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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5, 1979

УДК 616.001.17 + 577.161.3

ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА Е НА СОДЕРЖАНИЕ ТИОЛОВЫХ ГРУПП 
У КРЫС ПОСЛЕ ОЖОГА

М. И. АГАДЖАНОВ, Л. В. СЕМЕРДЖЯН, В. Г. МХИТАРЯН

В различные сроки после ожогов IIIй степени Г2—15% поверхности тела крыс в 
мозге, печени и крови изучалось содержание общих, небелковых и белковосвязанных 
SH-групп. Установлено, что ожоговая травма приводит к уменьшению содержания 
всех изученных показателей, особенно в течение первых суток после травмы.

Введение а .-токоферола способствует нормализации содержания тиоловых групп.

Среди функциональных групп белковых молекул выделяются высо
кой реакционной способностью и разнообразием химических реакций 
тиоловые группы, необходимые для проявления биологической актив
ности многих белков и поддержания их макромолекулярной структуры.

Большинство внутриклеточных ферментов, в том числе почти все 
известные дегидрогеназы, ингибируются реагентами на SH-группы 
[14]. Показано исключительно важное значение SH-групп в развитии 
процессов лучевого поражения [15], при интоксикации четыреххлорис
тым углеродом [16], хлоропреном [8, 9] и т. п. Данные последних лет 
указывают на значительную роль их в регуляции перекисного окисления 
липидов [6].

Исследования Вайтцеля и сотр. [19, 20] показали, что органические 
перекиси и гидроперекиси угнетают дыхание и анаэробный гликолиз 
интактных дрожжевых клеток, активность глицеральдегид-З-фосфат- 
дегидрогеназы, альдолазы, гексокиназы, лактатдегидрогеназы, а так
же ацетилтрансферазы. Согласно данным этих авторов, глицеральде- 
гид-3-фосфатдегидрогеназа в 10 раз чувствительнее к действию переки
сей, чем альдолаза и лактатдегидрогеназа.

В одной из наших работ было показано, что органические переки
си и гидроперекиси инициируют в организме процесс липидной перокси
дации [1]. Высокая чувствительность SH-групп и значительное измене
ние их содержания в мозге, печени и крови были выявлены нами при 
внутрибрюшинном введении пероксидированных ненасыщенных жирных 
кислот [12]. Было установлено значение липидных перекисей в патоге
незе ожоговой болезни {10]; обнаружена определенная корреляция меж
ду тяжестью ожоговой травмы и интенсивностью процесса липидной 
пероксидации, а также уменьшением содержания тканевых антиокси
дантов, главным образом а-токоферола [4] и фосфолипидов [3].
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Учитывая роль тканевых тиоловых групп в обеспечении антиокнс 
лительной активности тканей, в частности в поддержании активности 
глутатионпероксидазы [17], а также наличие избыточной липидной 
пероксидации после ожога, была поставлена задача исследовать сдвиги 
в содержании общих, белковосвязанных и небелковых сульфгидриль
ных групп в мозге, печени и крови в различные сроки после ожоговой 
травмы, а также влияние а-токоферола на этот процесс.

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах-самках массой 130— 
160 г. Ожог Щбстепени 1'2—15% поверхности тела вызывали по описанной ранее ме
тодике [2]. Части животных вводили внутрибрюшинно витамин Е в виде а-токофе- 
рилацетата по 1 мг/кг веса сразу после ожога, а затем через 3, 7 и 1- дней.

Тиоловые группы в печени, мозге и крови определяли через 1 час, 1, 3, 7 и 15 дней
после ожога по методу Седлака и Линдсея [18], об их количестве судили по окраши
ванию 5,5 дитиобнс-(2-нитробензойной кислотой) (ДТНБ) Sigma (США), интенсив- 

па спектрофотометре МОМ-203 при 412 нм. Животных обез- 
извлекали мозг и печень и в холодных условиях готовили 2,5 /о-ныи гомо-

иость которою измеряли на
главлпвали.

Содержание общих SH-групп (O-SH) определяли в реак-генат на 0,02 М ЭДТА-И'а2.
ционной смеси, содержащей 1,5 мл 0,2 М трис-HCl буфера,
ДТНБ, 7,9 мл абсолютного метанола и 0,5 мл супернатанта.

рН 8.2, 0,1 мл 0,01 М 
Небелковые SH-группы

(НБ-БН) определяли в смеси, содержащей 4 мл 0,2 АА. трис-НС1 буфера, pH 8.9, 0,1 мл 
0,01 М ДТНБ, 2 мл супернатанта, полученного после депротеинизации. По разнице
между количеством O-SH и HB-SH 
ipynn (БС-SH).

Количество SH-групп в печени и 
в крови—мкмоль/100 мл.

судили о количестве связанных с белками SH-

мозге выражали в ммоль/100 г свежей ткани, а

Результаты и обсуждение. Полученные нами данные о количестве 
тиоловых групп в мозге, печени и крови у интактных крыс в целом со
ответствуют результатам, приводимым Герасимовым и соавт. [7], Ти
товым и Голубенцевым [13], Седлаком и Линдсеем [18], Мхитаряном 
[4], Пановой и Заец [11] и др.

Как видно из табл. 1, содержание общих тиоловых групп в печени 
сразу после ожога снижается на 34, через 1 час—на 38%. В последу
ющие сроки (через 1 и 3 дня) оно, хотя и несколько повышается, одна
ко все еще продолжает отставать от исходного уровня на 21 и 19% со
ответственно. Через 7 и 15 дней этот показатель заметно повышается, 
превышая исходный уровень на 10 и 12% соответственно. Содержание 
свободных БН-групп, как это видно из табл. 2, сразу после ожога, а 
также через один час резко снижается, оказываясь ниже исходного 
уровня на 52 и 36% соответственно. В последующие сроки (через 7 и 
15 дней) оно заметно повышается и достигает исходного уровня.

Подобные сдвиги наблюдаются и в содержании связанных с белка
ми тиоловых групп. Как свидетельствуют данные табл. 3, сразу же 
после ожога их содержание снижается на 30, а через час—на 38%. 
Спустя одни сутки и в последующие сроки их количество начинает воз
растать и через 7—15 дней после ожога превышает исходный уровень 
на 14%.

Сопоставление данных, касающихся печени, мозга и крови, пока
зало, что изменения в содержании сульфгидрильных групп после ожо-
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Таблица 3
Влияние ։-токоферилацетата на содержание связанных с белками 5Н-групп в печени, 

мозге и крови крыс после ожога (количество 5Н-групп выражено 
в ммоль/100 г свежей ткани)

Ткань

Ко
нт

ро
ль

ны
е к

ры
сы

Ожог Ожог 4՜ а-токоферилацетат

сразу

через

сразу

через

1 ча
с

1 де
нь

3 д
ня

И
ЭП

1Г 1 15
 дн

ей

1

1 ча
с

1 де
нь

3 д
ня

7 д
не

й

15
 дн

ей
1

Печень 1.28 0,90 0,80 0,99 1,03 1,46 1,46 1,23 1,11 1,07 1,22 1,28 1,26
Мозг
Кровь, 
мкмоль/

0,81 0,73 0,70 0,74 0,85 0,90 1,05 0,79 0,76 0,78 0,82 0,79 0,82

100 мл 18,8 15,5 15,0 12,9 17,3 18,9 19,5 19,5 18,0 15,9 17,2 18,5 18,9

говой травмы во всех исследуемых тканях протекают с одинаковой за
кономерностью. Наибольшее снижение БН-групп наблюдается в пер
вые сутки после ожога (особенно в печени), затем к 3—7 дню их коли
чество достигает исходного уровня, а к 15 дню даже несколько превы
шает его.

Аналогичные данные получены при изучении содержания БН-групп 
в сыворотке крови у больных с различной по тяжести ожоговой трав
мой [11].

Приведенные данные в определенной степени согласуются с резуль
татами наших предыдущих исследований и коррелируют с процессом 
липидной пероксидации и со сдвигами в содержании а-токоферола и 
фосфолипидов. Было показано [10], что сразу после ожога избыточ
ная липидная пероксидация сопровождается высокой активностью глу
татионпероксидазы [5], причем эти показатели к концу исследования 
восстанавливаются до контрольного уровня. В начальные сроки после 
ожога отмечено также наибольшее снижение содержания «-токоферо
ла [4] и фосфолипидов [3].

Как видно из данных табл. 1, 2, 3, при внутрибрюшинном введении 
а-токоферилацетата у обожженных крыс происходит нормализация со
держания эндогенных БН-групп во всех исследуемых тканях. Это со
провождается соответствующей нормализацией как в содержании эн
догенного а-токоферола [4], так и фосфолипидов [3]. ■

Результаты проведенных исследований в определенной степени 
объясняют изменения, наблюдаемые в активности целого ряда фермен
тов, в частности глутатионпероксидазной системы, после ожоговой 
травмы.

Ереванский медицинский институт Поступило 12.11 11979 г.
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Ուսումնասիրվել են առնետների վրա այրվածքից առաջացած, ընդհա
նուր, սպիտակուցների հետ կապված և ոչ սպիտակուցային Տ\Հ-խմբերի քա

նակական տեղաշարժերը։ Ցույց է տրվում, որ մարմնի 7/Ծ մասի վրա /// րդ} 
աստիճանի այրվածքից իջնում է նշված SVl-խմբերի քանակը առավելապես 

առաջին 24 ժամվա ընթացքում:
CL-տ ո կոֆ ե ր ի լա ց ե տ ա ւո ի ներարկումը կարգավորում է նշված տեղաշար֊ 

ժ ե րը ։

THE INFLUENCE OF VITAMIN E ON THE CONTENT OF THIOL 
GROUPS IN RAT BRAIN, LIVER AND BLOOD AFTER BURN

M. I. AGHADJANIAN, L. V. SEMERDJ1AN, V. G. MKHITARIAN

The content of general non-protein and protein-bound SH groupes 
in rat liver, brain and blood after IHb degree 12 --15'’/o body surface 
burn has been studied.

It has been established, that burning lesion leads to the conten 
reduction of studied indicators.

The injection of ։-tocopherol promotes the thiol group content 
normalization.
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УДК 615.224

О НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВАХ КАРДИОАКТИВНЫХ 
СОЕДИНЕНИЙ СЕРДЕЧНОЙ МЫШЦЫ 

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

С. С. МИСИРЯН, Р. М. СРАЛИОНЯН, м. Б. БХЕЯН 
. Г. А. САРИБЕКЯН, А. А. ГАЛОЯН

При изучении некоторых физико-химических свойств 3-х кардиоактивных соеди
нений, выделенных из сердечной мышцы крупного рогатого скота, выяснилось, что они 
не поглощают ультрафиолетовых лучей, ниигидринотрицательны и не дают окраски 
при хлорировании. Эти соединения сохраняют биологическую активность при всех 
видах гидролиза и проявляют способность ингибировать фосфодиэстеразу цАМФ го
могената мозга. Полученные данные дают возможность предположить о сходстве ко- 
ронароактивных соединений, выделенных из сердца с нейрогормоном «С».

Нами было установлено наличие ряда кардиоактивных соединений 
в гипоталамусе различных животных [3, 5]. Оказалось, что некото
рые вещества М-холиномиметического ряда при их центральном введе
нии высвобождают эти соединения, в частности нейрогормоны К и С, 
из мозга в кровь, где они связываются с белковыми фракциями сыво
ротки—альбуминами и у-глобулинами [7]. Не исключалась также воз
можность транспорта этих соединений к органу мишени—сердцу. 
Основанием для такого рода предположения послужило выявление не
которых коронароактивных соединений в сердечной мышце [9].

В этом аспекте представляло интерес получение доказательства 
идентичности этих низкомолекулярных коронарорасширяющих веществ 
сердца с нейрогормонами К и С, что явилось бы подтверждением их 
кардиотропности.

В настоящей работе приведены данные о выделении и характерис
тике 3-х коронарорасширяющих соединений из сердечной мышцы круп
ного рогатого скота.

Материал и методика. Из сердечной мышцы крупного рогатого скота выделяли 
низкомолекулярные вещества по методу, описанному Галояиом. [4]. Гель-фильтра
цию проводили на колонке с сефадексом 0-10 (2X39), предварительно уравновешен
ной аммоннй-ацетатным буфером, pH 4. Элюцию проводили вышеуказанным буфе
ром со скоростью 20 мл/час. Активные в отношении коронарного кровообращения фрак
ции подвергали дальнейшей очистке с помощью ионообменной хроматографии на ко
лонке ДЭАЭ-целлюлозы (2X39), используя градиентную элюцию по следующей схеме: 
фосфатный буфер 0,005 М, pH 6,5, 
фосфатный буфер 0,02 М, pH 5,9, 
фосфатный буфер 0,1 М, pH 5,
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0,02 Л1 раствор NaCl в 0,1 М фосфатном буфере. pH 5, 
0,1 М раствор NaCl в 0,1 М фосфатном буфере, pH 5, 
0,5 М раствор NaCl в 0,1 М фосфатном буфере, pH 5.

Скорость элюции 40 мл/час. Нисходящую хроматографию проводили на бумаге 
FN-11 в системе растворителей бутанол—уксусная кислота—вода (4.1.5) и пиридин 
ацетат—вода (1:10:100). Хроматограммы окрашивали 0,5%-ным раствором нингидри
на в ацетоне. Для обнаружения циклических пептидов хроматограммы выдерживали 
в атмосфере газообразного хлора, опрыскивая 1с/0-ным раствором растворимого крах
мала, содержащим 1%-ный йодистый калий, по методу Райдона и Смита [2]. Кар- 
диотропную активность фракций определяли по изменению коронарного кровотока, 
объемную емкость крови—по известному методу [Ю]- Оптическую плотность полу
ченных фракций при 230, 250, 260, 280 нм регистрировали на спектрофотометре СФ- 
4А и Unicam SP-800. Ферментативный гидролиз проводили трипсином и химотрипси
ном из расчета 250 и 125 мкг/мл соответственно в растворе Тироде, pH 8,4, в течение 
6 час, щелочной—1 Н раствором NaOH (pH 8,1) в течение 6 час., кислотный—в 6Н 
НС1 в течение 24 час. при 105°. Под воздействием коронароактивных фракций, выде
ленных из сердца, определяли активность фосфодиэстеразы (ФДЭ) по количеству 
гидролизованного субстрата 3', 5/-аденозинмонофосфата—(цАМФ) в процессе его ин
кубации с ферментом. О гидролизе цАМФ судили по падению радиоактивности 
3НцАМФ. использованного в качестве маркера [8]. Б работе применяли метод 
Пеха [11], модифицированный применением микрометода, предусматривающего раз
деление продуктов гидролиза с помощью тонкослойной хроматографии на пластинах 
«СИЛУФОЛ UV-254» [1]. В качестве основных материалов использовали цАМФ 
фирмы Buchs SC (Швейцария); 3НцАМФ с удельной активностью 22,1 кюри/мМ— 
New England Nuclear (США); 5-АМФ—Reanal (Венгрия) и пластины «СИЛУФОЛ 
Uy-254»—Kavalier (Чехословакия).

Результаты и обсуждение. Выделение и очистка коронароактивных 
низкомолекулярных соединений. Ранее было показано наличие двух 
коронароактивных начал в сердечной мышце [9]. Нам удалось обна
ружить третье активное начало, обладающее отличной от первых двух 
величиной Rl-распределительной хроматографии на бумаге. О нали
чии ряда кардиоактивных соединений в сердечной мышце свидетель
ствует профиль их элюции при гелевой фильтрации через сефадекс G-10 
(рис. 1,2). Коронарорасширяющие начала были сосредоточены в элю
атах I, II и III пиков. Результаты исследований показали, что I коро-

Рнс. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Профиль элюции коронароактивных соединений сердца после гель

фильтрации на сефадексе С-10.-------на волне 230 нм.---------- на волне 250 нм.
Рис. 2. Профиль элюции коронароактивных соединений сердца после гель

фильтрации на сефадексе С-10.-------на волне 280 нм.-----------на волне 260 нм.
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нароактивная фракция, вышедшая в I пике (условно обозначенная как 
I активность), при ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе 
элюируется единым пиком (рис. 3). Дальнейшая очистка этой фрак
ции была осуществлена методом распределительной хроматографии на 
бумаге. Что касается остальных двух фракций, вышедших во II и III 
пиках (условно обозначенные нами как II и III активности), то они

Рис. 3. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе 
I коронароактивной фракции.

ввиду малых количеств очищались только путем хроматографии на 
бумаге.

Биологическое испытание элюатов коронароактивных фракций по
казало, что указанные соединения несколько различаются. Через 20 мин 
после внутривенного введения I активной фракции отмечается увеличе
ние объемной емкости крови, оттекающей из венозных сосудов сердца, 
приблизительно на 200%, которое достигает максимума на 180-й мин. 
При этом наблюдается картина постепенного нарастания коронарорас- 
шнряющего эффекта, что характерно для нейрогормона С. При введе
нии II и III активных фракций наблюдается более длительный латент
ный период—40 мин, и объемная емкость крови увеличивается лишь 
на 100—120% по сравнению с нормой.

После распределительной хроматографии на бумаге этих актив
ных начал в системе растворителей бутанол—уксусная кислота—вода 
4:1:5 оказалось, что I активная фракция имеет величину Rf—, равную 
0,35, II и III—0,52 и 0,05 соответственно. Интересно то, что все 3 коро- 
нарорасширяющие фракции, подобно нейрогормону С, сохраняли био
логическую активность при всех видах гидролиза (ферментативного, 
щелочного, кислотного) [6]. Однако после кислотного гидролиза этих 
фракций оказалось, что они перемещаются, приобретая одну и ту же 
величину Rf—распределительной хроматографии, а именно 0,35, одно
временно меняя параметры фармакологического воздействия. В част
ности, отмечается увеличение амплитуды, продолжительности действия 
и нарастание коронарорасширяющего эффекта, характерные для ней
рогормона С. Это явление нельзя объяснить однозначно до выяснения 
первичной структуры этих веществ. Однако очевидно, что при кислот
ном гидролизе от кардиоактивных соединений отщепляется часть мо
лекулы, обусловливая тем самым изменение коэффициента распреде
ления на хроматограмме. Одинаковая величина Rf—всех 3-х фракций 
после кислотного гидролиза свидетельствует о наличии общего актив
ного фрагмента, который։ не теряет своей биологической активности. 
С ним, по-видимому, связана специфика коронарорасширяющего эф
фекта.
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При исследовании хроматограмм оказалось, что они не поглощали 
ультрафиолетовых лучей и одновременно были нингидринотрицательны. 
Известно, что циклические пептиды, сильно кислые или ацетилирован
ные, вовсе не окрашиваются нингидрином или окрашиваются очень сла
бо. Поэтому мы дополнительно провели хлорирование хроматограмм 
по методу Райдона и Смита. Однако и этот метод не дал положитель
ных результатов. Аналогичные данные были получены при исследова 
нии химических свойств нейрогормона С. Сходство отмечено и в Деи 
ствии этих соединений на фосфодиэстеразу (ФДЭ) циклического 
аденозинмонофосфата (ц 3', 5'-АМФ). Ранее было обнаружено, гго

Таблица

Изменение активности ФДЭ гомогената мозга крысы под действием 
коронарорасширяющих фракций, выделенных из сердца крупного р01 ато1 о скота

Фракции

Количество гидролизо
ванного субстрата Степень А ктпвность,

контроль опыт
ингибиции ед/1 мл

I 74,4 3 70,4 4,6

II 80,8 26,8 54,0 3,5

III 79,8 29,8 50,0 3,25

За единицу активн 
вало 1 миллиединицу ц

ости принимали такое количество препарата которое ингибиро- 
АМФ фосфодиэстеразы мозга за 1 мин.

под влиянием нейрогормона С ФДЭ гомогената сердца ингибируется 
па 24, в то время как ФДЭ гомогената мозга—на 81% по отношению к 
контролю [8]. Мы изучали влияние всех трех кардиоактивных соеди
нений, полученных из сердца, на ФДЭ ц 3', б'-аденозинмонофосфата 
гомогената мозга. Как видно из таблицы, коронароактивная фракция 
ингибировала ФДЭ гомогената мозга на 70,4% по сравнению с нормой, 
что соответствует 4,6 единицам активности/мл данного элюата, II — 
на 54% (3,5 ед/мл) активности, III—на 50% (3,25 ед/мл). При тех же 
стандартных условиях опыта нейрогормон С проявлял активность, рав
ную единице. Аналогичное действие нейрогормона С и коронароактив- 
ных соединений, выделенных из сердца, на уровень цАМФ в мозге, сви
детельствует об их сходстве в механизме действия.

Расшифровка химической природы и структуры указанных соеди
нений позволит выяснить идентичность их нейрогормону С.

Институт биохимии АН АрмССР Поступило 10.1 1979 г.
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ԽՈՇՈՐ ԵՂՋԵՐԱՎՈՐ անասունների սրտամկանից ԱՆՋԱՏՎԱԾ 
ՊՍԱԿԱՂԵՎ ԱՆՈ ԱՆԵՐԸ'ԼԱՅՆԱՑՆՈՂ ՆՅՈՒԹԵՐԻ ՈՐՈՇ 

ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ մասին

Ս. Ս. ւրհՍԻՐՅԱՆ, Ռ. Մ. ՍՐԱՊԻՈՆՅԱՆ, IT. Տ. ԲԽԵՅԱՆ, 
Գ. Ա. ՍԱՐԻՐեԿՅԱՆ, Ա. Ա. ԳԱԼՈՅԱՆ

Խոշոր եղցերավոր անասունների սրտամկանից անջատվել են պսակաձև 
անոթները լայնացնող երեք ն յո ւթ ե ր, որոնք չունեն բնորոշ սպեկտր ուլտըա֊ 
մանուշակագույն ճա ռա գա յթն ե ր ի զոնայում և ն ինհ ի դրին դրական են։

Կարդիոակւոիվ նյութերը թթվային, հիմնային և ֆերմենտատիվ հիդըո՜ 
1Ւզից հետո չեն կո ր ցն ո ւմ իրենց կենսաբանական ակտիվությունը: Նրանք 
ճնշում են ուղեղի ցիկլո֊ԱՄՅէ֊ի ֆ ո սֆ ո դի էս թ եր ա զա յի ակտիվությունը։

Վերոհիշյալ տվյալները թույլ են տալիս են թ ա ղրելու, որ սրտից անջատ
ված նյութերն իրենց ֆի զ ի կ ա ֊ քի մ ի ա կան և կենսաբանական հատկություննե
րով նման են նեյրոհորմոն վհ֊ին։

ON SOME PROPERTIES OF CARDIOACTIVE COMPOUNDS 
OF THE CATTLE HEART MUSCLE

S. S. MISIRIAN, R. M. SRAPIONIAN, M. B. BCHEIAN, 
O. A. SAR1BEKIAN, A. A. GALOYAN

Three cardioactive compounds have been isolated from the cattle 
heart muscle. It has been found that these compounds do not absorb 
ultraviolett rays, that they are ninhydrine negative and are not painted 
at chlorination. The compounds maintain their biological activity at all 
kinds of hydrolize and inhibit PDE cAMP of brain homogenate.

The conclusion is made that the compounds are alike the neurohor
mone “C“.
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ԱՅԱՍՏԱՆԻ կենսաբանական լ Ա ն դ ե ս
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ А Р М. Е Н И И

XXXII, 5, 1979

УДК 539.16.047

КРЕАТИН КИНАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ТКАНЕЙ КРЫС ПРИ 
КОМБИНИРОВАННОМ ВОЗДЕЙСТВИИ НА ОРГАНИЗМ

БЕТА-ИЗЛУЧЕНИЯ И ТЕПЛОВОЙ НАГРУЗКИ

В. Б. МАТЮШИЧЕВ, В. Р. ТАРАТУХИН, В. Г. ШАМРАТОВА, Г. А. ЮЖАКОВА

Изучено действие внешнего бета-облучения (85Кг) крыс и тепловой нагрузки раз
дельно и в комбинациях на креатинкиназную активность головного мозга и печени— 
через 5, 12, 19 и 26 суток, после воздействий. Показано, что для обеих тканей гипер
термия в целом отягощает последствия использования дозы 2,50 крад и резко снижает 
эффективность дозы 7,40 крад. Обнаружена тканевая специфичность пострадиацион
ных изменений.

Внешнее бета-облучение при повышенной температуре окружаю
щей среды является одним из типов радиационных воздействий, кото
рым люди могут подвергаться в профессиональных условиях. Изуче
ние последствий таких нагрузок представляется поэтому актуальным, 
тем более что реакция организма на бета-облучение необычна [4], со
стояние температурного стресса способно модифицировать течение лу
чевой болезни [1], а сама эта область не исследована. В настоящем 
сообщении приводятся данные о влиянии внешнего бета-облучения 
крыс, испытывающих тепловое напряжение, на креатинкиназную ак
тивность (ККА) тканей мозга и печени. Креатинкиназа—один из клю
чевых ферментов энергетического обмена—играет важную роль в про
цессах репарации радиационных повреждений клетки.

Материал и методика. Эксперименты проводились на 204 беспородных белых кры
сах-самцах массой 160—180 г: 60 интактных животных служили контролем, осталь
ные 144 составили 9 подопытных групп (по 16 крыс в каждой). Животные 4 групп 
испытывали на себе комбинированное действие гипертермии и радиации. Крыс с эпи
лированным на площади около 35 см2 участком спины выдерживали 4 час. в герметич
ной тепловой камере при температуре воздуха 36° и относительной влажности 80— 
90%. Одновременно с тепловой нагрузкой животных подвергали воздействию внешне- 
1о бета-излучения от 85Кг в дозах 2,50; 3,05; 4,45 или 7,40 крад. Контроль эффектов 
комбинированных влияний осуществляли с помощью собственно тепловой нагрузки 
(1 группа) и раздельного бета-облучения в дозах 2,50; .3,05; 4,45 и 7,40 крад (4 группы).

Через 5, 12, 19 и 26 суток после воздействий по 3 крысы из каждой подопытной 
группы, а также 15 интактных животных декапитнровали и определяли ККА Г|2'1 вод
ных экстрактов больших полушарий головного мозга и печени. Ферментативную ак
тивность, выраженную в мкмоль прироста креатина в инкубационной пробе за '1 мин 
пересчитывали на 1 мг экстрагированного белка. Для статистической обработки дан-- 
ыых использовали дисперсионный анализ.
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Результаты и обсуждение. Об общей эффективности конкретных 
Доз радиации судили по величине средних за 4 срока наблюдения отно
сительных отклонений от принятого за 100% уровня активности у ин
тактных животных, а также по числу соответствующих им достоверных 
сдвигов. Согласно этим критериям (таблица) раздельное облучение в 
дозах 2,50; 3,05 и 4,45 крад малоэффективно и почти равноценно: пост
радиационные изменения для них составляют 16, 17, 15% и насчитыва
ют соответственно 1,2 и 2 значимых отклонения. Наиболее эффектив
но бета-облучение в дозе 7,40 крад, вследствие чего ККА изменяется 
в среднем на 34% и обнаруживает 3 достоверных эффекта.

Таблица
Креатиикиназная активность тканей крыс при бета-облучении организма в различных 

температурных условиях, % к контролю, принятому за 100

Ткань

Вр
ем

я по
сл

е во
з

де
йс

тв
ия

, су
тк

и Нормотермия, 20° Гипертермия, 36°

доза облучения, крад

0 2,50 3,05 4,45 7,40 0 2,50 3,05 4,45 7,40

Мозг 5 100 89 76* 98 118 86 122 101 98 100
12 100 73* 111 108 134* 121* 64* 124* 107 116
19 100 112 81* 130* 158* 91 107 84 116 156*
26 100 99 98 121* 79* 83 149* 113 117* 99

СОО 0 16 17 15 34 17 34 14 11 18

Печень 5 100 80 44* 77 163* 46* 55* 68* 138* 114
12 100 90 ПО 74* 60* 60* 95 148* 94 77*
19 100 110 95 155* 121 73 ПО 103 125 95
26 100 158* 129 167* 97 101 127 170* 147* 141*

СОО 0 26 43 47 39 56 31 42 29 23

Примечание: Звездочкой отмечены случаи, когда р<0,05; СОО—средние отно
сительные отклонения от уровня нормы, принятого за 100%; абсолютные значения 
ККА (в мкмоль за 1 мин на 1 мг белка) в контроле составляют 2,18±0,04 при п= 
56 для мозга и (22,3±0,6) • 1 О՜3 при п=45 для печени.

Сопоставляя частные средние в градациях раздельного облучения, 
можно отметить тенденцию к, угнетению ККА мозга при воздействии 
радиации в дозах 2,50 и 3,05 крад и ее стимулированию под влиянием 
доз в 4,45 и 7,40 крад. Причем различия в реакции ККА на низкие и 
высокие дозы .касаются не только общей направленности изменений, но 
и их динамики. Так, при облучении в дозе 2,50 крад максимальные 
сдвиги активности выявляются на 2-й неделе, при дозе 3,05 крад—на 
1֊й и 3-й неделях наблюдения, к 4-му сроку определения ККА в обоих 
случаях нормализуется. При высоких; радиационных нагрузках, напро
тив, частные средние значительно превышают физиологический уровень 
именно -к концу периода регистрации. Для дозы в 4,45 крад достовер
ные сдвиги обнаружены на 3-й, 4-й неделях, облучение же в дозе 7,40 
крад сопровождается повышением ККА на 2-й, 3-й неделях, а к 26-м 
суткам—спадом на 21% ниже значения активности у необлученных жи-
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вотных. Как можно видеть, самые глубокие и резкие изменения ККА 
мозга вызывает бета-облучение в дозе 7,40 крад.

На результатах облучения крыс существенным образом отражает
ся тепловое состояние организма. По критерию средних относител! 
ных отклонений наиболее эффективной дозой комбинированного об. м 
чения является доза в 2,50 крад (34%), остальные (3.05, 4.45՛ /,40 крад) 
характеризуются незначительными и близкими между собой величина
ми этих показателей. В динамике изменений ККА мозга, фиксируе
мых после комбинированного облучения в дозе 2.50 крад, на протяже
нии всего пострадиационного периода отмечаются волнообразные ко
лебания активности К 5-м суткам она повышена на 22, а уже на 12-е 
сутки ее величина оказывается на 56% ниже контрольной, затем ККА 
нормализуется, но к 26-м суткам вновь возрастает. Облучение в дозах 
3.05; 4,45 и 7.40 крад не влечет за собой ни резких перепадов активно
сти, ни значительных отклонений от физиологических значений: сдви
ги направлены преимущественно в сторону повышения, а число их не 
превышает одного на каждую из доз. При этих воздействиях к концу 
первой недели экспозиции частные средние ККА практически не отлича
ются от показателей нормы. В последующем активность креатинкина- 
зы увеличивается. Максимальные сдвиги отмечаются на 12-е сутки 
при воздействии в дозе 3,05 крад и на 19-е—в дозе 7,40 крад (отклоне
ния средних от контроля составляют 24 и 56%), после облучения в до
зе 4,45 крад увеличение активности достигает достоверных значений 
только к 26-м суткам (на 17%).

Как видно из таблицы, сама гипертермия вызывает незначительные 
изменения ККА мозга: достоверный эффект обнаружен лишь на 12-е 
сутки, в другие периоды отклонения от нормы несущественны. Одна
ко, несмотря на низкую термореактивность ККА, облучение в условиях 
высокой температуры окружающей среды оказывается на эффективно
сти радиации заметным образом. Для дозы в 2,50 крад это находит вы
ражение как в более широком по сравнению с раздельным облучением 
размахе варьирования частных средних, так и в большей длительности 
проявления эффекта. Что касается остальных доз, то здесь искажаю
щее действие гипертермии характеризуется меньшей по сравнению с эф
фектом раздельного облучения выраженностью сдвигов и более поздним 
их обнаружением.

Иные отношения существуют в дисперсионном комплексе ККА пе
чени. По величине среднего относительного отклонения (47%) и коли
честву достоверных сдвигов [3] наибольший эффект при раздельном 
облучении наблюдается при дозе 4,45 крад. Воздействие в дозах 3,05 
и 7,40 крад дает менее ощутимые результаты, а самая низкая доза яв
ляется одновременно и наименее эффективной. Во всех градациях раз
дельного облучения в течение пострадиационного периода отмечается 
фазность изменений ферментативной активности, причем при облучении 
в дозах 2,50; 3,05 и 4,45 крад изменения в общем носят однотипный ха
рактер. К 5-м суткам ККА уменьшается соответственно на 20, 56, 23%,
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и для доз 2,50; 4,45 крад остается сниженной к 12-м суткам опыта. В 
дальнейшем ККА увеличивается, достигая к концу срока исследования 
максимальных значений: частные средние превосходят уровень нормы. 
При облучении в дозе 7,40 крад резкие колебания активности наблюда
ются только в первые две недели: достоверное повышение ККА на 63% 
к 5-м суткам и снижение на 40% ниже значения активности в контроле 
к 12-м. В дальнейшем ККА постепенно нормализуется.

Иная картина биохимических изменений в печени получается при 
облучении крыс в условиях гипертермии. Среди средних относительных 
отклонений наибольшая величина при 3-х достоверных сдвигах отмече
на для дозы 3,05 крад. Дозы в 4,45 (2 достоверных эффекта), 7,40 и 
2,50 крад оказались по этим показателям менее эффективными. Как и 
при раздельном облучении, изменения ферментативной активности пос
ле совместного воздействия радиационного и термического факторов 
имеют фазный характер. В сочетании с гипертермией бета-облучение 
в дозах 2,50 и 3,05 крад вызывает к 5-м суткам достоверное понижение 
активности. Затем ККА в обоих случаях увеличивается, но с разной 
интенсивностью: постепенно и незначительно—при нагрузке в 2,50 
крад и резко, с перепадом до нормы—к 19-м суткам под воздействием 
дозы в 3,05 крад. К концу периода наблюдения ферментативная актив
ность достигает максимального для этих доз подъема. Для доз 4,45 и 
7,40 крад увеличение активности наблюдается уже с первой недели 
пострадиационного периода (отклонения частных средних равны 38 и 
14%), но вслед за ним наступает спад уровня ККА к 12-м суткам, сме
няющийся далее новым повышением с максимумом на 26-е сутки.

Влияние на ККА печени собственно гипертермии поначалу выража
ется в значительном угнетении ферментативной активности—на 5-е сут
ки она понижена по сравнению с контрольным уровнем более чем в 2 
раза, в последующем эффект уменьшается: на 12֊е сутки активность 
ниже нормы на 40, а на 19֊е—на 27%, к концу посттермального перио
да ККА стабилизируется окончательно. Однако, как можно убедиться, 
повышенная температура среды не влечет за собой заметного снижения 
эффективности бета-облучения животных. В то же время необходимо 
подчеркнуть особенности действия отдельных доз комбинированного об
лучения. Так, гипертермия в сочетании с облучением в дозе 2,50 крад 
снижает ККА сравнительно с ее уровнем при раздельном облучении, а 
в комбинации с дозой 3,05 крад, наоборот, увеличивает. При более 
высоких дозовых нагрузках происходит то относительное увеличение, 
то снижение ККА.

Сопоставляя результаты исследования пострадиационной ККА 
мозга и печени, нельзя не отметить некоторые общие черты изменений 
активности в обеих тканях—как в мозге, так и в печени при комбини
рованном облучении повышается эффективность самой низкой дозы ра
диации и, напротив, резко падает в сравнении с раздельным облучением 
эффективность максимальной из используемых доз. Но если просле
дить за динамикой сдвигов ККА, выявляется специфичность пострадиа- 
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цпонных реакций: в мозге сопряженное действие термического фактора 
для 3-х из 4-х применявшихся доз на протяжении всего периода наблю
дения приводит к ослаблению радиационного эффекта, тогда как в пр
именениях активности печени нет единообразия. Это обстоятельство 
проще всего было бы объяснить значительным угнетением ККА печени 
в условиях гипертермии, создающим фон, который и вносит диссонанс 
в протекание биохимических процессов при облучении. Однако возни
кает вопрос, почему присутствие одного и того же фона проявляется 
ио-разному. Очевидно, взаимодействие термо- и радиосоставляющих 
отдельных комбинаций протекает избирательно и к тому же опосредо
ванным путем [3]. Характер пострадиационного поведения ККА пе
чени определяется, по всей вероятности, структурным и метаболичес
кими особенностями гепатоцитов.
ЛГУ, кафедра биохимии биолого-почв. ф-та Поступило 25.IX 1978 г.

ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐԻ ԿՐԵԱՏԻՆԿԻՆԱՋԱՅԻՆ 
ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆԸ ՕՐԳԱՆԻԶՄԻ (^-ՃԱՌԱԳԱՅԹՄԱՆ 

ԵՎ ԳԵՐՋԵՐՄԱՑՄԱՆ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ

Վ. Բ. ՄԱՏՅՈԻՇԻՋԵՎ, Վ. Ռ. ՏԱՐԱՏ11ԻԽԻՆ, Վ. Դ. ՇԱՍ՜ՐԱՏՈՎԱ, Դ. Ա. ՅՈԻԺԱԿՈՎԱ

Ո ւս п ւմն ւս иիրվել է առանձին, ինչպե՛ս նաև կոմբինացված արտաքին
ռագա յթմ ան (85 Кг' 2,50; 3,05; 4,45; 7,40 կրաղ) և գերջերմացմ ան (36°, օղի 
հարաբերական խոնավության 80, 9Օս)0, 4 ժամվա ընթ ացքում) ազդեցությու
նը գլխուղեղի և Լյարդի կրեա ւոին կինազային ակտիվության վրա (5, 12, 19, 26 
օր ազդեցությունից հետո)։ Ուսումնասիրված հյուսվածքների համար ցույց է 
տրված, որ գերջերմացոլմր ուժեղացնում է ճառա դայթահարության ազդեցու
թյունը 2,50 կրադ դոզայի դեպքում և խիստ իջեցնում է այն 7,40 կրադ դո֊ 
զայի դեպքում ։ Հայտնաբերված է ե տճ ա ո ա գա յթ ա հ ա ր ո ւթյ ան փոփոխություն
ների հյուսվածքային յուրահատկությունը։

CREATINE KINASE ACTIVITY OF RAT TISSUES UNDER 
COMBINED EFFECT ORGANISM OF BETA-IRRADIATION 

AND HEATING

V. B. MATYUSHICHEV, V. R. TARATUKHIN, V. G. SHAMRATOVA, 
O. A. YUZHAKOVA

The effect of beta-irradiation and heating on creatine kinase acti
vity of rat brain and liver has been studied. It has been shown that for 
both tissues hyperthermia reduces the effectiveness of some irradiation 
dozes.
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Влияние а- токоферилацетата на содержание общих ЗН-групп в печени, мозге и крови крыс после ожога (количество 5Н-групп выражено в ммоль/100 г свежей ткани)
Таблица 1

О ж о г О ж о г + а-т о к о ф е р и л а ц е т а т

Ткань Контроль
ные крысы сразу после

ч е р ’ е 3
сразу после

ч ере 3

ожога
1 час 1 день 3 дня 7 дней 15 дней

ожога
1 час 1 день 3 дня 7 дней 15 дней

Печень 1,53+0,03 1,02+0,01 
Р<0,001

0,95+0,04 
Р<0,001

1,21+0,01 
Р<0,001

1,25+0,01 
Р< 0,001

1.69±0,03 
Р< 0,001

1,72+0,05 
Р< 0,001

1,47+0,04 
Р<0,001

1,31+0,04 
Р< 0,001

1,31+0,07 
Р>О,05

1,45+0,04 
Р <0,001

1,52+0,03 
Р<0,001

1,50+0,06 
Р<0,01

Мозг 1,02+0,02 0,90+0,07 
Р <0,001

0,88+0,04 
Р<0,001

0,93+0,01 
Р<0,001

1,06+0,03 
Р>0,05

1.14+0,01 
Р<0,001

1,30+0,02 
Р<0,001

0,99+0,66 
Р>0,05

0,97+0,02
Р<0,05

0,99+0.02 
Р>0,01

1 ,03+0,02 
Р>0,05

1,01+0,01 
Р<0,01

1,03±0,01 
Р<0,001

* Кровь 20,5+03 16,9+0.8 
Р <0,001

16,3+0,4 
Р<0,001

14,0+0,28 
Р<0,001

18,8+0,3 
Р<0,001

20,8+0,1
Р>0,05

21,2+0,8 
Р>0,05

21,3+0,2 
Р<0,001

19,7+0,4 
Р<0,005

17,4+0,2 
Р <0,001

19,9+0,3 
Р<0,05

20.2+0,2 
Р<0,01

20,6+0,2 
Р<0,01

* Здесь и в других таблицах количество ЗН-групп выражено в мкмоль/100 мл крови.

Таблица 2
Влияние а-токоферилацетата на содержание небелковых ЗН-групп в печени, мозге и крови крыс после ожога (количество ЗН-групп выражено в ммоль/100 г свежей ткани)

О ж о г С) ж о -|- а-Т око ф е р и л а ц е т а т

Ткань Контроль
ные крысы сразу после

ч ере 3
сразу после

ч е р е 3

ожога
1 час 1 день 3 дня 7 дней 15 дней

ожога
1 час 1 день 3 дня 7 диен [15 дней

Печень 0,25 ±0,007 0,12+0,007 
Р<0,001

0,16+0,005
Р<0,001

0,22+0.005 
Р>0,05

0,22+0.005 
Р>0,05

0,23 ±0,005 
Р>0,05

0.26±0,009 
Р>0,05

0,24+0,003 
Р <0,001

0,23±0,003 
Р<о,001

0,24 ±0,005 
Р >0,05

0.23±0,005 
Р>0,05

0.24+0,003
Р>0,05

0.24±0,004 
Р>0,05

Мозг 0,21+0,004 0,17+0,002 
Р<0,001

0.18+0,008 
Р <0,01

0,19+0,009
Р>0,05

0,21 -ьО.002 
Р>0,05

0,24±0,002 
Р<0,001

0,25 ±0,007 
Р <0,001

0,20±0,004 
Р<0,02

0,21 ±0,005
Р<0,01

0,21±0.007 
Р<0,05

0,21+0,006 
Р>0,05

0,22±0,007 
Р>0,05

0,21±0,009 
Р<0,001

* Кров ь 1,7+0,04 1,4 +0,03 
Р<0,001

1,3 +0,02 
Р<0,001

1,0 ±0,02 
Р <0,001

1,5 ±0,03 
Р 0,005

1,9 +0,04 
Р<0,02

1 .7 ±0,02
1 Р>0,05

1 ,8 ±0,04 
Р< 0.001

1,7 ±0,02 
Р<0,001

1,5 ±0,01 
Р ; 0,001

1,7 ±0,03 
Р<0,001

1,7 ±0,02 
Р<0,001

1,7 ±0,08 
F>0,05



ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИО ЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5, 1979

УДК 577.154.246; (547.392.4 + 547.395/396)

ВЛИЯНИЕ НЖК и ПРОДУКТОВ ИХ ПЕРЕОКИСЛЕИИЯ 
НА АКТИВНОСТЬ ^-ГЛЮКУРОНИДАЗЫ

Л. А. ЧИЛИНГАРЯН, В. Г. МХИТАРЯН

Исследовали влияние олеиновой, линолевой и линоленовой кислот, а также про
дуктов их переокислеиия на активность р-глюкуронидазы в мозге и печени белых крыс 
в различные сроки введения (7 и 14 дней). Установлено, что под влиянием назван
ных агентов активность р-глюкуронидазы возрастает в прямой зависимости от ненасы
щенности кислоты и степени ее пероксидации. Через 7 дней от начала введения ак
тивность достигает максимума, понижается к 15-м,у дню, не доходя, однако, до нор
мальных показателей.

Известно, что фермент р-глюкуронидаза (КФ 3.2.1.31) представлен 
почти во всех тканях животных, преимущественно в лизосомах и эндо
плазматическом ретикулуме.

Как известно, нормально функционирующая клетка имеет твердо 
закрепленный ферментный остов, определенные ферментные системы, 
деятельность которых регулируется законами их компартментализации 
в клетке и закрепленностью в мембранных образованиях цитологичес
ких структур. В лизосомах клеток известно более 60 гидролитических 
ферментов, расщепляющих большинство сложных веществ и биополи
меров в организме. Наиболее чувствительным аппаратом в аварийных 
для организма ситуациях, связанных с высокой степенью напряжения 
метаболических процессов при репарации, регенерации [10], экстре
мальных физических нагрузках и стрессе [4] являются лизосомы, р-глю- 
куронидазу—фермент с широким функциональным назначением, в 
последнее время нередко используют в качестве маркерного фермента 
лизосом [21, 23].

Мы поставили перед собой цель изучить активность р-глюкурони- 
дазы в мозге и печени белых крыс под влиянием ненасыщенных жирных 
кислот и продуктов их переокислеиия, инициирующих в организме цеп
ную реакцию свободнорадикального окисления.

Материал и методика. Опыты были поставлены на белых крысах-самцах, массой 
120—130 г. Контролем служили интактные крысы. Подопытные были разделены на 
2 группы: первой—вводили внутрибрюшинно ненасыщенные жирные кислоты (НЖК) 
(олеиновую, линолевую, линоленовую) в дозе 0,1 г на 400 г массы животного; вто
рой—в той же дозе, пероксидированные НЖК- Пероксидация достигалась продувани
ем воздуха через НЖК при температуре 60°. Перекисное число составляло для олеи
новой кислоты—300, для линолевой и линоленовой—400.
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Животных замораживали в жидком воздухе и через 7 и 14 дней после .
соответствующей жирной кислоты извлекали исследуемые ткани (мозг и пе е. 
тивность фермента определяли по методу Колдовскн и ДР- [17] в некоторой

с помощью тефлоно- 
гомогената до 0,1%.

модификации.
Готовили 1%-ные гомогенаты тканей на бидистиллате при 

вого гомогенизатора, с последующим разведением печеночного тг,„
Инкубационная смесь состояла из 2 мл ацетатного буфера с Р • • сод .
тон-Х-ЮО р-нитрофенил-В-б-глюкуронида (фирмы СаНлосЬет, а 1 .) в к г
центрации 0,5 ммоль и 1 мл гомогената. Общий объем смеси составлял .
помещали на 60 мин в термостат при 37°. Реакцию останавливали дооавлением мл 
1 М К2СО3 с образованием желтой окраски высвободившегося р нитро ен 
тенсивность окраски определяли спектрофотометрически при 4г нм на рес г тот 
■203. Активность фермента выражали в мкмоль/мг белка/60 мин. одержание елка 
в гомогенатах определяли по Лоури [18] с использованием в качестве ра очих стан 
дартов кристаллического бычьего сывороточного альбумина («Ко+ >, нглия

Результаты и обсуждение. Полученные данные представлены в 
табл. 1 и 2. Как видно из табл. 1, непероксидированная олеиновая 
кислота через 7 суток после начала введения повышает активность

Таблица 1
Активность р-глюкуронидазы в мозге белых крыс при различных сроках введения 

НЖК и продуктов их пероксидации, мкМ/мг белка

Контроль
ные крысы Вводимые кислоты

Подопытные крысы

через 7 дней 7о изме
нения через 14 дней °/0 изме

нения

‘0083+0,005
(16)

Олеиновая 0 121+0,009 
(8) 

р<0,001

45,7 0,101+0,004 
(8) 

р<0,001

21,6

Пероксидированияя 
олеиновая

0,192+0,007
(5) 

р<0,001

131,4 0,122+0,005 
(12) 

р<0,001

47,0

Линолевая 0,146+0,009 
(10) 

р<0,001

75,9 0,132+0,007 
(16)

р<6,001

59,0

Пероксидированная 
линолевая

0,211+0,01
(У)

р < 0,001

154,2 0,136+0,006 
(7) 

р<0,001

60,2

Линоленовая 0,169+0,007 
(14) 

р<0,001

103,6 0,14 +0,006 
(21) 

р<0,001

68,6

Пероксидированная 
линоленовая

0,237+0,01 
(12) 

р<0,001

185,5 0,182+0,007 
(7) 

р<0,001

119,2

Примечание: в обеих таблицах в скобках указано количество животных.

р-глюкуронидазы на 45,7%, спустя 14 суток активность фермента хотя и 
понижается, однако остается выше контроля на 21,6%. Линолевая кис
лота повышает активность р-глюкуронидазы в мозге через 7 суток на 
75,9%, падая через 14 суток до 59% по сравнению с контролем, а лино
леновая кислота—до 103,6 и 68,6% соответственно. Можно заметить
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Таблица 2
Активность К-глюкуронидазы в печени белых крыс в различные сроки введения НЖК 

и продуктов их пероксидации, мкМ/.мг белка

Контроль
ные крысы Вводимые кислоты

Подопытные крысы

через 7 дней % изме
нения

1
через 14 дней °/0 изме

нения

1,14+0,05 
(1?)

Олеиновая 1,385+0,05 
(14) 

р<0,02

21,5 1,29+0,08 
(7) 

р<0,05

13,2

Пероксидированная 
олеиновая

2,08+0,04 
(5)

р<0,001

82,5 1,55+0,12 
(9) 

р<0,01

35,9

Линолевая 1,559+0,06 
(10)

р <0,001

36,2 1,37+0,03 
(10) 

р< 0,01

20,1

Пероксидированная 
линолевая

2,843+0,06 
(7)

р <0,001

149,3 1,37+0,03 
(7) 

р<0,001

58,8

Линоленовая 1,72+0,08 
(18)

Р-тО ,001

50,8 1,36+0,05 
114) 

р<0,05

19,2

Пероксидированная 
линоленовая

3,25+0,14 
(7)

р<0,001

185,0 2,185+0,1 
(7) 

р<0,001

91,6

большую чувствительность ^֊глюкуронидазной активности к НЖК по 
мере возрастания двойных связей в молекуле жирной кислоты.

При введении пероксидированных НЖК заметны более глубокие 
сдвиги. Так, пероксидированная олеиновая кислота через 7 суток по
вышает активность р-глюкуронидазы в мозге более, чем в 2 раза, лино
левая—на 154,2%, а линоленовая—почти в 3 раза. Через 14 суток уро
вень активности р-глюкуронидазы при всех затравках пероксидирован- 
ными жирными кислотами соответственно понижается до 47,0, 60,2 и 
119,2%, однако остается выше уровня активности интактных животных. 
Таким образом, наивысшая активность р-глюкуронидазы в мозге на
блюдается под влиянием пероксидированной линоленовой кислоты че
рез 7 суток после начала введения.

При анализе данных об активности фермента в печеночной ткани 
выявлены аналогичные сдвиги в активности фермента под влиянием 
НЖК и продуктов их переокисления (табл. 2). Через 7 суток после 
введения непероксидированной олеиновой кислоты наблюдается повы
шение активности р-глюкуронидазы на 21,5%, через 14—активность по
нижается, доходя до 13,2%, под влиянием линолевой и линоленовой кис
лот через 7 суток активность соответственно повышается до 36,2 и 50,8 
и понижается через 14—до 20,1 и 19,2%.

Под влиянием пероксидированных НЖК наблюдаются более глу
бокие сдвиги: так, на 7-е сутки активность фермента повышается под 
влиянием олеиновой, линолевой и линоленовой соответственно на
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82,5; 149,3 и 185%, а через 14 суток она, хотя и несколько понижается, 
однако все еще превышает контрольный уровень соответственно на 
35,9; 58,8 и 91,6%.

Согласно нашим данным, мозговая ткань в целом несколько более 
чувствительна к введению НЖК и продуктов их переокисления, чем 
печеночная. Следует отметить особенности распределения р-глюкуро- 
нидазной активности в мозге. Работами Аллена и др. [14] показано, 
что в мозговой ткани р-глюкуронидазная активность в различных отде
лах мозга представлена неодинаково. Белое вещество обладает зна
чительно большей активностью, чем серое; причем если в сером веще
стве фермент имеет исключительно лизосомальную локализацию, то в 
белом он представлен и в лизосомах (глиальных клетках) и преимуще
ственно вне лизосом (в неидентифицированной фракции и во фракции 
микросом).

Установлено, что жирнокислотный состав фосфолипидов биомем
бран лизосом меняется в зависимости от жирнокислотного состава пи
тания [11, 16]. Акоста и др. показали [13], что даже в концентрации 
5-10 ~6свободные жирные кислоты заметно лабилизируют мембраны ли
зосом миоцитов сердца. Введение НЖК и продуктов их пероксидации 
вызывает значительное повышение активности р-глюкуронидазы, что, 
возможно, тоже обусловлено лабилизацией лизосомных мембран осо
бенно через 7 суток после введения этих кислот и находится в четкой 
зависимости от степени их ненасыщенности и переокисленности. В этом 
аспекте представляют интерес данные Мелик-Агаян [7] о максималь
ном уровне липидных перекисей в печени через 7 суток после введения 
хлоропрена, перекисный механизм действия которого хорошо известен 
из работ Мхитаряна [8]. В тот же срок показано резкое снижение со
держания витамина Е с жировой дистрофией при гистохимическом ис
следовании [2]. По данным Буниана и соавт. [15], Мура и соавт. [19], 
недостаток витамина Е вызывает в свою очередь резкое нарушение 
стабильности мембран лизосом.

В литературе имеются также многочисленные данные о высокой 
активности р-глюкуронидазы при радиобиологическом воздействии [3]. 
Одни авторы объясняют это механизмом разрыва лизосомальных мем
бран и солюбилизацией их ферментов, другие же—первичным разруше
нием антиоксидантов в клетке [24, 25].

Козловым и соавт. [6] показано накопление продуктов свободно
радикального окисления—липоперекисей при злокачественном росте в 
липидах мембран органелл печени (ядер, митохондрий, микросом, лизо
сом) .

При злокачественных новообразованиях активность р-глюкурони- 
дазы также возрастает [20, 22], так что при некоторых видах опухолей 
определение р-глюкуронидазной активности служит даже вспомогатель
ным тестом в диагностике.

Зайцев [5] выявил достоверное повышение активности р-глюкуро- 
нидазы в сыворотке крови при различных гепатитах, одновременно по
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казав связь между глубиной паренхиматозных изменений в печени и 
степенью солюбилизации лизосомальных ферментов, что объясняется 
степенью повреждения лизосомальных мембран

По данным Абегян и др. [1], при вирусном гепатите наблюдается 
резкое повышение содержания липидных перекисей в крови с актива
цией ряда других ферментов, что объясняется повышением мембранной 
проницаемости гепатоцитов под влиянием липидных перекисей.

Повышение активности р-глюкуронидазы под влиянием ненасы
щенных жирных кислот и продуктов их переокисления, по-видимому, 
связано также с накоплением продуктов свободнорадикального окис
ления, имеющих кислую реакцию, вследствие чего увеличивается ата- 
куемость ферментов лизосом, и встроенные в мембраны гидролазы реа- 
гируют резким возрастанием специфической активности [11].

Резкое повышение активности р-глюкуронидазы под влиянием 
НЖК и продуктов их пероксидации обосновывается данными Несмеяно
ва и др. [9] о необходимости свободной карбоксильной группы для непо
средственной инициации активности р-глюкуронидазы.

Возможно, одним .из индукторов распада глюкуронидов может 
быть переключение углеводного обмена в условиях высокой липидной 
пероксидации на альтернативные пути: на пентозный цикл [12] и час
тично на глюкуронатный путь с целью синтеза пентоз и НАДФН2, столь 
необходимого в ряде биосинтетических реакций организма, и в том чис
ле для стероидных гормонов, выполняющих регуляторную функцию 
как в отношении липидной пероксидации в целом, так и в регуляции 
активности р-глюкуронидазы в частности.

ереванский медицинский институт,
кафедра биохимии Поступило 15.111 1979 г.
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Սպիտակ առնետների վր ա ուսումնասիրվել է չհագեցած ճարպաթթու֊ 
Ների ( օ լեն ին ա թթ վի, լին ո լա թ թ վի և լին ո լեն ւս թ թ վի ի ե նրանց դե ր 0 ք ս ի դա ցմ ան 
արգասիքների ազդեցությունն ուղեղի և լյարդի P֊ գլյուկուր ոն ի դա ղա յի ակտի

վության վրա։ ճ արպաթթուներր ներարկվել են ն եր որ ովայնային 7 և 14 օրվա 
րն թ ա ց քռւմ ր

Հետազոտությունները ցուչց են տվել, որ ք՜)֊ դլյ ո ւկո լր ոն ի դա զա յի ակտի 

/էության բարձրացում  ը կախված է ճարպաթթվի շհ ա դե ց վա ծ ո ւթ յ ուն ի ց և պեր~ 
օ քս ի դա ցմ ան աստիճանից։ Ընդ որում, ա ուս վե լա ոո ւ լն ակտիվացում նկատ

վում է ներարկումից 7 օր հետո, ալնուհետև ֆերմենտի ակտիվությունը իջ

նում է, սակալն 15~րդ օրը դեռ մնում է նորմայից բարձր։
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CHANGES OF ^-GLUCURONIDASE ACTIVIT1 IN RAT 
BRAIN AND LIVER

L. A. CHILINGAR1AN, V. O. MKHITAR1AN

Unsaturated fatty acids and their hydroperoxydes have been admi
nistered to rats causing the increase of ^-glucuronidase activity by the 
7-th day and its decrease by the 14-th day. The activity was proportio
nal to the degree of acid unsaturation and peroxidation.
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УДК 577.1'2:612.1/8

НЕКОТОРЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ЧАСТИЧНО ОЧИЩЕННЫХ 
I- И О-ФОРМ ГЛИКОГЕНСИНТЕТАЗЫ МОЗГА КРЫС

Ц. М. СУДЖЯН

Из мозга крыс выделены и частично очищены I- и Э-формы/ гликогенсинтетазы. 
Изучение их кинетических свойств показало, что 1\м для УДФ> глюкозы 1-формы гли
когенсинтетазы мозга снижается в присутствии глюкозо-6-фосфата. Э-форма фермен
та активна только в присутствии относительно высокой его концентрации.

Лелуар и соавт. [6—8] показали, что основным ферментом, регу
лирующим биосинтез гликогена, является гликогенсинтетаза (ГС). В 
мозговой и других тканях этот фермент присутствует в зависимой (В) 
и не зависимой (1) от глюкозо-6-фосфата молекулярных формах. В на
ших предыдущих исследованиях [1] было показано, что изменение 
функциональной активности высших отделов ЦНС как под воздействи
ем естественных физиологических раздражителей, так и психотропных 
веществ оказывает влияние на активность I- и О-форм ГС в мозговой 
ткани.

Кинетические свойства ГС мозга были изучены при выделении фер
мента на уровне гомогената [3, 10]. Однако I- и О-формы фермента не 
были выделены отдельно. В настоящем исследовании нами выделены, 
частично очищены 1- и О-формы ГС мозга крыс и изучены их кинети
ческие свойства.

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах-самцах массой 150—200 г. 
Выделение и очистку I- и О-форм ГС (УДФГ: гликоген-а-4-глюкозил трансфераза, 
КФ 2. 4.1.11) проводили по методу Пассонье и Шварца [11] в нашей модификации, 
заключающейся в том, что при выделении I- и О-форм фермента крыс замораживали 
в жидком азоте; гомогенизацию ткани проводили в четырехкратном объеме 25 мМ 
триса, pH 7.5, содержащего 1 мМ. ЭДТА, вместо 5 мМ дитиотреитола добавляли 5 мМ 
2-меркаптоэтаиола (трис-МЭ-ЭДТА). Все процедуры проводили при 0—4°.

При выделении 1-формы гомогенат центрифугировали при 8000 £. К надосадоч- 
иой жидкости добавляли сульфат аммония до концентрации 2 М, -поддерживая pH 7,5 
гидроокисью аммония. Через 30 мин центрифугировали Осадок диализовали в тече
ние 24 час. против трис-МЭ-ЭДТЛ буфера, затем диализат центрифугировали для 
удаления денатурированного белка. В дальнейшем добавляли кальций фосфатный 
гель, приготовленный по Кайлину и Хартри [4], в котором отношение концентрации 
белка в растворе к твердому гелю составляло 1:0,25. Гель осаждали центрифугиро
ванием и промывали тем же буфером в объеме, равном объему диализуемой жидкос
ти. Фермент с геля элюировали 0.2 М фосфатным буфером, pH 7,5, дважды, объемом, 
эквивалентным объему диализата до обработки гелем. Затем солюбилизированный 
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фермент концентрировали осаждением 1 М сульфатом аммония и нейтрализовали 
-описанным выше методом. Осадок диализовали против 100 объемов трис-МЭ-ЭДТА 
в течение ночи. Диализованный раствор наносили на колонку' с ДЕАЕ-целлюлосОЙ 
(ДЕ-32 фирмы Whatman, Англия), размерами 1,3X6.0 см. предварительно уравно
вешенную трис-.МЭ-ЭДТА буфером. Эффлюент собирали по 3,3 мл с помощью кол
лектора с охладительной системой марки Miifem (Венгрия), измеряли во фракциях 
оптическую плотность при 280 нм и определяли активность ГС. Наибольшая актив
ность фермента отмечалась во фракциях 36—40. Эти фракции собирали и концентри
ровали вакуумным диализом.

Выделение и очистку D-формы ГС проводили вышеописанным способом֊ с некото
рыми добавлениями. Мозг крыс гомогенизировали в 4-х объемах трис-МЭ-ЭДТА, со
держащего 20 мМ KF, и центрифугировали при 8000 g. К надосадочной жидкости до
бавляли равное ей количество 50 мМ N-трис (гидроксиметил) метил-2-аминоэтан суль
фоновой кислоты (ТЭС) буфера, pH 7,0, содержащего 50 мМ KF, 20 мМ MgCl2, 0,6 мМ 
этилен гликол-бис (р-аминоэтиловый эфир) М.М'-тетрауксуснои кислоты (ЭГТК), 
20 мМ теофиллина, 20 мМ АТФ и 20 мкмоль циклического 3х. 5Х-АМФ. На этом этапе 
I-форма ГС в присутствии протепнкиназы в гомогенате [12] переходит в D-форму. 
Температуру полученной смеси доводили до 30° и инкубировали в течение 20 мин. 
Добавляли твердый сульфат аммония до концентрации 2 М, приводили к pH 7,5 с по
мощью гидроокиси аммония и осадок собирали. Солюбилизацию кальций фосфатным 
гелем и второе сульфат аммонийное осаждение проводили так же, как и для 1-формы, 
но в присутствии 20 мМ KF. После диализа, когда некоторая часть активности ГС 
была вновь обращена в I-форму, диализованную фракцию снова инкубировали с опи
санным выше ТЭС реагентом. DE-32 колоночную хроматографию проводили так же,, 
как и для 1-формы фермента.

Активность ГС определяли измерением количества УДФ, образующегося из УДФ- 
глюкозы (УДФ) в присутствии гликогена; содержание УДФ применением пируват- 
киназы (ПК), катализирующей перенос фосфата из фосфоэнолпирувага (ФЭП) на 
УДФ с образованием УТФ и пирувата. Количество освободившегося пирувата экви
молярно содержанию УДФ [9] Для определения активности ГС в присутствии глю- 
козо-6-фосфата (Г-6-Ф) брали 0.03 мл смеси, содержащей равные количества 0,75 М 
глицинового буфера с 0,025 М ЭДТА (pH 8,5), 0,05 М Г-6-Ф и 40 мг/мл гликогена, 
добавляли 0,005 мл 0,03 М цистеина, 0,005 мл фермента, 0,01 мл УДФГ (в 1 мл 25Х 
10“7М). Различные концентрации УДФГ и Г-6-Ф, используемые при изучении ки
нетических свойств I- и D-форм ГС, приведены в соответствующих опытах. При оп
ределении активности ГС в отсутствие Г-6-Ф вместо него добавляли глициновый бу
фер. Смесь инкубировали 10 мин при 37°, кипятили 2 мин при 100°. Затем добавляли 
по 0,025 мл 0,01 М ФЭК и ПК (0,1 г в 20 мл). Содержимое пробирок инкубировали 
15 мин при 37°, добавляли 0,15 мл 0,1%-ного динитрофенилгидразина, через 5 мин 
прибавляли 0,2 мл 10 н NaOH и 2,2 мл этанола. Оптическую плотность измеряли при 
520 нм в кювете 1 см. Г-6-Ф, УДФ и ФЭП—фирмы Sigma, ПК—фирмы Reanal.

Результаты и обсуждение. Процедура очистки 1-формы ГС позво
лила повысить ее удельную активность примерно в 100 раз. Выход со
ставлял 23%. В течение очистки доля 1-формы ГС повышается от 72 
до 94%. Удельная активность ее достигает 170,8 ммкмоль УДФ/мг бел- 
ка/мин. Типичная схема очистки D-формы ГС мозга представлена в 
табл. 1.

Доля D-формы фермента с 8% на первом этапе повышается и до
стигает 96% на этапе первого перехода I в D (активность фермента при 
этом измеряли в присутствии и в отсутствие Г-6-Ф). На последующих 
этапах процент D-формы был понижен несмотря на присутствие КД, 
подавляющего фосфатазную активность. Доля D-формы; ГС достигает
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4

Очистка О-формы ГС мозга крыс
Таблица 1
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Г омогенат 84,0 20,16 2743,40 1,62 100 8 1

Первый I О переход 98.0 1,83 1226,96 6,84 44 96 4,1
2 м (Ь1Н4)։ 5О4 осаждение 6,0 17,40 745,20 7,14 27 81 4,4
Элюат с ка льций фосфатного геля 25,5 2,88 671,9 9 9,12 24 79 5,6
1 М (ИН4)2 5О4 осаждение 1,4 11,94 482,0 28,80 17 72 17,8

Второй 1 Г переход 2,8 5,70 480,0 30,0 17 97 18,5
ДВ-.32 колонка концентрированная 0,9 3,23 445,60 154,70 16 97 95,5

97% при повторной инкубации со смесью, необходимой для перехода 
I- в И-форму. Этот процент сохраняется и на этапе колоночной хрома
тографии. Полученные результаты свидетельствуют о том, что исполь
зуемый метод выделения и очистки I- и И-форм ГС приемлем для тка
ней с низкой ферментативной активностью, в частности для мозга.

Согласно данным литературы, инкубация очищенной ГС с гликоге
ном приводит к активации фермента [11, 13]. Результаты опытов, по
лученные нами при изучении влияния инкубации с гликогеном на актив
ность 1-формы ГС, приведены в табл. 2.

Таблица 2
Активность 1-формы ГС мозга при преинкубации с гликогеном и без него

Фракции Активность 1-формы ГС, 
ммкмоль УДФ мл/мнн

Отношение с 
глнкогеном/без

без гликогена с гликогеном.

Г омогенат 38,80 43,30 1,18
2М (МН4) ЗО4 осадок 231,61 357,41 1 ,50
Элюат с кальций фосфатного геля 134.56 457,50 3,40
1 М (МН4) ЗО4 осадок 1624.70 3736,80 2,80

Время преинкубаций фермента с гликогеном—15 мин при 37°.

Из приведенных данных видно, что преинкубация фермента с гли
когеном повышает его активность во всех исследуемых фракциях. Она 
повышается в 3,5 раза на этапе элюата с кальций фосфатного геля. Ис
ходя из полученных данных в последующем мы изучали влияние раз
личных сроков инкубации фермента с гликогеном на активность очи
щенных I- и И-форм ГС.

Из табл. 3 следует, что активность как И-, так и, особенно, 1-формы 
ГС возрастает при инкубации фермента с гликогенной «затравкой».
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Таблица 3
Влияние инкубации с гликогеном на активность очищенных О- и 1-форм ГС ,՝..ола

Время препикубации, мин □-форма ГС 1-форма ГС

ммкмоль УДФ/мл/мпн

о 152,42 163,81
15 223.55 457,52
30 294,22 564,91
60 364,35 645,88
90 396,24 724,92
90 б/глн когена 183,42 151,28

.Наряду с этим, было также показано [11], что присутствие гликогенной 
«затравки» существенно не влияет ни на максимальную скорость ак
тивности I- и О-форм ГС, выделенной из мозга свиньи, ни на сродство 
к УДФГ. По-видимому, концентрация гликогена в этих опытах была 
не очень существенной, так как 1-форма мозговой ГС, очевидно, свя
зана с гликогеном в нативном состоянии [10], и ее активность не зави
сит от гликогенной «затравки».

В дальнейшем мы изучали кинетические свойства 1-формы ГС-К м 
для УДФГ определяли по Лайнуиверу-Берку в отсутствие и в присут
ствии Г-6-Ф (рис. 1). Очевидно, в отсутствие Г-б-Ф Кч равна 0,166 мМ, 

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Активность I-формы ГС из мозга крыс как функция концентрации 

УДФГ. Концентрация Г-6-Ф—5 мМ.
Рис. 2. Активность 1-формы ГС мозга при двух концентрациях УДФГ 

[1) 0,5 м.Ч; 2) 5 мМ] и различных концентрациях Г-6-Ф.

а макс 2,0 мкмоль/мл/мин. В присутствии 5 мМ Г-6-Ф достигает 
0.04 мАА, а Умй։с 1,33 мкмоль/мл/мин. Таким образом, в присутствии 
Г-6-Ф 1\мдля УДФГ 1-формы ГС понижается в 4 раза. Полученные 

нами данные позволяют сделать следующее сравнение: концентрация 
УДФГ в мозге, составляя 60—70 мкмоль/кг [3], приблизительно в 5 раз 
ниже, чем в печени (350 мкмоль/кг) [5]. Наряду с этим, 1<м для УДФГ 
1-формы ГС в отсутствие Г-6-Ф, по нашим данным, составляя 0.17 мМ, 
также около 5 раз в мозге ниже, чем в печени [2]. Как видно из рис. 2, 
активность 1-формы ГС при концентрации УДФГ 0,5 мМ при увеличе
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нии Г-6-Ф до 2 мМ/л повышается от 0.8 до 2 мкмоль/мл/мин, а при кон
центрации 5 мМ и том же содержании Г-6-Ф с 1,9 до 2,6 мкмоль/мл/мин. 
Из полученных нами данных следует, что при меньшей концентрации 
УДФГ с увеличением содержания Г-6-Ф активность фермента возрас
тает в большей степени (в 2,5 раза), чем при концентрации, близкой к 
насыщающей, когда она возрастает лишь в 1,3 раза.

В опытах по изучению кинетики В-формы ГС мозга (рис. 3) нами 
выявлено, что при концентрации Г-6-Ф 0,75 мМ Км для УДФГ состав

Рис. 3. Рис. 4.
Рис. 3. Активность О-формы ГС из мозга крыс как функция концентрации 

УДФГ при двух концентрациях Г-6-Ф [1) 0,75 мМ; 2) 3 мМ].
Рис. 4. Активность О-формы ГС мозга при двух концентрациях УДФГ 

[1) 0,5 мМ; 2) 5 мМ] как функция концентрации Г-6-Ф.

ляет 5,0 мМ, а V . —1,2 мкмоль/мл/мин. Когда она повышается до 
3 мМ, Км для УДФГ понижается в 5 раз, составляя 1,0 мМ, а Умакс —՛ 
2,25 мкмоль/мл/мин. В отличие от 1-формы ГС В-форма в отсутствие 
Г-6-Ф полностью неактивна, поэтому можно использовать метод Лай- 
пуивера-Берка (1/У график против 1/Г-6-Ф) при определении актив
ности В-формы ГС как функции концентрации Г-6-Ф при 2-х концент
рациях УДФГ (рис. 4), Км для Г-6-Ф при 0.5 мМ УДФГ составляет 
25 мМ, а V —1,4 мкмоль/мл/мин. При более высоком уровне УДФГ 
(5 мМ) она понижается и составляет 5,5 мМ, а ¥։1акс —1,25 мкмоль/мл/՛ 
мни. Исходя из этих данных можно заключить, что В-форма ГС актив
на только в присутствии относительно высокой концентрации Г-6-Ф.
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лаборатория биосинтетических реакции мозга Поступило 16.11 1979 г.

417



ԱՈ֊ՆԵՏՆԵՐԻ ՈՒՂԵՂԻ ԳԼԻԿՈԴԵՆ ՍԻՆԹԵՏԱԶԱՅԻՆ ՄԱՍՆԱԿԻ 
ՄԱՔՐՎԱԾ I- ԵՎ D-ՏԵՎԵՐԻ ՈՐՈՇ ՐՆՈԻԹԱԴՐՈ ԻԹՅ Ո ԻՆՆԵՐ

Ց. Մ. ՍՈԻՋՅԱՆ

Առնետների ուղեղից առանձնացվել և մաքրման են ենթարկվել գլի կողեն 
ււինթետազայի I և Ծ֊ձևերր։ Մաքրման հետևանքով գյիկոզեն սին թ ե տ ա զա ■ 
յի I և Ծ֊ձևերի տեսակարար ակտիվությունները համապատասխանաբար 
հասնում են 170,8 և 154,7 մմկմոլ!մգ ս պ ի տ ա կուցի/ր ո պ ե ի : Կինետիկական 
հատկությունների ուսումնասիրությունը ցույց է տվել, որ գլի կո զ են ս ին թ ե տ ա ~ 
զայի ւ֊ձևր }<^ ՈԻԴՖԳ համար գլուկո զո֊Օ֊ֆ ոսֆա տ ի առկայությամբ իջնում 
է։ Ընդ որում, ՈԻԴՖԳ ավելի փոքր կոնցենտրացիայի ժամանակ զլիկոգեն սին֊ 
թետազայի 1-ձևի ակտիվությունը գլյո ւկ ո զո ֊6 - ֆ ո սֆ ա տ ի կոնցենտրացիայի 
մ եծանալոլ հետ միասին աճում է ավելի մեծ աստիճանով, քան երբ ՈԻԴՖԳ 
կոնցենտրացիան մոտենում է հագեցման։

Գլխուղեղի գլիկոգեն սինթետազայի Ը)-ձևը ակտիվ է գլյ ո ւկո զո ֊6 ֊ֆ ո ս - 
ֆա՛տի համեմատաբար բարձր կոնցենտրացիայի ժամանակ։

SOME CHARACTERISTICS OF PARTIALLY PURIF1CATED 
I-AND D-FORMS OF RAT BRAIN GLYCOGEN SYNTHETASE

Ts. M. SUDJAN

Glycogen synthetase I and D-forms of rat brain have been isolated 
and purifed. The studv of their kinetic properties has shown that Km of 
the I-form of glycogen synthetase for UDPG decreases in the presence 
of glucose-6-phosphate. D-form is active only at a relatively high concent
rations of glucose-6-phosphate.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
Б и ° логический журнал Армении

XXXII, 5, 1979

УДК 547.392.4+577.161.3+577.15.062

ВЛИЯНИЕ СОВМЕСТНОГО ПРИМЕНЕНИЯ ПЕРОКСИДИРО- 
ВАННОЙ ОЛЕИНОВОЙ КИСЛОТЫ И 

а-ТОКОФЕРИЛАЦЕТАТА НА ЦИКЛ КРЕБСА

Л. В. МХИТАРЯН

Изучены сдвиги в активности некоторых ферментов цикла Кребса в митохондриях 
мозга белых крыс при внутрибрюшинном введении пероксидированной олеиновой кис
лоты и при его параллельном введении с а-токоферилацетатом. Установлено, что 
активность цитратсинтазы под влиянием пероксидированнои олеиновой кислоты под
вергается фазовым изменениям. Пируват-, аг-кетоглутарат- и малатдегидрогеназа 
угнетаются во все сроки эксперимента, особенно на седьмой день. При совместном 
введении олеиновой кислоты с а-токоферилацетатом наблюдается тенденция к норма
лизации активности изученных ферментов.

Изучение активности ферментов и интермедиатов цикла Кребса 
при различных состояниях и воздействиях организма представляет оп
ределенный интерес.

Установлено, что длительное рентгеноблучепие вызывает в мито
хондриях головного мозга фазные изменения в активности пируватде
гидрогеназы и некоторых других ферментов цикла трикарбоновых кис
лот (ЦТК) [13]. Определенные изменения были обнаружены при воз
действии небольшими дозами ионизирующей радиации в митохондри
альной фракции головного мозга и миокарда [12].

В ряде работ было показано угнетение активности некоторых фер
ментов 'цикла Кребса при гипоксии [5], остром отравлении этионином 
[14, 15], при сахарном диабете [3, 4], стрессе. Усиление процесса окис
ления промежуточных продуктов цикла Кребса и повышение активности 
сукцинатдегидрогеназы в митохондриях обнаружено у крыс при дефи
ците ненасыщенных жирных кислот (НЖК) в диете [16, 25]. Показано, 
что активность сукцинатдегидрогеназы в митохондриях печени крыс 
угнетается под действием олеиновой кислоты [24]. Ингибирование цит
ратсинтазы в митохондрии сердца наблюдается при введении линолевой 
и олеиновой кислот [23].

В предыдущих работах [6, 7] было установлено, что в гомогенатах 
коры головного мозга происходят фазные изменения при хлоропрено
вом отравлении, а также под влиянием пероксидированных олеиновой 
и линоленовой кислот.
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Так как хлоропрен и пероксидированные НЖК вызывают опреде
ленные изменения биомембран и нарушают их нормальную проницае
мость, возникла необходимость изучить состояние цикла Кребса в ми
тохондриях коры головного мозга крыс под влиянием пероксидирован- 
ной олеиновой кислоты, а также при совместном действии его с а-токо- 
ферилацетатом.

Материал и методика. Опыты ставили на белых крысах самцах массой 150 200 г., 
содержавшихся на обычном рационе вивариума. Исследования проводили на 3 груп
пах крыс: первая—интактные крысы—служила контролем; второй вводили ежеднев
но внутрибрюшинно пероксидированную олеиновую кислоту (220 мкмоль перекисного 
кислорода на 1 г кислоты) в количестве 0,1 мл на 150 г массы животного; третьей 
группе параллельно с кислотой вводили а-токоферилацетат в количестве 2 мг на 150 г 
массы животного в виде тонкой эмульсии, приготовленной на 10°/о-ном водном рас
творе твин-80 (0,5 мл). Затравку производили в течение 24 час, 7 и 15 дней, после 
чего крыс декапитировали и из коры больших полушарии головного мозга их выделя
ли митохондрии по методу Хогебум [14].

Об активности цитратсинтазы судили по приросту лимонной кислоты в присут
ствии оксалоацетата «Sigma» (США), ацетата натрия; АТФ «.Reanal» (ВНР) и КоА 
«Fluka» (Швейцария), количество которой, определяли по методу Нательсона и др. 
[20] и выражали в мкмоль лимонной кислоты на 1 мг митохондриального белка в 
течение 1՛ часа" инкубации при 37°. Измерения производили на спектрофотометре— 
МОМ-203 при длине волны 430 нм. Активность пируват-, я, кетоглутарат- и малатде
гидрогеназ определяли по методу Нордмана и др. [22] > с некоторой модификацией, 
внесенной Путилиной и Ещенко [11] и выражали в мкг формазана, образовавшегося 
в пробе за 20 мин инкубации в расчете на 1 мг митохондриального белка. Измерения 
производили на спектроколориметре «Spekol» (ГДР) при длине волны 570 нм.

Белок в пробах определяли по Лоури [18]. Результаты опытов обработаны ме
тодом вариационной статистики Фишера-Стюдента.

Результаты и обсуждение. Как видно из данных табл. 1, активность 
цитратсинтазы уже через день после затравки снижается на 67%, че
рез 7 дней она резко повышается, превышая контрольный уровень1 на 
54,8%, и с удлинением сроков затравки до 15 дней снова снижается 
на 32,8%.

При введении кислоты с а-токоферилацетатом ч.ерез 24 часа актив
ность фермента снижается несколько меньше, чем при введении только 
олеиновой кислоты. В последующие сроки затравки (7 и 15 дней) ак
тивность цитратсинтазы хотя и повышается, однако остается ниже кон
трольного уровня на 28 и 20% соответственно.

Как видно из данных табл. 2, активность пируват-, а-кетоглстарат- 
и малатдегидрогеназ во все сроки затравки, пероксидированной олеи
новой кислотой значительно подавлена. Так, через 24 часа после за
травки наибольшему угнетению подвергаются пируват- и а-кетоглута- 
ратдегидрогеназы, активность которых снижается на 32,5 и 30,5% со
ответственно, в то время как активность малатдегидрогеназы—всего 
лишь на 19,8%.

Через 7 дней активность а-кетоглутаратдегидрогеназы почти не из
меняется и продолжает оставаться ниже контрольного уровня на 35%, 
между тем как активность пируватдегидрогеназы и, особенно малатде
гидрогеназы, резко снижается.

420



Таблица 1
Сдвиги в активности цитратсинтазы митохондрий головного мозга крыс,

______  мкмоль лимонной кислоты/час/мг белка митохондрий

К р ы с ы

Введенные 
вещества контроль-

П О Д О п ы т н ы е

н ые через
24 часа

7о из- 
мене-
ния

через
7 дней

7о из
мене
ния

через 
15 дней

7о из
мене

ния

Пороке и диро
ванная олеи
новая кисло
та

0,125+0,003 
(9)

0,041+0,0008 
(7) 

Р«г 0,001

֊67,2 0,205+0,005 
(П) 

Р<0,001

+64,8 0,084+0,004 
(?) 

Р<0,001

֊32,8

Пероксидиро- 
вапная олеи- 
иова я кисло
та Д- а-токо- 
ферил ацетат

0,125+0,003 
(9)

0,058+0,001 
(12)

Р <0,001

-53,6 0,09+0,04 
(12)

Р<0,001

֊28,0 0,1+0,003 
(7)

Р <0,01

֊20,0

Примечание: Здесь и в табл. 2 и 3 в скобках—количество животных.

Таблица 2
Влияние пероксидированной олеиновой кислоты на активность дегидрогеназ 
митохондрий головного мозга крыс, мкг формазана/мг белка митохондрий

К р ы с ы

Фермент
контроль-

П О Д О п ы т и ы е

ные через 7 о из- 
мене- через

7 дней
7о ИЗ- 
мене- через 

15 дней
7о из- 
мене-

НИЯ НИЯ ния

Пируватде
гидрогеназа

7,68+0,32 
(12)

5,18+0,36 
(9) 

Р<0,001

-32,5 3,37+0.23 
(11)

Р <0,001

—56,0 3,48+0,51 
(») 

Р<0,001

-54,6

а-кетоглута- 
ратдегидро- 
геназа

5,92±0,3 
(И)

4,11+0,15 
(Ю) 

Р<0,001

-30,5 3,38+0,17 
(Н) 

Р<0,001

-35,3 4,81+0,06 
(7) 

Р <0,01

—18,7

.Малатдегидро
геназа

6,0+0,11 
(14)

4,81+0,2 
(9)

Р <0,001

-19,8 1,35+0,04 
(У) 

Р<0,001

-77,5 2,29+0,13 
(8) 

Р<0,001

-61,8

При удлинении сроков затравки до 15 дней хотя активность всех 
.исследуемых дегидрогеназ несколько повышается, однако продолжает 
оставаться резко.подавленной, особенно малат- и пируватдегидроге
назы. Активность а-кетоглутаратдегидрогеназы возрастает и отстает 
от контрольною уровня лишь на 18,7По

следовательно, наибольшее угнетение активности изученных де
гидрогеназ наблюдается после 7 дней затравок. Интересно, что под 
влиянием пероксидированной олеиновой кислоты в мозге содержание 
липидных перекисей повышается во все сроки эксперимента, особенно 
после 7-го дня [8].
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На основании полученного фактического материала можно допус
тить, что низкая активность цикла в митохондриях головного мозга об
условлена действием липидных перекисей. Известно, что избыточная 
липидная пероксидация сопровождается значительным снижением со
держания биоантпсксидантов и особенно витамина Е [2] ■

Таблица 3
Влияние олеиновой кислоты и а։-токоферилацетата на активность дегидрогеназ 

митохондрии головною мозга крыс, мкг формазана/мг белка митохондрий

Ферменты

Крысы

контроль
ные

подопытные

через
24 часа

7о из- 
мене- 
ния

через
7 днем

0 0 из
мене
ния

через
15 дней

7о и з 
мене-
ния

Пируватде
гидрогеназа

7,68+0,32 
(12)

7,28+0,02
(7) 

Р>0,05

-5,2 6,69+0,13 
(7) 

Р<0,05

—12,9 6,28 + 0,13 
(7) 

Р<0,02

—18,2

а-кетоглута
ратдегидро
геназа

5,92+0,3 
(И)

4,36+0,19 
(7) 

Р >0,01

֊26,3 4 83+0,027
(11)

Р<0,02

-18,4 5,53+0,31 
(7) 

Р>0,05

֊5,9

Малатдегид
рогеназа

6,0+0,18 
(14)

5,97+0,13
(7) 

Р>0,05

֊3,9 3.55+0,1 
(7)

Р <0,001

—40,7 4,45+0,08 
(7) 

Р-,0,001

-25,7

Как видно из данных табл. 3, при введении олеиновой 'кислоты сов
местно с а-токоферилацетатом наблюдается некоторая тенденция к по
вышению активности ферментов во все сроки эксперимента, что, види
мо, обусловлено некоторыми его свойствами, в том числе подавлением 
инициации процесса липидной пероксидации, в результате чего сохра
няется целостность мембран митохондрий и нормальное их функциони
рование.

Экспериментально установлено, что витамин Е, как и некоторые де
гидрогеназы цикла Кребса, в том числе а-кетокислот, локализован пре
имущественно во внутренней мембране митохондрий, вследствие чего 
при введении его интактным крысам повышается активность пируват- 
11 а-кетоглутаратдегидрогеназ [14]. Не исключается также, что вита
мин Е будучи необходимым компонентом липоилдегидрогеназы, одного 
из ферментов мультиэнзимного комплекса а-кетокислот [21], может 
при введении в организм активировать эти ферменты.

Учитывая, что цитратсинтаза и дегидрогеназы а-кетокислот явля
ются тиоловыми ферментами и весьма/чувствительны к тиоловым яд
ам, в том- числе и перекисям, можно допустить, что некоторая акти
вация ферментов витамином Е обусловлена его антиоксидантными свой
ствами свойством предохранять БН-группы фермента от окисления и 
тем самым ферменты от инактивации. Такая интерпретация подтвер
ждается многочисленными литературными данными, а также исследо
ваниями Семерджян Л. В., которая показала значительное снижение
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количества БН-групп в тканях и крови крыс при затравке их перокси- 
Дированной Н/КК и некоторое повышение—при введении а-токоферил- 
ацетата (неопубликованные данные). Следует привести также данные 
Наира [19], который показал, что дефицит витамина Е может привести 
к нарушению биосинтеза гема и, следовательно, к уменьшению актив
ности гемсодержащего фермента—каталазы.

Сравнительно недавно Мхитаряном и Межлумян [9] были получе
ны аналогичные данные в отношении другого гемсодержащего фермен
та триптофанпирролазы, активность которой угнетается под влиянием 
П/КК и частично активируется при введении витамина Е.

Результаты этих исследований позволяют утверждать, что одной из 
существенных причин малой активности НАД-зависимых ферментов 
является нарушение биосинтеза НАД вследствие низкой активности 
триптофанпирролазы—фермента, ответственного за биосинтез никоти
новой кислоты.

Подобные данные получены и при ожоге (стадия токсемии) [1], в 
патогенезе которого липидным перекисям придается важное значение 
[10]. При этом было установлено низкое содержание никотинамидных 
нуклеотидов и угнетение активности НАД-зависимой малат- и глутамат
дегидрогеназ [1].

Таким образом, можно заключить, что наблюдаемые изменения в 
активности «ферментов цикла Кребса на фоне избыточной липидной пер
оксидации обусловлены сдвигами в содержании БН-групп, нарушением 
биосинтеза НАД и дефицитом витамина Е. Возможно, этим и обуслов
лен корригирующий эффект экзогенного витамина Е на активность фер
ментов цикла Кребса при избыточной липидной пероксидации.

Ереванский медицинский институт Поступило 12.УП 1978 г.

ՕԼԵԻՆԱԹԹՎԻ ԵՎ «-ՏՈԿՈՖԵՐԻԼԱՑԵՏԱՏԻ ՀԱՄԱՏԵՂ 
ԱԶԴԵՑՈԻԹՅՕԻՆՕ ԿՐԵԲՍԻ ՑԻԿԼԻ ՎՐԱ

I.. Վ. ՄԽԻԹԱՐՅԱՆ

Սպիտակ առնետների վր ա ուսումնասիրվել կ սլ ե ր օ ք ս ի դա ց վա ծ օլեինա

թթվի ազդեցությունը ուղեղի մ ի տ ո ք ոն դր ի ան ե ր ի ց ի տ ր ա տ ս ին թ ա զա յի պիրոլ- 
վատ, &.֊ կե տ ո գլոլտ ա ր ա տ ֊ և մ ա լա տ դեհ ի ղր ո զեն ա զն ե ր ի ակտիվության վրա:

Սույց կ տրվում, որ ց ի տ ր ա տ ս ին թ ա զա յ ի ակտիվությունը ենթարկվում կ 
ֆազային փոփոխության, իսկ պիրուվւստ, ՀԼ֊ կե տ ո գլո ւտ ա ր ատ ֊ և մալատդե- 
հ ի դր ո զ են ա զն ե ր ի ակտիվությունը ճնշվում կ փորձի բոլոր ժամկետներում, 
հա տ կապ ե ս 7֊րդ օրր:

Օլեինաթթվի և Օէ-տ ո կ ոֆ ե ր ի լա ց ե տ ա տ ի համատեղ ազդեցության դեպ

քում նշված ֆերմենտների ակտիվությունը հակում ունի նորմալացման։
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THE JOINT EFFECT OF OLEINIC ACID AND 
a-TOCOPHERYLACETATE ON THE TRICARBOXYLIC 

ACID CYCLE OF KREBS

L. V. MKHITARIAN

The effect of peroxidated oieinlc acid on the activity of citrate 
synthetase, pyruvate, a-ketoglutarate and malatdehydrogenase as een 
studied on rat brain mitochondria.

It has been established that citrate synthetase activity undergoes 
phasic changes under the influence of peroxidated oleinic acid. 1 \ru\ate, 
a-ketoglutarate and malatdehydrogenase activities have been inhibited 
during the whole studied period, a-tocopherylacetate has tended to nor
malize the activity of these enzymes.
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I

ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
д БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5, 1979

УДК 577.152.547.96.3.2

О СВОЙСТВАХ ТРИМЕТАФОСФАТАЗЫ ТКАНЕЙ 
КУРИНОГО ЭМБРИОНА

И. Г. АСЛАНЯН, Г. Т. АДУНЦ, А. А. ГАСПАРЯН

Определялась активность триметафосфатазы в печени, почках, мозге, сердечной 
и скелетной мышцах, а также в желтке и желточном мешке развивающегося куриного 
эмбриона и чувствительность этого фермента к М§С12 и №аБ. Изучалась активность 
фермента под действием гидрокортизона и субстрата (триметафосфат На). Установле
но, что наивысшей триметафосфатазной активностью обладает желточный мешок. Ре
зультаты исследований свидетельствуют об изменениях в свойствах фермента в эм
бриональном развитии.

В жизнедеятельности организмов неорганические полифосфаты 
играют важную роль, являясь не только регуляторами внутриклеточной 
концентрации важнейших метаболитов, но и резервом активированного 
фосфата, способного утилизироваться в различных метаболических про
цессах. До последнего времени было мало известно о биохимических 
превращениях этих простейших накопителях энергии в живых клетках, 
какими являются неорганические полифосфаты. Возросший к ним инте
рес вызвал интенсивное изучение их структуры и метаболизма. В то же 
время в литературе пока не встречаются сведения о ферментах, учас
твующих в обмене этих соединений в тканях эмбрионов высших живот
ных. Онтогенетические исследования на куриных эмбрионах представ
ляют особый интерес с точки зрения их изоляции от материнского ор- 
1анизма и особенностей энергетического обмена. В связи с этим пред
ставляло несомненный интерес изучение динамики активности одного 
из ферментов, участвующих в обмене неорганических полифосфатов— 
триметафосфатазы в течение развития куриного эмбриона, а также влия
ние некоторых общепринятых активаторов и ингибиторов, и изучение 
возможной индукции синтеза фермента при введении гормона и суб
страта в ходе эмбрионального развития.

Материал и методика. Объектом исследований служили ткани куриного эмбриона 
(печень, почки, мозг, сердечная и скелетная мышцы), а также желток и желточный ме
шок. Трпметафосфатазу в пробах определяли по Бергу [1], неорганический фосфат— 
Лоури и Лопесу [2]. В каждом опыте использовали й—10 эмбрионов в зависимости 
от их возраста. Гомогенаты готовили на во те в соотношении 1:10 (в/об). В качестве 
субстрата использовали триметафосфат \'а, приготовленный на мединаловом буфере, 
pH 5. Инкубацию проводили в течение часа при температуре ,37°. Инкубационная 
смесь составляла (в мл): 1—гомогената, 2,5—субстрата, 0,5—испытуемого реагента 
(№ар п М§С12 10~2։ 10-3, Ю-4 М). Проводили предварительную прединкубацию с 
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этими реагентами в течение 15 мин. результаты выражали в которые 
использовали гидрокортизон фирмы «Рихтер» (Венгрия) и три боали через 3 ча 
вводили в пугу яйца в количестве 2, 5 и 10 мг на 100 г веса. Прооы брали через 3 ча

са после введения препарата.

Результаты и обсуждение. Как известно, ткани растущего и разви 
вающегося организма значительно отличаются от тканей взрослою как 
по химизу, так и по структуре и функциональным свойствам.

Самой высокой триметафосфатазнои активностью, начиная с го 
дня инкубации до вылупления цыпленка, обладает желто шын мешок. 
В то же время в желтке активность фермента не обнаружена, двиги в 
активности триметафосфатазы в различных тканях зародыша носят 
индивидуальный характер. Наивысшей активностью фермента, которая 
заметно нарастала начиная с П дня, отличалась печеночная ткань, 
затем дочки. Мозг и мышцы обладали более низкой активностью три
метафосфатазы. Кривые на рис. свидетельствуют о существенных тка-

Рпс. Активность триметафосфатазы в раз
личных тканях куриного эмбриона в дина- 
мике, мкМ Р/г ткани. Печень — V. Поч
ки— X. Мозг — А- Сердце— О. Мыш

цу _ □_ Желточный мешок — ф

левых различиях в активности фермента на разных этапах индивиду
ального развития.

Изучалось также воздействие ЫаЕ и М§С12 на активность тримета
фосфатазы в ходе эмбриогенеза (табл. 1 и 2). Выяснилось, что ИаР в 
концентрациях 10՜2 и 10֊ 3М резко понижает активность фермента 
желточного мешка, и, в той или иной степени, в печени, почках, мозге 
и мышцах. В сердечной мышце наблюдается обратная картина: неко
торое повышение активности триметафосфатазы на 16, 17, 18-й дни ин
кубации и понижение—в остальные дни (19, 20, 21-й). Под влиянием 
М§С12 триметафосфатаза желточного мешка и мозговой ткани не пре
терпевает существенных изменений. В печени зародыша М§С12 в кон
центрации 10-3М более выражено повышает активность фермента во 
все дни инкубации, а в сердечной мышце—на 18-й день. В почках на 
16, 17, 18, 19-й дни инкубации наблюдается тенденция к понижению 
активности триметафосфатазы, и некоторая активация—на 20-й и 21-й 
дни. Та(кое различное действие использованных реагентов на тримета
фосфатазу органов куриного эмбриона, по-видимому, свидетельствует о 
тканевой гетерогенности фермента, о модификации ее функций, связан
ных с процессами развития и дифференцировки тканей зародыша в 
ходе эмбрионального развития.

Большой интерес представляет выяснение роли гормонов в регуля
ции активности ферментов. В литературе отсутствуют сведения о ха-
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Таблица I
Влияние Кар на активность триметафосфатазы тканей куриного эмбриона, 

мкМ Р/г ткани

КаР, М Печень Почки Мозг Сердце Мыщцы Желточный 
мешок

Контроль 39 25,3 83
֊■= 10-2 14 4,6 И
3 10-3 18 8,7 28,2

10-4 36 24 76

Контроль 48 30 26,4 86
= 10-2 28 24 12 19
2 10-3 56 33 17 40

10-4 44,4 30 25,4 84

— Контроль 49 50,5 35 И 26,4 86,2
== 10-2 24 16 4,2 14,6 9,6 17

X 2 Ю-З 54 51 34 18 18 35
10֊4 46 51 35 11 28 86,2

Д

Контроль 48.2 46 12 17 25,1 88,3
и :7 10-2. 23,2 И 6,4 20,2 4,9 18

£ Ю-з 53 15 5,2 23.6 13,4 35,1
>> 10—4 47 15 11 16 26,1 88,3

_ Контроль 48,2 44,1 24 12 25 86,2
== 10-2 16 6,4 15 6,2 17 38

- 2 ю-з 23,2 28,2 18 10,5 16 20
10-4 37 51,4 24 18 20,2 86,2

Контроль 42,1 54 26,1 13 27 82
:= 10-2 7,4 5,4 12,3 5,2 20,3 36,3
2 ю-з 51,1 32 15,4 0 15,2 15

4 10-4 42 54 22 11 1,9 82

Контроль 29,3 51 21 11 35 88,3
== 10-2 29,3 21.2 15,4 0 26,4 44,1
Й ю-з 36 51 10 0 17,1 25,5

10- 4 29,3 51 8 8 0 88,3

Контроль 67 59 30 25 31 98
« 10-2 33,4 5 24 4 31,4 25,4

Ю-з 10 71,3 24 14 15 20
19-3 40 37 38 25 31,4 98

рактере воздействия того или иного гормона на активность триметафос
фатазы в ходе эмбриогенеза. Предметом наших исследований явилось 
изучение действия гидрокортизона, а также влияние субстрата три- 
метафосфата На на активность триметафосфатазы различных тканей ку
риного эмбриона. Пробы брали на И, 12, 14, 17 и 20-й дни инкубации. 
Учитывалось, что на 11-й, 12-й дни инкубации в зародыше развивается 
гормональная система. На 17-й день инкубации начинается интенсив-
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Влияние М»С12 на активность триметафосфатазы тканей куриного эмбриона.
мкМ Р/г ткани _______________________________

Таблица 2

М8С1։. м Печень Почки Мозг
1
| Сердце Мышцы Желточный 

мешок

Контроль 
10-5

59
55,3

21,2 
14,8

13
14

64,3
59

Ю-з 73 19 17 72
10-4 59,1 21,2 20,1 55,3

Контроль 
10֊2

59
55

33,1
37

21,2
17

75
75

Ю-з 68,4 31,5 23 75
10-4 48 19 18 81,2

Контроль ! 53 33.4 23.2 18.1 22 66,3
10-2 1 61 28,6 23,2 13,1 16 59
10֊з । 66,2 33,4 23,2 17,1 23,2 70
10 4 44 26 40,2 29 17,1 59

Контроль 
10-2

61 55,2 19 19 32 77
70,3 45 33,3 21 36,3 66,2

10-3 93.2 40 51 ,8 26,1 41,1 82,6
10-4 61,2 33,4 25 19 33,4 63,3

Контроль 53 45 23,2 11 31,4 77
10-2 63 45 23,2 25,5 33 72,3
Ю-з 82 43,1 29 35 28,2 75
10-4 53,4 20 41 6,4 10,1 77

Контроль 53 40,2 26,1 17 22 69
10-2 59 31 22 12 16 60
Ю-з 59 35,4 23,2 16 26,1 69,1
10-4 49,1 32,2 29 29 22 69,1

Контроль 57,4 36 27 18 22,1 77
10-2 57,4 29,3 22,2 13 14,8 60
Ю-з 66,2 45,3 22 18 28,2 84,4
10-4 57,4 37,3 27 13 15 79

Контроль 51 39 25 7.8 17,4 69,1
10- 2 51 52 23,2 11 15 61,3Ю-з 77 70,1 32,2 24,7 24 7710-4 51 44 25 8 17,4 69,1

ное использование минеральных солей скорлупы для костеобразования, 
на 20֊й, 21֊й дни цыпленок завершает свое развитие.

Результаты наших исследований показывают (табл. 3), что на 11, 
12, 14-й дни инкубации и субстрат, и гидрокортизон понижают актив
ность триметафосфатазы печени, а на 17-й и 20-й дни фермент сущест
венных изменений не претерпевает. В почках на 20-й день наблюдается 
понижение активности фермента после введения триметафосфата \а и 
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гидрокортизона. В сердечной мышце на 14-й день наблюдается повыше- 
ние активности фермента—резко под влиянием гормона и слабее—при 
введении субстрата, а на 17-й и 20-й дни заметных сдвигов не наблю
дается. В мышцах на 11, 14, 17-й дни инкубации субстрат несколько 
повышает активность фермента, а гидрокортизон понижает, на 12-й день 
под влиянием и субстрата, и гормона она понижается. В мозге наблю
дается субстратная и гормональная индукция на 11-й и 12-й дни. На 
14-й день гидрокортизон несколько понижает активность фермента. В 
остальные дни изменений не наблюдается. В желточном мешке опре
деленных изменений не отмечалось.

Изменение активности триметафосфатазы в различных органах куриного эмбриона 
после введения триметафосфата Ха и гидрокортизона, мкМ Р/г ткани

Таблица 3

Органы

Дни инкубации

11-й 12-й 14-й 17-й 20-й
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Желток 
Печень 
Почки 
Сердце 
Мышцы 
Мозг 
Желточный ме

шок

0
31

8,4
0,3

68,4

3,1 
25

17,4 
7

29

6,5
9,3

5,7
12

38

0 
28

12 
0,3

43,4

4.9
20

3
11

57

0,3 
18

4
8,4

47

0
39

5,3
10,6
10

79

9,3
16

12
11
9,3

70

0
30

53
0,3
4,4

66

0 
58,8 
47,2 
18 
15 
15.2

58

9,9
63
56
16
19,4
10

66

63 
5с
16
13
18

56

0 
41,5 
33 
15 
24 
17

79

о 1 о 
45,941,5 
15 |21 
14 14 
19 *28 
21,420

66 69

Приведенные в настоящей работе данные свидетельствуют как о 
тканевой специфичности триметафосфатазы, так и об определенных 
изменениях ее свойств в ходе эмбрионального развития. Вероятно, под 
влиянием внутриклеточных и интегрированных эффектов в условиях пос
тоянного изменения функционального состояния развивающегося эм
бриона происходит адекватная регуляция активности отдельных моле
кулярных форм фермента.

Институт биохимии АН АрмССР Поступило 31.V 1978 г.

-ԱՎԻ ՍԱՂՄԻ 23ՈԻՍՎԱԾՔՆԵՐԻ ՏՐԻՄեՏԱՖՈՍՖԱՏԱՋԱՅԻ 
2ԱՏԿՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԻ ՄԱՍԻՆ

Ի. Հ. ԱՍԼԱՆՑԱՆ. Գ. Թ. ԱԳՈՒՆՅ, Ա. 2. ԴԱՍՊԱՐՅԱՆ

է տրիմ ետաֆոսֆատազայի ակտիվությունը լյարդում, երիկամ
ներում, ուղեղում, սրտամ կանում և կմախքամկաններում, ինչպես նաև հավի 
զարգացող սաղմի դեղնուցում և դեղն ոլցա պարկում:
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Որոշվել է նաև նշված ֆերմենտի զգայունությունը, 51§Ը1շ և կտա֊
մամբ, Ուսումնասիրվել է այղ ֆերմենտի ակտիվությունը հիդրոկորտիզոնի 

և սուբստրատի (^ճ-ի ս, ր ի մ ետ ա ֆ ո սֆ ա տ) ազդեցության ներքո,
Նշվել է, որ տրիմետաֆոսֆատազային ամենաբարձր ակտիվությա Բ աչ֊ 

քի է ընկնում սաղմի դեղնուցա պարկը:
Հետազոտությունների արդյունքները վկայում են սաղմնային զարզաց 

ման շրջանում ֆերմենտի հատկությունների փոփոխման մասին,

ON PROPERTIES OF TRIMETAPHOSPHATASE 
CHICK EMBRIO TISSUES

I. a. ASLANYAN, G. T. ADUNTZ, A. A. GASPARYAN

The activity of trimetaphosphatase in the liver, kidney, brain, heart 
and skeletal muscles, yolk, yolk sack of developing chick embr\ o have 
been determined; the sensitivity of this enzyme to MgCI2 and NaF has 
been investigated. Yolk sack has turned to possess the maximal trime
taphosphatase activity. The investigation results indicate that in embrio- 
nal development changes of enzyme properties take place.
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Լ Ա ՅԱ Ս ՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ 2ԱՆԴԵՍ 
Б и О Л ОГИЧЕСКИИ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5, 1979

УДК 547.063.3

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ГЕКСОКИНАЗЫ И ЕЕ 
ИЗОФЕРМЕНТНОГО СОСТАВА В СЕРДЕЧНОЙ И ДРУГИХ 

МЫШЦАХ ПОД ВЛИЯНИЕМ НЕЙРОГОРМОНА С

С. С. АЛЕКСАНЯН, Л. А. КАРАПЕТЯН

Изучались общая активность и изофер.ментный спектр гексокиназы (ГК) под вли
янием нейрогормона С у кроликов в сердечной, гладкой, медленно сокращающейся 
красной и быстро сокращающейся белой скелетной мышцах. Показано, что введение 
нейрогормона С приводит к увеличению активности ГК в сердечной мышце. При эле
ктрофоретическом анализе ГК растворимой фракции сердечной мышцы было обнару
жено увеличение содержания ГК3.

При изучении механизмов действия нейрогормона С на сердце и 
другие органы нами ранее было показано увеличение содержания лак
тата и изменение активности фосфорилазы, свидетельствовавшие о том, 
что нейрогормон С интенсивно усиливает гликолитический путь рас
щепления гликогена и глюкозы [1—3].

Мы задались целью изучить активность, а также изоэнзимный 
спектр гексокиназы под влиянием нейрогормона С у кроликов в сердеч
ной, гладкой, медленно сокращающейся красной и быстро сокращаю
щейся белой скелетных мышцах.

Материал и методика. Опыты ставили на кроликах обоего пола массой 2,5—3 кг. 
Нейрогормон С вводили наркотизированным гексеналом животным внутривенно (V. 
ЕешогаНэ) в дозе 3—4 единиц на животное. За единицу активности нейрогормона С 
принимали активность препарата, ингибирующего 1 миллиединицу 3,5 цикло-АМФ фос
фодиэстеразы гомогената мозга крыс в минуту. Контрольные животные получали фи
зиологический раствор. Животных декапитировали через 30 мин после введения ней
рогормона, затем брали исследуемые органы. Активность ГК измеряли в сердечных 
мышцах, мышцах пилорической части желудка, а также в медленно сокращающейся 
красной и быстро сокращающейся белой скелетных мышцах кроликов. Гомогенат из 
мышц готовили на 0,15 М КС1 в разведении 1:5. Для этого скелетные мышцы очища
ли от сухожилий и фасций, ткань измельчали ножницами и растирали в ступке с 
кварцевым песком. Желудок освобождали от содержимого, тщательно промывали 
охлажденной дистиллированной водой, удаляли слизистую оболочку, и ткань расти
рали в ступке с кварцевым песком. Гомогенат центрифугировали в течение 45 мин 
при 12000 g, полученный супернатант использовали непосредственно в опытах. Все 
процедуры по получению растворимой фракции выполняли на холоду при 4°. Актив
ность ГК измеряли на спектрофотометре при Х = 340 нм по восстановлению НАДФ, и 
выражали в микромолях НАДФ на 1 мг белка/час [14]. Инкубационная среда для 
измерения активности ГК содержала (в М): трис-НС1 буфер (pH 8,0)—0,01; МдС12— 
0,005; АТФ—0,005; НАДФ—0,0005; глюкозу—0,055; дегидрогеназу Г-6-Ф—0,2 ме. В 
измеряемых пробах определяли количество белка [15].
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Для определения изоферментного состава ГК в сердечной мышце использовала 
днск-электрофорез в 7,5э/о-ном полиакриламидном геле в течение 2,5 час. [9]. Локализа 
тио изоферментов ГК выявляли инкубированием в термостате при 37 в течение ча 
са в смеси, содержащей: трис-НС1—буфер (pH 8,0) —0.01 М 10, М§С12—0, а 
4,5 мл; АТФ—60; ТПН—9. феназинметасульфат—4; нитросиний тетразолий—9. глю
коза—300, — 1 мг; вода бидистиллированная—3,5 мл. ТПН и АТФ добавляли не
посредственно перед окраской. После просветления фореграмм смесью метанол хксхс 
пая кислота—вода (5:1:5) проводили денситометрию на регистрирующем слектрофото 
метре «Зресогб» с дополнительной приставкой для измерения гелей «ГЕЛ» [7].

Результаты и обсуждение. Результаты исследований показали, 
ито однократная инъекция животным нейрогормона С приводит к за
метным изменениям в активности Г1\ (табл. 1).

Таблица 1.
Активность гексокиназы в сердечной, гладкой, белой и красной мышцах 

кролика в норме и после введения нейрогормона С, 
мкмоль НАДФ/мг белка/час (средние данные 7 опытов)

Исследуе
мые ткани

М ы ш Ц ы

сердечная гладкая белая красная

Контроль

Опыт

0,386+0,006

0,-198+0,005 
р <0,001

0,367 + 0,012

0,311+0,008 
р <0,001

0,069+0,011

0,056+0,018 
р>0,5

0,369+0,008

0,309+0,050 
р <0,001

Как видно из полученных данных, после внутривенного введения 
нейрогормона С. активность гексокиназы в гладких, белых и красных 
мышцах несколько снижается. Своеобразные сдвиги наблюдаются в. 
сердечной мышце: активность гексокиназы через 30 мин резко повыша
ется, составляя 0,498 + 0,005 мкмоль НАДФ на мг белка/час.

При электрофоретическом анализе ГК растворимой фракции сер
дечной мышцы были получены следующие результаты: в гомогенатах 
сердечной мышцы кролика выявляются три изофермента ГК—ГК1, ГК2, 
1 Кз, причем содержание ГК3 по сравнению с ГК| и ГК2 выше (табл. 2).

Таблица 2
Процентное соотношение изоферментов гексокиназы в сердечной мышце кролика 

после внутривенного введения нейрогормона С

Контроль Опыт Р

ГК, 26,87+1,66 — 0,001
гк2 26,50+1,41 35,83+5,22 0,1
гк3 46,63+1,37 64,17+5,22 0,001

Многочисленные опыты показали, что через 30 мин после внутри
венного введения нейрогормона С содержание ГК; резко снижается 
(следовые количества), ГКз возрастает в 1,4, а ГК2—в 1,3 раза.
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По-видимому, содержание ГКз и ГКг в сердечной мышце кролика 
после введения нейрогормона увеличивается за счет изменения ГКь

Нам кажется, что энергетический обмен сердца регулируется не 
только местными факторами, но и нейрогормональным путем. Все боль
ше появляется работ, указывающих на взаимообусловленность изофер- 
ментного спектра и специфики энергетического обмена клетки [8]. 
Центральную нейрогуморальную регуляцию гликолиза можно считать 
вероятной, если учесть наличие ряда работ о значении гормонов в регу
ляции изоферментного спектра гликолитических ферментов [6].

Гаким образом, в наших экспериментах наблюдаются весьма су
щественные изменения в содержании изоферментов ГК.։. ГКг и ГКз в 
сердечной мышце. Имеется ряд данных о постоянстве содержания изо
ферментов гексокиназы в некоторых тканях [11, 12], тогда как в пече
ни и жировой ткани изоферментный спектр меняется. В печени число 
изоферментов в зависимости от вида животных колеблется в пределах 
3—5 [10].

Существование изоферментов можно рассматривать как эволюцион
ное приспособление к тончайшему регулированию процессов обмена 
веществ. В качестве примера можно указать на почти полное исчезно
вение ГКг при инсулярной недостаточности и восстановление ее актив
ности под воздействием инсулина [4, 5, 13].

Результаты наших исследований свидетельствует о том, что под 
влиянием нейрогормона С происходят увеличение общей активности 
гексокиназы сердца и характерные сдвиги в изоферментном составе в 
сторону увеличения содержания изоферментов ГКз, что, по-видимому, 
способствует усилению гликолиза в сердечной мышце.
Институт биохимии АН АрмССР Поступило б.УП 1978 г.

2ԵՔՍՈԿԻՆԱԶԱ ՖԵՐՄԵՆՏԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԵՎ ԻԶՈՖԵՐՄԵՆՏԱՅԻՆ 
ԿԱԶՄՈՒԹՅԱՆ ՓՈՓՈԽՈՒԹՅՈՒՆԸ ՍՐՏՈՒՄ ԵՎ ԱՅԼ ՄԿԱՆՆԵՐՈՒՄ 

ՆԵՅՐՈՀՈՐՄՈՆ С-Ի ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՆԵՐՔՈ

I). Ս. ԱԼԵՔՍԱՆՅԱՆ, Լ. Ա. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է հեքսոկինազա ֆերմենտի և վերջինիս ի զոֆ ե րմ են տ ֊ 
ների կազմ ության որոշումը սրտամկանում, ինչպես նաև հարթ, կարմիր և 
սպիտակ (կմախքային) մկաններում' ճագարների մոտ։

Հետազոտություններից պարզվել է, որ նեյրոհորմոն (Հ֊ի ազդեցության 
ներքո հեքսոկինազա ֆերմենտի ակտիվությունը կտրուկ կերպով ավելանում է 
սրտամկանում, իսկ հարթ։ սպիտակ և կարմիր մկաններում զգալի չափով 
իջնում է։ Հեքս ոկին ա զա ֆերմենտի ի զոֆ ե ր մ են տ ա յին կազմ ության որոշման 
մամանակ պարզվեց, որ նեյրոհորմոն Շ֊ի ազդեցությամբ հեքսոկինազա 
ՀԿշ-ի քանակը զգալի չափով ավելանում էւ

Հետազոտության արդյունքները ցույց տվեցին, որ նեյրոհորմոն С - ի ա զ~ 
գերության ներքո տ ե դի է ունենում հեքսոկինազա ֆերմենտի ընդհանուր ակ֊ 
տիվությսւն զգալի բարձրացում սրտամկանում, իսկ ի զոֆ ե րմ են տ ա յին կազ֊ 
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մում տեղի է ունենում բնորոշ փոփոխություն դեպի ՀԿ^՜Ւ ք՚-նակր, Ր Ր ՚ Լ 
երևույթին, նպաստում է ԴԼՒ^ուՒ1Ժ արագացմանր սրտամկանում.

EFFECT OF NEUROHORMONE 'C“ ON THE ACTIVITY
OF HEXOKYNASE AND ITS ISOENZYME COMPOSITION

IN RABBIT HEART AND OTHER MUSCLES
S. S. ALEXAN1AN, L. A. KARAPETIAN

The effect of neurohormore “C“ on hexokynase (HK) total activity 
and isoenzyme spectrum in rabbit heart, smooth, slowly contracting red 
and rapidly contracting white sceletal muscles has been studied. Data 
obtained indicate that neurohormone “C“ injection results in the increase 
of HK activity. The electrophoretic analyses of heart muscle soluble 
fraction has revealed increase of HK3 content.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ Լ Ա Ն Դ Ե Ա 
Б и О л О Г И Ч ЕС К И И ЖУРНАЛ АРМЕНИИXXXII, 5, 1979

УДК 577.151.01/.04.J
МОДИФИКАЦИЯ АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА N-БРОМСУКЦИНИМИДОМ

М. Л. ГЕВОРКЯН, М. А. ДАВТЯНИсследовали инактивацию и разрушение триптофанилов аргиназы печени крупного рогатого скота при взаимодействии с N-бромсукцинимидом. Показано, что субстрат и конкурентные ингибиторы частично предохраняют фермент от инактивации. Изучалась также роль свободных сульфгидрильных групп в проявлении активности аргиназы. Сделано заключение, что инактивация ее является результатом взаимодействия N-бромсукцинимида с несколькими типами функциональных групп фермента, часть которых входит, по-видимому, в состав активного центра аргиназы.
Изучению роли отдельных функциональных групп в проявлении ак

тивности ферментов в настоящее время уделяется большое внимание. 
Результаты подобных исследований позволяют ближе подойти к выяс
нению механизма действия ферментов, понять сложную взаимосвязь 
между их структурой и функцией. Аргиназа относится к сравнительно 
мало изученным с этой точки зрения ферментам.

Проведенные нами ранее исследования по воздействию УФ облуче
ния на аргиназу печени крупного рогатого скота [1] позволили пред
положить, что в проявлении активности этого фермента определенную 
роль могут играть остатки триптофана. В опытах по сенсибилизиро
ванному фотоокислению аргиназы в присутствии эозина [2] было пока
зано, однако, что разрушение триптофанилов в этих условиях не отража
ется на активности фермента. Представляло интерес изучение влияния 
па аргиназу специфического реагента N-бромсукцинимида (NEC). Хо-՜ 
тя наряду с остатками триптофана этот реагент может взаимодейство
вать и с некоторыми другими функциональными группами в белках 
(остатками тирозина, гистидина, цистеина и др.) [3, 4], его применение 
позволило получить ценные сведения о роли отдельных аминокислот
ных остатков в активности целого ряда ферментов [5—11], в том числе 
и аргиназы, полученной из стафилококковых бактерий [12]. В опытах 
этих авторов наблюдалось значительное торможение ферментативной 
активности и частичная защита субстратом от инактивации; по их мне
нию, ингибирование активности фермента не связано с остатками трип
тофана и является результатом действия более сложного механизма.

Нами исследовалось влияние NEC на аргиназу печени крупного 
рогатого скота.
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Материал и методика. В работе использовались препараты из печени крупного ро- :гатого скота фирмы Reana' (Венгрия), N-бромсукцинимид, L-аргинин, L-лизин, L-op- . питии, мочевина, додецилсульфат натрия (ДС)—отечественного производства, пара- хлормеркурибензоат (ПХМБ)-натриевая соль—фирмы Chemapol (Чехословакия).Аргиназная активность определялась по методу Ратнер, как описано ранее [1]. Растворы белка готовились на 0,05 М глициновом буфере (pH 9,5). Опыты проводились при комнатной температуре (22°). Реакцию аргиназы с NEC проводили следующим образом: к раствору белка добавляли свежеприготовленный водный раствор NBC и эту смесь инкубировали до двух часов. Затем брались пробы для определения активности и измерения флуоресценции (ФЛ). Интенсивность триптофановой ФЛ измерялась на спектрофлуориметре MPS-2A (Hitachi, Япония) при длине волны возбуждения 297 нм.Число модифицирующихся триптофанилов определялось по методу Виткопа [13, 14]. К раствору аргиназы (8.3-10~® М) в кварцевой кювете добавляли раствор ХБС (4-10~4М) по 0,1 мл, перемешивали переворачиванием и через 10 15 мин измеряли поглощение при 280 нм. Затем брали пробу для определения аргиназной активности.Растворы аргиназы денатурировали в 5,8 и 8 М мочевине, а также в растворе с pH 2,75 в течение 2—3 час. при комнатной температуре.Число сульфгидрильных групп определялось по методу Бойера [15]. К раствору белка в кварцевой кювете добавляли раствор ПХМБ. стандартизированный при Ё32 нм, по 0,02 мл, и после перемешивания измеряли изменение поглощения при 260 нм. Молекулярный вес аргиназы принимался равным 120000 дальтон.
Результаты и обсуждение. Как показали наши эксперименты, N- 

бромсукцинимнд значительно тормозит аргиназную активность (рис. 1) 
Из рисунка видно, что в первые 5 мин активность аргиназы резко 

Рис. 1. Рис 2.Рис. 1. Зависимость относительной аргиназной активности от времени в ходе реакции аргиназы (1.8-10-6М) с К’БС (1,25-10-■< М).Рис. 2. Влияние различных концентраций №БС на активность (о) и интенсивность ФЛ (©) растворов аргиназы (Ь,8-10~®М).
уменьшается, затем продолжает медленно снижаться и через два часа 
инактивация достигает 80%. Вначале, по-видимому, происходит быст
рая модификация легко взаимодействующих с реагентом аминокислот
ных остатков, связанных с активностью фермента. Дальнейшее сниже
ние ее, вероятно, является результатом дополнительной модификации 
менее реакционноспособных групп, или функциональных групп, которые 
стали доступны реагенту после структурных изменений, вызванных пер
вичными реакциями модификации.
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Исследовалась также зависимость аргиназной активности от кон
центрации реагента. Как видно из рис. 2, с увеличением концентрации 
\БС активность фермента снижается и при 1,25-10՜4 М в растворе 
уменьшается па 85%. Однако и при использовании большей концент
рации, 2,510՜4 М, после двухчасовой инкубации полной инактивации 
не происходит, активность снижается на 85%.

Параллельно с определением активности фермента были измерены 
спектры триптофановой флуоресценции в исследуемых растворах. Мак
симум ФЛ остатков триптофана аргиназы находится, как известно, в об
ласти 335—337 нм. При добавлении ИБС интенсивность ФЛ значитель
но уменьшается и максимум несколько смещается в коротковолновую об
ласть (рис. 3). На рис. 2 приведены значения относительной интенсив-

Рис. 3. Кривые интенсивности флуоресценции остатков триптофана в аргиназе. 1 — аргиназа в 0,05 М глициновом буфере (pH 9,5). 2—в 5,8 М мочевине, 3—в 8 М мочевине, ֊1—в глицин-НС1 буфере (pH 2,75), 5, 6—после двухчасовой инкубации с К'БС при концентрациях реагента 1,25-10-4 Д) и 2,5-10 -4 М соответственно.
пости ФЛ триптофаиилов в максимуме в зависимости от концентрации 
ПБС. Существует различие в характере уменьшения интенсивности ФЛ 
и снижения активности аргиназы. Кроме разрушения остатков трип
тофана на ход снижения интенсивности ФЛ, очевидно, влияет и изме
нение микроокружения этих остатков, происходящее в результате кон
формационных изменений молекулы аргиназы в процессе реакции. Поч
ти полное тушение интенсивности ФЛ может свидетельствовать о том, 
что модифицирующиеся остатки триптофана являются основными цент
рами ФЛ белка и, по-видимому, расположены в доступных для реаген
та участках макромолекулы.

Определение числа модифицированных триптофаиилов в аргиназе- 
при взаимодействии с ИБС (рис. 4) показало, что в данных условиях 
разрушается около 2,5—3 остатков триптофана на молекулу фермента. 
Па рис. 4 б приведена зависимость между числом модифицированных 
триптофаиилов и аргиназной активностью. Экстраполяция кривой сни
жения активности к нулевой точке показывает, что остатки триптофана, 
модифицирующиеся в ходе реакции с ПБС, могут быть в одинаковой 
степени связаны с активностью аргиназы. Из рис. 4 а видно, что при 
добавлении около 30 моль ПБС на моль белка, когда активность подав
ляется на 50%, триптофанильДуже'модифицированы. Дальнейшее до
бавление реагента не влияет на число модифицирующихся остатков, хо
тя активность продолжает снижаться. Это свидетельствует о том, что 
в процесс инактивации вносят вклад функциональные группы аргиназы, 
взаимодействующие с МБС, параллельно с модификацией триптофани- 
лов.
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Было определено также число модифицирующихся остатков трип
тофана в растворах денатурированного белка. В растворе 5,8 и 8 М. мо
чевины выявлялось около 6 остатков триптофана на молекулу фермен
та. Измерение спектров триптофановой ФЛ аргиназы в этих растворах 
показало, что в растворе 5,8М мочевины происходит только некоторое 
снижение интенсивности ФЛ аргиназы, тогда как в 8М мочевине оно 
сопровождается характерным для большинства белков смещением мак
симума ФЛ в длинноволновую область (рис. 3). Таким образом, уве
личение числа доступных для ИБС остатков триптофана происходит 
уже в растворе 5,8 М мочевины, а дальнейшее разворачивание молеку
лы белка в 8М мочевине изменяет, по-видимому, только характер мик
роокружения триптофанилов, приводя к смещению положения макси
мума ФЛ. В растворе с pH 2,75, в котором, как показано некоторыми 
авторами [16, 17], аргиназа распадается на субъединицы и теряет ак
тивность, модифицируется около 7—8 остатков триптофана на молеку
лу белка. В этом случае, как и в растворе 5,8 М мочевины, не наблю
дается смещения положения максимума ФЛ, происходит только сниже
ние интенсивности (рис. 3). Таким образом, наибольшее число трипто
фанилов взаимодействует с МБС в растворе с кислым pH.

Далее были проведены опыты в присутствии природного субстрата 
Б-аргинина и двух конкурентных ингибиторов— Б-лизина и Б-орнитина 
(рис. 4 а). Присутствие этих соединений в концентрации 2,5-10 2 М в 

Рис. 4а. Рис. 46.Рис. 4. Зависимость инактивации аргиназы (о), деструкции триптофанилов (ф) от концентрации №БС и влияние й-аргинина (X), й-лизина (△) и й-орнитина (И) на эти процессы.
реакционной смеси не отражается на числе модифицирующихся остат
ков, в то же время аргиназная активность заметно сохраняется. После 
добавления 30 моль ИБС, когда исчерпано разрушение триптофанилов 
и активность снизилась на 35%, дальнейшее увеличение концентрации 
реагента не вызывает снижения активности фермента, т. е. субстрат и 
ингибиторы частично защищают фермент от инактивации. Функцио
нальные группы аргиназы, предохраняемые от взаимодействия с ЫБС, 
очевидно, входят в состав ее активного центра. Гот факт, что в присут
ствии аргинина реагент все же вызывает снижение активности фермен
та на 35%, свидетельствует о модификации аминокислотных остатков, 
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либо входящих в состав активного центра, но не прикрываемых суб
стратом, либо локализованных вне его и косвенно влияющих на актив
ность аргиназы (нарушение конформации). Таким образом, кривая ак
тивность— концентрация реагента отражает взаимодействие ХБС с нес
колькими типами функциональных групп, влияющих на активность ар
гиназы. Что касается остатков триптофана, то исходя из полученных 
данных можно предположить, что триптофанилы, по-видимому, не вхо
дят в состав активного центра, но, возможно, их разрушение оказывает 
косвенное влияние на процессы инактивации.

Как уже указывалось выше, NBC взаимодействует, кроме остатков 
триптофана, также и с некоторыми другими функциональными группа
ми в белках. Принимая во внимание полученные данные, представляло 
интерес выяснить участие также других, чувствительных к реагенту 
аминокислотных остатков. С этой целью было проведено определение 
свободных быстрореагирующих SH-групп с помощью ПХМБ. В наших 
опытах в аргиназе определялось около 3 SH-групп на молекулу, а фер
ментативная активность снижалась на 5—7%. L-аргинин, добавленный 
перед титрованием, не влиял на число титруемых групп и на степень ин
активации фермента. Судя по всему, легкомодифицируемые ПХМБ SH- 
группы в аргиназе не играют существенной роли в проявлении активно
сти фермента. В ар1иназе, обработанной NBC, свободных SH-групп не 
было обнаружено, т. е. реагент взаимодействовал и с тиоловыми груп
пами. В растворе 8 М мочевины с помощью ПХМБ было определено 
4 SH-группы, а в 1%-ном растворе ДС—5 SH-групп. Наибольшее число 
их в аргиназе было обнаружено при pH 3,65—6 SH-групп на молекулу 
фермента. Эти, определяемые после денатурации, SH-группы находят
ся внутри молекулы и, возможно, участвуют в поддержании нативной 
конформации молекулы аргиназы. Мы наблюдали значительное инги
бирование аргиназной активности в присутствии высоких концентраций 
ПХМБ. При добавлении 180 моль ПХМБ на моль аргиназы активность 
последней снижалась на 80%, а добавление 400 моль ПХМБ приводило 
к 100%-ной инактивации. В литературе имеются данные об инактива
ции аргиназы высокими концентрациями ПХМБ [12]. Однако в послед
нее время в ряде работ указывается, что ПХМБ может вызывать ин
активацию ферментов не в результате взаимодействия с тиоловыми 
группами, а вследствие нарушения нативной конформации при взаимо
действии с другими аминокислотными остатками белка [19]. Показа
но даже, что ПХМБ подавляет активность ферментов, вообще не содер
жащих сульфгидрильных групп, что также объясняется конформацион
ными изменениями, вызванными его молекулой [20]. На основании 
этих данных, а также наших результатов можно предположить, что 
наблюдаемый эффект при использовании высоких концентраций ПХМБ 
также является результатом неспецифических структурных изменений 
.молекулы фермента, и аргиназа печени крупного рогатого скота, так 
же как и аргиназа печени лошади [18] и печени крысы [21], не является 
тиоловым ферментом. Таким образом, хотя N5C и модифицирует SH-
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группы в аргиназе, это взаимодействие не является основной причиной 
потери активности в данных условиях. Здесь, очевидно, имеет место 
модификация других, чувствительных к реагенту функциональных 
групп, играющих существенную роль в процессах инактивации.

Принимая во внимание все вышеизложенное, можно заключить, что 
инактивация аргиназы из печени крупного рогатого скота происходит в 
результате модификации \’БС как аминокислотных остатков, входящих 
в состав активного центра фермента, так и, по-видимому, функциональ
ных групп, косвенно влияющих на проявление активности фермента.Ереванский государственный университет, кафедра биохимии и проблемная лаборатория сравнительной и эволюционной биохимии Поступило 31.VII 1978 г.

ԽՈՇՈՐ ԵՂՋԵՐԱՎՈՐ ԱՆԱՍՈՒՆՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ 
ԱՐԴԻՆԱՋԱՅԻ ՄՈԴԻՖԻԿԱՑԻԱՆ Ի1-ՈՐՈՄՍՈԻԿՑԻՆԻՄԻԴՈՎ

1Г. Լ. ԳԵՎՈՐԳՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է խոշոր եղջերավոր անասունների լյարդի արդինազայխ 
ինակտիվացում ը և տրիպտոֆանի մնացորդների քա յքա յոլմ ը ֊ բ ր ո մ ս ո լկց ի - 
նիմիռի ազդեցության հետևանքով։ Ցույց է տրւէում, որ սուբստրատը և մըը- 
ցակցային ինհ ի բ ի տ ո րն ե ր ը մասամբ պաշտպանում են ֆերմենտը ինակտի֊ 
վարումից։

Հետազոտվել է նաև ազատ Տ1՜1-խմբերի դերը ֆերմենտի ակտիվության 
մեջ։ Ստացված տվյալներից կարելի է եզրակացնել, որ արդինաւլայի ինակ֊ 
տիվացումը տեղի է ունենում № - բ ր ո մ ս ո ւկց ին ի մ ի դի և արգինւսզայի մի քանի 
տիպի ֆունկցիոնալ խմբերի փոխազդեցության հետևանքով, որոնց մի մասը, 
հավանաբար, մտնում է ֆերմենտի ակտիվ կենտրոնի կա ղմ ութ յան մեզ։

CATTLE LIVER ARGINASE MODIFICATION 
BY N-BROMOSUCCINIMIDEM. L. GEVORGIAN, M. A. DAVTIAN

The inactivation and destruction of tryptophan residues of cattle 
liver arginase have been investigated. The arginase activity is partly 
protected by substratum and competitive inhibitors. The data lead to the 
conclusion that inactivation of arginase is the result of interaction of 
NBS with several functional groups of enzyme, some of which are pro
bably involved in the active site of arginase,
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ հանդես 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ А Р МЕН И И

XXXII, 5, 1979

УДК 577.156:611.37

СПЕКТР ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА У СОБАК ПРИ ВЫКЛЮЧЕНИИ

ВНЕШНЕСЕКРЕТОРНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

А. Н. ПОМЕЛЬЦОВ, В. Н. ШАТАЛОВ

В хроническом эксперименте на собаках изучался спектр протеолитической актив
ности желудочного и кишечного сока в норме и в различные сроки после нарушения 
внешнесекреторной деятельности поджелудочной железы. Показано, что нарушение 
экзокринной функции поджелудочной железы приводит к проявлению протеолитичес
кой активности желудочного сока при значениях pH реакции 4,0, что совершенно не 
характерно для желудочного сока интактных животных. В кишечном соке в отдален
ные сроки протеолитическая активность не только возрастает, но даже значительно 
снижается при кислом значении pH реакции.

Полученные данные позволяют рассматривать желудок как орган, играющий ве
дущую роль в компенсации нарушенных в результате перевязки панкреатических про
токов процессов гидролиза белка.

До настоящего времени не существует единого мнения об оптимуме 
действия протеолитических ферментов в желудочном соке. Так, отдель
ные авторы [4,5] полагают, что активность протеолитических фермен
тов в желудке выражена при кислом значении pH; при этом выявляются 
два оптимума —1,5—2,0 и 3,2—3,5. В то же время имеются данные, 
указывающие на возможность протеолитического действия желудоч
ного сока при значениях pH реакции, равных 5,4[6] и даже 7,0—7,6 и 
8,2—8,4 [7].

В предыдущих наших исследованиях [1—3] было показано, что 
внешнесекреторная недостаточность поджелудочной железы приводит к 
резкому возрастанию протеолитической активности желудочного сока. 
В этих работах речь шла о суммарной протеолитической активности 
желудочного сока, когда определение ее велось при кислом значении 
pH реакции—1,5.

Целью настоящей работы было՛ исследование спектра протеолити
ческой активности ферментов желудочного сока интактных животных, 
а также животных, перенесших оперативное выключение внешней сек
реции поджелудочной железы (перевязка протоков),

Материал и методика. Протеолитическая активность желудочного сока определя
лась по разработанной нами методике, суть которой состоит в том, что с ее помощью 
удается определение этого показателя в широком диапазоне pH. Это как нельзя бо
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лее соответствовало задачам исследования, так как в предварительной серии опытов 
нами было обнаружено значительное смещение pH желудочного сока собак с перевяз
кой панкреатических протокоз в щелочную стороне (вплоть до 4.6, в среднем 
4 .21 ±0,16).

В качестве расщепляемого субстрата нами использовался 1%-ный раствор казеи
на (по I мл, т. с. ио 10.000 мкг в каждой пробе). Реакции ставились при 3-х значени- 
я.-. pH -1,5, 4.0 п 7.0. Методика применялась с таким расчетом, что максимально воз
можная активность не могла превышать 1.000 условных единиц.

Опыты ставились на 24-х собаках с большой фистулой желудка по Басову (14 жи
вотных). Для определения протеолитической активности кишечного сока производи
лась операция изоляции отрезанием тонкой кишки по Тири-Велла, 8-ми собакам изоли
рованная петля тонкой кишки была сформирована из верхнего отдела, 8-ми из сред
него и 8-ми из нижнего.

Результаты и обсуждение. Полученные нами данные показали, что 
в желудочном соке интактных собак имеется два пика протеолитичес
кой активности. Наибольшей величины этот показатель у нормальных 
животных достигает при pH 1,5 (695±54,1 усл. ед.). При pH 7,0 он 
.несколько ниже (512,2±48,7). И, наконец, при pH 4,0 желудочный сок 
.интактных животных совершенно не обладает протеолитической актив
ностью.

Наибольшей протеолитической активностью кишечный сок всех 3-х 
отделов тонкой кишки интактных животных обладает при значениях pH 
реакции 7,0. При pH 1,5 протеолитическая активность кишечного со
ка всех трех исследовавшихся нами отделов тонкой кишки несколько 
ниже, а при pH 4,0 она вообще не выявляется.

Выключение внешне-секреторной деятельности поджелудочной же
лезы приводит к значительному изменению спектра протеолитической 
активности как желудочного, так и кишечного сока.

На рис. 1 представлены результаты исследования протеолитической 
активности кишечного и желудочного сока при значении pH 1,5 в раз
личные сроки после перевязки протоков поджелудочной железы. Сог
ласно этим данным, в ранние послеоперационные сроки (до 2—3-х ме
сяцев) не выявляется сколько-нибудь выраженной закономерности в ди
намике протеолитической активности кишечного сока всех 3-х отделов 
тонкой кишки. Периоды снижения сменяются подъемами и наоборот. 
Все же следует отметить, что к концу этого срока отмечается выра
женное снижение протеолитической активности кишечного сока во всех 
отделах тонкой кишки. В дальнейшем она устанавливается на уровне, 
значительно более низком, чем у интактных животных.

Что касается протеолитической активности желудочного сока 
подопытных животных, то следует сказать, что выключение внешнесек
реторной деятельности поджелудочной железы практически не вызывает 
сколько-нибудь значительного изменения ее при pH реакции 1,5 на про
тяжении всего времени исследования.

Совершенно .иная картина выявляется -при изучении протеолити
ческой активности желудочного и кишечного сока собак после нару
шения экзокринной функции поджелудочной железы при значениях pH 
реакции 4,00 (рис. .2). На протяжении первых 2-х месяцев после
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Рис. 1. Динамика протеолитической активности желудочного и кишечного 
сока в различные сроки после нарушения внешнесекреторной деятельности 

поджелудочной железы, pH 1,5.

ЕНИ ПОСЛЕ ОПЕРАЦИЯ ЯЗИ ЗХЛЕ ООЕРшп»

Рис. 2. Динамика протеолитической активности желудочного и кишечно
го сока в различные сроки после нарушения внешнесекреторной деятель

ности поджелудочной железы, pH 4,0.

перевязки протоков поджелудочной железы отмечается слабая (около 
20 усл. ед.) протеолитическая активность в верхнем отделе тонкой киш
ки. Затем, начиная с 3-го послеоперационного՛ месяца, она полностью 
исчезает и не проявляется на протяжении всего периода исследования. 
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Аналогичная картина была выявлена и в среднем и нижнем отде
лах тонкой кишки, с той лишь разницей, что проявление протеолитичес
кой активности в кишечном соке этих отделов носит еше менее дли
тельный характер (15—30 дней).

В желудочном соке подопытных животных с первых же дней после 
операции отмечается появление выраженной протеолитической актив
ности. Начиная с 7-го дня она держится на уровне 240—250 усл. ед.

Нрц pH 7т0 нарушение внешнесекреторной деятельности подже
лудочной железы не приводит к сколько-нибудь заметному колебанию 
протеолитической активности как в различных отделах тонкой кишки, 
так и в желудке (рис. 3).

Рис. 3. Динамика протеолитической активности желудочного и кишечного 
сока в различные сроки после нарушения внешнесекреторной деятель

ности поджелудочной железы, pH 7,0.

Таким образом, нарушение внёшнесекреторной деятельности под
желудочной железы приводит к выраженному перераспределению спек
тра протеолитической активности как желудочного, так и кишечного 
сока подопытных собак. Это особенно выражено в желудочном соке. 
Если при pH 1,5 и 7,0 протеолитическая активность желудочного сока 
не претерпевает сколько-нибудь значительных изменений на протяжении 
всего времени исследования, то при pH 4,0 отмечается не только появ
ление, но и длительное (в наших опытах до 1,5—2 лет) существование 
выраженной протеолитической активности, что совершенно не харак
терно для желудочного сока интактных животных.

Практически протеолитическая активность в кишечном соке подо
пытных животных при всех исследовавшихся нами значениях pH реак
ции не увеличивается. Лишь в ранние послеоперационные сроки отмеча
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ется появление весьма незначительном по своей величине протеолити- 
ческой активности при pH 4,0.

Описанные изменения в спектре протеолитической активности же
лудочного и кишечного сока животных, перенесших оперативное вы
ключение внешней секреции поджелудочной железы, свидетельствует о 
том, что основную ведущую роль в компенсации нарушения процессов 
гидролиза белка несет желудок, а не тонкая кишка.

4-е Главное управление при М3 СССР
(ЦНИЛ), Москва Поступило 21.III 1979 г.

ՇՆԵՐԻ ՍՏԱՄՈՔՍԱՀՅՈՒԹԻ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ
ՍՊԵԿՏՐԸ ԵՆԹԱՍՏԱՄՈՔՍԱԳԵՎԶԻ ՆԵՐՍԵԿՐԵՏՈՐ 

ԳՈՐԾՈՒՆԵՈՒԹՅԱՆ ԱՆՋԱՏՄԱՆ ԴԵՊՔՈՒՄ
Ա. Ն. ՊՈՍ՜ԵԼՑՈՎ, Վ. Ն. ՇԱՏԱ.Լ11Վ

Շների վրա կատարված երկարատև փորձերի միջոցով ուսումնասիրվել է 
ստամոքսահյութի և ազիների հյութի սպիտակուցային ակտիվությունը նոր
մայում և տարբեր ժամկետներում' են թ ա и տ ա մ ո ք и ա դե ղձի ներսեկրետոր գոը- 
ծունեսւթյան խանգարումից հետո՛։

Ցույց է տրվում, որ են թ ա и տ ա մ ո ք и ա գե ղձի էկղոկրինային ֆոլնկցիալի 
խանգարումը հանգեցնում է ստամոքսահյութի սպիտակուցային ակտիվու
թյան առաջացման pH գեպքում, որը բոլորովին հատկանշական չէ ինտակտ 
կենդանիների ստամոքսահյութի համար։ Ագիների հյութի մեջ, տարբեր ժամ
կետներում, սպիտակուցային ա կ տ ի վո լ.թ յո լն ը ոչ միւսյն ավելանում է, այլ 
նույնիսկ նշանակալից իջնում է pH ռեակցիայի թթու նշանակության դեպ
քում ։

Ստացված տվյալները հնարավորություն են տալիս ստամոքսը դիտելու 
որպես մի օրգանի, որը առաջատար դեր է կատարում են թ ա и տ ա մ ոք и ա գե ղձի 
ծորանների կապվելու հե տ ևանքով սպիտակուցների հ ի գր ո լի ղի պրոցեսում 
առաջացած խանգարումների կոմպենսացիայում։

THE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF DOG GASTRIC JUICE 
SPECTRU/vA AT THE EXTERNAL SECRETION ACTIVITY

OF PANCREAS SHUT OFF
A. I. POMELTSOV, V. I. SHATALOV

An activity of the gastric juice at pH equal to 4,0 as a result of 
shutting off the pancreas external secretion function has been shown.
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ВЛИЯНИЕ ТИРЕОИДНЫХ ГОРМОНОВ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 
НА АКТИВНОСТЬ ГЛУТАМИНАЗЫ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ 

ФРАКЦИИ ПЕЧЕНИ КРЫС

В. С. ОГАНЕСЯН, В. Г. АМБАРЦУМЯН

Установлено, что З/ГД-трийод-Е-тиронин, 3,5-днйод-Е֊тпронин, 3,3',5-трийодтирео- 
уксусная и З.Зфэ-трийодтиреопропионовая кислоты являются сильными ингибиторами 
глутаминазы митохондриальной фракции печени. Ингибирующее действие этих соеди
нений в зависимости от количества атома йода и структуры боковой цепи проявляется 
в различной степени. В их присутствии стимулирующий эффект фосфата подавляется 
значительно сильнее, чем цитрата. Повышение концентрации фосфата не снижает тор
мозящего действия этих соединений, между тем как с увеличением концентрации фер
мента этот эффект ослабляется.

Глутаминаза в животных тканях, обладая низкой каталитической 
активностью в отсутствие активаторов, сильно стимулируется различ
ными соединениями как органической, так и неорганической природы. 
Активаторами этого фермента являются промежуточные продукты об
мена, макроэрги, гормоны, коферменты и т. д. [3, 12-14. 20, 21]. Из
вестно, что глутаминаза мозга наиболее эффективно стимулируется 
гормоном щитовидной железы тироксином (Т4). При одновременном 
его применении с другими эффекторами фермента происходит значи
тельное усиление их стимулирующего действия [2, 3]. Другой гормон 
щитовидной железы—3, 3',5-трийод-Ь-тиронин (Т3) и ряд его производ
ных также стимулируют активность глутаминазы мозга, но в различ
ной степени [4].

Следует отметить, что влияние этих соединений на активность глу
таминазы печени не изучена. В связи с этим в настоящей работе мы за
дались целью исследовать роль тиреоидных гормонов и их аналогов в 
регуляции активности глутаминазы митохондриальной фракции печени.

Материал и методика. В качестве источника глутаминазы использовали митохон
дриальную фракцию печени крыс, полученную по ранее описанной методике [1]. Бра
ли водную взвесь этой фракции, соответствующей 50, 100 и 200 мг ткани на пробу.

Инкубационная смесь содержала: 0,4 мл митохондриальной фракции, 0,5 мл 0,2Мг; 
трис-HCl буфера, pH 7,5, или 8,5, 20 мкмоль/мл L-глутамина, 40 мкмоль/мл, 
L-глутаминовой кислоты (ГК) и различные концентрации Т4, Т3, >3,5-днйод-1_-тиронина, 
Т2, З.З'.б-трийодтиреоуксусной кислоты, (Т3УК) 3,3',5-трийодпропионовой кислоты 
(Т3ПК), L-тиронина, З-йод-Б-тирозина, 3,5-дийод-Ь-тирозина и J2. Все перечисленные 
выше реактивы производства фирмы Sigma, за исключением Т4 (Reanal). Об актив
ности глутаминазы судили по выходу аммиака, который определяли по методу Зелиг- 
сона в модификации Силаковой и сотр. [6].
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Результаты и обсуждение. В периферических тканях животных ти
реоидные гормоны подвергаются многосторонним метаболическим 
превращениям, затрагивающим различные части структуры их молекх- 

. лы. В результате этих превращений ооразуются как декодированные 
формы гормонов, так и их аналоги с различными изменениями аланино
вого радикала. Не исключено, что некоторые из этих дериватов могут 
обладать более сильной физиологической активностью и узким диапа
зоном действия, чем интактные молекулы Т4 и Т3 [6, 15, 18]. Механизм 
регуляции метаболизма под действием тиреоидных гормонов многооб
разен. Одним из путей является их непосредственное влияние на ка
талитическую активность ферментов. В ряде случаев действие тирео
идных гормонов на активность ферментов носит неспецифический ха
рактер. Найример, ингибирование АТФ-азы, ксантийоксидазы и ма- 

. латдегидрогеназы наблюдается не только в присутствии тиреоидных 
гормонов, но и других йодсодержащих соединении—цианистого и моле
кулярного йода [9, 17, 19].

В наших исследованиях испытывалось влияние на активность глу
таминазы печени не только Т4, Тз, Тг, Т3УК, Т3ПК, но и З-йод-Ь-тирози- 
на, 3,5-дийод-Ь-тирозина и Ло. Ввиду того, что этот фермент в промы
той митохондриальной фракции печени обладает очень низкой катали
тической активностью, все опыты проводили в присутствии активато
ров—фосфата или цитрата. Как показывают данные, приведенные в 
табл., испытанные нами соединения по-разному действуют на актив
ность глутаминазы митохондриальной фракции печени. Так, Т4, имея 
в своей молекуле 4 атома йода, и тиронин, который вовсе не содержит 
йод, практически не влияют на активность фермента, стимулируемого 
как фосфатом, так и цитратом. В то же время Т3 и различные его ана
логи оказывают сильное ингибирующее действие. Наиболее эффектив
ным среди всех использованных соединений является Т2. Ингибирую
щее же действие Т3 заметно слабее.

Из приведенных данных следует, что тормозящее действие тирео
идных гормонов находится в прямой зависимости от содержания атома 
йода в их молекуле. С уменьшением количества йода усиливается ин
гибирующий эффект этих соединений, а полное отсутствие его приводит 
к исчезновению тормозящего действия.

Как выяснилось, изменение структуры аланинового радикала Т3 
также отражается на ингибировании активности глутаминазы. Так, 
Т3УК и Т3ПК намного сильнее подавляют стимулирующий эффект ак
тиваторов глутаминазы, чем сам Т3 (таблица). Однако эти соединения, 
имея различную структуру боковой цепи, почти в одинаковой степени 
ишибируют активность фермента.

Из результатов, приведенных в таблице, видно, что такие дериваты 
44 п Л3, как монойод и дийодтирозин, не влияют на активность глутами
назы. Эти данные показывают, что целостность тирониновой структуры 
в молекуле гормонов необходима для проявления их тормозящего дей
ствия.
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Т а б л и и а
Влияние тироксина, трийОдтнронина и его аналогов на активность глутаминазы
митохондриальной фракции печени крыс (\НО мкмоль/г свежей ткани), pH 8,5

Добавки, мкмоль/мл
1Ч'аН,РО4 Цитрат

20 20

[--тироксин 0 05

0,1

3,3',5-трийод-Е-тиронин 0,025

0,05

3,5-дийод-Ь-тироиин 0,025

0,05

[--тиронин 0,05

3,3',5-трийодтиреоуксусная кислота 0,025

0,05

3,3',5-трнйодтиреопропионовая кислота 0,025

0,05

З-йод-Ь-тнрозин 0,05

3,5 йод-Е-тирозии 0,05

молекулярный йод 0,5

94+2,8 
(35) 

102+5,1
(6) 

110+6,0
(6) 

49+2,5
(13) 

6+2,3
(10) 

21+2,4
(13)

0
(3) 

89+4,2
(6) 

29+2,5
(6) 

4+0,1
(6) 

25+2,2 
(Ю) 

2+0,2
(6) 

92+5,7
(6) 

96+3,5
(6) 

90+5,0
(6)

86+2,5 
(19) 

89+3,8
(6) 

94+4,2
(6) 

78+4,8-
(0)

65+2,4
(6) 

52+2,8 
(13) 

21+1,6
(6) 

80+4,8
(6) 

65+3,9
(6) 

42+2,0
(6) 

61+4,4
(8) 

46+3,1
(6) 

80+6,4
(6) 

82+6,8 
8з4б,4

(6)

Существует мнение, что при действии тиреоидных гормонов высво
бождаются активные йодные радикалы, которые имитируют гормо
нальный эффект, и что гормоны действуют на различные клеточные 
структуры либо как интактные молекулы, либо как радикалы йода [5, 
11]. Следует отметить, что молекулярный йод также воспроизводит 
многие эффекты тиреоидных гормонов. Учитывая это обстоятельство и 
тот факт, что печень обладает высокой дейодазной активностью [16], 
мы решили изучить влияние йода на активность глутаминазы печени. 
Известно, что глутаминаза печени является тиоловым ферментом [12, 
22], а молекулярный йод обладает способностью блокировать БН-груп- 
пы ферментов. Однако, как выяснилось из наших исследований, Ь не 
ингибирует активность глутаминазы печени. Следовательно, тормозя
щее действие тиреоидных гормонов нельзя объяснить образованием йо
да из их молекулы во время инкубации.

Таким образом, на основании полученных данных можно заклю
чить, что действие Т3 и его аналогов на активность глутаминазы носит 
специфический характер.
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Результаты, представленные в таблице, показывают, что степень 
ингибирования под действием испытанных соединений зависит также 
от применяемого активатора глутаминазы. Так. если низкие концент
рации Т3, Т2, Т3УК и Т3ПК заметно ингибируют активность фермента в 
присутствии фосфата, то в присутствии цитрата этот эффект незначите
лен. Сравнительно высокие концентрации указанных веществ (0.05 
мкмоль,'мл) приводят почти к полному ингибированию стимулирующе
го действия фосфата, между тем как эффект цитрата тормозится на 
50_ 60%. Сильное угнетение активирующего влияния цитрата наблю
дается лишь в присутствии Т2.

Известно, что кривая зависимости активности ферментов от кон
центрации активаторов, имея гиперболическую форму, под действием 
.ингибитора может перейти в сигмоидную. Как видно из рис. 1, кривая

Рис. 1. Влияние Т2(Л), Т3(Б), Т3УК(В) и Т3ПК(Г) па активность глута
миназы митохондриальной фракции печени, стимулируемой фосфатом. 
1—фосфат без ингибитора; 2—фосфат+ 0,0125 мкмоль/мл ингибитора; 
.3—фосфат+ 0.025 мкмоль/мл ингибитора; 4—фосфат+0,05 мкмоль/мл 

ингибитора.
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зависимости активности глутаминазы от концентрации фосфата имеет 
г иперболическую форму. В присутствии возрастающих концентраций 
Гз, Г2, Г-УК и Т3ПК, хотя и происходит значительное снижение катали
тической активности фермента, однако форма кривой не меняется. Из 
этого же рисунка видно, что значительное увеличение концентрации 
фосфата не ослабляет ингибирующего эффекта указанных соединений. 
Данные, приведенные на рис. 2, показывают, что 1зо для Тг=0,0165, для 
13ПК=0,0198, для ТзУК=0,021, а для Т3 = 0,026 мкмоль/мл.

Глутаминовая кислота сильно ингибирует активность глутаминазы 
мозга ц почек [12]. При низких значениях pH ее ингибирующее дей
ствие на активность фермента значительно усиливается [2]. В связи с 
этим было изучено влияние Т2 и ГК на активность глутаминазы печени 
при pH 7,5. Результаты, представленные на рис. 3, показывают, что 
при этом значении pH наблюдается некоторая тенденция к усилению 
тормозящего действия Т2.

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Величины 150. 1—для Т2; 2—Т3ПК; 3—Т3УК; 4—Т3.

Рис. 3. Влияние Т2 и ГК (40 мкмоль/мл) на активность глутаминазы пече
ни, стимулируемой фосфатом и цитратом при разных значениях pH среды. 
1—фосфат—20 мкмоль/мл; 2—фосфат-1-ГК; 3—фосфат + Т2 (0.025 мкмоль/ 

«мл); 4—цитрат—20 мкмоль/мл; 5—цитрат+ГК; 6—цитрат + Т., (0,025 мкмоль/мл).

Примечательно, что ГК (40 мкмоль/мл) в достаточно высоких кон
центрациях оказывает слабое ингибирующее действие на активность 
глутаминазы печени. Ее эффект в зависимости ст pH среды и применяе
мого активатора меняется лишь незначительно (рис. 3). Следует отме
тить, что Т3 и его производные являются единственными природными 
соединениями, обладающими столь мощным ингибирующим действием 
на активность глутаминазы печени.

Далее мы исследовали эффект тиреоидных гормонов и их произ
водных на активность глутаминазы в зависимости от концентрации фер
мента. Как видно пз рис. 4, с увеличением количества митохондриаль
ной фракции удельная активность глутаминазы линейно возрастает. 
Однако под действием Т3 и Т2 кривая этой зависимости из гиперболи
ческой формы переходит в сигмоидную. Можно предположить, что под 
действием тиреоидных гормонов меняется агрегатное состояние или же
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происходит конформационная перестройка четвертичной структуры 
фермента, которая приводит к подавлению его активности. По всей ве
роятности, Т3 и его аналоги являются аллостерическими ингибиторами 
глутаминазы митохондриальной фракции печени.

количество нагл 0.x 0 на охальной 
фракции., мг на ntocv

Рис. 1А. Зависимость активности глутаминазы 
печени от количества митохондриальной фракции 
в присутствии Т2 и Т3. 1-—фосфат—20 мкмоль/мл; 
2 —фосфат-1-Т3 (0,05 мкмоль/мл); 3—фосфат + Т2 
(0,025 мкмоль/мл). 4 Б. График двойных обрат
ных величин зависимости активности фермента 
от количества митохондриальной фракции печени 

без ингибитора.

Из данных настоящего, а также ранее проведенных исследований 
выяснилось, что Т3 и его производные оказывают противоположное дей
ствие на активность глутаминазы мозга и печени. Они, являясь сильны
ми активаторами для мозговой глутаминазы, столь же сильно подавля
ют активность этого фермента в печени. Как показали исследования, 
проведенные в нашей лаборатории, тиреоидные гормоны и их аналоги 
активируют глутаминазу митохондриальной фракции почек и сильно 
потенцируют стимулирующий эффект фосфата. Очевидно, такое раз
личие в свойствах глутаминазы мозга, печени и почек обуславливается 
особенностями метаболизма этих органов.

Интересно, что как тормозящее, так и стимулирующее действие Т3 
и ею аналогов на активность глутаминазы мозга и печени подчиняется 
определенным закономерностям, зависящим от структуры их молеку
лы. Так, при уменьшении содержания йода в молекуле Т3 угнетающее 
действие его на глутаминазу печени заметно возрастает, а стимулирую
щий эффект в мозге значительно снижается, между тем как различные 
модификации аланинового радикала Т3 приводят к усилению как акти
вирующего, так и ингибирующего эффекта их.

Т4 и Т3 как в опытах in vivo, так и in vitro оказывают одинаковое 
влияние на различные метаболические процессы и активность отдель
ных ферментов. Примечательно, что на глутаминазу печени они дей- 
ствуют по-разному.

Следует отметить, что содержание Т4 в организме животных значи
тельно больше, чем Т3. В то же время в периферических тканях благо
даря наличию дейодаз Т4 может превращаться в Т3. Печеночная ткань, 
обладая очень высокой дейодазной активностью, достаточно интенсив
но дейодирует Т 1։ а еще сильнее Т3 [7, 8, 10]. Весьма вероятно, что эти 
превращения тиреоидных гормонов могут играть важную роль в регуля
ции активности глутаминазы печени.
Институт биохимии АН АрмССР Поступило 10.XI 1978 г.

452



ՌԻՐՈԻԴ ՀՈՐՄՈՆՆԵՐԻ ԵՎ ՆՐԱՆՑ ԱԾԱՆՑՅԱԼՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈԻՌՅՈԻՆԸ 
ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ ՄԻՏՈՔՈևԴՐԻԱԼ ՖՐԱԿՑԻԱՅԻ 

ԴԼՅՈԻՏԱՄԻՆԱԶԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈԻՌՅԱՆ ՎՐԱ

Վ. Ս. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Վ. Գ. ՀԱՆ" ՈԱՐԱՈԻՄՅԱՆ

Կատարված հետազոտությունները ցույց տվեցին, որ 3,3 ,5֊տրիյոդ-Լ-թի^ 
րոնինր, 3,5 ֊ ղի յ ո դ֊Լ֊թիրոնինը, 3,3 ,5 ֊ տրի ի ո դթիր ե ոք աց աիւ աթթուն և 3,3 5֊ 
,ո!'ՒIոդԸՒՐոս1 [’ոս{Ւա.թթոլ ն համեմատաբար չնչին դոզաներով օ գտա զոր֊ 
ծելիս քո ի ս տ արգելակում են լյարդի գլյ ո ւտ ա մ ին ա զա յ ի ակտիվության խթա֊ 
հումը անօրգանական ֆոսֆատի և ցիտրատի կողմից։ Նշված միացություն
ների ա ր դ ե յ ա կ ի չ հատկությունը ավելի է ուժեղանում ն ր ան գ մ ո լեկուլում պա֊ 
րուԱակվող յոդի քանակության պակասեցման, ինչպես նաև ալանինային 
կողմնային շղթայի րարդացման հետ մեկտեղ։

նշենք, որ 3,3 ,5֊ տրիյոդ֊\_,֊թիրոնինր և նրա ածանցյալները ֆոսֆատի 
խթանող հատկությունն ավելի ուժեղ են ճնշում, քան ցիտրաւոի։ Ընդ որում, 
ֆոսֆատի քանակության ավելացումը ոչ մի ազդեցություն չի թողնում հետա֊ 
ցոտվււլծ միացությունների արգելակող հատկության վրա, մինչդեռ միտո֊ 
յւոնդրիալ ֆրակցիայի քանակության ավելացման հետ մեկտեղ զգալիորեն 
թուլանում է նրանց կողմից լյարդի գլյ ուտ ա մ ին ա զա (ի վրա ցուցաբերած 
հնչող ա ւլղեցութլունրւ

THE EFFECT OF THYROID HORMONES AND ITS 
DERIVATIVES ON THE ACTIVITY OF RAT LIVER MITOCHONDRIAL 

FRACTION GLUTAMINASE

W. S. IIOVHANNISIAN, W. G. HAMBARTSUMIAN

The obtained results have shown that glutaminase activity of rat 
liver mitochondrial fractions is inhibited by 3,3/5-Triiodo-L-Thyronine 
3,5-diiodo-L-Thyronine, 3,3',5-Triiodothyreoacetic acid and 3,3',5-Triiodo- 
thyreopropionic acid. The effect depends on the amount of iodine atoms 
■and the structure of the molecule of the hormon. Inhibition of liver gluta
minase activity is enhanced by decreasing the quantity of iodine atoms 
in the molecule of the thyroid hormone. 3,5,-diiodo-L-Thyronine is the 
strongest inhibitor of this enzyme. A high concentration of phosphate 
-does nof protect the enzyme from inhibition by Triiodo-L-Thyronine and 
its derlvates. The presence of large amount of liver mitochondrial frac
tions decreases the effect of these compounds on the activity of liver 
glutaminase.
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ДЕЙСТВИЕ ЭТАНОЛАМИНА НА ХЕМОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
МЕМБРАНЫ ГИГАНТСКИХ НЕЙРОНОВ УЛИТКИ

Р. I КАЧАЛИН, '■) А. АВАГЙМЯН, В. Л. АРВАНОВ, С. Н. АЙРАПЕТЯН

Д»П։11։.'1гнне этаноламина в омывающую нейрон среду приводит к усилению дей
ствия нцетнлчоинна ня мембранный потенциал и проницаемость мембраны как при де- 
пол>||чи(1Ц1|1)Ш(ы\. так н гиперполяризационных ответах мембраны. По мере инкубации 
нейрона к гч-. Mi.TiienoM растворе эффект этаноламина на хемочувствительность мем
браны щ .irtOrtw г II затем полностью исчезает. После предварительного обогащения 
иейроип НОИАМй ня грим он вызывает уменьшение К+-вызванной кратковременной ги- 
лерполцрн 1АЦНН МГчМбрпНЫ.
1со Ar b 'i, что этаноламип инактивирует электрогенныи натриевый насос, вы

зывая !ем самым усиление хемочувствительности мембран.

Araiiti.'iiiMiui (ЭА) является биологически активным соединением, 
ок.1.1Ы1։<1Ю1Цнм многогранное влияние на метаболизм и физиологические 
функции организма [5]. Имеются данные о влиянии его на процессы 
нейро]Аморальной регуляции метаболизма изолированных органов [3— 
7]. Результаты фармакологических исследований свидетельствуют о 
действии Э А па чувствительность адрено- и холинорецепторов сердечно
сосудистой системы [4—9]. Показано действие этого соединения на 
процессы проницаемости глюкозы и аминокислот в животных [8] и ио
нов калия в растительных тканях [13].

В свете сказанного представляло интерес изучение действия ЭА на 
работ)' электрогенного Na-насоса и хемочувствительность нейрональ
ных мембран.

Материал и методика. Опыты проводились на идентифицированных нейронах изо
лированного ганглия улитки Helix. Препарат фиксировался в специальной камере с 
помощью микроиголок. Поверхностная соединительнотканная оболочка иссекалась 
острием бритвы, закрепленной на специальном держателе. В нейрон внутриклеточно 
вводилось два стеклянных микроэлектрода, соответственно для регистрации электри
ческой активности и пропускания тока через мембрану нейрона. Микроэлектроды за
полнялись 2,5 М КС1. Электрические сигналы с регистрирующего-микроэлектрода че
рез агаровый мостик подавались на катодный повторитель, усилитель УПТ-2 и далее 
на регистрирующие приборы—самопишущий потенциометр ЭПП-09 и осциллограф С1- 
16 с фоторегистрирующим устройством ФОР-2. Для измерения сопротивления мем
браны через второй микроэлектрод подавался прямоугольный толчок тока порядка 
10-9-10-8 А, величина которого регистрировалась вторым каналом усилителя. Через 
камеру перфузировали нормальный раствор Рингера (NaCl—80, КС1—4. СаС12 7, 
MgCl2—15, ТрисНС!—5 ммоль) с постоянной скоростью 0,2 мл/сек. Концентрация 
ионов калия в растворе уменьшалась за счет соответствующего увеличения содержания 
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ионов натрия. Используемая концентрация ЭА в растворе Рингера составляла 10 ֊3 М, 
а ацетилхолина (АХ)—5-10 ֊5 М. Опыты проводились в зимние месяцы при комнат
ной температуре. 22°.

Результаты и обсуждение. Ранее было показано, что инактивация 
электрогенного Х'а-насоса сопровождается увеличением АХ-чувстви- 
тельности нейрональной мембраны [1. 2, 10]. В первой серии экспери
ментов нами исследовалось действие ЭА на чувствительность мембра
ны к АХ в условиях инактивации Х’а-насоса и при восстановлении его 
активности (рис. 1). Известно, что инкубация нейронов в бескалиевом 
растворе приводит к инактивации электрогенного Х’а-насоса, в резуль-

Рис. 1. Зависимость действия ЭА на 
АХ-ответы мембраны от времени ин

кубации в бескалиевом растворе.

тате чего происходит накопление ионов натрия в клетке [14]. Как вид
но из рис. 1, перенос нейронов в бескалиевый раствор сопровождается 
увеличением деполяризационных АХ-ответов мембраны. Инкубация 
нейронов в ЭА-содержащем растворе приводит к усилению действия АХ 
на мембранный потенциал. Однако по мере инкубации нейрона в бес
калиевом растворе этот эффект ЭА уменьшается и полностью исчезает 
через 50—60 мин инкубации, когда, по-видимому, окружающее нейрон 
пространство полностью освобождается от ионов калия. При добавле
нии во внешнюю среду 4 ммоль К + , что приводит к активации Х'а-на- 
соса [12, 14], вновь отмечается усиление АХ-ответов мембраны в при
сутствии ЭА.

Установлено, что при переносе нейрона в нормальный раствор Рин
гера, после предварительной инкубации в бескалиевом растворе, имеет 
место активный выброс избыточного натрия из клетки электрогенным 
Ха-насосом, сопровождающийся кратковременной гиперполярпзацией 
мембраны [1, 11, 12]. На рис. 2 показано действие ЭА на гиперполя- 
ризацию мембраны, вызванную активацией Ыа-насоса. Параллельно 
с этим исследовалось влияние ЭА на АХ-чувствителыюсть мембраны. 
Как видно из рис. 2 а, перенос нейрона в нормальный раствор Рингера 
после предварительной инкубации в бескалиевом растворе приводит 
К кратковременной гиперполяризации мембраны на 6 мв. При перено
се же его в те же условия, но после предварительной инкубации в бес
калиевом ЭА-содержащем растворе, эта величина уменьшалась до 1 мв. 
(рис. 2 6). При последующем вымывании ЭА из среды наблюдалось 
полное восстановление этого показателя. Измерение сопротивления 
мембраны в ходе этого эксперимента показало, что добавление ЭА не
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вызывает существенных изменений сопротивления мембраны. Эти дан
ные позволяют предположить, что уменьшение насос-вызванной гиперпо- 
'Яризации мембраны в ЭА-содержащем растворе обусловлено его ин- 

зктивационным действием на работу электрогенного \а-насоса. На 
рис. з показано также, что АХ-вызванное увеличение проводимости 
мембраны в нормальном растворе Рингера непосредственно после ин
кубации в бескалиевом растворе (т. е. в условиях активации \а-насо- 
са) составляло 7% (рис. 2 а). В присутствии же ЭА эффект АХ достн-

,90сск։

Рис. 2. Действие ЭА на К + -вызванную гиперполяризацию и АХ-ответы 
мембраны, а) после 15-минутной преинкубации в бескалиевом растворе;
б) после 15-минутной преинкубации в ЭА-содержащем бескалиевом рас

творе; в) после вымывания ЭА из среды.

гал 74%, что сопровождалось значительным усилением и деполяриза
ционного действия последнего (рис. 2 6). При вымывании ЭА из среды 
АХ-ответы мембраны восстанавливались (рис. 2 в).

Результаты более детального изучения действия ЭА на работу 
электро։ енного №-насоса представлены на рис. 3. Показано, что ЭА 
значительно уменьшает величину К -вызванной гиперполяризации (рис. 
За). Когда же нейрон инкубировали в ЭА-содержащем бескалиевом 
растворе, но перед добавлением нормального Рингера вымывали ЭА из 
среды, величина кратковременной гиперполяризации полностью вос
станавливалась (рис. Зв).

Рис. 3. Действие ЭА на К 1՜ -вызванную гпперполяризацию мебраны. а) в 
норм, растворе Рингера после 15-минутной преинкубации в бескалиевом 
растворе; б) при постоянном присутствии ЭА в среде; в) перед добавле

нием норм. Рингера ЭА был удален из бескалиевого раствора.

Действие ЭА на АХ-чувствительность мембраны изучалось также 
на нейронах, гиперполяризующихся под действием АХ. На рис. 4 вид-
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но, что присутствие ЭА в среде усиливает и гиперполяризационные от
веты мембраны.

Приведенный экспериментальный материал показывает, что ЭА 
уменьшает величину кратковременной К+ -вызванной гиперполяриза
ции, обусловленной работой электрогенного Хта-насоса. Она восстанав
ливается при предварительном вымывании ЭА из инкубационной сре
ды (рис. 2, 3). Добавление ЭА не вызывает изменения сопротивления 
мембраны (рис. 2). По-видимому, эти данные можно объяснить тем, что 
ЭА, связываясь с рецептором, ингибирует активность Ха-К-АТФазы 
мембраны, препятствуя тем самым активному элекгрогенному транс
порту избыточного натрия из клетки.

Параллельно с этим показано, что ЭА усиливает действие АХ на 
мембранный потенциал и сопротивление мембраны (рис. 1, 2, 4). Срав-

Рис. 4. Действие ЭА на гнперполяризацнонные АХ-ответы.

нивая действие ЭА на АХ-чувствительность мембраны в условиях акти
вации Ха-насоса (путем предварительного обогащения нейрона ионами 
натрия—рис. 2) и при инактивации его в бескалиевом растворе (рис. 1), 
можно видеть, что по мере вымывания ионов калия из среды, наряду с 
увеличением деполяризационного действия АХ, отмечается ослабление 
влияния ЭА на АХ-ответы мембраны. С другой стороны, как нами бы
ло ранее показано, инактивация электрогенного Ха-насоса приводит к 
увеличению хемочувствительности мембраны в результате увеличения 
количества взаимодействующих с медиатором рецепторов за счет на- 
сос-вызванного набухания нейрона [2, 10].

В связи с этим можно высказать предположение, что.ЭА действует 
как ингибитор электрогенного Ха-насоса, чем и обусловлено вызванное 
им повышение хемочувствительности мембраны.

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР,
Ереванский зооветеринарный институт Поступило 25.ХП 1978 г.
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1 .ԹԱՆՈ1.ԱՄԻՆԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԽԽՈՒՆՋԻ ՀՍԿԱՅԱԿԱՆ 
ՆԵՅՐՈՆնԵՐԻ ՄԵՄԲՐԱՆԻ ՔԵՄՈՋԴԱՑՈՎՈԻ ԹՅԱՆ ՎՐԱ

Ռ. Գ. ՔԱՄԱ1.3Ս.Ն. է. Ա. ԱՎԱԳԻՄՅՍ.Ն, Վ. Լ. ԱՐՎԱՆՈՎ, Ս. Ն. 2ԱՅՐԱՊՒ.ՏՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է էթանոլամինի ազդեցությունը նեյրոնալ մեմբրանների 
էլեկտրադեն 'ի^ձ-պոմպի աշխատանքի և ք ի մ ո զգա ց ողո լթ յան վրա։

$"'19 է տրվել, որ էթանոլամինի ավելացումը ինկուբացիոն միջավայրի 
վրա, 10 '51 խտությամբ, բարձրացնում է մ եմ բրանների զգացողությունը 
ացետիլ֊խոլինի նկատմամբ։ X իոնների բացակայոլթ լ ան դեպքում էթւսնոլ- 
ամինի ազդեցությունը մեմբրանի ք ե մ ո զգա ց ո ղո լթ յան վրա թուլանում է ին
կուբացիայի ընթացքում։

Նեյրոնը № ! ֊ով հազեցնելու դեպքում էթանոլամինը կասեցնում է 1< + -£ 
առաջացրած մեմբրանների կարճատև հիպերբևեռացումը ւ

Կարելի է ենթադրել, որ նեյրոնի մեմբրանների ք ե մ ո զգա ց ո ղո ւթ յան ուժե
ղացումը էթանոլամինի ազդեցոլթ յամբ պայմանավորված է էլեկտրադեն 
նատրիումական պոմպի ակտիվացման ա ր զե լա կմ ա մ բ ։

ETHANOLAMINE EFFECT ON THE CHEMOSENSITIVITY 
OF THE SNAIL GIANT NEWRONAL MEMBRANE

R. O. KAMALYAN, A. A. AVAGIMYN, V. L. ARVANOV, S. N. AYRAPETYAN

Effect of elhanolamine (EA) on the electrogenic Na pump activity 
and on the neuron membrane chemosensitivity has been studied. The 
addition of 10 3 M EA to the medium increases the membrane sensitivity 
to acetylcholine (Ach). In potassium-free solution effect of EA on the 
membrane Ach. sensitivity is weaker. EA depresses the potassium-indu
ced hyperpolarization of the neuron membranes enriched by Na ions. It 
Is supposed that the increase in membrane chemosensitivity by EA is 
due to inactivation of the electrogenic Na pump.
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УДК 577.15:634.13(479.25)

НЕКОТОРЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
НАДФ-МАЛИЮФЕРМЕНТА ГРУШ

Т. А. МКРТЧЯН. Е. Г. САЛЬКОВА

Рассмотрены некоторые кинетические свойства НАДФ-малик-фермента: зависи
мость от концентрации субстрата, температуры. pH. молярности буфера. Установле
но. что структурные аналоги яблочной кислоты ингибируют фермент. Лимонная, вин
ная, малоновая, щавелевая кислоты не могут служить субстратом для действия этого 
фермента.

Биохимические процессы при созревании плодов изучены доста
точно хорошо [2,15]. Интерес к этому вопросу понятен, так как изуче
ние его способствует разработке оптимальных режимов хранения 
плодов.

Крупным успехом в изучении биохимии плодов можно считать сфор
мулированные в последние годы представления о ключевых процессах 
созревания, согласно которым последовательность биохимических про
цессов в них такова: активация биосинтеза липидов, этилена, РНК и 
биосинтеза белков, в частности специфического белка—НАДФ-малик- 
фермента (Б-малат-НАДФ-оксидоредуктаза, КФ 1.1.1.40).

Все эти процессы рассматриваются в настоящее время как клю
чевые. Наше внимание было сосредоточено на изучении НАДФ-малик- 
фермента, ведущего декарбоксилирование яблочной кислоты до пирови
ноградной и углекислого газа.

СООН-СН.-СНОН-СООН +НАДФ - СНО,—СО-СООН+
+ СО2 + НАДФН + Н +

Активность НАДФ-малик-фермента в период созревания яблок и 
груш резко возрастает [4, 13, 16]. Несмотря на решающую роль его в 
механизме созревания плодов исследования в этом направлении немно
гочисленны, ,к тому же подавляющая часть их проведена на яблоках. 
Имеются единичные сведения о присутствии этого фермента в виногра
де [9, 14], вишнях [10—12], манго [6].

Материал и методика. Исследования проводились на трех сортах груш: Лесная 
красавица, Бере Лпгеля и Дзмернук. Груши собраны с Мердзаванской эксперимен
тальной базы Армянского НИИ виноградарства, виноделия и плодоводства и заложе
ны на хранение при трех температурных режимах: 20—22 (комнатное хранение), 5 и 2°.

Выделение активного препарата НАДФ-малик-фермеита из груш проводилось по 
ранее описанному методу [5].
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Для концентрирования ферментного белка к 30 мл препарата добавляли 5 г сефа
декса £-50, два часа выдерживали при 4°, после чего центрифугировали при 5000 об/мин 
в течение ■> мин [1]. В надосадочной жидкости определяли активность НАДФ-малик- 
фермента и содержание белка.

Активность фермента определялась спектрофотометрическим методом при 340 нм 
в реакционной смеси, состоящей из 1 мл трис-буфера (0,1 М), 0,2 мл Мп5О4 (13 мМ), 
0/5 мл яблочной кислоты (15 мМ), 0,8 мл ферментного препарата, 0,2 мл (12 мМ) 
НАДФ. Объем смеси доводили до 3 мл водой.

За единицу активности принималось изменение оптической плотности реакционной 
смеси на 0.01 за I мин. Результаты выражались в нмолях НАДФН2 на 1 мг белка, я 
также на 1 г исходного сырого веса.

Содержание белка определялось по Лоури [1].

Результаты, и обсуждение. Определение зависимости активности 
НАДФ-малик-фермента от концентрации субстрата показало, что при 
повышении содержания яблочной кислоты от 3 до 9 мкмоль скорость 
реакции декарбоксилирования его повышается, достигая максимума 
при 9 мкмолях. Дальнейшее повышение концентрации субстрата до 12 
мкмоль не влияет на скорость этой реакции (рис. 1). Пользуясь пред՜

Рис. 1. Зависимость активности НАДФ-малик-фермента от концентрации' 
яблочной кислоты.

Рис. 12. Зависимость активности НАДФ-малик-фермента от pH реакцион
ной среды.

ставленным графиком, мы определили значение константы Михаэлиса 
(Км) для НАДФ-малик-фермента груш. В условиях нашего опыта она 
оказалась равной 5,3-10~’ М.По имеющимся литературным данным, Км 
для НАДФ-малик-фермента яблок равна 5,5-10՜4 [16], 3,7-10՜4 [17], 
а груш—4,5- 10՜4 М [8]. Таким образом, наши данные близки к лите
ратурным.

Изучение влияние pH реакционной смеси на активность фермента 
показало, что наибольшей величины она достигает при щелочной реак
ции смеси (рис. 2).

Активность фермента в трис-буфере составляла 80% отего активнос
ти в фосфатном буфере. При повышении молярности последнего от 0,01 
до 0,6 14 она возрастала, а дальнейшее повышение до 1 М приводило 
к ее падению (рис. 3).

НАДФ-малик-фермент является термолабильным ферментом с тем
пературным оптимумом, близким к 20°. Снижение температуры смеси 
до 2° сильно тормозило его активность, она возрастала при повышении. 
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температуры до 20°. Дальнейшее повышение температуры приводило к 
постепенному снижению активности. При температуре 80 фермент ин
активировался. Температурный коэффициент Вант-Гоффа для НАДФ- 
малик-фермента равен 1.6. Данные этого модельного опыта согласуются 
с результатами изучения влияния различных температур хранения на 
активность фермента. Ранее нами было показано [5], что активация 
НАДФ-малик-фермента в ходе созревания и перезревания груш имеет 
два пика возрастания. Первый пик соответствует фазе созревания, вто
рой—фазе перезревания груш. Понижение температуры хранения груш 
задерживает наступление периода активации фермента, удлиняет его 
продолжительность. Наиболее интенсивно этот процесс протекает при 
температуре хранения 20—22° (рис. 4).

Рис. 3. Рис- 4.
Рис. 3. Зависимость активности НАДФ-малик-фермента от молярности 

фосфатного буфера.
Рис. 4. Изменение активности НАДФ-малик-фермента при хранении груш 

сорта Лесная красавица при разных температурах.

Как известно, в плодах присутствуют структурные аналоги яблоч
ной кислоты. Представляло интерес выяснение их влияния на актив
ность НАДФ-малик-фермента. Нами рассмотрены следующие струк
турные аналоги яблочной кислоты: винная, лимонная, янтарная, мало
новая, щавелевая. Для сравнения были испытаны молочная гликоле
вая (оксимонокарбо-новые), муравьиная кислота (монокарбоновая). 
Данные табл. 1 показывают, что только стуктурные аналоги яблочной 
кислоты ингибируют реакцию его декарбоксилирования. Винная кис
лота подавляет активность фермента на 25, малоновая и лимонная—на 
50, щавелевая и янтарная—на 100%. Эти кислоты или сами являются 
промежуточными продуктами цикла Кребса (янтарная и лимонная кис
лоты), или легко могут вступить в цикл (винная, малоновая, щавеле
вая). Сказанное позволяет предположить, что кислоты цикла Кребса 
ингибируют активность НАДФ-малик-фермента. К такому же выводу 
пришли французские исследователи [8].

Нас интересовал вопрос, могут ли структурные аналоги яблочной 
кислоты служить субстратом для НАДФ-малик-фермента груш. С этой 
целью изучалась способность ферментного препарата восстанавливать
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Таблица 1
Влияние различных кислот на 

активность НАДФ-малик-фермента

Таблица 2
Субстратная специфичность НАДФ-малик- 

фермента

Добавленная Активность 
фермента, 0 / 0

Добавленная Активность фермента
кислота ки слота, 

15 мМ нмоль НАДФН2 
мин/мг белка

0
0

Яблочная 
Муравьиная 
Гликолевая 
Молочная 
Винная 
Лимонная 
Малоновая 
Щавелевая 
Янтарная

100
100
100
100
75
50
50

0
0

Яблочная

Лимонная

Винная

Малоновая

Щавелевая

18,6

2,42

2,24

2,24

1,3

100

12,5

И,6

11,6

6,8

Примечание: За 100% принята 
активность яблочной кислоты. В кю

вету вносили 5 мМ яблочной кислоты 
и 5 мМ исследуемой.

НАДФ в присутствии винной, малоновой, щавелевой, лимонной кислот. 
Результаты исследований показали, что наиболее слабо НАДФ восста
навливается в присутствии щавелевой кислоты, активность фермента 
при этом составляет 6,8% от активности фермента при инкубации сре
зов в яблочной кислоте (табл. 2). Восстанавливающая способность фер
мента в присутствии лимонной, винной, малоновой кислот составляет 
лишь 12%.

Таким образом, рассмотренные структурные аналоги яблочной кис
лоты не могут служить субстратом для НАДФ-малик-фермента груш.

Армянский НИИ виноградарства, виноделия и плодоводства МСХ АрмССР, 
Институт биохимии им. А. Н. Баха АН СССР

Поступило 9.11 1979 г.

ՏԱՆՋԻ ՊՏՈՒՂՆԵՐԻ НАДФ-ՍԱԼԻԿ ՖԵՐՄԵՆՏԻ 
ՄԻ ՔԱՆԻ ԱՌԱՆՋՆԱ2ԱՏԿՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԸ

Տ. Ա. ՄԿՐՏԶ5ԱՆ, Ե. Գ. ՍԱԼԿՈՎԱ

Ուսումնասիրվել են ֊ մալի կ ֆերմենտի կինետիկ հատկություն
ները' ֆերմենտի ակտիվության կախվածությունը մ իջավա յրի կոնցենտրա
ցիայից, ջերմաստիճանից, թՆ1-ից, բուֆերի մ ո լյա ը ութ յո ւն ի ց ։

Պարզվել է, որ խնձորաթթվի կառուցվածքային անալոգները' գինեթթուն, 
լիմոնաթթուն, մալոնային թթուն, թրթնջկաթթուն, սաթաթթուն ինհիբացնում 
ե ն ֆ ե րմ են տ ին է

Լիմոնաթթուն, գինեթթուն, մալոնային թթուն, քացախաթթուն, թրթընջ֊ 
կաթթուն ՃՀևխԼՓ-մալիկ֊ֆերմենտի գործողության միջավայր չեն կարող 
հան դիսան ալ։
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SOME NADF-MALIC-ENZYME PROPERTIES OF PEARS

T. A. MKRTCHYAN, E. G. SALKOVA

The following kinetic properties of NADF-malic-enzyme have been 
studied: dependence on substrate concentration, temperature, actual aci
dity, concentration of buffer. The inhibition of enzyme by structural 
analogues of malic acid has been established.

Impossibility of citric, tartaric, malonic, oxalic acides to serve as a 
substrate for NADF-malic-enzyme activity has been shown.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ հանդես 
լյլ° ՜' ր И 4 Е С К и и ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5, 1979՜

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 663.227/ 41.577.164.1 (479.25)

ПРИМЕНЕНИЕ ДРОЖЖЕВОГО АВТОЛИЗАТА С ЦЕЛЬЮ 
УСКОРЕНИЯ ПРОЦЕССА ХЕРЕСОВАНИЯ

Л. А ГЕВОРКЯН, Е. С. УНАНЯН

Среди ускоренных, приемов обработки вина с целью улучшения его 
качества тепловое воздействие занимает особое место. Это правомерно 
не только в отношении ординарных, но и креплены.՝: вин при нагрева
нии их с дрожжами, а также с их автолизатами [2, 13]. Происходя
щие при этом процессы довольно многообразны и зависят от степени 
участия тех или иных компонентов вина и дрожжей. Имеются сведения 
о выделении нуклеиновых кислот в процессе теплового автолиза дрож
жей, а также данные, хотя и немногочисленные, о действии ферментов 
вина в условиях высоких температур [1, 10].

Довольно детально изучена динамика азотистых веществ вина и 
дрожжей [3], а также альдегидов, углеводов, органических кислот и 
спиртов, участие которых обязательно в сложении органолептических 
показателей вина [11, 12].

Данные об аккумуляции дрожжами витаминов группы В в процес
се брожения [4] навели на мысль использовать эти витамины для обо
гащения столового виноградного вина названными компонентами [5, 6].

Известно, что при спиртовом и хересном брожении значительно 
снижается содержание витаминов группы В [8]. Высказано предполо
жение о возможности направленного изменения развития пленкообра
зующих дрожжей внесением в вино, подлежащее хересованию, дополни
тельных факторог։ питания, в частности витаминов группы В [9].

Наша цель заключалась в улучшении вкусовых и питательных по
казателей вина с одновременным ускорением процесса хересования, для 
чего использовался автолизат осадочных дрожжей.

Материал и методика. Нами применен тепловой автолиз дрожжей с переходом в 
автблизат витаминов группы В [6].

По окончании спиртового брожения дрожжевой осадок несколько раз промывали 
водой, затем ставили в термостат при температуре 47—48° для прохождения автоли
за под действием собственных протеолитических ферментов клетки в течение 3-х су
ток (ход прохождения автолиза контролировался под микроскопом). Затем дрож
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жевую массу выдерживали в кипящей водяной бане для более полного извлечения ве
ществ из клеток, и отсасыванием отделяли осадок на воронке Бухнера. Фильтрат, 
т. е. автолизат, сгущали на водяной бане до сметанообразной массы и добавляли к 
опытному вину в соответствующей дозировке.

Дрожжевой автолизат был испытан в лабораторных условиях: в дозе 0,2, 0,5. 0.8; 
1; 2% он вносился в виноматериал хереса после соответствующего роста хересной 
пленки культуры Херес-104.

Витамины группы В в вине определяли микробиологическими методами Один
цовой [7].

Результаты и обсуждение. По истечении 2-месячного срока вы
держки под хересной пленкой в опытных и контрольном образцах вин 
были определены витамины группы В (табл. 1).

Содержание витаминов группы В в виноградном сусле и вине
Таблица 1

Образцы
Содержание витаминов, мг/л

тиамин пиридок
син

пантоте
новая 

кислота

никоти
новая

кислот а

Виноградное сусло сорта „Воскеат՜ 0,390 0,72 6,270 45,57
Вино без добавления автолизата (контроль) 0,124 0,06 0,051 4,659
Вино с добавленным автолизатом, £ 0 0,249 0,12 0,061 6,656

0,2
0,5 0,234 0,10 0,057 9,318
0,8 0.374 0,096 0,051 4,992
1 0,249 0,12 0,071 7,987
2 0,468 0,13 0,92 9,984

Виноматериал хереса 0,111 0,12 — 5,990

Из данных табл. 1 следует, что тиамин и пиридоксин используются 
дрожжами при спиртовом брожении значительно меньше, чем пантоте
новая и никотиновая кислоты. При хересном брожении тиамин исполь
зуется также менее активно, чем пиридоксин и особенно пантотеновая 
и никотиновая кислоты. Максимальное увеличение содержания опре
деляемых витаминов наблюдалось при внесении автолизата в количест
ве 2%, несколько меньше—при дозе 1 %.

После 3-месячной выдержки вина с автолизатом была проведена 
дегустация, результаты которой обобщены в табл. 2.

Дегустационная оценка опытного вина
Таблица 2

Виноматериал хереса Краткая характеристика Общий 
балл

Без добавления автолп- 
зата (контроль)

С добавленным автоли
затом, %

0,2
0,5
0,8
1
2

Виноматериал хереса

нежный аромат хереса
свежий аромат хереса в букете выражен срав- 

ннтельно больше, чем во вкусе

чувствуется наличие продуктов автолиза
во вкусе характерная горечь
в букете выделяется посторонний аромат
в букете чувствуется посторонний аромат, сле

ды хересных тонов
чувствуются следы хересных тонов

8,1

8,35

8,45
8,5
8,35-

8,3
8,0-
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„Лучшие дегустационные показатели получены при добавлении ав
толизата в количестве 0,8 и 0,5%, однако повышенное содержание ви
таминов наолюдалось при применении 2%-ного автолизата.

Таким образом, высокое содержание витаминов не является приз
наком хорошего качества вина.

Внесение в вино при хересовании биоактивных веществ в виде ав
толизата поддерживает пленку хересной культуры в состоянии физио
логической молодости и непрерывного вегетативного размножения, а 
также ферментативного активирования, что, возможно, сокращает про
цесс хересования.

Институт виноградарства, виноделия
и плодоводства МСХ АрмССР Поступило 9.11 1979 г.

ՇԱՔԱՐՆԵՐԻ ԱՎՏՈ1.Ի9.ԱՏԻ ՕԴՏԱԳՈՐԾՈԻՄԸ ԽԵՐԵՍԱՑՄԱՆ 
ՊՐՈՑԵՍԻ ԱՐԱԳԱՑՄԱՆ ՆՊԱՏԱԿՈՎ

Լ. Ա. ԳԵՎՈՐԴՅԱՆ, է; I). ՈԻՆԱՆՅԱՆ

Ս եր աշխատանքի նպատակն է և րէե լ ա ր ա գա ցն ե լ խ ե ր ե ս ա ց մ ան պրոցեսը 
և բարձրացնել գինու օըգանոլեպտիկ և սնն ղ ա յին ց ո լց ան իշն ե ը ը ։ Սա կարե- 
1Ւ իրագործել իք ե ր ե ս ի արտ ա գրուի}յոլն ում նստվածքային շաքարասնկերի 
ավտոլիղատի օգտ ա գործ մ ա մ բ ։ Կատարել ենք ջերմային ավտոլիզ, որի Հե

տևանքով շաքարասնկերի մեջ կուտակված 6 խմբին պատկանող վիտամին

ները անջատվել են և ավտոլիղատի ձևով վերաղարձվել գինուն։
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.092

ВЛИЯНИЕ электрокоагуляции околощитовидных 
ЖЕЛЕЗ НА КОЛИЧЕСТВО РОЗЕТКООБРАЗУЮЩИХ КЛЕТОК

В. А. ШЕКОЯН, М. II. ГЕВОРКЯН, В. С. ТОВМАСЯН

Исследованиями последних лет [1—3] показано, что гипофункция 
околощитовидных желез влияет на синтез ДНК. пролиферацию и мито
тическую активность лимфоцитов, угнетает популяцию антителообразу
ющих клеток и титры гемагглютининов.

Целью настоящей работы было изучение влияния паратиреоидэк
томии на популяцию иммунных розеткообразующих клеток (РОК) в се
лезенке.

Материал и методика. В экспериментах использовано 36 белых беспородных крыс. 
Животные были разделены на 3 группы: интактные, ложнооперированные и с коагу
ляцией околощитовидных желез. О развитии гипопаратиреоза судили по изменению 
концентрации ионов Са в сыворотке крови, определяемой по методу Де Ваарда.

Животных иммунизировали на 2-, 5-, 12-й дни после операции внутривенным вве
дением 0,4 мл 1.109 эритроцитов барана.’ Количество иммунных РОК определяли в 
селезенке на 5-й день иммунизации методом Заалберга [4]. Реакцию учитывали в 
-световом микроскопе, розеткой считалась клетка, связавшая не менее 5 эритроцитов. 
Учет РОК велся на 1000 лимфоцитов.

Результаты и обсуждение. У крыс опытной группы (табл.), коли
чество РОК резко понижено.

Таблица
Количество РОК в различные сроки после электрокоагуляции 

околощитовидных желез

Группы животных Дни после 
операции

Количество 
на 10° лимфо

РОК 
цитов

Интактные 10000+796

С коагуляцией околощитовидных 2 2166+307 [><0.01
желез 5 1857+459 р<о ,001

12 2500+546 р<0,001

Ложнооперированные 2 3600+1191 բ<Հ0,05
5 4000+436 р<0,001

12 7000+1048 р>0,05

Так, на 2-й день после операции количество РОК в опытной группе 
было в 4,5 раза меньше, чем в контроле, на 5-й—в 5,3, на 12-й—в 4 раза.

468



В группе ложнооперированных животных на 2-й и 5-й дни после 
операции также наблюдается статистически достоверное уменьшение 
РОК по сравнению с контролем, однако к 12-му дню исследования наб
людается тенденция к увеличению его количества и достоверной разни
цы по сравнению с контрольными цифрами не отмечается.

На основании полученных данных можно заключить, что при гипо
функции околощитовидных желез нарушается восприятие специфичес
кого антигенного раздражения специализированными рецепторами лим
фоидных клеток, что приводит к уменьшению количества РОК.
ЦНИЛ, Ереванский медицинский институт, 

лаборатория иммунологии Поступило 22.1 1979 г֊

ՀԱՐՎԱՀԱՆԱԳԵՂՁԵՐԻ կոագուլյացիայի ազդեցությունը 
ՎԱՐԴԱԿ ԳՈՅԱՑՆՈՂ ԲՋԻՋՆԵՐԻ ՔԱՆԱԿԻ ՎՐԱ

Վ. Ա. ՇԵԿՈՅԱՆ, Մ. Ի. ԴԵՎՈՐԳՅԱՆ, Վ. Ս. ք*՜0ՎՄԱՍՅԱՆ

Ուս ումնա սիըվել է հ ա բ վահ ան ա գե ղձե ր ի հիպոֆոլն կցիայի ազդեցությունը 
փայծաղի վարդակ գոյացնող բջիջն երի վրա։ Ցույց է տրվում, որ հարվահա

նագեղձերի կոագուլյացիան առաջացնում է վա ր գա կա գո յա ցն ո ղ բջիջների քա

նակի ընկճում հետազոտման բոլոր ժամկետներում' կոնտրոլի համեմատու

թյամբ։
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.432.577.15

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФОСФОРИЛАЗНОЙ АКТИВНОСТИ ПОД 
ДЕЙСТВИЕМ КОРОНАРОАКТИВНЫХ НАЧАЛ. ВЫДЕЛЕННЫХ

ИЗ СЕРДЕЧНОЙ МЫШЦЫ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

С. С. МИСИРЯН, Ж. Г. АБЕЛЯМ, Р. М. СРАПИОНЯН, А. А. Г АЛОЯН

В позитивном действии нейрогормона С на сердечную деятельность 
и коронарное кровообращение важное значение имеет регуляция гли
колитических реакций в сердечной мышце, в частности, накопление лак
тата, утилизация пирувата и изменение фосфорилазной активности [1. 
3]. Нами было установлено наличие низкомолекулярных соединений, 
активных в отношении коронарного кровообращения, в сердце различ
ных животных (крупный рогатый скот, свиньи, кошки, крысы) [4]. При 
изучении физико-химических (электрофоретическая подвижность, спек
тральный анализ, реакция на нингидрин) и биохимических свойств (со
хранение биологической активности при всех видах гидролиза) указан
ных соединений были получены данные, допускающие возможность 
идентичности их с нейрогормоном С.

Представляло значительный интерес выяснение вопроса о том, дей
ствуют ли выделенные из сердца факторы на гликогенолиз подобно ней
рогормону С, выделенному из гипоталамуса крупного рогатого скота.

Материал и методика. Коронароактнвные соединения выделяли из сердца по схе
ме, описанной ранее [2], включающей уксуснокислую экстракцию, гель-фильтрацию 
на сефадексе G-10, ионообменную хроматографию на ДЭАЭ-целлюлозе в сочетании с 
бумажной хроматографией в системе растворителей бутанол—уксусная кислота—во
да (4:1:5) и рехроматографией в системе растворителей пиридин—ацетат—вода (1:10. 
100). Элюаты хроматограмм с соответствующими Rf-распределителыюй хроматогра
фии 0,05; 0,35; 0,52 (условно обозначенные нами как I, II и III активные фракции) вво
дились внутривенно животным в количестве 0,5 мл, что соответствовало (в мЕ): д.'п 
I активности—225, для II—175,5, для III—162. За единицу активности принимали 
такое количество препарата, которое ингибировало 1 миллиединицу цАМФ фосфоди
эстеразы мозга за 1 мин. Расчеты делали, исходя из данных по измерению фосфоди
эстеразы цАМФ под действием коронароактивных начал сердечной мышцы по методу, 
списанному ранее [2].

В опытах использовались крысы массой 120—150 г. Через 30 мин после введения 
исследуемых препаратов животных декапитировали. Исследуемые органы (мозг, пе
чень, сердце, скелетная мышца) извлекали на холоду, взвешивали, промывали и 
гомогенизировали холодной водой в соотношении 1:1 гомогенизатором типа Уорринга. 
Инкубационная смесь содержала (в мл): 0.1 гомогената ткани, 0,14°/о-ного водного
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раствора гликогена, 0,1 раствора АМФ на 64 мМ глюкозо-1-фосфата. Объем смеси до
водили до 0,5 мл ТЭМ буфером (трис—0,04, ЭДТА—0,01 и МЭ—0,01 М), pH 6,8. Ак
тивность фосфорилазы определяли по Иллингворту и Кори [51 и выражали в между
народных единицах (мкА Рн/мин/г свежей ткани). Сдвиги в содержании неорганичес
кого фосфора .устанавливали по Таусски и Шору [6]

Результаты и обсуждение. Как известно из предыдущих исследо
ваний, внутривенное введение нейрогормона С в количестве 180 мЕ на 
животное снижало фосфорилазную активность в сердечной мышце на 
36%> и увеличивало ее в скелетных мышцах на 56%. В печени и мозге 
существенных изменений не наблюдалось [3].

В наших экспериментах, как видно из рисунка, при введении всех 
трех коронароактивных фракций лишь фосфорилазная активность моз
га не подвергается значительным изменениям. Во всех других иссле
дуемых органах наблюдаются заметные сдвиги. Так, подавляется ак
тивность фосфорилазы в сердце. Первая фракция уменьшает актив
ность фосфорилазы на 50,2% по сравнению с контролем, вторая—на 
31,6, а третья—на 27. Можно предположить, что коронарорасширяющее

Рис. Влияние коропароактивных фракций, выделенных из сердца, на фос
форилазную активность тканей, мкА Рн мин/г свежей ткани.

действие этих фракций, подобно действию нейрогормона С, способствует 
эффективному протеканию аэробной фазы гликолиза в сердечной мыш
це благодаря улучшению снабжения мышцы кислородом (об этом свиде
тельствуют данные об усилении утилизации пирувата и накопления лак
тата) [1]. С этим предположением вполне согласуются данные об ак
тивировании процесса гликогенолиза в печени и, в меньшей степени, в 
скелетных мышцах. Из рис. видно, что при введении всех трех актив
ных фракций существенным изменениям подвергается фосфорилаза пе-
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чени. При внутривенном введении первой фракции активность фосфори
лазы увеличивается на 330, второй фракции—на 219.2, а третьей—на 
153.8%. Аналогичное действию нейрогормона С. но в меньшей степени 
влияние оказывают эти фракции на фосфорилазную активность скелет
ных мышц. После введения первой фракции отмечается увеличение ее на 
37.7, второй—на 14,8 и третьей—на 11,4%. Сравнивая данные об ак
тивности фосфорилазы во всех органах, можно заметить, что наиболь
шей активностью обладает первая коронарорасширяющая фракция.

Приведенные данные подтверждают, что активные начала, выде
ленные из сердца, оказывают влияние на биосинтез гликогена путем ак
тивирования или ингибирования в различных органах фосфорилазы.

Действие коронароактпвных соединений, выделенных из сердечной 
мышцы, на фосфорилазную активность в различных органах наряду с 
другими данными свидетельствует, по-видимому, о сходстве этих соеди
нений с нейрогормоном С.

Институт биохимии АН АрмССР Поступило 10.1 1979 г.

ԽՈՇՈՐ ԵՂՋԵՐԱՎՈՐ ԱՆԱՍՈՒՆՆԵՐԻ ՍՐՏԱՄԿԱՆԻՑ ԱՆՋԱՏՎԱԾ 
ԿԱՐԴԻՈՏՐՈՊ ՆՅՈՒԹԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ 

ՖՈՍՖՈՐԻԼԱԶԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

11. Ս. ՄհԱԻՐՅԱՆ, ժ. Գ. ԱԲԵԼՅԱՆ, Ռ. Մ. ՍՐԱՊՒՈՆՅԱՆ, Ա. ,Ա. ԳԱԼՈՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է խոշոր եղջերավոր անասունների սրտամկանից ան֊ 
չատված պսակաձև անոթները լայնացնող ն ջութ ե ր ի ազդեց ությունը' սպիտակ 
առնետների տարբեր հյուսվածքների ֆ ո սֆ ո րիլա զա յի ակտ իվության վրա։

U րտամ կանում նկատվել է ֆերմենտի ակտիվության իջեցում, մինչդեռ 
լյարդում և կմախքային մ կաններում ֆ ո սֆ ո ր իլա զա յի ակտիվությունը գդա
լի որեն բարձրանում Լ։
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 591.1.0-5

ВЛИЯНИЕ ГОЛОДАНИЯ НА АКТИВНОСТЬ АТФ-АЗЫ СРЕЗОВ 
ПОЧЕК БЕЛЫХ КРЫС

А. С. ОГАНЕСЯН, Ж. С. ГЕВОРКЯН, И Р. ФАТАЛОВА

В наших предыдущих исследованиях [5] было показано, что при 
голодании в срезах почек белых крыс подавляется поглощение как ами
нокислот, так и глюкозы. Установлено, что мембранная система АТФ— 
АГФ-аза играет важную роль в процессах регуляции трансмембранно
го переноса ионов калия, натрия, а также глюкозы и аминокислот [1, 
4, 8, 10, 11]. Подавление активности одного из компонентов этой сис
темы приводит к нарушению транспорта указанных соединений. Из
вестно также, что при голодании снижается содержание АТФ и других 
макроэргических соединений в .клетках различных тканей [2], т. е. сни
жается энергетический уровень организма. В связи с этим возникла 
необходимость изучения активности другого компонента упомянутой 
системы—АТФ-азы (АТФ-фоофогидролазы, К-Ф. 3.5.1.3) почечной тка
ли при голодании животных.

Материал и методика. Опыты проводились на белых крысах 3—4-месячного воз
раста. Подопытные животные подвергались голоданию в течение 2-х суток, без огра
ничения приема воды. Экспериментальных животных забивали декапитацией, извле
кали почки и в условиях холода готовили срезы коркового и мозгового слоев в отдель
ности. Активность АТФ-азы срезов почек определяли по методу Бонтинга и сотр. [6] 
па трис-буфере (92 мМ) в присутствии ионов калия—5, натрия—58, магния—1 и АТФ— 
3 мМ. После 20-минутной инкубации действие фермента приостанавливали добавле
нием трихлоруксусной кислоты (1 мл—1,5 М) с последующим определением количест
ва отщепленного ст АТФ неорганического фосфора по методу Фиске-Суббарроу [7].

Результаты и обсуждение. Как видно из данных таблицы, актив
ность АТФ-азы в срезах (коркового слоя почек у нормальных животных 
составляет 70,9 мкМ неорганического фосфата/г ткани/20 мин, а у го
лодавших крыс наблюдается заметное снижение ее, составляя 52,7 мкМ 
неорганического фосфата/г ткани/20 мин. В мозговом слое в норме этот 
показатель по сравнению с корковым несколько ниже и составляет 
58,9 мкМ; у голодавших животных и здесь отмечается заметное сниже
ние активности фермента, доходящее до 45,3 мкМ.

Ввиду того, что тиоловые группы играют важную роль в функцио
нировании АТФ-азы, мы решили изучить влияние восстановленного глу-
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Таблица
Изменение активности АТФ-азы в срезах коркового и мозгового слоев почас 

белых крыс при голодании и последующем кормлении, 
мкмоль/Р-неорг./г ткани/20 мин (средние данные 8-ми опытов)

Условия опыта Контроль °/0 изменения 
активности

+ глута
тион

•'о изменения 
активности

Корковый слой

Норма 
Голодание 48 час.

70,9+3,0
52,7+2,1 
Р<0,01

-25,7
77,4+1,7
74,8+2,6

+ 9,1
+29,6

Последующее кормление (че
рез 24 часа) 69,5+3,5 —

Мозговой слой

Норма 
Голодание 48 час.

58,9±2,5
45,3+1,3 
Р<0,01

—23,1

татиона на активность этого фермента. Результаты исследований по
казывают, что в присутствии восстановленною глутатиона активность 
АТФ-азы в срезах коркового слоя почек у голодавших заметно повыша
ется (на 29,6%), в то время как у нормальных крыс в аналогичных ус
ловиях особых изменений не наблюдается. Интересно, что при перево
де голодавших животных на нормальный режим питания наблюдается 
восстановление активности АТФ-азы до нормального уровня. Сниже
ние активности АТФ-азы при голодании, по-видимому, связано с мо
дификацией состояния сульфгидрильных групп (возможно превраще
ние—БИ в Б—Б—), входящих в состав этого фермента и играющих 
существенную роль в проявлении его функциональной активности. Это 
явление, возможно, обусловлено недостатком восстановленных серусо- 
держащих соединений в организме при голодании (цистеин, глутатион). 
Мы не определяли содержания этих веществ, однако имеются данные, 
свидетельствующие о том, что при голодании в тканях животного сни
жается содержание сульфгидрильных групп [3]. В этих условиях, по- 
видимому, происходит обратимое изменение конформации белка-фер
мента. Можно предположить, что добавленный глутатион, восстанав
ливая тиоловые группы фермента, нормализует также его конформацию 
и функциональную активность.

Таким образом, результаты наших исследований показали, что при 
голодании происходят заметные сдвиги в активности мебранной АТФ- 
азы почек, играющей важную роль в процессах транспорта ионов ка
лия, натрия, а также глюкозы и аминокислот через клеточные оболочки. 
Институт биохимии АН АрмССР Поступило 12.III 1979 г.
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ՔԱՎՑԻ ԱԶԴԵՑՈԻԹՅՈԻՆԸ ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԵՐԻԿԱՄՆԵՐԻ 
ԿՏՐՎԱԾՔՆԵՐԻ ԱՏՖ-ԱԶԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

Ա. <1. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, ժ. Ս. Գ1յՎ0ՐԴՅԱՆ, Ի. Ռ. ՖԱՏԱԼՈՎԱ

Սսլիտակ առն ետ ն՛երի երիկամների կեղևային և մ իջուկա լին շերտերի 
ԱՏՖ֊ազայի ակտիվությունը քաղցի ընթացքում նվազում է։ Ավելացրած 
դլյուտաթիոնր բարձրացնում է այդ ֆերմենտի ակտիվությունը քաղցած կեն
դանու. երիկամների կտրվածքներում: Երբ քաղցած կենդանիներին փոխադրում 
ենք նորմալ կերային ռեժիմի, երիկամների ԱՏՖ-աղայի ակտիվությունը 
բարձրանում է մինչև կոնտրոլ կենդանու ֆերմենտի ակտիվութ լան մակար
դակը,
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 611—018—086—а

МЕТОД ПЛОСКО-ПАРАЛЛЕЛЬНОЙ ЗАЛИВКИ СРЕЗОВ ТКАНЕЙ 
ДЛЯ КОРРЕЛИРОВАННОГО СВЕТО-ЭЛЕКТРОННО

МИКРОСКОПИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ

Т. С. АГЛИНЦЯН, Дж. А. МАРТИРОСЯН

Заливка гистологических срезов тканей в эпоксидные смолы в ви
де светомикроскопического препарата, позволяющего производить об
щий обзор ткани, поиск и выбор интересующих структур для последу
ющего прицельного ультратомирования и электронномикроскоппческого 
изучения, проводилась единичными исследователями различными спо
собами [4, 9].

Сущность предлагаемого нами метода заключается в том, что за
ливка срезов в эпоксидные смолы производится между параллельными 
пластинками из полиэтилена и листового эпон-аралдита или аралдита. 
Этот метод апробирован нами при электронногистохимпческом выявле
нии активности кислой фосфатазы на срезах мозга крысы с использо
ванием инкубационной смеси Чилингаряна [3], а также при выявлении 
миоглобина в биопсированном миокарде человека методом Джеймса 
[5]. 30- 50-микронные замороженные срезы из альдегндфиксированно- 
го материала после указанных гистохимических реакций тщательно 
промывали в растворе сахарозы и монтировали на гладких обезжирен
ных полиэтиленовых пластинках размером 26X19—25 мм, (вырезан
ных из полиэтиленовых крышек или тары), затем высушивали при ком
натной температуре и постфиксировали в чашках Петри при 4° нака
лыванием 1%-ного раствора четырехокисп осмия с 7,5% сахарозы в те
чение 1 часа, промывали в растворе сахарозы, вновь высушивали и обез
воживали 90%-ным п абсолютным ацетоном при комнатной температу
ре (две смены по 10 мин). Пропитывали по 1 часу в смеси смолы с 
ацетоном (в соотношении 1:2 и 2:1) и оставляли в заливочной смеси на 
ночь при комнатной температуре. Финальную заливку проводили сле
дующим образом: на срез наносили несколько капель свежей заливоч
ной смеси и пластинки срезами вниз укладывали на матовую поверх
ность подложки из листовой эпоксидной смолы. Подложки размером 
76x25 мм п толщиной 0,7—0,8 мм заготавливали заранее из соответ
ствующих смесей для заливок в эпон-аралднт [6] и аралдит 1[7]. с по
мощью ограничивающих рамок из листовой пластмассы соответствую- 
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•щей толщины, приклеиваемых к пластине из полиэтилена или продаж
ного оргстекла. Полимеризацию проводили на абсолютно горизон
тальной полке термостата, после чего эпоксидную подложке отделяли 
'•՛' основы и рамки, а перед употреблением матовую поверхность ее очи
щали ацетоном. На одну подложку можно уложить 3—4 пластинки со 
срезами. Этот «сэндвич» помещали между двумя пластинами из тол
стого стекла, предварительно покрытыми полиэтиленовой пленкой, что- 
бы в случае вытекания смола не приставала к стеклу, и ставили на по
лимеризацию при 60 на 24 48 час., после чего полиэтиленовые плас
тинки отщепляли, срезы при этом оставались па подложке. Препарат 
изучали под световым микроскопом, интересующую структуру марки
ровали загнутой на конце препаровальной иглой (можно использовать 
отметчики любой конструкции), иссекали пробойником микроблок, при
клеивали его к свободному блоку с.молой и после повторной полимери
зации ультратомировали. Желательно, чтобы конечный продукт гисто
химических реакций был бы окрашен светооптически и одновременно 
обладал необходимой электронной плотностью, как было в нашем слу
чае. Это создает оптимальные условия для коррелированного свето- 
элсктроипомикроскопического исследования, хотя при отсутствии ска
занных условий, вероятно, можно прибегнуть и к фазовоконтрастной 
микроскопии.

Описанный вариант плоскопараллельной заливки может быть при
годен и для криостатных срезов, которые фиксируются альдегидами и 
осмиевой кислотой после соответствующих гистохимических реакций. 
Прсцедура замораживания—оттаивания, несомненно, отражается на 
сохранности ультраструктур, что, вероятие, можно устранить обработ
кой кусочков тканей 20%-ным диметилсульфоксидом [8]. В этом ас
пекте предлагаемый вариант может оказаться наиболее подходящим 
для заливки пленчатых препаратов.

В заключение необходимо отметить, что использование полиэтиле
новых пластин взамен стекла при заливке [ 1 ], а также листового поли- 
метакрилата как при заливке, так и при изготовлении эпоксидных под
ложек [2], целесообразнее, так как их легко отщеплять (отпадает не
обходимость длительного отмачивания и воздействия контрастом темпе
ратур с помощью сухого льда и т. д.). Малая Толщина подложки по
зволяет иссекать микроблок обычным пробойником вручную и не при
бегать к выпиливанию электродрелью. Светооптические качества пре
парата хорошие, а при необходимости их можно значительно улучшить, 
покрывая его поверхность тонким слоем разбавленной ацетоном зали
вочной смеси и повторной полимеризацией. С целью экономии реакти
вов можно манипулировать со свободными, не прикрепленными к поли
этиленовой пластинке срезами и заливать их описанным способом пос
ле пропитки. Однако при этом срезы могут деформироваться и разру
шаться.

Таким образом, предлагаемый метод по сравнению с существую
щими методами плоско-параллельной заливки проще и доступнее. Он 
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сокращает сроки обработки материала и не требует дополнительных 
затрат и приспособлений.

Филиал ВНИИК и ЭХ М3 СССР, Ереван,
Институт физиологии им. акад. Л. А. Орбели АН АрмССР Поступило 28А'Ш 1978 г.

ՀՅՈՒՍՎԱԾՔԱՅԻՆ ԿՏՐՎԱԾՔՆԵՐԻ ՀԱՐԹ-ԶՈԻԳԱՀԵՌԱԿԱՆ 
էտման մեթոդը լուսային եվ էլեկտրոնամանրադիտակային 

ՀԱՄԱՀԱՐԱՐԵՐԱԿՑԱԿԱՆ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՄԱՆ ՀԱՄԱՐ

թ. 1). ԱԳԼԻՆ83ԱՆ, Ջ. Հ. ՄԱՐՏԻՐՈ11 ՅԱՆ

նկարագրվում է հյուսվածքային կտրվածքների Տ արթ֊ զոլգահեռական 
լցման նոր մեթոդ' էպոքսիդային խեժով, որը ներ է մ ուծվում պ ո լի է թ ի լեն ա ֊ 
յին և էպոն-արալդիտից կամ արալդիտից պատրաստված թիթեղների միջև:
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XXXII, 5, 1979 ՜

РЕФЕРАТ

УДК 57.087.4՝ <

А. М. ДИЛАНЯН

ТУРБИДИМЕТРИЧЕСКИЙ СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БЕЛКА 
ИНТАКТНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК

С целью денатурации и осаждения общего белка человеческой сы
воротки, бычьего сывороточного альбумина и белка интактных бакте
риальных клеток была использована сульфосалициловая кислота.

Количественное определение белка сыворотки, альбумина и белка 
бактериальных клеток проводилось по оптической плотности—экстинк
ции фотоэлектроколориметра ФЭК-М.

При составлении калибровочной кривой вначале были применены 
сыворотки человеческой крови, а затем—бычий сывороточный альбу
мин.

В работе изложены методы определения общего белка человечес
кой сыворотки с выведением калибровочной кривой, калибровочной кри
вой по стандартным растворам альбумина и определением белка интакт
ных бактериальных клеток Е. соН.

Количество общего белка в цельной человеческой сыворотке опре
делялось по известной методике рефрактометром по коэффициенту пре
ломления.

Для составления калибровочных кривых сыворотки и альбумина, 
две навески которого соответствовали процентному содержанию белка 
двух проб сыворотки человеческой крови, были приготовлены разведе
ния 1:10, 1:20, 1:40... 1:640. Разведенные сыворотки и стандартные рас
творы альбумина замутняли 2.5%-ным раствором сульфосалициловой 
кислоты, затем фотометрировалп через несколько минут инкубации.

Из 10 млрд/мл маточной бактериальной суспензии шшетировали по 
0,25 мл, т. е. такое количество сыворотки и альбумина, которое брали 
для замутнения, добавляли к 5 мл сульфосалициловбй кислоты и для 
холостой пробы—к 5 мл физиологического раствора. По разности опти
ческой плотности ФЭК-М опыта и холостой пробы определяли коли
чество белка данной суспензии по калибровочной кривой сыворотки или 
альбумина.

Полученные результаты статистически достоверны.
Проведенные исследования позволяют нам рекомендовать турби

диметрический способ определения белка интактных бактериальных кле-
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ток как Е. соН и различных представителен энтеробактерий, так и др\ 
тих видов микроорганизмов.

Турбидиметрический способ определения белка может найти приме 
некие в медицинской, радиационной, ветеринарной, сельскохозяйствен 
ной, технической и промышленной микробиологии.

Страниц 19. Таблиц 5. Библиогр. 14 назв.
Институт экспериментальной биологии АН АрмССР Поступило -о X 1978։

. Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 5՜ 1979

РЕФЕРАТ

УДК 57.087.4

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УДЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ КАТАЛАЗЫ 
(КФ 1.11.1.6) ИНТАКТНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 

КЛЕТОК ESCHERICHIA СОЫ
А. М. ДИЛАНЯН

Определение активности каталазы проводилось манганометричес- 
ким методом, а количество белка—турбидиметрическим способом, 
предложенным нами.

Были использованы 19 эталонных культур Е. coli. Показано коли
чественное различие в содержании белка между отдельными штаммами 
Е. coli при культивировании в одинаковых условиях.

11риведенпые экспериментальные данные об удельной активности 
каталазы Е. coli обработаны непараметрическим критерием статисти
ки— вычислен коэффициент корреляции рангов Спирмена и коэффи
циент нормальной корреляции. Все расчеты показали отрицательную 
корреляцию между количеством белка интактных бактериальных кле
ток Е. coli и их каталазной активностью с высоким уровнем надежности, 
позволяющим отвергнуть нулевую гипотезу. Имеется корреляционная 
связь между белком интактных бактериальных клеток и активностью 
их каталазы. Эта связь обратного характера выражена в сильной сте
пени.

Полученные результаты позволяют нам рекомендовать методику 
определения удельной активности каталазы Е. coli. Эту методику мож
но использовать для каталазопозитивных видов микроорганизмов и 
дрожжей.

Считаем целесообразным применение удельной активности фермен
тов у микроорганизмов соответственно количеству мг расщепленного 
субстрата или образовавшегося продукта на 1 мг белка в единицах, что 
позволит сравнивать активность различных ферментов в одной и той 
же суспензии при определенной концентрации, при одинаковых морфо
логических и физиологических свойствах взятых культур в условиях 
данного эксперимента.

Страниц 12. Таблиц 2. Библиогр. 12 назв.
Институт экспериментальной биологии АН АрмССР Поступило 23.Х 1978 г.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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XXXII. 5. 1974

КРИТИКА И БИБЛИОГРАФИЯ

Л А. Х1АТИНЯН. Сравнительно-физиологические особенности 
компенсаторных приспособлений при повреждениях спинного мозга. 
Изд-во «Айастан», Ереван. 1978, 327 с.

Рассматриваемая монографическая работа доктора биологических наук Л. А. Ма- 
тпняна ценна в теоретическом и практическом отношении. Она является обширным 
экспериментальным исследованием, двадцатилетним трудом автора, изложенным на 
327-ми страницах, иллюстрированным 78-ю рисунками, 25-ю таблицами, с использо
ванием 637 литературных источников (478 русских и 159 иностранных) и заключением 
на английском языке.

В работе рассматриваются интимные механизмы, основные закономерности и осо
бенности восстановления нарушенных функций после различного рода повреждений 
спинного мозга, изучение которых имеет принципиальное значение в связи с тем, что 
дает возможность физиологам и клиницистам управлять этими процессами.

Отметим основные результаты работы, являющиеся солидным вкладом в рассмат
риваемую проблему и имеющие принципиальное значение.

Работа выполнена на большом количестве взрослых животных, стоящих на ра։- 
личных уровнях филогенетического развития (521 животное). Для решения постав
ленной задачи Л. А. Матннян применил большое разнообразие хирургического повреж
дения спинного мозга—дорзальные, вентральные и латеральные гемисекции. А для 
анализа динамики нарушения и восстановления, теоретических заключений и выводов 
автор использовал большое количество современных методик. Можно без преувеличе
ния сказать, что это одна из немногих работ по насыщенности приемов исследования. 
Были применены условно-рефлекторные, электрофизиологические, биохимические, 
эндокринологические, гистоморфологические и гистохимические методики, а также 
математическая статистика. Таким образом, использование большого разнообразия 
животных (лягушек, черепах, птиц, крыс), а также применение большого количества 
методик позволило автору получить новые ценные факты и сделать достоверные тео
ретические заключения и выводы.

Экспериментальный материал работы изложен в 3-х главах.
Первая глава посвящена изучению закономерностей нарушения и восстановле

ния функций после дорсальной и вентральной гемисекции спинного мозга. Здесь нам 
хотелось бы остановиться на следующих интересных фактах. Клинические наблюдения 
показали, что двигательные и вегетативные функции претерпели менее глубокие нару
шения у лягушек и черепах и более значительные у голубей и кур. Но, что особенно 
важно, автору удалось эти наблюдения подтвердить гистоморфологическпми исследо
ваниями. Более глубокие гистологические деструктивные изменения отмечались у жи
вотных, стоящих на более высокой эволюционной ступени развития.

Для вскрытия интимных механизмов восстановления нарушенных функций пред
ставляют интерес следующие наблюдения. Хотя автор и не отмечал регенерации нерв
ной системы после дорсальной гемисекции спинного мозга, но в результате тщательных 
гистологических исследований ему удалось обнаружить в передних столбах, каудаль
ном и особенно в краниальном участках, гипертрофию нейронов, их гиперхромносгь, 
многоотростчатость. Все это имеет важное значение для понимания процессов вос
становления функций, которые до сих пор, к сожалению, еще недостаточно изучены.
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Для дальнейшего изучения механизмов компенсации функций важны злектрофи- 
, энологические исследования автора. О значительных и длительных расстройствах про

ведения афферентных и эфферентные импульсов в спинном мозге после дорсальной 
гемисекции автор судил по вызванным корковым потенциалам и регистрации биото- 

I ков мышц задних конечностей. Особый интерес в этом отношении представляют ре
зультаты, полученные при регистрации вызванных потенциалов, которые в коре боль
ших полушарий после дорсальной гемисекции спинного мозга не исчезают, но значи
тельно изменяются их латентный период, амплитуда, продолжительность и скорость 
проведения импульсов. К моменту восстановления нарушенных функций нормализу
ются и вызванные потенциалы.

В какой-то степени аналогичные данные и выводы были подучены на тех же жи
вотных при одномоментной дорсальной и вентральной гемисекциях спинного мозга на 
разных ею уровнях, ио нарушения двигательных, чувствительных и вегетативных 
функций были более глубокими, и компенсация протекала камною медленнее. Здесь 
хотелось бы обратны, внимание на то. что Л. А. Матннян делает важный н новый вы
вод о том, что восстановление нарушенных функций осуществляется посредством 
образования новых анатомических связей, основанных на способности нервных окон
чаний отдавать коллатерали к неповрежденным нервным структурам, а также путем 
усиления предшествующих связей—рекрутирования, уменьшения подпороговой кай
мы, облегчения ответов и др. Этот механизм компенсации функций заслуживает осо
бою внимания как со стороны морфологов, физиологов, гак и клиницистов.

Заслуживают также большою внимания данные, приведенные во второй и третьей 
главах. Мы придаем большое значение тому факту, что у животных после предвари
тельной экстирпации брюшной симпатической цепочки последующая латеральная ге- 

• мисекция спинного мозта вызывала более серьезные расстройства сенсомоторной и ве
гетативной функций организма и более медленное и неполное восстановление. Такая 
же гемиеекция у интактных животных вызывала менее глубокие нарушения. У них, 
судя ио электрофизиологическим исследованиям, все параметры ответов и скорость 
проведения импульсов со временем восстанавливалась, тогда как у предварительно 
симпатикотомированиых животных эти показатели не восстанавливались и спустя дли
тельное время после операции. Мы особо выделяем эти факты потому, что они имеют 
не только важное теоретическое, но и практическое значение, когда речь идет о не
обходимости операции на том или ином отделе симпатческой нервной системы. Они 
важны еще и потому, что в последнее время исследований по выяснению значения 
симпатической нервной системы для многих функций животного организма проводится 
очень мало.

Весьма ценный экспериментальный материал был получен также при изучении 
функционального состояния коры надпочечников, содержания АГФ и АТФ-азы в ске
летных мышцах и в спинном мозге при повреждениях спинного мозга. Эти данные 
помимо теоретического значения важны и для практической медицины, так как про
ливают дополнительный свет на интимные механизмы развития приспособительных яв
лений и позволяют управлять ими. Это поистине большое достижение автора.

Монография написана хорошим литературных։ языком, прекрасно иллюстрирова
на рисунками и таблицами.

Таким образом, работа Левона Аршалуйсовича Матиняна посвящена весьма ак
туальному вопросу современной нейрофизиологии, нейроморфологии, выполнена на 
высоком научно-методическом уровне, на большом экспериментальном материале. В 
результате многолетних исследований сформулирован ряд новых, оригинальных поло
жений, вносящих ценный вклад в физиологию и медицину. Результаты этих исследо
ваний открывают новые перспективы для дальнейших научных исканий.

Автором на рептилиях и птицах (гл. 11) показаны изменения условнорефлекторной 
деятельности при повреждениях спинного мозга, к сожалению, в отношении грызунов 
этого не сделано. Желательно выяснить это и на грызунах, учитывая особенности 
развития их мозга (имеется как древняя -кора. агсйкюНех, так и новая. геосоПех. од
нако отсутствуют извилины, образование которых связывается с развитием новой ко
ры). Вызывает сожаление невысокое качество воспро։введеиия микрофотографий.

Кинга представляет несомненный интерес для физиологов, нейроморфологов, па
тофизиологов, нейрохирургов, невропатологов _ Я, В. ПОЛЕЖАЕВ
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