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У крыс с наследственной дегенерацией сетчатки увеличение индунируемости ПОЛ 
о присутствии железа и аскорбата ;.о сравнению со здоровыми животными имеет -ме.то 
в трех тканях: мозгу, сетчатке и пигментном эпителии глаза и :<с отмечено в ксч:а:< и 
легких. Увеличение индуцируемости ПОЛ в тканях больных животных проявляется 
только в первый месяц постнэтальной жизни. Не отмечено разницы в активности а:<- 
тиокислительных ферментов: супероксиддисмутазы (з сетчатке), глутагионпсроксидазы 
и глутатион редуктазы (з сетчатке и в мозгу), ксамткноксидазы (о мозгу) больных п 
здоровых крыс в ранние периоды постнатальной жизни. Установлено .что выяоленяо.* 
ранее уменьшение содсржа:։кя продуктов, реагирующих с тиобарбнтуровой кислотой з 
мозгу и сетчатке больных крыс зависело от способа обработки тканей перед анализом 
(щелочной гидролиз, кислотный гидролиз, реакция с тиобарбнтуровой кислотой д.» 
гидролиза). В ткани мозга различия между здоровыми и больными животными обна­
руживали только а том случае, если препараты не подвергали гидролизу: и случае 
сетчатки разницу выявляли :< после применения кислотного гидролиза ткани.

Рансе нами были выявлены своеобразные изменения ПОЛ в мозгу и 
сетчатке крыс при наследственной дегенерации этой ткани. Было показа­
но, что на ранних стадиях болезни в изученных тканях больных живот­
ных в отличие от здоровых имела место диспропорция з содержании на­
чальных, промежуточных и конечных продуктов эндогенного ПОЛ [1], 
которая выражалась в том. что у больных крыс при увеличении содержа­
ния диеновых конъюгатов и шиффовых оснований (сетчатка) или при их 
неизменном содержании (мозг) количество промежуточных продуктов 
ПОЛ, выявляемых при помощи теста с 2-тиобарбнтуровой кислотой 
(ТБК), так называемых ТБК-актипиых продуктов (ТБКЛП), оказалось 
уменьшенным. Обычно считают, что эти продукты соответствуют малоно­
вому диальдегиду (МДА).

Чтобы выяснить, с чем связано уменьшение содержания ТБКЛП в 
сетчатке и мозгу больных животных, в настоящей работе нами были изу­
чены активности некоторых аятиокислительных ферментов, регулирую- 
щих процессы образования и утилизации МДА, в частности, в ткани
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мозга и сетчатки—активность двух форм глутатионпероксидазы (ГП, 
КФ 1.11.1.9. Бе-зависи-мой и общей) которая восстанавливает гидропере­
киси полиненасыщениых жирных кислот, входящих в состав мембранных 
липидов. препятствуя образованию из них МДА: и в ткани мозга актив­
ность ксантиноксидазы (КСО) КФ 1.2.3.2—фермента, окисляющего раз­
личные альдегиды, в том числе и МДА. Для более полной характери­
стики системы эндогенного ПОЛ у крыс с наследственной дегенерацией 
сетчатки нами были исследованы активности и других ферментов антио- 
кислительной защиты: в сетчатке—активность супероксиддисмутазы 
(СОД). КФ 1.15.1.1; з сетчатке и мозгу—активность глутатнонредук- 
таэы (ГР). КФ 1.6.4.1.

Следует, однако, отметить, что небольшое содержание ТБКАП в ис­
следованных тканях больных животных было ранее выявлено методом 
Стальной, Гаришвили [2]. с помощью которого оценивают, по-видимому, 
лишь свободную форму ТБКАП. так как реакцию с ТБК проводят в су­
пернатанте после осаждения белков. Необходимо указать, что существует 
много .методов определения МДА (ТБКАП), отличающихся способами 
обработки тканей [3. 4]. Кроме того, относительно недавно установлено 
наличие в тканях. в частности печени, значительных количеств связанной 
Формы МДА. которая обнаруживается лишь после щелочного гидро,„за 
препаратов [э]. Учитывая эти данные, мы сравнивали различные мето,., 
определения ТБКАП, а именно: метод, которым мы пользовались ранее 
[2]: широко применяемый метод [6], включающий в себя кислый гидро­
лиз препаратов и метод, в котором используют щелочной гидролиз Г5]

В .предыдущей работе [I] было отмечено также, что на ранних эта­
пах заболевания индукция ПОЛ системой железо+аскорбат з сетчатке и

значительно выше, чем у здооовых. Продолжая мозгу больных ЖИВО» «°1 А ..
в настоящей работе выясняли вопрос, в какой эту линию исследовании» »} «...игьичеи для тканей мозга и сетчатки или он обна-меос этот феномен специин 1 ... _..ЯНЯх а также в -какие сроки болезни измененияоуживается и в Других т

ПГ) Л наиболее очевидны.индуцированного НМЛ на,։ии'

Материалы и методы

В работе использовали крыс-самцов линии Campbell ной дегенерацией сетчатки и здоровых крыс линии Wistar Наслсдствсн" 
2 до 40 дней. Основная часть работы выполнена на гол .В В03^асте от 
больших полушарий мозга, часть опытов—на сером и ?СНаТах тканс» 
мозга, сетчатке, пигментном эпителии глаза, печени • °tA°M веШестве 
легкие «предварительно перфузировали 0,9%.ним ''' лсгких. Печень и

МДА (ТБКАП) опр«..л. ■
продукта его взаимодействия с ТБК при длине волны 53? ° ',’ГлощеН|1ю 
форму ТБК.АП выявляли методом [2], прн ' нм՛ Свободную 
ченный после осаждения белков исследуемой ткан <°'' С’'пернатант՛ ПОЛУ- 
ТБК. При использовании метода Buege, Ausl < ■ К"пятят е раствором 
гомогенат ткани кипятили в кислой среде, содержаше'Ь ТКК,Л₽г°п"3^ 
гидролиз гомогената проводили при pH 13, температуре 60° в течение 
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30 мин по методу Lee. Csallany [5]. после чего гидролизат обрабатыва­
ли методом Стальной. Гаришвили [2]. При определении ТБКАП в бел­
ковой и липидной фракциях липиды извлекали методом Folcll [7]. бел­
ковые и липидные экстракты упаривали, после чего в этих фракциях ранее 
указанными методами [2] и [5] определяли ТБКАП. При определении 
ТБКАП в среду гомогенизации и в экстрагирующие смеси добавляли 
ионол из расчета 1 мг на 100 мл для предотвращения накопления МДА 
за время проведения анализа. Содержание МДА (ТБКАП) выражали 
в нмоль/мг белка в случае гомогенатов и белковой фракции и в нмоль/мг 
липидного фосфора в случае липидной фракции՛ Белок определяли моди­
фицированным методом Lowry [8]. липидный фосфор—методом Вась- 
ковского [9].

Скорость индуцированного ПОЛ оценивали по накоплению МДА. 
который выявляли методом Buege. Aust [6]. В опытах по индукции ПОЛ 
для каждой ткани предварительно подбирали такие условия, чтобы про­
цесс накопления МДА носил прямолинейный характер в зависимости от 
времени инкубации. Индукцию ПОЛ системой жслезоЧ-аскорбат осуще­
ствляли так же, как и ранее [1]. ‘'■'ADPH.3aBKC։։MyI0 индукцию ПОЛ 
проводили при 37° с использованием 0.5 мМ NADPH; индукцию оста­
навливали добавлением ионола в указанной выше концентрации. В опы­
тах по изучению влияния ЭДТА и ЭДТА֊~Са2՜ на процесс индуииро- 
яаного ПОЛ, индукцию ПОЛ՛ системой железо-)~аскорбат проводили в 
гомогенатах мозга, содержащих различные концентрации ЭДТА и 
ЭДТА+CaCls (соотношение между концентрациями ЭДТА и CaClo— 
0.1 и 0.15 мМ соответственно).

Активности ГП и ГР определяли по методу Hosoda, Nakamura [10]. 
В случае ГП инкубационная смесь содержала 0.05 М фосфатный буфер 
pH 7.4. 10 3М ЭДТА, 5'10 М NADPH, 5-10“‘|М восстановленного 
глутатиона. 0.5 ед. глутатионредуктазы из дрожжей («Sigma». США), 
2-10~’М гидроперекиси кумола (для выявления полной глутатион перок­
сидазной активности) или 2-Ю М перекиси водорода (для выявления 
Se-зависимой формы фермента) и ^исследуемую пробу. В случае ГР инку­
бационная смесь содержала 0.05 М фосфатный буфер pH 7.4, 10 М 
ЭДТА. 5-10 5М NADPH. 5*10 М окисленного глутатиона и исследуе­
мую пробу. В обоих случаях реакцию регистрировали спектрофэтометри- 
чески по убыли NADPH при длине волны 340 нм. Активность ферментов 
выражали в нмоль окисленного или восстановленного глутатиона для 
ГП и ГР соответственно за 1 мин и нормировали на мг белка исследуемой 
прсбы-

Активность КСО определяли по ■методу Kela [11] при температуре 
30°. Инкубационная смесь содержала 0.05 М фосфатный буфер. pH 7.4. 
30 мкМ гипоксантина и исследуемую пробу. Реакцию регистрировали 
спектрофотометрически по накоплению мочезой кислоты при длине волны 
292 им. Активность КСО выражали в нмоль образовавшейся мочезой кис­
лоты за 1 мин и нормировали на мг белка исследуемой пробы.

Активность Си. Zn-СОД определяли полярографическим методом с 

576



использованием ртутного капельного электрода [12]. Концентрацию СОД 
сетчатки рассчитывали в мг фермента на г белка исследуемой пробы, при­
нимая молекулярный вес СОД сетчатки равным величине Мг фермента 
эритроцитов—32000 [13].

Результаты и обсуждение

В табл. 1 суммированы результаты опытов по содержанию ТБКАП, 
определенных разными способами в различных тканях здоровых и боль­
ных крыс. Из приведенных данных очевидно, что при определении 
ТБКАП методом, которым мы пользовались ранее [2]. выявлены зна­
чительные различия в тканях сетчатки и мозга больных крыс по сравне­
нию со здоровыми. Поскольку этот феномен не мог быть объяснен изме­
нением активности ферментов антиокислителыюй защиты, влияющих на 
образование и утилизацию МДА. а именно. ГП в сетчатке и мозгу и

Таб.шрн 1
'Содержание ТБКАП в гомо, скатах различных тканей крыс 

линии IF/s/or и Campbell

Ткань
Возраст 

животных 
(дни)

Метод 
определения 

ТБКАП

Содержание ТБКАП кхоль/хг 
белка

Wistar Cambell

’Сетчатка 20 121 0,167+0.015* 
(п=5)

0.089+0.011 
(п=6)

40 |2| 0.43+0.08* 0.26+0.05
(п5) (п=5)

[61 0,33+0.02' 0.20+0,01
(п=6) (п=6)

Мозг 2-5 [21 0,129+0,019' 
(п=8)

0,045+0.05 
(п=8)

(61 0,31+0,03 
(п-6)

0,26+0.02 
(п=6)

(51 0,13+0.02 0.13+0.03
(п=6) (п=6)

*>0 [21 0.184-0,013' 0.059+0,005
(п=Ь) (п=6)

[61 0,39+0.05 
(п-18)

0.38+0,05 
(п 21)

•10 [2| 0,206+0.028' 0,077+0.011
(п=6) (п-6)

[61 0.27+0,01 0,24+0.02
(п=12) (п=12)

Печень 20 [21 0.032+0,003 
(п=16)

0.035+0.003 
(п 14)

(61 0.28+0.03 0,24+0,01
(п=12) (п-12)

Легкие 20 [61 0.35+0,03 0,35+0.04
(п=»7) (п=8)

примечание. Здесь II В табл. 3 'различия между крысами лини» Wistar и Camp, 
belt достоверны при р<0,05. п-число животных в опыте.
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КСО з мозгу (при этом нс менялась также активность СОД и ГР. 
табл. 2). необходим был дополнительный анализ полученных результа­
тов .При этом было выяснено, что уменьшение содержания ТБКАП в 
тканях больных животных по сравнению со здоровыми* существенно зави­
село от метода, использованного для определения этих «продуктов (табл. 1). 
В этом отношении ткани можно было условно разбить на три группы: 
а) в ткани сетчатки эта разница выявлялась при использовании методов 
Стальной, Гаришвили [2] и Bucge, Aust [6] и составляла 40—50% у 
больных крыс по сравнению со здоровыми: 6) в ткани мозга различия

Таблица 2
Активность антиокислитсльных ферментов в сетчатке и мозгу 

крыс линии Wistar и Campbell

Фермент Ткань
Возраст 

животных 
(дни)

Активность

IFisfar

фермента

Cambell

Единицы измере­
ния. активности

сод
КСО

ГР

ГП по отноше­
нию к гидро­
перекиси ку­
мола

по отношению 
к перекиси 
водорода

сетчатка 

мозг

сетчатка

сетчатка 

мозг

сетчатка 

мозг

25-30

20

40

20

20

20

20

20

20

0.44+0,02 
(о J2)

0.14+0.01 
(о=16)

0,08+0.006
(п=15)

20,9+0,9 
(п=6)

16.6+0,5 
(п=6)

35-9+0,4 
(п=6)

17.4+0,1 
(п=6)

22.5+0,2 
(п=6)

9.3+0.2 
(п=6)

0,45+0,02 
(■>=14)

0,12+0,01 
(о=15)

О.О93±О,ОО4 
(.>=14)

23.6+0,9 
(п=6)

18,3+0,7 
(11=6)

36.2x0.6 
(о=6)

17.3+0,6 
(п=5)

19.9+0.6 
(п=6)

10.1+0.4 
(о=6)

мг фермемта/г 
белка

нмоль мочевой 
кислоты'мг 
белка*мин

нмоль восстанов­
ленного глу- 
татиона/мг 
белка■мин

нмоль окисленно­
го глутатиона/ 
мг белка*мин

При.чсчанис. п—чцело животных в опыте.

могли быть выявлены лишь при использовании метода [2], при помощи 
которого оценивают, ПО-ВИ димому, свободную форму ТБКАП (при кис­
лотном гидролизе наблюдалась только тенденция к снижению уровня 
ТБКАП в мозгу больных крыс по сравнению со здоровыми); в) в ткани 
печени ни один из примененных способов определения ТБКАП. не позво- 
лил выявить уменьшения этих продуктов у больных крыс.

Полученные в этой серии экспериментов факты (позволили заклю- 
чить, что уменьшение содержания ТБКАП в тканях сетчатки и мозга 
больных животных проявляется в том случае, если препараты не под- 
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пергалпсь ни кислотному. ни щелочному гидролизу. Однако после кис­
лотного гидролиза разница з количестве ТБКАП у больных и здоровых 
крыс уменьшалась з случае сетчатки и исчезала в случае мозга. Это. ве­
роятно, свидетельствует о тем. что ткани мозга больных и здоровых жи­
вотных отличаются по содержанию свободной формы МДА (ТБКАП). 
□ ткани сетчатки—по содержанию и свободной, и связанной форм этого 
продукта ПОЛ. Для выяснения вопроса с какими компонентами ткани 
могли бы быть связаны ТБКАП. было проведено их определение раздель­
но в белковой и липидной фракциях ткани мозга после щелочного гидролиза 
этих фракций, в результате которого освобождается вся связанная форма 
ТБКАП [5]. Изменений з содержании ТБКАП в липидной фракции не 

•отмечали (рис '1, в). В то же время в белковой фракции мозга после ще-

лонного гидролиза содержание ТБКАП у больных и здоровых крыс уве­
личивалось неодинаково, у больных животных степень увеличения этих 
продуктов была достоверно больше, чем у здоровых (рис. 1, б). Эти дан­
ные дают основание считать, что снижение содержания так называемой 
свободной формы ТБКАП в мозгу больных крыс обусловлено тем. что оп­
ределенная доля этих продуктов находится в связанном с белками состоя­
нии. Вопросы о характере этой связи, природе связывающих белков пока 
не ясны.

Кроме изменений в содержании ТБКАП, ранее нами было показа­
но [1], что индукция ПОЛ системой железо+аскорбат в сетчатке и моз­
гу больных крыс на ранних этапах заболевания существенно выше, чем 
у здоровых. Продолжая эту линию исследований, з настоящей работе 
было установлено, что этот феномен имеет также выраженный ткаиеспеця- 
фичный характер и проявляется, помимо сетчатки и мозга ,в пигментном 
эпителии больных крыс. В печени и легких этого феномена не отмечено 
(табл. 1). Индукция ПОЛ в мозгу больных животных была выше и в 



тел случае, если в качестве индуктора применяли NADPH. При индукции՛ 
ПОЛ системой железо—аскорбат раздельно в серсм и белом веществе 
мозга было установлено, что увеличение индукции характерно именно для- 
серого вещества, в то время как накопление МДА в белом веществе в хо­
де индукции ПОЛ одинаково у больных и здоровых крыс (табл. 3).

Таблица 3-
Индукция ПОЛ системой жслсзо-гаскорбат и КЛЭРН-зависимой системой в 

гомогенатах различных тканей крыс линии Wistar и Campbell

Индуктор

1

Ткань |

1

Возраст 
животных 

(дни)

Накопление МДА нмоль/мг 
белка Время 

индукции 
(мин)Wistar Campbell

HADPH мозг 5 0.67+0.05’ 0.98+0,07 12
(п=6) (п=6)

10 0,81+0,05' 2,31+0.09 12
(в=6) (п=6)

Железо-г мозг 5 0,20±0.03' 0.50+0,10 6
аскорбат (п=6) (п=6)

20 2.22+0,21՛ 3.31+0.27 6
(и=6) (п=6)

серое вещество 
мозга

20 5.17+0,64* 
(п=6)

7.29+0.31 
(п=5)

6-

5՝ло՛* вещество 20 4.05+0,69 4,16+0.1 6
мозга (п 6) (п=6)

мезг 40 9,19+1.03 8.47+0.42 6
(п=6) (п=5)

сетчатка 20 3,17+0.41' 9.26+1.48 6
<п=6). (п 6)

40 П. 34+1,57' 6.30+0.91 6
(п=6) (п=6)

пигментный 20 2.18+0.18' 3.55+0.63 6
эпителий глаза (п=7) (и 7)

40 ’•61+0.16 1.45+0.22 6
(и=8) (в=8)

печень 20 1,48+0,15 1.62+0,14 3
(п=15) (п=15)

легкие 20 2.14+0.37 1,72+0,16
1 (п=7) (и 7)

Примсчанис. ’различия между крысами линии Wistar и Campbell достоверны при 
р<0,05. П—число животных в опыте.

3 отличие от ранее отмеченного феномена снижения содержания 
ТБКАП в мозгу и сетчатке крыс с наследственной дегенерацией по срав- 
нению со здоровыми, увеличение индукции ПОЛ в тканях больных крыс 
оказ'хось строго ограниченным периодом постнатальной жизни: к 40-у 
дню жизни то есть в период выраженной патологии, во всех тканях (сет­
чатка мозг’ пигментный эпителий), разница в индукции ПОЛ не выявля­
лась Итак по тканеспецифичности феномены снижения содержания 
ТБКАП и увеличения индукции ПОЛ в сетчатке и мозгу больных живот- 

пых подобны.

580



Чем же можно .объяснить увеличение индукции ПЭЛ в пигментном 
эпителии, сетчатке и мозгу больных крыс в ранний период постнатально- 
:о онтогенеза, какие изменения мембран могли бы быть ответственны за 
наблюдаемый фенсмен? Согласно имеющимся в настоящее время пред­
ставлениям. одним из факторов, определяющих инициацию, развитие и 
интенсивность процесса ПОЛ. является ион железа [14]. Последний мо­
жет быть и про-, и антиоксидантом; эффект иона определяется соотноше­
нием его окисленной и восстановленной форм, связью с отдельными ком­
понентами и т. д. [15. 16]. Иногда для изучения роли иона железа в про­
цессах ПЭЛ используют косвенный подход, в частности, применяют хе­
латор двухвалентных ионов—ЭДТА. добавляя при этом в смесь Са2+ 
для предотвращения деструкции мембран за счет связывания ЭДТА эндо­
генного Са2+ и других двухвалентных катионов [17].

Рис. 2. Влияние различных концентраций ЭДТА (а) и ЭДТА+Са2+ (6) 
на индукцию ПОЛ системой жслезоЧ-аскорбат а гомогенатах мозга 
20-ДНС1И1ЫХ крыс линии 11 'Star и Campbell. По оси абсцисс—концентра- 
нип ЭДТА (соотношение между концентрациями ЭДТА и Са2т см. в 
«Материалах и .методах”), во оси ординат—накопление МДА (в %) в хо­
де индукции ПОЛ при раэ.м.... .. концентрациях ЭДТА или ЭДТА+
Са2+ в инкубационной смеси по отношению к МДА. образовавшемуся 

при индукции ПОЛ без добавления ЭДТА или ЭДТА+Са2+

крыс низкие концентрации 
эффект, однако концентрации 
выраженного прооксидантного

чем у

При изучении нами влияния разных концентраций ЭДТА (в присут- 
Го2+ „ Лея него) на процесс ПОЛ. индуцированный системойСТВИИ И -

жетезо+аскорбат в ткани мозга больных и здоровых крыс 20-дневного 
возраста, была выявлена различная реактивность процесса ПЭЛ у этих 
групп животных- У больных и здоровых 
ЭДТА обусловливали прооксидантиын 
ЭДТА, необходимые для максимально 
действия оказались для препаратов мозга больных крыс явно ниже.
здоровых (концентрация белка в пробах была одинаковой). Так. напри­
мер дуя здоровых крыс эта концентрация составляла 25 мкМ, для боль- 

И—10 мкМ. в опытах другой серии—10 и 5 мкМ соответственно 
(и- 2 а с՛) Различия были отмечены и в степени -выраженности проок­
сидантного эффекта, например, 140% для здоровых крыс и только 40% 

для больных (рис. 2, “)■
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Обсуждая эти результаты, следует иметь з виду..что испэльзсвая.чыи 
нами способ исследования этого феномена может дать лишь сугубо ориен­
тировочные представления о роли железа з этом процессе, поскольку эф­
фекты ЭДТА на мембрану и процесс ПОЛ весьма разнообразны, за­
висят от соотношения хелатор-ион железа, причем сам по себе образую­
щийся комплекс не инертен [18]. Однако так или иначе выявление раз­
ной реактивности .мембран мозга к ЭДТА у больных и здоровых живот­
ных открывает дополнительные перспективы для анализа ранних нару­
шений мембран при наследственной дегенерации сетчатки.

В целом резюмируя полученные результаты, можно констатировать, 
что наиболее ранние изменения отдельных компонентов мембран при нас­
ледственной дегенерации сетчатки проявляются в трех тканях: мозгу, 
сетчатке и пигментном эпителии глаза. В этих тканях у больных живот­
ных резко увеличен по сравнению со здоровыми процесс индукции ПОЛ 
системой желсзоф-аскорбат. Кроме того, уже на 2—5-й день постнаталь­
ного онтогенеза в ткани мозга больных крыс по сравнению со здоровыми 
имеет место, по-зидимсму, изменение содержания разных форм ТБКАП 
(свободная .связанная). Выявлена также разная реактивность мембран 
.мозга больных и здоровых крыс к ЭДТА. Выяснение вопросов о (природе 
связанного компонента (МДА?), о белках (-е), связывающих этот ком­
понент у больных крыс и о причине разной реактивности мембран мозга 
больных и здоровых животных К ЭДТА является предметом дальнейших 
исследований.

CHANGES OF LIPID PEROXIDATION DURING HEREDITARY 
RETINAL degeneration

M G. EFIMOVA. I a. OSTAREKKO, I. V. BRAILOVSKAYA. . 
and R. N. ETINGOF

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR 
Academy of Sciences, Leningrad

Campbell rats with hereditary retinal degeneration have increased 
(as compared with normal Wistar rats) lipid peroxidation in presence 
of Feat and ascorbic acid in three tissues (retina, retinal pigment epi­
thelium and brain) during the first month of postnatal life. In the liver 
and lungs of both rat strains the induced lipid peroxidation is similar- 
The quantity of the material which reacts with thiobarbituric acid de­
pends on the method used for tissue pretreatment before the assay. 
The activity of superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathio­
ne reductase and xanthine oxidase in retina and brain are similar in 
Campbell and Wistar rats during early postnatal life-
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