяции опытных животных возрастала на 30-й день опыта, возвращаясь к исходному уровню к концу опыта, по содержанию стафилококка увеличивалась на протяжении всего опыта, а по содержанию кандид – не изменялась.

Полученные результаты свидетельствуют, что при хроническом потреблении алкоголя у крыс возникает дисбиоз кишечника, конкретные характеристики которого зависят от времени потребления алкоголя и носят индивидуальный характер; это, на наш взгляд, необходимо учитывать как при описании патогенеза алкоголизма, так и в схеме его лечения.
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Механизмы окислительных повреждений эритроцитов человека
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Окислительный стресс, т.е. ситуацию, характеризующуюся нарушением клеточного баланса между прооксидантами и антиоксидантами в пользу первых, во многих случаях рассматривают как основную причину биохимических и физиологических клеточных повреждений, старения клетки и ее лизиса [1, 2]. Эритроциты человека, переносчики кислорода в организме, вынужденные циркулировать в сосудистом русле в течение 120 дней в присутствии высоких концентраций кислорода и содержащие высокие концентрации ионов переходных металлов (ионы железа гемоглобина), представляют удобную модель для исследований механизмов и закономерностей клеточных повреждений, индуцируемых окислительными агентами [1]. Механизм и следствия окислительных повреждений определяются химическими и биохимическими процессами взаимодействия свободных радикалов с клеточными компонентами. Роль важнейшего сборщика свободных радикалов в клетке играет восстановленный глутатион (GSH), основное внутриклеточное небелковое сульфгидрильное соединение (2-10 мМ) [3]. В то же время в клетке наблюдается высокий уровень белковых сульфгидрильных групп, достигающий в эритроцитах 15-25 мМ [4]. Система восстановленный глутатион / глутатионпероксидаза (GSH:H2O2 оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.9) или глутатионпероксидазы обеспечивает защиту клетки при окислительном стрессе, индуцируемом органическими гидроперекисями [5]. 

В результате «окислительного взрыва» активированная фагоцитарная система генерирует активные формы кислорода (супероксиданион, перекись водорода), азота (окись азота, пероксинитрит), хлора (гипохлорная кислота). 

Цель настоящей работы – исследовать механизмы окислительных повреждений эритроцитов человека различными оксидантами: органической гидроперекисью (одним из конечных продуктов пероксидации мембранных липидов), нитритом (конечным продуктом окисления окиси азота), гипохлорной кислотой (продуктом миелопероксидазной реакции). 

Материалы и методы. Кровь здоровых доноров в 3 % цитрате натрия получали в Центральном Банке Крови г. Лодзь. После удаления плазмы крови и слоя лейкоцитов эритроциты трижды промывали холодным (4(С) забуференным изотоническим раствором NaCl (PBS, 145 mM NaCl, 1,9 mM NaH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4, pH 7,4) и использовали непосредственно после изолирования.  

Окислительный стресс индуцировали, инкубируя эритроциты человека (гематокрит 10%) в PBS c различными концентрациями tBHP при 21(С в течение часа , либо инкубируя эритроциты с различными концентрациями NaNO2 при 37(C в течение 30 мин, или инкубируя эритроциты с различными концентрациями гипохлорной кислоты при 22(С в течение 10 мин. Далее эритроциты трижды промывали холодным PBS. Окислительные повреждения эритроцитов оценивали по окислению внутриклеточного восстановленного (GSH), образованию смешанных дисульфидов глутатиона с белками эритроцитов (PSSG), изменению активностей внутриклеточных и мембранных ферментов, изменению структурного состояния и электрохимических свойств мембраны, морфологическим трансформациям клетки.

Результаты и их обсуждение. В клетке выделяют ряд уровней антиоксидантной защиты: первичные – 1) компартментализация чувствительного материала; 2) удаление реактивных кислородных соединений ферментами (глутатионпероксидаза, супероксиддисмутаза, каталаза); 3) изолирование ионов переходных металлов; 4) сборка свободных радикалов низкомолекулярными компонентами клетки (например, тиолами) и разрыв окислительной цепочки антиоксидантами (например, токоферолом) и вторичные – 5) ингибирование повреждающих процессов (репликация ДНК, протеолиз и липолиз поврежденных белков и липидов); 6) репарации повреждений; 7) инициация апоптоза [6, 7].

Водорастворимый аналог гидроперекисей липидов tBHP легко диффундирует через эритроцитарную мембрану и может взаимодействовать с клеточными компонентами двумя различными путями: либо восстанавливаться в глутатионпероксидазной реакции с одновременным окислением GSH до GSSG, либо гомолитически расщепляться, взаимодействуя с ионом железа гемоглобина, генерируя свободные радикалы, вероятнее всего, трет-бутоксильный радикал [8]. 

Исходя из кинетических закономерностей окислительного процесса, индуцируемого в эритроцитах человека tBHP, мы предположили, что этот процесс развивается по схеме: окисление GSH(окисление оксигемоглобина(перекисное окисление липидов [9]. В случае tBHP практически полное окисление GSH до GSSG (уровень общего глутатиона не изменялся) протекает ферментативно в глутатионпероксидазной реакции.

Воздействие гидроперекиси на эритроциты сопровождается значительной гиперполяризацией мембраны, что отражает значительный рост избирательной ионной проницаемости мембраны и потерю основного клеточного осмолита – ионов калия. Возрастание ионной проницаемости не является следствием пероксидации липидов. 

Окисление глутатиона в эритроцитах в присутствии нитрита натрия мы наблюдали, напротив, лишь после практически полного окисления оксигемоглобина до его мет-формы. При этом, как и в случае tBHP, GSH практически количественно превращается в GSSG, т.к. уровень общего глутатиона изменяется незначительно. Ранее мы показали, что обработка эритроцитов нитритом индуцирует эффективный экспорт дисульфидной формы глутатиона из клетки [10]. В наших экспериментах уменьшение уровня общего глутатиона (GSSG + GSH) соответствовало росту концентрации смешанных дисульфидов GSSP. 

Поскольку ингибиторы анион-переносящего белка полосы 3 мембран эритроцитов не изменяли скорости окисления внутриклеточного оксигемоглобина внеклеточным нитритом, мы предполагаем, что транспортер анионов не играет существенной роли в переносе нитрит-ионов внутрь клетки. Выраженная гиперполяризация и возрастание жесткости эритроцитарной мембраны сопровождает окисление клеток нитритом. 

Индуцируемые гипохлорной кислотой (HOCl) повреждения эритроцитов человека приводят к лизису клеток, развивающемуся во времени после удаления окислителя (постгемолизу). Кажущаяся константа скорости постгемолиза зависит от времени контакта клеток с HOCl, концентрации окислителя и температуры. Повреждения эритроцитарных мембран гипохлорной кислотой сопровождаются ингибированием мембраносвязанной ацетилхолинэстеразы по бесконкурентному механизму и мембранных АТФ-аз. Мы предполагаем, что ключевую роль в лизисе эритроцитов гипохлорной кислотой играют образующиеся мембраносвязанные хлорамины.

Таким образом, окислительные повреждения эритроцитов сопровождаются нарушением баланса мембранных ионных потоков, что связано как с ингибированием активного транспорта ионов, так и с нарушением пассивной мембранной проницаемости вследствие образования мембранных пор.

Список литературы

1. Clark M.R. // Physiol. Rev. – 1988. – V. 68. – P. 503-534.

2. Saran M., Bors W. // Radiat. Environ. Biophys. – 1990. – V. 29. – P. 249-262.

3. Grant C.M., Dawes I.W. // Redox. Report. – 1996. – V. 2. – P. 223-229.

4. Rossi R., Cardaioli E., Scaloni A., Amiconi G., Di Sipplicio P. // Biochim. Biophys. Acta. – 1995. – V.1243. – P. 230-238.

5. Rohn T.T., Hinds T.R., Vincenzi F.F. // Free Radical Biol. Med. – 1995. – V. 18. – P. 665-667.

6. Riley P.A. // Int. J. Radiat. Biol. – 1994. – V.65. – N 1. – P. 27-33.

7. Davies K.J.A. In.: Lipid peroxidation in biological systems. Ed. Sevanian A. Champaign. – 1998. – P. 100-116.

8. Trotta R.J., Sulivan S.G., Stern A. // Biochem. J. – 1983. – V. 212. – P.759-772.

9. Bryszewska M., Zavodnik I.B., Szosland K., Niekurzak A. // Biochem. Mol. Biol. Int. – 1995. – V. 37. – P. 345-354.

10. Lapshina E.A., Bartosz G. // Biochem. Mol. Biol. Int. – 1995. – V.37. – N.5. – P.949‑957.

УДК 616.36-612.014.482

Морфофункциональные изменения печени крыс после однократного (-облучения

Л.Б. Заводник, Р.И. Кравчук*, С.С. Чумаченко, 
В.А. Овчинников*, В.У. Буко 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 
*Гродненский медицинский университет

Среди паренхиматозных органов печень имеет наиболее высокий порог повреждения. Клетки ее в норме делятся крайне редко, поэтому лучевые повреждения проявляются в незначительной степени. В результате этого длительное время считалось, что печень является радиорезистентным органом [2,3]. 

Одним из основных механизмов повреждающего действия ионизирующей радиации и химических токсинов является генерация свободных радикалов и, как следствие, нарушение перекисного окисления липидов (ПОЛ) [1].

Цель настоящей работы – выявить структурные изменения печени крыс после однократного гамма-облучения в дозе 1 Гр и их патогенетическую причину.

Материалы и методы исследований. Влияние ионизирующего излучения на микро- и ультраструктуру печени и процессы ПОЛ, исследовали на белых беспородных крысах-самцах массой 150-200 грамм, содержащихся на стандартном рационе вивария. Исследования проводились в двух группах: I – контроль (без облучения), II – облучение дозой 1 Гр.

Через 6 часов, 1, 3, 10 и 20 суток после однократного облучения животных декапитировали. В крови крыс определяли уровень маркёрных ферментов гепатолиза: аланиновую – и аспарагиновую трансферазу (АЛТ, АСТ) [6]. Активность системы ПОЛ крови и микросом печени определяли по содержанию конечного продукта – малонового диальдегида (МДА) [8]. Микросомальную фракцию печени выделяли дифференциальным центрифугированием постмитохондриального супернатанта по методу И.И. Карузиной и А.И. Арчакова [5]. 

Морфологическое исследование печени проводили методом световой и электронной микроскопии по стандартной методике [9,10]. 

Результаты исследования. Изучение процессов ПОЛ позволило выявить существенную активацию этого процесса в ранние сроки после (-облучения. У крыс, подвергшихся действию (-лучей в дозе 1 Гр обнаруживалось увеличение МДА до 3 суток опыта в сыворотке крови на 79-22 % (табл. 1). В печени, имеющей мощную антиоксидантную систему защиты, повышение конечного продукта пероксидации, выявлялись в первые 6 часов эксперимента. Эта тенденция сохранялась до 24 часов после облучения. В более поздние сроки в обоих тканях уровень ПОЛ не отличался от контрольной группы. При изучении целостности цитоплазматической мембраны гепатоцитов по динамике АЛТ и АСТ в сыворотке крови выявлена сходная динамика. Только через 6 часов после облучения выявлялось выраженное повышение (на 34-37%) (табл. 1) активности исследуемых ферментов, что может указывать на повышенную проницаемость гепатоцитарных мембран. 

Таблица 1. Уровень ПОЛ в крови и микросомах печени и ферментов сыворотки крови крыс после однократного гамма-облучения в дозе 1 Гр (% к контролю) 

	Время после облучения
	Уровень МДА
	Активность ферментов в сыворотке крови

	
	Кровь
	Микросомы
	АЛТ
	АСТ

	6 часов
	179*
	118*
	134*
	137*

	1 сутки
	175*
	113
	112
	106

	3 суток
	122*
	97
	109
	105

	10 суток
	108
	79
	98
	98

	20 суток
	103
	73
	104
	105


Примечание: * – достоверность по отношению к контрольной группе.

Микроскопическое исследование печени после облучения. В первые 3 дня после однократного облучения на гистологических препаратах печени крыс не выявлено каких-либо существенных микроструктурных нарушений по сравнению с печенью интактных животных, в то время как на электронно-микроскопическом уровне обнаруживались ультраструктурные изменения как со стороны гепатоцитов, так и сосудистого русла. Хотя структура большинства ядер не отличалась от таковой в гепатоцитах интактной печени, в некоторых ядрах вакуолизировалась цитоплазма. Практически во всех гепатоцитах выявлялись деструктивные изменения в митохондриях: локальные расширения межкристных пространств, частичное отслоение внутренней мембраны, фрагментация органелл, вплоть до микроклазматоза. Возрастал полиморфизм митохондрий, появлялось множество атипичных и гипертрофированных форм. Матрикс большинства митохондрий становился набухшим и электронноплотным, кристы выявлялись неотчетливо. Во многих гепатоцитах отмечена гиперплазия митохондрий и увеличение числа гантелеобразных, т.е. делящихся форм. Рядом с подобными клетками находились гепатоциты с менее выраженными признаками повреждения митохондрий. Гранулярная цитоплазматическая сеть (ГрЭС) более развита по сравнению с контрольными животными. Местами наблюдалась фрагментация и расширение ее цистерн, между которыми содержалось аморфное вещество (вновь образованный белок). В цитоплазме чаще обнаруживались пищеварительные вакуоли, увеличивалось количество лизосом, более на биллиарном полюсе. В желчных капиллярах отмечалось обилие микроворсинок. Со стороны цитолеммы гепатоцитов в пространство Диссе выступали резко удлиненные микроворсинки. Местами наблюдался отек цитоплазмы. Встречались гепатоциты, находящиеся в стадии митотического деления. 

Через 10 дней после однократного облучения животных обнаружены разнообразные микроскопические нарушения в печени: лимфогистиоцитарная инфильтрация портальных трактов, деструкция и гибель отдельных гепатоцитов с повреждением ядра (фрагментация, лизис, пикноз), зернистая дистрофия цитоплазмы, местами переходящая в гидропическую. На ультраструктурном уровне существенные изменения наблюдались со стороны митохондрий: усиливался их полиморфизм, чаще обнаруживались делящиеся формы, а также гигантские атипичные митохондрии с редуцированными и дезориентированными кристами. Также как и через 3 часа после облучения, у животных этой группы митохондрии в большинстве гепатоцитов многочисленны, отличались конденсированным матриксом и умеренным количеством крист. Некоторые вакуолизировались за счет фрагментации, расширения и просветлений межкристных пространств. Наблюдалась дегрануляция и расширение цистерн ГрЭС, скопление первичных и вторичных лизосом на биллиарном полюсе гепатоцитов. Резко увеличивалась пролиферация гепатоцитов (в 8-10 раз). В среднем митотический индекс составлял 0,21+0,10 о/оо (р<0,05). При этом делящиеся клетки находились преимущественно на стадии метафазы. В расширенных пространствах Диссе обнаруживались мелкие и крупные пучки коллагеновых волокон, а местами отложения аморфных масс умеренной электронной плотности, так называемая капилляризация синусоидов. 

Через 20 дней после облучения в печени животных сохранялись морфологические нарушения, выявляемые в более ранние сроки эксперимента. Кроме того отмечалось более выраженное по сравнению с предыдущими опытными группами расширение цистерн ГрЭС. В большей степени повышалась пролиферация гепатоцитов, составляя 0,38+0,15 о/оо.

Таким образом, в первые часы после однократного облучения в 1 Гр в печени крыс регистрируются наиболее отчетливые изменения биохимических показателей, характеризующих процессы ПОЛ и целостность плазматической мембраны. Проявляются ультраструктурные признаки повреждения гепатоцитов, в то время как микроскопические изменения практически не выявляются. Наиболее отчетливые морфологические нарушения ткани печени обнаруживаются через 10 дней после облучения и сохраняются вплоть до 20 суток. Микровакуолизация кариоплазмы, наблюдаемая в ядрах многих гепатоцитов может указывать на увеличение проницаемости ядерной оболочки. Наличие деструктивных и гибнущих гепатоцитов с поврежденными ядрами может быть связано с нарушением микроциркуляции и обмена между гепатоцитами и синусоидами вследствие их капилляризации и образования мелких и крупных пучков коллагеновых волокон в перикапиллярном пространстве. Увеличение числа делящихся гепатоцитов может свидетельствовать об усилении степени повреждения паренхимы печени. Нахождение делящихся ядер преимущественно на стадии метафазы указывает на возрастание метафазно-профазного индекса, наблюдаемого обычно в опухолевых тканях [4, 7].

Рост уровня ПОЛ в ранние сроки после лучевого воздействия и нормализация в более отдаленные сроки указывает на роль свободнорадикальных процессов в повреждающем действии  γ-облучения на организм и достаточность компенсаторных процессов механизмов защиты организма при действии на крыс дозой в 1 Гр [1,3]. Нормализация активности АЛТ и АСТ в сыворотке крови крыс в сроки более 24 часов говорит о нормализации проницаемости плазматической мембраны гепатоцитов в эти сроки эксперимента.
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Биохимические показатели крови у пострадавших с травмой на фоне алкогольной интоксикации и пути ее коррекции

С.Е. Золотухин, А.В. Ельский, Е.В. Богатырева, А.А. Баешко

НИИ травматологии и ортопедии Донецкого государственного медицинского университета им. М. Горького, Украина

Высокий уровень травматизма на дорогах и в быту во многих случаях обусловлен употреблением алкоголя. Алкогольная интоксикация вносит существенный вклад в клиническую картину течения травматической болезни, затрудняет своевременную диагностику, а, следовательно, и применение адекватной терапии, что ухудшает прогноз.

Целью настоящего исследования было изучение особенностей метаболизма травматической болезни у лиц с алкогольной интоксикацией и патогенетическое обоснование их фармакологического лечения.

Было обследовано 217 человек с множественной и сочетанной трав​мой, из них 97 трезвых пациентов (44,7%) и 120 человек с алкогольной интоксикацией (55,3%). В последующем в группе трезвых пострадавших у 83 человек (80,5%) имел место благоприятный исход, а у 14 (19,5%) – неблагоприятный исход травматической болезни. В группе пострадавших, имевших алкогольную интоксикацию, благоприятный исход был в 85 (70,8%) случаях, неблагоприятный – в 35 (29,2%) случаях. Биохимический статус пострадавших оценивали по показателям белкового, жирового обменов, уровню эндогенной интоксикации, определяемых с помощью биохимической аппаратуры «Kone Progress Plus».

В зависимости от исхода травмы выделяли пострадавших с благоприятным и неблагоприятным исходом. Выделяли подгруппы: «трезвая», «с алкогольной интоксикацией 1-й степени» (концентрация алкоголя в крови до 1,61 г/л) и «с алкогольной интоксикацией 2-й степени» (концентрация алкоголя в крови ( 1,61 г/л). Результаты исследования представлены в таблице.

В результате проведенных исследований выявлено, что при шоке имела место гипокальциемия, гипопротеинемия, диспротеинемия, дисферментемия и выраженная интоксикация. Характерно, что наименьшие отклонения показателей от нормы были зарегистрированы в группе лиц, у которых исход травматической болезни был благоприятным и, самое главное, у трезвых пострадавших.

Сравнение данных в подгруппах пострадавших, имевших разную степень алкогольной интоксикации, показало, что при более тяжелой алкогольной интоксикации имела место и большая глубина расстройств обмена.

Так снижение «белкового резерва» организма, повышение концентраций среднемолекулярных фракций пептидов подтверждали усиленный катаболизм белков. Как видно из таблицы, алкогольная интоксикация существенно повышала гиперазотемию. Усиление липогенеза и увеличение соотношения [NADH]/[NAD+] вследствие окисления алкоголя в митохондриях при участии алкогольдегидрогеназы, вызывали закономерную гиперлактатемию, которая, в свою очередь, также снижала способность почек экскретировать мочевую кислоту.

Гипопротеинемия, вызывавшая снижение онкотического давления крови, клинически выражалась признаками отека внутренних органов, прежде всего легких и головного мозга. 

Угнетение функции почек у пьяных пострадавших имело более выраженный характер и могло быть обусловлено микротромбозом кровеносных сосудов, ишемией и локальной гипоксией.

Таблица. Метаболические показатели плазмы крови при шоке у пострадавших с разным исходом травмы и степенью алкогольного опьянения (M±m)

	Показатели, ед
	Группа практи–чески здоровых людей
	Исход травматической болезни

	
	
	благоприятный
	неблагоприятный

	
	
	трезвые
	алкогольная интоксикация
	трезвые
	алкогольная интоксикация


	
	
	
	1-я степень
	2-я степень
	
	1-я степень
	2-я степень

	Общий белок, г/л
	69,2 ± 2,9
	60,5 ± 4,24
	60,6 ± 5,22
	57,2 ± 4,91)
	60,2 ± 4,71)
	56,3 ± 3,71)
	55,8 ± 3,41)

	Альбумины,%
	52,0 ± 0,9
	49,6 ± 1,73
	48,5 ± 2,4
	47,7 ± 2,21)
	48,6 ± 2,1
	46,2 ± 2,21)
	44,6 ± 2,01)

	Глобулины,%
	48,0 ± 1,1
	50,3 ± 1,84
	51,5 ± 2,1
	52,3 ± 2,31)
	51,4 ± 2,2
	53,8 ± 1,61)
	55,4 ± 1,21)

	Средние молекулы, 

у. е.
	0,263 ± 0,03
	0,33 ± 0,04
	0,38 ± 0,031)
	0,44 ± 0,041,2)
	0,34 ± 0,03
	0,42 ± 0,031,2)
	0,50 ± 0,041,2,3)

	Креатинин, мкмоль/л
	72,4 ± 5,3
	87,6 ± 8,4
	99,8 ± 8,61)
	107,2 ± 9,51)
	94,2 ± 8,11)
	102,6 ± 10,31)
	156,7 ± 13,21,2,3,4)

	Мочевина, ммоль/л
	7,1 ± 0,5
	8,8 ± 0,73
	8,7 ± 0,66
	8,9 ± 0,72
	10,2 ± 1,01)
	14,7 ± 1,31,4)
	16,8 ± 1,21,2,4)

	Мочевая кислота, мкмоль/л
	260,0 ± 18,9
	280,9 ± 26,5
	314,3 ± 22,61)
	326,3 ± 21,11)
	303,0 ± 21,3
	367,3 ± 24,41)
	392,9 ± 30,11,2)

	АсТ
	30,0 ± 2,4
	150,4 ± 14,11)
	180,2 ± 16,11)
	210,5 ± 21,01,2)
	140,0 ± 10,21)
	139,6 ± 16,21,2)
	200,0 ± 19,41,2)

	АлТ
	22,2 ± 1,8
	110,1 ± 9,81)
	138,6 ± 11,31)
	153,7 ± 12,21,2)
	97,6 ± 8,81)
	141,3 ± 11,91,2)
	158,4 ± 13,61,2)

	ГГТ
	28,3,0 ± 1,5
	37,4 ± 3,21)
	35,7 ± 3,1
	38,6 ± 2,11)
	38,6 ± 2,71)
	34,8 ± 2,7
	39,9 ± 2,51)

	КК
	297,0 ± 26,0
	1729 ± 33,81)
	2137 ± 42,91)
	3100 ± 161,71,2,3)
	1671 ± 59,11)
	1790 ± 48,31,4)
	2100 ± 69,41,2,3,4)

	ЛДГ
	661,0 ± 48,2
	249,0 ± 44,2
	761,9 ± 52,82)
	1131,5 ± 97,41,2,3)
	618,3 ± 49,5
	814,5 ± 49,61)
	1768 ± 110,01,2,3,4)

	ЩФ
	137,0 ± 12,5
	174,6 ± 12,51)
	188,4 ± 12,91)
	210,6 ± 17,71)
	169,2 ± 14,2
	194,7 ± 16,21)
	198,3 ± 11,81)

	КФ
	3,2 ± 0,15
	3,1 ± 0,2
	3,7 ± 0,3
	3,8 ± 0,21
	3,3 ± 0,33
	3,9 ± 0,281)
	4,3 ± 0,331,2)

	ДНК-аза
	0,37 ± 0,05
	0,38 ± 0,02
	0,38 ± 0,02
	0,34 ± 0,02
	0,35 ± 0,02
	0,36 ± 0,03
	0,33 ± 0,021)


Примечание:  

1) – обозначена достоверность отличий показателей по сравнению с группой практически здоровых людей (p < 0,05); 

2) – обозначена достоверность отличий показателей по сравнению с группой трезвых пострадавших, имеющих одинаковый исход (p > 0,05);

3) – обозначена достоверность отличий показателей по сравнению с группой, где была 1-я степень алкогольной интоксикации (p > 0,05);

4) – обозначена достоверность отличий показателей в одних и тех же подгруппах пострадавших, отличающихся по исходу (p > 0,05).
В соответствии со степенью деструкции клеток в очагах повреждения тканей, а также за счет вторичных патогенетических факторов, особенно гипоксии и ацидоза у пациентов развивалась гиперферментемия. Наиболее существенно повышалась активность креатининкиназы, АсТ, АлТ, ЛДГ. В меньшей степени росла активность фосфатазы, ДНК-азы, ГГТ. Алкоголь существенно усугублял тяжесть патологических процессов при травме. Активность указанных ферментов увеличивалась на 50-100%.

Состояние алкогольного опьянения препятствовало проведению полноценных противошоковых мероприятий и, как было подтверждено нами, осложняло течение травматической болезни. 

Нами запатентован «метод интракорпоральной биодеградации токсических веществ» (патент Украины № 24692А). Метод заключается во введении в вену человека смеси фармакологических препаратов, которые одновременно воздействуют на разные звенья механизмов естественной детоксикации.

Комплекс препаратов состоит из контрикала, пирацетама, рибоксина, аскорбиновой кислоты, дексаметазона, АТФ, магнезии при таком соотношении компонентов: контрикал – 10 000 ЕД (2,0 мл); пирацетам 20% – от 5,0 до 10,0; рибоксин 2% – от 5,0 до 10,0; аскорбиновая кислота 5% – от 2,0 до 5,0; дексаметазон – 4 мг (1,0); магнезия 25% – от 1,0 до 5,0; АТФ – 1,0.

Используемые в методе препараты активируют ферменты микросом печени, блокируют протеолитические и другие ферменты, которые появляются в крови при экстремальных состояниях и гипоксии, перекисные радикалы; улучшают реологию крови, нервную проводимость и обмен веществ. Благодаря такому комплексному воздействию на организм достигается заявленный положительный эффект детоксикации.

Эффективность метода установлена у 23 пострадавших с тяжелой механической травмой, сопровождаемой алкогольной интоксикацией. В этой группе детоксикацию применяли ежедневно на протяжении 10 дней.

В качестве контрольной группы использовали пострадавших с алкогольной интоксикацией (n=18), которым в вену указанный выше комплекс не вводили. Базовая терапия у пациентов основной и контрольной групп не отличалась.

Результаты сопоставления биохимических показателей у пострадавших двух групп свидетельствовали о сравнительно благоприятном течении травматической болезни в 1-й группе.

В первой группе пострадавших летальность составила 13% (погибших 3 человека), во второй группе 56% (погибших 10 человек).

Таким образом, полученные результаты указывают на то, что интоксикационный фактор в патогенезе травматической болезни играет очень важную роль. Сочетание алкогольной и травматической интоксикации у пострадавших крайне неблагоприятно, оно отягощает течение травматической болезни, что сказывается на функционировании всех без исключения систем жизнеобеспечения организма.
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Динамика изменений биоантиоксидантной системы при экспериментальной черепно-мозговой травме

С.В. Зяблицев, Е.Д. Якубенко, Л.Н. Ковальчук

Государственный медицинский университет им. М. Горького, Донецк, Украина

Благодаря функции биоантиоксидантной системы организма (АОС), реализующейся на субклеточном, клеточном, тканевом, органном и организменном уровнях, процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ) удерживаются на стационарном уровне [1]. При экстремальных состояниях данное равновесие ПОЛ-АОС нарушается, причем степень изменения зачастую соответствует тяжести состояния [2]. Целью настоящего исследования явилось изучение состояния антиоксидантного статуса организма и интенсивности ПОЛ при черепно-мозговой травме (ЧМТ) в динамике в эксперименте.

Исследование выполнено на 67 белых беспородных крысах-самцах массой 190±10 г. Травму наносили в стандартных условиях. Последующее вскрытие головного мозга показало, что у всех животных имела место закрытая ЧМТ при наличии кожной гематомы и перелома костей свода черепа без смещения, средней степени тяжести с наличием деструкции коры теменных и височных долей (в зоне удара) и основания лобных и височных долей (в зоне противоудара); повреждения вещества головного мозга в виде диффузных мелкоточечных кровоизлияний; «оболочечной» гематомы – в зоне удара. Летальность в первые 3 часа после травмы составила 44,8 %. Контрольную группу составили 10 интактных животных. В пробах крови, которые собирали через 15 минут, 1 и 3 часа после травмы при декапитации, унифицированными методами исследовали показатели, характеризующие интенсивность ПОЛ, состояние АОС и активность лизосомальных ферментов катепсина Д и кислой фосфатазы.

Результаты исследования (таблица) показали, что содержание продуктов липопероксидации диеновых конъюгатов (ДК) и малонового диальдегида (МДА) в крови крыс прогрессивно нарастало в динамике 
посттравматического периода и через 3 часа после травмы составило 250% и 217%, соответственно, от уровня у интактных животных (p<0,05). Величина перекисного гемолиза эритроцитов (ПГЭ) увеличилась в 2 раза уже через 15 мин после травмы (p < 0,05) и оставалась на том же уровне на дальнейших этапах исследования.

Таблица. Показатели ПОЛ, антиоксидантной системы и активность лизосомальных ферментов в динамике черепно-мозговой травмы (M±m)
	
	Интактные
	Время после травмы

	
	
	15 мин
	1 час
	3 часа

	ДК,(Е/мл)
	1,960 ± 0,228
	2,675 ± 0,310
	3,386 ± 0,483*
	4,257 ± 0,197*#

	МДА,(мкмоль/г белка)
	6,47 ± 0,37
	9,97 ± 1,05*
	11,00 ± 1,21*
	16,17 ± 0,93*#&

	ПГЭ,%
	14,54 ± 2,07
	28,70 ± 1,85*
	31,53 ± 3,30*
	29,70 ± 1,76*

	Vit. ,(мкмоль/л)
	3,218 ± 0,446
	3,551 ± 0,439
	3,463 ± 0,322
	2,142 ± 0,180#&

	СОД,(Е/мг белка)
	0,129 ± 0,018
	0,080 ± 0,018
	0,072 ± 0,020*
	0,027 ± 0,005*#

	Каталаза,(мк/л)
	30,0 ± 1,32
	32,63 ± 2,87
	31,96 ± 2,61
	22,82 ± 1,27*#&

	КД,(Е/мин)
	2,07 ± 0,36
	10,76 ± 0,88*
	10,62 ± 2,37*
	7,34 ± 0,82*#

	КФ,нкат/л
	119,0 ± 13,9
	386,0 ± 60,3*
	225,6 ± 24,9*#
	268,9 ± 19,3*


* – p < 0,05 при сравнении с величинами до травмы; 

# – p < 0,05 при сравнении с величинами через 15 минут после травмы; 

& – p < 0,05 при сравнении с величинами через 1 час после травмы.
Содержание основного антиоксиданта (-токоферола в сыворотке крови животных через 15 минут после нанесения травмы не изменялось и оставалось в пределах нормальных значений через 1 час. К третьему часу эксперимента концентрация (-токоферола снизилась в полтора раза по сравнению с предыдущими сроками (p<0,05). Подобные динамические изменения претерпевала активность антиокислительного фермента каталазы, которая соответствовала контрольным показателям через 15 минут и 1 час после ЧМТ, а через 3 часа достоверно снизилась на 45 %. Активность другого фермента антиоксидантной защиты – супероксиддисмутазы (СОД) начала снижаться уже через 15 минут (p>0,05), через 1 час достоверно уменьшилась в 1,8 раз, а через 3 часа после травмы – в 4,8 раз (p<0,05).

Полученные результаты свидетельствуют об интенсификации процессов ПОЛ и постепенном истощении резерва антиоксидантной системы в посттравматическом периоде при ЧМТ. Исследование лизосомальных ферментов показало существенное изменение их активности на протяжении всего эксперимента. Самая высокая активность лизосомальных ферментов кислой фосфатазы (КФ) и катепсина Д (КД) в крови отмечена уже через 15 минут, к концу эксперимента активность данных энзимов была также достоверно выше нормальных величин.

Анализ результатов показал, что в ответ на ЧМТ в организме экспериментальных животных уже через 15 минут интенсифицируются процессы липопероксидации на фоне неизмененной активности антиоксидантной системы, что приводит к лабилизации клеточных и субклеточных структур, о чем свидетельствует повышение в крови активности лизосомальных маркерных ферментов. Через 1 час после травмы процессы ПОЛ продолжают усиливаться, в то же время происходит срыв одного из звеньев ферментативной антиокислительной системы – почти в 2 раза снижается активность СОД. Активность же маркерных ферментов повреждения остается на прежнем высоком уровне. К 3-м часам 
посттравматического периода происходит достоверное уменьшение значений всех изученных показателей АОС организма, что соответственно приводит к еще большей интенсификации липопероксидации. Активность лизосомальных ферментов к этому сроку стабилизируется на высоком уровне.

Таким образом, состояние прооксидантной и антиоксидантной систем в динамике посттравматического периода при ЧМТ имеет свои особенности, среди которых отмечены: прогрессирующий рост концентрации в крови продуктов ПОЛ и раннее истощение резервов АОС организма.
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Как известно, в период между 110 и 120 днями после выхода из костного мозга эритроциты фагоцитируют макрофагами главным образом в селезенке, печени и костном мозге. При этом происходит деградация гема гемоглобина с образованием СО, Fe и биливердина. Деградация гема осуществляется микросомальной гем оксигеназой – оксидазой со смешанной функцией, нуждающейся в кислороде, цитохром-с-редуктазе и NADPH. Оксигеназа специфически расщепляет а-метеновый мостик гема. Субстратами оксигеназы являются метгемоглобин и другие метгемы, связанные с белками. Образование биливердина происходит через образование холеглобина.

Гемоглобин в некоторых реакциях окисления превращается в зеленый пигмент, вердоглобин. В верде, в отличие от гема, раскрыто порфириновое кольцо вследствие окисления (-метeнового мостика. Вердоглобин не участвует в транспорте кислорода и является необратимым продуктом окисления гемоглобина. Одним из вердоглобинов, который накапливается в крови при ряде заболеваний, при взаимодействии крови с веществами (фенацетин, сульфонамид и др.), при отравлении анилином и его производными, является сульфгемоглобин (SHb). При некоторых заболеваниях у больных, у которых имеется эндогенный источник серы (больные с хроническими колитами, с заболеваниями печени, страдающие кишечными расстройствами) и при применении препаратов фенацетин, сульфонамид и др. концентрация SHb достигает в крови 10 г%.

Вне организма SHb получают путем пропускания сероводорода через гемоглобин находящимся на воздухе. В этом случае, наряду с сульгемоглобином, образуется и метгемоглобин-сульфид, что затрудняет определение SHb.

В эксперименте форму, подобную на SHb, получали следующим образом: к меtHb добавляли дитионит, а затем перекись водорода. Полученный продукт имел зелёный цвет, а спектр в видимой области имел максимум поглощения в интервале 618–625 нм и второй максимум в области 510 нм с отсутствием полосы Соре. Аналогичный продукт получали при взаимодействии HbO2 с K3Fe(CN)6 и добавлении дитионита и перекиси водорода. Образованию зеленого вердоглобина предшествует образование ферригемоглобина, который подвергается действию сероводорода и свободных радикалов кислорода. В эксперименте полученная форма вердоглобина на длине волны 620 нм более чем в два раза превышала поглощение меtHb.

Метгемоглобин реагирует с пероксидом водорода, формируя высокореактивную, неустойчивую феррипероксидную форму гемоглобина [1], которая при удалении пероксида водорода из реакционного объема раствора, превращается в метгемоглобин. Феррипероксидная форма гемоглобина переходит в метгемоглобин и при взаимодействии с монооксидом азота [2]. В эксперименте наблюдали быстрое превращение феррипероксидной формы гемоглобина в метгемоглобин при добавлении в действующий объем раствора нитрита натрия, альдегидов и других лигандов при нейтральных рН. Добавление к раствору гемоглобина в фазе ферропероксидной формы азотной кислоты не приводит к мгновенному переходу ферропероксидной формы гемоглобина в метгемоглобин, что наблюдалось в случае добавления нитритов. Исходя из того, что монооксид азота деактивирует ферропероксидную форму гемоглобина, переводя ее в метгемоглобин, можно заключить, что монооксид азота образуется при растворении нитритов, а не разбавлении азотной кислоты. При используемых концентрациях пероксида водорода не отмечалось значимых изменений в составе метгемоглобина.

При добавлении к раствору метгемоглобина нитрита натрия, а затем пероксида водорода, спектрофотометрически наблюдается резкое падение интенсивности полосы Соре с увеличением его плеча в красноволновой области, появление слабого пика на 700 нм. и более интенсивного максимума поглощения на 585-600 нм с одновременным уменьшением характерных для метгемоглобина максимумов поглощения на 500 и 630 нм. Данный спектр поглощения в видимой области характерен для метгемоглобина, окисленного до холеглобина [3]. Существенного увеличения поглощения на 560 нм, характерного для гемихрома [4], не наблюдалось. Как отмечалось Van Zyl Z. и Van der Walt В.J., такие же изменения спектра поглощения гемипротеинов характерны для реакции взаимодействия гемипротеинов с пероксинитритом [5].

Наряду с этим, зеленую окраску имеет раствор metHb при взаимодействии с ионами фтора. Данный гемихром имеет несколько максимумов в видимой области спектра (407, 487, 542, 577 и 607 нм). Наблюдается пересечение спектров поглощения metНв и гемихрома на трех длинах волн (491, 541 и 625 нм). Образование данного гемихрома происходит только из metНв, причем независимо, каким образом получен metНв (при взаимодействии Нв с K3Fe(CN)6, или NaNO2, или под действием ультразвука). Аналогичная форма гемихрома образуется и в эритроцитах, содержащих metНв, при взаимодействии последнего с ионами фтора. Эта форма обратимо восстанавливается в metНв при удалении из раствора или эритроцитов ионов фтора диализом или колоночной хромотографией на сефадексе, а также неоднократным отмыванием эритроцитов. При взаимодействии гемихрома с пероксидом водорода образуется феррипероксидная форма Нв, которая переходит в вердоглобин. При взаимодействии гемихрома с NaNO2, находящимся в избытке по отношению к Нв, наблюдали образование metНвNO2. Последний при добавлении пероксида водорода превращался в вердоглобин. Аскорбиновая кислота не восстанавливала гемихром в Нв (в отличиe от metНв) и способствовала образованию вердоглобина в течение суток после начала реакции.

Ионы фтора не взаимодействуют ни с НвО2, ни с Нв. Спектры данных форм гемоглобина при наличии в растворе ионов фтора не изменяются. При воздействии ультразвука на раствор Нв с ионами фтора образуется зеленый гемихром.

При образовании холеглобина не происходит выброс свободного железа в раствор, что подтверждается следующим опытом. В раствор холеглобина ввели 30 % раствор ТХУ (25 % от общего объема) с целью денатурации белковой части гемоглобина. После центрифугирования полученной суспензии (5000 об./мин 20 мин) осадок имел грязно-зеленый цвет, а надосадочная жидкость была не окрашенная и прозрачная, а не чайного цвета,что соответствовало бы растворенным солям ацетата железа. При добавлении в надосадочную жидкость щелочи NaOH не наблюдали каких-либо изменений (помутнения или выпадения белого осадка), подтверждающих наличие в исходной жидкости ионов железа. В процессе жизни эритроциты и содержащийся в них гемоглобин подвергается действию кислородсодержащих свободных радикалов. Свободные радикалы возникают в организме при действии ионизирующего излучения, ультразвука, ультрафиолетового излучения, ксенобиотиков, биохимических реакций. Известно, что такие высокоактивные радикалы, как гидроксильный радикал, монооксид азота и супероксидный анион-радикал, а также образующийся при их взаимодействии, перекис водорода, перокисинитрит, могут участвовать в физиологических реакциях организма в норме и патологии и влиять на взаимодействие гем содержащих белков с лигандами как экзогенной, так и эндогенной природы. 

[image: image27.wmf] 

HbO

2

 

metHb

 

Феррил

-

Нb(IV)

 

Hb

 

необратимый 

гемихром

 

биливе

-

рдин

 

железо

 

белок

 

гемихром

 

вердо

-

глобин

 


Схема превращения гемоглобина в вердоглобин

Основываясь на экспериментальных данных и опираясь на литературную информацию, предлагаем следующую схему превращения гемоглобина в вердоглобин, где ведущее значение придается образованию ферропероксидной формы гемоглобина с окисленными функциональными группами белка и нарушенной третичной структурой (необратимый гемихром).

Таким образом, в системе, содержащей метгемоглобин и такие высокоактивные радикалы, как гидроксильный радикал, монооксид азота, супероксидный анион-радикал, а также образующийся при их взаимодействии, перекис водорода, перокисинитрит, и другие лиганды, взаимодействующие с белком и гемом гемоглобина, имеет место комплекс реакций, приводящий к образованию вердоглобина (холеглобина).
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Токсические характеристики соединений свинца (Pb2+) и аммония (NH4+) для нервной системы человека нуждаются в дополнительном изучении. В сфере анализа их действия на культивируемые объекты систематических исследований не проводилось, и суммация данных литературы показала их неоднородность и противоречивость [1-5]. Нестандартность условий эксперимента и особенности изучаемых типов клеток во многом обусловливают различия в направленности и выраженности ответов: начиная от изменений структуры мембран, их проницаемости для различных ионов и молекул и заканчивая связанной с этим модификацией экспрессии генов и морфо-функциональной перестройкой клеток, а также апоптотической гибелью. Таким образом, вопросы, касающиеся участия рассматриваемых агентов в нейропатогенезе, моделируемом в культуральных условиях, остаются нерешенными. Исходя из этого, мы исследовали выживаемость клеток крысиной феохромоцитомы линии РС12, а также синтез ДНК в них при изолированном и комбинированном влиянии ацетата свинца и хлорида аммония.

Клетки выращивались в среде RPMI 1640 с 15% сыворотки, СО2-инкубаторе, при 370С. Для экспериментов среду заменяли на свежую со сниженным (0,5%) содержанием сыворотки, добавляя в конечных концентрациях Pb2+ (0,1-10 мкг/мл), NH4+ (0,1-10 мM) или их композиции. Поврежденные клетки после окраски трипановым синим подсчитывали под микроскопом в 3-5 cлучайно выбранных полях и не менее чем в трех лунках культуральных планшетов. Синтез ДНК оценивали после 2 ч инкубации с [метил-3H]-тимидином (37 кБк(мл), промывки и осаждения клеточного материала 10% трихлоруксусной кислотой (0°С), растворения 0,6 М NaOH и отбора аликвот для измерения белка по Lowry [6] и радиоактивности, приводимой к расп./мин на мкг белка. В каждую опытную серию входило 3-6 культур. Достоверность экспериментальных данных определяли по t-критерию Стъюдента.

Одно- и трехсуточная инкубация со Рb2+ в концентрациях 0,1–10 мкг/мл не вызывала гибели клеток. Увеличение времени экспозиции приводило к появлению среди них единиц, окрашивающихся трипановым синим, констатируя деструкцию плазматических мембран. Число отмирающих клеток через 7 сут при дозах Pb2+ 0,1 и 10 мкг/мл составило 18(1,1 и 19,7(5,8 %, а спустя 14-15 сут при его содержании 0,1; 0,5 и 1 мкг/мл – 22-29%. Причем, какой-либо зависимости эффекта от концентрации препарата выявлено не было. Заметим, что культивирование клеток в среде с 10 мкг/мл Pb2+ на 5 сут приводило к увеличению их числа в 2,7 раза.

Иная картина имела место при использовании NH4+ (табл. 1). В этом случае процент отмирающих клеток четко зависел от дозы, времени воздействия и плотности посева, с ростом которой деструктивный эффект химического агента снижался. При его концентрациях 0,1 и 1 мМ тотальной гибели клеточных элементов не происходило даже по прошествии 10 сут культивирования, но все испытуемые разведения начинали инициировать ее спустя 24 ч. Таким образом, хлорид аммония оказался более токсичным, чем ацетат свинца, а монослойные культуры – менее подверженными их влиянию. Применение Pb2++ NH4+ усиливало индивидуальное ущербное влияние каждого из них, возрастающее со временем.

Опыты с включением 3Н-тимидина в ДНК клеток РС12 показали, что Pb2+ при суточной экспозиции ингибировал его с тенденцией к дозозависимости и максимумом (на 22%, Р<0,05) при наивысшей концентрации, а при трехсуточной — напротив, повышал на 39-60% (табл. 2).

Таблица 1. Влияние аммония и его комбинации со свинцом на выживаемость клеток PC12
	
	Свинец
	Свинец +  аммоний

	Концентрация, мМ
	% гибели клеток
	Концентрация,
	% гибели клеток

	
	1 сут
	3 сут
	мкг/ мл + мМ
	1 сут
	3 сут

	0,1
	7,75 ( 1,1
	11,67 ( 0,7*
	0,1
	15,3 ( 3,4(
	18,2 ( 4(

	1
	14,33 ( 2,4(
	16,6 ( 0,7
	1
	16 ( 2,9
	25 ( 5(*(

	10
	18,8 ( 1,4(
	21 ( 4,2(
	10
	19,5 ( 0,96(
	29(3,61(*(


Примечание: При комбинированном влиянии токсинов в среде больше плавающих клеток, чем при действии одного агента; * – достоверность по отношению к гибели клеток после 1 сут инкубации (Р(0,05); ( – то же по отношению к гибели при концентрации 0,1 мМ (Р(0,05); ( – то же по отношеннию к гибели клеток при воздействии одного NH4+.

Эти наблюдения коррелируют с отмеченной выше стимуляцией пролиферации клеток РС12, показанной и на других объектах [2, 7]. Это наводит на мысль, что на уровне целостного организма такая стимуляция может инициировать развитие опухолевой трансформации. В отличие от Pb2+  NН4+ пропорционально дозировке подавлял образование ДНК в каждом из инкубационных периодов. При сочетанном применении по прошествии суток включение метки при концентрациях 1 и 10 мМ явно тормозилось, тогда как к завершению третьих — только при 10 мМ, что объясняется наложением стимулирующего действия свинца на угнетающее аммония.

Таблица 2. Включение 3H-тимидина в ДНК клеток РС12 после их культивирования со свинцом и аммонием

	Свинец
	Аммоний
	Свинец + аммоний

	мкг/мл
	%
	мМ
	%
	мкг/мл+ мМ
	%

	1 сут

	0
	100
	0
	100
	0
	100

	0,1
	93
	0.1
	105
	0,1 + 0,1
	94

	1
	85*
	1
	87
	1 + 1
	48*

	10
	78*
	10
	67*
	10 + 10
	35*

	3 сут

	0
	100
	0
	100
	0
	100

	0,1
	139*
	0,1
	-
	0,1 + 0,1
	102

	1
	140*
	1
	89
	1 + 1
	100

	10
	160*
	10
	66*
	10 + 10
	72*


Примечание: * – достоверные отличия от контроля (P( 0,05).

Таким образом, и изолированное и совместное влияние ацетата свинца и хлорида аммония пропорционально дозе и длительности наращивает количество гибнущих клеток, причем разрушительное воздействие NH4+ прослеживается при сравнительно меньших концентрациях, нежели Pb2+. Сочетание их демонстрирует суммационный эффект. Кроме того, хроническое воздействие свинца усиливает клеточное деление. Включение 3Н-тимидина в ДНК культивируемых клеток согласуется с визуально обнаруженными изменениями.
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Способ диагностики алкоголизма у больных с неспецифическими заболеваниями органов дыхания

В.С. Камышников, Г.Л. Бородина 

Белорусская медицинская академия последипломного образования, НИИ пульмонологии и фтизиатрии МЗ РБ, Минск

Предложенный лабораторный способ диагностики алкоголизма у больных с неспецифическими заболеваниями легких основывается на выявлении у пациентов, страдающих бронхолегочной патологией и злоупотребляющих алкоголизмом, характерных особенностей в системе «перекисное окисление липидов – антиоксидантная защита организма». 

Обследовано 193 больных, из которых 60 страдало хроническим бронхитом, 65 – пневмонией, 61 – хроническим бронхитом в сочетании с алкоголизмом и 15 – пневмонией в сочетании с алкоголизмом.

В крови пациентов определялось содержание шиффовых оснований, для чего использовался метод флюориметрического анализа.

Для его постановки к 0,2 мл сыворотки (плазмы) крови добавляли 1,0 мл бидистиллированной воды и, после встряхивания в течение 30 с, вносили 1,0 мл 96-градусного этилового спирта. Содержимое пробирки вновь встряхивали на протяжении 30 с, затем к нему добавляли 5,0 мл гексана и производили экстракцию на шуттель-аппарате в течение 40 мин. Пробы центрифугировали 10 мин при 1500 об./мин на обычной лабораторной центрифуге и отбирали в другую пробирку верхний, гексановый слой. Весь объем гексанового экстракта выпаривали досуха при температуре 65( С, к сухому остатку его добавляли 4,0 мл хлороформа («для наркоза») и после растворения в нем экстракта липидов замеряли интенсивность свечения при длине волны 435 нм под влиянием возбуждающего флюоресценцию светового потока с длиной волны 365 нм. За единицу флюоресценции принималась люминесценция, создаваемая в указанных условиях фотометрии стандартным раствором флюоресцеина. Регистрация флюоресценции осуществлялась на спектрофотометре типа МРF-4 («Хитачи», Япония).

Показатели содержания шиффовых оснований в плазме крови практически здоровых людей (30 человек) составили 117,22±1,85 отн. ед/мл, больных хроническим бронхитом – 42,56±2,69, страдающих пневмонией – 35,60±2,51, больных хроническим бронхитом в сочетании с алкоголизмом – 254,90±19,2, больных пневмонией в сочетании с алкоголизмом – 228,90±21,4 отн. ед/мл. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что у больных бронхитом и пневмонией содержание в крови конечных продуктов перекисного окисления липидов – шиффовых оснований в 3 раза ниже аналогичного показателя в референтной группе, а у страдающих одновременно алкоголизмом – уровень шиффовых оснований более чем в 2 раза превышает норму.

Путем расчета доверительных интервалов доказано, что при содержании в крови больных шиффовых оснований свыше 217,5 отн. ед/мл можно диагностировать хронический алкоголизм у больных с неспецифическими заболеваниями органов дыхания.

По сравнению с прототипом [1] способ обладает значительно более высокой диагностической чувствительностью и специфичностью. Он может быть широко использован в практической деятельности терапевтов, пульмонологов и наркологов
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Экспериментальная оценка противоопухолевых свойств нового производного L-глутамина
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Актуальность исследования. Направленный поиск и разработка новых эффективных противоопухолевых препаратов на основе соединений природного происхождения, в том числе на основе L-аминокислот и их дериватов – одна из актуальных задач экспериментальной онкологии [1, 2]. Так, в настоящее время существует более чем достаточно предпосылок, обосновывающих актуальность фундаментальных исследований и прикладных разработок по ис​пы​та​нию противоопухолевой актив​но​сти и выяснению механизмов действия производных L-глутамина (Gln), а так​же по​ка​за​ний и спо​со​бов их при​ме​не​ния в медицинской практике [2,3]. В специальной литературе соединения этого класса получили название «антинеопластоны» (ANP) и в зависимости от образующихся при их гидролизе компонентов подразделяются на ANP A5, А10, AS2-1 [4]. Доказано, что Gln необходим для вступления злокачественных клеток в S-фазу клеточного цикла и поэтому незаменим для их роста и размножения. При этом продемонстрировано, что поскольку опухоль является «ловушкой» Gln, его концентрация снижается в организме опухоленосителя. Поэтому одним из наиболее вероятных механизмов противоопухолевого действия ANP считается индукция внутриклеточной недостаточности Gln, поскольку их конкуренция за системы активного трансмембранного транспорта может индуцировать дефицит Gln и реализацию «антиглутаминового» эффекта [5, 6]. Установлено, что указанные производные Gln характеризуются практически полным отсутствием побочных эффектов, в частности обладают низкой кардиотоксичностью и хорошей переносимостью [2‑8].

Целью настоящей работы явилось сравнительное исследование противоопухолевых эффектов отечественного аналога ANP «деглютама» (DG), компоненты которого синтезированы по методу, разработанному в ИФОХ НАН Беларуси [9], а их оригинальная композиция обоснована исследованиями, проведенными в Институте биохимии НАН Беларуси. В состав DG в соотношении 3,5:1,5 включены Na+ соли фенилацетата и N-фенилацетил-4-глутамина [3]. Ранее, в экспериментах на различных типах опухолей (W-256, PC1, S1, S45), нами была установлена выраженная противоопухолевая активность DG при его внутрибрюшинном способе введения, выявлены преимущества препарата в сравнении с известными для ANP по некоторым физико-химическим, фармакологическим и противоопухолевым параметрам, продемонстрирована селективность действия DG на генетический препарат злокачественных клеток [2-5].

Материалы и методы исследований. Эксперименты проведены на 460 крысах-самках линии Wistar CRL:(WI) WU BR массой тела 180-200 г, которым классическими методами были перевиты экспериментальные опухоли различного гистогенеза (W-256, SM-1 или PC-1) [10]. Опухоленосителей помещали в индивидуальные клетки и содержали в условиях стандартного рациона вивария в специализированных комнатах с регулируемым температурным режимом. Кормление животных производили 1 раз в день в утренние часы, замену подстилки ​ 3 раза в неделю. Индивидуальные массы в контрольных и опытных группах животных колебались в пределах 10-15%. Лекарственную форму DG (лиофилизированный кристаллический порошок белого цвета, который растворяли ex tempore в изотоническом растворе NaCl) вводили в дозах 125-1000 мг/кг массы тела крыс-опухоленосителей внутрижелудочно, внутрибрюшинно или подкожно 2 раза в сутки или в виде 1 % раствора, принудительно вместо воды, в течение 10-30 суток в зависимости от способа введения. Введение препарата начинали через 1 (опухоленосители с карциносаркомой W-256) или 5-7 суток (носители солидных опухолей PC-1 и SМ-1) после перевивки опухолей, при развившихся до 0,9-1,5 см3 в диаметре опухолях. Контрольные группы опухоленосителей аналогичным образом получали эквиобъёмные количества изотонического раствора NaCl. Для обоснования наиболее эффективного режима и способа введения оценка действия препарата производилась по основным критериям специфической противоопухолевой активности — массе опухолей и продолжительность жизни опухоленосителей. Противоопухолевую активность препарата оценивали по разности массы опухоли у животных контрольной и опытной (процент торможения роста опухоли) или по увеличению продолжительности жизни (УПЖ) животных [10]. Средние значения показателей в группах сравнивали с помощью Т-критерия Стьюдента; внутригрупповые значения корреляций считали достоверными при значениях |r| = 0,78 и выше. Статистические методы реализованы по программам для медико-биологических исследований из пакета 3d ВМDР (BMDP Statistical Software) на ПЭВМ.

Результаты исследований и их обсуждение. У опухоленосителей W-256 нами продемонстрирована выраженная противоопухолевая активность DG при ежедневном однократном внутрижелудочном способе введения в дозе 250 мг/кг в течение 10 суток: в группе контрольных опухоленосителей погибло 30 % животных, а в опытной группе гибели животных не было. В контрольной группе средний диаметр опухолей, развившихся у всех без исключения животных, составил 27,1(10,5 мм. Одновременно в опытной группе, получавшей DG внутрижелудочно, только у 1 из 10 животных зафиксирована опухоль размером 33х25, а при внутрибрюшинном способе назначения препарата — опухоли размером 22,0(14,2 мм только у 2 из 10 животных. Индекс эффективности препарата, вводимого внутрижелудочно, составил 4,67. При введении DG per os в виде 1% водного раствора с питьевой водой в течение 20 суток нами зарегистрировано замедление роста опухолей W-256 и, начиная с 15 суток, снижение их масс с последующей регрессией опухолей у 60 % животных, что доказывает высокий терапевтический индекс препарата и возможность его длительного приёма.

Выводы. Энтеральная лекарственная форма препарата DG, вводимая опухоленосителям W-256 в дозах 250-500мг/кг массы тела в течение 10-30 дней, вызывает зависимое от дозы и способа введения, значимое по сравнению с действием сходных по химической структуре и предполагаемому механизму действия препаратов сравнения и соответствующее критериям эффективных противоопухолевых средств торможение роста исследованных линий экспериментальных опухолей и увеличение продолжительности жизни опухоленосителей с индексом эффективности, равным 4,1. Практически важным результатом работы следует считать рекомендацию к первичным клиническим испытаниям лекарственной формы препарата DG в вышеуказанных способах и режимах введения.
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Закономерности формирования аминокислотного фонда в опухолях и организме хозяина при действии нового противоопухолевого препарата «деглутам»
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Актуальность исследования. Злокачественный рост сопровождается выраженными нарушениями промежуточного обмена аминокислот и процессов формирования их внутриклеточного фонда, от нормализации которых в значительной мере зависит результативность специфического лечения, что подтверждено эффективностью применения отдельных аминокислот и их композиций с целью направленной метаболической коррекции онкологических заболеваний [1,2]. 

В последние годы доказано, что аминокислоты или их производные являются эндогенными регуляторами активности процессов пролиферации и дифференцировки злокачественных клеток, а некоторые дериваты и антиметаболиты этих соединений способны индуцировать репрограммирование «дефектных» клеток и апоптоз [3]. 

Так, в настоящее время существует более чем достаточно предпосылок, обосновывающих актуальность фундаментальных исследований и прикладных разработок по выяснению механизмов действия и испытанию противоопухолевой активности производных L-глутамина (Gln), а также показаний и способов их применения в медицинской практике [4]. 

Целью настоящей работы явилось сравнительное исследование закономерностей формирования фонда свободных аминокислот в плазме крови, печени и опухолевой ткани опухоленосителей W-256 и PC-1 при действии разработанного в ИБХ НАН Беларуси нового противоопухолевого препарата «деглутам» (ДГ) [4]. 

Как продемонстрировано нами ранее, действие ДГ in vivo по базовым критериям специфической противоопухолевой активности в отношении линий экспериментальных опухолей W-256 и PC-1 в значительной степени отличалось, на основании чего первую из испытанных опухолей можно отнести к «чувствительным», а вторую — к «нечувствительным» к действию препарата [5]. 

Материалы и методы исследований. Эксперименты проведены на 300 крысах-самках линии Wistar CRL:(WI) WU BR массой тела 180-200г, которым классическими методами были перевиты экспериментальные опухоли W-256 и PC-1 [6]. Опухоленосителей помещали в индивидуальные клетки и содержали в условиях стандартного рациона вивария в специализированных комнатах с регулируемым температурным режимом. Кормление животных производили 1 раз в день в утренние часы, замену подстилки – 3 раза в неделю. Лекарственную форму ДГ (лиофилизированный кристаллический порошок белого цвета, который растворяли ex tempore в изотоническом растворе NaCl) вводили в дозе 50 мг/кг массы тела крыс-опухоленосителей внутрижелудочно, 2 раза в сутки или в виде 1 % раствора, принудительно вместо воды, в течение 10 суток. Введение препарата начинали через 1 (опухоленосители с карциносаркомой W-256) или 5-7 суток (носители солидных опухолей PC-1) после перевивки опухолей, при развившихся до 0,9-1,5 см3 в диаметре опухолях. Контрольные группы опухоленосителей аналогичным образом получали эквиобъёмные количества изотонического раствора NaCl. Свободные аминокислоты и родственные соединения в депротеинизированных экстрактах плазмы крови и гомогенатах тканей (печень и опухоль) определяли на автоанализаторе аминокислот Т-339М. Статистические методы реализованы по программам для медико-биологических исследований из пакета 3d ВМDР на ПЭВМ [2].

Результаты исследований и их обсуждение. Сравнение концентраций свободных аминокислот и родственных соединений в исследованных опухолях позволяет выявить ряд характерных отличий. Так, в опухолевой ткани W-256 на фоне более низкого содержания незаменимых аминокислот внутриклеточный фонд исследуемых соединений за счёт высоких концентраций заменимых, в особенности — Gln, Glu, значительно (на 40%) больше, чем в опухолевой ткани PC‑1. Одновременно, суммарное содержание свободных аминокислот, внутриклеточный транспорт которых, подобно Glu и Gln, осуществляется А-cистемой, в клетках W-256 на 30% ниже, чем в канцероцитах PC-1. 

Перечисленное свидетельствует о существовании более эффективных механизмов транспорта свободных аминокислот из окружающей опухоль PC-1 здоровой ткани по сравнению с W-256. Одновременно в опухоли W-256 очевидно активнее синтезируется Gln, Glu, а также группа образующихся из них заменимых аминокислот. 

Назначение препарата индуцировало в чувствительной к нему опухоли W-256 обогащение фонда исследованных соединений (как суммарного содержания заменимых, так и незаменимых аминокислот и их дериватов), включая повышение уровней синтезирующихся из Glu аминокислот, а также концентраций Gln и аминокислот, транспортируемых в опухоль специфичной для него системой. При этом в нечувствительной к ДГ опухоли PC-1 указанные эффекты препарата были диаметрально противоположными. На этом основании можно заключить, что чувствительность опухоли к ДГ положительно коррелирует с концентрацией аминокислот группы Glu и, в первую очередь — с уровнем Gln.

По сравнению с интактным контролем в печени опухоленосителей W-256 и PC-1 фонд исследуемых соединений обеднён, суммарное содержание заменимых, незаменимых, а также аминокислот группы Glu и концентрация Gln снижены. Введение опухоленосителям ДГ не устраняет сформировавшийся аминокислотный дисбаланс, практически не влияя на содержание Gln и незначительно снижает концентрацию Glu лишь в печени крыс с перевитой PC-1.

В плазме крови опухоленосителей W-256 по сравнению с интактным контролем фонд исследуемых соединений и суммарное содержание вышеперечисленных групп аминокислот практически не изменены, однако у опухоленосителей PC-1 эти показатели значительно, в том числе – уровни Glu Gln, выше. Назначение препарата не ликвидирует имеющуюся дисаминоацидемию, однако, снижает содержание Gln, в крови опухоленосителей обеих групп, но особенно значимо – в случае W-256.

Выводы. Чувствительность опухоли к исследуемому препарату определяется активностью метаболических процессов, ответственных за формирование аминокислотного фонда опухоли. Результаты проведенного исследования подтверждают ранее представленные нами доказательства [7] о зависимости реализации «антиглутаминового» механизма действия ДГ от активности процессов биосинтеза и утилизации Gln, а также от концентраций аминокислот, влияющих на особенности его межтканевого распределения и тем самым регламентирующих эндогенную концентрацию этого соединения в опухоли.
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Динамика аминокислотного дисбаланса в печени и плазме крови крыс после введения никотинамида

Л.М. Караедова, Л.И. Нефёдов

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

В оценке метаболических эффектов препаратов и соединений с широким терапевтическим спектром действия возрастает значение интегральных показателей гомеостаза, характеризующих обмен веществ. Закономерности формирования аминокислотного фонда при введении in vivo биологически активных природных соединений могут служить такой характеристикой в силу нескольких обстоятельств. Во-первых, превращения свободных аминокислот связаны с регуляцией функциональной активности важнейших метаболических потоков: гликолиза [1], цикла трикарбоновых кислот [2], глюконеогенеза [3]. Во-вторых, математическое моделирование и статистический анализ формирования пула метаболически и функционально взаимосвязанных показателей в динамике эксперимента [4] позволяют судить о процессах накопления, механизме действия и утилизации дополнительно вводимых природных соединений эндогенного происхождения [5]. Непосредственно уровень этих соединений в жидкостях и тканях в результате высокой активности метаболических реакций, протекающих с их участием, и методических сложностей, определить довольно трудно.

В значительной мере это относится к функционально активному пулу никотинамидных коферментов. Различные фармакопейные формы никотинамида широко применяются на практике и моделируют указанные процессы [6]. Эффект этого соединения на метаболические процессы может осуществляться как путем прямого влияния [7,8], так и опосредованно через стимуляцию биосинтеза никотинамидных коферментов [9]. Практически неисследованным является действие никотинамида на фонд свободных аминокислот. Между тем, содержание никотинамидных коферментов и их окислительно-восстановительные превращения на нескольких уровнях контролируют межуточный обмен аминокислот [10].

Исследования проведены на крысах массой 140-160 г, находившихся на стандартном рационе вивария со свободным доступом к воде. Опытной группе животных в однократной внутрибрюшинной инъекции вводили никотинамид (производства «Реахим») в дозе 100 мг/кг массы тела за 0,5 ч, 2 ч, 6 ч и 24 часа до забоя. Контрольные животные получали аналогичным образом изотонический раствор хлористого натрия. После декапитации животных кровь собирали в гепаринизированные пробирки. Печень извлекали и немедленно помещали в жидкий азот. Свободные аминокислоты определяли в депротеинизированных 0,2н HClO4 экстрактах плазмы крови или гомогенатах печени на автоанализаторе ААА Т-339-М (ЧСФР) [11]. Обработку полученных результатов проводили на ЭВМ IBM-AT-386 по компьютерным программам из пакета BMDP с использованием методов Т-статистики, корреляционного, дискриминантного, факторного и кластерного анализа. Критерием информативности являлось значение F статистики Фишера [12].

Через 30 мин после введения никотинамида в печени и плазме крови опытных животных отмечается значительное уменьшение концентрации большинства гликогенных аминокислот: аспартата, аланина, серина, глутамата и глутамина (см. рис., где достоверно изменившийся (в % к контролю) уровень аминокислот в печени (рис.1) и плазме крови (рис.2) крыс в динамике при однократном внутрибрюшинном введении им никотинамида: Ala – аланин, Asp – аспартат, CA – цистеат, Glu – глутамат, Gln – глутамин, Gly – глицин, Ser – серин, Tau – таурин).

Пусковым механизмом изменений в содержании свободных аминокислот под действием никотинамида, по-видимому, следует считать увеличение содержания NAD, обусловленное усилением его биосинтеза с использованием никотинамида в качестве предшественника [13, 23]. Это доказывают результаты экспериментов с введением в организм [7‑14С]-никотинамида [13]. NAD+ как низкомолекулярное эффекторное соединение способен выступать в роли регулятора ферментативных процессов, контролирующих активность ряда ключевых звеньев метаболизма. В частности, никотинамидные коферменты являются аллостерическими регуляторами изоцитратдегидрогеназы [14,15], NADP-малатдегидрогеназы [16], цитратсинтазы [17], пируват- и 2-оксоглутаратдегидрогеназ [18,10]. NAD является коферментом дегидрогеназных реакций, равновесие которых сдвинуто в сторону восстановления субстрата и, соответственно, окисления кофермента. Поэтому NAD, усиленно образующийся в печени из никотинамида, находится в основном в окисленной форме, что влечет за собой повышение соотношения NAD+/NADН [9]. Известно, что гликолиз и цикл трикарбоновых кислот, функционирующие как системы восстановления NAD, активируются при повышенном отношении NAD+/NADН в цитоплазме и митохондриях печени крыс. Поскольку биосинтез NАD сопряжен с энергозатратами и использованием АТP [8,9], активация цикла трикарбоновых кислот может быть объяснена компенсаторной продукцией макроэргов. Повышение внутримитохондриального отношения свободных NAD-пар, вызванное усилением биосинтеза NAD, обуславливает активацию ключевых ферментов цикла — цитратсинтазы, изоцитратдегидрогеназы, 2-оксоглутарат–дегидрогеназы. Усиление потока углерода в ЦТК, как результат активации вышеуказанных ферментов при повышении отношения NAD+/NADH у крыс, получавших никотинамид, было продемонстрировано по возрастанию скорости превращения [6‑14С]‑глюкозы, [2-14С]-лактата и [2-14C]-пирувата в [14CO2] [20]. Активация изоцитратдегидрогеназы под действием никотинамида вызовет повышение уровня 2-оксоглутарата, как и показано нами ранее [19]. Последствия такого сдвига приведут к снижению содержания глутамата (рис.1, 2), в результате активной утилизации кетокислоты по трансаминазному пути. Помимо этого, активация NAD-зависимой глутаматдегидрогеназы также вызовет снижение уровня глутамата с одновременным возрастанием концентрации аммиака. 

Усиление потока через ЦТК потребует притока субстратов, в частности, ацетил-коэнзима А – продукта пируватдегидрогеназной реакции. Расчеты, проведенные на основании пяти основных путей метаболизма пирувата, показывают, что окислительному декарбоксилированию с образованием ацетил-коэнзима А в митохондриях печени подвергается 25-30% пировиноградной кислоты [21], которая является одним из основных источников ацетил-коэнзима А для цитратсинтазной реакции. В результате интенсивного использования пирувата в пируватдегидрогеназной реакции происходит снижение образования аланина по трансаминазному пути. Содержание последнего при этом значительно уменьшается (рис.1А, 2А). В описываемой метаболической ситуации активная утилизация оксалоацетата — второго субстрата цитратсинтазной реакции приводит к обеднению пула аспартата (рис.1А). Таким образом, действие никотинамида на уровень свободных аминокислот индуцировано в первую очередь активной утилизацией их углеродных радикалов в цикле трикарбоновых кислот.

Снижение уровня таурина через 2 часа после воздействия никотинамида (рис.1Б) можно расценить как результат реципрокных взаимоотношений в катаболизме цистеина по пируватному или тауриновому пути [5] с преобладанием первого. Активация декарбоксилирования пирувата служит причиной увеличения использования серина (рис.2А) в серин-(треонин-)дегидрогеназной реакции [22]. Поскольку цистеиновая кислота, вступая в реакцию переаминирования с 2-оксоглутаратом при участии аспартатаминотрансферазы, превращается в пируват, снижение концентрации этой аминокислоты (рис.1В,Г) под действием никотинамида подтверждает наши рассуждения.
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Рис. 1. Достоверно изменившиеся (в % к контролю) уровни аминокислот в печени в динамике при однократном внутрибрюшинном введении никотинамида. (А – 0,5 ч, Б – 2 ч, В – 6 ч, Г – 24 ч)

Предложенные механизмы удовлетворительно объясняют снижение уровня аминокислот через 0,5 ч после введения никотинамида (рис.1А, 2А). Общая закономерность сдвигов в уровне свободных аминокислот в печени на более поздних (2 ч, 6 ч, 24 часа) временных интервалах, совпадают с наблюдавшимися через 30 мин. после введения никотинамида. При этом обращает на себя внимание постепенное повышение уровня аланина с нормализацией его к 24 часам.

После инъекции никотинамида в печени, по-видимому, включаются дезинтоксикационные механизмы. Здесь имеется в виду образование нетоксичной (связанной) формы аммиака в виде глутамина. Вследствие активации переаминирования, усиления катаболизма аминокислот и в результате индукции глутаминсинтетазы происходит образование избыточных количеств глутамина. Достоверное повышение уровня этого соединения в печени (рис.1 А,Б) не противоречит нашему рассуждению. Еще один, более сложный путь фиксации аммиака – образование мочевины в печени. Достоверное повышение содержания мочевины уже через 30 мин (не показано) после воздействия никотинамида свидетельствует в пользу предлагаемого механизма, однако потребность в 4 молях АТР для синтеза 1 моля мочевины в условиях сниженного содержания АТР в данной экспериментальной ситуации и отсутствие информации об уровне этого соединения в моче делает наше рассуждение проблематичным.
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Рис. 2. Достоверно изменившиеся (в % к контролю) уровни аминокислот в плазме крови в динамике при однократном внутрибрюшинном введении никотинамида (А – 0,5 ч, Б – 2 ч, В – 6 ч, Г – 24 ч)

Определяющее значение повышения внутримитохондриального соотношения свободных NAD-пар, вызванного активацией биосинтеза NAD, для формирования аминокислотного пула подтверждено нами и линейно-дискриминантным анализом всего спектра исследованных показателей в динамике эксперимента. Максимальные изменения в уровне наиболее информативных показателей (снижение концентрации гликогенных аминокислот: аланина, серина, глутамата, глутамина и повышение содержания таурина в печени и плазме крови животных) отмечены через 6 часов после начала эксперимента – к моменту наибольшего возрастания редокс-потенциала в печени [6,19].
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Показатели гомеостаза при хирургической коррекции трехсуточного экспериментального холестаза

Л.С. Кизюкевич, А.А. Туревский, Е.А. Шелесная, 
М.Ю. Малиновская 

Гродненский государственный медицинский университет, Центральная клинико-диагностическая лаборатория 
2-ой городской больницы, Гродно

Тактика оперативного лечения заболеваний желчевыводящих путей часто дискутируется на различных хирургических форумах, на страницах хирургических журналов. Актуальность этого вопроса возрастает с ростом количества больных данной патологией. Втягиваясь в дискуссию и полемику по вопросам хирургической тактики (выжидательной или активной) при оперативном лечении заболеваний внепеченочных желчных путей, Белокуров Ю.Н. и др. [1984], Баулин Н.А. и др. [1991] полагают, что при отсутствии эффекта от интенсивной терапии в течении 2-3 суток после поступления в стационар показано оперативное лечение. В.М. Буянов и др. [1990], Н.Н. Гурин и др. [1993], наоборот, считают ошибочным расширение показаний к экстренным и срочным операциям (в первые 72 часа) и рекомендуют выполнять их в плановом порядке спустя 7-10 суток после поступления (на фоне снижения уровня билирубинемии). В большинстве своем все эти операции завершаются наружным дренированием общего желчного протока с последующей потерей желчи организмом. Поиск наиболее рациональных путей улучшения результатов лечения больных заболеваниями желчных путей является одной из важных задач неотложной хирургии. До настоящего времени еще не выработана единая тактика такого лечения.

С целью предупреждения тяжелых послеоперационных осложнений, после вмешательств на желчных путях по поводу механической желтухи, мы решили установить степень нарушения гомеостаза при трехсуточном наружном дренировании холедоха на фоне 72 часового экспериментального холестаза.

Эксперимент проведен на 18 беспородных белых крысах – самцах (11 опытных и 7 контрольных животных), массой 200,0 ( 50,0 г. У опытных крыс под эфирным наркозом по общепринятой методике [Л.С. Василевская, 1965], но в нашей модификации, в области ворот печени производили наложение фистулы общего желчного протока. При этом в начале эксперимента периферическую (дистальную) часть полиэтиленового катетера, введенного в общий желчный проток, герметично закрывали, создавая желчную гипертензию. По истечении трех суток моделируемого таким образом холестаза данный участок катетера открывали, за счет чего на протяжении последующих трех суток эксперимента вызывали желчепотерю и развитие ахоличного состояния. Контролем служили ложнооперированные крысы с интактным общим желчным протоком. Все животные содержались в условиях вивария со свободным доступом к воде и пище. В конце эксперимента проводили биохимические анализы сыворотки крови и мочи. С этой целью животных за сутки до окончания эксперимента помещали в метаболические клетки для сбора мочи. В суточном объеме мочи диацетилмонооксимным методом (адаптированном к спектрофотометру «Солар») определяли концентрацию мочевины, содержание электролитов – натрия и калия изучали с помощью Biological alkali micro-analyzer, type: OP-266/1 (Radelkis) [В.Г. Колб, В.С. Камышников, 1982]. В сыворотке крови вышеперечисленными методами также определяли концентрацию мочевины и тех же электролитов, изучали активность γ‑глутамилтранс​пептидазы (γ-ГТП) [В.Г. Колб, В.С. Камышников, 1982]. Используя полученные данные, расcчитывали суточную экскрецию мочевины и электролитов, а так же клиренс последних и их концентрационный индекс (U/P) [С.И. Рябов и др., 1979; С.И. Рябов, Ю.В. Наточин, 1997; В.Л. Эмануэль, 1997]. По количеству собранной мочи и результатам биохимических исследований оценивали нарушение почечных функций.

Результаты исследований показали, что летальность в этой группе животных составила около18 %. У выживших крыс продолжает удерживаться билирубинемия. При этом в сыворотке крови значительно возрастает активность γ-глутамилтранспептидазы (с 0,90 ( 0,05 мкмоль/ч·л до 1,48 ( 0,22 мкмоль/ч·л; p ( 0,05), почти в 3,5 раза увеличивается концентрация мочевины, а концентрация изучаемых электролитов достоверных различий не претерпевает (табл. 1). 

У таких животных отмечается полиурия (12,45 ( 2,13 мл, относительно 7,63 ( 0,67 мл в сутки у контрольных животных; р ( 0,05), на 116,1% увеличивается суточная экскреция мочевины и на 40,9% - ионов калия. Экскреция ионов натрия, наоборот, уменьшается на 33,5%. Параллельно с этим в моче возрастает концентрация мочевины и резко снижается, более чем в два раза, концентрация ионов натрия (табл. 2). Концентрационный индекс мочевины, ионов натрия и калия уменьшается соответственно на 31,1%, 53,5% и 4,9%.

Таблица 1. Биохимические показатели сыворотки крови при хирургической коррекции десятисуточного экспериментального холестаза (ммоль/л) (M(m)
	
	Концентрация билирубина
	Концентрация ионов натрия
	Концентрация ионов калия
	Концентрация мочевины

	Опыт

Контроль
	26,04 ( 15,45

7,05 ( 0,47

р ( 0,5
	134,56 ( 1,91

139,86 ( 4,14

р ( 0,5
	4,45 ( 0,24

4,76 ( 0,17

р ( 0,5
	13,24 ( 3,94

3,76 ( 0,28

р ( 0,05


Таблица 2. Некоторые показатели экскреторной функции почек при хирургической коррекции трехсуточного экспериментального холестаза (M(m)
	
	Концентрация ионов натрия

(ммоль/л)
	Концентрация ионов калия

(ммоль/л)
	Концентрация мочевины

(ммоль/л)

	Опыт

Контроль
	97,22 ( 13,48

218,57 ( 37,43

р ( 0,01
	40,56 ( 3,71

46,14 ( 2,67

р ( 0,5
	316,33 ( 40,11

225,71 ( 22,06

р ( 0,1


Таким образом, трехсуточная декомпрессия желчных путей при трехсуточном холестазе не только не нормализует показатели гомеостаза, но и провоцирует развитие признаков почечной недостаточности (полиурической формы). При этом необходимо отметить, что выраженность изменений изучаемых показателей различна у различных животных, что может быть связано не только с продолжительностью холестаза, но и со степенью его тяжести. 
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Как показал анализ литературы, многочисленные клинические наблюдения указывают на то, что у больных обтурационной желтухой нередким и тяжелым осложнением является печеночно-почечная недостаточность. Лечение больных с обтурацией желчных путей одна из наиболее сложных проблем медицины (С.Г. Тюменцева, 1986). Несмотря на большое количество методов оперативных вмешательств, направленных на восстановление проходимости желчных путей, результаты хирургического лечения таких пациентов остаются неудовлетворительными. Летальность в группе больных, где операция заканчивается наружным дренированием холедоха, составляет 2,5-25% [В.В. Родионов и др., 1974; В.К. Гостищев и др., 1987], при этом на долю почечной недостаточности приходится до 50% от числа погибших [В.Н. Ваганов, 1972; Х.С. Поола, У.Ф. Сибуль,1982]. Увеличение частоты заболеваний гепатобилиарной системы и, соответственно, рост числа операций на желчевыводящих путях придают вопросу профилактики и лечения этого грозного осложнения особую актуальность.

Цель работы – оценить показатели гомеостаза (с учетом почечных функций) через 10 суток экспериментального холестаза и последующей трехсуточной декомпрессии общего желчного протока, направленной на ликвидацию желчной гипертензии. 

Эксперимент проведен на 20 беспородных белых крысах-самцах (13 опытных и 7 контрольных животных), массой 200,0 ( 50,0 г. У опытных крыс под эфирным наркозом по общепринятой методике [Л.С. Василевская, 1965], но в нашей модификации в области ворот печени производили наложение фистулы общего желчного протока. При этом в начале эксперимента периферическую (дистальную) часть полиэтиленового катетера, введенного в общий желчный проток, герметично закрывали, создавая желчную гипертензию. По истечении 10 суток моделируемого таким образом холестаза данный участок катетера открывали, за счет чего на протяжении последующих трех суток эксперимента вызывали желчепотерю и развитие ахоличного состояния. Контролем служили ложнооперированные крысы с интактным общим желчным протоком. Все животные содержались в условиях вивария со свободным доступом к воде и пище. В конце эксперимента проводили биохимические анализы сыворотки крови и мочи. С этой целью животных за сутки до окончания эксперимента помещали в метаболические клетки для сбора мочи. В суточном объеме мочи диацетилмонооксимным методом (адаптированном к спектрофотометру «Солар») определяли концентрацию мочевины, содержание электролитов – натрия и калия изучали с помощью Biological alkali micro-analyzer, type: OP-266/1 (Radelkis) [В.Г. Колб, В.С. Камышников, 1982]. В сыворотке крови вышеперечисленными методами также определяли концентрацию мочевины и тех же электролитов, изучали активность γ‑глутамил​транспептидазы (γ-ГТП) [В.Г. Колб, В.С. Камышников, 1982]. Используя полученные данные, расcчитывали суточную экскрецию мочевины и электролитов , а так же клиренс последних и их концентрационный индекс (U/P) [С.И. Рябов и др., 1979; С.И. Рябов, Ю.В. Наточин, 1997; В.Л. Эмануэль, 1997]. По количеству собранной мочи и результатам биохимических исследований оценивали нарушение почечных функций.

Результаты исследований показали, что летальность в этой группе животных составила 38,5%. У выживших крыс в сыворотке крови на фоне билирубинемии (32,66 ( 11,03 ммоль/л, относительно 6,93 ( 0,37 ммоль/л в контроле; р ( 0,05) отмечается увеличение концентрации мочевины с 4,59 ( 0,40 ммоль/л до 6,28 ( 0,42 ммоль/л (р ( 0,01) при незначительном увеличении активности γ-глутамилтранспептидазы и уменьшении концентрации ионов натрия (табл. 1). 

Со стороны деятельности почек наблюдается некоторое увеличение диуреза (с 9,33 ( 1,74 мл до 12,90 ( 1,73 мл в сутки; р(0,2). В моче заметно уменьшается концентрация изучаемых электролитов (табл. 2), суточная экскреция натрия уменьшается на 27,6%, а калия – на 27,5% увеличивается. При этом концентрационный индекс мочевины, ионов натрия и калия уменьшается соответственно на 39,14%, 35,66% и 7,31%.

Таблица 1. Биохимические показатели сыворотки крови при хирургической коррекции десятисуточного экспериментального холестаза (M(m)
	
	Концентрация
 ионов натрия

(ммоль/л)
	Концентрация
 ионов калия

(ммоль/л)
	Активность (‑ГТП

(мкмоль/ч·л)

	Опыт

Контроль
	137,13 ( 1,86

144,14 ( 4,28

р ( 0,2
	4,46 ( 0,04

4,51 ( 0,05

р ( 0,5
	1,97 ( 0,35

1,44 ( 0,12

р ( 0,2


Таблица 2. Некоторые показатели экскреторной функции почек при хирургической коррекции десятисуточного экспериментального холестаза (M(m)
	
	Концентрация ионов натрия 

(ммоль/л)
	Концентрация ионов калия

(ммоль/л)
	Концентрация мочевины

(ммоль/л)

	Опыт

Контроль
	112,50 ( 18,63

184,29 ( 17,38

р ( 0,02
	39,50 ( 0,75

43,14 ( 0,80

р ( 0,01
	306,25 ( 13,66

362,86 ( 41,44

р ( 0,5


Таким образом, проведенные исследования показали, что выжидательная тактика при хирургических вмешательствах на внепеченочных желчных путях приводит к высокой летальности, а у выживших животных наблюдаются дизурические расстройства.
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Экскреторная функция почек на ранних стадиях экспериментального холестаза 
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М.Ю. Малиновская 

Гродненский государственный медицинский университет, Гродненский государственный университет им. Янки Купалы

Под термином – холестаз обозначаются любые нарушения синтеза, секреции или тока желчи, приводящие к биохимическим, патофизиологическим, патологоанатомическим и, наконец, клиническим изменениям. Желчь является сложным раствором органических и неорганических веществ с осмотическими свойствами близкими к таковым плазмы. В состав желчи входят желчные кислоты, фосфолипиды, холестерин, желчные пигменты. Желчные кислоты и фосфолипиды – основная часть твердой фракции желчи [Я.В. Ганиткевич, 1980; Л.Г. Ларионова, 1998]. В условиях холестаза на фоне развивающейся холемии частицы желчи (желчные кислоты), многократно циркулирующие по каналам внутренней среды организма, могут вести к повреждению клеточных мембран путем удаления их липидного компонента [У.Т. Такулов, 1973]. Нарушение свойств липидного слоя как барьера и как структуры не только сопровождает многие заболевания, но в большинстве случаев является первопричиной развития патологического процесса в организме в целом [Ю.А. Владимиров, 1989]. Развивающаяся при этом патология со стороны деятельности почек – это как раз то наименее изученное звено в наших комплексных знаниях о непищеварительной роли желчи для организма в целом. 

Экспериментальные исследования, посвященные изучению проблемы почечных дисфункций в условиях холестаза, малочисленны, нередко носят противоречивый характер. Последнее, возможно, связано с тем, что большинство исследователей при моделировании данного вида патологии не акцентируют внимание, на каком участке общего желчного протока целесообразно производить необходимые манипуляции. По нашему мнению, это очень важный момент, в частности при постановке эксперимента на крысах, поскольку особенностью топографии общего желчного протока у данных животных является то, что в него на всем протяжении впадают многочисленные мелкие ветви панкреатических протоков. При этом низкая перевязка (супрадуоденальная) общего желчного протока может повлечь за собой заброс желчи в панкреатические протоки и, как следствие, дополнительно вовлечь в патологический процесс поджелудочную железу. 

Цель работы – оценить экскреторную функцию почек через 72 часа экспериментального супрадуоденального холестаза, вызванного путем перевязки общего желчного протока в месте впадения последнего в 12-типерстную кишку. Эксперимент проведен на 14 беспородных белых крысах-самцах (7 опытных и 7 контрольных животных), массой 200,0 ( 50,0 г. Контролем служили ложнооперированные крысы с интактным общим желчным протоком. Все животные содержались в условиях вивария со свободным доступом к воде и пище. В конце эксперимента проводили биохимические анализы сыворотки крови и мочи. С этой целью животных за сутки до окончания эксперимента помещали в метаболические клетки для сбора мочи. В суточном объеме мочи диацетилмонооксимным методом (адаптированном к спектрофотометру «Солар») определяли концентрацию мочевины, содержание электролитов – натрия и калия изучали с помощью Biological alkali micro-analyzer, type: OP-266/1 (Radelkis) [В.Г. Колб, В.С. Камышников, 1982]. В сыворотке крови вышеперечисленными методами также определяли концентрацию мочевины и тех же электролитов. Используя полученные данные, расcчитывали суточную экскрецию мочевины и электролитов, а так же клиренс последних и их концентрационный индекс (U/P) [С.И. Рябов и др., 1979; С.И. Рябов, Ю.В. Наточин, 1997; В.Л. Эмануэль, 1997]. По количеству собранной мочи и результатам биохимических исследований оценивали нарушение почечных функций.

Результаты исследований показали, что при данной модели холестаза через 72 часа эксперимента на фоне выраженной билирубинемии (129,51(14,84 ммоль/л, относительно 7,33 ( 1,48 ммоль/л в контроле; p (0,001) почки отвечают значительным усилением диуреза – с 3, 97 ( 0,95 мл до 12,00 ( 2,88 мл в сутки. В секретируемой моче значительно уменьшается концентрация ионов натрия (со 168,57 ( 5,59 ммоль/л до 120,00 ( 20,95 ммоль/л; p ( 0,05). При этом содержание ионов калия (29,57 (3,91 ммоль/л и 32,00 ( 1,82 ммоль/л) и мочевины (380,00 ( 51,68 ммоль/л и 445,71 ( 37,01 ммоль/л), соответственно у опытных и контрольных животных, достоверных различий не претерпевает (р ( 0,05). Имеющиеся результаты о концентрациях ионов калия, натрия и мочевины в суточной моче позволили рассчитать их суточную экскрецию, которая оказалась увеличенной почти в два раза (табл. 1).

Очистительную способность почек оценивали по концентрационному индексу и клиренсу мочевины, натрия и калия. Трехсуточный холестаз приводит к уменьшению концентрационного индекса мочевины и натрия, соответственно на 30,9% и 30,5%, почти в два раза увеличивается клиренс натрия и калия (табл. 2).

Таблица 1. Экскреторная функция почек через 72 часа экспериментального холестаза (М(м)
	
	Суточная

экскреция мочевины

(ммоль/л)
	Суточная

экскреция натрия

(ммоль/л)
	Суточная

экскреция калия

(ммоль/л)

	Опыт

Контроль
	3,40 ( 0,50

1,62 ( 0,21

р( 0,001
	1,27 (0,31

0,66 ( 0,15

р( 0,1
	0,30 ( 0,06

0,12 ( 0,02

р ( 0,02


Таблица 2. Показатели очистительной способности почек при трехсуточном холестазе (М(м) 

	
	Концентрационный индекс

мочевины
	Клиренс

мочевины

(мл/мин)
	Клиренс

натрия

(мл/мин)
	Клиренс

калия

(мл/мин)

	Опыт

Контроль
	79,29

114,65
	5,99 ( 0,69

5,60 ( 0,36

р( 0,5
	0,007 ( 0,002

0,004 ( 0,0008

р( 0,2
	0,053 ( 0,01

0,021 ( 0,004

р ( 0,02


Подводя итоги проведенных исследований, можно отметить, что даже кратковременная механическая желтуха приводит к заметным функциональным нарушениям со стороны деятельности почек, поскольку снижение концентрационного индекса мочевины и значительная потеря с мочой натрия, при наличии полиурии, может наблюдаться в полиурической стадии острой почечной недостаточности. О тяжести этих нарушений свидетельствует и тот факт, что нарушение функционального состояния почек, как правило, не выявляется в обычных условиях при сохранении массы действующих нефронов в пределах не менее 60% [В.Л. Эмануэль, 1997].
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Влияние нового препарата из творожной сыворотки на показатели крови в опытах in vivo

Л.В. Кириллова 

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

В настоящее время усилия многих исследователей направлены на разработку новых биологически активных препаратов для регуляции метаболического гомеостаза животных и человека. Насчитывается множество подобных препаратов, полученных, главным образом, химическим путем, которые требуют всесторонней и длительной экспериментальной проверки физиологического действия на живой организм.

В связи с этим наши исследования были направлены на получение из натурального сырья ( творожной сыворотки ( безвредного для организма нового белково-минерального концентрата (БМК) и изучение его действия на биохимические и морфологические показатели крови подопытных растущих откармливаемых свиней.

Материалы и методы исследований. Для эксперимента было отобрано 80 голов свиней крупной белой породы, которых разделили на 4 группы по принципу аналогов. Первая группа была контрольной, получавшей хозяйственный рацион, вторая, третья и четвертая группы – опытные, получавшие 1,35% БМК взамен 3% мясо-костной муки, 1,80% БМК взамен 5% жмыха льняного и 2,25% БМК взамен 3% рыбной муки соответственно. 

Изучение биохимических и морфологических показателей крови проводили на 4 модельных животных из каждой группы в начале опыта (средняя живая масса 37,64 кг, возраст 3 месяца) и в конце опыта (средняя живая масса 103,40 кг, возраст 7,2 месяца). Кровь для исследования брали из ушной вены утром до кормления. Общий белок в сыворотке крови определяли методом Лоури [1], белковые фракции ( электрофоретическим способом (электрофорез на бумаге) [1]. Морфологические и биохимические исследования крови проводили по общепринятым методикам: гемоглобин ( фотоколориметрическим способом и с помощью  гемометра Сали [2]; подсчет форменных элементов сыворотки крови ( в камере с сеткой Горяева, с использованием в дальнейшем ФЭКа [2]; определение кальция в сыворотке крови ( путем осаждения щавелевокислым аммонием и титрованием марганцовокислым калием [2] и определение неорганического фосфора в сыворотке крови ( по способу Фиске и Суббароу [1].

Результаты и их обсуждение. Экспериментальные данные, характеризующие общий белок сыворотки крови и его фракции в начале и в конце опыта на растущих откармливаемых свиньях, представлены в таблице 1. 

Из таблицы 1 видно, что количество общего белка и белков глобулиновой фракции с возрастом повышались у всех подопытных групп. Возрастное увеличение (до 6 месяцев) содержания общего белка в сыворотке крови растущий свиней, по мнению ряда ученых [3 ( 5], происходит за счет альбуминов, а после 6 месяцев за счет возрастания количества глобулинов, что согласуется с полученными нами данными (табл. 1). В конце опыта содержание общего белка и глобулинов достоверно выше у опытных групп на 3,5-5,5% и 4,4-4,8% соответственно, по сравнению с контрольной группой. Количество альбуминов с возрастом достоверно уменьшилось по всем группам на 2,3-5,0%. В конце опыта у опытных групп содержание альбуминов на 2,1-6,7 % было больше по сравнению с 1 группой.

Результаты исследования белков и его фракций в сыворотке крови у свиней показывают, что интенсивнее происходил белковый обмен в опытных группах.

Наиболее полно о влиянии испытуемого белково-минерального концентрата на обмен веществ и физиологическое состояние животных можно судить по некоторым данным, характеризующим морфологический и химический состав крови (табл. 2).

Данные табл.2 показывают, что к концу опыта в крови опытных групп содержание гемоглобина на 3,45-4,83% и эритроцитов на 4,7-5,3% возросло в сравнении с 1 группой. Разница между группами по данным показателям статистически достоверна.

Таблица 1. Содержание белка и его фракций в сыворотке крови у подопытных свиней
	     Показатели, г/%
	Г р у п п ы

	
	1
	2
	3
	4

	Начало опыта

	Общий белок
	7,16(0,09
	7,19(0,12
	7,25(0,07
	7,19(0,11

	Альбумины
	3,00(0,06х
	3,02(0,05х
	3,11(0,04х
	3,13(0,04х

	Глобулины, всего
	4,16(0,09
	4,17(0,10
	4,14(0,09
	4,00(0,13

	в том числе: (
	1,24(0,03
	1,20(0,04
	1,20(0,03
	1,27(0,02

	            (
	1,34(0,10
	1,36(0,08
	1,35(0,09
	1,31(0,11

	            ( 
	1,58(0,02
	1,55(0,04
	1,59(0,02
	1,48(0,03

	Конец опыта

	Общий белок
	7,63(0,08
	7,90(0,10х
	8,05(0,19х
	7,99(0,16х

	Альбумины
	2,85(0,03х
	2,91(0,02х
	3,04(0,02х
	2,99(0,05х

	Глобулины, всего,
	4,78(0,05
	4,99(0,08х
	5,01(0,09х
	5,00(0,08х

	в том числе: (
	1,25(0,04
	1,27(0,03
	1,33(0,04
	1,29(0,02

	            (
	1,53(0,10
	1,65(0,09
	1,60(0,06
	1,64(0,07

	            ( 
	2,00(0,03
	2,07(0,02х
	2,08(0,02х
	2,07(0,03хх


х – Р(0,05; хх – Р(0,1.

Таблица 2. Морфологический и химический состав крови у подопытных свиней
	      Показатели
	Г р у п п ы

	
	1
	2
	3
	4

	Начало опыта

	Эритроциты, 1012 г/л
	5,50(0,03
	5,38(0,02
	5,44(0,05
	5,56(0,02

	Лейкоциты, 109 г/л
	15,81(0,04
	15,51(0,05
	15,96(0,07
	15,85(0,02

	Гемоглобин, г%
	11,30(0,05
	11,20(0,07
	11,26(0,13
	11,35(0,08

	Кальций, %
	13,14(0,62
	13,09(0,74
	13,05(0,71
	13,16(0,63

	Фосфор, %
	5,24(0,19
	5,42(0,15
	5,21(0,27
	5,28(0,21

	Конец опыта

	Эритроциты, 1012 г/л
	6,21(0,08
	6,50(0,11х
	6,54(0,14х
	6,45(0,09х

	Лейкоциты, 109 г/л
	16,01(0,04
	15,93 (0,05
	16,00(0,03
	15,94(0,04

	Гемоглобин, г%
	11,60(0,11
	12,00(0,14х
	12,16(0,19хх
	12,09(0,17хх

	Кальций, %
	14,24(0, 65
	16,42(0,70х
	16,63(0,85х
	16,50(0,77хх

	Фосфор, %
	5,87(0,15
	6,90( 0,37х
	6,83(0,32х
	6,40(0,11х


х  – Р( 0,05;  хх – Р(0,02.

Содержание кальция и фосфора в крови в конце опыта достоверно увеличилось во 2-4 группах на 15,31-16,78% и на 9,03-17,55% соответственно, по сравнению с контрольной группой, что может свидетельствовать об улучшении минерального обмена у опытных животных.

Несмотря на некоторые различия в содержании общего белка, его фракций, морфологического и химического состава между контрольной и опытными группами, все данные показатели находились в пределах физиологических норм [6].

Приведенные данные по морфологическим и биохимическим показателям крови свидетельствуют о том, что наблюдается устойчивая тенденция к увеличению отдельных показателей в опытных группах, потреблявших в составе кормосмесей БМК, что, видимо, создает благоприятные условия для усиления обменных процессов (белкового и минерального) в организме животных. Механизм действия этого препарата, возможно, связан с качественным и количественным составом его белка, который является легкоусвояемым, содержит все незаменимые аминокислоты [7] и близок по составу к белкам сыворотки крови [8].

На основании полученных результатов с учетом эффективного действия БМК на гематологические показатели крови у свиней не исключена возможность впоследствии применять его как лекарственный препарат для нормализации гемопоэза у человека.
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Фосфатидилэтанол – компонент мембран человека и животных при алкоголизации: получение, свойства и пути практического использования

М.А. Кисель 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск

Фосфатидилэтанол (ФЭТ) был впервые обнаружен в почках, мозге, печени и тканях скелетных мышц крыс, которым в течение 16 дней давали алкоголь с жидкой диетой или в течение 3 недель внутрибрюшинно вводили этиловый спирт в ежедневной дозе 3 г на 1 кг веса [1,2]. Содержание этого необычного фосфолипида составляло 10% от суммарной фракции кислых липидов. В цельной крови алкоголиков также обнаружен ФЭТ: его концентрация была 13,2 мкМ в первый день воздерживания и держалась на уровне достоверного обнаружения в течение 14 дней [3]. Биосинтез ФЭТ осуществляется в результате реакции трансфосфатидилирования, катализируемой фосфолипазой D (КФ 3.1.4.4). Сходство молекулярных видов ФЭТ и фосфатидилхолина (ФХ) одного и того же образца крови указывает на то, что ФХ является субстратом при ферментативном синтезе ФЭТ.
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Фосфолипаза D в отсутствие этанола гидролизует терминальную диэфирную связь глицерофосфатидов с образованием фосфатидной кислоты и соответствующих оснований и спиртов. При наличии в среде спирта фосфолипаза D выполняет функцию трансферазы, осуществляя перенос фосфатидильного остатка от липидного субстрата на спиртовой акцептор. Реакция трансфосфатидиллирования была использована нами для препаративного получения ФЭТ с целью исследования свойств этого уникального фосфолипида.

В настоящем докладе на основании собственных результатов исследования и данных литературы проводится анализ физико-химических и биологических свойств ФЭТ, представляющих интерес с точки зрения химии и биохимии алкоголизма, обсуждается прикладное значение фосфолипида как маркера в диагностике хронического употребления алкоголя и как компонента липосомальных лекарственных форм. Основными положениями доклада являются следующие:

Хроматографическая характеристика. Представляются данные о подвижности ФЭТ на адсорбционных и обращенно-фазовых тонкослойных хроматограммах в разных системах растворителей в сравнении с подвижностью распространенных липидов клеточных мембран, позволяющие идентифицировать ФЭТ в липидных экстрактах.

Биофизические свойства. По данным дифференциальной сканирующей микрокалориметрии ФЭТ в составе липосом обладает фазовым переходом гель-жидкий кристалл при температуре (Тс), практически совпадающей с Тс фосфатидилхолина (ФХ) такого же жирнокислотного состава; смешивание двух липидов незначительно влияет на Тс, энтальпию и кооперативность перехода [4]. Следовательно, превращение основного фосфолипида клеточных мембран животных ФХ в ФЭТ не должно существенно сказываться на физическом состоянии мембраны. При сканировании липосом, состоящих из одного ФЭТ, в присутствии Са2+ на термограммах наблюдается высокотемпературный низкоэнергетический переход, который, вероятно, отражает образование небислойной гексагональной фазы. По данным 13С-ЯМР спектроскопии, ФЭТ в липосомах подвергается быстрому флип-флопу [5]. При концентрациях 0,1-0,25% в ФХ-липосомах для ФЭТ характерно асимметричное распределение: ФЭТ предпочтительно локализуется на внутренней стороне мембраны.

ФЭТ – фактор толерантности мембран к действию этанола. По крайней мере, два факта подтверждают эту предпосылку. ФЭТ при включении в митохондриальную мембрану подавляет стимулирующее действие этанола на ферментативную активность Na+, K+– аденозинтрифосфатазы [7]. Поперечное сканирование мембраны липосом с помощью доксилпроизводных стеариновой кислоты с разной удалённостью нитроксильного радикала от карбоксильной группы показало, что присутствие ФЭТ в липосомах из ФХ приводит к повышению их устойчивости к действию этилового спирта [8]. 

Биохимические свойства. Протеинкиназа С, которая обычно активируется диацилглицерином в присутствии Са2+ и фосфатидилсерина, может активироваться ФЭТ [9]. Такая активация наиболее эффективна для фермента типа I, который экспрессируется только в тканях центральной нервной системы. Прямой эффект ФЭТ на систему передачи фосфоинозитидного сигнала был проверен с помощью включения экзогенного ФЭТ в мембраны гибридных клеток. Встроенный в мембрану ФЭТ повышает базальный уровень 1,4,5-инозиттрифосфата, при этом эффекты эндогенного и экзогенного фосфолипида не аддитивны [10]. Влияние ФЭТ на активность протеинкиназы С и ферментов фосфоинозитидного цикла предполагает важную роль этого фосфолипида как медиатора действия этилового спирта на клеточные процессы.

Иммунохимические свойства. Введение липосом из ФЭТ и протеолипосом, содержащих свиной инсулин и эквимолярную смесь ФЭТ и ФХ, мышам линии BALB/c не привело к иммунному ответу как на белок, так и на составляющие липосомы липиды, что свидетельствует об отсутствии адъювантных и иммуногенных свойств у ФЭТ [11].

Диагностическая значимость ФЭТ. C помощью ВЭЖХ и масс-спектрометрии в крови добровольцев, принявших за 3 недели 1630(389 г этилового спирта, обнаружен ФЭТ в концентрации 1,0-2,1 мкМ [12]. Уменьшающиеся концентрации ФЭТ (от 15 до 1 мкМ) наблюдали в крови трёх алкоголиков в течение 3 недель после последнего случая употребления алкоголя [13]. Сравнение с анализом дефицитного по углеводам трансферрина в крови тех же самых пациентов показало, что измерение концентрации ФЭТ при диагностике алкоголизации является более чувствительным методом [12].

Применение ФЭТ для получения липосом. Простота получения ФЭТ, наличие отрицательного заряда и отсутствие адъювантных и иммуногенных свойств предполагают его использование для приготовления липосомальных лекарственных форм. Показана эффективность ФЭТ как компонента липосом при приготовлении пероральной формы инсулина [14] и встраивании антибиотиков адримицина, рифампицина и доксициклина в липидные нанокапсулы [15]. 
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Взаимодействие гемоглобина с липофильными донорами оксида азота

М.А. Кисель, Г.М. Андреюк, Н.М. Грецкая*, И.В. Серков**, 
В.В. Безуглов* 
Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, *Институт биоорганической химии им. М.М. Шемякина и 
Ю.А. Овчинникова Российской АН, Москва, 
** Институт физиологически активных веществ РАН, Черноголовка, Московская обл.
Органические нитраты широко применяются для лечения стенокардии в течение более 100 лет. Механизм их действия заключается в высвобождении молекулы оксида азота (NO), которая далее взаимодействует с растворимой гуанилатциклазой, обеспечивающей передачу сигнала внутри клетки. Известной фармакологической проблемой применения органических нитратов, в частности тринитроглицерина, является развивающаяся толерантность [1]. Одним из способов преодоления этих ограничений органических нитратов является соединение в одной молекуле фрагментов доноров NO и веществ, имеющих специфические рецепторы на клетках сосудистого эндотелия [2]. Так, путем сочетания молекулы простагландина и динитрата глицерина были получены нитроэфиры, обладающие выраженным сосудорасширяющим действием [3]. Ацилирование арахидоновой кислотой (АК) динитроглицерина или нитроэтиленгликоля приводит к активным нитроаналогам 2-арахидоноилглицерина (АГ) – эндогенного лиганда каннабиноидных рецепторов, что также может обеспечить их направленную доставку к клеткам сосудистого эндотелия [4]. Предполагалось, что липофильные нитроаналоги 2-АГ будут более эффективно проникать через плазматическую мембрану к месту своего действия, а после высвобождения молекул NO, эти соединения будут превращаться в 2-АГ и его аналоги. Учитывая, что нитроаналоги 2-АГ будут также эффективно проникать в эритроциты, где они могут взаимодействовать с гемоглобином (HbO2), нам представлялось чрезвычайно важным изучить это взаимодействие in vitro, так как ранее нами было показано, что при действии жирных кислот и лизофосфолипидов на HbO2 последний подвергается автоокислению и превращается в низкоспиновую ферриформу – гемихром [5,6]. В этой связи целью настоящей работы было исследование взаимодействия 2-арахидоноил-1,3-динитроглицерина (АНГ) и арахидоноилнитро​этиленгликоля (АНЭ), свободной АК и её амида с HbO2.

Введение в раствор HbO2 АК в соотношении гем:АК = 1:19 сопровождается существенными изменениями в спектре поглощения: максимум полосы Соре сдвигается с 414,5 на 413 нм, полосы с максимумами на 542 и 577 нм исчезают и появляется пик с максимумом на 536 нм и плечом в районе 565 нм. Такие изменения указывают на превращение HbO2 в низкоспиновую окисленную форму – гемихром [5, 6]. По данным спектров поглощения и разностных спектров амид АК, в отличие от АК, при тех же концентрациях не оказывает какого-либо воздействия на HbO2. Очевидно, что АК взаимодействует с HbO2 по механизму, предложенному ранее для анионных липидов [6]. 

После добавления АНЭ к раствору HbO2 до соотношения гем:АНЭ = 1:19 в спектре поглощения гемопротеина (рис. 1а, спектр 1) не наблюдается заметных изменений; в дифференциальном режиме записи спектров не удаётся зарегистрировать отчётливый разностный спектр. Напротив, добавление АНГ к раствору HbO2 в том же соотношении приводит к появлению разностного спектра с максимумом на 398 нм и минимумом на 419 нм (рис. 1б) и значительным изменениям в спектре поглощения: максимум пика полосы Соре сдвигается с 414,5 на 405 нм; полосы поглощения на 540 и 577 нм исчезают, и появляются пики в районе 500 и 630 нм (рис.1а, спектр 3), характерные для высокоспиновой ферриформы – метгемоглобина (mHb). C другой стороны, в спектре поглощения наблюдаются уширение полосы Соре, уменьшение её интенсивности и увеличение поглощения в области 360-380 нм и 700 нм. Такие изменения свидетельствуют о денатурации гемопротеина, которая протекает с выходом гема из белка и образованием холеглобина. В связи с этим в последующих экспериментах изучена кинетика АНГ-инициированного окисления HbО2 при соотношении компонентов гем:АНГ = 1:2, когда процессы денатурации практически не наблюдаются (рис. 1а, спектр 2). Из спектров поглощения согласно методике, предложенной ранее [8], было рассчитано количество HbO2, mHb и гемихрома в определённые моменты времени и построены кинетические зависимости (рис. 2). Согласно полученным кривым HbO2 в присутствии АНГ преимущественно превращается в mHb. Можно предположить, что образование mHb происходит в результате, по крайней мере, двух последовательных окислительно-восстановительных реакций: 

3Hb(Fe2+) + R(ONO2)2 + 3H+ 
[image: image31.wmf] 

 3Hb(Fe3+) + R(OH)ONO2 + NO + H2O
(1)

Hb(Fe2+)O2 + NO 
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 Hb(Fe3+) + NO3-






(2),


где R = остаток 2-арахидоноилглицерина.
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Рис. 1. А – спектры поглощения HbO2 после инкубации в течение 1 ч в отсутствие добавок (1) и в присутствии 27,2 мкМ АНГ (2) и 258,4 мкМ АНГ (3); концентрация HbO2 – 13,6 мкМ в расчете на гем; Б – разностный спектр в области полосы Соре, возникающий при инкубации раствора HbO2 в течение 1 ч в присутствии АНГ 

Различия во взаимодействии АНГ и АНЭ с HbO2, можно объяснить тем, что оптимальное расположение гидрофобного жирнокислотного фрагмента и нитрогруппы достигается именно при взаимодействии HbO2 с молекулой АНГ, имеющей две нитрогруппы, одна из которых может участвовать в электростатическом взаимодействии с аминокислотными остатками белка, а вторая – взаимодействовать с железом гема. Взаимодействие эфиров других жирных кислот с динитроглицерином и нитроэтиленгликолем в настоящее время изучается. 

Выводы. АК и липофильный донор оксида азота – АНГ взаимодействуют с HbO2 по разным механизмам: АК, как и другие анионные липиды, инициирует автоокисление HbO2 в низкоспиновую форму – гемихром, тогда как взаимодействие HbO2 с АНГ сопровождается образованием высокоспиновой формы – mHb. Взаимодействие HbO2 с АНГ и отсутствие такового с АНЭ позволяет рассматривать HbO2 как важный элемент системы генерации NO в организме, который осуществляет селекцию доноров NO и избирательно инактивирует их определенные типы. Окисление HbO2 органическими донорами NO следует учитывать при интерпретации результатов анализа энзиматического восстановления органических нитросоединений до NO с помощью гемоглобинового метода.

Работа выполнена при поддержке БРФФИ (грант № Б99Р-161) и РФФИ (грант № 99-04-48514). 
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Механизмы антиоксидантной защиты эритроцитарной системы у детей в условиях воздейстия малых доз радиации и техногенных факторов 

Н.Н. Климкович, Т.И. Козарезова

Белорусский государственный институт усовершенствования врачей, Минск

Известно, что неблагоприятные экологические условия внешней среды (радиация, химические вещества и т.д) оказывают негативное влияние на состояние эритрона. В совре​менных условиях может наблюдаться воздействие различных комбинаций как химических веществ, так и других негативных факторов. Сочетанное воздействие часто проявляется нетипичными клиническими признаками и синдромами в виде неспецифических реакций различной степени выраженности. Детский организм обладает рядом физиологических адаптационных реакций и со стороны эритроцитарной системы (ЭС). Ранее нами было показано, что при воздействии неблагоприятных факторов внешней среды нарушается функционирование ЭС: изменяется количественная, качественная и кинетическая характеристика Еr, а также соотношение и функция цитоплазматических и мембранных компонентов. Однако вопрос об адаптационно – компенсаторных возможностях Еr детей в условиях негативного экологического воздействия остается открытым. Поэтому целью настоящей работы явилось изучение механизмов устойчивости ЭС, обеспечивающих её защиту в создавшихся новых экологических условиях РБ. Обследованы 716 детей, из них 421 ребенок (187 М и 234 Д) проживали на территориях с повышенной плотностью загрязнения цезием 137 (137Cs) от 44,4 кБк/м2 до 609 кБк/м2, 273 (119 Ми 154 Д) – в условиях крупного промышленного центра на территориях с естественным радиационным фоном (г. Минск) и 22 (12 М и 10 Д) составили контрольную группу. На основании экологического мониторинга установлено, что у 58,8% обследованных уровень инкорпорации в организм 137Cs составил 12,06±2,40 кБк/организм, у 41,2% – 2,41±0,19 кБк/организм. При индивидуальном анализе установлено, что у 51,6% детей из различных регионов РБ имеет место повышенный уровень свинца (Pb) в крови, а в 11-15% случаев стабильно высокое содержание нитратов в моче. Таким образом, на основании экологического мониторинга можно утверждать, что значительная часть детского населения РБ подверглась сочетанному влиянию малых доз радиации (МДР) и токсических веществ. Одним из важных аспектов факторов защиты организма является обеспеченность организма витаминами. В результате проведенного исследования было установлено, что у детей Беларуси имеется определенный дисбаланс содержания как водо-, так и жирорастворимых витаминов. Наиболее характерной была недостаточность пиридоксина – у 78% обследованных. Дефицит витамина Е наблюдался у 49,5% детей, витамина А – у 26,6%, витамина С – у 29,1% детей, витаминов B1, B2 – у 16,5% и 17% соответственно. При индивидуальном анализе дефицит одного витамина установлен у 89% детей, двух – у каждого третьего ребенка, трех и более – у каждого четвертого. Достаточная витаминная обеспеченность по всему комплексу указанных показателей наблюдалась только у 4,1% детей. Оценка содержания в крови детей эссенциальных микроэлементов позволила выявить, что у 55,7% обследованных имеется дефицит железа (358,3±5,6 мг/л), у 20,9% – меди (0,99±0,06 мг/л), у 30% детей – дефицит цинка (3,19±0,14 мг/л). Следует отметить, что дефицит одного микроэлемента был у 65,4% детей, двух – у 29,5% и трех – у 23,8% детей. Последнее можно рассматривать как микроэлементоз, обусловленный, во-первых, алиментарной недостаточностью этих микроэлементов, во-вторых, конкурентным отношением с токсическими веществами. Для получения более углубленной информации о состоянии эритропоэза у детей в условиях воздействия неблагоприятных факторов внешней среды и гипоксии проведено исследование процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) и активности антиоксидантной системы (АОС) защиты эритроцитов у 131 ребенка. В каждой группе было выделено 2 подгруппы в зависимости от наличия анемического синдрома, который на основании данных гемограммы, уровня сывороточного ферригина, сывороточного железа и трансферрина был верифицирован как железодефицитная анемия (ЖДА). Уровень ТБК – продуктов у детей с анемией в обеих группах достоверно превышал контрольные значения. Установлено достоверное снижение активности супероксиддисмутазы (СОД) в эритроцитах детей с ЖДА в I и II группах по отношению к контролю. Активность каталазы и глютатион пероксидазы в эритроцитах обследованных с ЖДА как в I, так и во П группе была достоверно повышена по сравнению с контрольными значениями и с показателями детей без анемии. Изучение неферментативного звена АОС защиты эритроцитов выявило снижение уровня глютатиона восстановленного у детей с ЖДА в обеих группах по отношению к контролю и детям без анемии. Полученные результаты состояния ферментативного и неферментативного звеньев АОС свидетельствуют о нарушении функционирования этих систем у детей с ЖДА в обеих группах. Для выяснения возможного токсического влияния свинца на эритроциты группа детей с ЖДА из г. Минска была разделена на две подгруппы в зависимости от уровня Pb в кро​ви: 1 подгруппа – дети с ЖДА с повышенным уровнем Pb в крови (0,125±0,007 мг/л); 2 подгруппа – дети с ЖДА с допустимым уровнем Pb в крови (0,076±0,006 мг/л). Сравнительный анализ активности АО ферментов в эритроцитах детей с ЖДА 1 и 2 подгрупп показал достоверное снижение активности СОД у детей с ЖДА с повышенным уровнем РЬ в крови (25,75±2,0 мкг/мл) по отношению к подгруппе на фоне допустимого его уровня (33,2 ±2,1 мкг/мл). Обнаружена обратная корреляционная зависимость между активностью СОД и содержанием Pb в крови (r= – 0,486, р < 0,05). Активность каталазы и глютатион пероксидазыимела тенденцию к повышению у детей 1 подгруппы по отношению ко 2 подгруппе (р<0,1). Сопоставление уровня глютатиона восстановленного в эритроцитах выявило снижение . (р<0,05) данного показателя у детей 1 подгруппы (3,81±0,38 мкмоль/мл) по отношению ко 2 подгруппе (4,95±0,40 мкмоль/мл). Полученные результаты свидетельствуют, что у детей с ЖДА с повышенным уровнем в крови Pb отмечены наиболее выраженные нарушения АОС защиты эритроцитов. В то же время уровень эндогенного низкомолекулярного антиоксиданта глютатиона восстановленного недостаточен для поддержания клеточной защиты. Таким образом, результаты исследования ферментативной и неферментативной АОС защиты Еr детей с ЖДА свидетельствуют о снижении активности СОД усугубляющемся действием малых доз радиации и повышенным уровнем РЬ в организме. Выявленные повышение актив​ности каталазы и глютатион пероксидазы можно расценивать как адаптационно-компенсаторную реакцию организма в ответ на гипоксию и сочетанное негативное действие радиационного и химического факторов, при котором активируются процессы свободнорадикального окисления. Косвенным подтверждением последнею служит снижение уровня низкомолекулярных эндогенных антиоксидантов глютатиона восстановленного, ретинола, токоферола. Все это свидетельствует, что адаптационно – компенсаторные механизмы недостаточны для поддержания требуемой функции. Если клетки и ткани защищены от повреждения супероксидными радикалами главным образом с помощью внутриклеточного фер​мента СОД то основным антиоксидантом в сыворотке крови является церулоплазмин (ЦП). Известно, что ЦП обладает супероксиддисмутазной, пероксидазной, амидооксидазной активностью. Для проявления защитных функций организма очень важно, что ЦП циркулирует в крови, так как СОД – внутриклеточный фермент, поэтому ферроксидаза рассматривается в качестве основного сывороточного антиоксиданга – ингибитора ПОЛ и «перехватчика» супероксидных радикалов, что ведет к уменьшению ПОЛ. Уровень ЦП исследован в сыворотке крови 95 дегей. Анализ этих показателей выявил, что содержание ЦП у детей, проживающих как на территориях с повышенной плотностью загрязнения 137Cs, так и в условиях крупного промышленного центра на территориях с естественным радиационным фоном, в обеих подгруппах не имело достоверных отличий по отношению к контролю и между собой. В то же время отмечен достоверно высокий уровень ЦП у дегей с повышенной инкорпорацией 137Cs в организм и у детей с повышенным уровнем РЬ в крови по сравнению с контролем (31,1 ±1,9 мг/дл, 27,4±2,1 мг/дл и 19,08±1,27 мг/дл соответственно). Увеличение содержания ЦП в сыворотке крови детей может быть обусловлено следующим: во-первых, наличием компенсаторно-адаптационной реакции эритропоэза на негативное экологическое воздействие, во-вторых, ингибирующим действием его на процессы ПОД в – третьих, начальным нарушением функционирования эритроцитарной системы.
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Влияние некоторых аминокислот на активность ключевых ферментов пентозофосфатного пути в печени крыс после воздействия ионизирующей радиации

В.В. Климович, В.В. Воробьев

Гродненский государственный медицинский университет

Изучение влияния действия малых доз ионизирующей радиации, которые изменяют процессы метаболизма в различных органах и тканях, является одним из наиболее важных и недостаточно исследованных направлений в радиационной медицине [1]. Установлено, что высокочувствительными ферментами углеводного обмена на облучение являются ферменты пентозофосфатного пути (ПФП) [2], а, как известно, снижение интенсивности ПФП неблагоприятно сказывается на биосинтетических и репаративных процессах в здоровых и пораженных патологическим процессом тканях, в том числе и в печени.

Известно, что глутамин является важным метаболитом в клетках с интенсивно идущими репаративными процессами в быстро обновляющихся тканях, кроме этого, глутамин является донором аминного азота в процессе образования нуклеиновых кислот, а также источником энергии [3]. Использование глутамина и его производных при частичной гепатэктомии, циррозах и печёночной энцефалопатии сопровождается активированием регенеративных процессов в печени [4]. Учитывая повреждающее действие ионизирующего излучения на клетки органов и тканей, можно считать обоснованным поиск и применение радиопротекторных метаболитов.

Материалы и методы. Опыты проведены на белых беспородных крысах–самцах массой 170-200 г, находившихся на стандартном рационе вивария. Подопытные животные были подвергнуты гамма-облучению четырёхкратно по 0,75 Гр в день (суммарная доза 3 Гр). Забой животных осуществлялся декапитацией через трое и семеро суток после последнего облучения. В течение указанных сроков часть подопытных животных получала с питьевой водой 1% раствор глутамина, другая – 1% раствор N-ацетилглутамина. В ткани печени определяли активность транскетолазы (ТК; КФ 2.2.1.1.) [5] и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г 6 ФДГ; КФ.1.1.1.49) [6]. Активность ферментов рассчитывали на мг белка, определенного методом Лоури [7].

Результаты и обсуждение. В результате проведенного исследования получены следующие данные (табл. 1). После облучения на 3-и и 7-ые сутки изменения в активности фермента ТК не обнаружено. На 3-и сутки после облучения и при использовании глутамина выявлено снижение активности ТК, но после облучения в этих же условиях на 7-е сутки обнаружено восстановление активности ТК по сравнению с показателем на 3-и сутки. Применение глутамина и N-ацетилглутамина без облучения, а также на фоне облучения на 7-е сутки не выявило достоверных различий в активности ТК по сравнению с контрольными значениями.

Таблица 1. Активность ТК (нмоль С-7-ф/мг белка ( мин), Г6ФДГ (нмоль НАДФН2) мг белка мин) в печени крыс при воздействии ионизирующего облучения и поступлении глутамина, N-ацетилглутамина в течении трех и семи суток после облучения (М ( m)
	Показатель
	Группы животных

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	
	контроль
	через 3 сут после облучения
	через 3 сут после облучения + глутамин
	через 7 сут после облучения
	через 7 сут после облучения + глутамин
	N‑ацетил-глутамин в течение

7 сут
	ч/з 7 сут. после облучения + N‑ацетил​глутамин

	ТК

	n = 6

25,8 ( 2,53
	n = 6

21,7 ( 1,17
	n = 6

18,2 ( 1,72

Р1 - 3 ( 0,05
	n = 5

25,9 ( 2,05
	n = 5

28,5 ( 3,83

Р3 - 5 ( 0,05
	n = 6

27,2 ( 3,97
	n = 6

20,1 ( 2,27

	Г6ФДГ
	n = 6

19,8 ( 1,50
	n = 5

29,1 ( 5,10
	n = 6

23,6 ( 2,03


	n = 5

15,5 ( 0,70

Р1 - 4 ( 0,05

Р2 - 4 ( 0,1
	n = 6

23.8 ( 2,20

Р4 - 5 ( 0,05
	n = 6

26,0 ( 4,30
	n = 5

30,2 ( 5,80


Условные обозначения: n – количество животных в группах; р – достоверные различия в сравниваемых группах.

После облучения на 7-е сутки наблюдается достоверное угнетение активности Г6ФДГ по сравнению с контролем и тенденция к снижению активности по сравнению с 3-и сутками после облучения. Такое снижение активности фермента может негативно сказаться на метаболических процессах в печени, так как НАДФН2, образующийся в окислительной части ПФП, необходим клетке для восстановительных биосинтезов и антиоксидантных процессов. У крыс, получавших глутамин через 7 суток после облучения, наблюдается восстановление активности фермента по сравнению с такими же животными, не получавшими глутамин и отсутствуют отличия в активности фермента по сравнению с контрольными значениями.

Применение же N-ацетилглутамина без облучения и после облучения с применением N-ацетилглутамина на 7-е сутки не выявило достоверных различий по сравнению с контрольными значениями.

Резюмируя выше изложенное, можно заключить, что облучение в 3 Гр не привело к существенному изменению активности ТК в печени в исследуемые сроки. Установлено, что глутамин, по-видимому, оказал коррегирующее действие на функционирование Г6ФДГ в печени. 
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Оптимизация витаминного и антиоксидантного статуса как часть комплексного лечения больных инсулинзависимым сахарным диабетом

В.М. Коденцова, О.А. Вржесинская, О.Г. Переверзева, 
Н.А. Бекетова, Н.Н. Пустограев, Л.А. Харитончик, 
Л.С. Трофименко, В.Б. Спиричев 

Институт питания РАМН, Москва

Периодические обследования детей 10-14 лет, больных ИЗСД, поступающих на лечение в эндокринологическое отделение Морозовской ДГКБ N 1 г. Москвы (1991, 1994, 1997-98 гг.), по содержанию витаминов в крови и экскреции с мочой показывают, что при хорошей обеспеченности витаминами С, А, Е и РР (табл. 1) у большинства из них имеется сочетанный дефицит нескольких витаминов группы В (В-1, В-2, В‑6) и каротиноидов. 

Таблица 1. Относительное количество (в %) больных ИЗСД детей с недостаточностью водорастворимых витаминов
	Витамин
	1991 г.

n=33
	1994 г

n=36
	1997-98 гг.

n=22

	С
	41
	28
	14

	В-1
	19
	53
	80

	В-2
	44
	57
	63

	В-6
	60
	38
	57

	Ниацин
	0
	11
	-


Таблица 2. Относительное количество больных ИЗСД детей (в %) с недостаточностью витаминов
	Год обследования 
	Обеспеченные

всеми

витаминами
	С недостаточностью

	
	
	1 витамина
	2 витаминов
	3 витаминов
	4-5 витаминов

	1991 г.
	14,8
	25,9
	37,0
	18,5
	3,8

	1994 г.
	22,2
	30,6
	33,3
	8,3
	5,6

	1997-98 гг.
	0
	4,7
	19,0
	42,9
	33,4


Обеспечены всеми исследованными витаминами не более 20% детей. Дефицит двух витаминов обычно выявляется у 20-40% обследованных больных (табл. 2). 

Полученные данные свидетельствуют о необходимости восполнения недостаточного поступления с рационом витаминов группы В и каротиноидов у детей, больных ИЗСД. 

Коррекция витаминного состава рациона больных ИЗСД путем дополнительного введения в него продуктов-витаминоносителей неизбежно приводит к увеличению потребления других пищевых веществ и энергии, что сопряжено с необходимостью повышения дозы инсулина. В связи с этим для улучшения витаминной обеспеченности больных ИЗСД наряду с обычно назначаемым приемом поливитаминных препаратов были использованы другие подходы. 

Включение в рацион в течение 1-2 нед. обогащенного 12 витаминами и бета-каротином напитка "Золотой шар" на фруктозе с аспартамом, внесение поливитаминных премиксов в компот и молочные каши, а также назначение поливитаминных препаратов в дозах, соответствующих рекомендуемому суточному потреблению, сопровождалось существенным снижением доли лиц с недостаточностью трех и четырех витаминов и практически полным исчезновением микросимптомов полигиповитаминозов. Доля детей, адекватно обеспеченных витаминами, заметно возрастала. 

При первичном обследовании у больных ИЗСД детей по сравнению со здоровыми детьми того же возраста был выявлен повышенный уровень малонового диальдегида (МДА) в биологических жидкостях и сниженная антиоксидантная активность сыворотки крови (табл. 3). 

Таблица 3. Влияние употребления напитка «Золотой шар» на показатели антиоксидантного статуса у больных ИЗСД детей 

	Показатель
	Здоровые
	Больные (1)
	Больные (2)

	Антиоксидантная активность сыворотки крови, усл. ед.
	1,98(0,11
	1,53(0,11*
	1,55(0,06*

	МДА, нмоль /мл сыворотки крови
	1,13(0,11
	1,57(0,15*
	1,73(0,13*,**

	МДА, нмоль /мл слюны
	0,10(0,02
	0,17(0,02*
	0,14(0,02*,**


Примечание: * – достоверное отличие от показателей здоровых детей (Р<0,05); ** – достоверное отличие от показателей до лечения (Р<0,05).

После приема витаминизированного напитка по изменению показателей антиоксидантного статуса группа больных оказалась неоднородной. У 56% обследованных после лечения антиоксидантная активность сыворотки крови повысилась, а у остальных осталась на прежнем уровне или несколько уменьшилась. Если у половины детей содержание МДА в сыворотке крови снизилось, то у половины – повысилось. У 50% детей увеличение антиоксидантной активности сыворотки крови сопровождалось одновременным уменьшением уровня МДА крови.

При сопоставлении этих данных с обеспеченностью детей витаминами-антиоксидантами выявляются некоторые закономерности. Повышенная концентрация МДА в сыворотке крови отмечалась у обследованных со сниженным уровнем витамина Е, не увеличившимся в ходе приема напитка (31%). Поскольку обеспеченность витамином С всех детей исходно была и осталась хорошей, а (-каротином значительно улучшилась, можно предположить, что в поддержании антиоксидантного статуса организма больных ИЗСД детей обеспеченность витамином Е играет первостепенную роль. Если принять во внимание только детей, адекватно обеспеченных витамином Е как до, так и после лечения, то у 5 из 7 таких детей повышение уровня (-каротина в сыворотке крови с исходным дефицитом этого нутриента до оптимальных величин сопровождалось улучшением антиоксидантного статуса организма. Таким образом, представленные данные свидетельствуют о положительном влиянии на антиоксидантный статус больных ИЗСД детей употребления напитка, содержащего витамин Е и (-каротин. 

Оценивая влияние приема напитка «Золотой шар» в целом, следует отметить уменьшение продолжительности пребывания детей в стационаре до 16(1 койко-дней по сравнению с контрольной группой (20(1) и со среднегодовой (19 сут.).

Таким образом, представленные данные о выраженном положительном влиянии на витаминный и антиоксидантный статус больных ИЗСД детей позволяют рассматривать оптимизацию витаминного статуса как важный компонент терапии больных ИЗСД. 
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Нарушение антиоксидантной системы защиты и структурно–функционального состояния эритроцитарных мембран как один из механизмов патогенеза приобретенных апластических анемий у детей
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Обследовано 67 детей в возрасте от 4 до 15 лет, больных приобретенной апластической анемией (ПАА) и находящихся на лечении в Республиканском научно-практическом центре детской онкологии и гематологии МЗ РБ. Медиана возраста обследованных составила 6,8 лет, соотношение мальчики: девочки = 1,3:1. На основании международных критериев депрессии гемопоэза больные были распределены в зависимости от степени тяжести ПАА. Наибольший удельный вес приходился на больных ПАА с тяжелой степенью тяжести (31 ребенок), со сверхтяжелой было 20 детей и с нетяжелой – 16 больных. Проведенный экологический мониторинг позволил установить, что 66,7 % больных проживали на. территориях с естественным радиоактивным фоном (до 1 мЗв) и 33,3 % – на территориях с плотностью загрязнения от 37 до 592 кБк/м2 по 137Cs. Уровень в крови Рb и Hg определен у 63,5 % больных. Анализ этих показателей выявил у 47,6 % повышенное содержание в крови Рb (0,126 ± 0,007 мг/л), у 27,5 % – Hg (0,063 ± 0,008 мг/л), у 22,5 % – обоих токсикантов Рb и Hg (0,124 ± 0,005 мг/л и 0,071 ± 0,007 мг/л) по отношению к контролю (0,077 ± 0,008 мг/л и 0,024 ± 0,006 мг/л соответственно). Таким образом, наблюдаемые дети подверглись воздействию как МДР, так и химических факторов. Оценка иммунофенотипирования лимфоцитов костного мозга (КМ) у 61,2 % детей показала реверсию соотношения иммунорегулирующих субстанций лимфоцитов. Отмечено снижение количества СD4+ клеток и увеличение CD8+ при резком снижении иммунорегуляторного индекса менее 1,0. Количество сывороточного ферритина и уровень эритропоэтина в сыворотке у детей с ПАА (902,71 ± 14,60 нг/мл и 1744,0 ± 20,6 МЕ/мл соответственно) достоверно превышали данные значения в контрольной группе (34,38 ± 4,06 нг/мл и 35,9 ± 1,4 МЕ/мл соответственно). Как было нами показано ранее, в патогенезе панмиелопатий значительную роль играет антиоксидантная система (АОС) защиты эритроцитов. Состояние ферментативной и неферментативной АОС изучено у 46 детей с ПАА. Установлено достоверное снижение активности эритроцитарной супероксиддисмутазы (СОД) и увеличение активности каталазы и глютатион пероксидазы (ГП) по отношению к контролю.

Снижение активности СОД является признаком истощения метаболических процессов в клетке, а повышение активности ферментов каталазы, ГП на фоне действия экологически неблагоприятных факторов – либо как адаптационная реакция, направленная на поддержание физиологического гомеостаза больного организма к изменившимся условиям внешней среды, либо как патогенетическое звено данной патологии. Исследования перекисного окисления липидов (ПОЛ) по содержанию ТБК-продуктов в плазме крови проводилось у 46 детей с ПАА. Установлено, что количество ТБК-продуктов достоверно повышено по отношению к контролю и составляет 3,07 ± 0,06 нмоль/мл и 1,98 ± 0,08 нмоль/мл соответственно. Причем наиболее выраженная активация ТБК-продуктов наблюдалась у больных с повышенным уровнем в крови токсикантов (Рb или Рb и Hg) на фоне МДР. Полученные данные свидетельствуют о кратковременной защитно-адаптационной реакции эритрона на действие неблагоприятных факторов внешней среды. Усиление процессов ПОЛ приводит к гиперпродукции высокоактивных радикальных соединений, ингибированию активности СОД, определяет высокую степень повреждения эритроцита и усугубляет тяжесть анемического синдрома. Для уточнения влияния негативных факторов внешней среды и роли свободно-радикальных процессов в патогенезе ПАА проведено сопоставление показателей активности СОД, количества гемоглобина (Нb) и эритроцитов (Еr) в периферической крови (ПК) и уровня в крови Рb и Hg. Установлена обратная корреляционная зависимость между выраженностью анемического синдрома и активностью СОД (r = –682, р <0,01), СОД и уровнем Рb и Hg в крови (r1= –612, p1<0,01; r2= –603, р2 <0,01). В генезе ПАА прослеживается действие негативных факторов, приводящих к окислительному стрессу, усилению свободнорадикальных процессов и их повреждающему действию на эритроидную клетку. Кроме того, снижено количество ГВ в Еr больных АА по отношению к контролю, что указывает на угнетение антиоксидантной первичной системы защиты на фоне свободнорадикальных процессов. Данное положение подтверждается прямой корреляционной зависимостью между тестами, отражающими анемический синдром (количество Нb и Еr), и концентрацией ГВ в Еr (r= 0,602; р<0,01). Таким образом, оценивая в целом результаты исследований содержания ТБК-продуктов в плазме крови и состояние АОС Еr, можно сделать заключение, что у детей с ПАА имеются нарушения как ферментативной, так и неферментативной АОС за​щиты, а также процессов пероксидации, усиливающихся на фонe сочетанного действия МДР и токсических веществ, обладающих повреждающим действием на эритрон. В этиопатогенезе ПАА у детей прослеживается комбинированное действие экологически неблагоприятных факторов (МДР, Рb и Hg), приводящих к окислительному стрессу в Еr и уси​лению свободнорадикальных реакций. Проведено исследование ряда биофизических показателей Еr и их мембран у детей с ПАА и установлено, что осморезистентность Еr при ПАА не отличалась от показателя в контрольной группе. Устойчивость Еr к действию окислителя (1мМ аскорбиновой кислоты при 25°С) достоверно изменяется у детей с ПАА по отношению к контролю. Изучение кинетических параметров термогемолиза Еr детей с ПАА позволило выявить достоверное их отличие по сравнению с контролем, что указывает на снижение устойчивости Еr к высокой температуре. Уменьшение терморезистентности Еr связано, вероятно, с изменением состояния Нb, взаимодействующего с мембраной клетки. Установлено, что у больных ПАА средний уровень метгемоглобина в Еr увеличен по сравнению с контролем. Осмо- и терморезистентность Еr характеризуют механическую прочность их мембран, которая формируется в результате белок-липидных и липид-липидных взаимодействий. Обнаруженное нами изменение терморезистентности Еr мембран может быть связано не только с увеличением концентрации мембраносвязанного метгемоглобина, но и с нарушением указанных взаимодействий. Известно, что одним из маркеров структурного состояния поверхностных компонентов мембран Еr является мембраносвязанная ацетилхолинэстераза (AХЭ). У больных ПАА зарегистрировано достоверное снижение Км активности данного фермента по сравнению с контролем. Так как АХЭ относится к липидзависимым ферментам, то изменение этого параметра может быть связано с модификацией физико-химического состояния липидной фазы мембран Еr. Подтверждением этого предположения служит достоверное снижение коэффициента эксимеризации пирена, включенного в тени Еr детей с ПАА, по отношению к показателю контрольной группы, что указывает на увеличение микровязкости мембранных липидов. Таким образом, полученные данные свидетельствуют, что Еr мембраны являются чувствительными индикаторами при ПАА у детей и механизмы их нарушения участвуют в патогенезе. Это проявляется в снижении терморезистентности Еr, изменении параметра активности мембраносвязанной АХЭ и увеличении микровязкости липидов Еr мембран.
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Влияние экстракта солянки холмовой на показатели обмена аминокислот в ткани печени и плазме крови крыс при отмене этанола
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Общеизвестно, что последствиями хронической алкогольной интоксикации является широкий спектр метаболических и морфофункциональных нарушений в органах и тканях [6, 13, 14, 16]. Среди них – нарушения обмена аминокислот, белковая и функциональная недостаточность печени, нарушения процессов всасывания и транспорта аминокислот, а также проницаемости клеточных мембран. Глубина и стойкость этих нарушений, и прежде всего в печени, ассоциирует с дозой и длительностью алкоголизации. В последние годы особо пристальное внимание исследователями уделяется изысканию природных препаратов, обладающих гепатопротекторными и мембранстабилизирующими свойствами, коррегирующим метаболическим действием с минимальной токсичностью Одними из таких препаратов, активно изучающимися в настоящее время, являются экстракты некоторых лекарственных растений, в частности, солянка холмовая [2, 7, 10, 11]. Экспериментальные и клинические исследования, проведенные в последние годы [7,10], указывают на перспективность использования препаратов, приготовленных из этого растения в качестве гепатозащитного средства. Установлено [2, 9], что экстракт солянки холмовой при экспериментальном гепатите у животных тормозит образование первичных и вторичных продуктов ПОЛ, восстанавливает высокую активность антирадикальной защиты мембран, стимулирует экскреторную и антитоксическую функцию печени, значительно ослабляет цитолиз гепатоцитов. Было также показано, что биологическое действие препарата определяется аминокислотным составом, особенно незаменимыми, необходимыми для активизации биосинтеза белка, функционирования и затрат энергии в тканях (нервной, мышечной, почечной), образования мочевины в печени и компонентов ее антитоксической функции и проявления антистрессорного действия [7, 11]. Действительно, проведенные исследования сотрудниками нашей лаборатории аминокислотного состава салсоколлина – спиртового экстракта травы интродуцированного сибирского растения солянки холмовой (Extractum herbe salsolae collinae) показали [10], что препарат содержит широкий спектр аминокислот. При этом 38% составляют незаменимые аминокислоты, 55% из которых аминокислоты с разветвленной углеродной цепочкой – лейцин, изолейцин, валин. Особенно высока доля таких незаменимых аминокислот, как треонин – 20%, валин – 27% и лизин – 8%. В сравнительно меньшем количестве обнаружены в препарате также серусодержащие аминокислоты – цистеиновая кислота, таурин, цистин и метионин. В других исследованиях в чае сухой травы солянки холмовой найдено высокое содержание орнитина, а также глутамата, таурина, аланина, глутамина, глицина, серина, аспартата, треонина [2]. Дефицит и нарушения обмена большинства отмеченных выше аминокислот наиболее часто регистрируются при алкоголизме [8]. Как показали результаты собственных исследований [3, 4, 5], наиболее стойкими, не поддающимися коррекции в крови у больных алкоголизмом после проведения полного общепринятого курса стационарного противоалкогольного лечения, являлись снижение уровней аспартата, треонина, глутамина, аланина, метионина, изолейцина, орнитина и лизина. 

Целью нашего исследования являлось изучение влияния солянки холмовой на некоторые показатели обмена аминокислот в тканях печени и плазме крови животных в динамике отмены этанола.

Материалы и методы. Эксперимент выполнен на белых беспородных крысах-самцах массой 160-200 г. Синдром отмены этанола вызывали у животных методом интрагастральной интубации по Майхровичу в модификации [1]. Животным внутрижелудочно (в/ж) вводили 25% раствор этанола по 5 г/кг массы тела с интервалом 12 часов на протяжении 5 дней. Через 3-е (3 группа) и 7 суток (5 группа) после последней инъекции алкоголя производили декапитацию крыс. Экстракт солянки холмовой вводили (СХ; 21 % спиртовой раствор, в/ж, 100 мг/кг массы 2 раза в сутки) на протяжении 3 и 7 суток на фоне отмены этанола (4 и 6 группы). Вводимая доза СХ являлась оптимальной для гепатопротекторного действия, предварительно установленной в скрининговом эксперименте [9]. Для дифференциации влияния компонентов экстракта и эффектов самого этанола была выделена специальная группа интактных крыс (2 группа), получавших в/ж инъекции СХ в аналогичной дозе, как и для 6 группы. Контрольная группа животных (1 группа) получала в/ж равные объемы количества физиологического раствора. В гомогенатах ткани печени определяли активность ферментов аланинаминотрансферазы (АЛТ) и аспартатаминотрансферазы (АСТ) с помощью стандартных наборов "Lachema". Содержание белка в гомогенатах определяли по Лоури [15]. Содержание аминокислот в плазме крови и гомогенатах печени определяли на аминоанализаторе ААА 339 (Чехия) по общепринятой методике [12]. Полученные результаты обрабатывали статистически по параметрическому t- критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Установлено, что 5-дневное введение 25 % раствора этанола приводит к достоверному (р <0,05) повышению активности АЛТ и АСТ в ткани печени в 2,3 и 1,3 раза соответственно. В то же время 7-дневное введение экстракта солянки холмовой интактным животным (2 группа) не приводит к достоверным изменениям активности аминотрансфераз в ткани печени по сравнению с контрольными животными. Одновременно 7-дневное введение экстракта приводило к общему снижению (на 15 %) пула аминокислот плазмы крови при относительном увеличении (на 70 %) количества заменимых аминокислот. При этом соотношение аминокислот с разветвленными радикалами и ароматических аминокислот в этой группе уменьшилось с 2,0 до 1,8. В печени уровни большинства свободных аминокислот, в большей степени незаменимых, и аммиака повышались. Соотношение разветвленных аминокислот и ароматических увеличилось в 1,6 раза.

В условиях отмены этанола введение экстракта солянки холмовой в течение 3 суток способствовало нормализации аминокислотного баланса в плазме крови. Отмечалось повышение уровня таурина, треонина, валина, гистидина и, особенно, лизина. Снижается увеличенная в эти сроки абстиненции концентрация цистеиновой кислоты. Введение препарата животным с алкогольным абстинентным синдромом в течение 7 суток также характеризуется некоторым нормализующим эффектом: регистрировалось уменьшение уровня аланина и увеличивалась концентрация лизина. Вместе с тем продолжительное поступление солянки холмовой в организм животных не приводит к значительному улучшению аминокислотного баланса в плазме крови, подобно тому, как это отмечалось у животных с абстинентным синдромом на 3-е сутки. Достоверных сдвигов в активности ферментов АЛТ и АСТ в исследуемых тканях крыс при введении солянки холмовой в динамике отмены этанола не наблюдалось.

Таким образом, обнаруживается положительное влияние солянки холмовой на аминокислотный баланс в организме животных в дальние сроки после отмены этанола, что проявляется нормализацией уровней разветвленных аминокислот в плазме крови и печени и увеличением содержания ранее сниженного уровня лизина. Это наблюдается практически на всех исследованных сроках абстиненции и, вероятно, способствует активной детоксикации организма. 

Список литературы

1. Абдрашитов А.Х., Листвина В.П., Нужный В.П., Успенский А.Е . // Фармакол. и токсикол. – 1983. – № 6. – С.94-98.

2. Данченко Е.О. // Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии. – Витебск, 1999. – С.119-123.

3. Козловский А.В., Лелевич В.В., Островский С.Ю. и др.// Здравоохранение. – 1997.– №10. – С.8-10.

4. Козловский А.В., Островский С.Ю., Лелевич В.В. // Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии. – Витебск, 1999. – С.171-173.

5. Козловский А.В. Характеристика фонда свободных аминокислот сыворотки крови в динамике алкогольного абстинентного синдрома: Автореф. дис. ...канд. мед. наук: 14.00.45. – Москва, 1993. – 20 с.

6. Лелевич В.В., Селевич М.И., Шейбак В.М. и др. // Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии. – Витебск, 1999. – С.217-220.

7. Марченко А.А., Данченко Е.О., Шваренок В.В. // Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии. – Витебск, 1999. – С.133-137.

8. Островский Ю.М., Островский С.Ю. Аминокислоты в патогенезе, диагностике и лечении алкоголизма. – Мн.: Навука i тэхнiка, 1995. – 280 с.

9. Саратиков А.С., Венгеровский А.И., Чучалин В.С. и др. // Хим.-фарм. журнал – 1990. – Т. 24. – № 6. – С. 38-40. 

10. Шейбак В.М.// Клинико-лабораторные аспекты метаболической терапии.– Витебск, 1999. – С. 150-152. 

11. Чиркин А.А., Данченко Е.О., Шейбак В.М. // Вестник фармации. – 1998. – № 4. – С. 24-30.

12. Benson J.R., Gordon M.C., Paterson J.A. // Anal. Biochem. – 1967. – V.18. – № 1. – P. 228-240.

13. Bode J. Ch. // Ergeb. inn. Med. und Kinderhelk. – 1980. – V. 45. – N 1. – P. 1-75.

14. Liber Ch. S., DeCarli L // Alcohol. Alcoholism. – 1989. – V. 24. – N 3. – P.197-211.

15. Lowry O.N., Rosenbrough N. J., Farr A. L., Randall R.J. // J. Biol. Chem. – 1951. – V. 193. – P. 265-275.

16. Shaw S., Lieber Ch. S. // Alcoholism. – 1983. – V.7. – № 1. – P. 22-27. 

УДК 577.115-092.4: 612.014.482

Резистентность организма в отдаленные сроки после лучевой нагрузки на фоне медикаментозного воздействия 
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Ионизирующее излучение и различные химические факторы способствуют изменению процессов синтеза и распада белков, липидов, активности ферментов, расстройству функций клеточных мембран, что является начальным универсальным звеном патологических процессов в организме [3,4]. Накопление в избыточном количестве нормальных и извращенных продуктов метаболизма модулирует адаптационные возможности организма. По мнению авторов [2], мембраны эритроцитов отражают состояние мембран клеток внутренних органов и общую резистентность организма. 

Нами изучена устойчивость эритроцитарных мембран, показатели липидного спектра плазмы крови, системы перекисного окисления липидов (ПОЛ) и антиоксидантной защиты (АОЗ), а также уровень средних молекул (УСМ) у крыс в отдаленные сроки после гамма-облучения и на фоне дополнительной нагрузки ацетилсалициловой кислотой (АСК) и этанолом (Э). Известно, что АСК и Э вызывают структурные и функциональные изменения клеточных мембран и способствуют развитию геморрагических проявлений в слизистой оболочке желудочно-ки​шечного тракта, особенно в сочетанном их применении. Некоторые авторы утверждают о способности Э инициировать липопероксидацию,а по мнению других, Э обладает радиопротекторным действием [1,5].

Экспериментальные исследования проведены на 22 беспородных белых крысах-самцах в возрасте 2-3 мес. с массой 180-320 г. Облучение животных в дозе 5 Гр проводили однократно на установке «Игур» (источник гамма-излучения 137Cs, мощность экспозиционной дозы 0,062 Гр (мин). Через 8 мес. после лучевого воздействия (ЛД50) 15 животным одноразово до кормления в течение 3-х сут перорально вводили 2% раствор АСК (0,1 г/кг массы) на физиологическом растворе или АСК в сочетании с 70% Э. Контрольную группу составили 7 интактных крыс.

В плазме крови исследовали количество общих липидов (ОЛ), фосфолипидов (ФЛ), липидный спектр изучали методом тонкослойной хроматографии по В.С. Данильчику, определяли содержание гидроперекисей липидов (диеновые конъюгаты, Dк 233 нм), содержание основных антиоксидантов – витаминов Е и А, количество церулоплазмина (ЦП), активность супероксиддисмутазы (СОД) в эритроцитах и уровень средних молекул (УСМ). Устойчивость эритроцитарных мембран (УЭМ) изучали путем внесения клеток в растворы мочевины и хлорида натрия разной концентрации. Степень гемолиза эритроцитов выражали в процентах оптической плотности при 540 нм.

Исследуемые были разделены на 4 группы: 1-я – интактные животные; 2-я – облученные; 3-я – облученные, которым вводили АСК; 4-я – облученные, которым вводили АСК и Э.

По результатам хроматограмм липидного спектра обнаружено перераспределение фракций фосфолипидов: достоверное снижение аминосодержащих и повышение холинсодержащих ФЛ во всех опытных группах животных в сравнении с интактными. Особенно выраженное снижение аминосодержащих ФЛ установлено на фоне сочетанного радиационного и медикаментозного воздействия (у здоровых 1,01(0,2%, в 4-ой гр. 0,164(0,013%, Р<0,05); преаминосодержащие ФЛ увеличились после радиационного и лекарственного воздействия с наиболее выраженным повышением в 3-й и 4-й гр. крыс (0,64(0 0,074%, 0,67±0,16% против 0,115(0,025%, Р<0,01). Фракция свободного холестерина (СХС) оказалась повышенной под влиянием лучевого воздействия, а введение АСК приводило к снижению данной фракции (5,86(0,42% против 7,075(0,68%, Р<0,05). Дополнительная нагрузка Э способствовала увеличению СХС до 8,013(0,67%, Р<0,05. Содержание свободных жирных кислот (СЖК) у интактных крыс (контрольная группа) находилось в пределах 11,515(0,13% , а у облученных животных количество их увеличилось, причем наиболее значительно в 3-ей гр. и составило 16,99(0,77% (Р<0,01). Радиационная нагрузка способствовала повышению уровня триацилглицеринов. Содержание эфиров холестерина (ЭХС) повышалось во всех группах животных, однако наиболее отчетливо в группе животных под влиянием радиационного воздействия с включением АСК вместе с Э (в контроле – 17,77(2,047% ; у крыс 4-й гр. – 21,6(1,36%;Р<0,05). Количество свободных углеводородов (СУ) сниженным оказалось во всех группах с наиболее значительным уменьшением под влиянием лучевой нагрузки и комбинированного воздействия АСК и Э (2,96(0,078%, 2,94(0,46% против 4,49(0,97%, Р<0,05). 

Выраженные изменения обнаружены в системе ПОЛ – АОЗ. Согласно полученным данным, после лучевого воздействия (2гр.) уровень гидроперекисей липидов в плазме крови в сравнении с необлученными животными увеличился в 2,3, а в сочетании с АСК – в 2,6 раза . Включение Э способствовало уменьшению продуктов ПОЛ. Влияние гамма‑облучения и приема АСК и Э приводило к метаболическим сдвигам в системе АОЗ. Содержание ЦП в плазме крови было повышено, причем наиболее значительно в 3-й гр. (на 82,4%). Увеличение гидроперекисей липидов во 2-ой гр. сопровождалось активацией СОД по сравнению с интактными животными (Р<0,05). Сочетанное влияние факторов на животных способствовало снижению активности фермента в эритроцитах. Обнаружен дефицит основных неферментативных антиоксидантов во всех группах животных, но наиболее значительно под влиянием медикаментозных сочетанных воздействий. Коэффициенты соотношения содержания альфа-токоферола и ретинола к гидроперекисям липидов составили соответственно: в 1-й гр. – 2,72 и 0,39; во 2-й – 0,92 и 0,087; в 3-й – 0,35 и 0,03; в 4-й – 0,65 и 0,08. Полученные расчетные коэффициенты обеспеченности организма основными антиоксидантами были снижены во всех группах, особенно под влиянием АСК (в 7,8 и 13 раз соответственно в сравнении со здоровыми животными ).

Уровень среднемолекулярных пептидов был повышен в 1,2 раза под воздействием только радиационной нагрузки, а коэффициент распределения (КР) УСМ 254/280 нм – в 1,7 раза. 

Устойчивость эритроцитарных мембран у облученных животных (2 гр.) через 8 мес. после радиационного воздействия в сравнении с контрольной группой характеризуется повышенным гемолизом эритроцитов в верхней части кривой. Введение животным АСК усугубляло нарушение проницаемости мембран эритроцитов в начальной части кривой. Сочетание АСК и Э приводило к более значительному увеличению процента разрушенных клеток. Выявлена корреляционная зависимость осмотической устойчивости эритроцитарных мембран и снижения в этой группе активности СОД в эритроцитах (r=0,67). У облученных животных гемолиз эритроцитов наблюдался при более высоких концентра​циях мочевины. Микроскопические исследования выявили гемодинами​ческие нарушения в слизистой оболочке желудка и 12-перстной кишки. 

Таким образом, в отдаленный период после лучевой нагрузки у животных происходит значительная перестройка липидного и липоперекисного гомеостаза, дефицит основных неферментативных и дисбаланс ферментативных антиоксидантов, что способствует структурно-функциональным изменениям и нарушению устойчивости биологических мембран клеток. Дополнительное медикаментозное воздействие усугубляет выявленные метаболические сдвиги. Полученные результаты свидетельствуют о сложных приспособительных механизмах адаптации организма к различным неблагоприятным факторам.
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Влияние ГАМК на синтез ацетилхолина в гипоталамусе крыс при лихорадке
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Реакция повышения температуры тела при различных инфекционных болезнях, действии патогенных раздражителей и накоплении продуктов распада тканей, называемая лихорадочной реакцией, возникает в результате временной перестройки регуляции теплообмена. Причиной этого является стимуляция пирогенами центральных механизмов физиологического термостата. Влияния таких механизмов на перестройку работы организма в напряженной ситуации, вызываемой развитием лихорадки, реализуются через нейромедиаторы и роль их, несомненно, неравнозначна [3]. В предлагаемых моделях участия ацетилхолина (АХ) в функционировании центров терморегуляции показано, что именно холинергические нейроны выполняют интегративную роль в гипоталамических механизмах, контролирующих процессы поддержания температуры тела на определенном уровне [5]. Холинергические системы способны активировать не только эффекты теплоотдачи, но и усиливать реакции, связанные с теплопродукцией. А при некоторых условиях выявляется способность этих систем угнетать термогенез.

В последние годы появился ряд сообщений, которые касаются вопроса участия компонентов белков в регуляции активности центров терморегуляции в различных ситуациях, включая лихорадочные состояния [6]. Опубликованные на эту тему работы наиболее широко распространяют представление о том, что действие аминокислот в центрах связано с их способностью тормозить передачу импульсов при обработке управляющих сигналов. Аминокислоты тормозящего действия, в частности ГАМК, обладают непостоянством эффекта: при введении в желудочки мозга она может приводить как к повышению, так и к понижению температуры тела, и зависит это от дозы. Допускается возможность того, что ГАМК в гипоталамусе действует через “непирогенный” механизм и ослабляет влияние веществ, которые ингибируют компенсаторные реакции регуляции теплоотдачи при лихорадке. В то же время, ГАМК в гипоталамусе взаимодействует с другими трансмиттерными системами и вместе с АХ участвует в общем конечном пути для теплопродукции. Однако проблема участия аминокислот в центральных механизмах терморегуляции и их взаимодействие с другими нейромедиаторами остается одной из малоизученных. Поэтому задачей настоящей работы было исследовать влияние ГАМК на синтез АХ в гипоталамусе крыс при экспериментальной лихорадке, используя такой подход, как определение активности холинацетилтрансферазы (ХАТ) при введении животным агониста ГАМК баклофена и пирогенала.

Материалы и методы исследования. В опытах использовали крыс-самцов линии Вистар массой 180-200 г. Животным измеряли ректальную температуру с помощью электротермометра ТЭПМП-60 до введения препаратов и через 60 мин. после введения. Все препараты вводили в дозах: 10 мкг/кг, 50 мкг/кг и 100 мкг/кг для пирогенала; 0,2 мл для физиологического раствора; 1 мг/кг для баклофена. Исследование активности ХАТ проводили радиоизотопным методом [4], который основан на экстракции АХ тетрафенилборатом натрия. Радиоактивность измеряли на жидкостном сцинтилляционном счетчике типа “Mark” (США). Об активности фермента судили по накоплению продукта реакции. По величине общей радиоактивности АХ и известной удельной радиоактивности предшественника (14С-Ac-CoA) рассчитывали количество образовавшегося АХ. Активность ХАТ выражали в процентах по отношению к контролю. Контролем служили животные, которым вводили физиологический раствор.

Результаты и обсуждение. Введение животным пирогенала приводило к развитию лихорадки, степень которой зависела от дозы препарата. Температура тела повышалась на 0,1(С, 0,7(С, 1,2(С при действии пирогенала в дозах 10 мкг/кг, 50 мкг/кг и 100 мкг/кг соответственно (рис. 1). Наблюдали усиление синтеза АХ в гипоталамусе в случаях введения пирогенала в дозе 50 мкг/кг и 100 мкг/кг на 37% и на 42,8% соответственно, P<0,05 (рис. 3). Возможно, такие изменения в синтезе АХ при развитии лихорадки можно объяснить потерей ионов натрия и накоплением ионов кальция в ткани гипоталамуса во время подъема температуры тела [7]. Известно, что высокие концентрации ионов натрия способны ингибировать ХАТ, а низкое их содержание приводит к ее активации [8]. С точки зрения функциональной активности, следует иметь в виду, что эти ионы обусловливают возбуждение нервной клетки и влияют на терморегуляцию. Это изменение возбудимости нервных клеток может быть следствием изменения медиаторной передачи в гипоталамусе.
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Рис1. Температура тела крыс через 
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Рис2. Температура тела крыс через 
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	Рис.1. Температура тела крыс через 60 мин после введения пирогенала
	
	Рис. 2. Температура тела крыс через 60 мин после введения пирогенала на фоне баклофена


При введении животным агониста ГАМК баклофена мы не наблюдали изменений температуры тела животных. Однако при введении пирогенала на фоне баклофена температура тела увеличивалась значительно. Доза пирогенала 50 мкг/кг плюс баклофен вызывала повышение температуры на 1,8(С, а 100 мкг/кг плюс баклофен – на 2,2(С (рис. 2). Во всех трех сериях снижалась активность ХАТ на 32,4%, на 52,4% и на 61% соответственно (Р<0,05) (рис. 4). Агонист ГАМК баклофен способствует усилению ее действия. Это связано с активацией этим производным ГАМК( рецепторов. И хотя есть предположение о том, что только серотонинергические клетки медиируют эффект такой активации [2], однако исследования с использованием животных моделей продемонстрировали, что действие никотиновых ацетилхолиновых рецепторов присутствует на нейронах различных областей мозга и что активация этих рецепторов замыкается высвобождением тормозного медиатора ГАМК [1]. В свою очередь, при лихорадочных состояниях, вызванных введением в организм экзогенных пирогенов, ГАМК способна стимулировать образование в мозге простагландинподобных веществ, которые, вероятно, вызывают ослабление функциональной активности холинореактивных систем.
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Рис3. Активность ХАТ в гипоталамусе 
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Рис4. Активность ХАТ в гипоталамусе 
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	Рис. 3 Активность ХАТ в гипоталамусе крыс при лихорадке, вызванной введением пирогенала
	
	Рис. 4. АктивностьХАТ в гипоталамусе крыс при лихорадке, вызванной введением пирогенала на фоне баклофена


Таким образом, полученные результаты позволяют заключить, что при экспериментальной лихорадке, вызванной введением животным пирогенала на фоне действия агониста ГАМК баклофена, нарушается функциональное состояние холинергических нейронов гипоталамуса, что свидетельствует о сложных взаимоотношениях структур АХ и ГАМК в этой области мозга.
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Биохимические аспекты патогенеза эссентиальной гипертонии
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Гродненский государственный медицинский университет

Среди научных исследований, проведенных в последние годы по изучению сердечно-сосудистой патологии, существенное место занимают работы, освещающие участие системы свертывания крови в процессе развития и прогрессирования гипертонической болезни [1]. К этому побуждает все более очевидная причастность свертывающих и противосвертывающих факторов в возникновении заболеваний сердечно-сосудистой системы, а также значительная частота тромбоэмболических осложнений, нередко являющихся причиной смерти. Однако общепринятые концепции патогенеза гипертонической болезни недостаточно учитывают вклад нарушений тромбоцитарно-сосудистого гемостаза в формировании артериальной гипертонии и нарушении центральной и периферической гемодинамики [2, 3].

Целью настоящего исследования явилось изучение состояния функциональной способности тромбоцитов у больных гипертонической болезнью I-III стадии.

Материал и методы. Обследовано 160 больных гипертонической болезнью (ГБ) мужского пола по классификации ВОЗ. Среди них 30 больных ГБ I стадии, в возрасте от 24 до 47 лет (в среднем 35,4(5,2 лет), 70 – ГБ II стадии, в возрасте 29-55 лет (в среднем 40,6(6,2 лет) и 25 больных ГБ III стадии, в возрасте от 41 до 60 лет (в среднем 56,4(3,4 лет). 35 больных ГБ II-III стадии составили группу с кризовым течением заболевания, средний возраст 42,4(5,7 лет. Контрольную группу составили 30 здоровых доноров, все мужчины в возрасте 25-50 лет (в среднем 42,0(5,7 лет). Для оценки состояния тромбоцитарного звена гемостаза агрегацию тромбоцитов изучали по методу Born-O(Braien. В качестве индукторов использовали растворы аденозиндифосфата (АДФ), арахидоновой кислоты (АА) и фактора, активирующего тромбоциты (ФАТ), определяя самую низкую концентрацию индуктора, вызывающую необратимую агрегацию.

Определение уровня бета-тромбоглобулина ((-ТГ) и тромбоцитарного фактора-4 (ТФ-4) в плазме крови проводили с помощью стандартных наборов. Активность антитромбина III (AT-III) определяли с помощью наборов «Colorimetric test» фирмы «Boehringer» (Германия).

Полученные результаты обработаны методом вариационной статистики с использованием критерия Фишера-Стьюдента для связанных совокупностей при уровне вероятностей (Р < 0,05).

Результаты и обсуждение. В результате обследования больных гипертонической болезнью обнаружена различная степень функциональной активности тромбоцитов, оцениваемая по способности кровяных пластинок к агрегации. Если у больных ГБ I стадии наблюдалось увеличение интенсивности агрегации только к АДФ (Р<0,01) и не было отклонений от нормы средних значений агрегации при применении ФАТ и АА (Р>0,1; Р>0,1 соответственно), то при II стадии заболевания наблюдалось достоверное увеличение агрегации тромбоцитов индуцированной АДФ, ФАТ и АА (Р<0,001; Р<0,001; Р<0,005 соответственно). У больных ГБ III стадии и кризовым течением заболевания повышение агрегации тромбоцитов было выражено еще более значительно, чем при II стадии заболевания. Результаты определения агрегационной способности тромбоцитов при использовании различных индукторов агрегации позволили разграничить различные стадии течения гипертонической болезни.

У больных ГБ I и ГБ II стадии содержание (-ТГ и ТФ-4 было выше, чем в контрольной группе. При III стадии заболевания, как и при кризах, уровень тромбоцитарных белков был выше, чем у здоровых людей, но таким же как при ГБ II стадии. Отсутствие дальнейшего увеличения содержания (-ТГ и ТФ-4 у больных этих групп может указывать, по-видимому, как на постоянную чрезмерную «активацию» тромбоцитов, так и на их функциональное истощение «in vivo», поскольку тромбоциты не могут синтезировать нового содержимого гранул.

У больных ГБ I стадии мы не наблюдали статистически достоверного изменения активности АТ-III. При II стадии заболевания наблюдалось повышение активности АТ-III на 27% по сравнению со здоровыми людьми. У лиц с ГБ III стадии активность АТ-III хотя и была выше, чем у здоровых людей, но достоверно не отличалась от активности его у больных II стадии заболевания, а у больных с кризовым течением заболевания уровень эндогенного антикоагулянта снизился. Отсутствие увеличения активности АТ-III у больных ГБ III стадии и снижение ее у больных с кризовым течением заболевания указывает, по-видимому, на «истощение» одного из основных компонентов противосвертывающей системы.

Результаты проведенного исследования позволяют сделать заключение, что при ГБ существует многообразие механизмов нарушения реологической толерантности и высокая вероятность их сочетания. Наиболее частой причиной возможных внутрисосудистых нарушений крови является дисфункция тромбоцитов на фоне снижения антиагрегационной активности эндотелия сосудов.

Выводы. 

У больных гипертонической болезнью по мере прогрессирования заболевания имеет место повышение функциональной активности тромбоцитов, что может быть использовано в дифференциальной диагностике различных стадий заболевания.

С увеличением степени тяжести ГБ наблюдается системное перенапряжение и последующее истощение противосвертывающих механизмов с развитием предтромботической ситуации.

У больных ГБ с кризовым течением заболевания необходим тщательный контроль за состоянием системы гемостаза.

Список литературы

1. Задионченко В.С., Богатырова К.М., Станкевич Т.В. Тромбоцитарно-сосудистый гемостаз и реологические свойства крови при лечении тенололом больных гипертонической болезнью // Кардиология. – 1993. – Т. 33. – №3. – С. 40-42.

2. Мясников А.Л. Гипертоническая болезнь и атеросклероз. – М.: Медицина, 1965.– 614 с.

3. Постнов Ю.В., Орлов С.Н. Первичная гипертензия как патология клеточных мембран. – М.: Медицина, 1987. – 313 с.

УДК 616.1:615.27
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В настоящее время считается доказанным, что в патогенезе коронарного атеросклероза имеет значение не только количественное накопление липопротеидов низкой и очень низкой плотности (ЛПНП, ЛПОНП), но и качественное их состояние – размеры, плотность, окисление. В последние годы опубликованы сообщения о первом опыте применения антиоксидантов в больших популяциях мужчин и женщин и возможности снижения онкологических, сердечно-сосудистых заболеваний после такого вмешательства, при этом препараты не оказывают отрицательного действия на организм. Антиоксиданты являются важной составной частью клеточных мембран, прямо и косвенно воздействуют на мембранные ферменты, уменьшают и предотвращают процессы перекисного окисления липидов. Нормализуя липидный состав клеточных мембран, антиоксиданты поддерживают реологию крови и систему микроциркуляции на оптимальном уровне, участвуют в регуляции вне- и внутриклеточного баланса биоэлементов. Однако до настоящего времени отсутствуют убедительные клинические исследования о влиянии антиоксидантов на сократительную функцию миокарда, систему свертывания крови и транспорта кислорода, а имеющиеся работы касаются в основном таких антиоксидантов-витаминов, как А, С, Е. Все вышеизложенное делает целесообразным исследование клинических, гемодинамических и биохимических эффектов пробукола – гиполипидемического препарата с антиоксидантной активностью [8].

Пробукол является липофильным антиоксидантом, способным защитить клетку от окисления, при этом не проявляются негативные влияния окислительной модификации липопротеинов, такие как поглощение ЛПНП макрофагами и цитотоксичность ЛПНП. Введение пробукола приводит к снижению повышенного содержания холестерина, в меньшей степени – триглицеридов крови, уменьшению секреции интерлейкинов, регрессии ксантом, предупреждает развитие рестеноза коронарных артерий после балонопластики.

Однако, несмотря на вышеуказанные положительные эффекты, хорошую переносимость препарата, пробукол недостаточно широко применяется в лечении больных ИБС. С нашей точки зрения, это связано не только с указанием отдельных авторов на особенности его гиполипидемических эффектов, но и с недостаточной изученностью его влияния в условиях клиники на другие, кроме липидного, обмены.

Материал и методы. Пробукол был применен нами у 25 больных стабильной стенокардией 2-3 функционального класса и 20 больных гипертонической болезнью 1-2 стадии в дозе 1500 мг в сутки внутрь в течение 45 дней. В зависимости от исходного уровня липидов плазмы крови все больные были разделены на 2 группы. В 1 группе уровень общего холестерина (ОХС) колебался в пределах 5,2-6,5 ммоль/л (в среднем 6,07(0,29 ммоль/л), во 2 группе в интервале 6,5-7,8 ммоль/л (в среднем 7,25(0,38 ммоль/л). Сопутствующая терапия включала нитраты и селективные бета-блокаторы.

Показатели центральной гемодинамики исследовали методом тетраполярной реографии. Основные параметры липидного обмена: содержание ОХС, триглицеридов (ТГ), холестеринлипопротеидов высокой плотности (ХС ЛПВП) – определяли с помощью стандартных наборов «Аnalko» (Польша). Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ) в эритроцитах и лейкоцитах определяли с помощью стандартных наборов. Агрегацию тромбоцитов изучали по методу Born-O-Braien [4]. В качестве инструкторов агрегации использовали растворы аденозиндифосфата (АДФ), арахидоновой кислоты (АА) и фактора активации тромбоцитов (ФАТ) (6(. Исследование реологических показателей крови включало изучение деформируемости эритроцитов (ДЭ) с помощью микрофильтров. Напряжение кислорода (PvO2) и углекислого газа (Pv СO2) в венозной крови, рН крови определяли на аппарате AVL-939 фирмы «Radiometr». Содержание 2,3-фосфоглицериновой кислоты (2,3-ДФГ) в эритроцитах определяли с помощью стандартных наборов фирмы «Boehringer». Полученные результаты обработаны методом вариационной статистики с использованием критерия Фишера-Стьюдента для связанных совокупностей при уровне вероятностей (Р<0,05).

Результаты и обсуждение. Изменения содержания липидов в группах обследованных зависели от продолжительности лечения. Липидный состав плазмы крови обследованных I группы после приема пробукола в течение 15 дней не изменялся. При оценке результатов лечения в этой группе через 45 дней установлено снижение ОХС на 14%, ХС ЛПНП на 8,1%, при отсутствии изменений концентрации ХС-ЛПВП и ТГ (Р>0,1; Р>0,1 соответственно). Во 2-ой группе уже после 15 дневного лечения пробуколом в дозе 1500 мг наблюдалось снижение содержания ОХС с 7,25(0,38 ммоль/л до 6,12(0,29 ммоль/л (Р<0,05) при отсутствии достоверных изменений ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП и ТГ. Через 45 дней приема препарата на фоне сниженного содержания ОХС, наблюдалось уменьшение концентрации ХС-ЛПНП (3,20-2,45)(0,16 ммоль/л (Р<0,05). Уровень липопротеидов высокой плотности (1,2-1,27)(0,17 ммоль/л, как и триглицеридов (1,78-1,36)(0,21 ммоль/л, достоверно не изменился (Р>0,1; Р>0,1 соответственно). Полученные результаты согласуются с данными других авторов [2], указывающими на выраженный гиполипидемический эффект пробукола. При этом нами не выявлено негативного влияния пробукола на содержание неатерогенных липидов, отмечаемого некоторыми исследователями [7], что, по-видимо​му, зависит от дозы препарата и исходного уровня холестерина и его фракций.

При оценке изменений отдельных показателей углеводного обмена нами установлено, что в 1 и 2 группе только после 45 дневного приема пробукола наблюдалось увеличение активности ключевого фермента окислительного этапа пентозо-фосфатного пути – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в эритроцитах и лейкоцитах крови (Р<0,05; Р<0,05 соответственно). По-видимому, наряду с гиполипидемическим действием проявляется также опосредованный эффект пробукола на активность Г-6-ФДГ-фермента, обеспечивающего защиту клеточных структур от процессов перекисного окисления [3]. Анализ показателей, отражающих состояние кислород-транспортной функции крови показал, что у обследованных больных обеих групп отмечалось снижение сродства гемоглобина к кислороду с 26,93(0,46 мм рт. ст. до 29,80(0,49 мм рт. ст. (Р<0,01) и 27,12(0,37 мм рт. ст. до 28,86(0,41 мм рт. ст. (Р<0,05). Эти изменения, установленные нами впервые, возможно, были обусловлены нормализацией липидного состава плазмы крови и клеточных мембран, так как уровень 2,3-дифосфоглицерата – основного регулятора сродства гемоглобина к кислороду после лечения пробуколом не изменялся (Р>0,1). Лечение пробуколом привело к снижению функциональной активности тромбоцитов только к концу курса лечения. При этом прием пробукола не влиял на АДФ и ФАТ-индуцируемую агрегацию тромбоцитов ни в 1-й, ни во 2-ой группе. Агрегация кровяных пластинок, индуцированная арахидоновой кислотой, снижалась в группах при назначении пробукола в среднем на 11% и 9% соответственно. Уменьшение функциональной активности кровяных пластинок при применении пробукола у больных ИБС, гипертонической болезнью подтверждает его антиагрегационные свойства обнаруженные нами и другими исследователями ранее [1, 7], и обусловлено, по-видимому, способностью антиоксиданта стабилизировать клеточные мембраны, нормализовать липидный состав плазмы крови и клеточных мембран, снижать процессы перекисного окисления липидов, повышая антиоксидантную активность крови.

Назначение пробукола привело к повышению деформируемости эритроцитов у больных обеих групп, более значительно во 2-й группе (Р<0,05; Р<0,02 соответственно), что, как известно, также положительно влияет на функциональную активность тромбоцитов [5] и как результат, улучшает микроциркуляцию крови. Снижение ригидности эритроцитов при применении пробукола было, по-видимому, обусловлено нормализацией липидного состава крови, что наблюдалось и в нашем исследовании, липидного состава эритроцитарных мембран, антиоксидантными свойствами препарата и повышением активности Г-6-ФДГ эритроцитов.

Положительные сдвиги в обмене липидов, углеводов, функциональной активности форменных элементов и кислород-транспортной функции крови, по-видимому, обусловили стабилизацию клинического течения заболевания и некоторое улучшение отдельных показателей центральной гемодинамики.

Выводы. Пробукол является эффективным гиполипидемическим препаратом, нормализующим микроциркуляторный гомеостаз и снижающим сродство гемоглобина к кислороду.
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Комплексный анализ радиопротекторных свойств липокаротиноидного экстракта, выделенного из базидиального гриба, при хроническом облучении

Е.Ф. Конопля, Г.Г. Верещако, А.М. Ходосовская, Ж.А. Рутковская, А.Н. Капич *

Институт радиобиологии НАН Беларуси, Минск, 
*Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск

Ранее было показано, что липокаротиноидный экстракт (экстракт ЛПК), выделенный из мицелия базидиального гриба, обладает выраженным радиозащитным действием в условиях внешнего острого облучения в широком диапазоне доз [1]. Однако, учитывая радиоэкологическую обстановку в ряде регионов Республики Беларусь, не менее актуальным является вопрос о свойствах указанного экстракта при хроническом низкоинтенсивном радиационном воздействии. Исходя из вышеизложенного, проводилась комплексная оценка радиопротекторных свойств экстракта ЛПК, применяемого в процессе длительного внешнего облучения животных до достижения суммарной дозы 1,0 Гр (продолжительность радиационного воздействия 36 сут, мощность дозы 3,03 сГр/сут), на различных этапах пострадиационного восстановления.

Экстракт ЛПК, разработанный в Институте микробиологии НАН Беларуси, содержит каротиноиды и другие биологически активные вещества, в том числе ненасыщенные жирные кислоты и фенольные соединения. Экстракт ЛПК использовался в концентрации по каротиноидам 2,5 мкг/мл и 0,83 мкг/мл.

Опыты проводили на белых крысах-самцах стадного разведения (исходный возраст 1 мес, масса животных 48,5±5,7 г), которые содержались на стандартном пищевом рационе вивария. Все животные были разделены на 4 группы: 1. Интактный контроль; 2. Животные, подвергнутые хроническому γ-облучению на установке Гаммарид 120/192 (источник γ-лучей 137Сs) в суммарной дозе 1,0 Гр; 3. Животные, получающие с питьем 1 раз в неделю экстракт ЛПК в дозе 2,5 мкг/мл в процессе хронического облучения до достижения дозы 1,0 Гр; 4. Облученные в такой же дозе животные, получающие с питьем 3 раза в неделю экстракт ЛПК в дозе 0,83 мкг/мл, т.е. суммарное содержание каротиноидов в растворе в первом и втором случаях было одинаковым. Животных декапитировали через 1, 30 и 90 сут после завершения лучевого воздействия.

Для оценки влияния экстракта ЛПК в условиях хронического внешнего облучения был использован ряд общебиологических, гематологических и биохимических методов исследования, таких как определение массы некоторых радиочувствительных органов крыс (семенники, эпидидимис, селезенка, тимус); количественный анализ лейкоцитов крови; определение показателей ПОЛ в крови: содержание МДА [2], АОА водо- и жирорастворимых веществ [3], гидроперекисей [4], каталазы [5], активность СОД [6]; cодержание РНК и ДНК в семенниках и селезенке крыс [7, 8]. Полученные данные обработаны статистически с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты исследований показывают, что радиационное воздействие в дозе 1,0 Гр вызвало существенное уменьшение массы семенников и тимуса во все сроки наблюдения, селезенки – на 1 сут, а эпидидимиса – на 30 и 90 сут. Экстракт ЛПК в концентрации 2,5 мкг/мл оказывал нормализующее влияние на массу тимуса и эпидидимиса и, отчасти, на массу селезенки и семенников опытных крыс. Эффективность экстракта ЛПК в дозе 0,83 мкг/мл в отношении нормализации массы радиочувствительных органов облученных животных была более низкой (табл.).

Во все сроки после хронического облучения в дозе 1,0 Гр у животных отмечалась лейкопения, более выраженная на 1 сут пострадиационного периода. В этом случае число лейкоцитов в крови падало до 40,4% от уровня контроля. Экстракт ЛПК в обеих концентрациях способствовал некоторому восстановлению количества лейкоцитов в крови облученных крыс.

При определении природной и модифицированной радиорезистентности тканей существенное значение уделяется состоянию перекисного окисления липидов [8]. Установлено, что антиоксидантный статус крови животных после хронического облучения в дозе 1,0 Гр претерпевал значительные изменения. В первые сутки после длительного лучевого воздействия в крови крыс отмечалось некоторое увеличение концентрации МДА (на 12,9%), снижалось содержание жирорастворимых антиоксидантов (на 56%), падала активность СОД в эритроцитах крови (на 22%) по сравнению с контролем. Применение препарата ЛПК в процессе хронического облучения эффективно усиливало систему антиоксидантной защиты облученных животных, повышая содержание неферментативных антиоксидантов и нормализуя активность антиоксидантных ферментов. Высокий уровень антиоксидантной защиты, вероятно, обеспечил протекание процессов перекисного окисления липидов на стационарном уровне.

Таблица. Изменения некоторых общебиологических, гематологических и биохимических показателей организма крыс при действии внешнего хронического облучения в суммарной дозе 1,0 Гр без и под влиянием ЛПК экстракта в концентрациях по каротиноидам 2,5 мкг/мл и 0,83 мкг/мл x 3
	Изучаемые показатели
	контроль
	1,0 Гр
	1,0 Гр+ЛПК экстракт 2,5 мкг/мл
	1,0 Гр+ЛПК экстракт 0,83 мкг/мл x 3

	1 сут после облучения

	Семенники, г

Эпидидимис, г

Селезенка, г

Тимус, г

Лейкоциты в крови, 

тыс в 1 мм3

Семенники:

           РНК, мг %

           ДНК, мг %

Селезенка:

          РНК, мг %

          ДНК, мг %
	1,19±0,03

0,27±0,02

1,58±0,22

0,42±0,06

6,44±0,53

1,88±0,09

2,79±0,21

5,36±0,51

11,03±0,67
	1,06±0,02*

0,28±0,01

1,23±0,12

0,30±0,04*

2,60±0,30*

1,70±0,08

2,80±0,05

3,84±0,26*

9,18±0,27
	1,12±0,03

0,29±0,02

1,28±0,19

0,38±0,05

4,16±0,64

1,76±0,09

2,84±0,17

4,61±0,35

9,64±0,47
	0,96±0,02*

0,27±0,03

1,26±0,17

0,28±0,04*

4,60±0,50

1,77±0,10

2,86±0,14

4,31±0,29

10,70±0,34

	30 сут после облучения

	Семенники, г

Эпидидимис, г

Селезенка, г

Тимус, г

Лейкоциты в крови, тыс

в 1 мм3

Семенники:

           РНК, мг %

           ДНК, мг %

Селезенка:

           РНК, мг %

           ДНК, мг %
	1,63±0,08

0,43±0,06

1,18±0,09

0,43±0,05

5,88±0,36

2,03±0,15

2,38±0,21

4,36±0,18

13,11±1,06
	1,15±0,07*

0,31±0,04

1,17±0,09

0,34±0,04

3,68±0,24*

1,95±0,16

2,36±0,19

3,33±0,29*

11,30±1,01
	0,97±0,04*

0,33±0,05

1,16±0,10

0,34±0,04

4,16±0,72*

1,89±0,19

2,42±0,17

4,19±0,15

13,86±0,85
	0,94±0,06*

0,32±0,04

1,08±0,08

0,29±0,03*

3,60±0,40*

1,81±0,14

2,39±0,18

3,91±0,24

12,59±0,92

	90 сут после облучения

	Семенники, г

Эпидидимис, г

Селезенка, г

Тимус, г

Лейкоциты в крови, тыс

в 1 мм3

Семенники:

           РНК, мг %

           ДНК, мг %

Селезенка:

           РНК, мг %

           ДНК, мг %
	1,71±0,10

0,61±0,06

1,17±0,05

0,45±0,04

5,10±0,40

1,77±0,10

2,25±0,19

3,79±0,21

11,63±0,53
	1,32±0,08*

0,44±0,05*

1,18±0,05

0,28±0,03*

3,85±0,56

1,41±0,08*

2,79±0,18

3,33±0,05

11,53±0,42
	1,24±0,09*

0,46±0,07*

1,03±0,06

0,40±0,04

4,00±0,30

2,02±0,10*

2,25±0,15

3,56±0,14

13,13±0,39*
	1,02±0,07*

0,42±0,06*

1,22±0,05

0,42±0,04

4,55±0,26

1,55±0,07

2,82±0,17*

4,29±0,17

13,08±0,49


* – достоверные изменения при р<0,05 по отношению к контролю.

Содержание нуклеиновых кислот в семенниках крыс на 1 и 30 сут после хронического облучения в дозе 1,0 Гр изменялось незначительно. К 90 сут уровень РНК достоверно уменьшался на 20,3%, а концентрация ДНК увеличилась до 113,9% по отношению к контролю. Экстракт ЛПК в двух концентрациях оказывал нормализующее влияние на уровень нуклеиновых кислот в отдаленном периоде после облучения (90 сут).

Более значимые эффекты в содержании нуклеиновых кислот выявлены в селезенке облученных животных. Падение концентрации РНК и ДНК в этом органе наблюдалось на протяжении всего пострадиационного периода и было более выраженным на 1-е сут после завершения длительного облучения. Экстракт ЛПК в указанных концентрациях способствовал восстановлению уровня нуклеиновых кислот в ткани селезенки.

Таким образом, выявленные свойства экстракта ЛПК, выделенного из базидиального гриба, позволяют сделать вывод о возможности его применения в условиях низкоинтенсивного хронического внешнего облучения в малой дозе, что связано прежде всего с радиозащитными свойствами каротиноидов, высокая эффективность которых реализуется не только при действии больших доз [9, 10].
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Роль процессов липопероксидации в патогенезе галактозаминового гепатита

М.М. Корда 

Тернопольская государственная медицинская академия им. 
И.Я. Горбачевского, Украина

В связи с широкой распространенностью вирусных гепатитов всестороннее изучение всех звеньев патогенеза и разработка эффективных методов терапии данного заболевания является важной задачей современной медицины. Поиск модели химического поражения печени, которая бы за морфо-биохимической характеристикой максимально приближалась к картине вирусного гепатита, является весьма актуальной проблемой. На данное время считается, что такой моделью может служить поражения печени галактозамином [9]. Цель настоящей работы – исследовать роль нарушений функционального состояния антиоксидной системы (АОС) и процессов липопероксидации в патогенезе поражения печени галактозамином.

Материалы и методы. Опыты выполнены на белых крысах-самцах массой 200-220 г. Токсический гепатит вызывали путем внутрибрюшинного введения животным 500 мг/кг галактозамина в виде 20% водного раствора [1]. Через сутки крыс декапитировали под эфирным наркозом. Для исследований использовали плазму крови и ткань печени. Об активности свободнорадикальных процессов судили по интенсивности спонтанной и инициированной перекисью водорода хемилюминесценции (ХЛ) [2]. Функциональное состояние ферментативной антиоксидной системы оценивали по активности супероксиддисмутазы (СОД) [8], глутатионпероксидазы (ГП), глутатионредуктазы (ГР) [5], церулоплазмина (ЦП) [3]; неферментативной – по содержанию восстановленного глутатиона (ГSН) [10] и суммарных фосфолипидов (ФЛ) [7]. Определяли также общую антиокислительную активность (ОАА) плазмы крови и ткани печени по скорости падения вспышки хемилюминесценции в момент введения перекиси водорода. Расчеты проводили по формуле:

ОАА = (I1 /I0 - I2 /I0 )/dt,  где I1 – интенсивность вспышки ХЛ в момент введения Н2О2;  I2 – интенсивность ХЛ после выхода кривой свечение на стационарный уровень; I0 – интенсивность спонтанной ХЛ; dt – время от момента введения перекиси водорода до момента выхода кривой на стационарный уровень свечения.

Результаты и обсуждение. Результаты исследований показали, что интоксикация животных галактозамином сопровождается достоверным повышением показателей ХЛ. Интенсивность спонтанной ХЛ плазмы крови пораженных животных была в 1,6 раза выше, чем в здоровых, а печени – в 2,3 раза (табл. 1). Такие результаты свидетельствуют о важной роли активации процессов перекисного окисления липидов в патогенезе галактозаминового гепатита и позволяют предположить, что большое значение имеет также функциональное состояние системы антиоксидной защиты.

Одним из основный антиоксидных ферментов клетки считается СОД. Нами зарегистрировано снижение ее активности в гепатоцитах пораженных животных в 2,2 раза (табл. 2). Возможно, что увеличение концентрации свободных радикалов в клетке вызывает торможение активности СОД вследствие необратимого восстановления меди в активном центре фермента или же окисления в нем некоторых функциональных групп, в частности, тиоловых.

Еще одним важным антиоксидным ферментом, блокирующим цепь ПОЛ на начальной стадии, является КТ. Нами установлено, что в результате интоксикации галактозамином активность этого фермента в печени уменьшается почти в 1,5 раза. Причиной такого снижения может быть вызванная токсином деградация свободных и связанных с эндоплазматической сеткой рибосом, которые ответственны за синтез фермента, или же деструкция под влиянием активированного свободнорадикального окисления плазматических мембран и мембран пероксисом, что приводит к выходу фермента в кровь. В пользу такого предположения свидетельствует тот факт, что в крови нами зарегистрировано достоверное увеличение активности КТ. 

Таблица 1. Показатели хемилюминесценции плазмы крови и печени крыс с галактозаминовым гепатитом (М + м)
	Показатели
	Интактные животные
	Гепатит

	
	Плазма
	Печень
	Плазма
	Печень

	Спонтанная ХЛ (имп./10 с)
	60,2 + 4,8
	34,9 + 1,1
	98,0 + 6,5*
	80,5 + 4,5*

	Амплитуда вспышки (усл. ед.)
	380,0 + 8,2
	233,0 + 21,6
	405,0 + 20,0
	305,4* + 18,2


Примечание. Здесь и в таблице 2: * – изменения достоверны по отношению к группе интактных животных.

Таблица 2. Показатели антиоксидной системы плазмы крови и печени крыс с галактозаминовым гепатитом (М + m)
	Показатели
	Интактные животные
	Гепатит

	
	Плазма
	Печень
	Плазма
	Печень

	СОД
	
	0,57 + 0,04
	
	0,26 + 0,03*

	КТ
	0,19 + 0,01
	7,82 + 0,10
	0,23 + 0,1*
	5,44 + 0,26*

	ГП
	2,55 + 0,12
	28,57 + 0,64
	2,08 + 0,15*
	22,50 + 0,44*

	ГР
	0,71 + 0,02
	11,26 + 0,63
	0,68 + 0,04*
	10,20 + 0,25

	ЦП
	0,24 + 0,01
	
	0,32 + 0,01*
	

	ГSН
	2,76 + 0,08
	3,77 + 0,07
	2,28 + 0,06*
	3,20 + 0,10*

	ФЛ
	1,70 + 0,03
	6,42 + 0,19
	1,38 + 0,06*
	5,31 + 0,10*

	ОАА
	0,55 + 0,03
	3,97 + 0,32
	1,02 + 0,13*
	1,64 + 0,20*


Примечание. Единицы измерения: плазма крови – КТ – мкат/л; ГП – мкмоль ГSН/мл мин; ГР – мкмоль НАДФН/мл мин; ЦП – г/л; ГSН – ммоль/л; ФЛ – г/л; ОАА – усл. ед.; печень – СОД - ед/мг; КТ – мкат/г; ГП – мкмоль ГSH/г мин; ГР – мкмоль НАДФН/ г мин; ГSН – мкмоль/г; ФЛ – мг/г; ОАА – усл. ед.

Важным звеном защиты клетки от переокисления является глутатионпероксидазная система, которая включает в себя ферменты ГП и ГР, а также неферментативный компонент – ГSН. Как видно из таблицы 2, галактозамин вызывает снижение активности ферментов и концентрации восстановленного глутатиона.

Несмотря на тот факт, что ЦП полностью синтезируется в печени, при галактозаминовом гепатите его концентрация в плазме крови достоверно возрастает. Ранее подобное увеличение концентрации ЦП в плазме нами зарегистрировано при отравлении тетрахлорметаном [4]. Подобный феномен, возможно, является следствием адаптивной активации синтеза ЦП, направленной на увеличение общего фонда антиоксидантов. 

Концентрация ФЛ под влиянием галактозамина уменьшалась как в плазме, так и в ткани печени. По-видимому, одним из факторов, которые вызывали этот эффект, является активация под воздействием гепатотоксина фосфолипазы и переход фосфатидилхолдина в детергентную лизоформу [1].

Результаты исследований способности ткани печени пораженных животных тушить индуцированную перекисью водорода вспышку ХЛ показали, что ее антиоксидный потенциал резко снижается. Такое снижение закономерно, поскольку под влиянием токсина ингибируются практически все компоненты АОС печени. При исследовании плазмы крови выявлен противоречивый, с первого взгляда, факт увеличения ее ОАА при интоксикации галактозамином. Поскольку среди всех исследуемых нами показателей в плазме возрастало только содержание ЦП, то установленный факт может свидетельствовать о решающем вкладе данного белка в общий антиоксидный потенциал крови, хотя, возможно, что в плазме имеются не исследованные нами факторы, которые послужили виною вышеописанного эффекта.

В совокупности полученные результаты позволяют сделать вывод об исключительно важной роли нарушения функционального состояния системы антиоксидной защиты в генезе патобиохимических и патоморфологических изменений, которые имеют место при галактозаминовом гепатите. Учитывая близость морфо-биохимической картины вирусного и галактозаминового гепатита, можно утверждать, что применение в комплексном лечении инфекционных гепатитов препаратов, которые бы эффективно нормализовали функциональное состояние АОС, является целесообразным и необходимым.
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Роль антиоксидантных механизмов в реализации биологического действия природных флавоноидов
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В настоящее время не вызывает сомнений целесообразность использования нетоксичных природных соединений и, в первую очередь, витаминов для профилактики хронических процессов, вызванных воздействием негативных, постоянно присутствующих во внешней среде факторов. В этом отношении особый интерес представляют флавоноиды, группа природных полифенолов, имеющих в своей основе С6С3С6–скелет и синтезируемых высшими растениями, включая мхи и папоротники. Фактически все флавоноиды имеют фенольные группы на ароматическом кольце бензопирана (кольцо А) и кольце В. Отдельные соединения отличаются между собой и по степени окисленности пропановой цепочки, связывающей оба ароматических кольца. Согласно данным литературы, известно 4000 флавоноидных структур, из которых большинство фенольные. В организм человека флавоноиды попадают с фруктами, овощами и различными напитками, в первую очередь, чаем, соками и красными винами. Точного представления об усвояемости и обмене витаминов группы Р и других флавоноидов в организме не существует. Известно, что при нагрузке даже большими дозами рутина в моче определяются лишь его следы. Поэтому можно предположить, что рутин резорбируется в кишечнике в измененном виде. Кроме того, растительные фенолы слабо всасываются из пищеварительного тракта и, в основном, выводятся с фекалиями. Потребление флавоноидов зависит от характера питания и сильно различается в разных странах. В Нидерландах ежедневное потребление флавоноидов составляет всего около 23 мг, из которых 16 мг это кверцетин, тогда как в США ежедневное потребление флавоноидов достигает 1 г [1]. 

Фармакологические эффекты флавоноидов были обнаружены в 1936 Сент Дьердьи, открывшим витамины группы Р и установившим их полифенольную структуру. Биологическая активность флавоноидов обусловлена наличием в их молекулах реактивных гидроксильных и карбонильных групп. Кроме того, эти соединения способны превращаться в биологических системах в халконы и хиноны, которые, как известно, могут взаимодействовать со специфическими функциональными группами ферментов, изменять третичную структуру белков. Особенно активны в этом отношении агликоны флавоноидов. Такие флавоноиды, как рутин и кверцетин обладают Р-витаминной активностью и используются в клинической практике для уменьшения проницаемости и хрупкости сосудистых стенок. Флавоноиды оказывают и другие биологические эффекты благодаря антивоспалительному, антиаллергическому, антивирусному, антиканцерогенному действию [1,2]. Наиболее убедительно свидетельствуют о важной биологической роли флавоноидов в организме эпидемиологические исследования. В частности, при обследовании пожилых людей в Нидерландах выявлена обратная зависимость между встречаемостью коронарной болезни сердца и содержанием в диете флавоноидов, особенно кверцетина, который поступал из чая, фруктов (яблоки) и овощей (лук) [1]. Особенно возрос интерес к флавоноидам в связи с так называемым «Французским парадоксом», суть которого заключается в необычно низком уровне сердечно-сосудистых заболеваний у жителей ряда областей Франции, несмотря на высокое потребление ими жиров и курение, факторов обуславливающих сердечно-сосудистые болезни. Установлено, что объясняется этот феномен значительным потреблением населением этих областей красного вина, содержащего большое количество различных полифенолов. Наиболее вероятно, что полифенолы оказывают кардиопротекторное действие, ингибируя свободнорадикальное окисление в плазме крови липопродеиды низкой плотности [1].

Известно, что антиоксидантное действие флавоноидов в значительной степени обусловлено способностью перехватывать активные формы кислорода (АФК) и другие свободные радикалы [3,4]. Мы исследовали антирадикальные свойства группы близких по химической структуре флавоноидов: флавонолов кверцетина и рутина, флаванонола дигидрокверцетина и катехинов эпикатехин галлата и эпигаллокатехин галлата. О способности флавоноидов перехватывать АФК судили по значениям констант скорости реакции с анион-радикалом кислорода, генерируемым в рибофлафинсодержащей фотосистеме. константы скорости реакции (табл. 1) определяли методом конкурентной кинетики используя ПНТХ в качестве детектора О2.- и СОД в качестве стандарта. Для расчета использовали уравнение:

k (Фл) = k (СОД).I50 (СОД) / I50 (Фл);

где k (СОД).= 2 109 M-1 с-1.

Таблица 1. Константы скорости реакции некоторых флавоноидов с анион-радикалом кислорода и эффективность их антиоксидантного действия (I50) при инициировании ПОЛ в микросомах печени
	Флавоноид 
	k, 105 М-1с-1
	I50, мкМ

	
	
	НАДФН- зависимое ПОЛ
	CCl4-зависимое ПОЛ

	Рутин
	0,5
	19,0
	116,0

	Дигидрокверцетин
	1,5
	13,0
	н/о

	Кверцетин
	1,7
	4,5
	6,0

	Эпикатехин галлат
	3,5
	2,5
	2,5

	Эпигаллокатехин галлат
	5,4
	2,0
	2,5


Антирадикальная активность флавоноидов оценивалась также в условиях НАДФН и CCl4-зависимого ПОЛ в микросомах печени крыс. В таблице 1 приведены концентрации флавоноидов, ингибирующие процессы ПОЛ на 50% (значения I50). Полученные данные свидетельствуют, что исследованные флавоноиды являются эффективными антирадикальными агентами и ловушками анион-радикала кислорода и, в целом, подтверждают положение, что с увеличением числа гидроксильных групп в кольце В реакционная способность флавоноидов увеличивается [2]. Вместе с тем, приведенные в таблице 1 данные свидетельствуют, что гидроксильная группа в положении 3 хромонового фрагмента также играет существенную роль в реализации антирадикального действия. Ее модификация в результате гликозилирования (рутин) или уменьшение подвижности соответствующего атома водорода (дигидрокверцетин) приводят к ослаблению антирадикальных свойств флавоноидов. 

Биологическая активность флавоноидов (цитопротекторная) исследовалась в условиях асбест-индуцированного повреждения фагоцитирующих клеток. Показано, что инкубация перитонеальных макрофагов с волокнами хризотил асбеста приводит к резкому увеличению продукции анион-радикала кислорода, потреблению эндогенных антиоксидантов (GSH), инициированию ПОЛ и, в конечном итоге, повреждению и лизису клеток. Внесение флавоноидов в среду инкубации подавляет генерацию АФК фагоцитирующими клетками и предотвращает их повреждение и лизис. В таблице 2 приведены данные, характеризующие эффективность защитного действия флавоноидов при асбест-индуцированном повреждении макрофагов (значениях I50). Заслуживает внимания тот факт, что полученные нами значения констант скорости реакции флавоноидов с анион-радикалом кислорода находятся в прямой корреляционной зависимости с эффективностью их защитного действия при повреждении макрофагов асбестом.

	Флавоноид
	I50 (мкМ)

	Рутин

Дегидрокверцетин

Кверцетин

Эпикатехин галлат

Эпигаллокатехин галлат
	275

150

39

12

10


Таблица 2. Эффективность защитного действия некоторых флавоноидов при асбест-индуци​рованном повреждении перитонеальных макрофагов
С помощью программы SYSTAT version 8 рассчитан коэффициент корреляции r, равный 0,891±0,235. Коэффициент регрессии показателя эффективности цитопротекторного действия (1/I50) к показателю, характеризующему антирадикальные свойства (k) = 0,139±0,041 t=3,407, р= 0,042. Наличие корреляционной зависимости между константами скорости реакции флавоноидов с анион-радикалом кислорода и эффективностью их защитного действия при повреждении макрофагов асбестом подтверждает ключевую роль АФК в повреждении перитонеальных макрофагов асбестом. Повреждение субклеточных структур и лизис клеток, имеющие место при сильном окислительном стрессе, не единственное и, возможно, не главное последствие образования биорадикалов при воздействии на организм минеральной пыли и других негативных факторов окружающей среды. Очень важным представляется участие биорадикалов в процессах регуляции, меж- и внутриклеточной сигнализации, определяющих анормальную пролиферацию и дифференциацию клеток при пылевых фиброзах. Флавоноиды, способные подавлять продукцию биорадикалов, могут использоваться в качестве инструмента при изучении роли биорадикалов в анормальной пролиферации и дифференциации фибробластов, развитии других структурно-функциональных изменений в тканях и органах, связанных с процессами канцерогенеза и фиброзогенеза. Принимая во внимание, что флавоноиды являются природным нетоксичными соединениями, их можно рассматривать в качестве перспективных средств профилактики патологий, связанных с активацией свободнорадикальных процессов.
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Сравнительная оценка раздельного и сочетанного хронического воздействия алкоголя и инкорпорированных радионуклидов на структуру печени крыс
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Токсическое действие этанола на организм человека осуществляется, как правило, на фоне воздействия целого ряда факторов окружающей среды, которые при этом могут оказывать дополнительное влияние на метаболические процессы и структуру различных органов и, в частности, печень. Среди этих факторов для большей части населения Беларуси, Украины и некоторых регионов России особое значение имеет радиоактивное излучение. Радионуклиды стронция и цезия, загрязняющие эти территории, постоянно попадают в организм человека и животных с пищевыми продуктами как растительного, так и животного происхождения. Следствием накопления радионуклидов стронция являются глубокие дистрофические изменения в печени в результате нарушения липидного, белкового и углеводного обменов [1]. Аналогичное действие на печень оказывает хроническое потребление алкоголя [2]. Вместе с тем, умеренное потребление алкоголя некоторые исследователи продолжают рекомендовать как средство, препятствующее развитию дислипидемий и атеросклероза [3]. 

Целью настоящей работы явилось изучение микро- и ультраструктурных нарушений в печени животных при раздельном и совместном хроническом поступлении в организм алкоголя и радионуклидов.

Опыты проведены на нелинейных белых крысах-самцах массой 160-180 г, разделенных на 4 группы по 8 особей в каждой. Животные 1‑й группы (контрольная) получали воду и в качестве корма – обычное зерно (овес). Животные 2-й группы в качестве единственного источника жидкости получали этанол (в первые 15 дней – 10% раствор, последующие 15 – 15% раствор), в качестве корма – обычное зерно. Потребление этанола каждой крысой в среднем составило 3,5 г/кг массы в сутки. Животные 3-й группы получали зерно, содержащее радионуклиды. Животные 4-й группы – одновременно этанол и содержащее радионуклиды зерно. Содержание радионуклидов в зерне, определенное на радиометре РУС-91, было следующим: в контроле – 137Cs – 44,2 Бк/кг, 90Sr  1,7 Бк/кг; в опыте – 137Cs – 445,2 Бк/кг, 90Sr – 15,5 Бк/кг. Декапитацию животных осуществляли через 30 дней после начала опыта. Показатели радиоактивности тушек, измеренные на гамма-анализаторе РУГ‑92, в контрольной группе и в группе получавших радиоактивное зерно различались почти в 12 раз и составили в среднем 6,77±2,03 и 82,37 ± 7,21 Бк/кг (р<0,05).

Микроскопические и ультраструктурные исследования проводили на срезах печени по стандартным методикам. 

В печени животных, потреблявших длительное время этанол, обнаружены более отчетливые изменения со стороны гепатоцитов, нежели сосудистого русла. В периферических отделах долек наблюдалась зернистая дистрофия, местами переходящую в гидропическую. Ядра содержали мелкозернистый, равномерно распределенный в кариоплазме хроматин с умеренно выраженной периферической концентрацией и 1-2 ядрышка с четко определяемыми фибриллярным и гранулярным компонентами. Ядрышки располагались, как правило, вплотную к внутренней ядерной мембране. Митохондрии преимущественно имели вытянутую форму с умеренно-плотным матриксом. Местами имело место набухание митохондрий, дезориентация их крист, однако целостность мембран была сохранена. Увеличивалось число гиперфункционирующих мегамитохондрий с многочисленными кристами, а также гантелеобразных, т.е. делящихся форм органелл. Митохондрии тесно контактировали с гранулярной цитоплазматической сетью (ГрЭС) и липидными каплями. ГрЭС была хорошо развита, на мембранах содержалось большое количество связанных рибосом. Местами наблюдалась дегрануляция ГрЭС и расширение ее цистерн. В цитоплазме гепатоцитов увеличивалось число комплексов Гольджи, встречались мелкие фагосомы, единичные липидные капли. На биллиарном полюсе наблюдали скопление лизосом и гиперплазию гладкой эндоплазматической сети, в результате чего гиалоплазма приобретала везикулярность. Многие желчные капилляры были с редуцированными, неравномерно расположенными микроворсинками, обращенными либо в суженные, либо в расширенные просветы. Со стороны сосудистого русла наблюдалось расширение синусоидных капилляров в центре долек (на 47,3%, p<0,05), тогда как в периферических областях не обнаружены отличия от контроля. 

В печени животных, потреблявших радиоактивное зерно, отмечены существенные микро- и ультраструктурные изменения как со стороны гепатоцитов, так и сосудистого русла. В цитоплазме гепатоцитов в периферических отделах долек отмечалась зернистая дистрофия, переходящая в гидропическую, и снижение оксифильных свойств цитоплазмы. Хотя структура большинства ядер существенно не отличались от таковой в предыдущей группе, однако хроматин становился крупноглыбчатым, вакуолизизировалась кариоплазма, наблюдалось неравномерное расширение перинуклеарного пространства, с частичным отслоением наружной ядерной мембраны от внутренней. Выявлялись выраженные ультраструктурные изменения митохондрий: резко возрастал их полиморфизм и атипизм. Наблюдалась микровакуолизация митохондрий за счет фрагментации крист, расширения и просветления пространств между ними. Наружная мембрана органелл приобретала волнистые очертания. Отмечена гиперплазия митохондрий, наличие множества мелких и гантелеобразных форм. Усиливалась морфологическая гетерогенность митохондрий: в одной и той же клетке наряду с митохондриями промежуточного типа обнаруживались набухшие митохондрии с электронно-светлым матриксом и единичными кристами, рядом – митохондрии, имеющие уплотненный матрикс, «маскирующий» кристы. Имела место умеренно или сильно выраженная вакуолизация ГрЭС. В цитоплазме гепатоцитов выявлялись пероксисомы, единичные липидные капли, однако на васкулярном полюсе отдельных гепатоцитов обнаруживалось большое количество липидных включений, т.е. имела место локальная жировая дистрофия. Изменения со стороны микроциркуляторного русла характеризовались расширением синусоидных капилляров как в центральных (на 60%, р<0,05), так и в периферических (на 55,7%, p<0,05) областях долек. Пространства Диссе часто сужались, однако со стороны гепатоцитов выявлялись многочисленные микроворсинки. Эндотелиальные клетки на большем своем протяжении были истончены, местами набухшие, с явлениями микровакуолизации. В расширенных просветах синусоидов чаще обнаруживались активированные макрофаги с крупными фагосомами, в большем количестве выявлялись нейтрофильные гранулоциты, лимфоциты и эритроциты. Наблюдались локальные прорывы плазматической мембраны гепатоцитов и высвобождение цитоплазматических органелл в просвет синусоидов. Чаще, чем в предыдущей опытной группе, обнаруживались липоциты. На биллиарном полюсе гепатоцитов вблизи желчных капилляров увеличивалось количество лизосом. Большинство желчных капилляров отличались неравномерно расположенными укороченными микроворсинками. По ходу портальных трактов наблюдалась умеренная лимфогистиоцитарная инфильтрация. 

В печени экспериментальных животных, находившихся одновременно под хроническим воздействием алкоголя и инкорпорированных радионуклидов, отмечены умеренные изменения циркуляторно-дистрофического характера. Отмечалось расширение и полнокровие междольковых вен. Синусоидные капилляры были расширены лишь в центральных отделах долек, при этом в меньшей степени, нежели в двух предыдущих опытных группах (на 43,1%, р<0,05). Вокруг триад наблюдалось умеренное скопление пролифелирующих клеток соединительной ткани. Местами были расширены междольковые желчные протоки. Во многих гепатоцитах имела место зернистая дистрофия, переходящая в периферических отделах долек в гидропическую. Исследованиями на ультраструктурном уровне отмечены достаточно выраженный полиморфизм и гетерогенность митохондрий, хорошо развитая ГрЭС. Обращало на себя внимание наличие осмиофильного аморфного содержимого между мембранами цитоплазматической сети (вновь образованный белок). В цитоплазме выявлялось умеренное количество липидных капель преимущественно средних размеров, но встречались и крупные, т.е. наблюдалась мелко- и среднекапельная жировая дистрофия. Обнаруживались автофагосомы и вакуоли, отмечалось скопление лизосом на биллиарном полюсе. Желчные капилляры часто были контурированы, но без видимых структурных изменений. В умеренно расширенных синусоидных капиллярах обнаруживались лимфоциты, единичные лейкоциты. В ядрах отмечалось наличие большого количества ядерных пор. Иногда наблюдалась фрагментация ядра. Ядрышки часто располагались вплотную к ядерной оболочке. 

Анализ ультраструктурных изменений позволил сделать заключение, что в результате длительного поступления радионуклидов проявлялись морфологические признаки, свидетельствующие об активации биосинтетических процессов в гепатоцитах: крупное ядрышко с периферическим расположением в ядре, хорошо развитая ГрЭС с множеством связанных рибосом на мембранах, наличие большого количества свободных рибосом в цитоплазме.

В результате сравнительной оценки структурных изменений в печени при раздельном и сочетанном хроническом воздействии алкоголя и инкорпорированных радионуклидов, установлено, что наиболее глубокие нарушения имели место у животных, потреблявших зерно, содержащее радионуклиды. При одновременном потреблении алкоголя и радиоактивного зерна или только алкоголя циркуляторно-дистрофические изменения носили менее выраженный характер. 
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Ингибирование меланинами пероксидазного окисления аминобифенилов – канцерогенов непрямого действия
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Меланины относятся к многочисленной и разнообразной группе антиоксидантов фенольной природы. Способность фенольных соединений к обратимому окислению обеспечивает им высокую реакционную способность и антиоксидантную активность. Показано, что восстановленные формы фенольных соединений проявляют антиокислительную активность, а окисленные (хинонные) формы – антирадикальные свойства [1,2]. 

Цель настоящей работы состояла в изучении антиоксидантных свойств меланиновых пигментов из макромицетов Inonotus sp. и Phellinus igniarius и микромицетов Aspergillus niger, Aspergillus carbonarius и Phaeococcus variotii в системе метаболической активации аминобифенилов по пероксидазному пути окисления. 

Объект и методы исследований. В работе использованы лиофильно высушенные препараты меланиновых пигментов из макромицетов Inonotus sp. и Ph. igniarius и микромицетов Asp. niger, Asp. carbonarius и Ph. variotii.

Реакцию пероксидазного окисления аминобифенилов проводили в 0,1 М цитратно-ацетатном буфере рН 5,5. Реакционная смесь объемом 2 мл содержала 7.10-11 М пероксидазу хрена (ПХ; “Reanal”, RZ=2,8), 0,5 mМ субстрат, 0,1 mМ Н2О2. Реакционную смесь инкубировали при 30oС. Реакцию начинали добавлением Н2О2. За ходом реакции следили по накоплению окрашенных продуктов реакции [3]. 

Повреждение ДНК фага продуктами окисления 3,3'-диметоксибензидина (ДМОБД) определяли по изменению электрофоретической подвижности перекрестно сшитых молекул ДНК [3]. Экспонирование ДНК фага  к продуктам пероксидазного окисления ДМОБД проводили в 0,1 М цитратно-ацетатном буфере рН 5,5 при 30oС в течение 30 мин. Реакционная смесь содержала 0,1 mМ ДМОБД, 0,02 мкМ ПХ, 4 mМ Н2О2. ДНК фага добавляли в реакционную среду в концентрации 12 мкг/мл. Электрофорез проводили в 0,9% агарозном геле в 0,1 М Трис-фосфатном буфере рН 8,0. Степень повреждение ДНК определяли по изменению ее электрофоретической подвижности. Сканирование гелей для определения количества неповрежденной ДНК проводили на видеоденситометре Bio Rad модель 620.

Результаты и их обсуждение. В литературе имеется много данных о высокой антиоксидантной активности природных и синтетических меланинов [1, 2, 4, 5]. В нашей работе были исследованы антиоксидантные свойства меланиновых пигментов грибного происхождения в реакции пероксидазного окисления аминобифенилов, являющейся радикальным процессом. В качестве окисляемых субстратов были использованы бензидин (БД) и его производные – 3,3'-диметилбензидин (ДМБД) и 3,3',5,5'-тетраметилбензидин (ТМБД). Эти соединения являются канцерогенами непрямого действия, которые превращаются в высокореакционные метаболиты в результате метаболической активации. В процессе пероксидазного окисления аминобифенилов образуются электрофильные продукты, которые могут взаимодействовать с нуклеофильными группами макромолекул [1, 4].

В табл. 1 приведены кинетические параметры пероксидазного окисления аминобифенилов. Данные свидетельствуют о том, что эффективность катализа возрастает в ряду БД – ДМБД – ТМБД. Эффективность пероксидазного окисления при введении двух метильных заместителей в 3 и 3' положения молекулы бензидина возрастает в 7,5 раз и в 17 раз при введении четырех метильных заместителей в 3, 3', 5 и 5' положения.

Таблица 1. Кинетические параметры пероксидазного окисления бензидина и его производных
	Субстрат
	Кm10-4, М
	К kat .103,с-1
	К kat/Кm 107 ,

М-1. С-1

	БД
	2,39
	1,32
	0,55

	3,3’-ДМБД
	0,68
	2,80
	4,12

	3,3,5,5-ТМБД
	1,09
	10,10
	9,12


Характер ингибирования меланиновыми пигментами макро- и микромицетов пероксидазного окисления бензидина и его метильных производных сходен, но процесс происходит с различной эффективностью. В табл. 2 приведены концентрации меланиновых пигментов снижающие на 50% начальную скорость окисления аминобифенилов. Для меланинов наблюдается снижение эффективности ингибирования процесса пероксидазного окисления аминобифенилов в ряду БД – ДМБД – ТМБД, т.е. с увеличением числа метильных заместителей.

Таблица 2. Концентрации меланиновых пигментов (мкг/мл), снижающие начальную скорость пероксидазного окисления аминобифенилов на 50%
	
	Субстрат

	Источник меланина
	Бензидин
	3,3’-диметил-бензидин
	3,3’,5,5’-тетра-метилбензидин

	Inonotus sp.
	40
	80
	220

	Phellinus igniarius
	40
	110
	250

	Aspergillus niger
	50
	75
	150

	Aspergillus carbonarius
	50
	75
	125

	Phaeococcus variotii
	70
	125
	250


Электрофильные продукты, образующиеся в процессе метаболической активации аминобифенилов, способны взаимодействовать с нуклеофильными группами биополимеров, в частности, ДНК, приводя к образованию межмолекулярных сшивок ДНК-ДНК [3, 4]. Влияние грибных меланиновых пигментов на этот процесс исследовалось нами в системе пероксидазного окисления ДМОБД. Меланины в концентрациях более 20 мкг/мл полностью ингибируют этот процесс. Например, концентрация пигментного препарата Ph.igniarius, снижающая скорость окисления ДМОБД в 2 раза, – 150 мкг/мл, а Inonotus sp. – 90 мкг/мл, т.е. эффективность меланина Ph. igniarius как ингибитора радикальной реакции пероксидазного окисления ДМОБД значительно ниже, чем Inonotus sp. Концентрация же пигмента Ph.igniarius, уменьшающая число перекрестных сшивок ДНК-ДНК в 2 раза, составляет 2 мкг/мл, а Inonotus sp. – 8 мкг/мл. Меланины в концентрации 12 мкг/мл и 20 мкг/мл соответственно полностью предотвращают повреждение ДНК.

Рассматривая возможный механизм ингибирующего действия этих пигментов, можно предположить следующие пути. Во-первых, меланин способен окисляться перекисью водорода, выводя ее из реакции. Однако в реакционной смеси, содержащей меланин и Н2О2, в цитратно-ацетатном буфере (рН 5,5) при 30о в течение 5 минут не наблюдалось уменьшение концентрации перекиси водорода, приводящее к снижению скорости пероксидазного окисления. 

Во-вторых, возможно образование комплекса меланина с ПХ, приводящее к инактивации фермента. Нами было установлено, что при инкубации меланина (100 мкг/мл) с ПХ (7.10-11М) образуется комплекс, который обнаруживается с помощью гель-хроматографии. При внесении данного комплекса в реакционную смесь, содержащую 0,5 mM БД, 0,1 mM Н2О2, в цитратно-ацетатном буфере (рН 5,5) происходило окисление субстрата без изменения эффективности катализа (К kat). Эти данные позволяют утверждать, что взаимодействие меланина с пероксидазой хрена не ведет к инактивации фермента.

Наиболее вероятным механизмом ингибирующего действия меланиновых пигментов в рассматриваемой нами системе пероксидазного окисления аминобифенилов представляется взаимодействие меланина с промежуточными продуктами окисления аминобифенилов. Способность грибных меланинов ингибировать этот процесс является, по-видимому, следствием их структурных особенностей: содержания функциональных групп, способных ковалентно связываться с промежуточными продуктами реакции, а также высокой концентрацией ПМЦ (неспаренных электронов), обусловливающих их антирадикальную активность [6, 7]. 

Таким образом, результаты исследования антиоксидантной активности грибных меланиновых пигментов в системе метаболической активации аминобифенилов по пероксидазному пути окисления показали, что изучаемые пигменты являются эффективными ингибиторами этого радикального процесса. Эффективность ингибирования меланинами окисления бензидина и его производных зависит от содержания высокореакционных функциональных групп и концентрации ПМЦ, которые являются одной из основных причин антирадикальной активности пигментов [1, 4, 6]. Меланины также предотвращают повреждение ДНК промежуточными продуктами пероксидазного окисления канцерогенных аминобифенилов, о чем свидетельствует изменение электрофоретической подвижности конъюгатов ДНК-ДНК.
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Метаболизм ГАМК и других нейроактивных аминокислот в мозге при экспериментальном ишемическом инсульте
С.Д. Кулеш, Е.М. Дорошенко, Н.П. Канунникова

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно, 
Гродненский государственный медицинский университет

Участие ГАМК, глутамата и некоторых других аминокислот не только в процессах синаптической передачи, но и в метаболических реакциях, связанных с образованием энергии в мозге, предполагает активное участие этих соединений в патохимических изменениях, развивающихся при ишемических повреждениях головного мозга [1,2]. Ряд производных ГАМК (аминалон, пирацетам и др.) эмпирически уже применяются в клинике для лечения ишемических расстройств мозгового кровообращения. Однако биохимические механизмы изменений обмена ГАМК и других нейроактивных аминокислот при ишемии мозга до сих пор изучены недостаточно. С этой целью нами было проведено исследование метаболизма и содержания ГАМК и родственных ей аминокислот в мозге крыс при экспериментальной ишемии мозга, которая развивалась у животных после односторонней перевязки общей сонной артерии на протяжении 24 часов.

Эксперименты проведены на 16 белых беспородных крысах-самцах массой 100—150 г, содержавшихся на стандартном рационе вивария. Ишемию мозга вызывали по методике Института мозга РАМН [3]. Контрольным животным наносили операционную травму без перевязки сосуда. Через 24 часа после операции животных забивали декапитацией и быстро извлекали пораженное полушарие головного мозга. Навеску ткани для определения содержания аминокислот замораживали в жидком азоте не позднее 2 минут с момента декапитации.

Для определения содержания свободных нейроактивных аминокислот (глутамат, аспартат, ГАМК, глицин, таурин) и родственных соединений (глутамин, аспарагин) использовали метод высокоэффективной жидкостной хроматографии с предколоночной дериватизацией аминокислот с o-фталевым альдегидом и 2-меркаптоэтанолом, изократическим разделением производных в обращеннофазной системе и их амперометрическом детектировании [4].

Определяли также активность ряда ферментов, участвующих в метаболизме нейроактивных аминокислот (ГДК, ГАМК-Т, ЯПА-ДГ, ЯПА‑Р). Активность ГДК определяли флуориметрическим методом [5], регистрируя концентрацию ГАМК, образующейся при инкубации плазмы с глутаминовой кислотой в качестве субстрата.

Активность ГАМК-Т измеряли флуориметрическим методом [6], используя сопряженную ферментативную систему, в которой ГАМК превращается в янтарный полуальдегид, окисляющийся затем в сукцинат в присутствии NAD+, используя ЯПА-ДГ, находящуюся в гомогенате мозга. При определении активности ЯПА-ДГ использовали тот же метод образования флуоресцирующего продукта. Для определения активности ЯПА-Р в мозге крыс применяли спектрофотометрический метод [7], используя реакцию восстановления янтарного полуальдегида в ГАМК в присутствии NADPH.

Содержание белка измеряли по методу Hartree [8].

Достоверность различий между группами оценивали при помощи t критерия Стъюдента. Корреляционный анализ между показателями проводили путем вычисления коэффициента корреляции Пирсона, значимость которого оценивали с помощью t критерия Стъюдента.

Установлено (табл. 1), что 24-часовая односторонняя окклюзия общей сонной артерии у экспериментальных животных приводит к снижению концентрации возбуждающих нейроактивных аминокислот глутамата (на 38%) и аспартата (на 53%) в ткани гомолатерального полушария головного мозга. Содержание других нейроактивных аминокислот существенно не изменилось.

Оценка функционального состояния полушарий мозга крыс по соотношению интегральных показателей выявляет (табл. 1), что экспериментальный ишемический инсульт приводит к снижению суммарной концентрации возбуждающих аминокислот и снижению соотношения суммарных концентраций двух групп медиаторов. Указанные изменения свидетельствуют о включении компенсаторных механизмов регуляции метаболизма в ишемическом мозге.

При этом наблюдается также существенное изменение характера взаимосвязей между содержанием исследованных аминокислот в ткани мозга.

Таблица 1. Содержание аминокислот и их производных (нмоль/г ткани) в мозге крыс
	Показатели
	Опыт
	Контроль

	глутамат
	10087 ± 1512*
	16290 ± 2113

	аспартат
	1835 ± 455*
	3896 ± 514

	ГАМК
	1338 ± 146
	1129 ± 136

	глицин
	1320 ± 165
	1121 ± 91,7

	таурин
	9480 ± 814
	11494 ± 852

	глутамин
	9243 ± 957
	12746 ± 1879

	глутамат+аспартат
	11921 ± 1959*
	21855 ± 2045

	ГАМК+глицин+таурин
	12138 ± 903
	13743 ± 1019

	глутамат+аспартат

ГАМК+глицин+таурин
	1,00 ± 0,17*
	1,55 ± 0,16

	Коэффициенты корреляции (r) между уровнями

	глутамат-аспартат
	0,98
	0,99

	глутамат-глутамин
	-
	0,95

	аспартат-ГАМК
	-0,83
	-

	аспартат-глутамин
	-
	0,91


* – p < 0,05.

В опытной группе, в отличие от контрольной группы, нарушена взаимосвязь между концентрацией в мозге глутамата и глутамина, при этом сохраняется корреляция между уровнями обоих возбуждающих нейропередатчиков (глутамата и аспартата). Кроме того, в мозге животных с острой ишемией мозга появляется отрицательная корреляция аспартат-ГАМК и исчезают положительные корреляции аспартат-глутамин. Отсутствие при острой ишемии мозга корреляции глутамат-глутамин и аспартат-глутамин при сохранении взаимосвязи глутамат-аспартат свидетельствует о повышении функциональной значимости шунта Робертса в нейрональном компартменте при данном патологическом состоянии. В пользу последнего предположения свидетельствует снижение уровня глутамата при неизменном уровне ГАМК в мозге животных опытной группы.

Для уточнения направленности метаболических потоков при острой ишемии мозга проведено изучение в мозговой ткани активности ферментов, участвующих в синтезе и деградации глутамата и ГАМК (табл. 2). 

Таблица 2. Активность ферментов (нмоль/мг белка·час) метаболизма ГАМК в мозге крыс 

	Фермент
	опыт
	контроль

	ГДК
	306 ± 12,4*
	265 ± 3,30

	ГАМК-Т
	45,4 ± 4,92*
	72,3 ± 9,20

	ЯПА-ДГ
	55,3 ± 6,10*
	87,3 ± 9,24

	ЯПА-Р
	47,6 ± 2,34*
	34,8 ± 2,54


* – p < 0,05.

Установлено, что в данной экспериментальной ситуации отмечается статистически достоверное изменение активности всех исследованных ферментов. Активность ГДК, катализирующей превращение глутамата в ГАМК, возрастает в ткани мозга опытных животных на 15%. Одновременно в данной группе животных наблюдается снижение на 37% активности ГАМК-Т, катализирующей распад ГАМК с образованием глутамата, и снижение на 37% активности ЯПА-ДГ, обеспечивающей включение продуктов данной реакции в цикл Кребса. Активность ЯПА-Р, катализирующей восстановительный путь превращения ЯПА с образованием (-оксимасляной кислоты, напротив, повышается на 36%.

Полученные результаты согласуются с немногочисленными литературными данными об активности ферментов, участвующих в обмене нейроактивных аминокислот, на ранних стадиях острой ишемии мозга. Так, 15-минутная двусторонняя окклюзия общих сонных артерий у монгольских песчанок приводила к росту активности ГДК и снижению активности ГАМК-Т в мозге животных [9]. Односторонняя окклюзия на несколько часов средней мозговой артерии у крыс повышала активность ГДК в одноименном полушарии мозга [10].

В указанных сдвигах ферментативной активности можно проследить определенную общую компенсаторную направленность. Прежде всего, тормозится образование глутамата с ограничением процессов его внеклеточного накопления, которое токсично для нервной ткани. Одновременно стимулируется образование ГАМК, способной ослабить повреждающий эффект избыточных концентраций глутамата и аспартата. Кроме того, усиливается синтез (-оксимасляной кислоты, которая снижает потребность ткани в кислороде при имеющемся уровне энергообеспеченности, что, по данным Mamelak [11], играет существенную роль в защите мозга от ишемии.

Таким образом, острая церебральная ишемия у крыс, вызванная 24-часовой односторонней окклюзией общей сонной артерии, приводит к достоверному снижению концентрации возбуждающих нейроактивных аминокислот в ткани головного мозга при отсутствии изменений концентрации тормозных и немедиаторных аминокислот. Наблюдается снижение суммарной концентрации возбуждающих аминацидергических медиаторов и снижение соотношения суммарных концентраций возбуждающих и тормозных медиаторов, а также изменяется характер взаимосвязей между уровнями нейроактивных аминокислот в ткани головного мозга крыс.

Отмечается также существенное изменение активности в мозге ферментов синтеза и деградации глутамата и ГАМК, которое имеет компенсаторную направленность. Происходит ингибирование путей синтеза глутамата и активация путей его превращения в ГАМК, а также усиливается накопление ГАМК и (-оксимасляной кислоты, защищающих мозг при ишемии.

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют об активном участии нейромедиаторных аминокислот, и в первую очередь ГАМК, в патохимических изменениях, обусловленных недостатком кислорода в ткани мозга, и о целесообразности их коррекции при ишемическом инсульте.
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Использование иммобилизованной на ваулене урсодезоксихолевой кислоты для коррекции радиационно-индуцированных нарушений метаболизма
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Урсодезоксихолевая кислота широко применяется при длительном лечении ряда заболеваний пищеварительного тракта, а также при подготовке пациента к трансплантации печени [1,2,3]. В предшествующих исследованиях было показано, что УДХК в дозах, превышающих 100 мкг/мл (эквивалентно терапевтическим дозам) на культурах клеток с редуцированным эндоплазматическим ретикулумом (в клетках снижена биотрансформация ксенобиотиков), оказывает цитотоксический эффект [4,5,6]. В экспериментах in vivo препарат УДХК в дозе 200 мг/кг в отличие от метилцеллюлозы оказал скрытый цитотоксический эффект, который был выявлен в митотическую фазу репаративной регенерации печени. Препарат УДХК не оказал ингибирующего влияния на репаративную регенерацию печени и ускорял нормализацию ряда показателей в гипертрофическую фазу восстановления органа. У крыс, облученных в дозе 0,25 Гр, препарат УДХК препятствовал накоплению липидов в печени и оказал нормохолестеринемическое действие. При сублетальной дозе облучения (5,0 Гр) препарат УДХК усугублял нарушения липидтранспортной системы. При репаративной регенерации печени у облученных крыс препарат УДХК не оказал повреждающего действия на изменения основных биохимических показателей печени [7]. Цитотоксическое действие относительно высоких доз УДХК может быть связано с ингибирующим действием препарата на экспрессию NO-синтазы и образование NO [8]. В. Буко и соавт. в 1997 году показали, что УДХК в малых дозах способна обладать антирадикальным действием [9]. Спустя год после этого сообщения, методом хемилюминисценции поверхности печени было показано, что УДХК способна препятствовать вызванному гидрофобными желчными кислотами повышению интенсивности перекисного окисления липидов [10].

Полученные результаты о наличии цитотоксического действия препарата УДХК в дозе 200 мг/кг обосновывают необходимость решения двух вопросов: 1) будет ли проявляться цитотоксический эффект УДХК при использовании меньших доз препарата; 2) не связано ли цитотоксическое действие препарата с болюсным введением его, когда возможно создание пиковых концентраций УДХК в крови. Для решения этих вопросов использованы два варианта введения УДХК: 1) в дозе 5 мг/кг, при которой не выявляется цитотоксичность на культурах клеток; 2) при введении УДХК в виде иммобилизованной на ваулене форме препарата, когда ожидается постепенное освобождение УДХК от ваулена при перемещении комплекса по пищеварительному тракту. Методология экспериментов на крысах описана ранее [11]. Препарат УДХК представлен фирмой Dr. FALK PHARMA GmbH и иммобилизован на ваулене А.А. Морозовой (И-УДХК содержит 25 мг УДХК в 1 г ваулена).

Предварительные эксперименты показали, что после болюсного введения концентрация УДХК в плазме крови повышается в 15 раз в первые 3 часа; введение И-УДХК обеспечило равномерное повышение концентрации УДХК в плазме крови в 4-6 раз на протяжении 24 часов.

Двадцатидневное интрагастральное введение УДХК в дозе 5 мг/кг уменьшало содержание ДНК в ядрах гепатоцитов с 2,32+0,029 мг/г до 1,77+0,120 мг/г и РНК – с 3,62+0,088 мг/г до 2,84+0,154 мг/г. Препарат И-УДХК при аналогичном введении в дозе, эквивалентной 5 мг/г, не оказывал влияния на содержание ДНК и РНК в ядрах гепатоцитов. После двадцатидневного введения препаратов у крыс удаляли 70% массы печени и через 24 часа после частичной гепатэктомии определяли включение меченого тимидина в ДНК. У интактных животных удельная радиоактивность ДНК (имп/мин/мг ДНК) составила 13871(1455, а у контрольных животных (введение метилцеллюлозы) 42236(2188 (Р<0,05); препараты УДХК и И-УДХК достоверно уменьшали удельную радиоактивность ДНК до 39840(561 и 22380(391 соответственно. Этот эффект может быть связан с большей степенью синхронизации вступления гепатоцитов в деление и сдвигом пика включения метки в ДНК к моменту проведения операции.

В предшествующих исследованиях было показано, что после однократного внешнего воздействия ионизирующим излучением в дозах 0,25-5,0 Гр в интервале 10-17 сутки развивается дислипопротеинемия по типу ретенционной гиперхолестеринемии. Высказывалось предположение, что задержка холестерина в кровеносном русле связана с нарушением биосинтеза и рециркуляции рецепторов к ЛПНП на гепатоцитах, т.е. можно было предположить наличие нарушений на уровне метаболизма нуклеиновых кислот. 

В митотическую фазу регенерации печени предварительное введение И-УДХК частично предотвращало уменьшение количества ДНК и оба препарата (УДХК и И-УДХК) полностью препятствовали уменьшению количества РНК в ядрах гепатоцитов подопытных крыс. Препараты УДХК и И-УДХК не влияли на содержание нуклеиновых кислот в ядрах клеток регенерирующей печени. Однако у крыс, облученных в дозе 0,25 Гр, И-УДХК способствовала нормализации уровня ДНК и повышению количества РНК в ядрах регенерирующих гепатоцитов; в дозе 5,0 Гр оба препарата повышали содержание РНК в ядрах гепатоцитов.

Препараты УДХК и И-УДХК не оказали существенного влияния на содержание холестерина и триглицеридов печени у контрольных и облученных крыс в трех вариантах опытов: 1) у интактных крыс в результате 20-дневного введения; 2) в гипертрофическую фазу регенерации (6 сутки) печени крыс, предварительно получавших по 20 дней УДХК или И-УДХК; 3) при семикратном введении препаратов после операции частичной гепатэктомии. В то же время при исследовании сыворотки крови выявлен гипохолестеринемический эффект препаратов у интактных животных. При репаративной регенерации печени этот эффект сохранялся, но И-УДХК способствовала увеличению концентрации холестерина ЛПВП с 0,65(0,024 ммоль/л до 1,15(0,207 ммоль/л. Аналогичный результат был получен и у крыс, облученных в дозе 0,25 Гр. Установлено, что двадцатикратное введение УДХК сохранило величину соотношения эфиров холестерина и свободного холестерина на исходном уровне при наличии общей гипохолестеринемии. Введение И-УДХК существенно увеличило относительную долю эфиров холестерина в сыворотке крови. Аналогичный эффект продемонстрировали оба препарата в условиях репаративной регенерации печени. Следовательно, оба препарата, вероятно, способны стимулировать ЛХАТ-реакцию. У облученных животных такое действие препаратов не регистрировалось.

Двадцатикратное введение УДХК и И-УДХК сопровождалось одновременных повышением величин МДА на 20-40% и антиокислительного потенциала сыворотки крови в 3,5 раза; препарат И-УДХК дополнительно препятствовал росту концентрации диеновых конъюгатов. На 6-е сутки репаративной регенерации печени у подопытных крыс был получен противоположный эффект: увеличение количества диеновых конъюгатов в условиях предварительного введения И-УДХК. Эффект повышения антиокислительной активности в результате предварительного введения УДХК и И-УДХК был выявлен также после удаления 70% массы печени, что может свидетельствовать о положительном влиянии УДХК и И-УДХК на внепеченочные антиокислительные системы. Способность к стимуляции антиокислительной активности сыворотки крови оба препарата продемонстрировали у крыс, облученных в дозе 0,25 Гр. При сублетальной дозе облучения этот эффект не проявлялся.

Длительное введение препаратов УДХК и И-УДХК не оказало влияния на уровень глюкозы и повысило содержание мочевины и мочевой кислоты в сыворотке крови. Возможно, это отражает стимулирующий эффект препаратов на азотистый обмен и обмен нуклеиновых кислот. Не исключено, что увеличение экскреции мочевой кислоты является проявлением ранних стадий апоптоза. Если у животных, получавших двадцать дней препараты, удалить 70% печени, то на 6-е сутки репаративной регенерации сохраняется повышенное содержание мочевой кислоты в сыворотке крови только в случае применения УДХК. Эти данные можно расценить с той точки зрения, что УДХК по сравнению с И-УДХК оказывает более выраженное апоптозогенное действие. Наиболее общим в действии препаратов на основные показатели сыворотки крови в процессе регенерации печени явилось увеличение содержания мочевой кислоты во всех группах подопытных животных. 

Таким образом, полученные результаты показывают, что новая форма урсодезоксихолевой кислоты, иммобилизованной на волокнистом энтеросорбенте ваулене сохраняет положительные эффекты действия препарата УДХК и частично нивелирует его отрицательные свойства.
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Нейротрансмиттерные системы и пластичность нейронов мозга

В.А. Кульчицкий
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В центральной нервной системе выделяют множество нейротрансмиттерных систем. При этом внимание обращается на то, что согласованное взаимодействие этих образований обеспечивает контроль и поддержание гомеостазиса [1, 2]. В принципе, общепризнанные классификации нейротрансмиттерных систем являются в какой-то мере условными, если принять во внимание известные сведения о локализации в пределах одной клетки, а тем более популяции нейронов, нескольких медиаторов. Таким образом, выделение холин-, пептид-, норадреналин-, дофамин-, серотонинергических и т.д. нервных клеток (по типу используемого передатчика сигналов) определяется в известной мере задачами исследования, компетенцией и любознательностью исследователя и соответствием методических приемов, направленных на детализацию распределения нейротрансмиттеров, целям исследования. Есть еще один аспект темы, на который нельзя не обратить внимание. Речь идет о множестве синаптических входов к отдельной нервной клетке (исчисляемых тысячами), в которых содержатся медиаторы разнообразных нейротрансмиттерных систем. Итак, структурная и функциональная единица нервной системы (нервная клетка) устанавливает контакты с другими единицами нейротрансмиттерных систем, принимая, храня, обрабатывая, передавая информацию и реагируя, таким образом, на раздражения. Следовательно, разрушение популяций нервных клеток в пределах какой-то одной нейротрансмиттерной системы неизбежно отразится на функционировании множества нейронов, входящих в состав других нейротрансмиттерных систем, а в зависимости от функциональной значимости этой популяции нейронов для исполнительных органов и пластичности нервных клеток и систем на данном этапе онтогенеза ( и на функционировании всего организма, например, в аспекте поддержания гомеостазиса. Это, собственно говоря, и наблюдается в клинических условиях при развитии разнообразных патологических процессов в центральной нервной системе.

Проблема поддержания гомеостазиса является наиболее актуальной во время экспериментального разрушения нервных клеток ствола головного мозга, которое применяется с целью моделирования патологических состояний, развивающихся после нарушений мозгового кровотока, черепно-мозговых травм, очаговых декомпенсаторных процессов в мозге разной этиологии. Деструктивные процессы в центральной нервной системе могут развиваться и после повреждения черепно-мозговых нервов (за счет процессов ретроградной дегенерации). Независимо от причины морфо-функциональных изменений в мозге, любые отклонения от естественного режима функционирования нейрональных цепей инициируют проявление компенсаторных процессов в мозге, что, по сути, является основой пластичности, которая предполагает редуцирование новых синаптических связей за счет роста пресинаптических терминалей и трансформаций постсинаптической мембраны [3, 4]. Эффективность процессов компенсации в центральной нервной системе отражается на функционировании всего организма, в первую очередь, в аспекте сохранения гомеостазиса.

В лаборатории физиологии ствола головного мозга Института физиологии НАН Беларуси с целью локального разрушения нейронов ствола головного мозга применяются различные нейротоксины (каинат, капсаицин, глутамат и т.д. в токсических концентрациях), обладающие способностью избирательного воздействия на сому нейронов (при сохранении интактными находящихся в зоне введения нейротоксинов аксональных и дендритных окончаний нервных клеток, сома которых расположена в отдаленных от места микроинъекции участках мозга). Микроинъекция нейротоксинов осуществляется в те участки ствола головного мозга, в которых с помощью оптических, электронно-микроскопических и гистохимических методов исследования обнаруживались признаки структурных изменений после повреждения тройничного или блуждающего нервов (речь идет об отдельных сериях опытов на предварительном этапе исследований). Появление локальных деструктивных процессов в мозге сопровождается целым рядом изменений в организме. Одним из наиболее характерных признаков является трансформация в функционировании ноцицептивной системы, защищающей организм от действия повреждающих стимулов. Сложные изменения в реализации ноцицептивных рефлексов сопровождаются еще более сложными перестройками в метаболизме аминов, возбуждающих аминокислот, монооксида азота, регуляторных пептидов в мозге (т.е. тех биологически активных субстанций, которые, играя роль нейропередатчиков, при определенных условиях могут проявлять нейротоксические свойства). Поскольку признаки компенсаторных и декомпенсаторных процессов в мозге появляются одновременно, то на данном этапе исследований трудно однозначно оценить значимость перестроек в функционировании нейротрасмиттерных систем только для репаративных или деструктивных процессов в мозге. Такая однозначная оценка перестроек в нейротрасмиттерных системах, несомненно, пригодилась бы для выработки адекватной терапевтической стратегии и тактики.

В условиях экспериментальной эндотоксемии у животных с предварительно разрушенными первичными бульбарными проекционными зонами поддиафрагмальных волокон блуждающих нервов нивелируется фаза гипералгезии [5, 6], являющаяся типичным признаком начального ноцицептивного ответа при попадании эндотоксина во внутреннюю среду организма [7]. Этот факт рассматривается как один из признаков информационной значимости системы блуждающего нерва для инициации острофазной (acute phase reaction) реакции [8]. Несомненно, что нарушение поступления афферентных сигналов по блуждающему нерву в мозг способно отразиться на функционировании популяций нейронов в стволе головного мозга, ответственных за формирование ноцицептивных реакций. Однако помимо этого умозаключения, есть еще ряд выводов, которые могут играть определенную роль в трактовке полученных экспериментальных результатов при эндотоксемии. Нельзя не обратить внимания на то, что нарушение в функционировании фрагмента нейрональной цепи обязательно отражается на эффективности работы всей сложной популяции нейронов [1-4]. Это проявляется, в частности, в изменении электрофизиологических характеристик нейрональной цепи (частотных, пространственно-временных, суммационных и т.д.). Следствием таких сдвигов может быть трансформация эфферентных управляющих сигналов к исполнительным органам, например, к тем, которые ответственны за реализацию ноцицептивных реакций. Можно признать также и то, что перестройки в нейротрансмиттерных системах после моделирования локальных деструктивных процессов в стволе головного мозга отразятся на внутрицентральной передаче сигналов и, как следствие этого, на обработке и анализе информации в условиях действия неблагоприятных факторов, например, при эндотоксемии. Реализация пластических свойств нервных клеток в неблагоприятных условиях скажется на функционировании нейротрансмиттерных систем и явится условием компенсации утраченных функций при разрушении локальных элементов этих систем.

Работа выполнена в рамках договора БРФФИ № Б-99Р-065.
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Модификация структуры субстратов цитохрома P-450 для получения индукторов монооксигеназной системы окисления

В.П. Курченко, И.В. Пронская, Н.В. Гавриленко

Белорусский государственный университет, Минск

Цитохром Р-450 является терминальной оксидазой сложной микросомальной системы, ответственной за метаболизм ксенобиотиков. Существует определенная взаимосвязь между структурой химического вещества и его способностью индуцировать различные формы цитохрома Р-450 (Р-450). Индуцированный синтез ферментов биотрансформации ксенобиотиков рассматривается сегодня как биологический феномен, интересный не только биохимикам и молекулярным биологам, но и фармакологам, токсикологам, специалистам по химическому мутагенезу. Известно более трехсот ксенобиотиков – индукторов монооксигеназ. Традиционно они делятся на два больших класса чужеродных соединений. Барбитураты и другие лекарственнные вещества – индукторы фенобарбитального (ФБ) типа и полициклические ароматичесчкие углеводороды – индукторы метилхолантренового (МХ) типа, а также отличный от первых двух классов – индукторы смешанного типа [1]. Имеются многочисленные сведения о влиянии на монооксигеназы полихлорированных бифенилов [2]. Было показано, что производные бифенила, 2 и 4 позиции которых блокированы галогенами, способны индуцировать систему микросомального окисления печени по ФБ типу. Блокирование хлором 3,4 и 5 позиций бифенила дает производные, вызывающие МХ тип индукции монооксигеназной системы. Смешанный тип индукции присущ производным бифенила, хлорированным по 2, 4 и 3,5 положениям. Эти индукторы микросомальной гидроксилирующей системы реализуют свой эффект неметаболизируемой молекулой. На этом основании предлагается модифицировать структуру типичных субстратов Р-450 в индукторы. Блокирование метильными группами молекулы бензидина (БД) положений, подвергающихся гидроксилированию в 3 положения (3,3’-диметилбензидин, ДМБД; 3,3’-диметоксибензидин, ДМОБД) или 3 и 5 положения (3,3’, 5,5’ – тетраметилбензидин, ТМБД) должно привести к проявлению ими свойств индукторов монооксигеназной системы и, вероятно, ферментов второй фазы детоксикаци ксенобиотиков. 

Проведенные нами исследования показали, что модифицированные аминобифенилы при взаимодействии с микросомами печени крыс Р-450 IIА1 и Р-450IIВ1 вызывают спектральные изменения второго типа, обусловленные взаимодействием электронной пары азота с гемовым железом Р-450 по шестому аксиальному положению. При взаимодействии с микросомами печени крыс Кs была для БД = 10,2 ( 10-4 М, ДМОБД = 13,0 ( 10-4 М , ДМБД = 21 ( 10-4 М, ТМБД = 44,9 ( 10-4 М, что свидетельствует о значительном снижении эффективности взаимодействия этих лигандов с Р-450 из-за наличия заместителей в 3 и 5 положениях. Эффективность катализа по пероксидазному механизму окисления изучаемых субстратов микросомами печени крыс и Р-450IIВ1, оцениваемая по Ккат и Ккат/Км с введением заместителей в 3 и 5 положение также увеличивается более чем в три раза, что свидетельствует о существенном замедлении процесса их окисления.

Таблица 1. Характеристика монооксигеназной системы микросом печени крыс, получавших различные аминобифенилы
	Препарат микросом
	Содержание цитохрома b5, нмоль/мг белка
	Общее содержание цитохрома Р-450, нмоль/мг белка
	Активность НАДФ-цитохром с-редуктазы, нмоль цит.с в мин/мг белка
	Содержание цитохрома Р-450IIВ1+ Р-450IIВ2

(%)
	Содержание цитохрома Р-450IА1 (%)

	Контроль
	0,59
	0,55
	114,0
	4
	3

	БД
	0,53
	0,80
	94,2
	3
	3

	ДМОБД
	0,58
	0,78
	67,2
	9,7
	11,0

	ДМБД
	0,59
	0,78
	74,4
	11,0
	26,4

	ТМБД
	0,64
	1,18
	105,0
	3,6
	28,9


Уместно предположить, что модификация БД метильными и метокси-заместителями, приведшая к снижению процесса их окисления придаст им индуцирующую активность в отношении монооксигеназной системы окисления. 

Известно, что бифенил является типичным субстратом Р-450, не проявляющим свойств индуктора монооксигеназной системы [2]. Как видно из таблиц 1 и 2, введение животным БД также не вызывает существенных изменений в состоянии монооксигеназной системы. 

В сравнении с БД у животных, получавших ДМОБД, наблюдается почти двукратное уменьшение активности НАДФ-цитохром-С-редуктазы без изменения удельного содержания цитохромов Р-450 и b5 (табл. 1). В то же время происходит изменение содержания отдельных форм Р-450. Так, иммунохимически определяемое суммарное содержание цитохромов Р-450IIВ1 и Р-450IIВ2 в микросомах возросло до 9,7%, а Р-450IА1 до 11% от общего содержания Р-450 в микросомах. Возросла активность микросом при О-деалкилировании 7-этоксирезоруфина (7-ЭР), при гидросилировании андростендиона по положениям 6 и 16 (табл. 2).

Таблица 2. Активность монооксигеназной системы микросом печени крыс при введении аминобифенилов (нмоль/в мин/мг белка)
	Препарат микросом
	Андростендион
	7-ЭР-О-деэтилаза
	МР-деэтилаза
	ПР-О-деалкилаза

	
	7
	16
	6
	
	
	

	Контроль
	1,22
	0,1
	0,1
	0,09
	0,04
	0,04

	БД
	1,40
	0,17
	0,18
	0,06
	0,05
	0,04


	ДМОБД
	0,57
	0,51
	0,90
	0,09
	0,07
	0,03

	ДМБД
	3,40
	0,89
	0,65
	1,27
	0,31
	0,04

	ТМБД
	0,94
	0,26
	1,33
	1,10
	0,03
	0,02


Этот рост может быть связан с незначительной индукцией молекулярных форм Р-450IIВ1, Р-450IIВ2 и Р-450IIА1, проявляющих субстратную специфичность при окисле​нии этих субстратов. Активизация их метаболизма характерна для индукции ФБ типа.

Замена метокси- групп в 3 положениях на метильные придает ДМБД свойства индуктора смешанного типа. Об этом свидетельствуют иммуноэлектрофоретические исследования, выявившие рост содержания молекулярных форм Р-450IIВ1+ Р-450IIВ2 и Р-450IА1, которые составили 11,0 и 26,4% соответственно от общего содержания цитохрома Р-450 в микросомах. Общее содержание Р-450 возросло почти в 2 раза по сравнению с контролем (табл. 1). Цитохромы Р-450IIВ1 и Р-450IА1 проявляют субстратную специфичность при гидроксилировании андростендиона в положениях 6 и 16. Как видно из таблицы 2, скорость гидроксилирования андостендиона в положении 16 возросла в 3 и в 6 раз для 6 положения. Значительный рост этих активностей также свидетельствует об индукции форм Р-450IIВ1 и Р-450IА1. Кроме того, наблюдается трехкратный рост скорости гидроксилирования андростендиона в положении 7, что свидетельствует об индукции Р-450IIА1 и в 8 раз возросла активность деэтилирования метоксирезоруфина (МР), характерная для Р-450IIА2. Введение четырех метильных заместителей в молекулу БД придает ТМБД свойства индуктора МХ типа. Содержание формы Р-450, иммунохимически идентичной МХ-индуцируемой форме Р-450IА1, определенной «ракетным» иммуноэлектрофорезом, достигло 0,3 нмоль/мг белка и составило 28,9% от общего уровня Р-450, возросшего в 2 раза по сравнению с контрольными микросомами (таблица 1). Изменение содержания Р-450IIВ1 незначительно. Этот индуктор вызывает рост активности О-деэтилирования 7-ЭР в 10 раз и 6 гидроксилирования андростендиона в 6 раз. Рост этих активностей характерен для индукторов МХ типа, вызывающих увеличение содержания Р-450IА1 и Р-450IIА1 [3].

Кроме индукции ферментов первой фазы детоксикации, исследуемые аминобифенилы индуцировали в печени крыс ряд ферментов второй фазы детоксикации ксенобиотиков: изоформ глутатион-S-трансферазы в 2-3 раза, глутатион-редуктазы – в 3 раза и не влияли на активность глутатион-пероксидазы [4]. Введение животным аминобифенилов резко снижало активность ферментов антиоксидантной системы: каталазы и супероксидоредуктазы [4].

Представленные данные свидетельствуют о том, что введение метильных заместителей в 3 и 5 положение молекулы БД меняют тип индукции с ФБ на МХ и индуцирует ферменты второй фазы детоксикации ксенобиотиков. На основании результатов собственных исследований и данных литературы [1,2,5] можно заключить, что модификация подвергающихся метаболизму позиций в молекуле субстрата, значительная концентрация свободного (несвязанного) ксенобиотика в цитоплазме, а также относительно высокая гидрофобность вещества ведут к проявлению индуцирующей активности модифицированных субстратов Р-450. Химическая модификация лекарственных средств по активному центру окисления будет пролонгировать их фармокологическое действие и может быть использована при слабой активности детоксикационной функции печени.
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Улучшение антиоксидантного статуса женщин, подвергающихся воздействию кадмия

В.К. Кухта, Т.С. Морозкина, Э.И. Олецкий, Ю.В. Силкова 

Минский государственный медицинский институт

С целью определения степени витаминной обеспеченности и антиоксидантного статуса организма работниц, занятых на производстве с использованием промышленного токсиканта кадмия, нами было изучено содержание витаминов Е, А и С (включая метаболиты аскорбата), а также содержание неферментативных (бета-каротинов, убихинона и восстановленного глутатиона) и активность ферментативных (СОД, каталазы, глутатионпероксидазы и глутатионредуктаза) антиоксидантных систем в крови 15 практически здоровых (по данным здравпункта) женщин. Средний возраст обследуемых – 43+2,85 г. На протяжении трех недель обследуемые получали антиоксидантный комплекс «АК(».

В первую неделю назначалось по 1 дозе через день – всего 3 раза; во вторую и третью недели – по 1 дозе через 2 дня (всего 4 раза). Итого в течение трех недель было получено 7 доз «АК(».
СОСТАВ КОМПЛЕКСА НА ОДИН ПРИЕМ:
ОБЩАЯ ДОЗА:

1. 6 капсул вит. Е по 0,1 г.



1. Вит. Е-600 мг.

2. 12 капсул вит. А по 5 000 МЕ.


2. Вит. А-60 000 МЕ.

3. 1 порошок вит. С по 2,0 г.


3. Вит. С-2,0 г.

4. 2 мл -каротина 0,5%.



4.-каротина-10 мг.

Взятие крови осуществляли на следующие сутки после последнего приёма препарата. Методы исследования описаны Морозкиной Т.С. [1]

Результаты и обсуждение.

1. Влияние «АК(» на содержание витаминов антиоксидантного действия и ‑каротинов в плазме крови работниц. Содержание витамина Е в плазме крови работниц составило в среднем 24,9±2,80 мкмоль/л, что находилось в пределах нижней границы нормы. У 2-х женщин регистрировалось состояние глубокого гиповитаминоза. После назначения антиоксидантного комплекса «АК» уровень токоферола в крови возрос почти в 2 раза (р <0,001); гиповитаминозные состояния не регистрировались (табл. 1).

Таблица 1. Содержание витаминов Е, А, -каротинов и убихинона в плазме крови работниц до и после приема комплекса "АК"
	
	До приема
	После приема
	P

	Вит. Е (мкмоль/л)
	24,9 ± 2,80
	45,1 ± 5,69
	<0,001

	Вит. А (мкмоль/л)
	1,0 ± 0,065
	1,17 ± 0,077
	

	-каротины (мкг/мл)
	1,02 ± 0,08
	1,38 ± 0,12
	<0,05

	убихинон (мкмоль/л)
	989 ± 109
	1038 ± 120
	


Содержание витамина А в крови работниц после приема комплекса «АК», несмотря на довольно значительные дозы ретинола в составе препарата, достоверно не изменилось. Возможно, это объясняется задержкой витамина в тканевых депо, что косвенно указывает на состояние скрытого гиповитаминоза А.

Содержание -каротинов в крови работниц составляло 1,08 ± 0,087 мкг/мл, после назначения антиоксидантов у 23% обследованных оно оставалось на прежнем уровне, а у подавляющего большинства достоверно увеличивалось: с 1,02±0,10 до 1,38+0,12 мкг/мл (р<0,05; в целом по группе – 1,27±0,10 мкг/мл). Убихинон относится к внутриклеточным коферментам, локализуется преимущественно в митохондриях. Появление в крови коэнзима Q в повышенных количествах свидетельствует о деструкции клеточных мембран. По нашим данным (табл. 1), после назначения «АК» содержание убихинона в крови оставалось на прежнем уровне. С-витаминная обеспеченность организма определялась по содержанию 2-х форм витамина – АК (аскорбиновой кислоты) и ДАК (дегидроаскорбиновой кислоты) (табл. 2). Следует заметить, что содержание АК в плазме крови у всех обследуемых было значительно ниже нормы, а у 27% женщин регистрировался глубокий гиповитаминоз С. Данные о тотальном гиповитаминозе населения России и РБ опубликованы В.Б.Спиричевым [3] и А.Г.Мойсеёнком [2].

Таблица 2. Содержание аскорбиновой кислоты (мкмоль/л) и её метаболитов плазме крови работниц до и после приема комплекса "АК"
	
	АК
	ДАК
	АК+ДАК
	ДКГК

	До приема
	9,2 ± 1,19
	20,5 ± 1,61
	29,7
	37,7 ± 1,59

	После приема
	13,0 ± 1,11
	25,5 ± 1,05
	37,8
	45,5 ± 1,59

	Р
	<0,05
	
	
	<<0,01


Суммарное содержание АК+ДАК в крови обследуемых составило в среднем 29,7 мкмоль/л, что соответствовало минимальным значениям приводимых в литературе данных по уровню АК в крови (23-85 мкмоль/л) (21).

После приема комплекса «АК(» в крови обследованных (за исключением 1 человека) увеличивалось содержание АК: с 9,2±1,19 до 13,0± 1,11 (р<0,05); суммарное содержание АК+ДАК возрастало в среднем до 37,8 мкмоль/л, т.е. С-гиповитаминозное состояние почти ликвидировалось. Улучшался также метаболизм витамина С, о чём можно судить по возрастанию уровня ДКГК (р <0,01) в плазме крови женщин после назначения антиоксидантного комплекса.

2. Влияние «АК(» на эритроцитарную систему глутатиона и активность антиоксидантных ферментов. Система глутатиона включает окисленный (Г-S-S-Г) и восстановленный глутатиона (Г-SH), а также ферменты, отвечающие за его синтез (глутатионредуктазу – ГР) и его распад (глутатионпероксидазу – ГП). Совместно с ДАК эта система поддерживает железо гемоглобина и оксигемоглобина в восстановленном состоянии.

Поскольку витамин С поступает в эритроцит в виде ДАК, а не АК, депо Г-SH расходуется для регенерации ДАК. Чем больше поступает в эритроцит окисленной формы витамина С – ДАК, тем значимее расход восстановленного глутатиона (конечно, при условии сохранения стационарной активности ГП и ГР).

По нашим данным (табл. 3), в эритроцитах крови работниц после приема комплекса «АК» отмечено небольшое увеличение активности ГР (р= 0,05), сохранение исходного уровня ГП и почти в 1,5 раза снижение уровня Г-SH (р<0,001). На основании этих фактов – с учётом увеличения поступления ДАК – можно считать падение уровня Г-SH в эритроцитах крови компенсаторной реакцией на усиление снабжения этих клеток витамином С. 

Активность двух других важнейших ферментов антиоксидантной защиты эритроцитов – СОД и каталазы – после приёма комплекса витаминов оставалась без изменений (табл.3).

Суммарное содержание АК+ДАК возрастало в среднем до 37,8 мкмоль/л, т.е. С‑гиповитаминозное состояние почти ликвидировалось. Улучшался также метаболизм витамина С, о чём можно судить по возрастанию уровня ДКГК (р <0,01) в плазме крови женщин после назначения антиоксидантного комплекса.

Таблица 3. Содержание глутатиона-SH и активность антиоксидантных ферментов в эритроцитах крови работниц до и после приема комплекса «АК(»
	
	до приема
	после приема
	р

	Глутат.-SH (мкмоль/г Нв)
	2,62 ± 0,085
	1,80 ± 0,065
	<0,001

	ГР (мкмоль/г Нв/ч.)
	268,1 ± 15,2
	320,0 ± 21,0
	= 0,05

	ГП (ммоль/г Нв/ч.)
	454,3 ± 21,4
	503,3 ± 24,7
	

	Каталаза (мКАТ/г Нв)
	1,09 ± 0,04
	1,01 ± 0,03
	

	СОД (ед.акт./г Нв)
	35,5 ± 2,09
	32,4 ± 2,42
	


3. Содержание конечных продуктов ПОЛ в крови работниц, получавших «АК(». Изучалось содержание тиобарбитуратактивных продуктов (МДА) в плазме крови женщин до и после назначения комплекса «АК(». Хотя в целом по группе содержание МДА достоверно не изменилось, индивидуальный анализ показал, что у 70% работниц, принимавших «АК»", оно снизилось с 1,47 ± 0,03 нмоль/л до 1,12 ± 0,03 (р<0,025).Таким образом, достоверное снижение содержания конечных продуктов ПОЛ наблюдалось у подавляющего большинства испытуемых. Учитывая также данные об увеличении уровня неферментативных антиоксидантов в крови и улучшение метаболизма витамина С, повышение активности ГР следует полагать, что комплекс «АК» является эффективным средством предупреждения развития пероксидного стресса для данной категории работников.
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Реактивные изменения преоптической области переднего гипоталамуса крыс в различные сроки раннего постнатального онтогенеза в условиях действия эндотоксина

И.В. Ламан, Л.И. Арчакова 

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

Ранее нами было установлено, что липополисахарид (ЛПС) в дозе 500 мкг/кг способен вызвать изменение температуры тела у животных в возрасте 1, 6 и 10 суток. Так, у суточных животных в условиях действия эндотоксина происходило достоверное снижение температуры тела, тогда как у животных более старших возрастов температура тела достоверно повышалась [4]. Хорошо известно, что передний гипоталамус является одним из центральных звеньев терморегуляторной системы [3, 7, 8]. Именно в этой области мозга происходит контроль за основными термогенетическими эффектами в бурой жировой ткани (БЖТ), которая у новорожденных является основным источником теплопродукции на протяжении нескольких недель после рождения [3, 6]. Представляло интерес выявить морфо-функциональные изменения в нейронах и глиальных клетках преоптической области переднего гипоталамуса (ПОПГ) после инъекции пирогенной дозы ЛПС.

Материалы и методы. Объектом изучения явилась ПОПГ 1, 6 и 10-ти суточных крыс. Работа выполнена на 36 животных электронно-микроскопическим методом [2]. Экспериментальным животным вводился внутрибрюшинно бактериальный липополисахарид E. coli (Sigma Co, L2630) в дозе 500 мкг/гк. Контрольным животным инъецировали внутрибрюшинно стерильный изотонический раствор в объеме 5 мл/кг. Через 1 час после введения исследуемого вещества производили быструю декапитацию, после чего исследуемый материал извлекали, иссекали и подвергали альдегид-осмиевой фиксации и заключали в аралдит. Срезы готовили на ультратоме LKB и просматривали в электронном микроскопе JEM-100 CX. Данные, полученные при электронно-микроскопическом исследовании, были обработаны при помощи дигитайзера УВГ 1-01 и программы «Морфометрический планшет».

Результаты и их обсуждение. Через 1 час после внутрибрюшинного введения ЛПС суточным крысятам в дозе 500 мкг/кг в ПОПГ отмечаются реактивные изменения в нейронах, выраженные в увеличении размера и электронной плотности ядра и цитоплазмы, появлении множества пузырьков и электронно-плотных гранул эндоплазматического ретикулума. Результаты морфометрического анализа, демонстрирующие частотное распределение нейронов переднего гипоталамуса по размеру через 1 час после введения ЛПС, представлены на рис. 1А. После инъекции ЛПС 56% процентов исследованных клеток имели площадь сечения от 21 до 40 мкм2 (р<0,001), причем появились клетки с площадью сечения более 41 мкм2, что в норме не обнаруживалось. Частотное распределение по размерам ядер нейронов после введения эндотоксина также было смещено в сторону увеличения площади сечения. В изучаемой группе нейронов преобладали клетки с размерами ядер от 11 до 20 мкм2, следует отметить появление нейронов с площадью сечения свыше 20 мкм2, что не наблюдалось у контрольных крыс того же возраста (рис.2А).
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Рис. 1. Частотное распределение нейронов преоптической области переднего гипоталамуса по площади сечения у крыс в возрасте 1 сутки (А), 6 суток (Б) и 10 суток (В) через 1 час после введения ЛПС (500 мкг/кг, внутрибрюшинно)

У крысят 6-ти суточного возраста реакция на введение той же дозы ЛПС была выражена очень слабо. В нейронах и микроглиальных клетках значительных морфологических изменений не наблюдалось. Частотное распределение нейронов переднего гипоталамуса 6–ти суточных крысят как по размеру клеток, так и по размеру их ядра после введение ЛПС достоверно не отличалось от распределения проведенного в контроле (рис. 1Б; рис. 2Б).

Животные 10-ти суточного возраста реагировали на введение той же дозы бактериального ЛПС изменением в ультраструктуре как микроглиальных клеток, так и нейронов. Реактивные изменения ультраструктуры, наблюдаемые в нейронах в ответ на попадание в организм эндотоксина, имели подобный характер и направленность, как и в случае с однодневными животными. В условиях действия ЛПС образовывались контакты активированной микроглии с соседними нейронами, изменялись размеры нейронов и их ядер. Так, в данной группе через 1 час после введения бактериального эндотоксина стали преобладать клетки размером от 71 до 130 мкм2, таких нейронов оказалось 58% (p<0,001) (рис. 1В). Максимум распределения по площадям сечения ядер нейронов также был смещен в сторону больших размеров, так, 58% (p<0,001) клеток имели ядра с площадью от 21 до 40 мкм2 (рис.2В). 
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Рис. 2. Частотное распределение нейронов преоптической области переднего гипоталамуса по площади сечения ядра через 1 час после введения ЛПС (500 мкг/кг, внутрибрюшинно) у крыс в возрасте 1 сутки (А), 6 суток (Б) и 10 суток (В)

Отмеченная нами реакция на действие эндотоксина у животных 10-ти суточного возраста ранее наблюдалась другими исследователями на взрослых крысах [1]. Известно, что основными медиаторами действия на организм бактериальных пирогенов являются интерлейкин-1 (ИЛ 1) и простагландины [3, 8]. Проходя через гематоэнцефалический барьер и попадая в мозг, они вызывают реакцию микроглии, которая, как предполагается, одной из первых воспринимает их действие и активируется. В свою очередь клетки активированной микроглии выделяют ИЛ-1, который, по–видимому, через межклеточное пространство оказывает нейротропное действие, приводя к наблюдаемым нами морфо-функциональным изменениям в нейронах. Известно, что вариации состояния клетки так или иначе затрагивают клеточный метаболизм: происходит изменение белкового синтеза, а также изменение в депонирова​нии, выработке и выведении разнообразных метаболитов [5]. Полученные нами данные свидетельствуют о функциональных перестройках, происходящих в нервных клетках в условиях действия эндотоксина. 

Таким образом, изменения, отмеченные нами во всех возрастных группах, позволяют судить о том, что нейроны новорожденных крысят уже с первого дня жизни обладают способностью воспринимать раздражение и отвечать на него изменением своего функционального состояния, но реактивные изменения, соответствующие дефинитивному уровню, наблюдаются только у животных 10-ти суточного возраста.
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Cтруктурно-функциональные изменения в интрамуральном нервном сплетении желудка у крыс при длительном комбинированном действии ионизирующего излучения и нитратов в малых дозах

В.И. Лапша, В.Н. Бочарова, Л.Н. Уткина, И.В. Ролевич, В.Н. Гурин

Институт физиологии НАН Беларуси, Минск

В результате аварии на ЧАЭС значительная часть территории Беларуси загрязнена радионуклидами (цезием, стронцием и другими элементами) и жители подвергаются действию малых доз ионизирующего излучения. Показано, что при облучении даже в малых дозах, в организме возникают изменения в эндокринной, иммунной и вегетативной нервной системах [1,4,7,9]. Также известно, что в окружающую среду, особенно в экосистемах с многообразной производственной деятельностью, поступает большое количество загрязнителей, в том числе соли тяжелых металлов, пестициды, нитраты. В этом случае эффект воздействия в значительной мере определяется взаимодействием составляющих компонентов. Пребывание в таких условиях ведет к дополнительным затратам энергии, расходованию резервных возможностей организма. При комбинированном действии ионизирующего излучения и солей тяжелых металлов отмечаются нарушения нейромедиаторного баланса в ЦНС [2] и в пищеварительной системе [5,6]. Комбинированное действие ионизирующего излучения и нитратов на пищеварительную систему не изучено.

Задача настоящего исследования заключалась в том, чтобы с помощью гистохимических методов изучить изменения метаболизма в нейронах интрамурального сплетения желудка крыс при длительном комбинированном действии ионизирующего излучения и нитратов в малых дозах.

Материалы и методика. Эксперименты выполнены на 48 крысах-самцах линии Вистар массой 200-240 г., находившихся в стандартных условиях вивария и разделенных на 8 экспериментальных групп. Животные 1,2,3-й группы подвергались 20-ти кратному общему ионизирующему облучению (30 сут) на установке УГУ-10 (мощность дозы 0,245 Гр/ч) в суммарной дозе 0,5 , 0,75 и 1,0 Гр соответственно. Животным 4, 5, 6-й группы одновременно с облучением в указанных дозах давали с питьевой водой нитрат натрия из расчета 15мг иона нитрата на кг массы, животным 7-й группы давали только нитрат натрия в такой же дозе, 8-я группа служила контролем.

После окончания экспериментальных воздействий через 3 сут животных декапитировали. Для исследования брали кусочки ткани из пилорической части желудка, наклеивали на металлические блоки и замораживали при –20°С. Затем готовили серийные срезы толщиной 10 мкм межмышечного сплетения желудка. Катехоламины (КА) в адренергических волокнах определяли по методу Фалька в модификации [10]. Уровень флуоресценции КА в адренергических волокнах измеряли на микроскопе-фотометре МPV-2. Активность ацетилхолинестеразы (АХЭ) в нейронах определяли в серийных срезах по методу [11]. Активность ферментов энергетического обмена лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и сукцинатдегидрогеназы (СДГ) в нейронах также в серийных срезах определяли по Пирсу [8]. Количественную оценку активности ферментов проводили на микроскопе-фотометре МPV-2. Полученные данные обрабатывались статистически по ANOVA.

Результаты и обсуждение. Известно, что регуляция эвакуаторной и секреторной функции желудка осуществляется при участии интрамурального нервного сплетения [3]. Для осуществления этой регуляции важен баланс адренергических и холинергических медиаторов в нейронах этого сплетения. В контроле в ганглиях межмышечного сплетения основная масса нейронов не обладает катехоламиновой флуоресценцией, но имеет достаточно высокую активность АХЭ. Нефлуоресцирующие клетки окружены ярко флуоресцирующими волокнами и терминалями. Активность ЛДГ в нейронах выше, чем СДГ, что связано с особенностью метаболизма нейронов в интрамуральных ганглиях.

У крыс, подвергавшихся длительному действию ионизирующего излучения в дозах 0,5; 0,75; 1,0 Гр, интенсивность флуоресценции в адренергических волокнах достоверно усиливалась на 43%, 41%, 39%, соответственно (P<0,01). Активность ЛДГ в нейронах при дозах 0,5; 0,75; 1,0 Гр увеличивалась на 10%, 25%, 20% соответственно (P<0,05). Активность СДГ, фермента аэробного энергообеспечения нейрона, достоверно уменьшалась на 16% (Р<0,05) при дозе 1,0 Гр и не изменялась при дозах 0,5, 0,75 Гр. Активность АХЭ не изменялась при всех дозах облучения.

Длительное введение нитратов в дозе 15 мг/кг само по себе не вызывало достоверных изменений в интенсивности флуоресценции в адренергических волокнах, активности АХЭ и ферментов энергетического обмена в нейронах.

При комбинированном длительном (30 сут) действии нитрата натрия и ионизирующего излучения интенсивность флуоресценции в адренергических волокнах усиливалась при дозах облучения 0,75; 1,0 Гр на 30% и 21% соответственно (P<0,001) и не изменялась при дозе 0,5 Гр. Активность АХЭ не изменялась при всех изученных дозах облучения. Активность СДГ при комбинированном действии уменьшалась на11%,17% и 19% (P<0,05 ) при дозах 0,5; 0,75; 1,0 Гр соответственно. Активность ЛДГ снижалась на 14% и 21% (Р<0,05) при дозах 0,75 и 1,0 Гр соответственно.

Таким образом, комбинированное действие ионизирующего излучения и нитратов в малых дозах вызывает изменения в интрамуральном нервном сплетении желудка как в содержании КА в адренергических волокнах, так и активности ферментов энергетического обмена в нейронах. Баланс адренергических и холинергических медиаторов в межмышечном сплетении нарушается, угнетается аэробный путь энергообеспечения в нейронах, что может способствовать нарушению эвакуаторной функции желудка. Отмеченные изменения имеют сходство с изменениями при комбинированном действии солей тяжелых металлов (свинец, кадмий) и облучения организма в малых дозах [5,6]. Можно предположить, что длительное действие ионизирующего излучения повышает чувствительность желудка к действию других повреждающих факторов, в частности солей тяжелых металлов и нитрата натрия.

Работа выполнена по заказу и финансовой поддержке Министерства по чрезвычайным ситуациям Республики Беларусь.

Список литературы

1. Бурлакова Е.Б., Голощанов А.Н., Горбунова Н.В. и др. // Радиационная биология. Радиоэкология.– 1996.– Т.36.– Вып.4.– С.610-632.

2. Гурин В.Н., Дудина Т.В., Елкина А.И., Кандыбо Т.С. // Радиационная биология. Радиоэкология.– 1993.– Т.33.– Вып.2(5).– С.674-680.

3. Итина Л.В. // Рецепторная функция тонкой кишки.– Минск: Наука и техника, 1972.– 205 с.

4. Конопля Е.Ф.// Весцi АН БССР, сер. бiял. н.– 1988.– Т.6.– С.60-65.

5. Лапша В.И., Бочарова В.Н., Уткина Л.Н., Ролевич И.В.// Радиационная биология. Радиоэкология.– 1999.– Т.39.– № 5.– С.534-537.

6. Лапша В.И., Бочарова В.Н., Уткина Л.Н., Ролевич И.В., Гурин В.Н. // Гигиена населенных мест. – Киев, 2000.– Вып.36.– Ч.2.– С.395-399.

7. Москалев Ю.И.// Отдаленные последствия ионизирующих излучений.– М.: Медицина, 1991.– 464 с.

8. Пирс Э. // Гистохимия. Теоретическая и прикладная.– М.: Иностранная литература, 1962.– 962 с.

9. Ярмоленко С.П.// Радиационная биология. Радиоэкология.– 1997.– Т.37.– Вып.4.– С.488-493.

10. El-Badawi A., Shenk E.A. // J. Histochem. Cytochem.– 1967.– V.15.– N10.– P.580‑588.

11. Karnovsky M.J., Roots D.A.// J. Histochem. Cytochem.– 1964.– V.12.– N3.– P.219‑222.

УДК 618.11-006.04:615.28

Значение ферментных систем сыворотки крови в оценке побочных эффектов противоопухолевых препаратов на основе L‑глутамина и фенилацетата

И.О. Леднева

Институт биохимии НАН Беларуси, Гродно

Изучение активности энзимов актуально с точки зрения терапии онкологических заболеваний, поскольку мишенями действия химиотерапевтических агентов становятся ферментные системы. В работах Р.Е. Кавецкого указывается на тесное взаимодействие организма и опухоли не только на этапах её возникновения и развития, но и в процессе лечения [1]: в ответ на вводимое токсическое соединение развивается компенсаторная реакция, связанная в том числе и с модуляцией активности ферментов. Рядом авторов показано, что в качестве критериев оценки побочных эффектов лекарственных препаратов, наряду с другими показателями, используются данные по активности таких ферментов, как щелочная фосфатаза, аланин- и аспартаттрансаминазы, лактатдегидрогеназа [2,3]. Повышение активности этих ферментов в сыворотке крови является следствием нарушения целостности клеточной мембраны и определяется не только при различных воспалительных реакциях, но и при введении токсических агентов, в частности химиотерапевтических, что отражает компенсаторные реакции, направленные на нейтрализацию патологического фактора и поддержание обменного гомеостаза [4,5]. Ранее нами была показана перспективность изучения соединений, производных L-глутамина и фенилацетата, обладающих противоопухолевой активностью [6,7,8].

Целью данной работы явилось изучение активности аланин- и аспартаттрансаминаз, щелочной фосфатазы на фоне воздействия производных L-глутамина и фенилацетата для определения степени побочных эффектов этих соединений в организме опухоленосителя.

Материалы и методы исследования. Исследования выполнены на 120 крысах-самках или самцах линии Wistar CRL:(WI) WU BR массой тела 150-200г. Опухолевые штаммы (карциносаркома W-256, саркома SM-1 и альвеолярный рак печени PC-1) прививали животным подкожно классическим методом [9]. Высокоочищенные субстанции L-глутамина, его производных (ацетилглутамин, фенилацетат) или оригинальные композиции указанных соединений («деглутам», низкомолекулярные пептиды AS2-1, AS2-5) растворяли в 0,9% NaCl и вводили животным-опухоленосителям внутрибрюшинно или внутрижелудочно в дозах 100-250 мг/кг через сутки (W-256) или через 5-10 суток (SM-1 и PC-1) после перевивки опухоли в течение 5-20 суток один или два раза в день ежедневно. Контрольная группа опухоленосителей аналогичным образом получала эквиобъемное количество 0,9% NaCl. Препараты сравнения (циклофосфан, платидиам, навельбин, этопозит) животные получали внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл в общепринятых терапевтических дозах. Кровь собирали в момент декапитации в гепаринизированные пробирки для получения сыворотки. Активность аланинтрансаминазы (АЛТ) и аспартаттрансаминазы (АСТ) определяли динитрофенилгидразиновым методом по Райтману и Френкелю в модификации Колба [10]. Активность щелочной фосфатазы (ЩФ) определяли по методу Бодански [10].

Результаты исследования и их обсуждение. Установлено, что введение L-глутамина, ацетилглутамина, фенилацетата, AS2-1, S2-5, «деглутама» не сопровождалось статистически достоверным изменением активностей АЛТ и АСТ в сыворотке крови крыс-опухоленосителей РС-1 (табл.1). В то же время у животных, получавших фенилацетат, активность АЛТ увеличивалась на 17%, а активность АСТ ( на 31%. Эти данные согласуются с ранее полученными результатами исследований, основанными на определении гематологических параметров, а также показателей токсичности мочи и плазмы крови [11].

Таблица 1. Активность аспартаттрансаминазы и аланинтрансаминазы плазмы крови крыс-опухоленосителей РС-1 на фоне введения производных L-глутамина и фенилацетата (M(m)
	Группы животных
	Аспартаттрансаминаза
	Аланинтрансаминаза

	Контроль
	0,39(0,03
	0,17(0,01

	L-глутамин
	0,41(0,04
	0,18(0,02

	Ацетилглутамин
	0,44(0,02
	0,19(0,04

	Фенилацетат
	0,51(0,03(
	0,20(0,007(

	AS2-1
	0,41(0,02
	0,18(0,02

	AS2-5
	0,39(0,03
	0,17(0,02

	«деглутам»
	0,45(0,03
	0,18(0,01


В другой серии опытов (экспериментальная модель с перевитой SM-1) была выявлена одинаковая степень изменения активности АЛТ при совместном введении «деглутама» с каждым из исследуемых цитостатиков по сравнению с животными, получавшими только цитостатики (рис.1), что может свидетельствовать об отсутствии суммации токсического действия при сочетанном применении «деглутама» со всеми исследованными нами химиопрепаратами. Это предположение было подтверждено в эксперименте на животных с перевитой карциносаркомой W-256: при совместном введении им «деглутама» (250 мг/кг) с циклофосфаном (50 мг/кг) активность щелочной фосфатазы, также как и при введении одного цитостатика, в сыворотке крови увеличивалась на 30%.

Таким образом, ферментные системы сыворотки крови (АЛТ, АСТ, ЩФ) дают возможность оценивать побочные эффекты противоопухолевых соединений наряду с другими показателями. На основании полученных данных можно сделать вывод, что производные L-глутамина и фенилацетата обладают низкой токсичностью, несмотря на то, что в их состав в эквимолярных количествах входит фенилацетат, который в качестве самостоятельного препарата обладает побочным эффектом (повышение активности АЛТ и АСТ сыворотки крови).
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Рис. 1. Активность АЛТ в сыворотке крови крыс-опухоленосителей SM-1 на фоне введения цитостатиков и их комбинации с ДГ (ДГ – «деглутам»; ЦФ – циклофосфан; ПТ – платидиам; НЛ – навельбин; ЭТ – этопозит)

При сочетанном применении производного L-глутамина и фенилацетата ( препарата «деглутам» с цитостатиками не происходит суммации токсического действия с одновременным усилением противоопухолевого эффекта, что создает предпосылки для использования этого препарата как в качестве самостоятельного агента, так и в сочетании с применяемыми в клинике цитостатиками.
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Повышение потребления алкоголя населением, увеличения числа алкогольных психозов, рост смертности от алкоголизма и его осложнений – свидетельство отсутствия продуманной стратегии в лечении и профилактике этого заболевания. Следует признать, что в настоящее время нет четкой научно-обоснованной концепции развития алкоголизмы. Для решения этой проблемы необходима координация усилий широкого круга специальных служб, обеспечивающих общую медицинскую, психиатрическую, психологическую и социальную помощь больным алкоголизмом.

В лечении и реабилитации больных алкоголизмом все большее распространение получает применение биологически активных соединений – естественных метаболитов организма человека. Их введение позволяет, с одной стороны, ликвидировать эндогенный дефицит незаменимых нутриентов, а с другой – получить фармакотерапевтический эффект после поступления подобных соединений (или их композиций) в организм [3,5].

Исследования показали, что патогенетически обоснованным является включение в комплекс лечебно-реабилитационных мероприятий при алкогольной интоксикации препаратов аминокислот и их производных.

Для сокращения сроков купирования и уменьшения вероятности развития побочных эффектов и осложнений алкогольного абстинентного синдрома нами изучено в эксперименте и успешно применяется в наркологической практике препарат «Полиамин», содержащий 13 свободных аминокислот, подобранных в оптимальных для внутривенного введения концентрациях [1]. Рекомендуется после клинического обследования и уточнения диагноза больным алкоголизмом 2-3 стадии с проявлениями алкогольного абстинентного синдрома (среднетяжелая степень) вводить одноразово «Полиамин» в дозе 200-400 мл со скоростью 25 капель/ мин (введение каждых 100 мл «Полиамина» требует не менее 1 ч). Следует заметить, что снижение дозы «Полиамина» ниже 200 мл не обеспечивает получение необходимого результата, а ее увеличение свыше 400 мл не ведет к увеличению эффективности по сравнению с рекомендуемыми дозами.

При превышении рекомендуемой скорости инфузии препарата возможны гиперемия, ощущение жара, головная боль, тошнота, рвота. Действие «Полиамина» обнаруживается уже в период капельного введения и проявляется ослаблением сомато-вегетативных и психических симптомов абстиненции, оказывает «мягкий» седативный эффект. В ряде случаев алкогольный абстинентный синдром купируется в течение нескольких часов или за сутки, и при этом не требуется иного медикаментозного воздействия на больного. Препарат может быть использован и при проведении дезинтоксикационной терапии и общеукрепляющего лечения больным алкоголизмом. Его применение способствует усилению биосинтеза белка в организме, положительному азотистому балансу, устраняет или ослабляет белковую и функциональную недостаточность печени, что часто сопутствует алкоголизму. Для этой цели «Полиамин» вводится в указанных дозах ежедневно в течение 8 дней.

Препарат не рекомендуется назначать больным с органическим поражением ЦНС, циррозом печени, почечной недостаточностью, эндокринной патологией (сахарный диабет, панкреатит и др.), гипертонической болезнью сердца 2-3 стадии, а также с эпилептиформными проявлениями в абстиненции и повышенной судорожной готовностью.

Проведенное в эксперименте на животных изучение биохимических параметров плазмы крови и тканей животных с хронической алкогольной интоксикацией после однократной инфузии «Полиамина» показало, что препарат вызывает быстрое торможение процессов перекисного окисления липидов, повышает активность компонентов аминокислотной защиты тканей. Парентеральное введение стабилизированной смеси аминокислот после резкого увеличения содержания свободных аминокислот в крови и тканях интенсифицирует их утилизацию в организме, в значительной степени нормализуя аминокислотный дисбаланс. У животных с хронической алкогольной интоксикацией после введения «Полиамина» уже через час исчезали признаки гипервозбудимости (обусловленные отменой алкоголя) и нормализовалось поведение как результат сдвигов в содержании нейроактивных аминокислот и активности ферментов метаболизма ГАМК. Аналогичное «Полиамину» действие оказывает препарат «Левамин», также являющийся сбалансированной смесью свободных аминокислот и их производных. Менее физиологически полноценные по составу аминокислотные препараты (например, «Альвезин»), содержащие небольшой набор аминокислот либо их D-дериваты оказывают более слабый терапевтический эффект [5].

В настоящее время продолжаются экспериментальные и клинические исследования препаратов, создаваемых на основе аминокислот, поскольку это направление в метаболической терапии является весьма перспективным.

Одним из ведущих патогенентических симптомов нарушения метаболизма при алкоголизме является прогрессирующий дефицит незаменимых пищевых факторов, в первую очередь, витаминов. Полигиповитаминоз развивается параллельно с хронической алкогольной интоксикацией.

Нами предложена и клинически апробирована схема коррекции патогенентических нарушений, обусловленная сочетанной недостаточностью водорастворимых витаминов. Предложено для нормализации метаболических нарушений использовать комплекс витаминов, оказывающих наиболее выраженное воздействие на белково-аминокислотный обмен. В состав апробированного нами комплекса входят тиамина хлорид (200 мг), пантотенат кальция (400 мг), рибофлавин (30 мг), пиридоксина гидрохлорид (100 мг). Этот комплекс рекомендуется назначать ежедневно в составе кефира в течение 2 недель после ликвидации острых проявлений алкогольного абстинентного синдрома и на фоне применения обычного комплекса дезинтоксикационной терапии. Использование витаминного комплекса ведет к быстрой нормализации ферментов обмена аминокислот (АЛТ, АСТ, ГГТП) в плазме крови. Спектр свободных аминокислот в плазме крови у больных, получавших витаминный комплекс, достаточно быстро нормализуется. Эффекты назначения данного витаминного комплекса реализуются не только через витаминзависимые реакции, но и путем неспецифического воздействия на функциональную активность желез внутренней секреции и иммунитет. Кроме того, использование данного витаминного комплекса позволяет нормализовать функцию печени в случае отсутствия грубых морфологических изменений (цирроз).

Следует указать, что одним из компонентов данного витаминного комплекса является пантотенат кальция, достаточно хорошо изученное производное пантотеновой кислоты. Препараты пантотената рекомендуются для проведения дезинтоксикационной терапии и нормализации функций печени в случае алкогольного гепатоза [2,4].

Использование пантотената кальция по рекомендуемой Фармкомитетом схеме и особенно пантотенола уменьшает наркотическое действие этанола в 1,9-2,6 раза, оказывает гепатопротекторное действие на мо​дели алкогольного гепатита, увеличивая эвакуаторную способность желудка и перистальтику кишечника, а также антиоксидантные свойства.
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Этанол-окисляющая способность мозга и модификация индивидуального поведения животных алкоголем
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Экспериментальное исследование алкоголизма обычно основано на изучении последствия этанола на животный организм. Вместе с тем очевидно, что животные могут по-разному проявить себя при формировании этанол-зависимых состояний [9]. Подтверждением этому служат работы академика Островского Ю.М. [6-8], где подробно анализируются метаболические предпосылки потребления алкоголя. Целью нашего исследования явилось изучение возможной связи между продукцией ацетальдегида в мозге крыс с различной чувствительностью к алкоголю и поведенческими реакциями. 

Работа выполнена на гетерогенных белых крысах-самцах. Определение продукции ацетальдегида, измерение активности каталазы и метаболизм этанола проводили в перфузированном мозге по методам, описанным нами ранее [2, 5, 11, 12]. Качество перфузии контролировали спектрофотометрически в полосе поглощения оксигемоглобина [11]. Свободное поведение изучали по методике открытого поля в нашей модификации [1, 3, 10], фиксируя продолжительности следующих категорий: локомоторной (ЛА) и вертикальной активности (ВА), статичных поз (СП), чистки и груминга (ЧГ), а также сумму двигательных актов (СДА). По результатам тестирования формировали группы крыс с высокой и низкой локомоторной активностью (ВЛА и НЛА). Чувствительность к алкоголю оценивали по времени сна после введения 25% раствора этанола в дозе 3,5 г/кг массы: формировали группы неспавших, коротко-, промежуточных и долгоспящих крыс (НС, КС, ПГ и ДС). Модификацию питьевого поведения осуществляли введением клемастина, п/к в дозе 0,13 мг/кг. Экспериментальные данные обработаны с использованием параметрических и непараметрических критериев.

В первой серии опытов измерена продукция ацетальдегида из этанола (табл. 1), кинетика данного процесса и окисление 3 мМ этанола (табл. 2) у разнотолерантных крыс. Обнаружено, что у ДС животных окисление этанола в мозге протекает интенсивнее, чем у КС. 

Во второй серии опытов (эксперимент проведен под руководством профессора Дитриха Р.А., Университет г. Денвер, штат Колорадо, США) выявлено, что продукция ацетальдегида индуцируется в процессе алкоголизации, которую моделировали алкогольной диетой (табл.3). При тестировании разнотолерантных крыс обнаружено, что индивидуальное поведение не является маркером острой толерантности к алкоголю, однако после однократной нагрузки этанолом НС и КС крысы сохраняют двигательную активность, а у ПГ и ДС животных она достоверно снижается (табл. 4).

Таблица 1. Продукция ацетальдегида (нмоль/мг белка/час) и активность каталазы ((мольО2/мг белка/мин) в гомогенатах мозга и мозжечка крыс с различной чувствительностью к алкоголю (инкубация 60 мин при 37°С, этанол – 50 мМ)

	Группа

крыс
	Продукция ацетальдегида
	Активность каталазы

	
	Мозжечок
	Мозг
	Мозжечок
	Мозг


	КС (n=8)
	5,9(0,36
	3,7(0,45**
	3,7(0,31
	2,8(0,52

	ПГ (n=8)
	6,9(1,07
	5,0(0,68**
	3,9(0,43
	3,2(0,53**

	ДС (n=8)
	7,9(0,60+
	5,3(0,59**+
	4,4(0,21
	2,8(0,32**


** – р<0,01 при сравнении между мозжечком и мозгом

+ – p<0,05 при сравнении с группой КС

Таблица 2. Кинетические параметры процесса продукции ацетальдегида из этанола и количество окисленного 3 мМ этанола (нмоль/мг белка/0,5 час) в мозге крыс с различной толерантностью к алкоголю (инкубация при 37°С, 30 мин, этанол от 1 до 50 мМ) (х(Sх)

	Группа
	Vmax, нмоль/мг белка/0,5час
	Кm, ммоль
	Vmax/Km
	Окисление

этанола (3мМ)

	КС (n=5)
	2,3(0,43
	13,5(3,11
	0,20(0,055
	15(3,9

	ПГ (n=5)
	1,6(0,18
	4,7(0,92
	0,36(0,037
	38(21,6

	ДС (n=5)
	1,9(0,28
	4,1(1,31+
	0,57(0,125+
	53(9,7+


Следующий этап работы был посвящен анализу модификации этанолом индивидуального поведения крыс с различной локомоторной активностью. Видно, что однократное введение этанола оказывает разнонаправленное действие на группы крыс ВЛА и НЛА (табл. 5). Далее было изучено длительное свободное потребление этанола животными этих групп и их питьевое поведение на фоне клемастина. Обнаружено, что крысы ВЛА до введения препарата потребляют большее количество этанола, чем НЛА, а при введении клемастина потребление этанола у животных с высокой локомоторной активностью достоверно снижается (табл. 6). Авторы признательны сотрудникам Института биохимии НАНБ Гриневичу В.П. и Маковой Н.З. за помощь в данном эксперименте.
Таблица 3. Продукция ацетальдегида (нмоль/мг белка) при инкубации гомогенатов мозга с этанолом различной концентрации и активность каталазы ((моль О2/мг белка/мин) у крыс после получения алкогольной диеты (X(Sx)
	Группа

крыс
	Продукция ацетальдегида
	Активность каталазы

	
	Этанол – 10 мМ
	Этанол – 50 мМ
	

	
	Время инкубации с этанолом (мин)
	

	
	5
	60
	5
	60
	Мозжечок
	Мозг

	КД (n=6)
	0,1(0,02
	2,0(0,23
	0,9(0,29
	4,0(0,40
	2,3(0,09
	1,6(0,10

	ЖКД (n=6)
	0,2(0,09
	2,3(0,33
	1,1(0,14
	4,5(0,37
	2,3(0,09
	1,7(0,10

	АД (n=6)
	0,2(0,08
	3,0(0,25+
	1,5(0,18
	5,7(0,35+
	2,5(0,19
	1,8(0,10


+ – p<0,05 при сравнении с группой КД

Таблица 4. Сумма двигательных актов (учет) при тестировании в открытом поле (продолжительность 300 с) крыс с различной чувствительностью к этанолу (X(Sx)

	Этап опыта
	НС (n=6)
	КС (n=8)
	ПГ (n=7)
	ДС (n=7)

	До этанола
	21(2,9
	24(5,9
	26(6,6
	23(4,9

	После этанола
	20(4,4
	18(2,6
	9(2,3
	10(1,9*


* – p<0,05 при сравнении с группой КС 

Таблица 5. Относительное изменение (%) продолжительности категорий поведения в открытом поле у крыс с различной локомоторной активностью, после однократного введения этанола в дозе 3,5 г/кг массы

	Группа

крыс
	Категории поведения

	
	ЛА
	ВА
	СП
	СДА

	НЛА (n=7)
	76(48,0
	38(56,4
	-18(12,8
	9(31,5

	ВЛА (n=8)
	-49(10,9++
	-62(22,8+
	170(36,2++
	-51(10,4++

	Контроль (n=32)
	-11(11,6
	-45(15,3+
	10(8,9
	-43(8,6++


+ и ++ – изменение достоверно (р<0,05 и 0,01)

Таблица 6. Среднесуточное потребление этанола (г/кг массы) у крыс с высокой и низкой локомоторной активностью при введении клемастина (X(Sx)

	Группа

крыс
	Первые 10 дней (без препарата)
	Следующие 10 дней (клемастин)
	Изменение (%)

	ВЛА (n=6)
	5,0(0,35
	2,6(0,50
	-48(12,6+

	НЛА (n=6)
	3,5(0,24*
	3,6(1,42
	+3(1,6*


* – p<0,05 при сравнении с группой ВЛА, + – изменение достоверно (р<0,01)

Ранее нами была показана способность блокаторов гистаминовых рецепторов повышать продукцию ацетальдегида из этанола в ткани мозга крыс [2], поэтому при длительном введении эти препараты, по‑видимому, обладают некоторым аверсивным действием, которое связано с гиперпродукцией ацетальдегида из этанола в мозге и функциональным состоянием крыс. 
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Рис. 2. Кинетические кривые изменения содержания mHb (1), HbO2 (2) и гемихрома (3) при взаимодействии HbO2 с АНГ. Соотношение гем:АНГ = 1:2 
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