
КФЛ на 32%. постоянство которого имеет существенное значение для 
поддержания нормального течения ряда физиологических функций 
клетки. Во второй не было выявлено заметных сдвигов в уровне НФЛ 
и КФЛ и величине коэффициента НФЛ/КФЛ.

Таким образом, результаты проведенных исследований свидетель
ствуют о том. что длительное введение ЦБ приводит к выраженным 
изменениям соотношений между фосфолипидами, что чревато серьез
ными нарушениями в структурно-функциональных свойствах клеточных 
мембран и активности мембраносвязанных липидзавиенмых ферментов, 
в частности СДГ печени и сердца животных опытной группы.
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ДЕЙСТВИЕ верапамила на физико-химические 
СВОЙСТВА МИОФИБРИЛЛЯРНЫХ БЕЛКОВ МИОКАРДА

Л!. Л. КАЙФАДЖЯН

Институт кардиологии М3 Армянской ССР нм Л. А. Оганесяна. Ереван

Аннотация — Показано, что верапамил я присутствии конов С.ч действует 
«разобщающе» на процесс комплексообразования актомиозина и его фер
ментативную способность: активирует сулерпреиипитацик* и гормозкг АТФ- 
азную реакцию. Неоднозначный характер модуляции верапамилом этих 
параметров на фойе различных рСа указывает на го. что ингибирование 
протекает по аллостерическому тапу. Предполагается, что верапзмии свя
зывается на сгюцнфическдм. отличном от Сз2+*связыза։ощего. участке 
белка.
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ւԱոտացիա — Վերապամիլը Ca2^ ներկա էությամբ ակտիվացնում Լ ակտոմիո- 
դինի փոքսաղղեւրրւթյունր ԱՏՖ-ի հետ (սոլպերպրեըիպիտարյիա  յի երևույթը) և 
սւրդերււկււլմ Լ նրա ֆերմ ենաային ակտիվությունը ( ԱՏՖ-ադային ակտիվությունը)/ 
Վերապամիլի ներղորեօլթ յան աստիճանը կախված < Сй2 • բանակից միջավայ
րում ե Ունի այլոստերիկ բնույթ։ Ենթադրվում Է, Որ վերապամիյը կապվում Լ 
ակտոմիողինի կազմում դանվող С32Э ֊կապող սպիտակուցների Հես-, բայց նրանց 
մոլեկույի այն տեղամասում, որտեղ շի կապվում Շճ^֊րւ ՚

Abstract—I։ is shown that verapamil in rhe presence of Ca ions influ
ences „disconneclively* rhe process of actomyosin complex formation and 
us enzymatic capacity: it activates supcrpreclpitaiion and inhibits ATPase 
reaction. Disparate character of modulation of these parameters by vera
pamil on the background of different pCa shows that inhibiting proceeds 
by allosteric type. Il is supposed that verapamil is bound on the speci
fic, different from Ca1՛—binding, protein site.

Ключевые слива: Ca---антигоннегы (верапамил), актрмиогин. cyrtc рг.реципигицчл, 
АТФам, Са^+-св.ч.)ывающие белки. 1

Несмотря на широкое использование Са2^антагонистов в кардиологи
ческой практике, молекулярный механизм их действия на миокард оста
ется недостаточно изученным [8, 12]. Известно, что специфическим 
эффектом этих соединений является угнетение медленного входа ионов 
Са5, в кар дном попиты через, деполяризованную мембрану и уменьше
ние медленной фазы потенциала действия[6]. Благодаря липофиль
ности, эти соединения, кроме мембраностабллизнрующсго действ ч 
[31 могут взаимодействовать также с внутриклеточными структурами, 
ответственным и за регуляцию концентрации ионов Са, а также с Са-'- 
связанпыми белками миофйбрнлл [5]. Однако сведения о взаимодей
ствии Са-'-антагонистов с сократительными белками весьма .малочис
ленны. На изолированных волокнах миокарда крыс было показано от
сутствие влияния верапамила на величину развиваемого напряжения 
в присутствии излишка ионов Са в среде [7]. С другой стороны, ре
зультаты. полуденные в нашей лаборатории, свидетельствуют о том, что 
Са:՜ -антагонисты, а также թ-блокаторы способны взаимодействовать 
с Са--связывающями компонентами комплекса миофибриллярных 
белков [II], причем показано отсутствие эффекта верапамила на АТФ- 

. актомиозина при удалении Са2+-связываюших компонентов из его 
сатана [I].

Таким образом, дальнейшее изучение возможности прямого влия
ния верапамила на сократительный аппарат может расширить наши 
представления, не только о внутриклеточных путях его действия, но 
также о специфичности его проявления на бел ново-липидные структу
ры, участвующие в транспорте ионов Са через клеточную мембрану.

В настоящей работе представлены результаты исследования меха
низмов действия верапамила на структурно-функциональные парамет
ры актомиозина, содержащего Са2+-связьгва1ощне регуляторные белки.

Материал и методика. Нативный актомиозин (НАМ) получали из левого желу- 
миокарда белых крыс-самцов (200—230 г) но модифицированному методу [13]. 

Чистоту белковых препаратов проверяли элехтрофорстичсскп в 10% П.АГ -ДСН [15] 
•Концентрацию белка определяли по Лоури и спектрофотометрическн
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Синхронную регистрацию параметров реакции суперпреципитации (СПП| и Ч«г2+- 
АТФазы производили на собранной н лаборатории установке [4]. Использовали со
став инкубационной смеси: 1 мг/мл НАМ; 0,01 мМ МдС12; 0,1 м,М АТФ; 0,15 М КС1; 
0.02М Трис-НС1, 4 мМ 2-меркаятоэтаиол; 0,01 мМ ЕГТА; pH 7,35; I 25еС. Пря ис- 
пользования растворов Са2+ п концентрации ниже 10-е М применяли 1 мМ Са2+/ЕГТА 
буфер. Степень кооперативности АТФазной реакции рассчитывали по уравнению Хил
ла [10].

Рездльтаты и обсуждение. В отсутствие ионов Са верапамил вы
зывает растормаживающий эффект как на скорость реакции СНП, 
так и на М§2+-АТФазу НАМ, т. е. действует подобно Са2+. Сходство 
это выражается также н положительной кооперативности изменения 
АТФазной реакции в зависимости от концентрации верапамила, что ха
рактеризуется ярко выраженной сигмоидной кривой (рис. 1а). Степень

* 6
Рис. I. Зависимость М"2+-ЛТФззы (а) и \'СП1| (б) НАМ миокарда белы.՝, 
крыс от различных концов граций верапамила. Степень ко.эператннности 
АТФазной реакции («). По оси ординат мкг Фк мг֊1 с1 (а) ДОП/с (б|;

V
——----------- -- (в): ио вся абсцисс —м । верапамил.

1»> Утах — V

кооперативности реакции АТФазы ПАМ в области рСа “4-4, соответ
ствующая 11=1,5 [I], в присутствии верапамила соответствует 11=1,2. 
Это свидетельствует о наличии по крайней мере одного специфического 
участка связывания верапамила на макромолекуле ПАМ.

Способность комплексообразования миозина с актином возраста
ет при увеличении концентрации верапамила от 0,001 до 0,1 мкМ в 
среде примерно в 1 раза (рис. I б). Такое значительное возрастание 
степени комплексообразования позволяет предположить, что верапамил, 
взаимодействуя с тропонип-тропомиозиновым комплексом, устраняет их 
тормозящий эффекг.

Низкие концентрации ионов Са (рСа7 и рСаб) нс изменяют степе
ни положительной кооперативное! : протекания реакции гидролиза
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АТФ актомиозином в присутствии различных концентраций верапами
ла (рис. 2а). Сигмоидная форма кривых АТФазы ПАЛА сохраняется при 
рСа 7 и рСа 6. Причем при изменении концентрации Са*т на порядок ак- 
твваиия А I Фазы возрастает в равной степени в пределах концентрации 
верапамила 10 10՜՜ ЛА. Однако при использовании насыщающих
концентраций Са2՜ (рСа5 в рСа 4) эффект верапамила резко изменя
ется (рис. 2 6), т. е. наблюдается торможение АТФазы НАЛА.

оох

о,о?и-

00/6

pCaf>

о.о?г

Ofi/b \

00/4

Рис. 2 Зависимость .\Ag2---АТФазы НАМ миокарда крыс •՛■; различиях кон
центраций верапамила на фоне рСа 74-(» (а) и рСа Я-|-4 б). По оси ор- 

дйва1 мкг Ф„ м.-1 с \ по оси абсцисс 1% М~1 верапамил.

Как известно, на регуляторном белковом комплексе сократитель
ного аппарата, в частности, на тропонине С имеются два типа незави
симых друг от друга специфических участков связывания Са2*; харак
теризующиеся константой связывания 2-Ю7 ЛА участки первого клас
са и участки второго класса с константой связывания 2-КР ЛА՜1 [II]. 
Возможно, верапамил, взаимодействуя с низкоафиянымп участками, 
связывания Са- , способен в присутствии этого иона оказывать тормо
зящее действие. С другой сто) . . кцифичсски ь с ipoiio-
нином, он может вызывать конформационные изменения, приводящие 
к стерической блокаде модуляторных белков и торможению процесса 

ращения. Однако на основании полученных результатов Дрпуст 1МО 
предположение, что верзпзмил не конкурирует с Са՛՛ о՝. ՛ дин и тот же 
участок, з связывается со специфическим участком макромолекулы.

Из рис. За видно, что эффект верапамила на комплексообразова
ние актин-миозина сильно зависит от концентрации Са в среде. При 
низких концентрациях верапамила. Ю -~Ю 8 ЛА. наблюдается сниже
ние скорости реакции СПП, тогда как более высокие кондентрацнн его 
вызывают повышение скорости актин-миозинового .взаимодействия Та
кая концентрационная зависимость отмечается в присутствии рСа 7-4-6, 
т. е. когда не насыщены инзкоафиниые участки связывания Са. На
сыщающие концентрации Са24 вызывают противоположный эффект, ха
рактеризующийся торможением скорости реакции СПП при уае. тче- 
ним в среде концентрации верапамила в пределах 10 9-НО М 
(рнс. 36).
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На основании полученных результатов можно заключить, что ве
рапамил в присутствии ионов Са действует на процесс комплексообра
зования актомиозина и его ферментативную активность противополож
ным образом: активирует суперпреципитацию и тормозят АТФазвую 
реакцию. Таким образом, в случае проникновения в кардиомиоцпгы ве
рапамил, связываясь с Са-регуляторными белками комплекса тропонин-

Рис 3 За «пси V осп. \ . ц|: НАМ миоклрдл крыс • >; различных концентра 
пнй нерапамнла на фоле рСа 7—6 (а) и рСа 5-|-4 (б) Но осн ординат—

△ОП/с: по оси абсцисс—1ц М-1 верапамил.

тропомиозина, может взаимодействовать с низкоафинными участками 
связывания Са--. выступая в роли аллостерического ингибитора акто
миозиновой АТФазы. Снижение АТФазной реакции миофибрилл в 
данном случае может служить дополнительным фактором сохранения 
внутриклеточного уровня АТФ, что в свою очередь имеет значение и 
поддержании уровня внутриклеточного Са [9] и регуляции обмена ве
ществ. По всей вероятности, именно таким путем верапамил предот
вращает изменения н генетическом аппарате кардиомиоцитов, устраняя 
замену изоформ миофибриллярвых белков в условиях ишемии и ком
пенсаторной гипертрофии миокарда [2].

Полученные разультаты свидетельствуют о возможном существо
вании внутриклеточного пути действия верапамила—через модуля-] 
цию функции сократительного аппарата миокарда.

С другой стороны, полученные факты позволяют выявить эффект 
аллостерического регулирования верапамилом функции Са-+-связыва- 
юи.нх белков я потенциалзависимых ионных каналах, участвующих в 
трансмембранном переносе этого важнейшего для кардиомиоцитов 
двухвалентного иоиз
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ГОРМОНАЛЬНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗНОИ 
АКТИВНОСТИ В ТКАНЯХ КРЫС

Л. Б. БУРНАЗЯН, .4. В. АРУТЮНЯН, Н. О МОВСЕСЯН.
М Г. УРГАНДЖЯН

Институт биохимии АН Армянской ССР, лаборатория азогисгого обмена, Ереван

/Хннотацня — Тиреоидные гормоны н кортикостероиды прннн.мл.от участие 
в регуляции активности малэтлегндрогеназы. Активность митохондриаль
ного фермента в печени н почках па 12-м ч после введения кортикостерои
дов возрастает в 2 3 раза и постепенно снижается к 48-му часу Анало
гичные изменения наблюдаются в активности митохондриальной мала где- 
гидрогеназы в мозге. Тиреоидные гормоны ингибируюi активность ма- 
латдегндрйгеназы как и митохондриальной, так и растворимой Фракии- 
мозга, а в печени в почках, наблюдается как повышение активности фер
мента. так и отсутствие эффекта ТГ и КС влияют ил содержание множе
ственных форм МД Г в .мозге и почках

I Lu Ո in Ш րյ ի սւ — Ո՚իրերւիղ '.որմոններր և կորտիկոստերոիղներր մաօնէսկցռմ են մա- 
1ատղեհիղրող1ւՆսպաների ակտիվռթ յան կտրղավորմ անրւ Ь ո ր տ ի կոս սւ ճ ր ո իղն եր ի 
ներարկումից 12 մամ Հետո աոնետի /յարղում և երիկամներում միտորոնղրիա. 
ՍԴՀ ակտիվութ յռնր բարձրացեք Լ 2—3 անգամ. իոկ մինչև ՀՏ-րղ մամը նկատ
վեք Է ակտիվության ասաիճանական ևվս/պեյյում. Նման փոփոքսութ յուննեը տեղի 
են ունեցեք նաև Լ֊ՄԴհ. ակտիվության Հետ ուղեղում. Աոնետի ուղեղի /ուծեյի և 
միտոցոնղրիայ ֆրակցիաներում ՄԴՀ ակ.ոիվո.թ յռնր արզԼյսւկվեյ է թիրևոիղ 
Հորմոնների ներկայությամբ. իսկ երիկամներում և (յարղւսմ կամ փոփոիւության 
•ի ենթարկվեչ, կամ !,( տեղի Լ ուեեցհյ ֆերմենտի ակտիվութ յան րարձրացոէմ ։ 
>“իրեոիղ հորմոնները և կո րտիկոստերորղսե ր ր աղղում են աոնետի ուղեղի !ւ երի
կամների I) ԴՀ ս՛արք՛եր մոքեկուքյւոր ձևերի պարունակռթյան վրա.

Abstract Thyroid hormones and ci-rtlcosterbids take part in the regula- 
lion of malate dehydrogenase activity. \c’ml։i:strathJi of CS enhances Ղ՛ 
2-3 fold niMDH activity in liver and k-. ՛ ..y in 12 hours, the enzyme ac-
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