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Аннотация — Сравнивались различные методики получения препаратов 
гистамянчуксгвнтсльнпй аден։ латциклазы. Показан՝ , - го максимальную 
натнввьсть аденнлатииклазы обеспечим։, г ннкубаьи парцелльных кле
ток желудка и лизирующем буфере :• послед՛ кя :им м՛ юкпагчым про
пусканием через иглу.
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Abstract — Various way*֊ oi receiving of ga*:r,c panel*; . ։ . — and memb
rane fractions, enriched by adenilatcydase activity were compared. It 
was shown that Ihc maximum activity oi сплугае provided the using of 
lytic system ami crossing through medical needle.
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Изучение, аденилатциклззы (АЦ), регулируемой гистамином, только 
началось. В литературе имеются данные о некоторых свойствах All 
клеток слизистой желудка ряда видов млекопитающих и влиянии на 
активность этого фермента различных гормонов и простагландинов [1 — 
3, 5, 7]. Однако в целом данные об этом важном ферменте характери
зуются фрагментарностью и неполнотой. Между тем использование АЦ 
в качестве фермента-мишени для исследования влияния различных 
фармакологических веществ имеет большое практическое значение, по
скольку позволяет резко повысить эффективность научных поисков, в 
частности, в гастроэнтерологии. При этом очень важен выбор метода, 
позволяющего получать препараты с высокой аденилатциклазной ак
тивностью.

В данном исследовании приведены результаты сравнения аденилат- 
циклазной активности ферментных препаратов при различных способах 
их получения.

Материал и методика Работа выш.снялась б 1984—86 -.- Препараты, обогащен
ные париетальными клетками из слизнет.й оболочки желудхз . получали по мо 
дифяцнрованному методу Левина |б]. В опытах нсподьзова.'н беспородных крыс 
А50—200 г), наркотизированных перед операцией удаления желудка. Удаленный же
лудок освобождали от солер:՛тмог?. промывали охлажденным физиологическим рас- 
С1 вором, накладывали ли։г1П.: ..о л.р.-.-.-льному пнлорнче..-.ому сфинктерам, выво 
рачивзли слизистой оболочю.Г| наружу вьовь промывали солевым раствором, после че-
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io полость, образованную серозной оболочкой, заполняли раствором протеолитическо
го фермента—пролазы (4 лп /мл) и тщательно персвязыззл-i Изолированный х«.-лу- 
док инкубировали .» солевом растворе при 37° и течение '.’0 v..i ։ термостатнрованп •՛.( 
сосуде, помещенном на магнитную мешалку После окончания инкубации клетки от
деляли центрифугированием (1000 об/мин, К-23), суспе։։,т.-:роэали. подсчитывали на 
Счетчике Коултера. И.։ одного желудка крысы среднего ралмсрз получал։։ и средн": 
6X106 клеток. /К։'.։։։еС1։'ч-(՝биость клеток, определяемая по тркпаиовому синему, со
ставляла не менее ՛?.—98;<.. Париетальные клетки идентифицировали под спотовым 
микроскопом либо кепосред тсенно п препарз’.с (так как ои.< легко отличимы от дру
гих клеток), либо после < нс;՛»՝.- иического окрашивания нл сулцнндегпдрогиназу.

Полученные нзриета'яыгмё клетки разрушали различными методам!՛.: ресусиендн- 
ропаянем в лизирующем буфере ֊трнс-НС1— 20 мМ (pH 7,4), ЦТТ- I. ЭДТА I. MgCI,, - 
3 кМ-с последующим многократным пропусканием суспензии через медниаискую иг
лу; замораживанием в жидком азоте с последующим оттаиванием н повторением цикла; 
озвучиванием на УЗДН; ручным гомогенизированием а гомогенизаторе сгекло/тефлон. 
Активность ферментного препарата определяли по количеству образованного сАТР 
после инкубации и среде, содержащей АТР-регенернрующую систему и ингибитор фос- 
фодизстсрзз. сАТР определяли по методу Гнльмана | I] Поскольку а качестве кри
терия натнвностн препаратов AU обычно используют зависимость их активности от pai 
личных стимуляторов, з качестве стимулятора использовали гистамин.

Результаты а обсуждение. Результаты оценки степени кативности 
АЦ в клетках, разрушенных разными способами, приведены в таблице.
Натнвность гнетаминизненмой аденила ацидозы в париетальных клетках желудка, 
разрушенных различными способами

Стимуляция а кт иннос .՛ и идеи н ла’тцп кд з:։ ы
(в процентах о։ ба ы.п.нон)

Способ разрушения клеток ------------------------------------------------------------------------
гистамин фтористый натрий

Озвучивание (1 с. 3 Вт) 75 1 103
Замораживание 100 1 ооо
Гомогеицлзщг.1 135 1 .too
Инкубация ц лизирую։ ем буфе

.ш » 1 «VIре и пропускание через иглу ։ loo

Использование наиболее мягких условий разрушения клеток (ин
кубация в лизирующем буфере с пропусканием через иглу) обеспечи
вает максимальную нативность гкстзмннчувствнтсльаой АЦ, о чем сви
детельствует относительно высокая стимуляция фермента гистамином. 
Другие методы разрушения клеток приводят к резкому снижению гис
таминовой стимуляции. Уровень стимуляции фторидом практически и • 
зависит от способа разрушения клеток.

Центрифугирование полученных после .инкубации ։> лизирующем 
буфере клеточных гомогенатов при различных ускорениях (10, 20 и 30 
тыс. g) позволяет получать мембранные фракции, по-разному обогащен
ные гнстамиичувствнтельнон АЦ (рис. 1).

Установлено, что только в грубой мембранной фракции уровень ба
зальной и гистам.ипстимулированной активности достаточно высок. Во 
•фракциях, полученных при ускорениях 20000 и 30 000 g. активность фер
мента низка. Относительно высокий уровень фторидной стимуляции, 
характерный для фракции, полученной при 30 000 g, указывает на ча- 
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стичиос разобщение ».с ֊•-•понс-нтов аденилат ՛ '. -• он системы в этом 
препарате

На рис. 2 представлены данные, свидетельствующие об активности 
клеточного гомогената, полученного путем мягкого лизнсз париеталь
ных клеток и грубой мембранной фракции, осаждаемой при 10000 ц. 
Фактически во своим свойствам эти препараты вса ма близки. Уровень

активности (1) эденмдатинллазы. содержащейся = мембранных фракциях, 
полученных после центрифугирования клеточного гоышенага при 10 000 
(А), 20 000 (Ь> и 30000 g -(В* Содержание бел ха f 'фобах 60. 55 н 

50 мкг соотаетстзенно.
Рис. 2. Сравнение аденвлапиидазной активности •..сточного гомогената 
(Л) л грубо;։ мембранной фракции (Б) s игсутстаяе эффектора (1), в при
сутствии гистамина (2) г. фторида 3). Содержание (елка s пробе—SO (А) 

л 70 мкг (Б).

гистаминовой стимуляции в них .остаточке высок, то свидетельствует 
о сохранении способности фермента реагировал тонь шенне.м активно
сти на введение гормона. Однако более высокий эффект фторидных 
яниОнов при воздействии на грубые мембранные фракции указывает на 
определенное денатурирующее влияние процедуры очистки фермента.

Как известно, основным условием корректного определения актин 
пости фермента является знание характера зависимости его активно
сти от содержания белка. Зависимость активности АЦ от содержания 
белка в пробе представлена на рис. 3, данные которого свидетельствую г 
о существовании линейной зависимости «активность -белок» при коли
честве белка в пробе в пределах 50—180 мкг

Таким образом, но основании полученных результатов можно сде
лать следующие выводы.

Максимальную нативиостъ гн։ тамннчувстянтелыюй АЦ в препарате 
обеспечивает инкубация париетальных клеток желу <ка в лизирующем 
буфере с последующим многократным пропусканием через иглу, в го 
время как другие способ .՛ разрушения (замораживание—оттаивание в 
жидком азоте, ручное гомогенизирование, озвучивание) приводят к зна
чительной инактивации фермента.
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Уровень базальной и гястамннстимутированной активности ЛИ. 
наиболее высок з грубых мембранных фракциях клеток, иол уценим х 
при центрифугировании клеточных гомогенатов при ускорении 10 т.ыс. ".

Рис. 3 Зааиснмос.:. активности •дени тп- 
цикла.՝։»՛ содержания белка я пробе 
(1-базальная. 2 -гистз’лкнстнмулироианнан, 

3—фторидстнмулнроааинэя активность).

При более высоких скоростях центрифугирования (20 и 30 тыс. к), ак
тивность фермента резко падает из-за разобщения з препарате компо
нентов аденилатциклазкой системы

При содержании белка в пробе в пределах 50 !80 мкг существует 
линейная зависимость между активностью АЦ и содержание?.։ белка.
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