
ներ կալլիղինի և ածան ց յալ նեյրոտենսինի Համար։ Ստացված ածանց­
յալների ամ ին աթ թվային կազմի ուսումնասիրությունը .։}пЧИ տալիս, որ 
կալլիղինի մեկ ածանց յալի մեջ ՊԼՖ-ն կապված Ւ, - ամին աի։մրին, իսկ մյոէ- 
ւ/ի մեջ ինչպես այնպես Լլ \-ծայրայ ին ամինա խմբին։ հեւրոտենսինի
ածանցյւպի մեջ ՊԼՖ-ն միացած Լ է-ամինախմրին։ Բոլոր ստացված ածանց­
յալները Հարթ մկանների նկատմամբ կծկողական ակտիվություն են ցուցա­
բերում, որր Հատուկ Լ նաթիվ պեպտիղներին։ Ածանցյալների կազմի մեջ 
մտնող ՊԼՖ-ի ֆլուորես ցեն ցիան թույլ Լ տալիս որոշել — պիկոմոլիղ 
պես/տիդի րանակութ շունը. նշված կալլիղինի և ն ե յրո ս>են ч ին ի ած անցյալները 
մարղո։, արյան շիճուկի ազդեցության տակ րա յրս։ չվում են Համեմատաբար 
ավելի ղան ղազ, բան նաթիվ պեպտիղներր։

NEW FLUORESCENT DERIVATIVES OF KALLIDIN 
AND NEUROTENSIN

T. N. AKOPYAN, Л. M. ARZUMANYAN, II. G. AGHAJANYAN.
A. A. ARUTUNYAN, A. Kh. KIIANAZADYAN

Two fluorescent derivatives of kallidin and one—of neurotensin have 
been prepared by chemical modification of native peptides by pyrido’ 
xal-o'-phosphate (PLP). The determination of amino acid composition 
shows that in one of the derivatives of kallidin E— amino group and It 
the other 6 — as well as N—terminal amino groups have been subsib 
Cited by PLP. In the derivative of neurotensin b amino group ha- 
been substituted by PLP. All th* derivatives possess sp
genic activity like native peptides. The fluorescence of PLP residua o| 
derivatives permits to detect 0.5֊ 1 pmcl.ml of peptides. The mentioned 
analogues are degraded by human plasma slower than the native pep­
tides.
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АКТИВАЦИЯ ГЛЮКОКОРТИКОИДОМ Си -зависимой
ЭНДОНУКЛЕ АЗЫ В КЛЕТКАХ ЛИМФОПДНОН ТКАНИ

Р. А. ЗАКАРЯН

Уст.'июплено, что в клетках лнмфоадяой ткани—селезенке, тпмоиптзх крыс«. лйй« 
|.<нИ1гах перпфернческой лровп человека активируемый 1.1юкокортпконаом фермент, 
ответственный тп межиуклеосомвлывто деструкцию хроматина, олчклися к клпссу 
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;Са - Му --зависимых эндонуклеаз и что уровень полн-ЛДФ-рибозилнрования в 
рл-гис и полп-.АДФ-рибознлнрующйя активность хроматина п условиях актина։. । 
Егя»КОКОртпКОИДЙМ11 -пзимзтическон межнуклеосомалыюн фрагментации хроматина в 

aie.ihit hi степени снижены.

Ключевые слова: глюкокортикоиды, Са՜- Mg + --wiwiim:.՛։ ондо.чиклсияи, .нм:- 
жсмонах ткань, меккуклсосомальная фрагментация

Феномен одновременной дезинтеграции н стимуляции новообразо- 
г шя зрелых форм лейкоцитов, в том числе вызванных адренокорт

I ьадыюй стимуляцией и выбросом в кровь глюкокортикоидных гормо­

нов, широко представлен в лимфоидной гкани. Адренокортш ..лы-ля 
[стимуляция или введение глюкокортикоидов, в зависимости о: ст..тени 
|е?|(:.!уляц։։и и дозы введенного юрмопа, вызывают разрушен не гормон 
|.мувс;внтс.41»ных лейкоцитов вплоть до инволюции лимфоидной ткани, 
■ соировблдающееся уменьшением митозов, карнорекспсом, >пз»м;::п- 
I «ц еной деградацией хроматина и высвобождением из ядра фрагмептп- 
I рОванноко материала ДНК, захватываемого клетками ретнкуло-эндо 
[ Тел п.зльног системы (РЭС) костного мозга. Селезенки, печени и др. 

1X6]. В результате серим экспериментальпых работ установлено явле­
ние постоявnoii реутилизации фрагментированного генетического ма­
териала. ДНК—РНК протеидпых комплексов, в дифференцировке и по­
рообразовании зрелых форм клеток РЭС 113—15. 17, 18]. Однако ком- 

pipCTnwc молекулярные механизмы, лежащие в основе -лого процесс-՛.
I 1ьучс-ны недостаточно.

Ранее нами [1] а затем и другими авторами | 19, 20] было показа- 
I но, что летальное действие глюкокортикоидов на |увсгвнтельныс клет 

Мн лимфоидной ткани in vitro и in vivo опосрс щвано активацией эндо 
' нуклеазной активности, осуществляющей межнуклеосомальную фра։

. нтанию ДНК.
В данной работе исследован характер активируемой глюкокортико­

идами энзиматической активности, ответственной за межнуклеосомаль- 
■пую деструкцию хроматина и возможные пусковые механизмы се актн- 

гании.

/Чагернал и методика. Опыты проводились и» белых беспородных крысах линии 
Внстар массой 180—200 г. Животным вводили дексаметазон (Серва) в дозе 50 мкг 
ил 100 г массы, через 8 ч после инъекции гормона их забивали, выделили тимус и 
селезенку. Ядра из клеток выделяли по методу Ходарева и др [7] к среде, содержа- 
ш.՝՛ 0.25 М Сахарозы, 0,25 М, 5 мМ, 50 мМ гоис-НС! (pH 7.2). Лейкоциты перифери­
ческой крови человека выделяли ее центрифугированием в градиенте «Plucoil-Hypa- 

[9]. инкубировали в среде МЕМ (10%-ши) бычы- сыворотка) содержащей 
io- М дексамг։эзо«!-ацег.иа (Серна). Ядра ИЗ ТИМОЦИТОВ, селезенки, лейкоцитов ви»- 

: сиди в иикубацноннуи» смесь из расчета 100 130 мкг ДИК на пробу. Были нсиоль- 
Г зозаны следующие инкубационные смеси дли определения .ikviibhocth эндонуклеаз: ■։ 

, ыпернменте 1 буфер А. содержащий 50 мМ трис-НС!. pH 7,2: 0,25 М спх.чрозы, 
0.025 М KCl; II буфер Л-10 мМ MgC 2 мМ CaCl2: III -буфер А—10 мМ М«С1, 
IV—буфер Л-2 .мМ СаС!2. Пробы инкубировали при 37° В 1. Ill и IV случаях ядр

[перед аутолизом предварительно инкубировали при 4° 10 мни с 0.2 мМ ЭГТЛ; 0.2 мМ 
ЭДТА или 2 мМ ЭГТЛ, или 2 мМ ЭДТА соответственно.

После окончания инкубации пробы охлаждали до 0°, ядра осаждали лтн 800Хь* 
5мни; супернатант сливали (супернатант практически не содержал сколько-нибудь 

i ли ин гелыюго количества ДНК, 2 5^ от вносимого количества ДПК » пробу). lh 
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ядерного осадка н присутствии 0.7 мМ ЭДТА, pH 7.2, экстрагировали продукты ауто­
лиза хроматика, которые отделяли при 20.000Xg 15 мин; н суперна таите л и осадке 
количество ДНК определяли снектрофотометрически при к-260 ммк [19]. К инкуби­
рованным ядерным пробам добавляли 10% раствора додециле ульфа։ а натрия до ко­
нечной концентрации 1%, 10 мМ Х'а2 ЭДТА. pH 7,0, и равный объем 2 М NaCI; полу­
ченный лизат дважды депротеинизировали равным объемом смеси хлороформ-изоаш:- 
новый спирт. 24:1; депротеинизированную ДНК осаждали этанолом при 20’ и анали­
зировали (10 20 мкт ДНК) электрофоретпческн в 2%-ном ПАА Г—0,7 %-пой агарозе.

При определении синтеза полн-(АДФ-рибозы) н лимфоцитах I06 клеток суспенди­
ровали при 0° а 10 мМ грнс-НС!, pH 7.8; 0.25 М сахарозе, 1 мМ ЭДТА; 1 мМ MgCL, 
30 мМ 2-меркаптоэтзноле; оставляли н ледяной бане в течение 15 мин: далее лимфо­
циты переносили в 0,3 .мл 100 мМ трис-НС1 (pH 7.8). 40 мМ XAgC!2. I мМ [Ж] НАД 
(3.3 Cu/ммол New England Nuclear) инкубировали при 30’ Реакцию останавливай 
при 0° добавлением ГХУ до конечной концентряцин 10‘! , осадок промывали на филь­
ере «Миллипор» (0.45 ммк); радиоактивность измеряли ч счетчике S1.-30. Активность՝ 
поли-(АДФ-рибоза) полимеразы хроматина определяли в инкубационной среде, содер­
жавшей 50 мМ трис-НС| (pH 7.8). 40 .мМ MgCl2; 10 мк [Ж] НАД; I мМ дитнотрейто- 
ла, ядериую суспензию, соответствующую 0.3 мг ДНК; 10 м.И цА.ЧФ (pH 7.8): ин­
кубационную смесь инкубировали и течение 15 мни при 25*. Реакцию останавливали 
10%-ной ТХУ, осадок обрабатывали тля радпосчсти, как описано выше.

Результаты и обсуждение. Данные, полученные нами [I]. а затем 
и другими исследователями [19, 20], позволили сделать вывод о нали­
чии в клетках лимфоидном ткани активируемой in х. itro и in vivo глю­
кокортикоидами эндоиуклеазной активности, ответственной за межиук- 
леосомальную и, по всей вероятности, программированную деструкцию 
генома-ДНК хроматина. Остаются невыясненными характер обнару­
женной эндоиуклеазной активности н возможные пусковые механизмы 
ее активации и специфической фрагментации хроматина.

На рис. 1 представлена кинетика аутолитического расщепления хро­
матина ядер тимоцитов в зависимости от ионного состава инкубацион­
ной среды.

В экспериментах 1, 2 и 3 ядра, выделенные из клеток, перед ауто­
лизом выдерживал։։ при 4° в течение 10 мин с 0,2 мМ ЭГТА и 2 мМ 
ЭДТА; 0,2 мМ ЭГТЛ или 2 мМ ЭДТА соответственно.

Полученные данные показывают, что при pH 7,2 аутолитическое 
переваривание ДНК. изолированных ядер интенсивно протекает в при­
сутствии катионов Са + • и Mg ; замена одного другим или отсутствие 
одного из них угнетает процесс фрагментации ДНК хроматина ядер ти­
моцитов.

Полученные результаты совпадают с данными ряда работ о харак­
тере внутриядерных нуклеаз в клетках лимфоидной ткани [3, 4, 8]. 
Сравнение кинетики нуклеолитичсской фрагментации ДНК в ядрах ти­
моцитов контрольных животных и животных, получивших дексамета­
зон, свидетельствует о том, что последний значительно активирует Са ՛ 
Mg' ' -зависимую эндонуклеазу при концентрациях 2 и 10 мМ соответ­
ственно, г. с. при копнет ранни, обеспечивающей синергизм в тейстиии 
между катионами Са + и Mg+T [7]. В первые 5 мин инкубации эта 
активного возрастает более чем в 4 раза, и in vitro возможный «пол­
ный» аутолиз хроматина (40—50%) завершается через 10 мин инкуби­
рования. Дексаметазон практически не активирует другие типы э»:до-
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нуклеазных активностей. Аналогичная закономерность выявлена в экс- 
риментах с клетками селезенки. Как видно из рис. 2, через 6 ч после 
«действия 10՜5 М дексаметазона на лейкоциты в изолированных яд-

Рис. 1.1. Рис. 16.
Рас. I. Нуклео.игтпческое расщепление ДПК хроматина эндогенными нук­
леазами в изолированных ядрах тимоцитов ;։| I—Инкубация ядер в сре­
де А; 2—н среде А, содержащей 10 мМ М«С12; 3—» среде А, содержа­
щей 2 мМ <'.п(л2; 5—среде А. содержащей 10 мМ М|>С1.։ и 2 мМ СаС12; 
б| то же через 6 ч после воздействия 50 мкг дексаметазона (100 г массы 
крысы). I- Инкубация ядер в среде А; 2—в среде А. содержащей 10 ,мМ 
.ЧдСЦ; 3 в среде Л, содержащей 2 мМ СаС12; 4 и среде \. содержащей 
10 мМ М^СЕ, и 2 мМ СаС12 По оси абсцисс—-время !нкуби;:;н։, мин. по 
осн ординат—количество ДНК в экстрагируемых фрагментах, процент от 

всей ДНК в пробе.

Рие. 2а. Рис. 2б.
Рис. 2. Иуклеолнычсскос расщеплешь? ДНК хроматина п ядрах лейксшн- 
топ периферической кропи человека. .1.1 1. Ядра лейкоцитов, преннкубп 
рованных н течение б ч з с-тсуп-нше дексаметазона, инкубированы •> среде 
А с 0,2 мМ СпС12 и 10 м.М МоС12: 2. ядра лейкоцитоз, преш|кубярован- 
ных в течение 6 ч в присутегняи 10—5 \\ Декса метазона, пнкубпро-шппх в 
Среде Л с 0,2 м.М СаСЦ и 10 мМ .Ч«Ск о) I. лейкоциты, преннкубиро- 
зднныо п течение 1—6 ч в отсутствие дексаметазона; через ратные интер­
валы времен!’ нреннкубащш ядра выделялись ил лейкоцитов и инкубиро­
вались в среде А с 10 мМ МяСП и 2 м.М СаС!2 в течение 30 мни; 2 лей­
коциты, проинкубированные в тещчше 1—6 ч п присутствии 10 •= .М дел- 
саметазона, далее, как в предыдущем случае. По о. г «бгинс. 060.111. 1е- 

пня те Же, что и на рис. I.

рах значительно возрастает активность Са Л'чг -зиниелмой эндо­
нуклеазы: повышение активности фермента заметно уже через -I ч ин­
кубирования лейкоцитов в среде с дексаметазоном.
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На рис. 3 показано электрофоретическое распределение фрагмен­
тов ДНК хроматина ядер тимоцитов, селезенки, лейкоцитов, расщеп- 
л-иного в регулярно повторяющихся участках в области спенсеров С8 
Mg* -зависимой эндонуклеазой, .-жгнвированпой введением дексаме- 
газона. Фрагменты ДНК распределены в виде дискретных полос соот­
ветственно нуклеосоме и ее олигомерам.

Картина распределения фрагментов аналогична таковой при воз­
действии микрококковой нуклеазы н указывает практически на отсут- 
с гвне или, во всяко՝։ случае, нет֊՛՛: льную актииатно нндуНнру^лЮЙ 
дексаметазоном соотнстствуюше:՜: протеазной акгиииостн, что было по­
казано н ранее fl. 10. 19].

Са . Mg* ՛-заоиенмая .ндонуклеаза относится к классу фермсн- 
:иЗ. прочно л ; иных с хроматином. и избирательность се действия а 
отношении ".։жнуклеосом;։лм1о:о растепления ДНК в хроматине опре­
деляется, по всей в • . ги. локализацией в ограниченных районах 
хроматина —возможно, в межнуклеосомалькых участках.

Вместе < тем в литературе есть ряд сообщений относительно воз­
можных механизмов регуляция активное)и нуклеаз, в юм числе Сз . 
Мц’՜ зависимой эндонуклеазы, в частности, описано ннгнбиронзиис 
.жтнвности нуклеаз в результате их юли-АДФ-риш» лидирования нолю 
(ЛДФ-рнбо-а) пол։ еералий | !<>. 21—23]. ферментом, прочно связан­
ным межпуклеосомальнымн линкерными участками хроматина |11, 
12]. С полиции вышеизложенного исследована активность полн-АДФ- 
рибознлнропания в лейкоцитах периферической крон» человека в усло­
виях иктнваннн дексаметазоном межнуклеосомзльной фрагментации 
хроматина Са ՛ ’, Мй -зависимой эндонуклеазой.

Данные, представленные на рис. 4. показывают, что по заиление про­
цесса полн-АДФ-рибозилирования в клетке ассоциировано с активаци­
ей мсжнуклсосомальной деградации хроматина и по времени совпада­
ет с индукцией глюкокортикоидом активности Са ‘-зависимой 
эндонуклеазы. Наблюдаемое ингибирование по.ти-АДФ-риьознлкро- 
взния следует отнести в основном за счет подавления полн-АДФ-пОлп- 
мерззной реакции в хроматине, и оно может быть вызнано уменьшением 
в Хроматине протеинов, акцепторов поли-АДФ-рнбозы; понижением 
поли-(АДФ-рибоза) синтетазной активности; повышением активности 
ноли-АДФ-рнбозй гликогидролазы. Для внесения ясности в получен­
ный результат была изучена поли-(ЛДФ-рибоза) синтетазная актив­
ность хроматина гимошпов. лейкоцитов периферической крови человеки 
н норме и после воздействия дексаметазона в условиях подавления по­
ли-(АДФ-рнбоза) глпкогидролазной активности хроматина. Данные, 
представленные на рис. 5. свидетельствуют о том, что пол р зиянием глю­
кокортикоида пол и-(АДФ-рнбоза) синтетазная активность хроматини 
клеток лимфоидной ткани понижается. Это понижение возможно как 

.1 счет уменьшения самой синтетазы, локализованной мсжпуклсосом 
но, так и протеинов- -основных акцепторов поли-(АДФ-рибоаы): ги՛ 
стонав I! I. Н2В и ряда негнетоиовых, преимущественно кислых белков, 
.юкализошчшых в том же участке хроматина [12]. Как бы то ни было, 
поияжеияе уровня ноли-АДФ-рнбозилнрования хроматина в условия՝
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Рис. 3 Электрофоретическое распределение фрагментов ДНК хроматина 
(1—ядер тнмоцитои, 2-селезенки, 3 лейкоцитов), расщепленной Са/Мй֊ 
Завнснмон •ндопуклен.юй, активированной гекса ме։а.ии։ом (См методы).



активации дексаметазоном межну к леосо мной деструкции его свидетель­
ствует о значении данной модификации для нативной структуры хрома­
тина; нарушение степени полн-АДФ-рибозялирования хроматина яв-

Рис. 4а
Рис. 4. Синтез поли«( ХДФ-рлбозы) в
человека (см методы) а) I Лейкоирты. предварительно пикубирозпчныс 
п течение 6 ч в отсутствие дексаметазона; 2. лейкоциты, предварительно 
инкубированные в гонение 6 ՛։ з присутствии 10—*.М дексаметазона. По 
осн абсцисс радиоактивность я нмп/мнн 10 ~3; ординат֊ время инкуба­
ции клеток с [Ж] НАД. б) 1. Лейкоциты, иреинкубировалпы։՛ в течение 
1—6 ч в отсутствие дексаметазона, через обозначенные интервалы времени 
ядра выделялись из лейкоцитов н инкубировались в буфер А с !0 мМ 
МцС12 н 2 м.Ч С&С12; 2. лейкоциты, проинкубированные в течение 1—6 ч

с 10 ’ М дексаметазоном, далее, к.тх и предыдущем случае

ляется фактором, повышающим доступность «линкеров» Са , Мё 
зависимой эндонуклеазе, которая, что не исключается, в слою очеред 
может быть активируема на фоне пониженного уровня поли-ЛДФ-рибо- 
знлнровапия [16. 21 -23].

Рис. 5 Поли-(АДФ)«рибоза) полим-ерадиая ак- 
шииость изолированных ядер тимоцитов н лей֊ 
кошттов периферической крови человека в норм 
и после воздействия дексаметазона (см. методы) 
1 5дра тимоцитов после воздействия дексамета­
зона; 4 ядра riiv.ou.iTOb, норма; 2 ядра лей- 
кецптоп после аотдёйстпня дексаметазона; 3 -ял- 
ра лейкоцитов, норма. По оси абсцисс—включе­
на։ НАД з полимер АДФ-рпбозы: ио осп орд - 
наг—время инкубации выделенных ядер с [311]

НАД в мни.

Таким образом, физиологическая связь междх повышением фупк 
инн керы надпочечника и инволюцией лимфоидной ткани, сформулиро- 
паиная Селье [5] как единый механизм адаптации организма к раэли.- 
ним стрессорным воздействиям, реализуется через активацию глюко­
кортикоидами Са ‘ М& -зависимой эндонуклеазы, осуществляю!!՛, и 
программированную межнуклеосомальную деструкцию хроматина н.ч 
фоне пониженного уровня полн-АДФ-рнбозилированкя з клетке и ши­
той прлн-(АДФ-рнСоза) синтетазной активности хроматина.
Пнсгнтк т эчелернмеятяльнйП биологии

АН Армянской ССР Поступило 22.11 1984 г.
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ACTIVATION BY OLUCOCORTICO1DES OF Ca ֊/Mg -DEPENDENT 
ENDONUCLEASE OF LYMPHOID TISSUE CELLS

R. A. ZAKHA.RIAN

in lymphoid cells of spleen, thymocytes oi mice, leucocytes of 
human plasma the enzyme that is activated by glucocorticoides and 
responsible for internucleosomal deg-adation of chromatin belongs Io the 
Ca /Mg1 -dependent endonucleases.

The activation by glucocorticoides of intcmucleosomal՜ destruction 
of chromatin is accompanied by low level of poly-(ADP-ribose) polyme­
rization in cell and p ly (ADP-ribose) polymerase activity In chromatin.
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УДК 539.16.047

ОЦЕНКА ДОЗЫ ИЗЛУЧЕНИЯ С ПОМОЩЬЮ РЕГРЕССИОННОЙ 
МОДЕЛИ, ВКЛЮЧАЮЩЕЙ энзиматические показатели

В. Б. МАТЮШИЧЕВ

С помощью множественного регрессионного анализа изучена связь уровней 11-ти 
энзиматических показателей с дозой (40 100 грэй) внешнего бе։?.-облучения крыс. 
Отобрана группа из 6-ти тестов, совместный учет которых позволяет прогнозировать 
полученную животным дозу с ошибкой 13 17%

Ключевые слова ферменты, бета-излучение, регрессионный анализ.

Средн требований, предъявляемых к энзиматическим (и вообще 
биологическим) индикаторам лучевого поражения, ведущим является 
существование дозовой зависимости изменений соответствующих пока­
зателей [2]. До сих нор, однако, не выявлено теста, способного само­
стоятельно шкалировать сколько-нибудь значительные диапазоны до­
зовых нагрузок, и, вероятно, его вообще нет. Болес обнадеживающи­
ми представляются поиски таких свойств у некоторого комплекса па­
раметров, но подобные исследования пока единичны [3]. В этой связи 
задача настоящей работы сводилась к многомерному анализу постради­
ационных сдвигов активности ферментов, проявивших в предваритель­
ных экспериментах способность отражать своими’модуляциями выра­
женность нарушений, возникающих в разгар лучевой болезни, с целью 
выявления ферментных систем, информативных при внешнем бета-об­
лучении организма. В качестве субстратов активности наиболее рацио­
нальным представлялся выбор плазмы крови и кожи как ткани, непо­
средственно повреждаемой малопроникающим излучением.

.Материал и методика. Беспородных белых крыс-самцов массой 160—180 г с эпи­
лированной кожей спины помещали в герметичную камеру и подвергали внешнему бе 
та-облучению от S5K: в дозах 40. 60, 80 и 100 грэй. Через 1, 3. 5, 7 суток после воз­
действия по 10 животных из каждой подопытной группы вместе с 10-ю интактными осо­
бями декапитировали под эфирным наркозом. В плазме крови и водных экстрактах 
кожи, взятой с участков, лишенных перед опытом шерсти, стандартными методами из­
меряли активности щелочной фосфатазы, альфа-амилазы, лактатдегвдрогеназы, алз-
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